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RESUMO

BATTISTUS, Andre Gustavo. Universidade Estadual do Oeste do Parana, fevereiro de 2019.
Modulagdes anatéomicas, bioquimicas e fotossintéticas mediadas por Azospirillum
brasilense inoculado via semente e pulverizacio foliar em milho. Orientador: Dr. Vandeir
Francisco Guimaréaes. Coorientador: Dr. Jodo Domingos Rodrigues.

A utilizagdo de bactérias promotoras de crescimento vegetal tem ganhado destaque devido a
procura por tecnologias sustentaveis que incrementem a producao agricola mundial, podendo-
se destacar o género Azospirillum como o mais difundido. Bactéria de habito rizosférico,
apresenta também capacidade para colonizar tecidos de parte aérea, abrindo portas a
possibilidade para distribuicdo via pulverizacdes na parte aérea, proporcionando efeitos
semelhantes aos desencadeados por inoculagdes via semente. Deste modo, objetivou-se
elucidar efeitos bioquimicos, fotossintéticos, anatdmicos, morfofisiologicos e producido da
cultura do milho inoculada por Azospirillum brasilense via semente e/ou pulverizagao foliar.
Cinco ensaios foram conduzidos, quatro em nivel de campo e outro em condi¢des de vaso
visando avaliar os tratamentos: controle; inoculagdo de A. brasilense via semente; pulverizacdo
foliar de 4. brasilense; ¢ inoculagdo via semente aliado a pulverizagao foliar de 4. brasilense.
Em ensaio em vasos, ao estadio V12, induzindo restri¢do hidrica, e ao estadio R3, com adequada
disponibilidade hidrica, efetuaram-se avaliagdes de trocas gasosas ao longo do dia, aliadas a
coletas foliares para analises bioquimicas da atividade de enzimas antioxidantes, e analise de
turgor celular e estabilidade de membranas ao estadio Vi2. Determinou-se, também, teor de
pigmentos fotossintéticos, trocas gasosas em funcdo da luminosidade (V12 € R3) e concentragdo
de CO2(R3). Ao V12 foram coletadas amostras para determinacdes anatdmicas inerentes a vasos
condutores, estdmatos e lignina, e avaliado a fluorescéncia da clorofila a. Ao final do ciclo
determinou-se indice SPAD. Os ensaios em nivel de campo foram instalados em duas safras e
locais, visando avaliar componentes da producao e produtividade da cultura. Volume, massa de
raiz e massa total foram incrementados pela inoculagdo + pulverizacdo. A utilizagdo de A.
brasilense elevou o nimero e didmetro interno de vasos do metaxilema radicular. Os vasos do
protoxilema tiveram area de transporte aumentada, e o floema teve niimero, diametro e area
elevados. O numero de vasos do floema foi elevado pela bactéria na folha. A epiderme adaxial
e limbo foliar espessaram-se, assim como o numero de estdmatos aumentou. A lignina radicular
foi reduzida pelas inoculagdes, porém, estimulada nas folhas pela combinacdo das aplicagdes.
A pulverizacdo elevou a eficiéncia do fotossistema Il em aproveitar elétrons e repassa-los mais

eficientemente para a assimilagdo liquida de CO,. A falta de agua reduziu fotossintese, porém



A. brasilense sustentou maiores teores foliares de 4gua e maior transpiragao, facilitando aporte
de CO», evitando maiores redugdes na fotossintese. A atividade antioxidante foi impulsionada
por ambas aplicagdes, principalmente nos momentos de alta luminosidade, prosseguindo até o
entardecer. A inoculagdo e pulverizacdo possibilitaram maior fotossintese em elevadas
luminosidades. A atividade das enzimas carboxilativas elevaram-se sob elevadas concentragdes
de CO; intercelular. Fotossintese e transpiragdo foram maiores nas folhas proximas a espiga,
quando pulverizado 4. brasilense. O teor de pigmentos fotossintéticos foliares ndo variou
durante o ciclo, porém, todos os tratamentos proporcionaram efeito stay-green ao final do
mesmo. Nao houve efeitos na produtividade. Os resultados reafirmam o papel de 4. brasilense
na maior exploracdo solo, e indicam seu estimulo no aproveitamento dos recursos ambientais,
incremento da fotossintese e efeito stay-green, promovidos pela inoculacdo via semente, porém

com melhor desempenho para a pulverizagao foliar de A. brasilense.

Palavras-chave: Bactérias promotoras de crescimento vegetal; Fluorescéncia da clorofila a;

Hormonios vegetais; Estresse hidrico.



ABSTRACT

BATTISTUS, Andre Gustavo. Western Parana State University, february 2019. Anatomic,
biochemical and photosynthetic modulations mediated by Azospirillum brasilense
inoculated via seed and leaf spraying in corn. Advisor: Dr. Vandeir Francisco Guimaraes.
Co-advisor: Dr. Jodo Domingos Rodrigues.

The use of plant growth promoting bacteria has been highlighted due to the search for
sustainable technologies that could increase the world agricultural production, being able to
emphasize the genus Azospirillum as the most widespread. Rhizospheric bacteria habit also
presents ability to colonize shoot tissues, opening doors for distribution through sprays in foliar
tissues, providing effects similar to those triggered by inoculations via seed. The objective of
this study was to elucidate the biochemical, photosynthetic, anatomical, morphophysiological
and yield effects in corn inoculated with Azospirillum brasilense applied by seed and/or foliar
spraying. Five trials were conducted, four at field level and another under controlled substrate
conditions to evaluate the treatments: control; A. brasilense seed inoculation; A. brasilense
foliar spraying; and seed inoculation allied to foliar spraying of 4. brasilense. In a controlled
substrate experiment, at V2 stage, with inducing water restriction, and at the R3 stage, with
adequate water availability, gas exchange evaluations were carried out throughout the day,
together with collect of leaf samples for biochemical analysis of the activity of antioxidant
enzymes, and analysis of cell turgor and stability of membranes in Vi, stage. It was also
determined the content of photosynthetic pigments, gas exchange as a function of
luminosity(V12 and R3) and concentration of CO2(R3). In the Viastage, collected samples for
anatomical determinations inherent to conducting vessels, stomata and lignin, and evaluated the
of Chlorophyll « fluorescence. At the end of the cycle, SPAD index was determined. The field-
level trials were carried out in two harvests and sites, aiming to evaluate production components
and crop productivity. Volume, root mass and total mass were increased by inoculation +
spraying. The use of A. brasilense increased the number and internal diameter of vessels of the
root metaxylem. The protoxylem vessels had increased transport area, and the phloem had
elevated number, diameter and area. Number of phloem vessels was raised by the spraying
bacteria. The adaxial epidermis and leaf limbus thickened, just as the number of stomata as
increased. The root lignin was reduced by the inoculations but stimulated in the leaves by the
combination of the applications. Spraying increased the efficiency of photosystem II in
harnessing electrons and passing them more efficiently to the net assimilation of CO». The lack

of water reduces photosynthesis, but A. brasilense sustains high levels of leaf water contents,



greater transpiration facilitating the contribution of CO> and avoiding greater reductions in
photosynthesis. The antioxidant activity is driven by both applications, especially in the high
light moments, continuing until dusk. The inoculation and spraying made possible greater
photosynthesis in high luminosities. Activity of the carboxylic enzymes improved under high
concentrations of intercellular CO». Photosynthesis and transpiration were higher in leaves near
the spike when sprayed A. brasilense. The pigment content did not change during the cycle, but
all the treatments provided a stay-green effect at his end. There were no effects on productivity.
The results reaffirm the role of A. brasilense in the greater soil exploration and indicate its
stimulation in the use of environmental resources, increase of photosynthesis and stay-green

effect, promoted by inoculation, and with a better performance by A. brasilense foliar spraying.

Keywords: Plant growth promoting bacteria; Chlorophyll a fluorescence; Plant hormones;

Drought.
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1 INTRODUCAO GERAL

O milho (Zea mays L.) apresenta elevada importancia econémica mundial, sendo
cultivado em todos os continentes ¢ empregado em varias cadeias do agronegdcio. Neste
cenario, o Brasil desponta como terceiro maior produtor ¢ segundo maior exportador do grao.

Devido ao elevado potencial produtivo do cereal, o desenvolvimento de tecnologias
para incorporag@o ao sistema de producdo ¢é intenso, dentre as quais destaca-se produtos que
visam otimizar o aproveitamento dos recursos ambientais para incremento da produtividade, ou
abrandar efeitos derivados de estresses, mitigando redugdes na produtividade.

Produtos com caracteristica biofertilizante e bioestimulante destacam-se em culturas
de alta liquidez, onde sua aplicacdo pode ser efetuada ao longo de todo o ciclo vegetativo,
visando estimular a atividade fotossintética e potencializar produtividade. Ao mesmo passo, o
mercado consumidor vem demandando maior sustentabilidade na produgdo do cereal,
aumentando a participag@o de produtos de origem bioldgica em sua producio.

Liderando a utilizacdo de microrganismos promotores de crescimento ao redor do
mundo, o género Azospirillum tem se destacado pela amplitude de culturas onde apresenta
efeitos de promogdo de crescimento, sendo mais aplicado a cultivos de gramineas. O mesmo
atua como modulador do metabolismo vegetal por meio de estimulos hormonais e bioquimicos,
culminando em mecanismos bioquimicos ¢ morfologicos que facilitam a captacdo de agua e
aproveitamento de recursos ambientais. Isso possibilita maior explora¢do do solo devido ao
crescimento radicular, e acionando mecanismos de defesa que, em conjunto, possibilitam ao
vegetal melhores condi¢des para enfrentar adversidades bioticas e abioticas.

Bactéria de habito rizosférico, o género Azospirillum apresenta também capacidade
para colonizar tecidos de parte aérea, possibilitando alternativa para sua distribui¢do via
pulverizacdes foliares. Usualmente estas aplicagdes t€ém proporcionando efeitos semelhantes
aos desencadeados por inoculagdes via semente, possuindo a vantagem de evitar contato direto
e exposi¢ao prolongada da bactéria a diversos defensivos agricolas aplicados via tratamento de
semente, os quais afetam sua eficiéncia agricola.

Deste modo, a presente obra teve por objetivo elucidar efeitos bioquimicos,
fotossintéticos, anatomicos, morfofisioloégicos e produtivos promovidos por Azospirillum
brasilense — estirpes AbV5 + AbV6 — aplicado via semente e/ou pulverizagdo foliar na cultura
do milho, buscando compreender melhor seus mecanismos de agdo e modulagdes fisiologicas

ao longo do ciclo da cultura.



2 CAPITULO 1: BACTERIAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO VEGETAL NA
MITIGACAO DE ESTRESSE HIDRICO — ALTERNATIVAS DE APLICACAO NA
CULTURA DO MILHO

A reducdo da amplitude entre o potencial produtivo das culturas e os niveis de
producdo agricola atingidos atualmente ¢ ponto importante a ser explorado pela pesquisa
(FISCHER, 2015). Aliado a isto estd a busca por alternativas sustentaveis para otimizar a
exploracdo ambiental por parte das plantas. A correta compreensdo e impacto na fisiologia das
plantas que estas tecnologias ocasionam ¢ de crucial importancia para seu correto
posicionamento nos campos de producdo (GODFRAY et al., 2010).

Entre os principais empecilhos que distanciam o potencial produtivo da produtividade
atual estdo os periodos de restrigdo ou alta demanda hidrica, sendo a homogénea oferta de agua
durante o ciclo das culturas o fator abidtico mais importante, que quando nao atendido, limita
a produc¢do, ocasionando significativas perdas na agricultura mundial (AHMAD et al., 2016;
SHAO et al., 2009). Aliado a esta informagdo, ressalta-se que nos préximos anos espera-se
aumento da heterogeneidade na distribui¢ao hidrica ao redor do globo terrestre (KASIM et al.,
2013).

Vegetais sofrem prejuizos com a falta de agua quando ha baixa oferta da mesma no
solo ou quando a taxa transpiratoria excede a capacidade de absor¢do deste recurso por parte
das raizes, mesmo em adequada disponibilidade hidrica no solo (ANJUM; XIE; WANG, 2011),
de comum ocorréncia ao longo do dia em periodos de alta temperatura e elevada radiacdo solar.
Estes periodos resultam em redug@o ou até inibi¢do da atividade fotossintética devido a reducao
do teor de agua nos tecidos foliares (CURA et al, 2017), impactando fisiologica e
bioquimicamente os vegetais, culminando em reducdo da produtividade (ALI et al., 2011).

Deste modo, torna-se importante a busca por alternativas e tecnologias sustentaveis
que possibilitem a manuten¢do da produ¢do em momentos adversos (TAKEDA; MATSUOKA,

2008) e/ou aumento da produtividade em condigbes favoraveis a mesma.

2.1 FOTOSSINTESE E CONDICOES AMBIENTAIS

A taxa fotossintética de um vegetal é resultado do aporte de agua aos tecidos

fotossintetizantes (GHANNOUM, 2009), teor de pigmentos fotossintéticos e seus protetores
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(BHATTACHARYYA; JHA, 2012), nivel de luminosidade incidente (BULEGON et al.,
2017b), e no caso de plantas de metabolismo fotossintético Cq, facilidade de fornecimento de
CO3 ao sitio carboxilativo (LAWLOR; TEZARA, 2009; UBIERNA; SUN; COUSINS, 2011).
Tendo em destaque, a luminosidade ambiental ¢ ofertada aos vegetais diariamente, a 4gua ganha
importancia na fotossintese, visto que € recurso abundante, mas também o mais limitante a
assimilagéo de carbono.

Em situagbes de déficit hidrico, usualmente relacionadas a momentos de elevada
temperatura e incidéncia luminosa, ha rapida perda de agua pela transpiracdo e redugdo de
turgor intracelular, conduzindo ao fechamento dos estomatos (CHAVES; FLEXAS;
PINHEIRO, 2009). Segundo os mesmos autores, esta resposta estomatica ¢ uma agdo vegetal
necessaria para impedir maiores perdas de agua, evitando grandes danos na atividade
enzimatica, respiragdo, permeabilidade de membranas, metabolismo lipidico e sintese de
elementos (FILIPPOU et al., 2014). O fechamento estomatico ¢ a principal causa de redugdo
na atividade fotossintética em situagdes de déficit hidrico devido a limitagdo estomatica para a
fotossintese (MUMM et al., 2011) que conduz a baixos niveis de CO> na camara subestomatica
e consequentemente no mesofilo.

Efeitos negativos nos vegetais oriundos de breves momentos de déficit hidrico podem
ser prolongados além dos efeitos visuais, pois com a falta de turgor celular rapidamente ha
fechamento estomatico (ZHOU; LAMBRIDES; FUKAI, 2013). Porém com a recuperacdo da
hidratacdo celular, ndo necessariamente a reabertura estomatica se dara na mesma velocidade,
visto que ha efeito residual do acumulo de acido abscisico nas células guarda (SLAMA et al.,
2015).

Quando o déficit hidrico ¢ prolongado, ha mais problemas que acometem a taxa
fotossintética do vegetal. Quando ha alta luminosidade, ha elevada produgdo de energia (ATP)
e poder redutor (NAD(P)H). Contudo, ndo ha gasto energético e de elétrons para assimilagdo
de CO; (devido a baixa disponibilidade do gas pelos estdmatos fechados), o que significa que
os carreadores ADP e NAD(P) estardo indisponiveis a receber energia e elétrons. A este evento
nomeia-se como limita¢do nao-estomatica da fotossintese (FOYER; NOCTOR, 2009).

Como na limitagdo ndo-estomatica da fotossintese a energia recebida pela
luminosidade solar ndo tem para onde ser dissipada, visto que ha pouco CO; para ser assimilado
na camara subestomatica devido ao fechamento dos mesmos (CHAVES; FLEXAS;
PINHEIRO, 2009; MUMM et al., 2011; ZHOU; LAMBRIDES; FUKAI, 2013), ha sobrecarga
energética sob o fotossistema II nas membranas dos tilacdides. Esses elétrons excedentes sdo

entdo dissipados aos carotenoides ou capturados pelo oxigénio devido sua forte afinidade aos
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elétrons, induzindo formacgdo de espécies reativas de oxigénio (BARBOSA et al., 2014; DAS
et al., 2011), danosas a proteina D1 do centro de reagdo do fotossistema II (ponto central do
transporte eletronico fotossintético), bem como outras estruturas, como membranas celulares
(VASS; CSER, 2009).

Quando o vegetal chega ao ponto de gerar niveis elevados de espécies reativas de
oxigénio pelo desequilibrio dos recursos fotossintéticos, aumenta-se consideravelmente o risco
de danos bioquimicos ao aparato celular (SANDHYA et al., 2010). Para contrapor o potencial
de danos destes compostos, as plantas modulam suas rotas bioquimicas de enzimas
antioxidantes, dentre elas as peroxidases (POX), catalase (CAT), polifenoloxidases (PPO) e
superoxido dismutase (SOD) (BARBOSA et al., 2014), essenciais a protegdo vegetal
(FUKAMI et al., 2017) visando atenuar a capacidade de dano a atividades do metabolismo
primario, ou até extinguir as espécies reativas de oxigénio (CHAVES; FLEXAS; PINHEIRO,
2009; VASS; CSER, 2009).

Por outro lado, para aliviar essas situacdes que comprometem a fotossintese e outras
atividades, os vegetais sdo forgados a otimizar o aproveitamento dos recursos ambientais, sendo
fator decisivo de sele¢do para as plantas visto que ird compor sua produtividade. Para tanto,
plantas que apresentam maior capacidade de transporte hidraulico e sistema vascular robusto
estdo mais propensas a atingirem altas produtividades (BOGHDADY; ALI, 2013; PEREYRA
etal., 2012; ROMERO; VEGA; CORREA, 2014). Ainda como fonte de mitigacdo de estresses,
as plantas interagem com vasta gama de microrganismos (NAVEED et al., 2014) visando
manutengdo ¢ incremento de atividades metabdlicas durante condigdes adversas

(KAVAMURA et al., 2013) por variados mecanismos de agdo.

2.2 BACTERIAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO VEGETAL

A definicdo de bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV), ou bactérias
promotoras de crescimento de plantas (BPCP), engloba grupos de microrganismos de vida livre
ou epifiticos com capacidade de estabelecimento de relagdes simbidticas, associativas ou ndo,
com plantas (GLICK, 2012). Usualmente de colonizacdo rizosférica, estes microrganismos
promovem desenvolvimento vegetal através do sinergismo entre a produgao e estimulo a sintese
de horménios vegetais (CASSAN; VANDERLEYDEN; SPAEPEN, 2014), solubilizagio de
fosfatos inorganicos (RODRIGUEZ; GONZALEZ; GOIRE, 2004), modulacdo de enzimas
antioxidantes (BULEGON; GUIMARAES; LAURETH, 2016), anatomia vascular
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(LARRABURU; LLORENTE, 2015) e atividade do 6xido nitrico (DI PALMA et al., 2013),
culminando em maior desenvolvimento radicular ¢ melhor exploragdo de agua e nutrientes
(CASSAN; DIAZ-ZORITA, 2016; HUNGRIA et al., 2010).

Dentre a vasta gama de bactérias utilizadas mundialmente para promog¢do de
crescimento vegetal, o género Azospirillum tem se destacado como o mais utilizado,
principalmente na interagdo com gramineas (FUKAMI et al., 2016; HOSSAIN et al., 2015;
PEREYRA etal., 2012; SARANRAJ; SIVASAKTHIVELAN, 2013), ¢ mais recentemente com
fabaceas (ASKARY et al., 2009; BULEGON et al., 2017a).

2.2.1Regulacio de crescimento vegetal

2.2.1.1  Horménios promotores de crescimento e indutores de resisténcia a déficit
hidrico

Usualmente, a produg@o de fitohormdnios por bactérias promotoras de crescimento
vegetal ¢ liderada pelas auxinas (MASCIARELLI et al., 2013). Contudo, também ha
contribuicdes pela produgdo de giberelinas (GLICK, 2012; PERRIG et al., 2007) e citocininas
(CASSAN; VANDERLEYDEN; SPAEPEN, 2014). Em balanco adequado, estes trés
hormonios promovem o desenvolvimento vegetal (CATO et al., 2013) otimizando a divisdo
celular por meio das citocininas (WERNER; SCHMULLING, 2009), maior diferencia¢io
celular (SORCE et al., 2013) e afrouxamento de paredes celulares (ROBERT; FRIML, 2009)
pelas auxinas. Estas agdes sdo complementadas pela atuagdo das giberelinas na reducdo do
potencial osmético e entrada de dgua para expansdo celular, assim como atuam otimizando a
expressao floral dos vegetais (DAVIERE; ACHARD, 2013).

Em relacdo a hormdnios inibidores de crescimento, a literatura apresenta resultados
contraditorios para modulacdo dos niveis de acido abscisico por Azospirillum, com alguns
trabalhos indicando aumentos em seus niveis endogenos (COHEN et al., 2009; COHEN;
BOTTINI; PICCOLI, 2008; PERRIG et al., 2007), e outros indicando seu decréscimo nas
plantas devido a utilizagdo no metabolismo bacteriano (BELIMOV et al., 2014; CASSAN et
al., 2009a). Possivelmente estas inconsisténcias relacionam-se as condigdes ambientais que as

plantas foram submetidas durante os ensaios.
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2.2.1.2 Atividade da Enzima ACC-deaminase

Muito se aborda sobre a reducdo da atividade e teor de etileno nos tecidos vegetais
promovida pela atividade da enzima ACC-deaminase. O aumento da concentracdo de auxinas
desencadeado pelas bactérias estimulam a atividade da ACC-sintase, transformando S-
adenosil-L-metionina (SAM) em ACC, que por sua vez ¢ precursor do hormonio gasoso etileno,
que acarreta inibi¢do do crescimento (GLICK, 2014). Por sua vez, o Azospirillum estimula a
atividade da ACC-deaminase para degradar o ACC e utilizar em seu proprio metabolismo como
amonia, aminoacidos e a-cetobutirato, reduzindo os niveis de etileno na planta em que estiver
associado (ESQUIVEL-COTE et al., 2010). Este evento bioquimico culmina com redugo de
processos relacionados a senescéncias dos tecidos vegetais que sdo efeitos fisiologicos

atribuidos ao etileno (IQBAL et al., 2017).

2.2.1.1 Acido salicilico

A capacidade de producdo e excre¢do de acido salicilico por bactérias do género
Azospirillum (ALEN’KINA et al., 2014; ALEN’KINA; TRUTNEVA; NIKITINA, 2013)
possivelmente baseia-se em mecanismo competitivo da bactéria, buscando estimular a planta
para que evite o estabelecimento de demais bactérias ao sistema radicular, sejam elas benéficas
ou fitopatogénicas (LEBEIS et al., 2015).

Este mecanismo, previamente citado, promovido por Azospirillum apresenta efeito
colateral positivo, visto que o acido salicilico é um composto hormonal sintetizado
endogenamente (DEMPSEY et al., 2011) e que colabora na modulagéo do crescimento vegetal
(RIVAS-SAN VICENTE; PLASENCIA, 2011), e principalmente, ¢ estudado pela elevada
capacidade de mediar indug@o de defesas naturais das plantas a patogenos (AN; MOU, 2011) e
estresses abioticos (KHAN et al., 2015).

2.2.1.2 Poliaminas

A atividade de Poliaminas, estimulada por Azospirillum, mais especificamente na

atividade da putrescina (ZAWOZNIK et al., 2011), espermidina, espermina (CASSAN;
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VANDERLEYDEN; SPAEPEN, 2014; PERRIG et al., 2007) e cadaverina (CASSAN et al.,
2009b). Estes compostos sdo considerados reguladores de vegetais relacionados a respostas a
estresses (LIU et al., 2015), desenvolvimento de pelos radiculares e captacdo de nutrientes
(NAHAR et al., 2016; SAINI et al., 2013).

2.2.1.3 Oxido nitrico

Nao obstante, Azospirillum ainda possui habilidade de excretar 6xido nitrico.
Primariamente, esta substancia ¢ produzida pela bactéria e destinada a atividade e expansao de
biofilme bacteriano, necessario para colonizacdo epifitica do sistema radicular dos vegetais (DI
PALMA et al., 2013). Contudo, as plantas se beneficiam da excre¢@o desta substancia devido
a atuacdo do oxido nitrico no estimulo as rotas bioquimicas produtoras de auxinas, estimulando
a formacdo de raizes laterais (AMENTA et al., 2015) e pelos radiculares (CREUS et al., 2005;
MOLINA-FAVERO et al., 2008). Ao mesmo tempo, o 6xido nitrico apresenta atuacdo nos
vegetais mediando respostas a estresses € aumentando a velocidade de reagdo vegetal a

situacdes adversas (ALEN’KINA; NIKITINA, 2012).

2.2.2Solubilizacio de fosfatos

Ap6s o nitrogénio, o fosforo é o elemento que mais limita o desenvolvimento vegetal,
devido a sua atuag@o junto ao metabolismo energético e sua importancia no mecanismo
genético das células. Deste modo, a capacidade de solubilizacdo de fosfatos do género
Azospirillum colabora para o desenvolvimento vegetal devido a maior disponibilizacdo de
fosforo (LIRA-CADETE et al., 2012; PEDRINHO et al., 2010), elemento com primordial
importancia no desenvolvimento do sistema radicular (POSTMA; DATHE; LYNCH, 2014).

Visto que grande gama de solos podem apresentar problemas de disponibilidade de
fosforo, devido a sua ligagdo com ions de ferro e aluminio em solos acidos, e com ions de calcio
em solos alcalinos (MOREIRA et al., 2010), e que usualmente a microbiota natural apresenta
atividade baixa ou agronomicamente insatisfatoria, a adicdo de microrganismos que
incrementem a solubilizacdo do fésforo imobilizado ¢ ponto importante para estimular a

promogao do crescimento vegetal (KHAN et al., 2009).
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2.2.3Producao de sideroforos

Dentre os micronutrientes, o ferro ¢ forte limitante do desenvolvimento vegetal devido
a sua atividade essencial no transporte de elétrons, principalmente no processo luminoso de
geracdo de energia e poder redutor da fotossintese, trabalhando como carreador de elétrons, e
também na atividade da enzima nitrato redutase (KONISHI; YANAGISAWA, 2011). Em pH
neutro, o ferro fica facilmente insoluvel, e a presengca de sideroforos (agentes quimicos
quelantes de ferro) produzidos por bactérias promotoras de crescimento auxilia fortemente a
absorcdo deste nutriente pelas plantas (SAHA et al., 2013).

A producdo de acido salicilico por Azospirillum (FUKAMI et al., 2017) também
conduz a producdo de sidero6foros, controlando o acimulo, mobilizagdo e transporte de ferro
(SAHA et al.,, 2013). Além de suas atividades quelantes junto ao ferro, os sider6foros
produzidos pelo Azospirillum colaboram para a promogao de crescimento vegetal (PEDRAZA
et al., 2010) e também apresentam atividade de biocontrole contra fungos fitopatogénicos

(TORTORA; DIAZ-RICCI; PEDRAZA, 2011, 2012).

2.2.4Tolerancia a estresses bioticos e condi¢oes ambientais adversas

Periodos de restri¢do hidrica sdo considerados o principal fator de estresse abidtico aos
vegetais, responsavel por significativas perdas de produtividade (SHAO et al., 2009), inclusive
na cultura do milho (AHMAD et al., 2016). Nestas condig¢des, a excre¢do e aumento dos niveis
endogenos de acido abscisico nos vegetais mediados por Azospirillum (COHEN et al., 2009;
COHEN; BOTTINI; PICCOLI, 2008; PERRIG et al., 2007) acelera respostas de controle de
transpiracdo via movimento estomatico (TARDIEU; PARENT; SIMONNEAU, 2010),
reduzindo as perdas de agua.

Além do controle transpiratorio promovido pelo 4cido abscisico, 0 mesmo composto
hormonal promove a redugdo do crescimento da parte aérea pela inativagdo de ATPases
(TARDIEU; PARENT; SIMONNEAU, 2010). Aliado a este evento e na presenca de
Azospirillum, a atividade de auxinas, citocininas e cadaverina sdo incrementadas além dos
niveis naturalmente endogenos (CASSAN; VANDERLEYDEN; SPAEPEN, 2014) nas raizes,
estimulando o crescimento do sistema radicular (CASSAN; DIAZ-7ZORITA, 2016; WERNER;
SCHMULLING, 2009) e desenvolvimento de pélos absorventes (CASSAN et al., 2009b;
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FERREIRA; KNUPP; MARTIN-DIDONET, 2014; OVERVOORDE; FUKAKI;
BEECKMAN, 2010; SAINI et al., 2013), possibilitando maior exploragdo do solo para
captagdo de recursos hidricos ¢ minerais (HUNGRIA et al., 2010).

A maior absor¢do e controle transpiratério de dgua promovida pelo complexo de
atividades de promogao de crescimento do Azospirillum ¢ complementada pelas modificagoes
anatomicas mediadas pela bactéria (LARRABURU; LLORENTE, 2015). Este género de
bactérias promove aumento do numero e didmetro de vasos condutores (LARRABURU;
APOSTOLO; LLORENTE, 2010; LARRABURU; BUSUSCOVICH; LLORENTE, 2016;
LARRABURU; LLORENTE, 2015), sendo importante fator para maior condutividade
hidraulica no vegetal e suporte em condi¢des hidricas desfavoraveis (PEREYRA et al., 2012;
ROMERO; VEGA; CORREA, 2014).

Ainda assim, situacdes de estresse usualmente aceleram processos de senescéncia
vegetal, onde em condi¢des mais extremas ou em final de ciclo das culturas, o Azospirillum
atua através do mecanismo da enzima ACC-deaminase (ESQUIVEL-COTE et al., 2010) ¢
aumento de pigmentos fotossintetizantes e protetores (BULEGON; GUIMARAES;
LAURETH, 2016; CURA et al., 2017; DEL AMOR; PORRAS, 2009; FASCIGLIONE et al.,
2015), possibilitando prolongamento da atividade fotossintética e maior tempo para
redistribuicdo das reservas em degradagdo (GLICK, 2014) para outros oOrgdos em

desenvolvimento.

2.2.5Mecanismos de acio complementares

A interacdo de bactérias promotoras de crescimento vegetal com fitopatogenos varia
de acordo com o patossistema. A maior protecdo dos vegetais pode ocorrer de forma direta —
area com forte crescimento de interesse pela pesquisa (GLICK, 2014) — pela acdo de
sider6foros, quitinases, amonia e cianidas (MAZHAR et al., 2016) produzidos por Azospirillum
em varios patossistesmas (SANKARI; DINAKAR; SEKAR, 2011; TORTORA; DIAZ-RICCI,
PEDRAZA, 2012), ou de forma indireta via excregao de acido salicilico (ALEN’KINA et al.,
2014; ALEN’KINA; TRUTNEVA; NIKITINA, 2013) para mediar respostas visando facilitar
a colonizacdo e estabelecimento de Azospirillum no sistema radicular dos vegetais e reduzir a

competicdo com outros microrganismos (LEBEIS et al., 2015).
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2.3 PULVERIZACAO FOLIAR DE Azospirillum EM PLANTAS

Bactérias promotoras de crescimento vegetal sdo inoculadas usualmente via semente
ou no sistema radicular. Mas recentemente, principalmente as BPCV que apresentam resultados
promissores nas produtividades agricolas, vem sendo submetidas a testes visando nova forma
de aplicacdo via pulverizagdes foliares (ESITKEN et al., 2010; OLIVARES et al., 2015; XU et
al., 2016).

Visto o volume de produtos adicionados atualmente via semente em grandes culturas,
como fungicidas, inseticidas e bioestimulantes, bactérias inoculadas conjuntamente a estes
compostos sofrem com a exposi¢do aos mesmos, sendo estes, nocivos a sua sobrevivéncia e
estabelecimento junto a semente ou radicelas (BATTISTUS et al., 2014; FERNANDES et al.,
2012), variando a toxicidade conforme a interacdo bactéria/composto quimico (LUDWIG et
al., 2018). Ao mesmo tempo, a adi¢do de inoculantes contendo bactérias promotoras de
crescimento vegetal ao tratamento de sementes pode extrapolar o volume de calda adequado
por quilo de sementes, afetando o desempenho germinativo e estabelecimento da cultura a
campo (SANTOS et al., 2018).

O género Azospirillum, mais especificamente representado por A. brasilense,
apresenta capacidade de colonizac@o de tecidos foliares de grandes culturas, como o milho
(FUKAMI et al., 2016), quando aplicado via pulverizagdo foliar em estadios vegetativos da
cultura. Mesmo considerada uma bactéria de rizosfera, e ndo adicionado diretamente ao sistema
radicular, a pulverizagdo de A. brasilense ¢é relatada na literatura atuando em varias culturas,
promovendo efeitos no aumento do teor de pigmentos relacionados a fotossintese (BULEGON;
GUIMARAES; LAURETH, 2016), incrementos na taxa fotossintéticas (BULEGON et al.,
2017b), crescimento de plantas (FUKAMI et al., 2017), componentes da produ¢do (ZUFFO et
al., 2017), produtividade (CLEMENTE et al., 2016; COSTA et al., 2015) e aumento de
qualidade nutricional (AHMADI-RAD et al., 2016).

Exposto os principais empecilhos a adicdo de bactérias promotoras de crescimento
vegetal via tratamento de sementes nas grandes culturas, ¢ importante que se busque e elucide
formas alternativas, como a pulverizagdo foliar, para manter e ampliar o posicionamento de
tecnologias sustentaveis que possam ser adicionadas aos sistemas produtivos (SARANRAJ;
SIVASAKTHIVELAN, 2013), almejando atingir os patamares de produtividades superiores

demandados para os préximos anos a agricultura mundial.
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3 CAPITULO 2: MODULACOES NA ANATOMIA VASCULAR E ESTRUTURAL
DE RAIZES E FOLHAS DE MILHO MEDIADAS POR AZOSPIRILLUM
BRASILENSE: RECURSO EM CONDICOES ADVERSAS

Resumo: Adaptacdes vegetais, estruturais e bioquimicas, sdo necessarias para que as plantas
enfrentem condi¢des ambientais adversas. Deste modo, buscou-se avaliar alteracdes anatomicas
e estruturais, em raizes e folhas de milho, induzidas pela utilizagdo de Azospirillum brasilense
inoculado via semente e/ou pulverizagdo foliar. Amostras de raizes e folhas foram coletadas
para fixacdo e confeccdo de micrografias, determinando caracteristicas inerentes aos tecidos
condutores e estdmatos, deposi¢do de lignina e atividade da fenilalanina amonia liase. A
utilizagdo de A. brasilense reduziu espessura da parede, elevou o niimero e diametro interno de
vasos do metaxilema radicular. Os vasos do protoxilema tiveram capacidade de transporte
impulsionada pelo aumento de area, ao passo que o floema apresentou nimero, didmetro e area
de vasos aumentada. Na nervura foliar secundaria, o numero de vasos do metaxilema foi
reduzido pelas inoculagdes via semente, e os vasos do protoxilema elevados pela combinagao
de A. brasilense via semente + pulverizagdo foliar. O nimero de vasos do floema elevou-se
assim como na raiz, favorecendo transporte de fotoassimilados, for¢ando o aumento da bainha
clorofilada. Na nervura tercidria, a area ocupada pelos vasos condutores ampliou em relagio a
bainha clorofilada. A espessura da epiderme adaxial, limbo foliar ¢ nimero de estdmatos na
face abaxial e totais elevaram-se. O teor de lignina radicular foi reduzido pelas inoculagdes via
semente, porém estimulado nas folhas pela combinagdo das aplicagdes. Alteragdes anatdmicas
promovidas por 4. brasilense apontam maior capacidade de translocag@o de solutos no vegetal,
em detrimento da lignificacdo radicular e aumento de deposicdo de lignina nas folhas,
confirmando o potencial do 4. brasilense na inducdo de importantes respostas vegetais por

diversos mecanismos para aclimatagdo a condigdes ambientais adversas a produgao.

