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RESUMO

CARDOSO, Kerolém Pricila Sousa, D. S., Universidade Estadual do Oeste do Parana, maio de
2021. Mitigacao de efeitos deletérios do aluminio toxico por bactérias promotoras de
crescimento vegetal na cultura do trigo [7riticum aestivum (L.) Thell]. Orientador: Dr.
Vandeir Francisco Guimaraes. Coorientadores: Dr. Candido Ferreira de Oliveira Neto e Dr".

Maria do Carmo Lana.

A solubilidade de aluminio fitotéxico em solos dcidos causa limitagdes no desempenho das
culturas afetando o sistema radicular e posteriormente a parte aérea, com reducao dos fatores
de crescimento e desenvolvimento da planta. Desse modo, a utilizagdo de bactérias promotoras
de crescimento vegetal (BPCV) tem ganhado destaque pelo seu uso como tecnologia de manejo
mais sustentavel, favorecendo a busca por estratégias de reducao dos efeitos deletérios causados
pelo aluminio. Assim, este estudo teve por objetivo avaliar respostas bioquimicas e efeitos
fotossintéticos, biométricos e de produgdo em cultivares de trigo inoculadas com Azospirillum
brasilense e Pseudomonas fluorescens e submetidas a presenca de aluminio fitotoxico. O
experimento foi conduzido em delineamento de blocos casualizados, em esquema fatorial 3
cultivares de trigo x 4 condi¢des de cultivo, com quatro repeticdes. Avaliou-se o extravasamento
de eletrolitos em tecidos foliares e radiculares, bem como os teores de nitrato, amonio livre, N-
aminossoliveis, proteinas soliveis totais, prolina e glicina-betaina. Também foram mensuradas
as trocas gasosas e indice Spad, além das variaveis biométricas e componentes da produgao.
Houve aumento significativo do extravasamento de eletrdlitos quando as cultivares foram
submetidas ao aluminio, sendo este efeito atenuado pela inoculagdo das BPCV. Para os teores
de nitrato e amonio houve diferenca significativa somente entre as cultivares; o teor de proteinas
soluveis totais foi reduzido na presenca de aluminio e os de N-aminossoliiveis ndo se alteraram.
As concentragdes de osmolitos compativeis aumentaram acima de 20% com a inoculag@o.
Houve incremento no desempenho fotossintético, biométrico e de producdo quando as
cultivares foram inoculadas com as bactérias em solo com presenga de aluminio. A inoculagio
com Pseudomonas fluorescens proporcionou melhor atenuagdo e a cultivar BRS Sanhaco
demonstrou melhor posicionamento em solo com a presenca de aluminio fitotéxico culminando

em reducdo dos danos fotossintéticos e bioquimicos.

Palavras-chave: Inoculagdo. Microrganismos. Rizosfera. Solos 4cidos



ABSTRACT

CARDOSO, Kerolém Pricila Sousa, D. S., Universidade Estadual do Oeste do Parani, may
2021. Mitigation of deleterious effects of toxic aluminum by plant growth promoting
bacteria in wheat [ Triticum aestivum (L.) Thell. Advisor: Dr. Vandeir Francisco Guimaraes.

Co-Advisors: Dr. Candido Ferreira de Oliveira Neto and Dr?. Maria do Carmo Lana.

The solubility of phytotoxic aluminum in soils causes limitations in crop performance, affecting
the root system and later the shoot, with a reduction in plant growth and development factors.
Thus, the use of plant growth promoting bacteria (BPCV) has gained prominence due to its use
as a more sustainable management technology, favoring the search for reducing the harmful
effects caused by aluminum. Thus, this study aimed to evaluate biochemical responses and
photosynthetic, biometric and yield effects in wheat cultivars inoculated with Azospirillum
brasilense and Pseudomonas fluorescens and subjected to the presence of phytotoxic aluminum.
The experiment was carried out in a randomized block design, in a factorial arrangement 3
wheat cultivars x 4 growing conditions, with four replications. Electrolyte leakage in leaf and
root tissues, as well as the levels of nitrate, free ammonium, N-aminosoluble, total soluble
proteins, proline and glycine-betaine are reported. They were also measured as gas exchange
and Spad index, in addition to biometric variables and production components. There was a
significant increase in electrolyte leakage when the cultivars were subjected to aluminum, this
effect being attenuated by the inoculation of BPCV. For the levels of nitrate and ammonium
there was a significant difference between the cultivars; the content of total soluble proteins
was reduced in the presence of aluminum and those of N-aminosoluble proteins did not change.
Compatible osmolyte rules increased above 20% with inoculation. There was an increase in
photosynthetic, biometric and production performance when the cultivars were inoculated with
bacteria in soil with the presence of aluminum. Inoculation with Pseudomonas fluorescens
provided the best attenuation and a BRS Sanhaco cultivar better positioning in soil with the
presence of phytotoxic aluminum, resulting in a reduction of photosynthetic and biochemical

damage.