Palavras-chave: Condutividade hidraulica; Lignificacdo; Bactérias promotoras de crescimento

vegetal.
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3.1 INTRODUCAO

A agricultura tem pela frente o desafio de otimizar a capacidade produtiva para
continuar provendo alimentos a crescente populagdo mundial. Esta populacdo que cada vez
mais busca por produtos advindos de sistemas de produgdo que apresentam maior
sustentabilidade. Neste sentido, a utilizacdo de bactérias promotoras de crescimento vegetal
(BPCV) tem-se destacado no cenario agricola mundial, principalmente no caso do género
Azospirillum em gramineas (EL-LATTIEF, 2016; SARANRAJ; SIVASAKTHIVELAN,
2013).

A interacdo com o género Azospirillum possibilita as plantas maior aporte de agua e
nutrientes (CASSAN; DIAZ-ZORITA, 2016; PEDRAZA, 2008) devido aos seus amplos ¢
diversificados mecanismos de agdo, como a producido e excrecdo de hormonios (ESQUIVEL-
COTE et al., 2010; MASCIARELLI et al., 2013) e poliaminas (CASSAN et al., 2009b),
regulacdo de rotas bioquimicas, afetando a atividade de ACC-deaminase (ESQUIVEL-COTE
et al.,, 2010) e oxido nitrico (ALEN’KINA; NIKITINA, 2012), solubilizagdo de fosfatos
(RODRIGUEZ; GONZALEZ; GOIRE, 2004) e fixacao de nitrogénio (HUNGRIA et al., 2010).
Este complexo de estimulos induz o desenvolvimento vegetal (BATTISTUS et al., 2014;
BULEGON et al., 2017b; GUIMARAES et al., 2014) e promove incrementos na produtividade
(ASKARY et al., 2009; HOSSAIN et al., 2015; QUADROS et al., 2014).

Além da habilidade de habitar o sistema radicular, ha relatos de que o Azospirillum
spp. possui capacidade de colonizar o filoplano (FUKAMI et al., 2017), abrindo possibilidade
de evitar que estas bactérias sejam aplicadas junto a demais pesticidas nas sementes que
ocasionam mortalidade (FUKAMI et al., 2016), ¢ promovendo maior estruturacdo de
mecanismos de resisténcia contra estresses bidticos e abidticos (CASSAN et al., 2009b;
FUKAMI et al., 2017; TORTORA; DIAZ-RICCI; PEDRAZA, 2012).

Com relagdo a estresses abioticos, em condigdes de intenso déficit de pressdo de vapor
atmosférico, as plantas tendem a apresentar sintomas de murcha devido a capacidade de
absor¢ao radicular de agua ser superada pela taxa transpiratoria da parte aérea (LEITNER et
al., 2014), principalmente nos horarios mais quentes e de maior radiagdo incidente ao longo do
dia. Nestes momentos se torna imprescindivel a planta apresentar caracteristicas que estimulem

maior condutividade hidraulica, acelerando o transporte de 4gua no vegetal, reportado como
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um dos efeitos induzidos por A. brasilense (BOGHDADY; ALI, 2013; PEREYRA et al., 2012;
ROMERO; VEGA; CORREA, 2014).

Deste modo, além de modificagdes bioquimicas (BULEGON et al., 2017a) e
fisiologicas (BULEGON et al., 2017a), a suplementacdo auxinica promovida por Azospirillum
spp. apresenta potencial sistémico de modular alteragdes anatdmicas nos vegetais (CASSAN et
al., 2009a), seja no sistema radicular (LARRABURU; BUSUSCOVICH; LLORENTE, 2016;
LARRABURU; LLORENTE, 2015) ou na parte aérea (BOGHDADY; ALI 2013; EL-AFRY
et al., 2012), independente se utilizado via semente ou pulverizagdo foliar (EL-AFRY et al.,
2012). Ao mesmo tempo, respostas estomaticas mais rapidas sdo demandadas para reduzir a
perda de agua (DRAKE; FROEND; FRANKS, 2013).

Por outro lado, sabe-se que indugdes eliciadas por agentes externos, com as descritas
anteriormente por Azospirillum spp., demandam reorganizacdo metabolica por parte das plantas
em detrimento de outras atividades bioquimicas, principalmente as de alto valor energético,
como a deposicao de lignina (SABIR et al., 2012), importante mecanismo relacionado a
sustentacdo vegetal, defesa antimicrobiana e atividade de enzimas envolvidas em sua rota de
producao (THOMAS et al., 2010).

Hipotetiza-se, portanto, que a utilizacdo de Azospirillum spp. gera alteragdes
anatomicas que podem aumentar a eficiéncia produtiva de culturas, como o milho, devido ao
aumento da capacidade de condutividade hidraulica e controle de perda de agua, com ou sem
custos em outros tecidos e estruturas do vegetal.

Visto o exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar plantas de milho inoculadas com
Azospirillum brasilense, estirpes AbV5+AbV6, via semente ou pulverizacao foliar, quanto a

alteracdes anatomicas e deposi¢do de lignina no sistema radicular e folhas da cultura.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Tratamentos e delineamento experimental

Estudou-se o comportamento de plantas de milho submetidas a trés formas de
aplicacdo de A. brasilense (corrig. Tarrand et al.) em relagdo a caracteristicas anatomicas e
deposicao de lignina na raiz e folhas de milho, compreendendo os tratamentos: 1. controle; 2.

inoculacdo via semente de 4. brasilense (100 mL/60. 000 sementes); 3. pulverizagdo foliar de
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A. brasilense (300 mL ha'') ao estadio V4; e 4. inoculagdo via semente associada a pulverizagdo
foliar de A. brasilense nas dosagens e estadios anteriormente citados. O ensaio foi conduzido

em blocos casualizados composto por cinco repeti¢des, com duas plantas por repeticdo.

3.2.2 Material vegetal e conducio experimental

Plantas de milho do hibrido Pionner 30F53 Leptra® RR2™ foram conduzidas a pleno
sol em vasos de 25 litros (29 cm x 37 cm x 29 cm; AxDxd) preenchidos com substrato a base
de horizonte A+B de LATOSSOLO VERMELHO Eutroférrico (LVef) (SANTOS, 2018).

Previamente a semeadura o substrato foi homogeneizado com 50 mg dm= de N (ureia),
300 mg dm de P»Os (superfosfato triplo) e 150 mg dm= de K>O (cloreto de potassio)
(NOVAIS; NEVES; BARROS, 1991). Ainda segundo a mesma recomendacao, foi realizado
aporte de 50 mg dm= de N (ureia) no estadio V3 da cultura. Baseado na saturagdo de bases

apresentada (V% de 62,68), nao foi necessario calagem.

3.2.3Preparacio e fixacio das amostras

As amostras foram coletadas no estadio V12, sendo a amostra da folha provinda do
terco médio da folha indicativa do estadio V1o, e das raizes nodais das plantas de milho.

Inicialmente as amostras foram lavadas em agua destilada e acondicionadas durante
72 horas em solugdo fixadora FAA (proporgdo 1:1:18 de formol/acido acético glacial/alcool
etilico 50%). Apos este periodo, as amostras foram transferidas para solu¢do de alcool etilico

70% para armazenamento em geladeira a +4 °C.

3.2.4Cortes histologicos

As amostras foram retiradas do alcool etilico 70% e transferidas para agua destilada e
deionizada. Os cortes foram realizados manualmente com lamina de bisturi e auxilio de
microscopio estereoscopio. Apods, os mesmos foram imersos em solucdo corante de azul de

toluidina (0,05 %) + 4gua destilada durante um minuto, transferidos para alcool etilico 50% por
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mais um minuto para retirada do excesso de corante aderido a amostra, ¢ por fim, imerso em
agua destilada por mais um minuto para retirada de residuos de alcool.

As amostras foram transferidas para laminas de microscopia, onde foram depositadas
sobre solugdo de glicerina a 50%, cobertas por laminula ¢ vedadas nas laterais por esmalte

transparente.

3.24.1 Numero de estdmatos

Em regido proxima a amostra coletada para a analise histologica, sec¢des foliares do
terco médio da folha indicativa do estadio V1o foram destacadas, e suas partes abaxial e adaxial
levemente pressionadas em laminas de microscopia contendo gotas de adesivo instantaneo
transparente. Apds alguns segundos, as amostras foliares foram retiradas, deixando marcado a

superficie de seus estdmatos.

3.2.4.2  Obtengdo das imagens ¢ mensuragdes

O laminario foi analisado em microscopio trilocular de luz, e as fotomicrografias
obtidas com camera fotografica Tucsen ISH500, utilizando software ISCapture versao 4. 1. 3.
Foram obtidas 5 micrografias distintas para cada parcela, e cada variavel foi mensurada em 5
locais distintos em cada micrografia, gerando um valor médio para cada micrografia.

As amostras de raiz foram quantificadas quanto ao didmetro da raiz, espessura da estria
de caspary, didmetro do cilindro central, espessura da parede do metaxilema, nimero de vasos
do metaxilema, didmetro de vasos do metaxilema, numero de vasos do protoxilema, didmetro
de vasos do protoxilema, nimero de vasos do floema e diametro de vasos do floema.

Baseado nestas mensuracdes estimou-se a arca da se¢do transversal da raiz, area da
secdo transversal do cilindro central, areca da se¢do transversal do metaxilema, area da secdo
transversal do protoxilema e area da secdo transversal do floema, assim como as relagdes area
do cilindro central/area da raiz, area do metaxilema/area da raiz, area do metaxilema/area do
cilindro central, area do protoxilema/area da raiz, area do protoxilema/area do cilindro central,
area do floema/area da raiz, area do floema/area do cilindro central, area do floema/area do

metaxilema, area do floema/area do protoxilema, area do floema/xilema.
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Nas amostras foliares foram mensuradas na nervura secundaria o didmetro da bainha
clorofilada, nimero de vasos do metaxilema, numero de vasos do protoxilema, nimero de vasos
do floema, didmetro de vasos do metaxilema, didmetro do feixe de vasos do floema e espessura
das fibras da bainha. Na nervura terciaria quantificou-se o didmetro da bainha clorofilada,
diametro do feixe de vasos condutores e relacdo area da secdo transversal do feixe de vasos
condutores/area da bainha clorofilada. A espessura da epiderme abaxial e adaxial, assim como
a espessura média do limbo foliar também foram quantificadas.

Os estomatos foram quantificados quanto ao niimero na face abaxial e adaxial da folha,
estimando o nimero total de estdmatos por mm? e a relagio de estdmatos face abaxial/estdmatos

face adaxial.

3.2.5Teor de lignina

Parte das amostras excedentes coletadas para as analises anatomicas foram pesadas em
balanga analitica de precisdo em porgdes de aproximadamente 0,3 g e previamente trituradas
em nitrogénio liquido. Seguindo protocolo de extracdo de lignina (BARBER; RIDE, 1988),
posteriormente a trituragdo, homogeneizou-se a amostra em 1,5 mL de metanol 80%, sendo
acondicionado em tubo para centrifuga de 2 mL para agitagdo em agitador rotativo durante 15
horas em overnight. Este extrato metanolico foi centrifugado a 12.000g durante 5 minutos, o
sobrenadante foi descartado e adicionado 1,5 mL de agua ao residuo para ressuspensdo, ¢
submetido a nova centrifuga¢do a 12.000g durante 5 minutos. O sobrenadante foi descartado
novamente ¢ o residuo submetido a secagem em estufa de circulagdo for¢ada de ar a 65 °C
durante 24 horas.

Ap6s a secagem, 20 mg foram pesadas em balanga analitica de precisdo e adicionado
ao residuo 1,5 mL de solugdo de 4cido tioglicolico + HCI 2M (proporg¢éo 1:10). Posteriormente
agitados para homogeneiza¢do e submetidos a banho maria a 100 °C durante 4 horas. Apos
aquecimento, os tubos foram colocados em gelo para rapido resfriamento e centrifugados a
12.000g durante 10 minutos. O sobrenadante foi descartado, o precipitado lavado em 1,5 mL
de agua destilada e centrifugado a 10.000g durante 10 minutos.

Descartado o sobrenadante, o precipitado foi ressuspenso em 1,5 mL em NaOH 0,5 M
para agitacdo durante 15 horas em agitador rotativo. Nova centrifuga¢do a 10.000g durante 10
minutos, sendo o sobrenadante transferido para novo tubo de centrifuga e adicionado 200 pL e

HCI concentrado, mantendo em geladeira (+4 °C) por 4 horas para precipitacdo da lignina ligada
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ao acido tioglicdlico. Em seguida, centrifugou-se novamente a 10.000g durante 10 minutos, o
sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspenso em 2 mL de NaOH 0,5 M. Desta
solucdo, 100 pL foram adicionado a 2,9 mL de NaOH 0,5 M para leitura em espectrofotdometro
a 280 nm e os valores calculados com base na curva de lignina construida com base em lignina
alcalina, 2-hidroxipropil éter, (RODRIGUES et al., 2005) sendo expresso em mg de lignina por

grama de tecido seco.

3.2.6 Atividade fenilalanina amonia-liase (FAL; EC 4. 3. 1. 5)

Em regido proxima a amostra coletada para a analise histologica, amostras de tecido
do limbo foliar sem presenca de lesdes foram coletadas, excluindo-se a nervura central e
pesadas em massa fresca aproximada de 0,5 gramas. Imediatamente acondicionou-se em gelo
para transporte até ultrafreezer (-80 °C), onde ficaram armazenadas até¢ o momento da obtengao
do extrato proteico.

As amostras dos tecidos foram trituradas em nitrogénio liquido, e posteriormente
homogeneizadas em SmL de tampao fosfato de potassio S0 mM (pH 7,0) contendo 0,1 mM
EDTA e 1% (p/p) de PVP (polivinilpirrolidona). Este macerado foi submetido a centrifugacdo
a 4.000g durante 20 minutos em temperatura constante de 4 °C. O sobrenadante referente ao
extrato enzimatico foi recolhido com pipeta e transferido para microtubos, sendo armazenados
em ultrafreezer a -80 °C, para ser utilizado posteriormente na determina¢do do conteudo
protéico e atividade enzimatica de fenilalanina amonia liase (BRADFORD, 1976; UMESHA,
2006).

A quantificacdo de proteinas totais foi realizada em triplicata utilizando 30 pL de
extrato enzimatico, 2.250 pL de tampao fosfato 0, 01 M (pH 6, 0) ¢ 600 uL. do reagente de
Bradford, homogeneizados em agitador de tubos, e submetido a leitura apos cinco minutos de
reacdo a 595 nm de absorbancia em espectrofotdometro (BRADFORD, 1976). Os valores de
absorbancia foram plotados em curva padrdo de concentragcdes de albumina de soro bovino
(ASB) € a concentragdo de proteinas expressa em mg de proteina g”! matéria fresca.

Atividade de fenilalanina amdnia-liase foi quantificada segundo colorimetria do acido
trans-cinamico liberado do substrato da enzima (UMESHA, 2006). Para a reagdo foram
adicionados a tubos de ensaio 100 pL de extrato proteico, 450 pL. de tampéao Tris-HCI (pH 8,8)
¢ 450 pL de L-fenilalanina diluida sob tampao Tris-HCI até concentragdo de 0,05 M da mesma,
mantidos a 40 °C (2h). A reacdo foi paralisada pela adicdo de 60uL de HCI (5M). O branco
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utilizando para zerar o espectro constituiu de uma mistura de 450 puL. de tampao enriquecido
com L-fenialanina e 450 pL de tampao puro. Para cada amostra foi preparado um controle
utilizando 100 pL de extrato proteico e 900 pL de tampao Tris-HCI. A leitura das amostras foi
realizada a 290 nm de absorbancia em espectrofotometro. A atividade da FAL foi determinada
segundo diferenca de leitura entre a amostra e o controle. Os valores resultantes foram aplicados
a curva padrao de acido trans-cindmico (RODRIGUES et al., 2005) ¢ os resultados expressos

em ug de acido trans-cindmico min’! g*! proteina.

3.2.7 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de normalidade dos erros pelo teste de Shapiro-
wilk a 5% de probabilidade de erro. Na presenca de normalidade dos erros, os dados passaram
por analise de variancia a 5% de probabilidade de erro pelo teste F de Fisher, e em caso positivo,
submetidos a teste de médias de Dunnett a 5% de probabilidade de erro visando comparar os

tratamentos com A. brasilense ao tratamento controle.

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Anatomia radicular

Nao foram verificadas diferengas entre tratamentos para as variaveis didmetro da raiz
(p-valor 0,8670), area da raiz (p-valor 0,8593), didmetro do cilindro central (p-valor 0,3041),
area do cilindro central (p-valor 0,1816), relagdo area do cilindro/area da raiz (p-valor 0,6238)
e espessura média da estria de caspary (p-valor 0,9857). Devido ao elevado p-valor da variavel
diametro de raiz e aceitavel coeficiente de variacdo (10,64%), procedeu-se as demais
mensurac¢des assumindo adequado padrao de coleta das amostras radiculares, sendo as mesmas
de tamanho estatisticamente semelhante (média didmetro radicular de 849,1378 um e erro
padréo de 8,8816 um).

Os tratamentos com A. brasilense, de formar geral, resultaram em aumento da
espessura da parede dos vasos do metaxilema radicular (Figura 1A), ao passo que somente as

aplicagdes via semente (inoculagdo via semente e inoculacdo via semente + pulverizagao foliar)
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elevaram o nimero de vasos do metaxilema da raiz (Figura 1B, Figura 4). Contudo, apesar da
pulverizagdo foliar de A. brasilense nao ter modificado o numero de vasos do metaxilema,
promoveu o aumento de seu didmetro interno (Figura 1C), o que também proporcionou maior
area de secdo do metaxilema (Figura 1D) quando multiplicado o didmetro médio pelo niimero
de vasos.

Elucidando mais claramente as modulagdes promovidas pelo A. brasilense na
anatomia radicular do milho, verificou-se que a pulverizacdo foliar aumentou a area ocupada
pelo metaxilema em relacdo a area total da se¢do da raiz (Figura 1E) e a drea do metaxilema
em relacdo a area total do cilindro central (Figura 1F), evidenciando os efeitos sistémicos da
pulverizacao foliar de A. brasilense, que mesmo ap6s a diferenciagdo dos tecidos, possui
atividade em seu crescimento.

Quando se considera o protoxilema da raiz, a inoculacdo de A. brasilense de forma
isolada na semente incrementou o numero de vasos (Figura 2A, Figura 4), ¢ todos os
tratamentos resultaram em aumento do didmetro destes vasos (Figura 2B), refletindo-se
também no aumento da area da se¢do ocupada pelos vasos do protoxilema radicular (Figura
2C) para todos os tratamentos com aplicag@o de 4. brasilense.

Contrapondo as tendéncias encontradas para o metaxilema (Figura 1E e 1F), a
utilizagdo de A. brasilense, seja na forma de inoculacdo via semente, pulverizagdo foliar ou
combinada, reduziu a area da se¢do da raiz e do cilindro central ocupada pelo protoxilema
radicular (Figura 2D e 2E), priorizando o transporte de dgua e sais minerais pelo metaxilema.

Considerando o transporte de fotoassimilados para o sistema radicular, a inoculagdo
de A. brasilense via semente foi responsavel pelo aumento do ntimero de vasos do floema
(Figura 3A), ao passo que, independente da forma de aplicagdo de A. brasilense, o aumento do
diametro dos vasos foi estimulado (Figura 3B). Contudo, quando efetuada duplamente a
aplicacdo da bactéria, houve aumento da area total do floema na raiz, sendo que aplicagdes
isoladas seja via semente ou pulverizagdo promoveram o aumento da area total do floema em
relacdo ao controle (Figura 3C). Este resultado ratifica os indicativos de efeitos hormonais no
crescimento, que quando em excesso devido a inoculagdo via semente + pulverizacdo foliar,
inibem os efeitos positivos e podem ocasionar redugdo no desenvolvimento.

Com relagdo a representacao do sistema floematico na raiz, a inoculagdo via semente
assim como a pulverizacgdo foliar de A. brasilense, proporcionaram aumento da area do floema
em relagdo a raiz como um todo (Figura 3D). Confrontando a area do floema em relacdo ao
cilindro central, todas as formas e combinacdes de aplicacdo de A. brasilense elevam a

participagdo da area do floema no cilindro central (Figura 3E).
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Figura 1 - Espessura da parede do metaxilema (A), nimero de vasos do metaxilema (B),
diametro médio dos vasos do metaxilema (C), area do metaxilema (D), relagdo area
do metaxilema/area da raiz (E) e relagdo area do metaxilema/area do cilindro central
(F) de raizes de milho ao estddio Vi2 submetido a inoculagdo via semente,
pulverizacdo foliar, e inoculagdo via semente associada a pulverizagdo foliar de A.
brasilense. * representa diferenga estatistica pelo teste de Dunnett a 5% de
probabilidade de erro.



43

25 - B

HH
HH o

20 4 *

Hi

H

Hi

N
—H

Numero de vasos do protoxilema da raiz

Diametro médio dos vasos do protoxilema da raiz (um)

Controle Semente Foliar Semente + Foliar Controle Semente Foliar Semente + Foliar

5000 * C

um
a
)
8
o

!

=
HH

3000

2000

1000

Area do protoxilema da raiz (|

Controle Semente Foliar Semente + Foliar
30 D 30 E

2,54 25

HH
HH %
H

HH
H
Hi

2,04 2,0 4

0,5 4 0,5

Area do protoxilema da raiz/raiz (%)
o
Area do protoxilema da raiz/cilindro central (%)
&

0,0

T T T 0,0 T T T
Controle Semente Foliar ~ Semente + Foliar Controle Semente Foliar Semente + Foliar

Figura 2 - Numero de vasos do protoxilema (A), diametro médio dos vasos do protoxilema (B)
area do protoxilema (C), relag@o area do protoxilema/area da raiz (D) e relagdo area
do protoxilema/area do cilindro central (E) de raizes de milho ao estadio Vi»
submetido a inoculagdo via semente, pulverizagao foliar, e inoculagdo via semente
associada a pulverizagdo foliar de A. brasilense. * representa diferenca estatistica
pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade de erro.

Ao se levar em consideragdo a capacidade de transporte de dgua + sais minerais
(tecidos do xilema) com o transporte de fotoassimilados (floema) na raiz, a inoculagdo via
semente, assim como a pulverizagdo foliar ao estadio V4 proporcionaram maior area de
transporte floematica em relagdo a area de transporte do metaxilema (Figura 5A) e area do

xilema como um todo (Figura 5B), possibilitando maior aporte de fotoassimilados para as raizes
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e, consequentemente, seu crescimento para exploracdo de area do solo. Com relagdo ao

protoxilema ndo foram detectadas diferencas significativas.
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Figura 3 - Numero de vasos do floema (A), diametro médio dos vasos do floema (B) area do

floema (C), relagdo area do floema/area da raiz (D) e relagdo area do floema/area do
cilindro central (E) de raizes de milho ao estddio V12 submetido a inoculagdo via
semente, pulverizacdo foliar, e inoculacdo via semente associada a pulverizacdo
foliar de 4. brasilense. * representa diferenga estatistica pelo teste de Dunnett a 5%
de probabilidade de erro.
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Figura 4 - Cortes transversais de raizes de milho sob os tratamentos controle (A) e inoculacdo
via semente (B). mx: vasos do metaxilema; px: vasos do protoxilema; ph: vasos do
floema; ct: estrias de caspary; cc: cilindro central; rh: pelos radiculares.
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Figura 5 -Relacdo area do floema da sec¢do raiz/area do metaxilema da se¢do da raiz (A) e
relagdo area do floema da secdo raiz/area do xilema da se¢do da raiz (B) de raizes de
milho ao estadio Vi2 submetido a inoculagdo via semente, pulverizagdo foliar, e
inoculagdo via semente associada a pulverizacdo foliar de A. brasilense. * representa
diferenca estatistica pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade de erro.

3.3.2 Anatomia foliar

Os efeitos da inoculagdo de A. brasilense na anatomia do milho nao foram evidentes
apenas ao sistema radicular. O sistema de transporte de solutos nas folhas também sofreu
modula¢des mediadas pelo 4. brasilense.

O nuimero de vasos do metaxilema na nervura secundaria foi reduzido quando aplicado
A. brasilense via semente, seja de forma isolada ou combinada com a pulverizacao foliar

(Figura 6A). O numero de vasos do metaxilema foi aumentado pela combinagao da inoculagao
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+ pulverizagdo de A. brasilense (Figura 6B, Figura 7). Contudo, apesar das alteragdes no

numero de vasos, o didmetro dos vasos do xilema ndo foi afetado significativamente.
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Figura 6 - Numero de vasos do metaxilema (A), nimero de vasos do protoxilema (B), numero
de vasos do floema (C) e diametro da bainha clorofilada (D) da nervura secundaria
de folhas de milho ao estadio V12 submetido a inoculacdo via semente, pulverizacao
foliar, e inoculacdo via semente associada a pulverizagdo foliar de A. brasilense. *
representa diferenga estatistica pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade de erro.

Por outro lado, em relagao a translocagao de fotoassimilados, todos os tratamentos com
A. brasilense promoveram aumento no numero de vasos do floema em relagdo ao controle
(Figura 6C, Figura 7). Apesar deste aumento do nimero de vasos, o didmetro do feixe de vasos
do floema, assim como a espessura das fibras da bainha, ndo apresentaram diferencas
significativas. O didmetro da bainha clorofilada também foi incrementado, porém somente
pelos tratamentos que continham A. brasilense inoculado via semente, seja de forma isolada ou
combinada com pulverizagao foliar (Figura 6D, Figura 7). A pulverizagdo de forma isolada ndo

afetou significativamente o didmetro da bainha clorofilada.
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Figura 7 -

Cortes transversais do limbo foliar de folhas de milho sob os tratamentos controle
(A) e inoculagdo via semente associado a pulverizagao foliar (B). sf: fibras da bainha;
ph: vasos do floema; mx: vasos do metaxilema; sv: nervura secundaria; px: vasos do
protoxilema; cs: bainha clorofilada; vb: vasos condutores.

Na nervura terciaria das folhas de milho ocorreu aumento do didmetro do feixe dos

vasos condutores proporcionado pela combinagdo da inoculagdo via semente + pulverizagdo

foliar de 4. brasilense (Figura 8A, Figura 9). Testando a area ocupada pelos feixes condutores

na area da bainha clorofilada da nervura terciaria, os tratamentos com pulverizagdo de A.

brasilense elevaram a area da se¢do dos feixes condutores (Figura 8B), indicando aumento na

capacidade logistica de transporte da folha dos sitios carboxilativos para os drenos, porém sem

incrementos na capacidade produtiva, visto que o diametro da bainha clorofilada da nervura

terciaria ndo foi afetado.
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Figura 8 - Diametro do feixe de vasos condutores (A) e relacdo area do feixe de vasos

condutores/area da bainha clorofilada (B) da nervura terciaria de folhas de milho ao
estadio V12 submetido a inoculagdo via semente, pulverizagdo foliar, e inoculacdo
via semente associada a pulverizagao foliar de 4. brasilense. * representa diferenca
estatistica pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade de erro.
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Figura 9 - Cortes transversais do limbo foliar de folhas de milho sob os tratamentos controle
(A), inoculagdo via semente (B), pulverizacdo foliar (C) e inoculagdo via semente
associado a pulverizagao foliar (D). sv: nervura secundaria; tv: nervura terciaria; ade:
epiderme adaxial; abe: epiderme abaxial; 1b: limbo foliar.

Além dos aumentos promovidos no sistema vascular das folhas, a espessura das células
da epiderme adaxial foi elevada pela utilizagdo combinada de A. brasilense via semente +
pulverizacao foliar (Figura 9 e Figura 10A). Este aumento resultou em maior espessura média
do limbo foliar promovido pelos tratamentos que continham inoculagdo via semente (Figura 9
e Figura 10B). A epiderme abaxial ndo sofreu alteracdes significativas dos tratamentos com 4.

brasilense.
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Figura 10 - Espessura média da epiderme foliar adaxial (A) e espessura média do limbo foliar
(B) de folhas de milho ao estadio Vi2 submetido a inoculacdo via semente,
pulverizacdo foliar, e inoculagdo via semente associada a pulverizagdo foliar de A.
brasilense. * representa diferenga estatistica pelo teste de Dunnett a 5% de
probabilidade de erro.

3.3.3Numero de estomatos

A face abaxial das folhas de milho ndo teve sua espessura alterada, contudo o nimero
de estdmatos elevou-se quando inoculado A. brasilense via semente ou pulverizacdo foliar,
porém sem resposta significativa para a combinagdo de aplicagdes (Figura 11A). Esta alteragdo
possibilita aumento das trocas gasosas evitando perdas excessivas de agua, visto que a parte
inferior da folha tende a aquecer menos que a parte superior em fun¢do da protecdo contra a
radiacdo direta, necessitando menos arrefecimento. O nimero de total estomatos também foi
incrementado, porém somente pela inoculagdo isolada via semente (Figura 11B).

O nimero de estomatos na face adaxial das folhas, assim como a relagao do nimero
de estdbmatos na face adaxial/mimero de estdmatos na face abaxial ndo evidenciaram

modulagdes significativas pela utilizagdo de A. brasilense.
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Figura 11 - Numero de estomatos da face abaxial (A) e nimero de estdmatos total (B) de folhas
de milho ao estadio V12 submetido a inoculagdo via semente, pulverizagio foliar, e
inoculagdo via semente associada a pulverizacdo foliar de 4. brasilense. * representa
diferenca estatistica pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade de erro.

3.3.4Teor de lignina e atividade de fenilalanina amonia-liase

O teor de lignina nos tecidos foliares foi incrementado pela combinagdo de utilizagdo
de A. brasilense via semente + pulverizagdo foliar (Figura 12A) em relagédo ao controle. O teor
de lignina nos tecidos radiculares também foi afetado, contudo, quando utilizado a inoculag¢do
via semente, isolado ou combinado com pulverizagdo via foliar (Figura 12B), reduziu-se o teor
de lignina. Deste modo, o A. brasilense modula o metabolismo do milho, focalizando maior
poder de dreno nos apices do sistema radicular, for¢ando sua expansao em area e reduzindo a
deposicao de lignina por grama de tecido fresco.

Enzima participante da rota dos fenilpropandides e relacionada a lignificagdo, a
fenilalanina amonia-liase no tecido foliar sofreu redugdo de atividade quando o A. brasilense
foi utilizado isoladamente em pulverizacao (Figura 12C), corroborando com o fato do aumento

da area foliar, reduzindo a lignificag@o por grama de massa fresca foliar.
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Figura 12 - Teor de lignina foliar (A), teor de lignina radicular (B) e atividade da fenilalanina
amonia-liase em folhas (C) de milho ao estadio Vi2 submetido a inoculagdo via
semente, pulverizacdo foliar, e inoculacdo via semente associada a pulverizacao
foliar de 4. brasilense. * representa diferenca estatistica pelo teste de Dunnett a 5%
de probabilidade de erro.

3.4 DISCUSSAO

Sao abundantes os relatos na literatura sobre os efeitos benéficos de 4. brasilense no
desenvolvimento radicular de poaceas (CASSAN et al.,, 2009a; DARTORA et al., 2013;
FUKAMI etal., 2016; MOUTIA et al., 2010), assim como em suas caracteristicas morfologicas,
principalmente pela maior formagio de pelos radiculares (CASSAN et al., 2009b; ILYAS;
BANO, 2010; KANNAN; PONMURUGAN, 2010; LARRABURU; LLORENTE, 2015;
MASCIARELLI et al., 2013). Por outro lado, a elucidagdo do papel das modificacdes
anatomicas das raizes induzidas por A. brasilense ¢ bem menos explorada pela comunidade
cientifica.

A diferenciacdo e desenvolvimento dos vasos condutores, sejam xilematicos ou
floematicos, ¢ um processo complexo mediado por compostos hormonais. Este processo ¢

eliciado por giberelinas, e conduzido em todas as suas etapas por auxinas e citocininas, onde ha
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aporte de etileno ao final do ciclo de formag@o dos vasos condutores (SORCE et al., 2013).
Ainda segundo os mesmos autores, para induzir a formacdo do xilema € necessario repressao
nos processos de transcri¢do, o que demanda redugdo dos niveis de citocininas e auxinas aliado
a elevacao dos teores de etileno, levando as células ao colapso (morte celular programada) para
estruturar os vasos xilematicos (tecido morto) para transporte passivo.

Baseado nestas informagdes e atrelado as caracteristicas de associagdo do A. brasilense
com vegetais, os menores valores de espessura da parede do metaxilema da raiz (Figura 1A)
justificam-se pela atividade metabdlica modulada pelas auxinas, giberelinas e citocininas
visando o desenvolvimento radicular (ESQUIVEL-COTE et al., 2010; MASCIARELLI et al.,
2013), com menor atividade do etileno pela acdo da enzimas ACC-deaminase (ESQUIVEL-
COTE et al., 2010), forcando a planta a investir energia metabolica no crescimento primario
radicular e emissdo de pelos radiculares (Figura 4), em detrimento da menor deposicdo de
lignina nas paredes dos vasos do xilema (Figura 12B).