Keywords: Inoculation. Microorganisms. Rhizosphere. Acidic soils.
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1 INTRODUCAO GERAL

Os solos acidos sdo conhecidos e estudados por seu elevado impacto na produgio
causado pelos efeitos negativos as culturas, tornando-se um grave problema ambiental e
econdmico (Gupta et al, 2013). Esses efeitos sdo advindos da redugcdo do potencial
hidrogenidénico (pH), que prejudica o crescimento da planta pela propria agdo da acidez (H")
além de diminuir a disponibilidade de nutrientes e aumentar a fitotoxidade por aluminio
(Miguel et al., 2010).

O aluminio (Al) ¢ um dos componentes integrais do solo mineral e o inicio da
acidificacdo desses solos gera a sua solubilizagdo liberando a forma fitotoxica trivalente (Al")
(Schmit et al., 2016). Os vegetais sensiveis a este estresse abiotico, respondem de forma
imediata sinalizando redugdo do crescimento radicular, lesdes no tecido da raiz, deficiéncias
nutricionais pelo comprometimento da absorc¢do e o consequente efeito deletério a parte aérea
(Kopittke et al, 2015).

O trigo ¢ um dos cereais mais cultivados no globo, responsavel por ocupar grande
parte das terras, sua versatilidade faz com que pesquisas busquem formas de adaptar a cultura
em diferentes condigdes de cultivo, porém embora genotipos de trigo tenham sido usados em
diferentes programas de melhoramento em todo o mundo (Aguilera et al., 2016) a fim de obter
boas fontes de resisténcia ao AI**

Senthil-Kumar 2015).

, a produtividade de trigo pode ser reduzida (Ramegowda and

Neste sentindo, estudos sdo continuamente desenvolvidos a fim de pesquisar os
mecanismos utilizados para evitar a fitotoxidade e determinar cultivares mais resistentes
(Portaluppi et al.,, 2010; Schaich, 2014; Oliveira; Pinto-Maglio, 2017). Investigacdes de
parametros fisiologicos, biométricos e bioquimicos sdo importantes ferramentas para entender
de que forma este estresse abiotico afeta os diversos processos bioquimicos e fisioloégicos da
planta de trigo.

Uma alternativa ¢ a inoculacdo de bactérias promotoras de crescimento vegetal
(BPCV) como o Azospirillum brasilense e a Pseudomonas fluorescens, apresentados como
potenciais atenuadores de estresse e estimuladores do crescimento radicular, resultando em uma
maior eficiéncia na absor¢do dos nutrientes, aumentando o crescimento, desenvolvimento e
rendimento de culturas agronomicamente importantes em todo o mundo (Hungria et al., 2010;
Ferreira et al., 2013; Kaushal ¢ Wani, 2016; Jamil et al., 2018).

No entanto, poucas investigagdes foram focadas sobre o efeito da toxicidade do Al em
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microrganismos do solo e seus mecanismos de tolerancia (Guida et al., 1991). Assim, a melhor
compreensdo das interagdes planta-microrganismo poderia contribuir para estratégias mais
assertivas de manejo da cultura do trigo. Portanto, este estudo visa testar a seguinte hipdtese: a
fitotoxidez por aluminio em cultivares de trigo ¢ atenuada pela inoculagdo de A. brasilense e/
ou de P, fluorescens, com o objetivo de investigar o potencial de atenuacdo do A. brasilense e

P, fluorescens na fitotoxidez por aluminio em cultivares de trigo.
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2 CAPITULO 1: BACTERIAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO VEGETAL E
FITOTOXIDADE POR ALUMINIO EM CULTIVARES DE TRIGO

Em todo o mundo o solo constitui a base da agricultura e ao mesmo tempo ¢ fator
limitante para ela. Isso ocorre devido a sua forte influéncia no desenvolvimento das culturas,
pois sem fertilidade e manejo adequado ndo se potencializa a producdo agricola. Deste modo,
os solos 4cidos s3o estudados como sendo nocivos ao cultivo, j4 que quase metade das
potenciais terras agricultaveis sdo adcidas no mundo (Aguilera et al., 2017).

Um fator importante para as culturas em solos acidos ¢ a presenca do aluminio (Al),
que em sua forma trivalente (AI’") se torna fitotoxico causando perdas consideraveis na
produtividade (He et al., 2019). O AI** pode afetar varios mecanismos celulares causando danos
as raizes com a subsequente interrup¢do da absor¢do e mobilizagdo de elementos através das
membranas, resultando em baixo crescimento e produtividade da planta (Kochian et al., 2015).