A maior atividade das auxinas na formacdo inicial do vegetal (BASHAN; DE-
BASHAN, 2010) incrementa a taxa de formagao de vasos condutores, possibilitando aumento
do nimero dos vasos do xilema e floema radicular pela utilizacdo de A. brasilense via
inoculacdo na semente (Figura 1B, 2A e 3A). Estes hormonios também se envolvem no
aumento do diametro (Figura 1C, 2B, 3B) ¢ elevagdo da area da secdo total dos vasos do xilema
(Figura 1D, 2D, 3C).

Ressalta-se o comportamento apresentado entre a formacao dos vasos e seu diametro.
Quando inoculado A. brasilense via semente, seja de forma isolada ou combinada com
pulverizacao foliar, houve tendéncia de aumento do niimero de vasos (Figura 1B e 2A), e
quando pulverizado A. brasilense via foliar os vasos ja estavam definidos, restando apenas a
possibilidade de interven¢@o no seu processo de crescimento, evidenciado no aumento de
diametro e area dos mesmos (Figura 1C e 1D). Deste modo, a area ocupada pelo metaxilema
radicular foi maior em relag@o a area total da raiz (Figura 1E) e a area do cilindro central da raiz
(Figura 1F). Em detrimento do crescimento do metaxilema, houve redugdo da area do
protoxilema (Figura 2D e 2E).

Ha evidéncias que estes efeitos promovidos pelo A. brasilense no sistema vascular
xilematico das plantas ¢ catalisado em situagdes de maior demanda por um sistema vascular
robusto, seja sob estresse hidrico ou ataque de patégenos que afetam a translocag@o no vegetal,
impulsionando a condutividade hidraulica que torna-se fator determinante em situagdes de
relagdes hidricas desfavoraveis (PEREYRA et al., 2012; ROMERO; VEGA; CORREA, 2014).

Neste ponto vale ressaltar que mesmo sob adequado balango hidrico do solo, nos horarios de
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maior radiacdo as plantas de milho apresentam dificuldade de manter taxa de absorcdo de dgua
semelhante a taxa de transpiragdo (LEITNER et al., 2014), o que leva a periodos pontuais de
murcha durante o dia.

A elevagdo no ntimero de vasos do floema da raiz promovida pela inoculagdo via
semente (Figura 3A), e aumento do diametro médio destes vasos promovidas por todas as
formas de utilizacdo ¢ combinagdo de A. brasilense (Figura 3B), culminou em aumento de area
do floema apenas para as utilizagdes isoladas via semente ou pulverizacdo foliar (Figura 3C),
evidenciando a sensibilidade radicular a estimulos hormonais (OVERVOORDE; FUKAKI;
BEECKMAN, 2010; SAINI et al., 2013) (inoculacdo via semente + pulverizagdo foliar).

Devido ao aumento do desenvolvimento radicular promovido pelo A4. brasilense
evidenciado largamente na literatura cientifica (CASSAN et al., 2009a, 2009b; DARTORA et
al., 2013; FUKAMI et al., 2016; ILYAS; BANO, 2010; KANNAN; PONMURUGAN, 2010;
LARRABURU; LLORENTE, 2015; MASCIARELLI et al., 2013; MOUTIA et al., 2010), ¢
necessario maior aporte de fotoassimilados para manutengdo deste sistema, visto que ha
aumento da taxa respiratoria das raizes pelo seu maior volume, mesmo que a taxa respiratoria
especifica seja menor (SAIKIA et al., 2012), justificando os aumentos nos dados referentes ao
floema radicular (Figura 3 e 4).

A cultura do trigo apresenta efeitos semelhantes sob influéncia de Azospirillum sp. e
outras espécies de bactérias promotoras de crescimento vegetal, onde se descreve aumento nos
diametros do xilema e floema presentes no colmo proéximo a regido da inser¢do dos perfilhos,
assim como acréscimo no numero de feixes condutores (BOGHDADY; ALI, 2013; EL-AFRY
et al., 2012). Estes efeitos sdo notados independentemente se as bactérias sdo aplicadas
diretamente na semente via inoculagdo ou em pulverizagdo foliar na parte aérea (EL-AFRY et
al., 2012)

Nas folhas de milho, a redu¢do do numero de vasos do metaxilema (Figura 6A)
culminou em maior numero de vasos de protoxilema (Figura 6B) para a combinacdo de
aplicagOes de A. brasilense. Porém, todas as formas e combinagdes elevaram o numero de vasos
do floema nas nervuras secundarias (Figura 6C, Figura 7) com aumento da area ocupada pela
bainha clorofilada (Figura 6D, Figura 7). Deste modo, a acdo de auxinas e citocininas
(BASHAN; DE-BASHAN, 2010; ROBERT; FRIML, 2009; WERNER; SCHMULLING,
2009) possibilita maior atividade fotossintética (BULEGON et al., 2017b), demandando maior
capacidade logistica do sistema vascular das folhas de milho. Nota-se também o aumento do

papel das nervuras terciarias neste trabalho de transporte xilematico e floematico (Figura 8).
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Alteragdes na espessura de ambas as faces da epiderme foliar também sdo relatadas,
citando aumento promovido por A. brasilense em trigo (EL-AFRY et al., 2012), assim como
encontrado no presente ensaio (Figura 10A). A espessura média do limbo também foi elevada
pelautiliza¢do isolada ou combinada da inoculagdo via semente (Figura 10B), permitindo maior
interceptacdo da radiagdo luminosa.

A utilizagdo de 4. brasilense em ipé roxo (Handroanthus impetiginosus) também eleva
a espessura das epidermes abaxial e adaxial, e dos parénquimas palicadico e lacunoso
(LARRABURU; LLORENTE, 2015), assim como aumento da espessura do limbo foliar em
fotinia, espécie utilizada em paisagismo (LARRABURU; APOSTOLO; LLORENTE, 2010).
Ambos trabalhos atribuem estas alteracdes ao complexo de efeitos promovidos pelo género
Azospirillum (BHATTACHARYYA; JHA, 2012; CASSAN; VANDERLEYDEN; SPAEPEN,
2014).

Aumento no nimero de estdmatos pode ser interessante ao vegetal, principalmente
quando concentrado na face adaxial, evitando radiagdes luminosas diretas que levam a
aquecimento do limbo foliar (Figura 11A). Todavia, apesar da inoculacdo via semente e
pulverizagdo foliar terem elevado o nimero de estdmatos na face inferior das folhas, apenas a
inoculacdo via semente apresentou aumento de forma geral do nimero destes orificios para
trocas gasosas. Isto pode significar diretamente menor controle de perda de agua por haverem
mais pontos de troca gasosa, no entanto, o aumento no nimero de estdmatos usualmente
acarreta em reducdo de seu tamanho, o que os deixa mais rapidos e eficientes em relacdo a
movimentos de abertura e fechamento (DRAKE; FROEND; FRANKS, 2013), possibilitando
rapida reacdo a momentos de déficit hidrico temporario.

Por outro lado, a utilizagdo de A. brasilense em diversas culturas tem proporcionado
maiores taxas de transpiracdo foliar (BULEGON et al., 2016, 2017a), e devido a manutencao
de maiores niveis de agua nos tecidos foliares (BULEGON et al., 2017b) indica maior taxa de
absorcao hidrica por parte das plantas.

O aumento no processo de lignificacdo do limbo foliar (Figura 12A) promovida pela
combinacdo de aplicagdes de A. brasilense € necessaria para sustentar os incrementos de parte
aérea promovidos pela bactéria (LARRABURU; LLORENTE, 2015; SABIR etal., 2012), além
de ser importante estrutura de defesa contra patogenos (SHARMA; KAUR; GARG, 2012). Por
outro lado, A. brasilense inoculado via semente, isolado ou combinado, reduz o teor de lignina
nos tecidos radiculares (Figura 12B) pela producdo de ligninases, como lignina peroxidases,
manganés peroxidases e lacases (KUPRYASHINA et al., 2015; NIKITINA et al., 2010;
PONOMAREVA et al., 2018), reduzindo o desenvolvimento secundario da parede celular em
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prol do alongamento radicular. Aliado a este fato, e sendo o célcio elemento pouco moével no
solo, o maior desenvolvimento radicular permite maior captacdo deste nutriente, alterando
importante relagdo entre auxinas e Ca?", prevenindo lignificagdes prematuras (MASCIARELLI
etal., 2013).

A atividade enzimatica envolvida no processo de lignificacdo (Figura 12C) ¢
dependente de momentos de indugdo, mesmo sob efeito de bactérias promotoras de crescimento
vegetal (HEMISSI et al., 2013). Estes momentos de indugdo da atividade da fenilalanina
amonia-liase induzira a deposi¢do de lignina nos tecidos do vegetal (THOMAS et al., 2010),
logo, a partir do aumento que o vegetal alcanga os niveis apropriados de deposicao de lignina,
havera reducdo da atividade desta rota metabolica e da fenilalanina amonia-liase.

H4 um consenso literdrio de que as auxinas excretadas por Azospirillum
(MASCIARELLI et al., 2013) apresentam papel de destaque na mediacdo das modificacdes
anatomicas (LARRABURU; LLORENTE, 2015), auxiliadas pelos demais mecanismos de agdo
(BASHAN; DE-BASHAN, 2010; BHATTACHARYYA; JHA, 2012; CASSAN;
VANDERLEYDEN; SPAEPEN, 2014). O peso de cada mecanismo e os diversos mecanismos
das bactérias promotoras de crescimento vegetal atuantes na regulagdo anatomica dos vegetais
ainda ndo ¢ totalmente claro (DIMKPA; WEINARD; ASCH, 2009), porém, estas modulagdes
anatomicas que sdo promovidas por este grupo de bactérias sdo de crucial importancia para que

as plantas enfrentem condic¢des adversas.

3.5 CONCLUSAO

A utilizacdo de A. brasilense eleva a capacidade de transporte xilematico e floematico
do milho, com a inoculagdo via semente atuando na formagao inicial dos vasos, e a pulverizagdo
foliar no desenvolvimento dos mesmos. Ha ganhos na espessura da epiderme adaxial, limbo
foliar e nimero de estdmatos pelas pulverizagdes, favorecendo o aproveitamento luminoso e
atividade carboxilativa. Por outro lado, o estimulo ao desenvolvimento radicular promovido
pelas inoculagdes reduz a capacidade de deposi¢do de lignina neste tecido, contudo, estimula
maior deposi¢do deste composto nas folhas pela combinagdo da inoculacdo + pulverizacdo. Este
complexo de modulagdes mediadas por A. brasilense em milho refor¢a seu papel na inducdo de

importantes respostas vegetais para aclimatagdo a condi¢des ambientais adversas.
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4 CAPITULO 3: PULVERIZACAO FOLIAR DE AZOSPIRILLUM BRASILENSE
INCREMENTA REACOES FOTOSSINTETICAS LUMINOSAS E
CARBOXILATIVAS EM MILHO

Resumo: O aproveitamento da radiagdo disponivel e sua conversdao em assimilacdo liquida de
CO ¢ fator chave para otimizagdo da produtividade das culturas, sendo altamente dependente
da capacidade de transporte eletronico nas membranas dos cloroplastos. Visando aprimorar este
aproveitamento de recursos ambientais, bactérias promotoras de crescimento vegetal vém sendo
adicionadas aos sistemas de produ¢do. Visto o exposto, objetivou-se avaliar a eficiéncia das
reacdes luminosas, carboxilativas e producao de pigmentos fotossintéticos em milho inoculado
com Azospirillum brasilense, via semente ou pulverizacdo foliar. Plantas de milho foram
conduzidas sob os tratamentos controle; inoculacdo de A. brasilense via semente; pulverizacdo
foliar de A. brasilense; e inoculacdo via semente associado a pulverizagdo foliar de A.
brasilense. No estadio V12 mensurou-se trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila a ¢ produgéo
de pigmentos foliares relacionados a fotossintese. A pulverizacdo de A. brasilense elevou a taxa
fotossintética, condutdncia estomatica e taxa transpiratoria, assim como incrementou a
eficiéncia quéntica do fotossistema II e de assimilacdo liquida de CO», taxa aparente de
transporte de elétrons utilizados na producdo de energia fotoquimica e assimilacdo de CO». O
teor de pigmentos nas folhas nao foi afetado significativamente. Em suma, a pulverizac¢do de A.
brasilense proporciona melhor atividade do fotossistema II e maior atividade carboxilativa em

milho.

Palavras-chave: Fluorescéncia da clorofila; Trocas gasosas; Bactérias promotoras de

crescimento vegetal.
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4.1 INTRODUCAO

O desafio de incrementar a producdo de alimentos a nivel mundial, a partir do
desenvolvimento de praticas agricolas sustentaveis, tem levado a pesquisa a buscar alternativas
tecnologicas que se mostrem promissoras, como a utilizacdo de bactérias promotoras de
crescimento vegetal (BPCV). Neste sentido, a adogdo de biofertilizantes e/ou bioinoculantes
vem ganhando espago no sistema de cultivo de gramineas, como milho, arroz e trigo,
alavancada principalmente pelo género Azospirillum (SARANRAJ; SIVASAKTHIVELAN,
2013).

O género Azospirillum compde-se de bactérias gram negativas que apresentam
capacidade associativa simbidntica com diversos cereais de interesse economico, sendo o
bioinoculante mais comercializado no mundo (EL-LATTIEF, 2016). De modo geral, a
interacdo Azospirillum-planta resulta no aumento da capacidade de exploracdo de agua e
nutrientes por parte do vegetal devido ao complexo de estimulos bioreguladores (CASSAN;
DIAZ-ZORITA, 2016; PEDRAZA, 2008), mantendo o status hidrico da planta elevado.

A atividade reguladora do género Azospirillum ¢ fungdo da producdo e excrecdo
hormonal, destacando-se auxinas (MASCIARELLI et al., 2013), giberelinas (ESQUIVEL-
COTE et al., 2010) e citocininas (CASSAN; VANDERLEYDEN; SPAEPEN, 2014), reducao
dos niveis de etileno nos vegetais pela acao da enzima ACC-deaminase (ESQUIVEL-COTE et
al., 2010) e produgio de outros compostos reguladores, como poliaminas (CASSAN et al.,
2009b). Conjuntamente, mecanismos como a fixa¢ado bioldgica de nitrogénio (HUNGRIA et
al., 2010), solubiliza¢do de fosfatos inorganicos (RODRIGUEZ; GONZALEZ; GOIRE, 2004),
e incrementos na atividade do 6xido nitrico (ALEN’KINA; NIKITINA, 2010) podem contribuir
para o desenvolvimento vegetal (BATTISTUS et al., 2014; KLEIN et al., 2012) e aumento da
produtividade (ASKARY et al., 2009; HOSSAIN et al., 2015; QUADROS et al., 2014).

Sendo o Azospirillum um género capaz de alojar-se na rizosfera e gerar resultados
inclusive na parte area (TORTORA; DIAZ-RICCI; PEDRAZA, 2012), cogita-se que uma
forma de inoculag@o in loco poderia impulsionar esses efeitos e evitar contato das bactérias com
pesticidas utilizados na semente que sdo toxicos a seu desenvolvimento (FUKAMI et al., 2016).
Relatos bibliograficos indicam que o género Azospirillum, além da rizosfera, também possui
capacidade de colonizar o filoplano (FUKAMI et al., 2017), incrementando o desenvolvimento

e a produtividade de diferentes culturas (AHMADI-RAD et al., 2016; ZUFFO et al., 2017) pela
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acdo hormonal e eliciagdo de mecanismos de resisténcia vegetal contra estresses biodticos ¢
abioticos (FUKAMI et al., 2017). Alguns trabalhos chegam a abordar uma nova e importante
funcdo do género Azospirillum, que além de promotor de crescimento vegetal pelos diversos
mecanismos citados anteriormente, possui atividade reguladora e/ou indutora de resisténcia
contra situacoes de estresse (CASSAN et al., 2009b; FUKAMI et al., 2017, KAUSHAL;
WANI, 2015; TORTORA; DIAZ-RICCI; PEDRAZA, 2012).

Sob condic¢oes de estresse hidrico, de comum ocorréncia diaria devido ao déficit de
pressdo de vapor atmosférico nas horas mais quentes do dia, uma das primeiras atividades
metabolicas do vegetal a ser afetada ¢ a fotossintese, seja pelo aumento da resisténcia
estomatica ou resisténcia mesofilica na difusdo de CO2, ou em suas reagdes luminosas devido
a acdo de agentes oxidativos que afetam drasticamente a maquinaria fotossintética nos
tilacoides (BARBOSA et al., 2014; CHAVES; FLEXAS; PINHEIRO, 2009). Estas reagoes
luminosas compreendem o processo de absor¢do de energia luminosa para conversdo em
energia quimica, que quando em excesso ndo ¢ aproveitada ou dissipada corretamente,
formando agentes oxidativos, como o oxigénio singleto (O) (BARBOSA et al., 2014; DAS et
al., 2011).

O fotossistema II presente na membrana dos tilacdides, responsavel pela excitagao das
clorofilas pela luz, apresenta grande vulnerabilidade a agentes oxidantes (O°), que oxidam a
proteina D1 de forma irreversivel no centro de reagdo da clorofila 680 (VASS; CSER, 2009),
prejudicando o transporte eletronico em sua estrutura inicial. Neste ponto, investigagdes a partir
da fluorescéncia da clorofila @ permitem monitorar a performance fotossintética de plantas,
mensurando alteracdes na eficiéncia fotoquimica do fotossistema II, fluxo de elétrons e
assimilagdo de CO> (BAKER, 2008).

Deste modo, o Azospirillum sp. pode atuar como estimulante a producdo de pigmentos
relacionados a fotossintese (BATTISTUS et al., 2014; BULEGON et al., 2017a; ZAREA et al.,
2012), induzindo, por mecanismos de protecdo ou producdo de estruturas bioquimicas, maior
eficiéncia do aparato fotossintético de plantas de milho.

Visto o exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar plantas de milho inoculadas com
Azospirillum brasilense, estirpes AbV5+AbV6, via semente e/ou pulverizacio foliar, quanto a
producdo de pigmentos relacionados a fotossintese e eficiéncia das reagdes luminosas e

carboxilativas na assimilacdo de COa.
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4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Tratamentos e delineamento experimental

Estudou-se o comportamento de plantas de milho submetidas a trés formas de
aplicacdo de Azospirillum brasilense (corrig. Tarrand et al.) em relacdo a performance
fotossintética de milho, compreendendo os tratamentos: 1. Controle; 2. Inoculagdo via semente
de A. brasilense (100 mL/60. 000 sementes); 3. Pulverizacdo foliar de A. brasilense (300 mL
ha!) o estadio Va; 4. Inoculagio via semente associada a pulverizagdo foliar de 4. brasilense
nas dosagens ¢ estadios citados. O ensaio foi conduzido em blocos casualizados com cinco

repetigoes.

4.2.2 Material vegetal e conducio experimental

Plantas de milho hibrido Pionner 30F53 Leptra® RR2™ foram conduzidas a pleno sol
em vasos de 25 litros (29 cm x 37 cm x 29 cm; AxDxd) preenchidos com substrato a base de
horizonte A+B de LATOSSOLO VERMELHO Eutroférrico (LVef) (SANTOS, 2018).

Previamente a semeadura o substrato foi homogeneizado com 50 mg dm de N (ureia),
300 mg dm de P,Os (superfosfato triplo) e 150 mg dm= de KO (cloreto de potassio)
(NOVAIS; NEVES; BARROS, 1991). Ainda segundo a mesma recomendacao, foi realizado
aporte de 50 mg dm= de N (ureia) no estadio V3 da cultura. Baseado na saturagdo de bases (V%
de 62, 68), ndo foi necessaria calagem.

As avaliacbes de trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila a, teor de clorofilas a,
clorofilas b, carotenoides ¢ antocianinas foram realizadas aos 50 dias apds a semeadura, quando
a cultura encontrava-se no estadio V2. No dia anterior as analises, as 21h00min, os vasos foram

irrigados até capacidade de campo.
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4.2.3 Trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a

Leituras de trocas gasosas ¢ fluorescéncia da clorofila a foram determinadas
simultaneamente por intermédio do leitor de trocas gasosas LI-6400XT (LI-COR Inc., Lincoln,
Nebraska, USA), com camara de fluorescéncia integrada (LI-6400-40, LI-COR Inc.).

Folhas indicativas do estadio Vio da cultura do milho, totalmente expandidas ¢ sem
presenga de lesdes, foram previamente marcadas para que as mensuragdes pudessem ser
efetuadas na mesma amostra e local da folha, adaptadas ao escuro (mensuragao as 05h0Omin)
e adaptadas a luz (mensuragdo as 09h0Omin).

Em folhas adaptadas ao escuro mensurou-se a taxa assimilatoria liquida ou respiragdo
(Apar), fluorescéncia minima (Fo), fluorescéncia quantica maxima (Fm) com aplicagdo de luz

saturante (>7500 umol m s!), possibilitando a estimativa da fluorescéncia variavel maxima

(F v = Z—T:), e a eficiéncia quantica fotoquimica maxima do fotossistema II (d)PSII Dark = ;—:1)

Em folhas adaptadas ao claro, a fotossintese foi induzida por luz fotossinteticamente
ativa de 2000 pmol m s™!, com 10 % de proporgéo de luz azul incitando a abertura estomatica,
teor de CO» ambiental fixado em 400 pmol m? s! e fluxo de ar de 500 pmol s!. Quantificou-
se a taxa assimilatoria liquida de CO» (4), condutincia estomatica (gs), concentragdo interna de
COz na camara subestomatica (Ci), taxa de transpiragao foliar (E), além das seguintes relacdes:
WUE = A/E, iWUE = A/gs e Fc = A/Ci (ZHANG et al., 2001a), em que WUE corresponde a
eficiéncia do uso de agua, iWUE ¢ a eficiéncia intrinseca do uso de dgua e Fc ¢ a eficiéncia de
carboxilagdo.

Conjuntamente, mensurou-se a fluorescéncia estacionaria (F’) a 2000 umol m2 s,

fluorescéncia efetiva (Fm’) com aplicagdo de luz saturante (>7500 umol m s™!) e fluorescéncia

minima (Fo’) a 1 pmol m? s! (GENTY; BRIANTAIS; BAKER, 1989). Deste modo,

e . . .. ., . Fm'
possibilitou-se a determinacdo da fluorescéncia variavel efetiva sob luz (F v = T) como

sendo a capacidade disponivel dos centros de reagdo P680 a serem reduzidos, e a eficiéncia
o . . . Fv'
quantica efetiva do fotossistema II (Cbpsu = W)
Baseado nas coletas de dados de folhas adaptadas as situa¢des de escuro e claro,

. . o , Fm'-F' .
estimou-se o quenching de reducdo fotoquimicalgp = como sendo a energia

Fm'—Fo'

dissipada por potencial eletroquimico para os carotenoides, e o quenching de redugdo nao
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Fm—Fm'

WD que ¢ a energia dissipada em forma de calor efetivo e

fotoquimica (qNQP = [
fluorescéncia.

Mensurou-se também a eficiéncia quantica efetiva de assimilagdo de COo,

A—AEscuro

— , onde / é o fluxo de fotons fotossinteticamente ativos
folha

representado por P¢p, =

(= 2000 pmol m? s), e Afqpq ¢ a taxa de absorgdo foliar de luz, assumida como 0, 895 para
folhas de milho (EARL; TOLLENAAR, 1997), possibilitando a quantificacdo da eficiéncia
quantica efetiva do PS II para fixacdo de CO; pela relagao @psi / @coz.

A taxa aparente de transporte eletrdnico consumido fotoquimicamente e a taxa
aparente de transporte eletrénico consumido para fixagao de CO», representado respectivamente

PO Jope; = Posir Light/ 1 %otn € ],pcoz = @co, flAsoina, foram calculadas visando estimar a

quantidade de elétrons utilizados no processo em relacdo a quantidade fétons recebida pela
folha. Em ambas as equacdes f representa a fracdo de luz utilizada pelo fotossistema II,
assumida como 0,4 para plantas C4 (EARL; TOLLENAAR, 1998), I ¢ o fluxo de fotons

fotossinteticamente ativos (= 2000 umol m? s) e Ufoina € a taxa de absorgdo foliar de luz.

Visando uma melhor visualiza¢do dos resultados, foram estimadas as fra¢des da

irradiancia absorvida aproveitada fotoquimicamente (F Gps;p=1— [%D, dissipadas por

o . . . . F' F'
regulacdo termal via potencial quimico e carotenmdes(F Ppop = [ﬁ] - [ﬁ])’ e

fluorescéncia + dissipagdo termal constitutiva (F Prp = :—m) (HENDRICKSON; FURBANK;
CHOW, 2004).

4.2.4Quantificacido de pigmentos foliares e indice SPAD

Os teores de pigmentos foliares foram determinados, apds a mensuragdo de trocas
gasosas e fluorescéncia da clorofila a, a partir da coleta da por¢ao do limbo foliar analisado nas
avaliagOes anteriormente descritas. Para tanto, amostras de segmentos foliares foram coletadas,
imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas em ultra freezer (-80°C = 2
°C). Previamente a esta coleta, utilizando a mesma area amostral, foram mensurados 10 pontos
na folha com o medidor portatil de clorofila SPAD-502 Plus (Konica Minolta Sensing

Americas, Inc.).
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Para determinag@o do teor de clorofilas a e b e carotenoides, +0, 25 gramas de amostra
foram pré-procesadas em nitrogénio liquido, com posterior maceragdo em acetona 80% com
auxilio de almofariz e pistilo. O macerado homogeneizado foi acondicionado em eppendorf e
completado para volume de 2 mL. Imediatamente apds este processo, prosseguiu-se a
centrifugacdo durante cinco minutos a 4000g, sendo mantido este procedimento a 4 °C. A
leitura do sobrenadante foi efetuada em espectrofotometro UV-visivel a 665 nm (clorofila a),
649 nm (clorofila b) e 480 nm (carotenoides) (LICHTENTHALER; BUSCHMANN, 2001).

Os teores de antocianina foram quantificados por intermédio do pré-processamento de
+0, 25 gramas de tecido foliar em nitrogénio liquido, com posterior maceracao em metanol:HCl
(99:1 v/v) com auxilio de almofariz e pistilo. A amostra homogeneizada foi mantida por 24
horas no escuro a 4 °C e posteriormente centrifugada a 4000g durante seis minutos na mesma
temperatura. O sobrenadante foi quantificado em espectrofotometro UV-visivel a 535 nm
(STRACK; WRAY, 1989).

Os teores de clorofilas a, clorofilas b e carotenoides foram expressos em mg g™! matéria
fresca, sendo estimado o teor total de clorofilas, relagdo clorofilas a/b e relagdo clorofilas

totais/carotenoides. O teor de antocianina foi expresso em pg g de matéria fresca foliar.

4.2.5 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de normalidade dos erros pelo teste de Shapiro-
Wilk a 5% de probabilidade de erro. Na presenga de normalidade dos erros, os dados passaram
por analise de variancia a 5% de probabilidade de erro pelo teste F de Fisher, e em caso positivo,
submetidos a teste de médias de Dunnett a 5% de probabilidade de erro. O conjunto de dados
foi submetido a andlise de componentes principais baseado na estimativa da matriz de
coeficientes de correlacdo linear de Pearson, com posterior rotacdo da matriz por Varimax. As
analises estatisticas foram executadas com auxilio do software XLSTAT-Base® (ADDINSOFT,

2017).
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4.3 RESULTADOS

4.3.1Trocas gasosas

A pulverizacao foliar de A. brasilense incrementou a taxa assimilatoria liquida de CO>
em 30,50% (Figura 1A), sendo o Unico tratamento que diferiu do controle. Conjuntamente, a
condutdncia estomatica e transpira¢do da planta foram incrementadas (Figuras 1B e 1C) pelo
mesmo tratamento, indicando adequado status hidrico interno das plantas que receberam a

pulverizagdo de A. brasilense.
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Figura 1 - Taxa assimilatoria liquida de CO; (A), condutincia estomdtica (B), e taxa
transpiratoria (C) de folhas de milho submetido a inoculagdo via semente,
pulverizacdo foliar, e inoculagdo via semente associada a pulverizagdo foliar de A.
brasilense. * representa diferenga estatistica pelo teste de Dunnett a 5% de
probabilidade de erro.

A pulverizagdo foliar de A. brasilense possibilitou, portanto, que as plantas de milho

apresentassem melhor status hidrico, sem afetar a eficiéncia da fixacao de moléculas de carbono
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em relagdo a quantidade de moléculas de agua transpiradas, visto que a variavel WUE nao foi
significativa. Isto indica que a pulverizacdo de A. brasilense possibilita melhores taxas

fotossintéticas em boas condi¢des de disponibilidade hidrica quando comparado ao controle.

4.3.2 Fluorescéncia da clorofila a

As medidas de fluorescéncia da clorofila a afetadas pelos tratamentos avaliados foram,
em sua maioria, superiores quando na presenca de pulverizacdo foliar de A. brasilense. De
forma geral, medidas efetuadas em folhas adaptadas ao escuro nio apresentaram significancia,
sendo apenas variaveis mensuradas em folhas adaptadas a luz distintas do controle. Ressalta-se
que folhas adaptadas a luz representam variaveis classificadas como efetivas, ou seja,
representam a capacidade real das plantas sob determinada condi¢do ambiental, como neste
caso, a luminosidade de 2000 pmol m2 s°!.

A fluorescéncia variavel efetiva sofreu incremento de 40,41% em relagdo ao controle
quando aplicado 4. brasilense via pulverizagao foliar (Figura 2). Este resultado representa que,
no regime de luminosidade de 2000 pmol m? s, a pulverizagdo foliar de A. brasilense
incrementa a capacidade efetiva do centro de reacdo P680 em receber elétrons. Visto que os
fotons estdo chegando na mesma intensidade luminosa, o efeito proporcionado pela
pulverizacdo de A. brasilense permite as folhas de milho aproveitarem maiores quantidades de

elétrons.
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Figura 2 - Fluorescéncia variavel efetiva de folhas adaptadas a luz de plantas de milho
submetidas a inoculagdo via semente, pulverizagdo foliar, e inoculagdo via semente
associada a pulverizagdo foliar de A. brasilense. * representa diferenga estatistica
pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade de erro.
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A eficiéncia quéntica do fotossistema II (Figura 3A), assim como a eficiéncia quantica
de assimilagdo de CO; (Figura 3B) refor¢am os beneficios da pulverizagdo de 4. brasilense
para a capacidade fotossintética do milho. Respectivamente, as elevagdes de 23,99% e 28,10%
nos valores de eficiéncia quantica correspondem a incrementos no aproveitamento da energia
luminosa para geragdo de energia fotoquimica via redu¢do do NADPH; e formacao de ATP.

O aumento desta energia convertida em poder redutor e ATP na fase fotoquimica,
proporcionado pela pulverizagao de 4. brasilense, ¢ também melhor aproveitada de forma direta
no ciclo de Calvin, perfazendo com que 17,13% dos 23,99% a mais de energia que passa pelo
fotossistema II (Figura 3A) sejam efetivamente aproveitados na assimilacao liquida de CO>
(Figura 3B).
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Figura 3 -Eficiéncia quantica efetiva do fotossistema II (A), eficiéncia quéntica efetiva de
assimilacdo de CO: (B), e eficiéncia quantica efetiva do PS II para fixacdo de CO>
(C) de folhas de milho submetido inoculagdo via semente, pulverizagdo foliar, e
inoculagdo via semente associada a pulverizagdo foliar de A. brasilense. * representa
diferenga estatistica pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade de erro.

Quando se trata de conversdo da energia luminosa em efetiva assimilacdo de CO,

aplicagdes combinadas de 4. brasilense, evidenciado pela inoculagdo via semente associada a
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pulverizagao foliar (Figura 3C), também apresentam vantagens em relagdo ao controle, visto
que alavanca o processo interno de utilizagdo desta energia na assimilacdo de CO,, remanejando
16, 63% a mais de energia absorvida fotoquimicamente para utilizagdo especifica no ciclo de
Calvin. Em outras palavras, para cada elétron que ¢ utilizado efetivamente para fixagdo de COa,
¢ necessario que o tratamento controle aproveite 6,38 elétrons pelo fotossistema II, contra
apenas 5,28 elétrons aproveitados pelo fotossistema II para plantas que receberam inoculagdo
via semente associada a aplicacdo foliar de A. brasilense.

A taxa aparente de transporte eletronico consumido fotoquimicamente e a taxa
aparente de transporte eletronico consumido para fixagdo de CO; (Figura 4A e 4B) demonstram
o incremento na eficiéncia da utilizacdo energética da luminosidade nos eventos metabdlicos,
proporcionados pela pulverizacao foliar de A. brasilense no milho. Sabendo-se que um pmol
de fotons possui potencial tedrico de excitar um pmol de elétrons, dos 2000 pmols m? s que
incidiram no filoplano, a pulveriza¢do de A. brasilense permite que o sistema antena utilize
20,40 umols fotons m? s a mais na atividade fotoquimica da fotossintese, e 3,74 umols m2 s-
! deste incremento ¢ diretamente aproveitado no processo de assimilagio de CO> quando

comparado ao controle.
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Figura 4 -Taxa aparente de transporte eletronico consumido fotoquimicamente (A) e taxa
aparente de transporte eletronico consumido para fixagdo de CO, (B)de folhas de
milho submetido inoculacdo via semente, pulverizagdo foliar, e inoculacdo via
semente associada a pulverizacdo foliar de A. brasilense. * representa diferenca
estatistica pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade de erro.

Apesar da ndo significancia dos quenchings de redugao fotoquimica e ndo fotoquimica
com relagdo as utilizagdes de A. brasilense, a Figura 5 evidencia as alteragdes no balanco de

aproveitamento energético por parte dos tratamentos adotados.
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Sabe-se que a fotossintese ndo ¢ um evento fisico completamente eficiente quanto ao
aproveitamento da energia luminosa disponivel, tendo grandes perdas entre a captacdo desta
energia até a excitagdo eletronica do centro de reacdo P680. Apds esta excitagdo, o
aproveitamento energético se torna elevado até a finalizagdo dos eventos carboxilativos.
Contudo, do ponto de vista de aproveitamento de energia luminosa incidente, os dados
anteriores evidenciaram a superioridade da pulverizacdo de A. brasilense quando comparado
ao controle. Apesar das perdas existentes, a pulverizagdo de 4. brasilense permitiu que as folhas
de milho aproveitassem 14,75% da energia luminosa incidente, contra uma média de 11,40%
dos demais tratamentos.

Em relagdo a fracdo das perdas que inferem ao quenching de redugdo fotoquimica
(F®t p), compreendido pelas perdas por fluorescéncia (f) e por dissipagdo de calor de forma
constitutiva (D), poucas alteragcdes sdo evidenciadas, com ligeira tendéncia de aumento de
perdas para a pulverizacdo foliar de A. brasilense.