Para tanto, a cultura do trigo ¢ influenciada negativamente quando na presenca de
niveis toxicos de aluminio, e embora cultivares resistentes e/ ou tolerantes ao aluminio
fitotoxico tém sido desenvolvidas e ha recomendacdes técnicas para a corre¢do da acidez do
solo antes da implantac¢do da cultura, muitas vezes a corre¢dao ndo tem sido utilizada de forma
e em quantidades corretas (Schorr, 2017).

Assim, buscar alternativas que possibilitem incremento na produtividade e
rentabilidade da cultura movimenta a comunidade cientifica para estudos de materiais e
métodos de manejo mais sustentaveis a fim de entender a resposta de cada estresse e o
desenvolvimento de estratégias para cada um.

Gendtipos tolerantes a Al com um sistema radicular mais profundo pode extrair a
niveis satisfatorios ndo s6 dgua, mas também nutrientes (Lynch e Wojciechowski 2015). Em
areas com solos acidos, os produtores de trigo tém enfrentado desafios de obter gendtipos que
melhoram a tolerancia ao estresse acido do solo (Navakode et al. 2014), sendo o efluxo ou
liberagdo de anions malato e citrato dos dpices das raizes o principal mecanismo para tolerancia
ao Al em trigo (Ryan et al., 2018).

Logo, a inoculagdo de bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV) tem forte
influéncia nesse processo, em que estudos mostram que essas bactérias promovem potenciais
beneficios quando as plantas sdo submetidas a estresses como fitotoxidade por aluminio,
salinidade e seca (Mora et al., 2017; Silambarasan et al., 2019), corroborando em melhor

crescimento da planta com raiz mais desenvolvida.
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As bactérias do solo sdo muito importantes nos ciclos biogeoquimicos e tém sido
usadas para a producdo de safras por décadas, devido as "Interagdes bacterianas de plantas" na
rizosfera serem os determinantes da saude das plantas e da fertilidade do solo (Farokhzadeh et
al., 2020). Vale ressaltar que a interacdo das BPCV com plantas ¢ uma relagao interdependente
envolvendo além deles, outros fatores bidticos e abidticos da regido da rizosfera (Dutta e Podile
2010).

Dentre essas bactérias, o Azospirillum brasilense e a Pseudomonas fluorescens se
apresentam como alternativas de mitigacdo dos efeitos deletérios causados por aluminio
trivalente em plantas de trigo, o que possibilita ativar mecanismos fisioldgicos relacionados a

adaptagdo vegetal, aliando produtividade e sustentabilidade (Silambarasan et al., 2019).

2.1  RELACAO DO ALUMINIO E SOLOS ACIDOS

A acidez do solo constitui um desafio significativo para a produtividade das culturas e
cerca de 50% das terras agricultdveis de todo o mundo estdo sob solos acidos (Meena et al,
2019). Esses solos sdao predominantes em regides tropicais e subtropicais, em que muitas vezes
ocorre a redu¢do do potencial produtivo das espécies vegetais devido ao desenvolvimento
deficiente da raiz resultante da fitotoxidade por aluminio (Dong et al, 2018).

Os solos sdao denominados de 4cidos em fungdo de seu baixo potencial hidrogenidnico
(pH) em agua (pH < 5,5), composto por uma complexa mistura de substancias de reacdo acida,
como grupos carboxila ((COOH) e hidroxila (—-OH) da matéria organica, grupos funcionais de
oxidos e hidroxidos, bem como fons de aluminio trivalente (AI**), adsorvidos as cargas
negativas dos argilominerais (Delphis et al., 2015). Em geral, o pH da maioria dos solos do
Brasil varia entre 3,7 € 5,5, e o aluminio € o cation predominante em mais de um terco dos solos
com ocorréncia de pH inferior a 5,6 (Abreu Junior et al., 2003).

O baixo pH eleva a mobilizagdo de metais toxicos como o aluminio trivalente, ou seja,
mesmo que o aluminio (Al) esteja naturalmente nos solos na forma de silicato ou 6xido
insoluvel, a redugao do pH leva a sua solubilizacdo, principalmente em sua forma fitotéxica na
solugdo do solo (Kochian et al., 2015). Assim, as concentragdes elevadas de aluminio podem
exercer um estresse consideravel na vegetacao pela acado fitotoxica.

Dessa forma, ainda que a baixa fertilidade dos solos acidos envolva deficiéncias
(potassio, fosforo, célcio, magnésio, molibdénio e boro) e toxidades minerais (aluminio e
manganés) (Figura 1), a fitotoxidade por aluminio se torna fator de grande importancia devido

a limita¢do da produc¢do agricola (Bose et al., 2015). Essa limitagdo ocorre pelo excesso do
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metal nos solos, que afeta as raizes interferindo nos demais processos fisicos e celulares (Seguel
et al, 2013).