Contudo, quando se explora o quenching de redugdo nao fotoquimica (®ngp), nota-se
reducdo mais acentuada de perdas energéticas para o tratamento de pulverizacdo foliar. O
quenching de reducdo ndo fotoquimico representa a energia que ¢ dissipada via gradiente
eletroquimico (ApH) pelos carotenoides, sendo que plantas de milho pulverizadas com A.
brasilense dissipam 35,33% dessa energia como ®ngp, € 0s demais tratamentos dissipam em
média 40,86% da energia por esta via.
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Figura 5 - Fragdo estimada da irradiancia absorvida consumida fotoquimicamente (F ®psir),
dissipada por regulacdo térmica via gradiente eletroquimico (ApH) e carotenoides
(F Ongp), e dissipada constitutivamente por calor e fluorescéncia (F @f, p) de folhas
de milho submetido inoculagdo via semente, pulverizagdo foliar, ¢ inoculagdo via
semente associada a pulverizacdo foliar de 4. brasilense. * representa diferenca
estatistica pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade de erro.
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Quando pulverizado com A. brasilense, o milho consegue redirecionar 59, 90% desta
reducdo de perdas do quenching ndo fotoquimico diretamente para ser aproveitado pelo
fotossistema II, tornando o processo mais eficiente e reduzindo os impactos que altas

luminosidades tém sobre os pigmentos acessorios, como clorofilas b e carotenoides.

4.3.3 Analise de componentes principais

A analise de componentes principais (Figura 6), formada pelos dois componentes
principais absorvendo 86,85% da variancia total, indicou forte correlagdo da fotossintese
liquida com as diversas medidas de condutincia estomatica, eficiéncia de uso da agua,
eficiéncia de carboxilacdo, fluorescéncia maxima (escuro ¢ claro), fluorescéncia variavel
(escuro e claro), teores de antocianinas, eficiéncia quintica maxima do fotossistema II e
eficiéncia quantica efetiva do fotossistema II. Também ¢é possivel constatar correlacdo da
fotossintese com o quenching de reducdo fotoquimico. O incremento destas variaveis citadas
relacionou-se ao tratamento de pulverizagdo foliar de 4. brasilense.

Por outro lado, a taxa de fotossintese liquida foi inversamente proporcional as
concentragdes de CO» na camara subestomatica. Decréscimos nas perdas de energia pelo
quenching de reducdo ndo fotoquimico, teor de carotenoides e relacdo clorofila a/b foram
antagonicas a fotossintese liquida, visto que a mesma foi estimulada quando verificou-se
decréscimo nas varidveis anteriormente citadas.

De forma geral, a diferenciagdo dos tratamentos estudados foi bem evidente, com o
componente principal 1, responsavel por 67,04% da variagdo, distinguindo fortemente o
tratamento controle da pulverizagdo foliar de A. brasilense, confirmando os resultados

univariados encontrados pelos testes F de Fisher e de Dunnett anteriormente descritos.
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Figura 6 - Anélise de componentes principais de plantas de milho submetido a inoculagdo via
semente, pulverizacdo foliar, e inoculacdo via semente associada a pulverizacao

foliar de A. brasilense. Ci: concentragio interna de CO> na cAmara subestomatica; gs: condutancia
estomatica; E: taxa de transpiragao foliar; WUE: eficiéncia do uso da agua; iWUE: eficiéncia intrinseca do uso
da agua; Fc: eficiéncia de carboxilagdo; Fo: fluorescéncia minima de folhas adaptadas ao escuro; Fm:
fluorescéncia maxima de folhas adaptadas ao escuro; Fv: fluorescéncia variavel de folhas adaptadas ao escuro;
Fo’: fluorescéncia minima de folhas adaptadas a luz; Fm’: fluorescéncia efetiva de folhas adaptadas a luz; Fv’:
fluorescéncia varidvel efetiva de folhas adaptadas a luz; F’: fluorescéncia estaciondria de folhas adaptadas a luz;
DPSlIpak: eficiéncia quantica maxima do fotossistema II; ®PSII: eficiéncia quantica efetiva do fotossistema I1;
DCOz: eficiéncia quantica efetiva de fixagdo de CO2; PPSII/ ®COz: eficiéncia quantica efetiva do fotossistema
para fixagdo de CO2; ®NQP: queching de redugdo ndo fotoquimica; ®f, D: queching de redugdo fotoquimica;Il
J OPSII: taxa aparente de transporte eletronico consumido fotoquimicamente; J ®COz: taxa aparente de
transporte eletronico consumido para fixagdo de CO2; J ®NQP: taxa aparente de transporte eletronico consumido
via queching de reducdo nao fotoquimica; J ®f, D: taxa aparente de transporte eletronico consumido via queching
de redugdo fotoquimica; Chl a: teor relativo de clorofila a; Chl b: teor relativo de clorofila b; Chl a/b: relagao
teor relativo clorofila a/b; Total Chl: Teor total de clorofilas; Chl/Crt: relagdo teor relativo clorofila/carotenoides;
Anth: teor relativo de antocianinas.

4.4 DISCUSSAO

O incremento na taxa assimilatoria liquida de CO; em plantas Cs4 usualmente ¢é
resultado da luminosidade incidente no vegetal, que realiza controle por feedback da abertura
estomatica, facilitando a permuta de gases CO»/O2 na cdmara subestomatica. Deste modo, a
resisténcia a difusdo destes gases ¢ reduzida, permitindo maior acessibilidade do CO» a cAmara
subestomatica para estar prontamente disponivel ao processo de assimilagdo fotossintética na
bainha clorofilada. Ja a modulag@o da abertura estomatica ¢ diretamente dependente do status

hidrico interno do vegetal. Ou seja, se a taxa de absor¢do deste recurso pelas raizes for baixa, a
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planta buscara controlar a perda de dgua por transpira¢@o via fechamento estomatico (DRAKE;
FROEND; FRANKS, 2013) (Figura 1).

Nota-se, portanto, que a taxa fotossintética respondeu semelhantemente a transpira¢ao
foliar (R? 96,09%) e a condutincia estomatica (R?> 90,23%) (Figura 1), indicando que a
reposi¢do hidrica pelas raizes do tratamento com pulverizagdo foliar ¢ superior ao controle.
Durante a atividade da pulverizagdo, parte da calda atinge o vegetal como alvo, contudo, a
maior por¢do deste volume chega ao solo, visto que no estadio V4 o indice de area foliar do
milho ainda ¢ baixo. Na presenga de agua ¢ umidade, o 4. brasilense aplicado encontra a
rizosfera do milho em momento que oferece condi¢des adequadas para associacdo (QUADROS
et al., 2014), multiplicando-se e desencadeando seus efeitos benéficos (PEDRAZA, 2008).

Neste sentido, a producdo hormonal pelo 4. brasilense ganha destaque na elevagdo do
contato raiz/solo do milho (OLIVEIRA; ARRUDA; BACH, 2004), sendo comandado pela
produgdo de acido indol-acético (MASCIARELLI et al.,, 2013), seguido da secre¢do de
cadaverina (CASSAN et al., 2009b) e estimulo nos niveis de 6xido nitrico (ALEN’KINA;
NIKITINA, 2012). Estes trés fatores em conjunto atuam impulsionando a produgédo de pélos
radiculares, principais responsaveis pelo aumento da superficie de contato radicular,
corroborando o aumento da taxa fotossintética encontrada neste ensaio com os efeitos
desencadeados pelo 4. brasilense reportados na literatura (DEL AMOR; CUADRA-CRESPO,
2012; KANNAN; PONMURUGAN, 2010).

A pulverizagdo de A. brasilense também incrementou a fluorescéncia variavel efetiva
(Figura 2), que representa a capacidade de reserva dos centros de reacdo P680 disponivel para
reducdo, e que esta relacionado diretamente a eficiéncia de interceptacdo energética para
formacao de poder redutor (NADPH) e energia (ATP) (BAKER, 2008; VIEIRA et al., 2010).
Vale ressaltar que o aumento da fluorescéncia varidvel efetiva permite ao fotossistema II
transportar mais elétrons no mesmo intervalo de tempo (MURCHIE; LAWSON, 2013). Em
outras palavras, o aumento na capacidade da fluorescéncia variavel efetiva relaciona-se a
competéncia do centro de reagdo P680 em aproveitar picos de radiacdo e consequentemente se
auto proteger de danos por excesso de luz (MUH et al., 2012), aumentando a taxa fotossintética
(Figura 1A) e reduzindo o risco de formagao de espécies reativas de oxigénio.

Diversos trabalhos tém evidenciado na tltima década os efeitos de bactérias do género
Azospirillum no aumento da taxa fotossintética em varias espécies cultivadas, como arroz
(KANNAN; PONMURUGAN, 2010), tomate (ESQUIVEL-COTE et al., 2010), pimentao
(DEL AMOR; CUADRA-CRESPO, 2012) e alface (FASCIGLIONE et al., 2015). Contudo,

poucos estudos aprofundam-se em especificar onde ocorrem estes incrementos, sejam nas
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reacdes luminosas ou nas reagdes carboxilativas da fotossintese. Dentre os que buscam maiores
evidéncias, os mesmos ndo indicam efeitos quanto a eficiéncia do fotossistema II e
fluorescéncia da clorofilaa (DEL AMOR; CUADRA-CRESPO, 2012; DEL AMOR;
PORRAS, 2009) promovidos por Azospirillum sp. em condi¢cdes adequadas de cultivo,
contrapondo as tendéncias encontradas no presente ensaio. Estes resultados positivos induzidos
por Azospirillum na eficiéncia quantica do fotossistema II sdo relatados somente em condi¢des
de estresse abidtico elevado (GAJDOS et al., 2012; RUI{Z-SANCHEZ et al., 201 1), sendo os
dados pouco discutidos pelos autores a respeito de seus fatores elicitores.

A eficiéncia quantica do fotossistema II ¢ dependente de diversos fatores, incluindo o
numero de cloroplastos e teor de clorofila foliar (BHATTACHARYYA; JHA, 2012), sendo que
alteracdes nestes fatores podem modular a eficiéncia do fotossistema II na excitagdo da clorofila
e transporte eletronico, como relatado em arroz inoculado com outras espécies de
microrganismos promotores de crescimento vegetal (NUNKAEW et al., 2014). Em relacdo ao
Azospirillum, diversos trabalhos evidenciam seu poder em incrementar teores de clorofila a e
outros pigmentos fotossintetizantes (BASHAN et al., 2006; BATTISTUS et al., 2014; CURA
et al., 2017; DATTA et al., 2009; FASCIGLIONE et al., 2015; ZAREA et al., 2012). Mesmo
na auséncia de resultados significativos no presente estudo para estes pigmentos, o incremento
na eficiéncia quéntica do fotossistema II foi modulado pela pulverizagdo de A. brasilense
(Figura 3A), permitindo que mais elétrons sejam aproveitados por unidade de tempo pelo
fotossistema II (Figura 4A).

A eficiéncia quantica de fixagdo de COa, incrementada pela pulverizacdo de A.
brasilense (Figura 3B), exibiu fortes correlagcdes positivas (p<0,05) com a relagdo clorofilas
totais/carotenoides (R? 97,68%), teor de antocianinas (R? 92,66%), taxa aparente de transporte
de elétrons dissipados fotoquimicamente (R? 94,74%), e forte correlagdo negativa com a taxa
aparente de transporte de elétrons dissipados ndo fotoquimicamente (R? 99,58%) (Figura 6).
Deste modo, o A. brasilense pulverizado tornou as folhas de milho mais eficientes no
aproveitamento de elétrons captados pela folha para fixacdo de CO; (Figura 4B), dissipando
menos energia excedente para os carotenoides, e investindo metabolitos no aumento do poder
antioxidante das antocianinas (COHEN et al., 2015) para evitar danos a proteina D1 do centro
de reagdo P680 (BARBOSA et al., 2014; DAS et al., 2011) e manter a fotossintese em niveis
elevados (Figura 1A).

Vale ressaltar, também, que o teor de clorofila a apresentou forte correlagdo positiva
(p<0,05 € R? 96,49%) (Figura 6) com a eficiéncia quantica do fotossistema II para fixagio de

CO; (relagdo ®psi/Pco2), indicando que as pequenas modulagdes nos valores deste pigmento,
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ndo detectadas pelo teste F, colaboram para o menor aproveitamento de elétrons na fixacao
efetiva de CO2. Em outras palavras, a elevacdo dos teores de clorofila @ demandam que mais
elétrons passem pelo fotossistema I para que uma unidade eletronica dessas seja aproveitada
efetivamente na fixacdo de CO2, onde o A. brasilense inoculado via semente aliado a
pulverizacdo foliar aprimorou este aproveitamento eletrénico nas reagdes carboxilativas
(Figura 4C), reduzindo excedentes que poderiam gerar espécies reativas de oxigénio via reagao
de Mehler (SHI et al., 2008; ZHU et al., 2012)

Apesar de ndo encontradas diferencas via teste F, a analise de componentes principais
indicou que o aumento na relagdo teor de clorofilas/carotenoides e no teor de antocianinas teve
peso decisivo para a pulverizacdo foliar de 4. brasilense (Figura 6), apresentando correlagdo
significativa (p<0,05) com a fotossintese liquida (R? de 96,57% ¢ 91,81%, respectivamente).
Deste modo, maiores valores de relacdo entre estes pigmentos elevam a taxa de fotossintese
liquida e a eficiéncia quantica do fotossistema II, devido aos incrementos no teor de clorofila
disponivel para excitacdo luminosa (ZAREA et al., 2012), eliciados pelo A. brasilense
pulverizado. No caso da reducdo nos teores de carotenoides, reduz-se consequentemente o
quenching de reducdo ndo fotoquimico, repassando a energia que ndo ¢ aproveitada pela
eficiéncia quantica do fotossistema II para ser dissipada por calor constitutivo e fluorescéncia
ou quenching de redugdo fotoquimico (Figura 5).

Ensaios avaliando o status hidrico e fluorescéncia da clorofila ¢ modulados pela
aplicacdo de 4cido abscisico em milho (SOUZA et al., 2013) descrevem resultados semelhantes
aos verificados no presente estudo, que corroboram as discussdes apresentadas. De acordo com
estes autores, plantas com adequado status hidrico apresentam maior condutincia estomatica, e
consequentemente maior taxa fotossintética liquida (Figura 1). Estas plantas que exibiram
maior fotossintese também expuseram maiores taxas aparentes de transporte eletronico
consumido fotoquimicamente (Figura 4A), sendo que a energia excedente preferencialmente é
dissipada por quenching de reducao fotoquimico em decréscimo ao quenching de redugdo nao
fotoquimico (Figura 5), impulsionando a eficiéncia quantica do fotossistema II (Figura 3A)
(SOUZA et al., 2013). Ressalta-se que estes autores inter-relacionam estas varidveis com o
status hidrico do vegetal, comprovado neste estudo pela maior condutincia estomatica e
transpiracdo (Figura 1B e 1C).

Confrontando estas informagdes com a realidade do presente estudo, a pulverizagdo
com Azospirillum tende a induzir a produgdo de auxinas (CASSAN; VANDERLEYDEN;
SPAEPEN, 2014; MASCIARELLI et al., 2013) e acido abscisico (COHEN et al., 2009, 2015;
COHEN; BOTTINI; PICCOLI, 2008), gerando mecanismos de resisténcia para reposi¢do ¢
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manuteng¢do de turgescéncia (KUDOYAROVA etal., 2011; ZHAO et al., 2012), indicando que
modulagdes no status hidrico do vegetal tem forte influéncia sobre a atividade do fotossistema
I (SOUZA et al., 2013).

A andlise de componentes principais também evidenciou que pequenas variagdes em
pigmentos fotossintéticos e auxiliares ndo devem ser desprezadas quando ndo significativos
univariadamente, visto que estdo intrinsicamente ligadas a procedimentos fotossintéticos
posteriores, podendo apresentar efeitos cumulativos nos resultados ao longo do metabolismo

vegetal de assimilagdo de COa.

4.5 CONCLUSAO

Plantas de milho pulverizadas no estadio V4 com A. brasilense possuem maiores taxas
fotossintéticas impulsionadas desde a atividade de excitacdo eletronica e transporte de elétrons
no centro de reagdo P680 do fotossistema II, assim como apresentam maior eficiéncia ao longo
da cadeia transportadora de elétrons até a assimilagdo efetiva do CO», mesmo que estas plantas
ndo exibam alteragdes estatisticamente significativas nos teores de pigmentos foliares

relacionados a fotossintese.
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5 CAPITULO 4: ATIVIDADE FOTOSSINTETICA IMPULSIONADA POR
AZOSPIRILLUM BRASILENSE EM MILHO

Resumo: A otimizagdo do aproveitamento dos recursos ambientais ¢ ponto crucial a ser
explorado pela agricultura mundial para atingir patamares mais altos de produtividade.
Microrganismos promotores de crescimento vegetal vem sendo adicionados ao sistema
produtivo buscando melhor aproveitamento do ambiente. Deste modo, objetivou-se avaliar os
efeitos de Azospirillum brasilense sob a atividade do sistema carboxilativo de plantas de milho
a crescentes taxas luminosas e concentracdo de CO; intercelular. Definiu-se como tratamentos,
inoculacdo via semente; pulverizagdo foliar ao estadio V4; e inoculacdo via semente +
pulverizacao foliar de A. brasilense, adicionados de controle. Curvas de resposta de trocas
gasosas em func¢@o da densidade de fluxo de fotons fotossinteticamente ativos foram construidas
em intervalo variando do escuro até 2500 umol fotons m= s ao estddio Vi, € R3. Também no
estadio Rz construiu-se curvas em resposta a concentragdes intercelulares de CO> crescentes. A
adicdo de A. brasilense via semente ou pulverizacdo foliar possibilitou maiores taxas
fotossintéticas acima de 500 pmol fotons m s°!, luminosidade facilmente superada na maior
parte do dia. Estes maiores niveis fotossintéticos sdo baseados em maiores taxas transpiratorias
devido a oferta de 4gua nos tecidos foliares, mantendo a condutancia estomatica para permuta
de gases, mais proeminentes no estadio V2. A atividade das enzimas carboxilativas do
metabolismo C4 também foram incrementadas sob elevadas concentragdes de CO; intercelular.
Em suma, a adi¢do de A. brasilense via semente ou pulverizagdo foliar promove melhor

aproveitamento luminoso e atividade de enzimas carboxilativas.

Palavras-chave: Bactérias promotoras de crescimento vegetal; RUBPcase; PEPcase.
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5.1 INTRODUCAO

A otimizacao do aproveitamento dos recursos ambientais por parte das plantas ¢ ponto
crucial a ser explorado pela agricultura mundial, visando reduzir a diferenga entre o potencial
produtivo e a produtividade atual das culturas (FISCHER, 2015). Para tanto, a adogdo e
compreensao de inovagdes tecnologicas e seus efeitos na fisiologia vegetal que possibilitem
melhor aproveitamento da agua, luminosidade e tolerancia a temperaturas desfavoraveis sao
ferramentas importantes a serem incorporadas nos sistemas agricolas atuais (GODFRAY et al.,
2010), inclusive em culturas que ja apresentam elevada eficiéncia da exploracdo de recursos,
como o milho (CHEN et al., 2011).

A obtencdo de taxas fotossintéticas mais elevadas em uma mesma condi¢do luminosa
¢ resultado de maior acimulo de pigmentos fotossintéticos (BHATTACHARYYA; JHA, 2012;
BULEGON; GUIMARAES; LAURETH, 2016) e aporte de 4gua aos tecidos fotossintetizantes
(GHANNOUM, 2009), proporcionando maior abertura estomatica (DRAKE; FROEND;
FRANKS, 2013) e facilidade de fornecimento de CO> para elevada atividade carboxilativa
(LAWLOR; TEZARA, 2009) dos mecanismos fotossintéticos Cs (UBIERNA; SUN;
COUSINS, 2011).

Em seguimento ao melhor aproveitamento luminoso pela planta, ¢ essencial também
dar aten¢do a capacidade da conversdo desta energia luminosa em energia a ser aplicada
efetivamente nos processos carboxilativos, tratado também como eficiéncia quantica de fixagdo
de CO», sendo mais um ponto importante a ser explorado (ZHU; LONG; ORT, 2010),
aumentando a assimilagdo de CO» por ATP sintetizado pela planta. Neste sentido, a exploragdo
do ambiente subterraneo para captagdo de agua e nutrientes ¢ de primordial importancia para o
melhor aproveitamento dos recursos ambientais disponiveis na parte aérea das plantas
(luminosidade e trocas gasosas).

Efeitos positivos no desenvolvimento vegetal vém sendo vinculados em ampla escala
pela literatura mundial & adogio de bactérias promotoras de crescimento vegetal (CASSAN;
DIAZ-ZORITA, 2016; EL-LATTIEF, 2016; KAVAMURA et al., 2013; SARANRAIJ;
SIVASAKTHIVELAN, 2013). Estas bactérias estimulam o desenvolvimento devido a maiores
taxas carboxilativas pelo melhor aproveitamento dos recursos ambientais, principalmente agua
e luz (BULEGON et al., 2017b; HUSSAIN et al., 2016; KANNAN; PONMURUGAN, 2010;
RUIZ-SANCHEZ et al., 2011).
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Dentre vasta gama de bactérias promotoras de crescimento vegetal, destaca-se o
género Azospirillum (EL-LATTIEF, 2016), utilizado principalmente em associagdo a
gramineas (SARANRAJ; SIVASAKTHIVELAN, 2013), provendo complexo de estimulos
bioreguladores quando associado aos vegetais (CASSAN; DIAZ-ZORITA, 2016; CASSAN;
VANDERLEYDEN; SPAEPEN, 2014).

O complexo de estimulos mediados pelas bactérias ¢ liderado pela producédo e excregdo
de hormdnios promotores de crescimento vegetal, como auxinas, giberelinas e citocininas
(DIMKPA; WEINARD; ASCH, 2009; ESQUIVEL-COTE et al., 2010; MASCIARELLI et al.,
2013), atividade da enzima ACC-deaminase e redugdo dos niveis enddgenos de etileno
(ESQUIVEL-COTE et al., 2010), poliaminas para resisténcia ao déficit hidrico (CASSAN et
al., 2009b) aliado a atividade do oxido nitrico para formacdo de pelos radiculares
(ALEN’KINA; NIKITINA, 2012; DI PALMA et al., 2013), solubilizagdo de fosfatos
(CASSAN; VANDERLEYDEN; SPAEPEN, 2014), dentre outros efeitos indiretos
(LARRABURU; BUSUSCOVICH; LLORENTE, 2016; LARRABURU; LLORENTE, 2015).

O conjunto de mecanismos descrito promove maior desenvolvimento do sistema
radicular (LLORENTE; ALASIA; LARRABURU, 2016; MOUTIA et al., 2010), permitindo
ao mesmo maior busca por agua e nitrogénio (HUNGRIA et al., 2010; MARQUES et al., 2017;
NOVAKOWISKI et al., 2011), refletindo-se em desenvolvimento de parte aérea (BATTISTUS
et al.,, 2014; BULEGON et al., 2017b; GUIMARAES et al., 2014) e ganhos em produtividade
(ASKARY et al., 2009; HOSSAIN et al., 2015; QUADROS et al., 2014).

A inser¢do do Azospirillum ao sistema agricola em grandes culturas ndo se limita
apenas a aplicacdo via sementes, visto que encontram-se informacdes a respeito de sua
utilizagdo via pulveriza¢des durante estadios vegetativos de diferentes culturas (BULEGON et
al., 2017b; FUKAMI et al, 2016, 2017), estimulando sistemas de defesa, pigmentos
fotossintéticos e a produtividade (AHMADI-RAD et al., 2016; BULEGON; GUIMARAES;
LAURETH, 2016; ZUFFO et al., 2017).

Portanto, o complexo de estimulos promovido pelo Azospirillum permite maior aporte
de recursos as plantas, proporcionando condi¢des para que as mesmas atinjam maiores taxas
carboxilativas. Visto o exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade do sistema
carboxilativo de plantas de milho inoculadas com Azospirillum brasilense, via semente e/ou

pulverizacao foliar, em crescentes taxas luminosas e de CO; intercelular.
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5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Tratamentos e delineamento experimental

Estudou-se o comportamento de plantas de milho submetidas a trés formas de
aplicacdo de A. brasilense (corrig. Tarrand et al.) compreendendo os tratamentos: 1. Controle;
2. Inoculacdo via semente de A. brasilense (100 mL/60. 000 sementes); 3. Pulverizagdo foliar
de A. brasilense (300 mL ha') ao estddio Va; 4. Inoculagdo via semente associada a
pulverizacao foliar de A. brasilense nas dosagens e estadios anteriormente citados. O ensaio foi

conduzido em blocos casualizados com cinco repeticdes, com duas plantas por repeticao.

5.2.2 Material vegetal e conducio experimental

Plantas de milho hibrido Pionner 30F53 Leptra® RR2™ foram conduzidas a pleno sol
em vasos de 25 litros (29 cm x 37 cm x 29 cm; AxDxd) preenchidos com substrato a base de
horizonte A+B de LATOSSOLO VERMELHO Eutroférrico (LVef) (SANTOS, 2018).

Previamente a semeadura o substrato foi homogeneizado com 50 mg dm= de N (ureia),
300 mg dm de P,Os (superfosfato triplo) e 150 mg dm= de KO (cloreto de potassio)
(NOVAIS; NEVES; BARROS, 1991). Ainda segundo a mesma recomendacao, foi realizado
aporte de 50 mg dm= de N (ureia) no estadio V3 da cultura. Baseado na saturagdo de bases

apresentada (V% de 62,68), ndo foi necessaria calagem.

5.2.3 Curvas de resposta a luminosidade

Curvas de resposta de trocas gasosas em funcdo da densidade de fluxo de fotons
fotossinteticamente ativos (Photosynthetically Photon Flux Density - PPFD) foram construidas
pela redugio da densidade de fluxo de fotons fotossinteticamente ativos de 2500 umol m2 s!
até 0 umol m s (2500; 2000; 1500; 1000 ;750; 500; 250; 120; 60; 30; 15; 0 pmol m2 ™). As
leituras foram realizadas no periodo matutino ao estadio Viz, entre 09h00min e 11h00min, com
teor de CO> atmosférico fixado a 400 umol mol™, no terco médio de folhas sem lesdes

representativas do estadio Vo, e folhas da espiga ao estadio Rs.
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Determinou-se em fun¢do da densidade de fluxo de fotons fotossinteticamente ativos
a taxa de assimilacdo liquida de CO2 (4), condutancia estomatica (gs), concentragao intercelular
de CO> (Ci), taxa de transpiracao da folha (E), além das seguintes relagdoes: WUE = A/E, iWUE
= A/gs e Fc = A/Ci (ZHANG et al., 2001b), em que WUE corresponde a eficiéncia do uso de
agua, iWUE ¢ a eficiéncia intrinseca do uso de agua e Fc € a eficiéncia de carboxilacdo. As
mensuracdes de trocas gasosas foram realizadas com o auxilio do equipamento IRGA (Infra
Red Gas Analyser) modelo LI-6400XT (Licor Inc. Lincoln, Nebraska, USA).

Os dados de resposta de assimilagdo liquida de CO; a densidades de fluxo de fotons
fotossinteticamente ativos abaixo de 250 pmol m? s foram utilizados para calculo da
eficiéncia quantica aparente (@), ajustando equagdo linear de 0 a 250 pmol m s”! de densidade
de fluxo de fotons fotossinteticamente ativos. Determinou-se também o ponto de compensagio

luminosa (I'), verificado no ponto de intersec¢ao da reta com o eixo X.

5.2.4 Curvas de resposta a concentracgio intercelular de CO2

Curvas de resposta de trocas gasosas em funcao da concentracdo intercelular de CO»
(Ci) foram construidas pela reducdo da concentragdo ambiental de CO; (Ca) de
1000 pmol CO2 mol! até 0 pmol CO2mol! (1000; 800; 600; 400; 300; 200; 150; 100; 50; 25;
0 umol COz mol!). As leituras foram realizadas no periodo matutino, entre 09h00min e
11h00Omin, com densidade de fluxo de fotons fotossinteticamente ativos fixado a 2000 pmol m-
257!, no ter¢go médio de folhas sem lesdes da espiga ao estadio Rs.

Determinou-se em fun¢do da concentracdo intercelular de CO a taxa de assimilacdo
liquida de CO:2 (4), condutancia estomatica (gs), relacdo concentracdo ambiental de
COz/concentracdo intercelular de CO; (Ca/Ci) taxa de transpiracdao da folha (E), além das
seguintes relagdes: WUE = A/E e iWUE = Algs (ZHANG et al., 2001b), em que WUE
corresponde a eficiéncia do uso de agua e iWUE ¢ a eficiéncia intrinseca do uso de agua. As
mensuracdes foram realizadas com o auxilio do equipamento IRGA (Infra Red Gas Analyser)
modelo LI-6400XT (Licor Inc. Lincoln, Nebraska, USA).

Os dados de resposta de assimilagdo liquida de CO2 concentracdo ambiental de CO-
abaixo de 200 pmol CO; mol™! foram utilizados para célculo da eficiéncia quintica aparente

(®), ajustando equagdo linear. Determinou-se também o ponto de compensagao de CO2 (I),

verificado no ponto de intersec¢do da reta com o eixo X.
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5.2.5 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de normalidade dos erros pelo teste de Shapiro-
Wilk a 5% de probabilidade de erro. Na presenga de normalidade dos erros, os dados passaram
por analise de variancia a 5% de probabilidade de erro pelo teste F de Fisher visando comparar
o comportamento dos tratamentos com A. brasilense ao tratamento controle, ¢ em caso positivo,
submetidos a analise de regressdo, definindo-se o ajuste mais adequado baseado em modelos

significativos, com logica bioldgica e elevado valor de coeficiente de determinagdo (R?).

5.3 RESULTADOS

5.3.1Respostas ao fluxo de fétons fotossinteticamente ativos

A assimilacdo liquida de CO», ou fotossintese liquida, apresentou comportamentos
semelhantes quanto a assimilacdo maxima de COz, seja no estadio V12 (Figura 1A) ou estadio
R3 (Figura 1B). No estadio V12 todas as formas e combinagdes de utilizagdo de A. brasilense
elevaram a assimilagdo maxima de CO»>. O ponto maximo de assimilacdo foi verificado aos
2500 pumol fotons m? s!, atingindo 28,42; 33,02; 33,91 e 30,28 pmol CO> m? s! para os
tratamentos controle, inoculagdo via semente, pulverizagdo foliar e inoculagdo via semente +
pulverizagdo foliar, respectivamente.

Destaca-se a utilizagdo isolada de A. brasilense, seja pela inoculagdo via semente ou
pulverizac¢do foliar, como fator estimulante da fotossintese maxima em 16,18% e 19,30%
respectivamente, sendo o valor mais elevado que o incremento de 6,55% promovido pela
utilizagdo combinada (inoculagdo + pulverizacdo) de A. brasilense.

O mesmo comportamento manteve-se no estddio Rz, onde os pontos maximos de
fotossintese foram 27,27; 31,44; 31,89 ¢ 29,55 umol CO, m? s! para os tratamentos controle,
inoculacdo via semente, pulverizacdo foliar e inoculacdo via semente + pulverizagdo foliar,
respectivamente. A atividade fotossintética em relagdo ao controle manteve-se semelhante,
onde inoculagdo via semente, pulverizacao foliar e inoculagdo via semente + pulverizagéo foliar
apresentaram desempenho 15,28%, 16,91% e 8,34% superior ao controle, respectivamente.

Ressalta-se que valores de luminosidade acima de 500 pmol fotons m2s! iniciam a

diferenciacdo da eficiéncia fotossintética da inoculacdo via semente e pulverizacdo foliar
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(Figura 1A), sendo esta luminosidade superada facilmente entre as 07:00 e 18:00 horas do dia.
O mesmo ¢ verificado para o estadio R3 sob mesma intensidade luminosa, permitindo melhor

desempenho durante 13 horas de iluminacao natural diaria.
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Figura 1 -Fotossintese liquida (A e B), condutincia estomatica (C e D) e concentragdo
intercelular de COz (E e F) ao estadio V12 (A, C e E) e estddio R3 (B, D e F) de folhas
de milho submetido a inoculagdo via semente, pulverizagdo foliar, e inoculagdo via
semente associada a pulverizacao foliar de A. brasilense em resposta a densidade de
fluxo de fotons fotossinteticamente ativos (PPFD) de 0 a 2500 umol fotons m= s,

Em especial, ao estddio R3, a inoculag@o via semente de forma isolada demonstrou

melhor aproveitamento de luminosidades intermediarias, entre 100 e 1500 umol fotons m= s,
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verificados usualmente até as 09:00 horas ¢ apoés as 15:00 horas, contudo a pulverizagdo
apresentou maior pico fotossintético como citado previamente.

A condutancia estomatica foi elevada em todas as intensidades luminosas pelo A.
brasilense ao estadio V1> (Figura 1C), destacando-se novamente a inoculacdo via semente ¢
pulverizacao foliar utilizados de forma isolada. A combinagdo das inoculagdes aproximou-se
da abertura maxima aos 500 umol fotons m s*!', mantendo-se praticamente estavel até os 2500
umol fotons m2 7!, ao passo que as formas isoladas se aproximaram da estabilizagdo aos 1000
umol fotons m2 s7! apenas.

No estadio Rz os patameres de estabilizacdo da conduténcia estomatica ocorreram em
luminosidades mais elevadas, sendo o controle o primeiro a ser limitado, em
1500 umol fétons m2 s! (Figura 1D). Inoculagdo via semente e pulverizagio foliar
apresentaram destaque em todas as luminosidades induzidas, com a combinagdo demonstrando
comportamento intermedidrio, porém com pico de abertura semelhante aos demais tratamentos
com A. brasilense.

Induzido pela maior condutancia estomatica, em luminosidades entre 100 e 1500 pmol
fotons m? s!, no estadio V12, A. brasilense em aplicagdes isoladas, na inocula¢do via semente
e na pulverizacdo foliar, conseguiram manter o aporte de CO> do ambiente para a cdmara
subestomatica mais elevado. Acima dos 500 umol fétons m= s*!' o controle ndo foi capaz de
equiparar a concentragdo intercelular de CO2 em relagdo as utilizagdes de A. brasilense.

A concentragdo intercelular de CO» no estadio Rz (Figura 1F) destacou a combinagdo
de aplicagdes de A. brasilense inoculado via semente + pulverizacdo foliar entre 100 ¢ 1500
umol fotons m2 s”!, visto que a fotossintese sofreu leve incremento nesta faixa (Figura 1B),
elevando o consumo de CO», e a condutancia estomatica semelhante ao controle (Figura 1D)

reduzindo a entrada de COz. Ap6s 1500 pmol fotons m= s

a condutancia sofreu rapido
incremento, que a reaproximou da utilizacdo combinada de A. brasilense via semente +
pulverizagao foliar (Figura 1F).

A transpiragdo foliar foi fortemente afetada pela inoculacdo via semente e pela
pulverizacao foliar de A. brasilense no estadio Vi (Figura 2A), posicionando-se frente aos
demais tratamentos. O destaque fica por conta da combinacdo das formas de utilizagdo da
bactéria, pois reduziu drasticamente a transpira¢do apds 250 pmol fotons m2 s™!, assemelhando-

se ao controle. Ja ao estddio R3 todas as aplicacdes de A. brasilense reduziram a taxa

transpiratoria frente ao controle (Figura 2B), mesmo que em baixa escala.
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Figura 2 - Taxa transpiratoria (A e B) e temperatura (C e D) ao estadio V12 (A e C) e estadio R3
(B e D) de folhas de milho submetido a inoculagdo via semente, pulverizagio foliar,
e inoculagdo via semente associada a pulverizacao foliar de A. brasilense em resposta
a densidade de fluxo de fotons fotossinteticamente ativos (PPFD) de 0 a 2500 pmol
fotons m2 s7!.

O controle sofreu maior acentuagdo da temperatura de acordo com o incremento da
luminosidade quando comparado as utilizagdes de A. brasilense, seja no estadio V12 (Figura 2C)
ou estadio R3 (Figura 2D), sendo mais proeminente ao estadio R3. Em baixas intensidades
luminosas, para ambos os estadios avaliados, é possivel verificar que os tratamentos com A.
brasilense mant€m a folha de milho levemente mais aquecida, contudo, com a elevacdo
gradativa da luminosidade nota-se que a inoculagdo, seja via semente, pulverizacdo foliar ou de
forma combinada tende a manter a superficie foliar mais arrefecida.

Devido ao elevado aumento da taxa transpiratéria, a inoculacdo via semente e
pulverizacdo foliar apresentaram menor eficiéncia do uso da dgua no estadio V12 (Figura 3A).
Entre 250 e 750 pmol fotons m? s! todos os tratamentos com A. brasilense reduziram a

eficiéncia do uso da agua.
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Ja ao estddio R3, devido a maior taxa transpiratoria do controle, a utilizagdo de A.

brasilense elevou a eficiéncia do uso da agua, com destaque a inoculacdo via semente

(Figura 3B), periodo fenoldgico em que o aproveitamento de a4gua ganha importancia.
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Figura 3 - Eficiéncia do uso da dgua (A e B), eficiéncia intrinseca do uso da dgua (C e D) e
eficiéncia de carboxilacdo (E e F) ao estadio Vi2 (A, C e E) e estadio R3 (B, D e F)
de folhas de milho submetido a inocula¢do via semente, pulverizagdo foliar, e
inoculagdo via semente associada a pulverizagdo foliar de A. brasilense em resposta
a densidade de fluxo de fotons fotossinteticamente ativos (PPFD) de 0 a 2500 umol

fétons m2 sl

A eficiéncia intrinseca do uso da dgua foi reduzida ao estadio V12 por todas as formas

de aplicagdo de 4. brasilense (Figura 3C), demandando maior abertura estomatica para realizar



94

a mesma atividade fotossintética do controle em luminosidade determinada. Porém, no estadio
R3 o comportamento foi semelhante entre os tratamentos (Figura 3D).

Eficiéncia de carboxilagdo também foi reduzida ao estadio Vi2 pela adogdo de 4.
brasilense (Figura 3E) devido a maior disponibilidade de CO2 nos espacos intercelulares
(Figura 1E) promovido pela maior condutancia estomatica (Figura 1C). Contudo, ao estadio R3
a eficiéncia de carboxilacdo foi mais elevada para os tratamentos com A. brasilense.

Apesar de ndo apresentar diferencas significativas, a analise da eficiéncia quantica
apresentou pontos de compensag¢io luminosos de 69,40; 53,57; 61,57 € 62,06 umol fotons m™
s! a0 estadio V12 para os tratamentos controle, inoculagdo via semente, pulverizagdo foliar e
inoculacdo via semente + pulverizagdo foliar de A. brasilense, respectivamente (Figura 4A),
onde a menor compensagdo luminosa para os tratamentos com A. brasilense indica reducdo da
respiracdo no escuro. A eficiéncia quantica aparente pode ser verificada no coeficiente angular
(a) da equacdo, que indica a inclinacdo da mesma. Pelo inverso deste quociente ¢ possivel
determinar que os tratamentos citados logo acima demandam 19,61; 18,76; 18,52 ¢ 20,61 umol
fotons para fixar 1 pmol COz, respectivamente, demonstrando melhor aproveitamento luminoso
do milho proporcionado pela utilizagdo de A. brasilense via semente ou pulverizagdo foliar de

forma isolada.
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Figura 4 - Eficiéncia quantica ao estddio V12 (A) e eficiéncia quantica ao estadio R; (B) de
folhas de milho submetido a inoculacdo via semente, pulverizagdo foliar, e
inoculagdo via semente associada a pulverizagdo foliar de A. brasilense em resposta
a densidade de fluxo de fotons fotossinteticamente ativos (PPFD) de 0 a 250 umol
fotons m?2 s,

No estadio R3, a eficiéncia quantica luminosa também ndo apresentou distingdes
estatisticas (Figura 4B), com ponto de compensagao de 54,02; 50,35; 49,75 ¢ 59,49 umol fétons

m2 s’ para os tratamentos controle, inocula¢do via semente, pulverizagdo foliar e inoculagdo
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via semente + pulverizagido foliar de A. brasilense, respectivamente. Para a mesma sequéncia
de tratamentos, o inverso da eficiéncia quéntica aparente foi de 20,37; 18,52; 21,19 ¢ 19,31
pmol fétons para fixar 1 pmol CO2, destacando melhor aproveitamento luminoso aos
tratamentos que continham inoculacgdo via semente, seja de forma isolada ou combinada com a

pulverizacao foliar de A. brasilense.

5.3.2Respostas a concentracgao intercelular de COz

Resultados significativos referentes a atividade da enzima Ribulose-1,5-bisfosfato
carboxilase (RUBPcase) e concentracdo de CO> na a bainha clorofilada manifestaram-se
quando as plantas foram submetidas a crescentes niveis de CO2 atmosférico.

A fotossintese liquida atingiu estabilidade entre 200 € 300 pmol CO, mol™! para todos
os tratamentos, contudo a fotossintese maxima foi mais elevada quando utilizado A4. brasilense
via pulverizagao foliar, seja de forma isolada ou combinado com inoculagdo via semente frente
ao controle (Figura 5A). Ja a inoculagdo via semente atingiu fotossintese maxima semelhante
ao tratamento controle.

Devido as maiores taxas fotossintéticas, os tratamentos com A. brasilense
demandaram aumento da concentragdo interna de CO» em altas concentragdes atmosféricas de
CO; (Figura 5B), mediado pela maior abertura estomatica (Figura 5C). Nota-se, comparando
as Figuras 5A e 5C, que apos a estabilizagdo da fotossintese em elevadas concentragdes internas
de CO», os estdmatos ndo apresentaram tendéncia ao fechamento, se mantendo estaveis.

Maiores valores de condutincia estomatica devido a altas concentra¢des internas de
CO; também ocasionaram maiores valores de transpiragdo foliar dos tratamentos com A.

brasilense, com destaque a pulverizagao foliar utilizada isoladamente (Figura 5D).
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- Fotossintese liquida (A), relagdo concentracdo ambiental de COz/concentracdo
intercelular de CO; (B), condutancia estomatica (C) e taxa transpiratoria (D) de
folhas de milho ao estddio R3; submetido a inoculagdo via semente, pulverizagdao
foliar, e inoculagdo via semente associada a pulverizacdo foliar de A. brasilense em
resposta a variagdo de disponibilidade ambiental de COo.

O aumento da transpiracdo em elevadas concentracdes internas de CO», fez com que a

eficiéncia do uso da agua fosse reduzida (Figura 6A), indicando que com o aumento da

disponibilidade atmosférica de CO,, a utilizacdo de A. brasilense em milho demandara maiores

quantidade de 4gua para manutengdo da produgdo, sendo que o excesso da abertura estomatica

sob elevadas concentracdes de CO,, atmosférico ou intercelular, gera grande peso neste fator,

pois reduz a eficiéncia intrinseca do uso da agua (Figura 6B).
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Figura 6 - Eficiéncia do uso da agua (A) e eficiéncia intrinseca do uso da dgua (B) de folhas de
milho ao estddio R3 submetido a inoculagdo via semente, pulverizagdo foliar, e
inoculagdo via semente associada a pulverizacao foliar de A. brasilense em resposta
a variacdo de disponibilidade ambiental de COx».

Apesar de apresentar maior aproveitamento da concentracdo intercelular de COa,
convertida em atividade fotossintética (Figura 5A), a andlise da eficiéncia quantica de
carboxilacdo da RUBPcase e PEPcase (fosfoenolpiruvato carboxilase) evidenciou menor
aproveitamento da concentragdo intercelular de CO:z induzido pelos tratamentos com
inoculacdo via semente ou pulverizagdo foliar de A. brasilense (Figura 7). Quando combinadas

as formas de utilizagdo, a eficiéncia quantica foi semelhante ao controle.
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Figura 7 - Eficiéncia quantica de carboxilagdo de folhas de milho ao estddio R3 submetido a
inoculagdo via semente, pulverizacdo foliar, e inocula¢do via semente associada a
pulverizacdo foliar de A. brasilense em resposta a variagdo de disponibilidade
ambiental de COo.

Com relagdo ao inverso do quociente da eficiéncia quantica de carboxilacdo da

RUBPcase, os tratamentos apresentaram 2,52; 3,22; 2,85 e 2,50 umol CO> mol™! para se fixar
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1 umol CO>m? 57!, sendo estes dados respectivos para controle, inoculagdo via semente,
pulverizagdo foliar e inoculagdo via semente + pulverizagdo foliar combinados.

Vale ressaltar que devido ao metabolismo Cs, for¢ando o aporte de CO2 pela PEPcase
até o sitio carboxilativo onde se encontra o ciclo de Calvin, dificilmente a elevacio deste recurso
na atmosfera gerard prejuizos a incorporagdo de COz da cultura do milho. Inicialmente, a
eficiéncia quantica indica menor efetividade da RUBPcase e outros intermediarios em assimilar
CO: (Figura 7) quando sob influéncia de A4. brasilense, contudo, sob altas ofertas de gas
carbdnico, a adi¢ao da bactéria ao sistema produtivo do milho via pulverizagao possibilita maior

eficiéncia carboxilativa (Figura 5A).

5.4 DISCUSSAO

Em plantas de metabolismo Cs que apresentam concentragdo de CO:2 pela enzima
NADP-malica, como o milho, o aumento da luminosidade proporciona maior acumulo
energético, forcando o transporte de CO; até o sitio secundario de carboxilacdo (RUBPi),
reduzindo a atividade oxigenase da RUBISCO, minimizando a fotorrespiragdo e elevando a
fotossintese liquida (ZHU; LONG; ORT, 2010).

O melhor aproveitamento da luminosidade ambiental ¢ convertido em capacidade
carboxilativa pela adicdo do A. brasilense ao sistema produtivo (Figura 1A e 1B).
Fisiologicamente estes efeitos atrelam-se ao aumento da atividade de citocininas e acido
salicilico desencadeados pela inoculagio da bactéria (CASSAN; VANDERLEYDEN;
SPAEPEN, 2014), promovendo aumento da sintese ¢ regeneragdo de enzimas carboxilativas
(ALI et al., 2011), aliado a proteg@o do aparato fotossintético pelo acido salicilico (RAO et al.,
2012). Por outro lado, a redugdo da atividade do etileno promovida por A. brasilense
(BHATTACHARYYA; JHA, 2012; GLICK, 2014) retarda a degradagdo da clorofila
(CORTLEVEN; VALCKE, 2012), possibilitando melhor aproveitamento e eficiéncia
fotossintética.

Estes resultados de taxas fotossintéticas mais elevadas proporcionadas por A.
brasilense corroboram com evidencias literarias reportadas de outras espécies gramineas, como
arroz (KANNAN; PONMURUGAN, 2010) e com metabolismo Ci4, como braquidria
(BULEGON et al., 2017b). Vale ressaltar que o 4. brasilense promove efeitos sob elevadas
luminosidades (Figura 1A e 1B), sem manifestar efeitos proeminentes em baixas luminosidades

(Figura 4A e 4B).
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Mesmo com o mecanismo de bombeamento de CO: de alta eficiéncia das plantas Ca,
¢ imprescindivel que as plantas apresentem elevada abertura estomatica (Figura 1C e 1D) para
manutengdo das trocas gasosas, o que relaciona-se a capacidade de aporte de agua das raizes
para a parte aérea para sustentacdo de turgor celular e transpira¢do (Figura 2A) (DRAKE;
FROEND; FRANKS, 2013).

Nesta perspectiva, as modulagdes provocadas por A. brasilense no sistema radicular
(CASSAN; DIAZ-ZORITA, 2016; HUNGRIA et al., 2010) e no sistema de vasos condutores
(EL-AFRY et al., 2012), devido a alta atividade de auxinas (ESQUIVEL-COTE et al., 2010;
MASCIARELLI et al., 2013), possibilitam ao milho maior captacdo e transporte de agua,
mantendo a hidratagdo e atividade bioquimica dos tecidos mais elevada (FILIPPOU et al.,
2014). Estas informacdes sdo confirmadas no presente estudo pela maior condutancia
estomatica (Figura 1C e 1D) e transpiragdo (Figura 2A e 2B) e, proporcionando maiores taxas
fotossintéticas (Figura 1A e 1B) (HUSSAIN et al., 2016; MCADAM et al., 2017).

Menores diferencas de condutiancia estomatica entre os tratamentos no estadio Rj
(Figura 1D), quando comparadas ao estadio Vi (Figura 1C), possibilitaram aporte de CO>
semelhante a camara subestomatica no estadio R3 (Figura 1F), ao passo que os tratamentos com
A. brasilense apresentaram maiores niveis de CO2 nos espagos intercelulares (Figura 1E). Este
CO; esta prontamente disponivel para ser consumido pela fotossintese (LAWLOR; TEZARA,
2009), reduzindo as chances de queda da assimilacdo de carbono por baixo fornecimento de
CO; (MUMM et al., 2011).

Por outro lado, a redug@o da transpiragdo promovida por 4. brasilense no estadio R3
(Figura 2B) ndo acarretou em maior aquecimento do limbo foliar (Figura 2D), e as taxas
fotossintéticas em alta luminosidade foram mais elevadas (Figura 1B), indicando melhor
aproveitamento de luz e menor perda de eficiéncia do fotossistema II por calor constitutivo
(SOUZA etal., 2013).

Devido as taxas fotossintéticas mais elevadas em alta luminosidade no estadio R3, pela
inoculacdo do A. brasilense (Figura 1B), sem gastos excessivos de dgua na transpiragao (Figura
2B), a eficiéncia de uso da agua foi maior para os respectivos tratamentos (Figura 3B), resposta
de importante interesse, visto que no estddio Rz o milho apresenta alto consumo de agua
(GRASSINI et al., 2011), e a otimizacdo deste recurso é de elevada relevancia em
regides/periodos de oferta hidrica restrita. Ao mesmo passo, houve reducdo promovida pelo A.
brasilense da fixacdo de carbono pela reducdo da condutancia estomatica no estadio Vi2 em

luminosidades intermediarias (Figura 3C), e devido ao menor aporte de CO2 a cémara
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subestomatica (Figura 1E), a eficiéncia de carboxilagdo foi reduzida (Figura 3A), contudo, sem
ocasionar efeitos negativos a fotossintese (Figura 1A).

A luminosidade ambiental disponivel foi a base da limitagdo fotossintética (VON
CAEMMERER; FURBANK, 2016) quando as plantas de milho foram submetidas a elevadas
concentragdes intercelulares de CO; (Figura 5A). Contudo, ressalta-se a eficiéncia do A.
brasilense em otimizar a utilizagdo dessa energia disponivel (2.000 pmol fotons m2 s7),
convertendo-a em maior poder de assimilagdo de CO2 (HOGEWONING et al., 2012) devido ao
incremento da eficiéncia quéantica do fotossistema II (GAJDOS et al., 2012; RUIZ-SANCHEZ
et al., 2011). Este incremento também pode estar atrelado a capacidade do 4. brasilense em
estimular a produgdo e minimizar a degradagdo de pigmentos fotossintéticos (CURA et al.,
2017; FASCIGLIONE et al., 2015; ZAREA et al., 2012), aumentando a atividade da RUBPcase
(SOUNDARARAIJAN, 2012) e PEPcase (KALAIJI et al., 2016).

E possivel verificar que mesmo no metabolismo Cs, com predominincia a enzima
malica-NADP favorecendo o aporte de CO» até a localiza¢ao da Rubisco (ZHU; LONG; ORT,
2010), a limitacdo estomatica da fotossintese também merece destaque, visto que a maior
condutancia estomatica (Figura 5C) confirmada pela alta taxa transpiratoria promovida por A.
brasilense (Figura 5D) anteriormente explanada (CASSAN; DIAZ-ZORITA, 2016; EL-AFRY
et al., 2012; ESQUIVEL-COTE et al., 2010; HUNGRIA et al., 2010; MASCIARELLI et al.,
2013), independente da forma de aplicacdo, possibilitaram maior entrada de CO2 nos espacos
intercelulares (Figura 5B), facilitando o processo fotossintético (Figura SA).

Os aumentos de fotossintese (Figura 5A) e transpiragdo (Figura 5D) culminaram em
menor aproveitamento da agua (Figura 6A) e menor quantidade de carbono fixado por
exposi¢do transpiratoria da camara subestomatica (Figura 6B). Esta ¢ uma resposta indesejada
em estadios reprodutivos da cultura, apesar do aumento na taxa fotossintética, visto que ha
maior condutincia estomatica e possibilidade de perda de agua, cenario que pode se tornar
comum em futuro proximo devido ao aumento da concentragdo de CO, atmosférico mundial
(BORUM et al., 2016). Vale ressaltar que o acumulo da massa de graos ¢ extremamente
dependente da disponibilidade hidrica, e desperdicios podem comprometer este fator de
produtividade (GRASSINI et al., 2011).

A possibilidade de aumento dos teores de pigmentos fotossintéticos promovidos pelo
A. brasilense (BATTISTUS et al., 2014; BULEGON; GUIMARAES; LAURETH, 2016;
CURA et al., 2017; DATTA et al., 2009; FASCIGLIONE et al., 2015; ZAREA et al., 2012),
com consequente aumento da concentragdo da RUBPcase nos tecidos (SOUNDARARAJAN,

2012) culminou em perdas iniciais da eficiéncia quantica de fixacdo de CO; (Figura 7) devido
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a maior relagdo 02/CO., forcando a RUBISCO a sua atividade oxigenase pela baixa oferta de
CO2 (BRAUTIGAM; GOWIK, 2016; ZHU; LONG; ORT, 2010), mesmo em um metabolismo

C4 como o do milho.

5.5 CONCLUSAO

Tendo em vista os aspectos discutidos, o 4. brasilense inoculado via semente ou
pulverizacao foliar promove maiores taxas fotossintéticas, baseado em melhor aproveitamento
luminoso, maior condutancia estomatica devido a melhor status hidrico interno confirmado pela
transpiracdo, facilitando a permuta de gases e maior atividade de enzimas carboxilativas,

essenciais para obten¢@o de ganhos em fitomassa e produtividade.
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6 CAPITULO 5: RESTRICAO HIDRICA AMENIZADA POR Azospirillum brasilense
EM MILHO: STATUS HIDRICO, TROCAS GASOSAS E PROTECAO
OXIDATIVA

Resumo: Periodos de déficit hidrico, que ocorrem diariamente em momentos de elevada
temperatura e radiacdo solar, sdo o principal fator de estresse abidtico limitante a producdo
vegetal. Alguns microrganismos sdo importantes aliados na reducgdo destes impactos, atuando
como indutores de tolerancia ao déficit hidrico. Visto o exposto, objetivou-se avaliar teor de
agua nos tecidos foliares, trocas gasosas e reagdes antioxidantes de milho inoculado via semente
ou pulverizagdo foliar com A. brasilense. O ensaio compreendeu os tratamentos controle,
inoculacdo via semente, pulverizacgdo foliar, e inoculagdo via semente + pulverizagdo foliar de
A. brasilense. Avaliou-se, a cada duas horas ao longo do dia, o teor relativo de agua nos tecidos
foliares, integridade das membranas celulares e trocas gasosas. A cada quatro horas monitorou-
se a umidade do solo, e amostras foliares foram coletadas para quantificacdo da atividade
antioxidante. Pulveriza¢des foliares mantiveram maior teor relativo de 4gua nos momentos
criticos do dia. A falta de agua afeta as trocas gasosas, contudo inocula¢do com A. brasilense
possibilitou sustentacdo da transpiragdo, mantendo os estdmatos mais abertos, facilitando
aporte de CO» aos espagos intercelulares, evitando maiores redugdes na taxa fotossintética. A
atividade da enzima superoxido dismutase foi incrementada pela pulverizagdo de A. brasilense
em momentos de baixo turgor foliar, porém, ao final do dia, tratamentos com pulverizagdes
foliares reduziram a atividade de catalases. Em suma, o A. brasilense ameniza as drasticas
redugdes nas trocas gasosas ocasionada pela falta de agua, sendo que pulverizagdes foliares
mantém maior turgor dos tecidos foliares e implica em modulac¢des da atividade antioxidante

no milho.

Palavras-chave: Bactérias promotoras de crescimento vegetal; Fotossintese; Turgescéncia

foliar; Enzimas antioxidantes.
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6.1 INTRODUCAO

Periodos de restricao hidrica sdo considerados o mais importante fator de estresse
abidtico as plantas, sendo responsavel por significativas perdas na agricultura mundial
(AHMAD etal., 2016; SHAO et al., 2009). Vegetais sdo expostos aos prejuizos da falta de agua
sempre que o suprimento da mesma pelas raizes ndo acompanha a taxa de transpiragdo foliar
(ANJUM; XIE; WANG, 2011), o qual frequentemente ocorre ao longo do dia em periodos de
temperatura elevada e alta radiagdo solar.

O estresse hidrico impacta em reducao da produtividade das culturas por combinagao
de fatores fisiologicos e bioquimicos, com consequéncias morfométricas e de aproveitamento
de recursos por parte dos vegetais (ALI et al., 2011). Vale ressaltar que ¢ esperado aumento de
problemas com seca nas proximas décadas devido as mudangas climaticas (KASIM et al.,
2013), sendo prioritario o desenvolvimento de tecnologias que possibilitem a manutencao da
producdo vegetal sob condicdes adversas (TAKEDA; MATSUOKA, 2008).

A redugdo ou inibi¢do da taxa fotossintética ¢ um dos primeiros efeitos da falta de agua
no vegetal, mediado pela redugdo do teor de d4gua nos tecidos foliares (CURA et al., 2017) que
induz o fechamento estomatico, impedindo o fornecimento de CO; para o processo de
carboxilagdo (ANJUM; XIE; WANG, 2011; ZLATEV; LIDON, 2012), retardando
consequentemente o desenvolvimento vegetal. Por outro lado, grande parte dos danos
bioquimicos a nivel celular ocasionados em condi¢des de estresse hidrico sdo devidos a
formag@o de espécies reativas de oxigénio (ROS) (SANDHYA et al., 2010).

Para combater estas ROS, as plantas modulam suas rotas bioquimicas de produgdo de
enzimas antioxidantes, como peroxidases (POX), catalases (CAT), polifenoloxidases (PPO) ¢
superoxido dismutase (SOD) (BARBOSA et al., 2014), visando atenuar o dano das ROS
principalmente em atividades do metabolismo primario vegetal, como a fotossintese
(CHAVES; FLEXAS; PINHEIRO, 2009; VASS; CSER, 2009).

Para aliviar estes periodos de estresse, as plantas possuem caracteristicas de prote¢ao
naturais, e também interagem com uma vasta variedade de microrganismos do solo (NAVEED
et al., 2014). As comunidades microbianas presentes no solo sdo importantes para manutengao
do balango de atividades biologicas e metabodlicas das plantas durante condi¢des de estresse

(KAVAMURA et al., 2013), sendo estes microrganismos reportados inclusive como indutores
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de tolerdncia em periodos de baixa disponibilidade hidrica (CASSAN et al., 2009b; COHEN et
al., 2015; KASIM et al., 2013).

Dentre estes microrganismos, o género bacteriano Azospirillum tem sido descrito
como associativo simbiotico, principalmente com gramineas, ¢ ¢ apontado como o
bioinoculante mais comercializado ao redor do mundo (EL-LATTIEF, 2016). A associacao
destas bactérias com as plantas permite aumento da capacidade exploratoria de 4gua e nutrientes
no solo por parte das raizes, baseado em um complexo de estimulos bioreguladores (CASSAN;
DIAZ-ZORITA, 2016), que permitem aumento da tolerancia ao déficit hidrico (COHEN et al.,
2015; CURA et al., 2017; FUKAMI et al., 2017).

Além de colonizar a rizosfera, o género Azospirillum apresenta capacidade de
colonizar a parte aérea das plantas, mais especificamente o filoplano (FUKAMI et al., 2017),
gerando incrementos no desenvolvimento e produtividade de diversas culturas (AHMADI-
RAD et al., 2016; ZUFFO et al., 2017) pela acdo hormonal e eliciagdo de mecanismos de
resisténcia vegetal contra estresses bioticos e abioticos (FUKAMI et al., 2017).

Visto o exposto, hipotetizou-se que a utilizacdo de 4. brasilense induz a tolerancia em
milho contra situagdes de estresse, mitigando reducdes na atividade fotossintética e
incrementando a atividade antioxidante, para proteger as células de danos ocasionados pela
deficiéncia hidrica nos horarios mais quentes e de maior radiacdo incidente durante o dia.

Para tanto, objetivou-se avaliar ao longo do dia, sob condi¢gdes de restrigdo hidrica,
trocas gasosas, teor relativo de agua nos tecidos foliares e reagdo antioxidante de milho

inoculado via semente e/ou pulverizagdo foliar com A. brasilense.

6.2 MATERIAL E METODOS

6.2.1 Tratamentos e delineamento experimental

Estudou-se o comportamento de trés formas de utilizagdo de A. brasilense (corrig.
Tarrand et al.) Estirpes AbV5+AbV6, compreendendo os tratamentos: 1. Controle; 2.
Inoculagao via semente de A. brasilense (100 mL/60. 000 sementes); 3. Pulverizagao foliar de
A. brasilense (300 mL ha™') ao estadio Va; 4. Inoculagio via semente associada a pulverizagdo
foliar de A. brasilense nas dosagens e estadios anteriormente citados. O ensaio foi conduzido

em blocos casualizados com cinco repeti¢des, com duas plantas por repeticao.
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6.2.2 Material vegetal e conducio experimental

Plantas de milho hibrido Pionner 30F53 Leptra® RR2™ foram conduzidas a pleno sol
em vasos de 25 litros (29 cm x 37 cm x 29 cm; AxDxd) preenchidos com substrato a base de
horizonte A+B de LATOSSOLO VERMELHO Eutroférrico (LVef) (SANTOS, 2018).

Previamente a semeadura o substrato foi homogeneizado com 50 mg dm- de N (ureia),
300 mg dm de P»Os (superfosfato triplo) e 150 mg dm= de KO (cloreto de potéssio)
(NOVALIS; NEVES; BARROS, 1991). Segundo a mesma recomendagao, foi realizado aporte
de 50 mg dm™ de N (ureia) no estadio V3 da cultura. Baseado na saturagdo de bases apresentada
(V% de 62, 68), ndo foi necessaria calagem.

Diariamente as plantas eram irrigadas, reestabelecendo a capacidade de campo do
substrato. As analises foram executadas no estadio V12 da cultura do milho, induzindo situacao
de restri¢ao hidrica com aplicag@o de 50% da 1amina d’agua regular um dia antes da avaliagdo.

No dia de avaliacdo, as 12:00 horas algumas parcelas apresentaram taxa assimilatoria

liquida zero devido a intensa dessecagdo dos tecidos, sendo reposto 25% da lamina de agua.

6.2.3 Umidade gravimétrica do solo

Amostras de solo nos vasos, a 15 cm de profundidade, foram coletadas em intervalo
de quatro horas, iniciando-se as 04hOOmin e finalizando as 20h00min. Imediatamente apos a
coleta, as amostras foram pesadas em balanca de precisdo para determinagdo de sua massa
umida e conduzidas a estufa de circulacdo forcada de ar a 105 °C durante 24 horas. Apos esse
periodo foram pesadas novamente, sendo obtido a massa do solo seco. Os resultados foram

expressos em g H,O g'! solo em base seca.

6.2.4 Contetdo relativo de agua do limbo foliar

Amostras circulares de 1, 5 cm? do limbo foliar foram coletadas em intervalo de duas
horas, iniciando-se as 04h00min até 20h00min. Imediatamente apés a coleta, as amostras foram
pesadas em balanga de precisdo para determinagdo de sua massa fresca, e acondicionadas em

placa de petri contendo agua destilada e deionizada a 25 °C durante 6 horas para saturagdo
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hidrica. Apos esse periodo as amostras foram secas superficialmente por contato com papel
absorvente, e pesadas novamente para a obtencdo da massa turgida (capacidade maxima de
absorcdo de agua pelo tecido). Em seguida foram acondicionadas em estufa de circulagdo
forcada de ar a 65 °C durante 48 horas, e novamente mensuradas quanto a sua massa seca. Os

resultados foram expressos em % de H20O no tecido do limbo foliar.

6.2.5Tolerdncia protoplasmatica

Amostras circulares de 1,5 cm? do limbo foliar foram coletadas em intervalo de duas
horas, iniciando-se as 04h0Omin e finalizando as 20h00min. Imediatamente ap6s a coleta, os
segmentos foliares foram lavados em agua destilada e deionizada com auxilio de pissete e
acondicionados em tubos tipo falcon contendo 40 mL de 4gua destilada e deionizada. Os tubos
foram mantidos em temperatura de 25 °C durante 24 horas, ¢ a solu¢do teve sua condutividade
elétrica mensurada em condutivimetro de bancada modelo Tecnal Tec-4MP.

Posteriormente, as amostras foram submetidas a banho maria a 100 °C durante uma
hora para lise das membranas e extravasamento do conteido protoplasmatico. Apos,
estabilizou-se a temperatura novamente em 25 °C para realizacio de nova medida de
condutividade elétrica. A partir dos valores obtidos determinou-se a integridade absoluta de
membrana (BLUM; EBERCON, 1981), baseado na quantidade de eletrolitos perdidos pelo

tecido foliar em relacdo ao total de eletrolitos contidos no protoplasma.

6.2.6 Trocas gasosas

Folhas representativas do estadio Vig, com auséncia de lesoes, foram avaliadas com
auxilio do equipamento IRGA LI-6400XT (Licor Inc. Lincoln, NE) em condi¢des de
luminosidade similares as ambientais, em intervalos de duas horas, iniciando as 04h0Omin e
finalizando as 20h00min.

Quantificou-se a taxa de assimilagdo liquida de CO; (4), taxa de transpiragdo da folha
(E); condutancia estomatica (gs), concentragdo intercelular de CO; (Ci), temperatura de folhas

(°C), além das relacdes WUE = A/E, iWUE = Algs e Fc = A/Ci (ZHANG et al., 2001b), onde



111

WUE representa a eficiéncia do uso de agua, iWUE a eficiéncia intrinseca do uso de agua, e Fc

a eficiéncia instantdnea de carboxilagdo.

6.2.7 Analises bioquimicas

6.2.7.1 Coleta das amostras

Amostras dos tecidos do limbo foliar, de folha representativa do estadio Vo, foram
coletadas em intervalo de quatro horas, iniciando-se as 04h0Omin e finalizando as 20h0Omin,
excluindo-se a nervura central e pesadas em massa fresca aproximada de 0,5 gramas,
imediatamente acondicionadas em gelo para transporte até ultrafreezer (-80 °C), onde ficaram

armazenadas até o momento da obtencdo do extrato proteico.

6.2.7.2  Obtencdo dos extratos

As amostras dos tecidos foliares foram trituradas em nitrogénio liquido, e
posteriormente, homogeneizadas em 5 mL de tampdo fosfato de potassio 50 mM (pH 7,0)
contendo 0,1 mM EDTA e 1% (p/p) de PVP (polivinilpirrolidona). Este macerado foi
submetido a centrifugagdo a 4.000g durante 20 minutos em temperatura constante de 4 °C. O
sobrenadante referente ao extrato enzimatico foi recolhido com pipeta e transferido para
microtubos, sendo armazenados em ultra freezer a -80 °C, para ser utilizado posteriormente na
determinagdo de proteinas soliveis totais e atividade enzimatica de peroxidase, catalase,

polifenoloxidase e superdxido dismutase (BROETTO, 2014).

6.2.7.3  Quantificacdo de proteinas soluveis totais

A quantificagdo de proteinas soluveis totais foi realizada em triplicata, utilizando
30 pL de extrato enzimatico, 2.250 uL de tampao fosfato 0,01 M (pH 6,0) e 600 puL do reagente
de Bradford, homogeneizados em agitador de tubos, e submetido a leitura a 595 nm de

absorbancia em espectrofotdmetro apos cinco minutos de reacdo (BRADFORD, 1976). Os
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valores de absorbancia foram plotados em curva padrdo de concentragdo de albumina de soro
bovino (ASB) e a concentragdo de proteinas soluveis totais expressa em mg de proteina g!

matéria fresca.

6.2.7.4  Atividade de peroxidase (POD; EC 1. 11. 1. 7)

A atividade da peroxidase do guaiacol foi determinada através da conversdo do
guaiacol em tetraguaiacol, via determinacao da atividade de peroxidase a 30 °C, pelo método
espectrofotométrico direto (HAMMERSCHMIDT; NUCKLES; KUC, 1982). Para a reagio foi
preparado substrato utilizando 100 mL de tampao fosfato 0,01 M (pH 6,0), suplementado com
250 pL de guaiacol e 306 pL de perdxido de hidrogénio. Por sua vez a mistura da solugdo
consistiu de 200 pL do extrato enzimatico e 1.400 puL de substrato. A reagdo foi realizada em
espectrofotometro a 470 nm durante 2 min. A diferenca entre 0 momento final e inicial foi
utilizado para a determinacdo da atividade considerando coeficiente de extingdo molar (¢) de
26,6 mM! cm!. Os resultados de atividade especifica da peroxidase foram expressos em umol

H>0, min! mg proteina™’.