Embora a acidificacdo dos solos ocorra de forma natural, pode ser agravada pela
contaminacdo ambiental - uso inadequado de fertilizantes e substancias acidificantes; descarte
de residuos; intensificagdo da mineracdo; e, a consequente precipitacdo de chuva acida
(Bojorquez-Quintal et al, 2017). Além disso, material orginico em decomposic¢do,
desequilibrio nos ciclos de nitrogénio, enxofre e carbono, absor¢ao excessiva de cations sobre
anions e a absor¢do de nitrogénio pelas leguminosas aumentam a concentragdo de H' que reduz

o pH do solo (Gupta et al., 2013) (Figura 1).

Aumento de fons H'

:"""" (solos e corpos d'agua) ~:
o Matéria orgénica

Chuva 4cida
.. ® CiclosdeN,SeC ‘

o Fixacdo de nitrogénio ‘
o Absorgao excessiva de

cations sobre anions

Aplicacao inadequada

de Fertilizantes

o Uso de acidificantes ....
Descarte de residuos
Intensificagao da
mineragao

antropogénicos

Acidificacao do solo :
e Toxidade por Al e Mn
o Deficiéncia de Mg, Ca, K, P, Mo e B

Figura 1 - Fatores naturais e antropogénicos que determinam a acidificacdo do solo.

Adaptado de: Bojorquez-Quintal et al., 2017.

De acordo com pesquisas realizadas ja se constatou que a mais de 100 anos as
concentragdes de aluminio soluvel aumentam em solos acidos (Veitch, 1904), tornando-se
fitotoxico ao crescimento das plantas principalmente pala inibi¢do do crescimento radicular
(Kopittke et al., 2016). Vale ressaltar que o impacto do Al nas culturas de forma téxica ou ndo,
varia de acordo com a sua concentra¢do, com o pH do solo, com a espécie utilizada e o tempo
de exposicao a este metal (Zhou et al.,2011).

Portanto, o aluminio ¢ um dos elementos mais abundantes na terra atingido

aproximadamente 8,1% da superficie terrestre e estd, principalmente, na sua forma mineral
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(aluminossilicatos e 6xidos de aluminio), porém pode ser encontrado na forma de precipitados
ou organicos e inorganicos conjugados e ions moleculares, dependendo do pH do solo
(Kisnieriené e Lapeikaité, 2015).

Assim, este metal pode ser encontrado na forma trivalente (A"

), forma toxica para as
plantas em pH < 5; na forma Al(OH)*" quando o pH se eleva, sofrendo hidrélise e formando
complexos mononucleares; na forma AI(OH)?® - gibsita - quando o pH neutro predomina, que é
praticamente insolivel no citoplasma da célula (pH 7,4); e o ion aluminato AI(OH)*, a qual é

a forma dominante quando o pH ¢ alcalino (pH > 7) (Nogueirol et al., 2015) (Figura 2).

Minerais
(Oxidos e Silicatos)

Precipitados
(Organicos e inorganicos)
lons

(AI” hidréxido)

.««+ Aluminio 4
: 8,1%

Al - Precipitado
(inorganico) 8.0

. Al(OH)* ;E

=
= AI(OH), 60 pH
z 50

A l 45
Al - Precipitado S 4.0

(organico)
Figura 2 - Formas de aluminio na crosta terrestre.

Adaptado de: Hagvall et al., 2015; Kisnieriené and Lapeikaité, 2015.

A toxicidade do Al afeta além das células das raizes, o fluxo de ions, caracteristicas da
membrana plasmatica e a formacao da parede celular (Dawood et al. 2012). Dessa forma, se
faz de grande importancia tornar solos acidos, aptos a producdo agricola com alternativas de

manejo mais sustentavel (Nadeem et al, 2020).
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2.2 A CULTURA DO TRIGO E OS EFEITOS DA FITOTOXIDADE DO ALUMINIO

2.2.1 Mercado mundial e nacional

O trigo [Triticum aestivum (L.) Thell] ¢ uma graminea cultivada mundialmente
atingindo a segunda posi¢ao de cereal mais produzido no mundo. No mercado internacional, o
Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA) divulgou em fevereiro/ 2020 que a
estimativa da area colhida de trigo no mundo para a safra 2019/2020, ¢ de 217,2 milhdes de
hectares (ha), apresentando um aumento de 0,8%, se comparada a safra anterior (2018/2019).

A area colhida também apresentou aumento, em que a producdo estimada teve um
incremento de 4,5%, totalizando 764,5 milhdes de toneladas no mundo. O Brasil encontra-se
na 16 posi¢ao do ranking dos maiores produtores mundiais e de acordo com o USDA estima-
se produzir 5,2 milhdes de toneladas de trigo.

Nacionalmente, a producdo deste cereal estd concentrada na regido sul, sendo o maior
produotro o estado do Paran4, e segundo o Levantamento de Safras da Conab referentes a safra
2019/20, houve redugdo de 0,09% de area plantada em relacdo a da safra passada, totalizando
2,04 milhdes de ha. Ainda, o total produzido apresentou diminui¢do de 5,02% e a produtividade
de 4,9% (2.526 kg ha™), isso ocorreu devido a queda de producio de 24% do Parana pela

ocorréncia de problemas climaticos no estado (Conab, 2020).

2.2.2 Fitotoxidade por aluminio em plantas de trigo

O trigo pertence a familia Poaceae, sendo de ciclo anual, cultivada durante o inverno
e a primavera (Embrapa, 2009) com grande importancia no aspecto econdomico e nutricional da
alimentacdo humana (Maulana et al., 2018). A qualidade dos seus graos refere-se aos resultados
da intera¢do das condigdes de cultivo (solo, clima, pragas e manejo da cultura) e operagdes de
colheita, bem como secagem e armazenamento dos graos (Gutkoski; Jacobsen Neto, 2002).

Solo 4cidos predominam em areas de cultivo do trigo, porém varios gendtipos tém sido

considerados boas fontes de resisténcia ao A"

e alguns gendtipos tém sido usados em
diferentes programas de melhoramento em todo o mundo (Aguilera et al., 2016). Desta forma,
embora parte do cultivo de trigo ocorra em solos acidos em fun¢ao do material de origem e grau
de intemperismo que formam alguns solos da regido sul do Brasil, a produtividade de trigo pode

ser reduzida (Ramegowda and Senthil-Kumar 2015). Sobre essas condi¢des, o pH em nivel
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baixo eleva a fitotoxidade de aluminio, assim, o trigo sofre grande variabilidade de respostas
das suas diferentes cultivares a exposi¢ao a esse metal (Scheuer, 2011).

Amplamente este elemento ¢ relatado como téxico em sua forma trivalente para a
maioria das plantas (Sade et al., 2016) e seus sintomas sdo varios, principalmente aqueles
associados com mudangas severas no sistema radicular (Kopittke e Blamey, 2016), sendo
assim, ele interfere na divisdo celular no apice da raiz e raizes laterais, aumenta a rigidez da
parede celular, reduz a replicagdo de DNA, diminui a respiracdo das raizes, diminui a sintese e
o transporte de citocininas e modifica a estrutura e fun¢do das membranas plasmaticas que
interferem na captacdo, transporte ¢ uso de varios elementos (Ca, Mg, P e K), bem como a
captacdo de agua (Zhang et al., 2014; Eekhout et al., 2017).

A exposi¢ao prolongada ao Al provoca uma série de alteragdes fisiologicas, celulares,
moleculares e morfoldgicas em muitas espécies de plantas, seja ocorrendo naturalmente, no
campo ou cultivado experimentalmente. Entretanto, vale ressaltar que o mecanismo
responsavel pela toxicidade do Al ainda ndao ¢ bem conhecido e, portanto, mecanismos varidveis
de toxicidade de A" foram propostos devido a sua capacidade de interagio com uma série de

componentes intra e extracelulares (Tabela 1) (Singh et al., 2017).

Tabela 1 - Resumo representando os efeitos prejudiciais do estresse por aluminio em algumas
espécies.

Efeito prejudicial imposto pelo

Espécie .
P aluminio na planta

Influéncia negativa de Al em:

e A inibi¢do do crescimento da
raiz ¢ a principal resposta da
toxicidade do aluminio em
plantas;

e Crescimento da raiz;

e Citoesqueleto da planta
(principal alvo de Toxicidade

Trigo (Triticum aestivum) e Exposicio ao aluminio de Al);

significativamente reduz a
atividade mitdtica na raiz de
varias espécies de plantas,

Cevada (Hordeum vulgare) e Estresse oxidativo;

Centeio (Secale cereale) como trigo: e Peroxidagdo lipidica;
Sorgo (Sorghum bicolor) « A interrupgiio na homeostase e Inibigdo de efluxo de H;
Milho (Zea mays) redox ¢ observada em plantas e  Atividade mitocondrial

expostas ao Al estresse; .

P ’ reduzida;

e A exposic¢do ao aluminio inibe

o efluxo de ion H + da raiz da
cevada

e  Status redox alterado

Fonte: Tamas et al., 2005; Li et al., 2008; Singh et al., 2017.
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Dessa forma, algumas culturas agricolas como o trigo, tem sua atividade mitotica
reduzida quando exposto ao aluminio nos éapices das raizes, sendo a inibicdo do alongamento
celular o primeiro mecanismo que conduz a inibi¢ao do crescimento da raiz (Ciamporova, 2002;
Zheng e Yang, 2005).