6.2.7.5  Atividade de catalase (CAT; EC 1. 11. 1. 6)

Para analise da atividade da catalase foi preparado tampao fosfato de potassio 50 mM
(pH 7,0), suplementado com perdxido de hidrogénio para obteng@o de tampao a 12,5 mM de
H>O2, substrato para rea¢do da enzima. O tampao foi mantido a 30 °C em banho maria visando
reacdo direta nessa temperatura. A mistura de reag@o consistiu na utilizagdo de 90 pL de extrato
enzimatico da amostra com 2.910 pL do referido tampao, agitado previamente em agitador de
tubos durante 15 segundos. A leitura direta da variagdo da absorgdo de peroxido de hidrogénio
foi realizada a 240 nm de absorbancia em espectrofotdmetro durante dois minutos (BROETTO,
2014; PEIXOTO et al., 1999). Os resultados de atividade especifica da catalase consideraram
coeficiente de extingdo molar (g) de 36 mM! cm! e foram expressos em umol H,O, min™! mg

proteina’.
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6.2.7.6  Atividade de polifenoloxidade (PPO; E. C. 1. 10. 3. 1)

A atividade da polifenoloxidase foi determinada realizando mistura de leitura
utilizando 100 pL de extrato enzimatico e 1.800 pL de substrato para enzima, preparado
utilizando tampdo fosfato de so6dio 0,1 M (pH 6,8) suplementado com catecol a 0,02 M
(DUANGMAL; OWUSU APENTEN, 1999). A leitura direta da variagdo da absor¢do de
catecol foi realizada a 420 nm de absorbancia em espectrofotometro durante dois minutos. Os
resultados de atividade especifica da polifenoloxidase consideraram coeficiente de extingao

molar (¢) de 26,9 mM' cm! e foram expressos em pmol catecol min™' mg proteina™.

6.2.7.7  Atividade de Superdxido dismutase (SOD; EC 1. 15. 1. 1)

A atividade da SOD foi determinada segundo capacidade de inibi¢do da fotorredugdo
de 50% do NBT (Cloreto de azul de nitrotetrazolio) e formagao de formazana (coloragio azul).
Para tanto, foi elaborado tampao de reagdo contendo metionina (13 mM), NBT (75 uM), EDTA
(100 nM), riboflavina (2 pM) e tampao fosfato de potassio (50 mM, pH 7,8). Foram adicionados
a tubos de ensaio de vidro branco 100 pL de extrato enzimatico e 1.900 pL do tampao de reagdo.
O controle consistiu do uso do tampao de rea¢do puro. Tanto as amostras quanto os controles
foram submetidos a reagdo de oxidagdo, conduzida sob 25 °C por 5 min, em tubos de ensaio
acondicionados em grades de suporte metalicas brancas colocadas em caixa de madeira sob
lampada fluorescente (45 W) a 15 centimetros de distdncia. A reagdo foi concluida pela
interrup¢do da luz (GIANNOPOLITIS; RIES, 1977). A leitura foi realizada a 560 nm em
espectrofotometro. O branco constituiu do uso do tampao de reagdo mantido ao abrigo da luz.
A atividade enzimatica foi expressa em unidades de superoxido dismutase necessaria para a

inibi¢do de 50 % da fotorreducdo do NBT, U SOD mg™! proteina.

6.2.8 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de normalidade dos erros pelo teste de Shapiro-
wilk a 5% de probabilidade de erro. Na presenca de normalidade dos erros, os dados passaram

por analise de varidncia a 5% de probabilidade de erro pelo teste F de Fisher, e em caso positivo,
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submetidos a teste de médias de Dunnett a 5% de probabilidade de erro visando comparar os
tratamentos com A. brasilense ao tratamento controle, ou analise de regressdo, definindo-se o
ajuste mais adequado baseado em modelos significativos, com logica biologica e elevado valor

de coeficiente de determinagdo (R?).

6.3 RESULTADOS

6.3.1 Status hidrico do solo e vegetal

Os dados referentes as condigdes meteorologicas no dia da avaliacdo estdo

apresentados na figura 1.
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Figura 1 -Condig¢des meteorologicas (temperatura média, umidade relativa e evapotranspiragao)
durante as avaliagdes de umidade do solo, teor relativo de agua, tolerancia
protoplasmatica, trocas gasosas e coletas das amostras para andlise bioquimica.
Tridngulos cinza representam o inicio e o final da coleta das amostras e leitura de
trocas gasosas.
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As leituras de umidade relativa iniciaram o dia com valores médios de 89%, atingindo
ponto minimo de 53% as 17:00 horas e finalizando com 73% as 20:00 horas. J& a temperatura
média iniciou com 21,85 °C, atingindo pico de 32,00 °C as 17:00 horas, e fechando as leituras
com 27,70 °C. A evapotranspiracdo acumulada no dia foi de 11,39 mm, com picos de
1,59 mm h! entre as 12:00 e 14:00.

A umidade gravimétrica do solo ndo sofreu alteragdes significativas desencadeadas
pelos tratamentos utilizados, como verificado na figura 2A. Contudo, o teor relativo de agua
presente nos tecidos foliares apresentou numeros absolutos mais elevados em diversos
momentos do dia para os tratamentos que continham A. brasilense, sendo que as 16:00 horas,
proximos aos picos de temperatura e menores valores de umidade relativa do ar, os tratamentos
que continham 4. brasilense pulverizado via foliar possibilitaram menor redugdo do teor de

agua no tecido foliar das plantas de milho quando comparado ao controle (Figura 2B).
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Figura 2 - Umidade gravimétrica do solo (A), teor relativo de agua (B) e integridade absoluta
de membrana do limbo foliar de milho submetido a inoculagdo via semente (C),
pulverizacdo foliar, e inoculagdo via semente associada a pulverizagdo foliar de A.
brasilense e baixa disponibilidade hidrica. * representa diferenca estatistica pelo
teste de Dunnett a 5% de probabilidade de erro.
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Semelhante a umidade gravimétrica do solo, a integridade absoluta de membranas dos
tecidos foliares ndo foi afetada nos diferentes horarios do dia avaliados, porém nota-se
tendéncia na reducdo de integridade de membranas celulares em valores absolutos (Figura 2C).
Neste quesito, o principio do teste pode ter colaborado para a reducdo da integridade da
membrana nos tratamentos com pulverizacao de A. brasilense, visto que bactérias presentes no

limbo foliar, ou demais residuos, podem contaminar a analise.

6.3.2 Trocas gasosas

As 12h00 algumas repeticdes do ensaio zeraram a taxas de fotossintese liquida
fotossintética, periodo de intensa transpiragdo que conduziu a queda brusca dos valores do teor
relativo de agua nos tecidos foliares (Figura 2A). Neste momento, 25% do volume da lamina
de 4gua diaria foi reposta, permitindo recuperacao da turgescéncia (Figura 2A), porém com

baixos efeitos de recuperagao da fotossintese apos sua suspensdo (Figura 3A).
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Figura 3 - Fotossintese liquida (A), condutancia estomatica (B) concentracao intercelular de
CO:> (C) e taxa transpiratoria (D) de folhas de milho submetido a inoculagdo via
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semente, pulverizacdo foliar, e inoculagdo via semente associada a pulverizagdo
foliar de A. brasilense e baixa disponibilidade hidrica.

O célculo da integral das equagdes propostas para assimilagdo liquida de CO; indicam
superioridade do tratamento com pulverizagdo foliar de A. brasilense com
607,163 mmol CO> m? dia™' assimilado, seguido de 588,704 mmol CO, m? dia"! promovido
pela inoculagdo via semente + pulverizagio foliar, 561,708 mmol CO, m? dia™! proporcionado
pela inoculag@o via semente € 557,547 mmol CO; m dia™! referente ao controle (Figura 3A).

A condutancia estomatica apresenta importante papel no destaque dado a pulverizagao
foliar de A. brasilense para a fotossintese diaria (Figura 3A), pois além de proporcionar maior
pico de abertura estomatica, manteve maior abertura ao longo do dia, enquanto os demais
tratamentos pouco destacaram-se do controle (Figura 3B). Por outro lado, maior abertura
estomatica ndo se refletiu em distingdes na concentragao intercelular de CO; (Figura 3C), o que
reforca o fato da abertura estomatica proporcionar maior entrada de CO», e sem que haja outros
fatores limitantes a carboxilacdo, utiliza-se este dioxido de carbono diretamente no processo
fotossintético, sem gerar acimulos nos espagos intercelulares.

Do mesmo modo, a 4gua disponivel nos tecidos vegetais colabora para a manutengao
da abertura estomatica e transpiragdo, sendo que grande parte da condutancia estomatica se
refere a necessidade de perda de agua para arrefecimento dos tecidos vegetais. Deste modo,
quando integralizadas as equagdes, a pulverizagdo foliar com A. brasilense resultou em taxas
de transpiragdo foliar de 70,272 mol H,O m? dia™! (+82,34%), seguido de 66,303 mol H>O
m2 dia"! perdido pelas plantas com inoculagdo via semente + pulverizacdo foliar (+72,04%),
62,087 mol H,O m dia™! pelas plantas que receberam inoculagio via semente (+61,10%), em
relag@o as plantas controle, que perdeu moléculas de 4gua a uma taxa de apenas 38,540 mol
H>0 m? dia! (Figura 3D). Estes incrementos de transpiragdo proporcionados por 4. brasilense
corroboram aos acréscimos nos valores de teor relativo de dgua (Figura 2B), refor¢ando a
capacidade de maior exploracdo de 4gua no solo (COHEN et al., 2015; HUNGRIA et al., 2010),
culminando em manutencdo do status hidrico e incrementos de fotossintese anteriormente
descrito, e reduzindo possiveis efeitos adversos de desnaturagdes proteicas e gastos energéticos
com ressintese de compostos celulares pela manutencdo da temperatura foliar (dados ndo
significativos ndo foram exibidos).

As demais variaveis, como temperatura foliar, eficiéncia do uso da agua, eficiéncia
intrinseca do uso da agua e eficiéncia de carboxilacdo ndo apresentaram diferengas

significativas entre os tratamentos testados.
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6.3.3 Atividade bioquimica antioxidante

Do complexo de enzimas antioxidantes avaliadas, apenas a catalase e a superdxido
dismutase apresentaram efeitos significativos para os tratamentos com inoculacdo de A.
brasilense.

A catalase apresentou oscilacdes entre os tratamentos dentro de cada horario de
avaliagdo, porém ao final do dia (20:00 horas), houve reducdo de sua atividade quando adotada
pulverizagdo via foliar e inoculacdo via semente + pulverizagdo foliar de A. brasilense

(Figura 4A).
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Figura 4 - Atividade de catalase (A) e superoxido dismutase (B) ao longo do dia em folhas de
milho submetido a inoculagdo via semente, pulverizagdo foliar, e inoculagdo via
semente associada a pulverizacdo foliar de 4. brasilense e baixa disponibilidade
hidrica. * representa diferenga estatistica pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade
de erro.

Por outro lado, a superoxido dismutase exerceu efeitos durante os momentos mais
quentes do dia, e associados a menor umidade relativa, onde a pulverizagdo foliar de 4.
brasilense elevou atividade desta enzima as 16:00 horas no limbo foliar do milho, retornando

aos valores iniciais ao final do dia (Figura 4B).

6.4 DISCUSSAO

A deficiéncia hidrica, assim como outros fatores de estresse abiotico, afeta diversas

atividades fisiologicas e bioquimicas nas plantas. O monitoramento da umidade gravimétrica
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do solo (Figura 2A) aliado ao conteudo relativo de 4gua das folhas (Figura 2B) indica influéncia
dos tratamentos com pulverizacdo foliar de A. brasilense, isolado ou combinado com
inoculacdo via semente, em manter a turgescéncia vegetal sem efeitos na seletividade das
membranas plasmaticas (Figura 2C). A pulverizacdo foliar de A. brasilense utilizado
conjuntamente a inoculagdo via semente promoveu aumentos tanto o volume quanto a massa
seca de raiz, e apresentou tendéncia de aumento para a pulverizacdo utilizada de forma isolada
(dados apresentados no Capitulo 7), indicando maior 4rea de exploragdo do solo (CASSAN;
DIAZ-ZORITA, 2016; HUNGRIA et al., 2010) e, consequentemente, melhor absor¢ao hidrica,
mantendo os niveis de 4gua nos tecidos elevados.

Pela capacidade de ser utilizado em pulverizagdes foliares (CLEMENTE et al., 2016;
FUKAMI et al., 2016), tanto as células como os metabodlitos de A. brasilense ocasionam
incrementos no desenvolvimento vegetal, gerando efeitos em toda a planta, mesmo que sua
presenga in vivo ndo consiga ser detectada (FUKAMI et al., 2017). Os mesmos autores relatam
que dentre os metabolitos produzidos por A. brasilense encontram-se compostos hormonais
auxinicos e acido salicilico que sdo transportados sistemicamente pela planta.

A agdo das auxinas envolve-se diretamente com o desenvolvimento do sistema
radicular para exploragido de maior 4rea de solo (CASSAN; VANDERLEYDEN; SPAEPEN,
2014; HUNGRIA et al., 2010), ao passo que o acido salicilico esta envolvido na regulagdo de
processos metabolicos importantes em momentos de escassez hidrica, modulando o contetido
celular de prolina, defesa antioxidante, regulagdo osmotica, eficiéncia transpiratoria,
condutancia estomatica e atividade fotossintética (MIURA; TADA, 2014; NOREEN; ATHAR;
ASHRAF, 2013), capacitando o 4. brasilense como indutor em momentos de estresse abioticos
(CASSAN et al., 2009b; MIURA; TADA, 2014). Como visto, esta prote¢io em situagdes de
déficit hidrico culmina na manutencao do teor de agua nos tecidos foliares (Figura 2B), como
verificado em Urochloa (BULEGON et al., 2017b) e Arabidopsis (COHEN et al., 2015),
induzido por um complexo de mecanismos de agio desencadeado por A. brasilense (CASSAN;
DIAZ-ZORITA, 2016; CURA et al., 2017).

A manutengdo da turgescéncia do limbo foliar do milho nos momentos mais criticos
de deficiéncia de dgua no solo (Figura 2B) possibilitou respostas positivas nas trocas gasosas
ao longo do dia. A pulverizagao foliar de 4. brasilense elevou o acumulado fotossintético diario
em 8, 90%, e quando combinada com a inoculagdo via semente, incrementou em 5, 59% a taxa
fotossintética ao longo do dia (Figura 3A).

Em condi¢des de escassez hidrica, altas temperaturas e elevadas taxas luminosas,

ocorre rapida perda de agua e de turgescéncia celular devido a intensa transpiragdo, for¢gando o
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vegetal a fechar os estomatos para prevenir maiores perdas de dgua (CHAVES; FLEXAS;
PINHEIRO, 2009). O fechamento leva a baixas concentragdes de CO» intercelular, limitando a
fotossintese (MUMM et al., 2011), sendo a principal causa de perdas no processo carboxilativo
em condi¢des de déficit hidrico (CHAVES; FLEXAS; PINHEIRO, 2009). Além da
fotossintese, outros processos celulares essenciais sdo afetados pela falta de agua nos tecidos,
como a atividade enzimatica, producdo de energia, permeabilidade das membranas,
metabolismo lipidico e sintese de elementos celulares estruturais (FILIPPOU et al., 2014).

Os incrementos transpiratorios promovidos por 4. brasilense descritos nesta pesquisa
reforcam a importancia de elevados niveis de agua nos tecidos para manutengao da producao
vegetal. Deste modo, com mais agua nos tecidos do limbo foliar, maior sera a capacidade de
manuten¢do da transpiracdo (Figura 3D) sem perda de turgor, mantendo a abertura estomatica
(Figura 3B) e a taxa fotossintética (Figura 3A).

Com a falta de turgor celular, o fechamento estomatico ocorre rapidamente (ZHOU;
LAMBRIDES; FUKAI, 2013), porém, conforme o turgor ¢ reestabelecido nos tecidos (Figura
2B), ndo necessariamente ha rapida reabertura estomatica (Figura 3B, 12:00 — 18:00 horas),
devido ao efeito residual do acimulo de 4cido abscisico nas células guarda (SLAMA et al.,
2015). Contudo, a capacidade de excrecdo de acido salicilico acelera a sinalizagdo celular
(FUKAMI et al., 2017), e independente da forma de aplicagdo ou combinagdo de A. brasilense,
observa-se promog¢ao de rapida reabertura dos estomatos pela bactéria, possibilitando maior
taxa transpiratoria (aumento £71,82% em relagdo ao controle ao longo do dia) e maior entrada
de CO> a ser aproveitado na fotossintese (Figura 3A), visto que a concentragdo interna de CO»
manteve-se semelhante entre os tratamentos (Figura 3C).

Os periodos de maior demanda hidrica durante o dia coincidem com os momentos de
maior luminosidade excedente e temperatura (Figura 1), sendo imprescindivel a manutencao
do turgor do vegetal para sustentar taxa adequada de trocas gasosas. Em caso de baixa
disponibilidade hidrica, com os estomatos fechados e alta luminosidade, ocorre o segundo
estagio de inibicdo fotossintética, conhecida como limitacdo ndo-estomatica (FOYER;
NOCTOR, 2009). A elevada luminosidade ambiental, aliada ao baixo nivel de CO2 disponivel
para assimilacdo, sobrecarrega o fotossistema Il nas membranas dos tilacoides, induzindo
formagdo de espécies reativas de oxigénio (BARBOSA et al., 2014; DAS et al., 2011),
compostos danosos a diversas estruturas celulares e a proteina D1 do centro de reacdo do
fotossistema II (VASS; CSER, 2009).

Como indutor do sistema bioquimico pés-formado de defesa celular contra espécies

reativas de oxigénio, o 4. brasilense modula a formagdo de enzimas antioxidantes como a
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catalase ¢ a superdxido dismutase (BULEGON; GUIMARAES; LAURETH, 2016), como
detectado na presente pesquisa. A capacidade do vegetal em modular seu sistema antioxidante
em condi¢cdes de estresse ¢ considerada caracteristica importante de resisténcia
(GHAHFAROKHIA et al., 2015), podendo ser mediada por microrganismos (BULEGON;
GUIMARAES; LAURETH, 2016; CASSAN et al., 2009b).

O acumulo de anions superoxidos (037) ao longo do dia demandou aumento da
atividade da superdxido dismutase as 16:00 horas pela pulverizagdo foliar de A. brasilense
(Figura 4B), visando converté-los a peroxido de hidrogénio (H202) e reduzir o potencial de
danos. A superoxido dismutase possui maior atividade em condi¢des de estresse elevado
(BULEGON; GUIMARAES; LAURETH, 2016), principalmente devido a baixa assimilagio
de CO; verificada desde as 12:00 horas nas condi¢des do ensaio, mantendo NADP em sua forma
reduzida e indisponivel para recep¢do de elétrons, induzindo maior formacdo de radicais
superoxido no fotossistema [ (FOYER; NOCTOR, 2009). Conforme os tecidos se reidrataram
¢ a luminosidade incidente reduziu, ao final do dia, a superéxido dismutase diminuiu sua
atividade devido ao decréscimo do substrato superoxido para conversdao em H20O2 (CAMPOS
etal., 2011).

Por outro lado, a catalase ¢ uma das enzimas responsaveis pela redugdo de H>O> a
agua, sendo que as peroxidases realizam a mesma atividade nas células vegetais (BARBOSA
et al.,, 2014; GHAHFAROKHIA et al., 2015). Apesar de ndo identificadas diferencas na
atividade das peroxidases, a catalase teve sua atividade reduzida ao final do dia por ambos
tratamentos que receberam pulverizacao foliar de A. brasilense, seja isolado ou combinado com
inoculacdo via semente (Figura 4A). Esta enzima usualmente ¢ demandada em condigdes de
estresse hidrico severo (BARBOSA et al., 2014), e passado o momento limitante na cultura do
milho reduz-se a atividade a niveis menores do que aqueles encontrados antes do periodo
limitante (GHAHFAROKHIA et al., 2015), como verificado as 20:00 horas.

A utilizagdo de bactérias promotoras de crescimento vegetal, como neste caso o
Azospirillum, visa otimizar a capacidade natural das plantas em superar condi¢cdes ambientais
adversas (CASSAN et al., 2009b; COHEN et al., 2015; FUKAMI et al., 2017), modulando
reacdes vegetais de ordem bioquimica e biofisica. Sob baixa disponibilidade hidrica no solo,
estas alteragdes culminam em manuten¢do de turgor dos tecidos foliares, maior capacidade
transpiratoria, com consequente abertura estomatica e fornecimento de CO: intercelular,
reduzindo a inibicdo fotossintética nos periodos estressantes de maior luminosidade e
temperatura do dia, modulando o sistema antioxidante do milho, realizando elimina¢do de ROS

conforme necessidade momentanea do vegetal.
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6.5 CONCLUSAO

Estes resultados alcancados reforgam a habilidade do A. brasilense, seja por
inoculacdo via semente, e principalmente por pulverizagdo foliar, em mitigar estreses
ocasionados por baixa disponibilidade hidrica no milho, reduzindo perdas de 4gua relacionadas
a turgescéncia dos tecidos vegetais, e promovendo aumento da atividade antioxidante visando
proteger estruturas celulares, culminando em menores reducdes de fotossintese em momentos

de alta luminosidade e demanda hidrica.
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7 CAPITULO 6: APROVEITAMENTO DA RADIACAO SOLAR E PROTECAO
ANTIOXIDATIVA EM MILHO IMPULSIONADOS POR AZOSPIRILLUM
BRASILENSE

Resumo: Culturas Cs, como o milho, apresentam grande potencial de producdo de graos
quando otimizada a utilizagdo de recursos ambientais. Para tanto, bactérias promotoras de
crescimento vegetal t€m sido utilizadas junto a cultura como estimulantes quanto a eficiéncia
fotossintética. Neste sentido, esta pesquisa objetivou avaliar plantas de milho inoculadas com
Azospirillum brasilense via semente ou pulverizagdo foliar quanto as trocas gasosas e reagdes
antioxidantes ao longo do dia. Estabeleceu-se como tratamentos: controle; inoculacdo via
semente com A. brasilense; pulverizacao foliar de 4. brasilense ao estadio V4; e inoculacao via
semente + pulverizagdo foliar. Folhas da espiga ao estadio Rz foram avaliadas quanto as trocas
gasosas em condi¢des luminosas simimilares as ambientais do momento, em intervalo de duas
horas, entre as 04h0Omin e 20h00min. Simultaneamente, amostras foliares foram coletadas para
quantificacdo da atividade de complexo de enzimas antioxidantes. O aproveitamento dos
recursos luminosos foi impulsionado por 4. brasilense, principalmente nos momentos de maior
radiagdo luminosa, aliado a alta transpiracdo. A maior assimilagdo de CO> foi proporcionada
pela pulverizagdo foliar de 4. brasilense, atingindo patamar 36,02% superior ao controle. Os
tratamentos com A. brasilense apresentam rapida resposta de abertura estomatica, permitindo
maior aporte de CO2 a camara subestomatica e alta atividade carboxilativa/fotossintética. A
atividade antioxidante é impulsionada pela inoculagdo e pulverizacdo, principalmente nos
momentos de alta luminosidade ambiental. Em suma, A. brasilense inoculado via semente, €
principalmente pulverizado em parte aérea, proporcionam melhor aproveitamento dos recursos
ambientais e assimila¢do de CO,, atrelado ao aumento da atividade de enzimas antioxidante

para protecdo do aparato fotossintético.

Palavras-chave: Fotossintese; Trocas gasosas; Bactérias promotoras de crescimento vegetal.
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7.1 INTRODUCAO

A produgdo global de alimentos enfrentard grandes desafios no futuro proximo. Para
produzir alimentos que atendam a previsao de crescimento da populagdo mundial € necessario
reduzir as diferencas entre o potencial produtivo das culturas e as produtividades atualmente
alcangadas nos sistemas de producdo agricola (FISCHER, 2015), baseando-se principalmente
no aumento da eficiéncia de uso de recursos ambientais (GODFRAY et al., 2010).

Culturas Cs4, como o milho, apresentam grande potencial de producdo de graos desde
que otimizado o uso da radiacdo solar ambientalmente disponivel (CHEN et al., 2011). Para
tanto objetiva-se, nos proximos anos, agregar tecnologias a cultura que permitam aumento da
tolerancia a altas temperaturas aliada a maior eficiéncia fotossintética, do uso da dgua e dos
nutrientes (GODFRAY et al., 2010). Segundo os mesmos autores, a compreensao das técnicas
disponiveis e seus efeitos na fisiologia vegetal permitem abordagem mais direcionada a selegdo
de boas praticas para otimizar a produgao.

A capacidade de aproveitar picos de luminosidade, principalmente ao meio do dia,
relacionam-se com o maior teor de agua nos tecidos fotossintetizantes (GHANNOUM, 2009)
para manutengao da abertura estomatica, difusdo de CO; e atividade da RUBPcase (LAWLOR;
TEZARA, 2009), assim como o nimero de cloroplastos e teor dos pigmentos fotossintéticos
presente nos tecidos (BHATTACHARYYA; JHA, 2012).

Contudo, mesmo que as plantas consigam suportar os picos de radiacdo ao meio do
dia, luminosidade em excesso, mesmo em plantas Cs, como o milho, pode sobrecarregar os
fotossistemas nas membranas dos tilacoides, ocasionando limitagdo ndo-estomdtica da
fotossintese (FOYER; NOCTOR, 2009). Neste momento a luminosidade em excesso
sobrecarrega os fotossistemas I (PS I) e II (PS II), impedindo a dissipacdo correta de energia
dos elétrons excitados, os quais induzem a formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)
(BARBOSA et al., 2014).

Por consequéncia, estas ROS geram danos a biomoléculas celulares, incluindo
proteina D1 do centro de reagdo do PS II (VASS; CSER, 2009), fundamentais para a atividade
fotossintética. Como mecanismo de defesa contra ROS as células produzem, entre um
complexo de mecanismos, gama de enzimas antioxidantes como peroxidases (POX), catalases
(CAT), polifenoloxidases (PPO) e superdxido dismutase (SOD) (BARBOSA et al., 2014;
GILL; TUTEJA, 2010).
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Alternativa promissora e sustentavel, a adocao de biofertilizantes e/ou bioinoculantes
¢ op¢do crescente para incremento de produtividades (SARANRAJ; SIVASAKTHIVELAN,
2013) neste cenario de desafio agricola. Ressalta-se que as comunidades microbianas sdao
importantes aliadas na manutencdo do balango de atividades metabdlicas das plantas
(KAVAMURA et al., 2013).

Relatos de aumento na taxa fotossintética em gramineas promovidos por bactérias
promotoras de crescimento sdo constantes na literatura, como reportados em arroz (KANNAN;
PONMURUGAN, 2010; RU{Z-SANCHEZ et al., 2011) e mais recentemente em milho
(HUSSAIN et al., 2016) e braquiaria (BULEGON et al., 2017b), indicando melhor
aproveitamento da luminosidade ambientalmente disponivel.

O género bacteriano Azospirillum tem sido vastamente utilizado em culturas como
milho, arroz e trigo (SARANRAJ; SIVASAKTHIVELAN, 2013), tendo o posto de
bioinoculante associativo mais comercializado no mundo (EL-LATTIEF, 2016). Sua
associagio com as plantas culmina em complexo de estimulos bioreguladores (CASSAN;
DIAZ-ZORITA, 2016; CASSAN; VANDERLEYDEN; SPAEPEN, 2014), podendo sua
aplicagdo ocorrer por inoculagdo diretamente as sementes ou pulverizacdes voltadas ao
filoplano (FUKAMI et al., 2017), impactando positivamente variaveis fisiologicas (BULEGON
et al,, 2017b) e mecanismos de defesa (BULEGON; GUIMARAES; LAURETH, 2016),
desenvolvimento (BATTISTUS et al., 2014; KLEIN et al., 2012) e produtividade vegetal
(AHMADI-RAD et al., 2016; ZUFFO et al., 2017).

Deste modo, a utilizacdo de Azospirillum sp. em milho, seja inoculado na semente ou
pulverizado na parte aérea da planta, pode atuar como estimulante a fotossintese (HUSSAIN et
al., 2016) e a producdo de pigmentos relacionados a fotossintese (BATTISTUS et al., 2014),
induzindo, por mecanismos de protecdo ou estimulo, melhor aproveitamento da luminosidade
natural incidente ao longo do dia.

Em vista do apresentado, esta pesquisa teve por objetivo avaliar plantas de milho
inoculadas com Azospirillum brasilense, estirpes AbV5+AbVo6, via semente ou pulverizagdo
foliar, quanto ao aproveitamento da luminosidade natural incidente sobre a fotossintese, trocas

gasosas e atividade protetora de enzimas antioxidantes ao longo do dia.
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7.2 MATERIAL E METODOS

7.2.1 Tratamentos e delineamento experimental:

Estudou-se o comportamento de plantas de milho submetidas a trés formas de
aplicag¢do de A. brasilense corrig. Tarrand et al., estirpes AbV5 + AbV6, compreendendo os
tratamentos: 1. Controle; 2. Inoculagdo via semente de 4. brasilense (100 mL/60. 000
sementes); 3. Pulverizagio foliar de A. brasilense (300 mL ha') ao estadio Va; 4. Inoculagdo
via semente associada a pulverizacdo foliar de A. brasilense nas dosagens e estadios
anteriormente citados. O ensaio foi conduzido em blocos casualizados com cinco repetigdes,

com duas plantas por repetigao.

7.2.2 Material vegetal e conducio experimental

Plantas de milho hibrido Pionner 30F53 Leptra® RR2™ foram conduzidas a pleno sol
em vasos de 25 litros (29 cm x 37 cm x 29 cm; AxDxd) preenchidos com substrato a base de
horizonte A+B de LATOSSOLO VERMELHO Eutroférrico (LVef) (SANTOS, 2018).

Previamente a semeadura o substrato foi homogeneizado com 50 mg dm- de N (ureia),
300 mg dm de P,Os (superfosfato triplo) e 150 mg dm= de KO (cloreto de potassio)
(NOVAIS; NEVES; BARROS, 1991). Ainda segundo a mesma recomendacao, foi realizado
aporte de 50 mg dm= de N (ureia) no estadio V3 da cultura. Baseado na saturagdo de bases

apresentada (V% de 62,68), ndo foi necessario calagem.

7.2.3 Trocas gasosas

Folhas com auséncia de lesdes foram avaliadas com auxilio do equipamento IRGA LI-
6400XT (Licor Inc. Lincoln, NE) em condi¢des de luminosidade similares as ambientais para
a época do ano na folha da espiga ao estadio Rz, em intervalo de duas horas, iniciando as
04h00min e finalizando as 20h00min.

Quantificou-se a taxa de assimilagdo liquida de CO; (4), taxa de transpiragdo da folha

(E); condutancia estomatica (gs), concentragdo intercelular de CO; (Ci), temperatura de folhas
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(°C), além das relagdes WUE = A/E, iWUE = Algs e Fc = A/Ci (ZHANG et al., 2001b), onde
WUE representa a eficiéncia do uso de agua, iWUE a eficiéncia intrinseca do uso de agua, e Fc

a eficiéncia instantdnea de carboxilagdo.

7.2.4 Analises bioquimicas

7.2.4.1 Coleta das amostras

Amostras dos tecidos do limbo foliar da folha da espiga no estddio R3 foram coletadas
em intervalo de quatro horas, iniciando-se as 04h0Omin e finalizando as 20h00min, excluindo-
se a nervura central, e pesadas em massa fresca aproximada de 0,5 gramas, imediatamente
acondicionadas em gelo para transporte até ultrafreezer (-80 °C), onde ficaram armazenadas até

o momento da obtencdo do extrato proteico.

7.2.4.2  Obtencdo dos extratos

As amostras foram trituradas em nitrogénio liquido, e posteriormente homogeneizadas
em SmL de tampao fosfato de potassio 50 mM (pH 7,0) contendo 0,1 mM EDTA e 1% (p/p)
de PVP (polivinilpirrolidona). Este macerado foi submetido a centrifugacdo a 4.000g durante
20 minutos em temperatura constante de 4 °C. O sobrenadante referente ao extrato enzimatico
foi recolhido com pipeta e transferido para microtubos, sendo armazenados em ultrafreezer a -
80 °C, para ser utilizado posteriormente na determinacdo do conteudo protéico ¢ atividade
enzimatica de peroxidade, catalase, polifenoloxidase e superoxido dismutase (BROETTO,

2014).

7.2.4.3  Quantificacdo de proteinas soluveis totais

A quantificagdo de proteinas soluveis totais foi realizada em triplicata utilizando 30
uL de extrato enzimatico, 2.250 pL de tampdo fosfato 0,01 M (pH 6,0) e 600 uL do reagente

de Bradford, homogeneizados em agitador de tubos, e submetido a leitura a 595 nm de
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absorbancia em espectrofotometro apds cinco minutos de reagdo (BRADFORD, 1976). Os
valores de absorbancia foram plotados em curva padrao de concentragdes de albumina de soro

bovino (ASB) e a concentragdo de proteinas expressa em mg de proteina g! matéria fresca.

7.2.4.4  Atividade de peroxidase (POD; EC 1. 11. 1. 7)

A atividade da peroxidase do guaiacol foi determinada através da conversdo do
guaiacol em tetraguaiacol, via determinagdo da atividade a 30 °C pelo método
espectrofotométrico direto (HAMMERSCHMIDT; NUCKLES; KUC, 1982). Para a reagio foi
preparado substrato utilizando 100 mL de tampao fosfato 0, 01 M (pH 6,0), suplementado com
250 pL de guaiacol e 306 pL de perdxido de hidrogénio. Por sua vez a mistura da solugdo
consistiu de 200 pL do extrato enzimatico e 1.400 puL de substrato. A reagdo foi realizada em
espectrofotometro a 470 nm durante 2 min. A diferenca entre 0 momento final e inicial foi
utilizado para a determinacdo da atividade considerando coeficiente de extingdo molar (¢) de
26,6 mM! cm!. Os resultados de atividade especifica da peroxidase foram expressos em umol

H>0, min! mg proteina™’.