Estudos realizados demonstraram que em trigo a assimilag@o de calcio (Ca) ¢ inibida
imediatamente e drasticamente quando exposta ao Al em um genotipo sensivel, porém em
genotipo tolerante ao Al foi observado quase nenhum efeito na cinética da assimilacdo de Ca
pelas raizes (Huang et al., 1992).

Nao obstante, pode-se inferir que a interrupgao do transporte de Ca no apice radicular
compde um mecanismo de fitotoxidade de Al importante em trigo e a diferente rea¢do na
tolerancia apresentada pelos dois gendtipos pode estar associada com a habilidade do sistema
transporte de Ca nas células do apice radicular resistir aos efeitos fitotoxicos do Al (Singh et
al., 2017).

A organizagdo dos componentes do citoesqueleto desempenha grande importancia
fornecendo um modelo para a divisdo celular, biossintese da parede celular e expansdo de uma
ponta da raiz em crescimento, o qual considera-se potencial alvo citos6lico para toxicidade por
AP" (Singh et al., 2017), ou seja, a parede celular ¢ identificada como o principal alvo da
toxicidade deste metal.

Este elemento ¢ predominantemente acumulado no apoplasto da raiz, em que cobre
aproximadamente 30% - 90% do Al adquirido total de células periféricas na planta (Rengel e
Reid, 1997) que apos a absor¢do ¢ gradualmente translocado para outros tecidos (Marienfeld et
al., 1995; Schmohl e Horst, 2000).

E sabido que as células da parede celular desempenham um importante papel na

percepcio e expressio da toxicidade por AP*

(Yang et al., 2011). Isso se evidencia ap6s estudos
de Yang et al. (2008), em que um gendtipo sensivel de arroz possuia maior contetido de Al
ligado a parede celular quando comparada com o genétipo tolerante, dessa forma, concluindo
que a inibicdo do crescimento radicular pode ser resultado do dano apoplastico induzido pela
ligacdo do Al

Além disso, Sun et al. (2016) demonstraram que o grau de metilagdo da pectina
presente nas paredes celulares vegetais ¢ um fator determinante para a ligagao do Al aos grupos
carboxilicos livres levando a uma maior sensibilidade das raizes do trigo com inibi¢do do
crescimento radicular.

O Al** apresenta grande interagdo com a superficie da membrana plasmatica carregada

negativamente, ocorrendo devido suas propriedades fisico-quimicas (Kinraide et al., 1992,
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P*dentro do simplasma

1994). Isso favorece a ser o primeiro alvo potencial para toxicidade de A
(Kinraide et al., 1998), j4 que a membrana plasmatica seletivamente permeavel forma o limite
externo da célula e regula o trafego molecular.

Dessa forma, pode-se ter alteragdes das fungdes usuais da membrana plasmatica por
indu¢do da peroxidagdo de lipidios da membrana (Panda et al., 2009). Como o aluminio tem
afinidade 560 vezes maior em dire¢do a cabeca de colina de fosfatidilcolina, desloca ativamente
outros cations (Gupta et al., 2013).

Como resultado, com o empacotamento de fosfolipidios e membrana a fluidez ¢
alterada, além de modificar a estrutura de membrana plasmatica que influencia o transporte
i0nico podendo perturbar ainda mais a homeostase celular (Kochian et al., 2005) e a taxa de
absor¢do de varios cations (Pochenrieder et al., 1995; Mariano e Keltjens, 2005) que pode
resultar em desequilibrios de nutrientes (Pineros e Kochian, 2001).

Ainda, a exposi¢ao prolongada ao aluminio trivalente pode levar a alteragdo do DNA
em plantas superiores (Vitorello et al., 2005; Panda et al., 2009), sendo observados varios
impactos negativos na parede celular, membrana celular e estrutura dentro do nucleo, afetando
a composicdo do DNA, atividade modelo e estrutura da cromatina (Gupta et al., 2013). A
replicagdo do DNA também ¢ restringida, com aumento na rigidez na dupla hélice (Silva et al.,
2000; Vardar e Unal, 2007), em que Foy (1992) e Minocha et al. (1992) evidenciaram inibi¢ao
da viabilidade celular e divisao celular apds exposi¢cdo de Al (0,2-1,0 mM).

Pouco trabalho tem mostrado a sinalizacdo de Al mediada por mensageiros
secundarios, porém sabe-se que o estresse desencadeia as vias de transdu¢do de sinal ndo s a
nivel de célula, mas da planta inteira também, em que se estuda a existéncia de uma via em
cascata sob estresse de Al levando a expressdo de genes que acabariam por conter os efeitos
toxicos impostos pelo Al em varios niveis da planta (Ma et al., 2002).

Os efeitos fitotoéxidos do aluminio trivalente provocam também a produgao de espécies
reativas de oxigénio (ROS) na mitocondria, cloroplasto e peroxissomo (Kochian et al., 2004),
podendo ocasionar danos oxidativos a componentes celulares se a maquinaria antioxidante
estiver sobrecarregada (Darko et al., 2004; Sharma e Dubey, 2007).

Assim, o desequilibrio de ROS e a altera¢do nas propriedades da parede celular tem
sido mencionados como os dois fatores intrinsecos responsaveis pela toxicidade do Al nas
plantas (Singh et al., 2017). No entanto, o aluminio em si ndo ¢ um elemento de transicdo, mas
atua como o catalisador na geracdo de ROS que ainda levam ao estresse oxidativo nos vegetais

(Tamas et al., 2003; Gupta et al., 2013).
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Desse modo, um dos sintomas mais 6bvios de fitotoxidade por Al € o desequilibrio de
nutrientes (Silva et al., 2000; Olivares et al., 2009; Gupta et al., 2013). Logo, afeta o aquisicao,
localizagdo e utilizagdo da maior parte dos nutrientes, como Ca2 + (69%), Mg2 +, K+ (13%) e
NH4 + (40%), e a0 mesmo tempo facilita o influxo aprimorado de anions especificos, como
nitrato (44%) e fosfato (17%) (Gupta et al., 2013; Rao et al., 2016).

Em estudos sobre nutricdo mineral em sorgo (Galvez e Clark, 1991), milho (Durieux
et al., 1993), trigo € soja constatou-se a liberagdo elevada de ion H. Palove-Balang e Mistrik
(2007) observaram que a absorc¢ao de nitrato e a diminui¢do de nitrato pode ser a razdo mais
provavel por tras dos processos responsaveis pelo retardo de crescimento induzido por Al aos
quais mostram que Al pode induzir desequilibrio em absorcao e aquisi¢do de varios elementos

minerais.

Transpn'rte de HZOZ:UZ; OH
elétrons

~ 3+
Acumulagao de Al™ ocorre
predominantemente no apoplasto da raiz

z@\ Estresse oxidative

Redugao da aquisigao o Inibigdo do crescimento radicular
de nutrientes minerais

oooooooooooooooooooooooooo

¢ Formacao de calose

..........................

Solo 4cido
(pH <5)

Figura 3 - Resposta integrada da planta aos efeitos adversos do estresse por aluminio.

Adaptado de: Singh et al., 2017.

2.2.3 Mecanismos de tolerancia

A partir da fitotoxidade pelo Al trivalente, o desenvolvimento do mecanismo tolerante
¢ o principal objetivo ndo s6 das culturas, mas também da ciéncia vegetal (Kochian et al., 2005;

Gupta et al.,2013). Portanto, a regulacdo do Al nas vias celulares ¢ um componente importante
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da tolerancia ao Al em plantas (Liu et al., 2014), em que a manipulacdo dessa tolerancia ajuda
a aumentar a producdo agricola em solos acidos (Ryan et al., 2011).

Viérios estudos desenvolvidos apresentam uma confirmacdo concreta de que genes
tolerantes ao Al de algumas culturas como milho, trigo, soja, girassol e feijao comum excluiria
Al da raiz por secre¢do ou liberagdo de 4cidos organicos que formam quelatos de Al (Lopez-
Bucio et al., 2000; Ma et al., 2000; Feng Li et al., 2000; Ryan et al., 2001; Watanabe e Osaki,
2002).

Para explicar esses mecanismos de resisténcia, algumas hipoteses sdo abordadas,
sendo divididas em dois grupos: mecanismo de exclusdo ou resisténcia ao aluminio, que ocorre
no exterior da célula para evitar ou reduzir a entrada de Al; e mecanismo de exclusdo ou de
tolerancia interna, que compartimentalizam o Al em vacuolos ou os estabilizam em ordem para
inibir sua fitotoxidade (Kochian et al., 2004) (Figura 4).

De acordo com a literatura, esses mecanismos podem imobilizar o Al na parede
celular, promover a permeabilidade seletiva da membrana plasmatica com formag¢do de uma
barreira de pH na rizosfera, efluxo de Al e exsudagdo de quelantes como 4cidos orgénicos e
compostos fenolicos (Wenzl et al., 2001; Kochian et al., 2004; Tolra et al., 2005). Em relagao
aos mecanismos de tolerancia, o Al entraria no simplasto sofrendo imobilizagdo por proteinas
quelantes, compartimentalizagdo no vactolo ou detoxificacdo pela agdo de proteinas cujos
genes sdo responsivos ao Al (Taylor, 1988; Kochian, 1995; Delhaize e Ryan, 1995).