7.2.4.5  Atividade de catalase (CAT; EC 1. 11. 1. 6)

Para analise da atividade da catalase foi preparado tampao fosfato de potassio 50 mM
(pH 7,0), suplementado com perdxido de hidrogénio para obteng@o de tampao a 12,5 mM de
H>O2, substrato para rea¢do da enzima. O tampao foi mantido a 30 °C em banho maria visando
reacdo nessa temperatura. A mistura de reagdo consistiu na utilizagdo de 90 pL de extrato
enzimatico da amostra com 2.910 pL do referido tampao, agitado previamente em agitador de
tubos durante 15 segundos. A leitura direta da variagdo da absorgdo de peroxido de hidrogénio
foi realizada a 240 nm de absorbancia em espectrofotdmetro durante dois minutos (BROETTO,
2014; PEIXOTO et al., 1999). Os resultados de atividade especifica da catalase consideraram
coeficiente de extingdo molar (g) de 36 mM! cm! e foram expressos em umol H,O, min™! mg

proteina’.
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7.2.4.6  Atividade de polifenoloxidade (PPO; E. C. 1. 10. 3. 1)

A atividade da polifenoloxidase foi determinada usando-se a metodologia de
(DUANGMAL; OWUSU APENTEN, 1999). Realizando mistura de leitura utilizando 100 pL
de extrato enzimatico e 1. 800 uL de susbtrato para enzima, preparado utilizando tampao fosfato
de sodio 0,1 M (pH 6, 8) suplementado com catecol a 0,02 M. A leitura direta da variacdo da
absorcdo de catecol foi realizada a 420 nm de absorbancia em espectrofotdmetro durante dois
minutos. Os resultados de atividade especifica da polifenoloxidase consideraram coeficiente de

extingdo molar (¢) de 26,9 mM' cm! e foram expressos em pmol catecol min™' mg proteina™.

7.2.4.7  Atividade de Superdxido dismutase (SOD; EC 1. 15. 1. 1)

A atividade da SOD foi determinada segundo capacidade de inibi¢do da fotorredugdo
do NBT (Cloreto de azul de nitrotetrazolio) e formacao de formazana (colora¢ao azul). Para
tanto foi elaborado tampao de reacdo contendo metionina (13 mM), NBT (75 uM), EDTA (100
nM), riboflavina (2 uM) e tampao fosfato de potéassio (50 mM, pH 7,8). Foram adicionados a
tubos de ensaio de vidro branco 100 pL de extrato enzimatico e 1.900 pL do tampao de reacao.
O controle consistiu do uso o tampdo de reagdo puro. Tanto as amostras quanto os controles
foram submetidos a reagdo de oxidagdo, conduzida sob 25 °C por 5 min, em tubos de ensaio
acondicionados em grades de suporte metalicas brancas colocadas em caixa de madeira sob
lampada fluorescente (45 W) a 15 centimetros de distdncia. A reagdo foi concluida pela
interrup¢do da luz (GIANNOPOLITIS; RIES, 1977). A leitura foi realizada a 560 nm em
espectrofotometro. O branco utilizado constituiu do uso do tampao de reagdo mantido ao abrigo
da luz. A atividade enzimatica foi expressa em unidades de superoxido dismutase necessaria

para a inibigdo de 50 % da fotorredu¢do do NBT, U SOD mg™! proteina.

7.2.5 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de normalidade dos erros pelo teste de Shapiro-
wilk a 5% de probabilidade de erro. Na presenca de normalidade dos erros, os dados passaram

por analise de varidncia a 5% de probabilidade de erro pelo teste F de Fisher, e em caso positivo,
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submetidos a teste de médias de Dunnett a 5% de probabilidade de erro visando comparar os
tratamentos com A. brasilense ao tratamento controle, ou analise de regressdo, definindo-se o
ajuste mais adequado baseado em modelos significativos, com logica biologica e elevado valor

de coeficiente de determinagdo (R?).

7.3 RESULTADOS

7.3.1Trocas gasosas

Os dados referentes as condigdes meteorologicas no dia da avaliacdo estdo

apresentadas na figura 1.
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Figura 1 - Condi¢des ambientais ao longo do dia (temperatura média, umidade relativa e
evapotranspira¢do) durante a avaliacdo de trocas gasosas e coletas das amostras para
analises bioquimicas. Tridngulos cinza representam o inicio e fim da coleta de
amostras e leitura de trocas gasosas.
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As leituras de umidade relativa iniciaram o dia com valores de 87%, atingindo ponto
minimo de 31% as 18:00 horas e finalizando com 42% as 20:00 horas. Ja a temperatura média
iniciou com 16,70 °C, atingindo pico de 30,20 °C as 17:00 horas, e fechando as leituras com
25,80 °C. A evapotranspira¢do acumulada no dia foi de 11,80 mm, com picos de 1,50 mm h!
entre as 13:00 e 14:00.

A adequada disponibilidade hidrica durante o ensaio (manutencdo da capacidade de
campo) possibilitou a distin¢do da eficiéncia fotossintética e de trocas gasosas promovidas pela

utilizacdo de 4. brasilense em suas diversas formas de aplicacdo (Figura 2).
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Figura 2 - Fotossintese liquida (A), condutincia estomatica (B), concentragdo intercelular de
CO; (C) e taxa transpiratoria (D) de folhas de milho submetido a inoculagdo via
semente, pulverizacdo foliar, e inoculacdo via semente associada a pulverizacao
foliar de A. brasilense.

O aproveitamento dos recursos luminosos naturais foi impulsionado pela inoculagdo
das plantas com 4. brasilense, independente de como utilizado, e com efeitos proeminentes nos
momentos de maior radiacdo fotossinteticamente ativa do dia (Figura 2A). Integralizando os

valores das equagdes para fotossintese liquida, o tratamento controle apresentou assimilagdo
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liquida de 870,455 mmol CO2> m™ dia™!, ao passo que a inoculag¢do via semente de 4. brasilense
atingiu valores de 932,607 mmol CO, m? dia”!, seguido de 1.031, 260 mmol CO, m™ dia™!
promovido pela utilizacdo conjunta de 4. brasilense via semente + pulverizagéo foliar. A maior
assimilacdo didria foi possibilitada quando adotado apenas a pulverizagdo foliar de A.
brasilense, atingindo patamares de 1.186,780 mmol CO, m? dia’..

A condutancia estomatica apresentou fortes incrementos quando utilizado a
pulverizacao foliar de A. brasilense, seja de forma isolada ou combinada com a inoculagdo via
semente. Este ltimo se apresentou mais eficiente na abertura dos estomatos desde o inicio do
dia, equiparando-se ao controle somente apos as 16:00 horas (Figura 2B). Novamente, o
momento de maior distingdo em relacdo ao controle se concentrou proximo ao inicio da tarde,
momento de maior incidéncia de radiacdo luminosa.

Nota-se que os tratamentos com A. brasilense apresentam rapida resposta de abertura
estomatica no inicio do dia com relagdo ao controle (Figura 2B), permitindo rapido aporte de
CO; a camara subestomatica. Contudo, este maior aporte de CO; ¢ rapidamente utilizado na
carboxilagdo (Figura 2A), sem se acumular nos espagos intercelulares das folhas de milho
(Figura 2C). Para esta ultima variavel, verifica-se que as diferengas sdo menos proeminentes
entre os tratamentos com A. brasilense e controle (Figura 2C).

A taxa transpiratoria foliar seguiu comportamento semelhante a condutincia
estomatica, onde os tratamentos com A. brasilense apresentaram maior perda de agua durante
o dia. Integralizando as equagdes, a inoculagdo via semente + pulverizacdo foliar apresentou
192,238 mol H2O m dia™! transpirado, seguido de 186,055 mol H,O m? dia! perdido pela
pulverizagio foliar, 166,947 mol H>O m™ dia™! pela inoculagdo via semente, e apenas 160,654
mol H,O m? dia™! transpirado pelo controle (Figura 2D).

Apesar da menor perda de agua apresentado pelo controle, ressalta-se que a
transpiracdo ¢ um evento imprescindivel ao vegetal para arrefecimento, principalmente nos
momentos de maior incidéncia de radiagdo luminosa que superaquece os tecidos vegetais. Caso
nao haja arrefecimento adequado, mesmo em metabolismos C4, hé possibilidade de formacao
de espécies reativas de oxigénio e desnaturagdo proteica dos compostos celulares, demandando
maiores taxas respiratorias, principalmente no periodo noturno, para ressintese destes
biocompostos essenciais.

Plantas de milho inoculadas via semente ou pulverizadas via foliar com A4. brasilense,
ambas de forma isolada, se mostraram mais eficientes quanto a atividade do processo
carboxilativo em relagdo & quantidade de CO> presente na cimara subestomatica (Figura 3). E

possivel verificar esta distingdo a partir das 08:00 horas, que prossegue até o fim do dia com
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maior eficiéncia. Este processo indica a maior capacidade carboxilativa proporcionada pelos
tratamentos anteriormente citados, tanto na questdo do aproveitamento da energia e poder
redutor formado na fase da fotossintese dependente de luz, quanto na atividade dos ciclos do

malato e aspartato I e II, concentrando mais CO2 nas células da bainha vascular.
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Figura 3 - Eficiéncia de carboxilacdo de folhas de milho submetido a inoculagdo via semente,
pulverizagdo foliar, e inoculag@o via semente associada a pulverizacao foliar de A.
brasilense.

7.3.2 Atividade bioquimica antioxidante

Os niveis de proteinas soluveis contidos no tecido foliar foram reduzidos somente as
12:00 horas pelos tratamentos com A. brasilense, independente da forma de inoculagdo ou
combinacdo (Figura 4A), voltando a equiparar-se ao controle nos horarios mais avangados do
dia.

Neste mesmo periodo do dia, a combinagdo via semente + pulverizacdo foliar de A.
brasilense incrementou a atividade de peroxidases (Figura 4B). A adocdo isolada de A.
brasilense, seja por inoculag@o ou pulverizagdo na parte aérea, também evidenciaram aumento
em valores absolutos da atividade de peroxidases, porém insuficientes para apresentar
diferengas estatisticamente significativas.

De modo contrario a redugdo no teor das proteinas soluveis (Figura 4A), a catalase ¢
polifenoloxidase tiveram sua atividade impulsionada pela utilizagdo de A4. brasilense em
qualquer forma ou combinagdo. Alteracdes na atividade da catalase restringiram-se apenas a
avaliacdo das 12:00 horas (Figura 4C), contudo a polifenol oxidase manteve sua atividade
elevada as 16:00 horas pela inoculagdo via semente de forma isolada, e a combinag@o de formas

de utilizagdo de A. brasilense voltou a ser superior ao controle as 20:00 horas (Figura 4D).
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Ressalta-se que o mesmo tratamento ja apresentava, as 16:00 horas, tendéncia de manutengao

da atividade da polifenoloxidase elevada em relacdo ao controle como visto as 12:00 horas,

porém sem atingir significancia estatistica minima.
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Figura 4 - Teor de proteina (A), atividade de peroxidase (B), atividade de catalase (C), atividade
da polifenoloxidase (D) e atividade da superoxido dismutase (E) em folhas de milho
submetido a inoculagdo via semente, pulverizagdo foliar, e inoculagdo via semente
associada a pulverizagdo foliar de A. brasilense. * representa diferenca estatistica
pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade de erro.
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A superoxido dismutase teve sua atividade elevada as 12:00 horas por todas as formas
de inoculacdo de A. brasilense, isolado ou combinado. Destes tratamentos citados, apenas a
inoculacdo de forma isolada via semente apresentou manuten¢do deste aumento de atividade
até as 16:00 horas (Figura 4E). Ao final do dia, todos os tratamentos voltaram ao mesmo

patamar do controle para a atividade da superdxido dismutase

7.4 DISCUSSAO

A adogdo de A. brasilense proporcionou efeitos benéficos na taxa fotossintética do
milho, principalmente em momentos de maior luminosidade incidente, préximo ao meio do dia
(Figura 2A), comprovando seu efeito estimulante a fotossintese (HUSSAIN et al., 2016), seja
inoculado na semente, pulverizado na parte aérea da planta ou combinada a aplicagdo dos
métodos anteriores.

A capacidade de excrecdo de acido salicilico por A. brasilense acelera a sinalizagdo
celular (FUKAMI et al., 2017), atuando em sinergismo com as citocininas no aumento dos
teores de clorofila e sintese da RUBPcase nas folhas (ALI et al., 2011; RAO et al., 2012). As
citocininas, por sua vez, sdo produzidas endogenamente pelas plantas, tendo seu principal sitio
de sintese na raiz, sendo sua taxa de sintese impulsionada pela inoculagdo de A. brasilense
(CASSAN; VANDERLEYDEN; SPAEPEN, 2014). Além de estimular a produg@o de clorofila,
0 A. brasilense promove redugdo das taxas de etileno pela agdo da enzima ACC-deaminase
(BHATTACHARYYA; JHA, 2012; ESQUIVEL-COTE et al., 2010; GLICK, 2014;
VURUKONDA et al., 2016), hormonio antagénico a atividade da RUBPcase e sintese de
clorofila(CORTLEVEN; VALCKE, 2012). Deste modo, o aumento da carboxilagdo detectada
em momentos de alta luminosidade verificada no presente trabalho justifica-se pela maior
atividade da RUBPcase e maior conteudo de clorofila foliar promovidos pela acdo de
hormdnios promotores de crescimento ¢ inibi¢do de hormdnios antagénicos ao
desenvolvimento vegetal.

Quantificando os aumentos de assimilagdo de carbono, a inoculagao de 4. brasilense
via semente elevou em 7,14% a capacidade fotossintética, ao passo que a combinag¢do com a
pulverizagdo foliar incrementou em 18,47% esta reag@o ao longo do dia. O tratamento que mais
elevou a fotossintese foi a pulverizacdo foliar utilizada de forma isolada, atingindo incrementos

de 36,02% de assimilagdo de CO> em relagdo ao controle (Figura 2A), proporcionando as
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plantas de milho maior aproveitamento da luminosidade ambiental, e potencial conversdo para
a produgdo de graos da cultura (CHEN et al., 2011).

Outro fato relevante no aproveitamento da luminosidade, que usualmente ¢ excessiva
a0 meio do dia, se d4 na redugio dos riscos de danos ao aparato fotossintético (MUH et al.,
2012). Maior eficiéncia do fotossistema indica menor dissipacdo de energia por quenching
fotoquimico (fluorescéncia e calor) e ndao fotoquimico (gradiente eletroquimico/carotenoides)
(SOUZA etal., 2013; ZAREA et al., 2012), e consequentemente menores chances de formagao
de espécies reativas de oxigénio (ROS), danosas aos cloroplastos, membrana ¢ outros
compostos celulares (BARBOSA et al., 2014; DAS et al., 2011).

Sob adequada disponibilidade hidrica, a condutancia estomatica (Figura 2B) ¢
modulada pela demanda fotossintética e teor de agua nos tecidos (Figura 2D) (DRAKE;
FROEND; FRANKS, 2013), apresentando comportamento semelhante entre si. Quando nestas
condi¢des, ndo ha necessidade de fechamento estomatico visando economia de agua e
manutengdo de turgor por parte da planta (CHAVES; FLEXAS; PINHEIRO, 2009),
possibilitando adequado aporte de CO; a camara subestomatica (Figura 2C) para ser consumido
pela fotossintese (Figura 2A) (LAWLOR; TEZARA, 2009).

A excrecdo hormonal promovida pelo A. brasilense ganha destaque na manutencdo da
transpiracdo, devido aos estimulos na produgdo de auxinas, cadaverina e Oxido nitrico
(ALEN’KINA; NIKITINA, 2012; CASSAN et al., 2009b; MASCIARELLI et al., 2013) que
elevam a produgado de pelos radiculares, e consequentemente, o contato solo/raiz e capacidade
de absorcdo de agua. Estes mecanismos de atuacdo do A. brasilense junto aos vegetais
conduzem ao aumento do turgor vegetal, condutancia estomatica, da transpiragao e fotossintese
(DEL AMOR; CUADRA-CRESPO, 2012; KANNAN; PONMURUGAN, 2010), aliado a
maior capacidade de transporte hidrico interno pela agdo das auxinas na formacdo de vasos
condutores (BASHAN; DE-BASHAN, 2010; MASCIARELLI et al., 2013; SORCE et al.,
2013).

A eficiéncia instantanea de carboxilacdo, impulsionada pela utilizagdo de forma
isolada de 4. brasilense, seja inoculado via semente, mas principalmente pela pulverizagdo em
parte aérea (Figura 3) relaciona-se a fotossintese mais elevada (Figura 2A) promovida pela agdo
de citocininas produzidas por 4. brasilense (CASSAN; VANDERLEYDEN; SPAEPEN, 2014)
e seus efeitos na atividade do complexo antena e da RUBPcase (CORTLEVEN; VALCKE,
2012). Pela maior atividade da RUBPcase e carboxilagdo, os niveis de carbono intercelular
reduzem-se (Figura 2C), evidenciando maior eficiéncia das plantas de milho inoculadas e

pulverizadas com 4. brasilense em utilizar o CO; disponivel na cdmara subestomatica.
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Com relagdo ao sistema antioxidante, a utilizacdo de 4. brasilense reduziu os teores
de proteinas soluveis totais ao meio do dia, independente da forma ou combinagdo de aplicagdo
(Figura 4A). Este evento ¢ observado devido a menores teores de dgua na planta do tratamento
controle, diluindo o teor de proteinas soliveis nos tecidos, sendo este expresso em massa fresca
(ANJUM et al., 2011). Relatado pelos mesmos autores, plantas de milho encontram-se com
maior teor de proteinas soliiveis devido ao teor reduzido de dgua nas células, limitando
transpiracao, abertura estomatica e fotossintese, como verificado para o tratamento controle no
presente ensaio (Figura 2).

Mesmo com teores reduzidos de proteinas soliveis totais nos tecidos vegetais em
plantas com status hidrico superior, as proteinas antioxidantes ganham importancia percentual
nos momentos de demanda hidrica atmosférica (ANJUM et al., 2011). O combinacdo de
aplicagOes de A. brasilense elevou a atividade das peroxidases ao meio dia (Figura 4B), visto
que ¢ uma enzima importante para prote¢do dos cloroplastos em momentos de alta incidéncia
luminosa (FUKAMI et al., 2017).

No mesmo momento de alta luminosidade ambiental, todas as formas de utilizagdo ¢
combinagdo de A. brasilense elevaram a atividade da catalase (Figura 4C). Sua atuag@o nos
peroxissomos, local de maior formacao de ROS sob alta luminosidade, e no citosol (BARBOSA
etal., 2014; BULEGON; GUIMARAES; LAURETH, 2016), é essencial para redugio de danos
de espécies reativas de oxigénio que atuam de forma generalizada na célula (FUKAMI et al.,
2017; GILL; TUTEJA, 2010; SHARMA et al., 2012).

O milho responde a periodos de deficiéncia hidrica elevando seus niveis de compostos
polifendlicos para agirem principalmente como antioxidantes (HICHEM; MOUNIR;
NACEUR, 2009), evento impulsionado por microrganismos promotores de crescimento, como
descrita na interacdo Azotobacter-milho (ROJAS-TAPIAS et al., 2012). Visando manter o
equilibrio necessario, a atividade da enzima polifenol oxidase (Figura 4D) também se eleva nos
tecidos vegetais em momentos de maior demanda evapotranspiratéria (AKHTAR; MAHMOO,
2017), controlando os niveis de compostos fendlicos nas plantas, visando evitar a deterioracdo
da atividade mitocondrial e danos as células pelo acimulo excessivo de compostos fenolicos
(SURENDAR et al., 2015). Este controle nos niveis de compostos fendlicos ficou mais ativo
até o final do dia devido a presenga de 4. brasilense em interagdo com o milho (Figura 4D).

Ao meio dia, em situacdo de luminosidade ambiental favoravel a formac¢do de anions
superoxido (0357), a superoxido dismutase (Figura 4E) teve atuacdo eliciada por todos os
tratamentos de 4. brasilense, sendo que para a inoculacdo isolada via semente a atividade foi

menos proeminente em relagdo ao controle, porém continua até as 16:00 horas, visando reducao
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do alto potencial de danos oxidativos através conversdo de 05~ em perdxidos de hidrogénio
(BARBOSA et al., 2014; GILL; TUTEJA, 2010), e reduzindo sua atividade de acordo com a
queda dos niveis de 05  em condigdes de menor estresse luminoso (BULEGON;
GUIMARAES; LAURETH, 2016; CAMPOS et al., 2011).

Devido ao padrdo de atuag@o antioxidante estimulado por A. brasilense, ¢ possivel
verificar gasto matabdlico em antioxidantes para protecdo pontual nos momentos de maior
estresse do vegetal. Deste modo, no momento de condigdes adversas, como excesso de
luminosidade ambiental que ndo pode ser aproveitado pela planta, o 4. brasilense elicia o
complexo de defesa contra ROS (BARBOSA et al., 2014; GILL; TUTEJA, 2010), protegendo
principalmente a proteina D1 nos cloroplastos (VASS; CSER, 2009) e permitindo taxas
fotossintéticas mais elevadas (Figura 2A). Esta capacidade modulativa ¢ considerada
importante propriedade de tolerancia a condigdes ambientais adversas (GHAHFAROKHIA et
al., 2015).

7.5 CONCLUSAO

A associacdo de A. brasilense a cultivos de milho via inoculagdo de sementes ou
pulverizagao foliar proporciona melhor aproveitamento da radiagdo solar, principalmente nos
momentos de pico luminoso diario. Estes incrementos se relacionam com a ampliagdo da
protecdo antioxidante contra ROS, proporcionando redugdo de danos as membranas celulares,

convertendo-se em maior eficiéncia fotossintética diaria.
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8 CAPITULO 7: DINAMICA FOTOSSINTETICA E EFEITO STAY-GREEN EM
MILHO: MODIFICACOES MEDIADAS POR AZOSPIRILLUM BRASILENSE

Resumo: A busca por tecnologias sustentdveis na agricultura tem aberto espago para a
utilizagdo de bactérias promotoras de crescimento vegetal do género Azospirillum em culturas
de alta relevancia. Sua aplicacdo em milho ¢ efetuada usualmente junto a semeadura, porém ha
possibilidade de adotar-se pulverizacdo aérea ap6s estabelecimento da cultura. Deste modo,
buscou-se avaliar o desenvolvimento, trocas gasosas, efeitos stay-green e produtividade da
cultura do milho inoculado via semente ou pulverizacao foliar de A. brasilense. Plantas de milho
sob os tratamentos controle, inoculagdo via semente, pulverizagdo foliar, e inoculagdo via
semente + pulverizagdo foliar foram avaliadas com relagdo a variaveis morfométricas, trocas
gasosas e indice SPAD em ensaio conduzido em vasos, e em relagdo aos componentes da
producdo e produtividade em quatro ensaios realizados a campo. Volume, massa seca de raiz e
massa seca total foram incrementados pela inoculag@o + pulverizagdo. Fotossintese e abertura
estomatica foram aumentadas nas folhas proximas a espiga quando pulverizado Azospirillum,
e a inoculagdo aumentou a transpira¢do das folhas no ter¢o superior das plantas. O mesmo
tratamento reduziu a eficiéncia do uso da agua, e a pulverizagdo isolada ou combinada
aumentou a eficiéncia de carboxilacdo sistemicamente. Todos os tratamentos proporcionaram
efeito stay-green, com efeitos mais proeminentes nas folhas proximas a espiga. Em condigdes
com baixa oferta hidrica entre estddios V4 e Vi, o didmetro da espiga foi elevado por todos os
tratamentos, ao passo que apenas a pulverizagao isolada elevou a massa de graos quando houve
menor regime pluvial durante o ciclo. Em suma, a utilizagdo de A. brasilense em milho
proporciona maior exploracdo do solo, trocas gasosas mais acentuadas e efeito stay-green ao

final da maturagdo, potencializando a massa de gréos.

Palavras-chave: Trocas gasosas; Morfometria vegetal; Componentes da produgao.
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8.1 INTRODUCAO

A utilizagdo de bactérias promotoras de crescimento vegetal junto a culturas de grande
importancia mundial tem se apresentando como ferramenta de grande relevancia para
incremento da produtividade agricola, com baixo custo relativo de investimento e
sustentabilidade ambiental (OLIVEIRA et al., 2017). Dentre as diversas espécies bacterianas
prospectadas até a atualidade para tal utilizacdo, destaca-se a adocdo do género Azospirillum
principalmente na interagdo com gramineas (SARANRAJ; SIVASAKTHIVELAN, 2013), e
em menor escala com fabaceas (BULEGON et al., 2017a).

Os beneficios no desenvolvimento dos vegetais proporcionados pela interagdo com
Azospirillum pautam-se em um conjunto de mecanismos de atuacdo simultinea e, ou em efeito
cascata, ambos cumulativos (BASHAN; DE-BASHAN, 2010). Dentre estes mecanismos
encontram-se o estimulo a atividade hormonal de auxinas (MASCIARELLI et al., 2013),
giberelinas (ESQUIVEL-COTE et al., 2010), citocininas (CASSAN; VANDERLEYDEN;
SPAEPEN, 2014), acido salicilico (FUKAMI et al., 2017) e outros compostos reguladores,
como poliaminas (CASSAN et al., 2009b) e 6xido nitrico (ALEN’KINA; NIKITINA, 2012);
aumento na exploragdo do solo e captagdo de agua (CASSAN; DIAZ-ZORITA, 2016) e
nutrientes (HUNGRIA et al., 2010); solubilizagdo de fosfatos (RODRIGUEZ; GONZALEZ;
GOIRE, 2004); regulagdo na atividade bioquimica da enzima ACC-deaminase (ESQUIVEL-
COTE et al., 2010), reduzindo a formagdo de etileno; indug@o de resisténcia contra patdogenos
(TORTORA; DIAZ-RICCI; PEDRAZA, 2012); fixagdo de nitrogénio (MARQUES et al.,
2017); dentre outros.

A acdo conjunta destes mecanismos de promogdo de crescimento induz o
desenvolvimento de forma sistémica do vegetal, promovendo incrementos no sistema radicular
(BATTISTUS et al., 2014), parte aérea (GUIMARAES et al., 2014), pigmentos clorofilianos e
carotenoides (BHATTACHARYYA; JHA, 2012; BULEGON; GUIMARAES; LAURETH,
2016) e atividade fotossintética (BULEGON et al., 2017b), culminando em maior
produtividade das culturas (ASKARY et al., 2009; HOSSAIN et al., 2015), com relatos diretos
em milho (AHMADI-RAD et al., 2016; QUADROS et al., 2014; ZUFFO et al., 2017).

Grande parte dos estudos e relatos da literatura da interagdo Azospirillum-planta
concentram-se em sua utilizacdo via tratamento de sementes ou aplicacdo diretamente ao solo.

Contudo, o género apresenta capacidade de colonizar a parte aérea das plantas (FUKAMI et al.,
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2017), onde apesar do ambiente mais hostil, ¢ possivel evitar seu contato direto com defensivos
quimicos necessarios ao sistema de cultivo, porém nocivos as bactérias (BATTISTUS et al.,
2014; FUKAMI et al., 2016). Deste modo, surge importante e conveniente oportunidade de
aplicagdo de bactérias promotoras de crescimento com rapidez ¢ em larga escala, como a
pulverizacdo na parte aérea.

Discorrendo sobre incrementos de produtividade, estresses abidticos sdo responsaveis
por mais de 50% das perdas de produtividade das culturas ao redor do mundo (QIN;
SHINOZAKI; YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2011), sendo imprescindivel que as tecnologias
acrescidas ao sistema agricola permitam mitigar estes estresses e reduzir seus impactos adversos
na produtividade. Neste sentido, a utilizacao de Azospirilum ganha ainda mais relevancia devido
a seu complexo de estimulos também se caracterizar como indutor de mecanismos de
resisténcia as plantas contra estresses bioticos e abioticos (CASSAN et al., 2009b; FUKAMI et
al., 2017; TORTORA; DIAZ-RICCIL; PEDRAZA, 2011).

Protecdo ao vegetal nos momentos de estresse permite ao mesmo aproveitar melhor as
condi¢des ambientais, com grande destaque ao milho que possui grande potencial de produgio
(CHEN et al., 2011). Deste modo, aumento na concentragdo de pigmentos fotossintéticos
(BHATTACHARYYA; JHA, 2012) por longos periodos, ¢ manuten¢do do teor de dgua nos
tecidos vegetais (GHANNOUM, 2009) promovidos por A. brasilense (BOGHDADY; AL,
2013; ROMERO; VEGA; CORREA, 2014) podem ser essenciais na manuten¢ao de altas taxas
carboxilativas e conversdo produtiva da cultura.

Deste modo, sugere-se a hipotese de que os incrementos promovidos no
desenvolvimento das plantas por Azospirillum possa conduzir a melhores condi¢cdes do milho
nos momentos de defini¢do da produtividade, principalmente no estadio reprodutivo, elevando
variaveis morfométricas e trocas gasosas, assim como alongando o periodo de atuagdo dos
pigmentos clorofilianos com respostas em incrementos na produtividade.

Perante do exposto, se propde como objetivo avaliar variaveis morfométricas, trocas
gasosas, indice SPAD, componentes da producdo e produtividade da cultura do milho inoculada

com Azospirillum brasilense, estirpes AbV5+AbV6, via semente ou pulverizagao foliar.



149

8.2 MATERIAL E METODOS

8.2.1 Tratamentos e delineamento experimental

Estudou-se o comportamento de plantas de milho submetidas a trés formas de
aplicacdo de A. brasilense (corrig. Tarrand et al.) compreendendo os tratamentos: 1. Controle;
2. Inoculacdo via semente de A. brasilense (100 mL/60. 000 sementes); 3. Pulverizagdo foliar
de A. brasilense (300 mL ha') ao estddio Va; 4. Inoculagdo via semente associada a
pulverizacao foliar de 4. brasilense nas dosagens e estadios anteriormente citados. Os ensaios

foram conduzidos em blocos casualizados com cinco repetigoes.

8.2.2 Material vegetal e conducio experimental

Plantas de milho hibrido Pionner 30F53 Leptra® RR2™ foram conduzidas a pleno sol
em vasos de 25 litros (29 cm x 37 cm x 29 cm; AxDxd) preenchidos com substrato a base de
horizonte A+B de LATOSSOLO VERMELHO Eutroférrico (LVef) (SANTOS, 2018).

Previamente a semeadura o substrato foi homogeneizado com 50 mg dm™ de N (ureia),
300 mg dm de P,Os (superfosfato triplo) e 150 mg dm= de KO (cloreto de potassio)
(NOVAIS; NEVES; BARROS, 1991). Ainda segundo a mesma recomendacao, foi realizado
aporte de 50 mg dm= de N (ureia) no estadio V3 da cultura. Baseado na saturagdo de bases

apresentada (V% de 62, 68), ndo foi necessario calagem.

8.2.3 Morfometria

No estadio V2 foram efetuadas as analises morfométricas, onde foram coletadas as
duas plantas da parcela, avaliando comprimento de planta e didametro de colmo. Posteriormente,
as plantas foram seccionadas em colmo + bainha e folhas, acondicionadas em sacos de papel
tipo kraft e levadas a estufa de circulagdo forgada de ar para secagem a 65 °C até obtengéo de
massa constante para determinacdo da matéria seca.

As raizes foram retiradas dos vasos, lavadas com agua corrente, e seu volume estimado

através do método do deslocamento de agua na proveta apds a imersdo total do sistema
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radicular. Em seguida foram alocadas em sacos de papel tipo kraft e levadas a estufa para
determinagdo de massa de matéria seca de raiz. Para determinagdo da matéria seca total foram
somados os valores de massa seca de parte aérea, massa seca de colmo e massa seca de raiz. A
area foliar foi quantificada em Area Meter modelo Li-3100C.

No momento da colheita mensurou-se novamente altura de planta e didmetro de colmo,
além da altura de inser¢@o de espiga, matéria seca de folhas, matéria seca de colmo, matéria
seca de espiga e matéria seca total como descrito anteriormente. Apds secas, as espigas foram
mensuradas quanto ao numero de fileira de graos, nimero de graos por fileira, massa de 100

graos e producdo por planta (BRASIL, 2009).

8.2.4Dindmica de trocas gasosas e indice SPAD

Para esta analise o delineamento experimental sofreu acréscimo de um fator, tornando-
se fatorial 4x5, onde o primeiro fator continha os tratamentos com A. brasilense e o segundo
fator foi composto pela disposi¢do das folhas na planta de milho, onde: folha-1: ¢ disposta
abaixo e oposta a espiga; folha da espiga: ¢ a folha disposta juntamente ao n6 da espiga; folha+1:
esta disposta logo acima e oposta a espiga; folha+4: esta disposta quatro folhas acima da espiga,
estando também oposta a espiga; e folha dpice: sendo a folha mais proxima ao pendado da planta.

Folhas com auséncia de lesdes foram avaliadas no estddio R3 com auxilio do
equipamento IRGA LI-6400XT (Licor Inc. Lincoln, NE) fixando o fluxo de fotons
fotossinteticamente ativos em 2000 umol m? s*!' ¢ a concentragdo ambiental de CO> em 400
umol CO2 mol™'. Quantificou-se a taxa de assimilagdo liquida de CO; (4), taxa de transpiragdo
da folha (F); condutancia estomatica (gs), concentragdo intercelular de CO» (Ci), temperatura
de folhas (°C), além das relagdes WUE = A/E, iWUE = A/gs e Fc = A/Ci (ZHANG et al., 2001b),
onde WUE representa a eficiéncia do uso de agua, iWUE a eficiéncia intrinseca do uso de agua,
¢ Fc a eficiéncia instantianea de carboxilagao.

As leituras de indice SPAD foram realizadas no estddio de R3; e no momento de
colheita. Para determinagdo do indice SPAD foi utilizado um clorofilémetro portatil, SPAD
502 plus Konica Minolta, realizando-se leituras em dez pontos (5 de cada lado da nervura

principal foliar) ao longo das folhas.
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8.2.5Ensaios de eficiéncia agronémica

Quatro ensaios foram instalados ao longo das temporadas de cultivo de 2015/2016
(15/16) e 2016/2017 (16/17) nas fazendas experimentais Professor Alcebiades Luiz Orlando
(latitude -24°68°20 S, longitude -54°28°21” O e altitude de 240 metros), no municipio de Entre
Rios do Oeste — PR (ERO) e Professor Antonio Carlos dos Santos Pessoa (latitude -24°53°30”
S, longitude-54°01°74" O ¢ altitude de 400 metros), no municipio de Marechal Candido Rondon
— PR (MCR). Ambas as localidades apresentam solo classificado como LATOSSOLO
VERMELHO Eutroférrico (LVef) (SANTOS, 2018), e clima Cfa mesotérmico umido
subtropical, com chuvas bem distribuidas durante o ano e verdes quentes, de acordo com a
classificacao de Koppen.

As parcelas foram constituidas por 8 linhas com 9 metros de comprimento cada e
espacamento entrelinha de 0,70 m, totalizando 20 parcelas por ensaio, dispostas em cinco
blocos. A parcela util foi compreendida por 4 linhas x 6 metros de comprimento.

Previamente a semeadura, analises de solo foram coletadas de 0-20 cm. Os dados

referentes a andlise quimica estdo exibidos na tabela 1, e as caracteristicas fisicas na tabela 2.

Tabela 1 — Analise de quimica solo da camada 0-20 cm coletadas nas estagdes experimentais
Professor Alcebiades Luiz Orlando (ERO) e Professor Anténio Carlos dos Santos
Pessoa (MCR) nas temporadas de cultivo de 2015/2016 (15/16) € 2016/2017 (16/17).

Elemento/ Unidade  ERO15/16 MCR 15/16 ERO 16/17 MCR 16/17
Caracteristica

P e 9,52 16,27 8,99 13,70

M. O. & 20,51 15,47 25.97 29.00
pH (CaCly) mol L1 4.89 6,04 572 420
K 0,43 0,10 0,29 0,15
Ca™ 5,06 2,97 5,59 4,90
Mg* 2,22 0,74 1,19 2.20
H+AL cmole dm? 5,03 3,12 4,53 6,30
Al 0,00 0,00 0,00 0,05
SB 7.71 3.81 7.07 7.25
CTC 12,74 6.93 11,60 13,55
Cu : - 7.10 6.70

Zn e - - 2.10 2.30

Mn mg dm - - 100,00 122,20

Fe - - 32.40 39,20

% o 60.52 54.98 60.95 53,51

Al 0,00 0,00 0,00 0,68
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Tabela 2 — Andlise granulométrica do solo da camada 0-20 cm coletadas nas estagdes
experimentais Professor Alcebiades Luiz Orlando (ERO) e Professor Antonio Carlos
dos Santos Pessoa (MCR) nas temporadas de cultivo de 2015/2016 (15/16) ¢

2016/2017 (16/17).
Granulometria  Unidade ERO 15/16 MCR 15/16 ERO 16/17 MCR 16/17
Argila 627,82 782,37 587,29 831,20
Silte g kg! 319,87 157,80 351,00 114,80
Areia 52,31 59,83 61,71 54,00

As datas de semeadura estdo dispostas na tabela 3, sendo utilizado como padrdo o
hibrido de milho Pionner 30F53 Leptra® RR2™. Foram depositadas 4,6 sementes/metro a
profundidade de 5 cm, almejando estande final de 65.714 plantas ha™!. As sementes referentes
aos tratamentos inoculagdo via semente e inoculagdo via semente associada a pulverizagdo
foliar foram previamente tratadas com inoculante comercial a base de A. brasilense

AbV5+AbV6, com populacio bacteriana de acordo com tabela 2.

Tabela 3 - Palhada residual, data de semeadura, populagcdo bacteriana no inoculante no
momento da semeadura, condigdes ambientais de pulverizagdo e populacdo
bacteriana no inoculante no momento da pulverizagdo dos ensaios de eficiéncia
agrondmica de milho inoculado via semente e pulverizacdo foliar com 4. brasilense
realizados nas esta¢des experimentais Professor Alcebiades Luiz Orlando (ERO) e
Professor Antonio Carlos dos Santos Pessoa (MCR) nas temporadas de cultivo de
2015/2016 (15/16) e 2016/2017 (16/17).

Caracteristica ERO 15/16 MCR 15/16 ERO 16/17 MCR 16/17
Semeadura
Inoculante 2,00x10* mL"  433x10°mL"'  3,33x10°mL"'  3,33x10° mL"
Palhada residual 6420 .kg ha' Solo revolvido 6362 k gha' S473 k g ha'
milho trigo trigo
Semeadura 07/10/2015 16/09/2015 06/10/2016 21/09/2016
Pulverizagio
Inoculante 5,00x10’ mL'  8,33x10’mL! 6,67x10’ mL! 6,67x10” mL"
Temperatura 28 £ 1°C 30+ 1°C 26,5 +0,5°C 28 £1°C
Umidade relativa 69,5+25% 52+1% 79,5+3,5% 69,5+2.5%
Velocidade do vento 9kmh! 6 km h’! 11 kmh?! 9 km h’!

Para adubagio de base adotou-se 320 kg ha*! do formulado 10-15-15. Foi realizado
aplica¢do a lango de 180 kg ha'! de nitrogénio no estadio V4 da cultura. Nenhuma das situagdes
de cultivo demandou correcao de acidez via calagem.

A aplicagdo foliar foi realizada no estadio Vs, utilizando inoculante comercial a base
de A. brasilense AbV5+AbV6 na dose de 300 mL por ha'! e volume de calda foi de 300 L ha“'.

Para tal atividade utilizou-se pulverizador costal, mantido a pressdo constante por CO2,
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equipado com seis pontas Magno 11002 ADGA, com espagamento entre as mesmas de 50 cm,
a pressdo de 40 kgf cm™. As populagdes bacterianas no inoculante, condi¢des de temperatura,
umidade relativa e velocidade do vento de cada experimento encontram-se na tabela 3. As
condicdes meteorologicas durante a conducao dos ensaios a nivel de campo encontram-se na
figura 1.
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Figura 1 - Temperatura minima, média e maxima (°C) e precipitacdo (mm) durante a condugio
dos ensaios a nivel de campo em Entre Rios do Oeste 2015/2016 (A), Entre Rios do
Oeste 2016/2017 (B), Marechal Candido Rondon 2015/2016 (C) e Marechal
Candido Rondon 2016/2017 (D). Fonte: Inmet.

Quando a cultura atingiu o ponto de colheita, determinou-se o numero de plantas por
hectare. As espigas recolhidas foram contabilizadas no momento da colheita, expressas em
espigas por hectare, possibilitando estimativa no nimero de espigas produzida por planta. Apds
trilhagem do material, o mesmo foi pesado e amostra de graos conduzida a estufa de secagem
de circulacdo forgada de ar a 105 °C durante 24 horas para determinagdo da umidade em base
umida e correcdo da produtividade liquida para 13% de umidade.

No mesmo momento foram coletadas dez espigas aleatdrias dentro da parcela afim de

avaliar o didmetro de espiga, nimero de fileiras de grados, numero de graos por fileira e massa
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de mil grios, determinada a partir de oito repetigdes de 100 sementes, pesadas em balanga
analitica, e a média das oito repeti¢des multiplicada por 10, perfazendo o valor do peso de mil
sementes (BRASIL, 2009).

Foram selecionadas trés plantas para coleta de parte aérea e determina¢ao da massa da
matéria seca, utilizada para o calculo do indice de colheita, expresso pela relagdo da massa seca

de graos dividida pela massa seca de parte aérea produzida pela planta (GIFFORD et al., 1984).

8.2.6 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de normalidade dos erros pelo teste de Shapiro-
wilk a 5% de probabilidade de erro. Na presenca de normalidade dos erros, os dados passaram
por analise de varidncia a 5% de probabilidade de erro pelo teste F de Fisher, e em caso positivo,
submetidos a teste de médias de Dunnett a 5% de probabilidade de erro visando comparar os
tratamentos com A. brasilense ao tratamento controle. Estimou-se também os coeficientes de
correlacdo de Pearson entre o indice SPAD e as variaveis de trocas gasosas no estadio Rz e

SPAD no momento da colheita.

8.3 RESULTADOS

8.3.1 Morfometria

Efeitos das formas e combinagdes da utilizacdo de 4. brasilense ndo se pronunciaram
na parte aérea das plantas de milho no estadio Vi2. Somente foram detectadas variagdes
significativas no sistema radicular, sendo que a aplicacdo de A. brasilense via semente +
pulverizagao foliar, de forma combinada, proporcionou incremento no desenvolvimento
radicular, evidenciado pelo maior volume de raiz (Figura 2A) e maior acumulo de matéria seca
de raiz (Figura 2B), sendo que esta ultima varidvel contribuiu para a expressdo de maior

acimulo de matéria seca total na planta (Figura 2C).
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Figura 2 - Volume de raiz (A), matéria seca de raiz (B) e matéria seca total (C) de plantas de
milho ao estadio Vi2 submetido a inoculagdo via semente, pulverizacdo foliar, e
inoculagdo via semente associada a pulverizacgdo foliar de 4. brasilense. * representa
diferenca estatistica pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade de erro.

8.3.2Dindmica de trocas gasosas e indice SPAD

Interacdo significativa entre os tratamentos e posicionamento das folhas foi verificada

no estadio Rz para fotossintese liquida, condutancia estomatica e taxa transpiratoria (Figura 3).

A pulverizagao foliar de 4. brasilense se sobressaiu em relagdo ao controle nas folhas

localizadas imediatamente abaixo e acima da folha da espiga, sendo ambas opostas a insercao

da mesma (Figura 3A). O mesmo comportamento foi verificado para a condutincia estomatica,

no mesmo tratamento e posicionamento de folhas (Figura 3B).
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Figura 3 - Fotossintese liquida (A), condutancia estomatica (B) e taxa transpiratoria (C)
mensurados em cinco folhas de milho ao estadio Rz submetido a inoculagdo via
semente, pulverizagdo foliar, e inoculacdo via semente associada a pulverizacdo
foliar de 4. brasilense. * representa diferenga estatistica pelo teste de Dunnett a 5%
de probabilidade de erro.

A taxa transpiratoria também foi elevada pela pulverizagdo foliar de A. brasilense nas
folhas opostas abaixo e acima da inser¢do da espiga. Contudo, a inoculagdo efetuada de forma
isolada via semente também elevou a transpiracdo das folhas posicionadas no apice da planta e
quatro folhas acima da espiga (Figura 3C).

As variaveis eficiéncia do uso da agua e eficiéncia de carboxilagcdo responderam
apenas para os tratamentos com A. brasilense, sem diferencas significativas para o

posicionamento das folhas (Figura 4).
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Figura 4 - Eficiéncia do uso da dgua (A) e eficiéncia de carboxilagdo (B) de folhas de milho ao
estadio R3 submetido a inoculagdo via semente, pulverizagao foliar, ¢ inoculacdo via
semente associada a pulverizacdo foliar de 4. brasilense. * representa diferenca
estatistica pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade de erro.

Devido a incrementos na transpiragao (Figura 2C) sem efeitos positivos na fotossintese
(Figura 3A), a eficiéncia no uso da agua foi reduzida quando inoculado A. brasilense via
semente de forma isolada (Figura 4A), indicando maior necessidade de agua para manutengdo
de taxas semelhantes de fotossintese quando comparado ao controle.

Significativos incrementos foram detectados para a eficiéncia de carboxilacdo para os
tratamentos compostos pela pulverizagdo foliar de A. brasilense, seja de forma isolada ou
combinado com a inoculagdo via semente (Figura 4B), relacionando-se ao aumento da atividade
bioquimica de captura de CO2 da cdmara subestomatica e bombeamento para os sitios de
carboxilagdo na bainha clorofilada.

O indice SPAD, indice relacionado ao teor relativo de clorofila, ndo sofreu alteragdes
devido aos tratamentos estudados no estadio R3. Contudo, a mesma sofreu menores redugdes
no momento da colheita na folha abaixo e oposta da espiga, quando utilizado combinadamente
A. brasilense via semente + pulverizagdo foliar, apresentado diferengas significativas. Maiores
diferencas foram detectadas na folha da espiga, onde independentemente da forma de utilizacao,
isolada ou combinada, o 4. brasilense em média dobrou o indice SPAD. Este comportamento
se repetiu na folha acima e oposta a espiga, porém com diferencas menos proeminentes quando
comparado a folha da espiga (Figura 5A). As demais folhas ndo apresentaram modula¢des no

indice SPAD mediadas por A. brasilense.
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Figura 5 - Indice SPAD (A) e indice SPAD médio (B) de folhas de milho no momento da
colheita submetido a inoculagdo via semente, pulverizagdo foliar, e inoculacdo via
semente associada a pulverizacdo foliar de 4. brasilense. * representa diferenca
estatistica pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade de erro.

De modo geral, quando nao efetuado o desdobramento, o indice SPAD evidenciou
incrementos semelhantes para todas as formas de utilizacdo de A. brasilense (Figura 5B),
destacando seu potencial de inducdo de efeito stay-green na cultura do milho.

Analise de correlacao de Pearson identificou tendéncias em relagao ao incremento do
indice SPAD, trocas gasosas ¢ efeito stay-green (Figura 6) no estadio R3. Mesmo que
apresentem baixa forga (ppearson<0,4), correlagdes positivas com fatores relacionados a
fotossintese sdo importantes, principalmente no apice do processo reprodutivo das plantas.

A fotossintese liquida, taxa transpiratéria e condutancia estomatica responderam
positivamente a menor queda do indice SPAD, relacionando o aumento da dindmica de trocas
gasosas a manutencdo de maiores do teores de clorofila em plantas inoculadas com A.
brasilense em relagdo ao controle ndo inoculado, onde mantém-se maior aproveitamento da
energia luminosa, mantendo a capacidade de fixacdo de carbono (Figura 6A) pela maior
producdo de energia (ATP) e poder redutor (NADP), demandando maior abertura estomatica
para entrada de CO: (Figura 6C) e consequentemente maior transpiracdo (Figura 6B), desde
que haja condigdo hidrica interna no vegetal para manutencdo da abertura estomatica. Vale
ressaltar que usualmente os dados referentes ao tratamento controle alocaram-se abaixo da linha
de correlagdo, destacando mais uma vez o papel do A. brasilense no incremento das trocas
gasosas, sendo no final do ciclo da cultura importante para maior enchimento de graos,
previamente a maturagdo fisiologica.

Com o aumento da abertura estomatica para facilitar as trocas gasosas, e atrelado ao

maior indice SPAD, a eficiéncia intrinseca do uso da agua foi reduzida de acordo com o
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incremento do indice SPAD (Figura 6D), ou seja, quanto maiores os valores de indice SPAD,

mais a planta terd que utilizar dgua por quantidade de CO; fixada. Em regides onde a

disponibilidade hidrica ¢ adequada ou se faz suplementacdo hidrica com irriga¢do, ndo ha

grandes problemas em maiores demandas hidricas, contudo, em situagdes de déficit hidrico,

este maior consumo de agua para fixacdo de CO2 pode ser um empecilho a produtividade.

Fotossintese liquida (umol CO, m?s™)

Conduténcia estomatica (mol H,0 m? 5'1)
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Figura 6 - Correlagdes de Pearson entre indice SPAD mensurado ao estadio R; e fotossintese
liquida (A), taxa transpiratoria (B), condutancia estomatica (C), eficiéncia intrinseca
do uso da 4agua (D) e indice SPAD ao momento da colheita (E) em cinco folhas de
milho submetido a inoculagdo via semente, pulverizacdo foliar, e inoculagdo via
semente associada a pulverizacdo foliar de 4. brasilense. * representa diferenca
estatistica pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade de erro.
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Mesmo que ndo significativo no estddio Rs, como citado anteriormente, maiores
valores de indice SPAD detectados nesta fase fenoldgica indicam retardamento na degradacao
de pigmentos e senescéncia foliar, promovendo efeito stay-green em estadios fenologicos
proximos ao ponto de colheita da cultura (Figura 6E), sendo fator de destaque os dados
referentes aos tratamentos de pulverizagdo foliar (em maioria agrupados acima de sua linha de

correlagdo), definindo maiores valores de ppearson €ntre estas varidveis.

8.3.3Ensaios de eficiéncia agronémica

Com relacdo aos ensaios conduzidos em condi¢des de campo, poucas variaveis foram
afetadas significativamente pelos tratamentos utilizados. Ressalta-se que, devido ao niimero de
fatores (ano, local e 4. brasilense), os desdobramentos significativos apenas foram explorados
quando envolviam os tratamentos estudados, ignorando-se interagdes ano vs. locais.

Dentre as varidveis analisadas, o didmetro de espigas respondeu a interagcdo dupla
composta por ano vs. tratamentos, onde o primeiro ano (2015/2016) ndo possibilitou
modulacdes do A. brasilense sobre o didmetro de espigas (Figura 7A). De modo contrario, no
segundo ano de cultivo (2016/2017), sendo composto de ensaios em dois locais (ERO e MCR),
todos os tratamentos de A. brasilense, independente se utilizados de forma isolada ou
combinados, permitiram o aumento do didmetro médio das espigas (Figura 7B), contudo, sem

afetar o nimero de fileira de graos.
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Figura 7 - Diametro de espigas de milho submetido a inoculacdo via semente, pulverizagao
foliar, e inoculagdo via semente associada a pulverizacdo foliar de A. brasilense
cultivado em duas temporadas de cultivo. * representa diferenca estatistica pelo teste
de Dunnett a 5% de probabilidade de erro.
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A massa de mil grios foi significativa para interacdo tripla (ano vs. local vs. 4.
brasilense) (Figura 8). Nos dois anos cultivados na localizagdo de ERO (Figura 8A e 8B) ndo
foram detectadas diferencas significativas, assim como no ano de 2015/2016 em MCR (Figura
8C). Porém, para o ano de 2016/2017 em MCR (Figura 8D), houve aumento da massa de mil
graos pela pulverizagdo de A. brasilense via foliar, sendo que as demais inoculacdes nao se

distinguiram do controle.
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Figura 8 - Massa de mil graos de milho submetido a inoculagdo via semente, pulverizacao foliar,
e inoculacdo via semente associada a pulverizagdo foliar de 4. brasilense cultivado
em quatro situagdes edafoclimaticas [Entre Rios do Oeste 2015/2016 (A); Entre Rios
do Oeste 2016/2017 (B); Marechal Candido Rondon 2015/2016 (C); Marechal
Candido Rondon 2016/2017 (D)]. * representa diferenga estatistica pelo teste de
Dunnett a 5% de probabilidade de erro.

8.4 DISCUSSAO

O incremento no volume radicular (Figura 2A) e aumento de massa da raiz (Figura
2B) sdo efeitos largamente conhecidos do A. brasilense e vastamente descritos na literatura
(BASHAN; DE-BASHAN, 2010; CASSAN; DIAZ-ZORITA, 2016; DARTORA et al., 2013;
LARRABURU; BUSUSCOVICH; LLORENTE, 2016; MOLINA-FAVERO et al., 2008;
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MOUTIA et al., 2010; RUIZ-SANCHEZ et al., 2011). A capacidade de excreciio de compostos
auxinicos (MASCIARELLI et al., 2013), poliaminicos como a cadaverina (CASSAN et al.,
2009b), e o6xido nitrico (ALEN’KINA; NIKITINA, 2012), aliado a atividade da enzima ACC-
deaminase (ESQUIVEL-COTE et al., 2010; GLICK, 2014) reduzindo os niveis de etileno,
culminam em maior desenvolvimento radicular (FUKAMI et al., 2016; MOUTIA et al., 2010)
¢ acumulo de massa nos tecidos (PUENTE; GARCIA; ALEJANDRO, 2009).

Para as mesmas variaveis (Figura 2) nota-se leve incremento, porém nao significativo,
para as aplicagdes isoladas via semente e pulverizagdo foliar, contudo quando combinadas os
resultados sdo positivamente e significativamente alavancados. Resultados desta natureza
indicam que mesmo que nao seja detectado a presenca in vivo de A. brasilense na parte aérea
do milho quando pulverizado (FUKAMI et al., 2016), a produgdo e excregdo de substancias de
crescimento pela bactéria (BASHAN; DE-BASHAN, 2010; CASSAN; DIAZ-ZORITA, 2016)
apresentam papel fundamental na atividade radicular, conduzindo a alteragcdes no cortex e
aumento na taxa de divisdo celular nestas extremidades (BASET MIA et al, 2010),
desencadeando eventos de magnitude sistémica na cultura.

Com maior volume radicular, as plantas aumentam a capacidade de exploragdo do
solo, resultando em maior captagio de dgua e nutrientes (CASSAN; DIAZ-ZORITA, 2016;
HUNGRIA et al., 2010), possibilitando maior turgor vegetal (KANNAN; PONMURUGAN,
2010), manuteng¢ao da atividade bioquimica, desenvolvimento e acimulo de massa seca da parte
aérea (FUKAMI et al., 2016; PUENTE; GARCIA; ALEJANDRO, 2009) promovidos pela
combinagdo da inoculagdo via semente + pulverizagdo foliar de A. brasilense (Figura 2C).

Verifica-se dos tratamentos com A. brasilense estimularem a fotossintese em todas as
folhas amostradas, com destaque significativo as folhas posicionadas abaixo e acima, ambas
opostas a espiga, das plantas que receberam pulverizagao foliar com A. brasilense (Figura 3A).

A capacidade de estimulo a fotossintese pelo género Azospirillum é relatado na
literatura (BULEGON et al., 2017a; HUSSAIN et al., 2016), como resultado de complexo de
estimulos proporcionado as plantas (CASSAN; DIAZ-ZORITA, 2016). A capacidade de
impulsionar a producdo de citocininas (CASSAN; VANDERLEYDEN; SPAEPEN, 2014)
promove maior atividade enzima RUBPcase e regeneracdo do substrato RUBPi (ALI et al.,
2011), chave do processo fotossintético. Aliado a este fator enzimatico, o maior turgor celular,
comprovado pelos maiores valores de condutincia estomatica (Figura 3B) e taxa transpiratoria
(Figura 3C), possibilita adequada atividade bioquimica (FILIPPOU et al., 2014) gracas ao
aporte de dgua pela maior exploragdo radicular do solo impulsionado pela interagdo milho-

Azospirillum (HUNGRIA et al., 2010).
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Maiores teores de auxinas promovido por A. brasilense (ESQUIVEL-COTE et al.,
2010; MASCIARELLI et al., 2013) também conduzem a alteragdes morfoldgicas nos vasos
xilematicos (EL-AFRY et al., 2012) que incrementam o transporte hidrico e possibilitam
aumento da atividade fotossintética (MCADAM et al., 2017), localizado préximo a espiga
devido a ser zona de alta concentragdo auxinica. Este aumento na condutividade hidraulica é
confirmado pela pulverizacdo de A. brasilense, que incrementa a abertura estomatica (Figura
3B) e transpiragdo (Figura 3C) das folhas localizadas acima e abaixo da espiga, assim como a
inoculacdo via semente eleva a transpiragdo das folhas localizadas mais proximas ao apice da
planta (Figura 3C) possivelmente devido a melhor estruturacdo dos vasos condutores
radiculares e caulinares (EL-AFRY et al., 2012).

Apesar da redugdo na eficiéncia do uso da agua apresentada pela inoculagido via
semente em relacdo ao controle (Figura 4A), possivelmente pelo efeito de maior transpiragdo
das folhas superiores (Figura 3C), esta varidvel apresenta pouca relevancia em regides de
cultivo com pluviosidade adequadamente distribuida durante o ciclo e solos com boa
capacidade de armazenamento (altos teores de matéria organica e argila). A capacidade de
exploragdo radicular proporcionada pelo 4. brasilense (Figura 2A e 2B) permite elevar o aporte
de 4gua ao vegetal (CASSAN; DIAZ-ZORITA, 2016; HUNGRIA et al., 2010), sendo o
suficiente para manter as atividades fotossintéticas no mesmo nivel ou superiores ao controle,
mesmo que sejam demandas mais moléculas de 4gua para cada molécula de carbono fixada.

A eficiéncia instantanea de carboxilagdo sofreu aumento, de forma geral, em todas as
folhas das plantas pela pulverizacdo isolada de A. brasilense ou combinada com inoculacdo via
semente (Figura 4B), baseado nos aumentos de fotossintese (Figura 3A) mesmo com os
estomatos mais abertos (Figura 3B). Esta maior atividade atrela-se ao melhor aproveitamento
dos recursos luminosos, gerando mais energia e poder redutor (dados ndo apresentados) devido
a acdo das citocininas (MASCIARELLI et al., 2013) e seus efeitos benéficos no complexo
antena dos cloroplastos e da enzima RUBPcase (CORTLEVEN; VALCKE, 2012), reduzindo
os niveis de carbono intercelular e reafirmando a eficiéncia das plantas de milho pulverizadas
com A. brasilense em utilizar o CO; disponivel na camara subestomatica.

A atuacdo sinérgica da excrecdo de 4cido salicilico (FUKAMI et al., 2017) junto a
acio das citocininas (CASSAN et al., 2009a) agem com intensidade no aumento dos teores de
clorofila ¢ incremento na sintese de RUBPcase (ALI et al.,, 2011; RAO et al., 2012).
Complementando esta regulagdo hormonal induzida por 4. brasilense, a elevagdo da atividade
das auxinas (ESQUIVEL-COTE et al., 2010; MASCIARELLI et al., 2013) ¢ a reducdo da
atividade do etileno via enzima ACC-deaminase (BHATTACHARYYA; JHA, 2012;
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ESQUIVEL-COTE et al., 2010; GLICK, 2014; VURUKONDA et al., 2016) promovidas pela
espécie bacteriana conduzem a maior atividade bioquimica e retardo da senescéncia vegetal,
gerando efeito stay-green (Figura SA e Figura 5B) para todas as suas formas de utilizagdo.
Ressalta-se que melhores incrementos se concentraram nas folhas ao redor da espiga, com papel
de destaque para o enchimento de graos do milho (QIN et al., 2013).

Diversos trabalhos demonstram o potencial, em varias situagdes, do Azospirillum
incrementar os teores de pigmentos fotossintetizantes em estadios vegetativos e reprodutivos
(BASHAN et al., 2006; BATTISTUS et al., 2014; CURA et al.,, 2017; DATTA et al., 2009;
FASCIGLIONE et al., 2015; ZAREA et al., 2012), os quais se interrelacionam com variaveis
importantes como fotossintese (Figura 6A) e consolidagdo de efeito stay-green (Figura 6E).

A adogdo de A. brasilense possibilita aos vegetais maior aproveitamento da
luminosidade, confirmando seu estimulo a fotossintese (HUSSAIN et al., 2016). Estes
aumentos carboxilativos baseiam-se, inicialmente, no aumento do teor de pigmentos
fotossintéticos (ZAREA et al., 2012) e a consequente elevacdo da eficiéncia quantica dos
fotossistemas, permitindo maior captagdo de luminosidade e conversdo em poder redutor e
energia (BAKER, 2008; VIEIRA et al., 2010).

Os incrementos alcangados no transporte xilematico das raizes (dados ndo
apresentados) pela utilizagdo de A. brasilense também colaboram para o aumento da
fotossintese através de maior aporte de agua aos tecidos foliares, proporcionando maior abertura
estomatica (Figura 6C) e confirmado pela maior transpiragdo elevagdes da transpiragdo (Figura
6B) e (LEITNER et al., 2014), fornecendo condigdes para manutencdo da atividade bioquimica
(FILIPPOU et al., 2014), e inter-relacionando-as com a pigmentagdo fotossintética. Contudo,
altos valores de indice SPAD levam a maior abertura estomatica por molécula de CO; fixada,
culminando em relagdes desfavoraveis de eficiéncia intrinseca do uso da agua (Figura 6D).
Porém, este efeito adverso ¢ diluido a ponto de ndo afetar a fotossintese (Figura 6A) devido a
maior condutividade hidraulica (PEREYRA et al., 2012; ROMERO; VEGA; CORREA, 2014)
proporcionada pelo A. brasilense.

Apesar de ndo encontrados resultados significativos na produtividade a campo,
possivelmente devido as otimas distribuicdes pluviométricas (Figura 1) ao longo das
temporadas agricolas, o aumento na massa seca vegetal proximo ao estadio V12 (Figura 2)
possibilitaram aumento do didmetro da espiga no ano agricola 2016/2017 (Figura 7B) em todas
as formas de utilizagdo de A. brasilense. Por outro lado, apenas a pulverizagdo foliar elevou a
massa de graos da cultura quando conduzida em Marechal Candido Rondon, no ano agricola

2016/2017 (Figura 8D), sendo a area/ciclo agricola com menor acumulado pluviométrico
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(Figura 1D) onde os incrementos no investimento radicular da planta (Figura 2), de fotossintese
no estadio reprodutivo (Figura 3) e principalmente o efeito stay-green (Figura 5) relatados
anteriormente, sdo fatores decisivos para o aumento da massa de graos (CHEN et al., 2011).

E interessante ressaltar que as respostas da utilizagdo de A. brasilense sio mais
proeminentes quando a cultura ¢ submetida a periodos de estresses (BASHAN; DE-BASHAN,
2010; BULEGON etal., 2017b; CASSAN et al., 2009b; CURA etal., 2017; ROMERO; VEGA;
CORREA, 2014), estando sujeita a interacdo com o ambiente (QUADROS et al., 2014). Para
tanto, ¢ importante que a lavoura esteja previamente preparada para enfrentar estes periodos
adversos (CASSAN et al., 2009b; FUKAMI et al., 2017; TORTORA; DIAZ-RICCI;
PEDRAZA, 2012), onde a maior exploracao radicular do solo, estimulagdo da fotossintese e
efeito stay-green proporcionando pela interagdo do milho com A. brasilense (CASSAN; DIAZ-
ZORITA, 2016; CURA et al., 2017) podem ser fatores esséncias no aumento ou reducgdo de

perdas em produtividade.

8.5 CONCLUSAO

A inoculacdo aliada a pulverizacdo de A. brasilense eleva a exploragdo radicular e
acumulo de massa. A pulverizacdo isolada eleva as taxas fotossintéticas, abertura estomatica e
transpiracdo das folhas proximas a espiga, que conjuntamente ao efeito stay-green
proporcionado por 4. brasilense, culmina em maior acimulo de massa nos graos. Contudo, em
condi¢des de campo ndo encontrou-se modulagdes em produtividade mediadas por A.

brasilense.
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9 CONCLUSOES GERAIS

Apesar de ndo serem detectados efeitos significativos nos teores de pigmentos
fotossintéticos em folhas de milho, pequenas alteragdes em seus niveis mediados por 4.
brasilense podem gerar efeito cascata nos eventos luminosos e bioquimicos da fotossintese.

A pulverizagdo de A. brasilense em plantas de milho possibilita maiores taxas
fotossintéticas, baseadas em maior excitagdo eletronica e aproveitamento luminoso para
transporte de elétrons no centro de reacdo P680 do fotossistema II. Da carga eletronica
aproveitada pelo fotossistema II, a pulverizagdo também incrementa a porcentagem desses
elétrons que ¢ aproveitada diretamente na assimilacdo liquida de CO».

O melhor aproveitamento da luminosidade ambiental promovida pela inoculagido de
A. brasilense, via semente ou pulverizagdo foliar na cultura do milho, relaciona-se a maior
transpiracdo, mantendo os estdmatos mais abertos para permuta gasosa, facilitando a atividade
das enzimas carboxilativas do metabolismo Cs fosfoenolpiruvato carboxilase (PEPcase) e
ribulose-1, 5-bisfosfato carboxilase (RUBPcase). As maiores taxas transpiratorias baseiam-se
no sistema radicular mais robusto e maior capacidade dos vasos condutores, mediados pela
bactéria, para captagdo e transporte de agua.

Em situagdes de baixa disponibilidade hidrica, a inoculagdo via semente, ¢
principalmente a pulverizacdo foliar de A. brasilense em milho, minimizam perdas de
turgescéncia nos tecidos foliares, confirmados pela maior transpiragdo e menor fechamento
estomatico, aliviando a reducdo que momentos de alta luminosidade e déficit hidrico exercem
sobre a fotossintese. Semelhantemente, em situagcdes com adequada disponibilidade de agua,
tanto a inoculagdo quanto a pulverizacdo foliar de A. brasilense proporcionam melhor
aproveitamento da radiacdo solar, convertendo-se em maior acumulo didrio de fotossintese.

Momentos de alta luminosidade ambiental induzem a ampliacdo da protegdo
antioxidante contra espécies reativas de oxigénio mediada por 4. brasilense, protegendo o
aparato fotossintético (proteina D1 do centro de reagdo P 680) de folhas de plantas de milho
contra a atuagdo das espécies reativas de oxigénio. Este mecanismo colabora para possibilitar
maiores acumulos de fotossintese diaria, seja em condicdes com baixa ou elevada

disponibilidade hidrica.
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Em detrimento ao sistema radicular de maior superficie de contato, a inoculagdo de 4.
brasilense via semente, na cultura do milho, reduz a capacidade de deposi¢@o de lignina neste
orgdo. Contudo, ha aumento da deposi¢do desta substancia nas folhas pela combinagdo das
aplicacdes de A. brasilense via semente e foliar.

A utilizagdo de A. brasilense incrementa a capacidade do sistema vascular do milho,
elevando o transporte xilematico e floematico, com a inoculagdo via semente, modulando o
niamero de vasos do sistema vascular, e a pulverizacdo foliar o didmetro interno e area de
transporte dos mesmos. Ao mesmo tempo, ha ganhos na espessura da epiderme adaxial, limbo
foliar e niimero de estomatos. Isto favorece o aproveitamento luminoso e protecdo dos
cloroplastos, e também favorece as trocas gasosas, facilitando a difusdo de CO> nas camaras
subestomaticas.

Folhas de milho, acima e abaixo da insercdo da espiga, tém a fotossintese elevada pela
pulverizacdo de A. brasilense, contudo, sem ser detectada diferengas no indice SPAD ou teor
de pigmentos fotossintéticos. Ja ao final do ciclo todos as formas de aplicagcdo e combinagéo de
A. brasilense promovem efeito stay-green, verificado via indice SPAD.

Ressalta-se que em nivel de campo respostas da utilizacdo de A. brasilense em milho
sd0 mais proeminentes quando a cultura passa por periodos de estresses, estando sujeita a
interagdo com o ambiente. Com dois anos agricolas com adequada disponibilidade hidrica, ndo
foi possivel verificar incrementos na produtividade a campo para a cultura do milho.

Os resultados desta pesquisa reforgam o papel do A. brasilense na indugdo de
importantes respostas na cultura do milho para aclimatagdo a condi¢cdes ambientais adversas,
sendo importante que a lavoura esteja previamente preparada para enfrentar estes periodos
adversos, onde a maior exploracdo radicular do solo, aproveitamento dos recursos ambientais,
estimulagdo da fotossintese e efeito stay-green, promovidos pela inoculagdo via semente ou
pulverizacao foliar, com efeitos mais proeminentes para esta ultima, de A. brasilense, podem

ser fatores decisivos no aumento, ou redu¢do de perdas, da produtividade do milho.