A partir do primeiro estudo da inducdo da secre¢ao de malato induzido por Al em trigo
(Kitagawa et al., 1986), outros grupos de pesquisa identificaram esse tipo de mecanismo em
diferentes espécies vegetais. Na cultura do feijao a resisténcia envolve efluxo de 4cido citrico
(Miyasaka et al., 1991), ja em trigo esta correlacionada com o efluxo de malato (Delhaize et al.,
1993) e raizes de milho de genoétipo tolerante exsudam mais citrato que as raizes de gendtipo
sensivel (Jorge et al., 2001; Mariano e Keltjens, 2003).

Evidéncias tém sido relatadas demonstrando que a disponibilidade de certos elementos
e a sua adi¢do exdgena também evita a toxicidade de Al em plantas. Em culturas como ervilha
e arroz, a aplicagdo de silicio (Si) reduziu o teor de Al nas raizes, caule e folhas (Singh et al.,
2011; Shen et al., 2014). O magnésio (Mg) também impede a fitotoxidade por aluminio além
de ser cofator de muitas enzimas e um componente central da clorofila, pois compete na
absorcdo e interagdo com os locais de ligacdo na parede celular e na membrana plasmatica
(Bose et al., 2011; Rengel et al., 2015).

A suplementacdo com boro (B) tem tido importante papel na prevencao da fitotoxidade

por aluminio em um grande nimero de plantas, em que atua sinergicamente com o célcio (Ca)
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evitando a ligagcdo de Al a parede celular (Hossain et al., 2005; Yu et al., 2009b; Horst et al.,
2010). Vale ressaltar que, embora a deficiéncia de P reduza a toxicidade de Al por mudangas
nas propriedades da membrana plasmatica e da parede celular, alto teor de P pode aumentar a
toxicidade do metal, possivelmente através da precipitagdo de Al-P na superficie radicular
(Maejima et al., 2014; Shao et al., 2015).

Os hormdnios também desempenham fung¢do importante na tolerancia ao estresse por
Al em que estudos mostram a adi¢do exdgena de auxinas (4cido indol-acético, AIA) reduzindo
o acumulo de Al no apice da raiz no trigo (Wang et al., 2013). A associacdo de micorriza e
alguns fatores de estresse abidtico, como seca e hipoxia pode reduzir indiretamente o acimulo

de Al e seu efeito sobre as plantas (Zhang et al., 2016; Ma et al., 2016).

2.2.3.1 Mecanismos de exclusio

De acordo com Yang et al. (2011) um pequeno incremento no pH das rizosferas reduz
a solubilidade, atividade, toxicidade e conteudo de Al em plantas por exclusio do metal no
apoplasto da raiz. No trigo, mudangas no pH da rizosfera e a resisténcia ao estresse devido ao
Al sdo regulados por HC-ATPase da membrana plasmatica (Ahn et al., 2002). Contudo, a
acidificacdo da rizosfera aumenta a toxicidade e acumulagdo de metal em espécies sensiveis ao
Al (Houman et al., 2009).

Além da parede celular ser o principal local de ligacdo do Al também ¢ o alvo de
toxidade e exclusdo desse elemento nos vegetais (Horst et al., 2010; Yang J.L. et al., 2011;
Kopittke et al., 2015; Liu S. et al., 2016). Estudos fisiologicos, bioquimicos ¢ moleculares tém
evidenciado que a modificagdo da composi¢do da parede celular desempenha um importante
papel na resisténcia ao Al (Levesque-Tremblay et al., 2015; Che et al., 2016; Zhang et al.,
2016).

Isso ¢ apresentado em arroz, por exemplo, cereal com maior tolerancia para Al (Yang
et al., 2008; Famoso et al., 2010), que em suas cultivares, diferentes em sua resisténcia ao Al,
foi observado uma correlagdo positiva entre conteudo de polissacarideo (pectina e
hemicelulose) no 4pice da raiz e o acumulo de Al, indicando a importancia da composi¢ao da
parede celular na exclusdo de Al (Yang et al., 2008).

Segundo Kochian et al. (2015), o mecanismo de exclusdo de Al mais amplamente
descrito em plantas ¢ a liberagdo de AO na raiz. Vale ressaltar que o os anions organicos,
malato, citrato e oxalato s3o secretados pela raiz e o aluminio quelado em um complexo nio

toxico Al-AO, protegendo o 4pice da raiz: malato e citrato onipresentes nas células vegetais
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fazendo parte do 4cido tricarboxilico (TCA) e o oxalato participando da regulagdo do Ca e a
desintoxicagdo de metais (Brunner e Sperisen, 2013; Schroeder et al., 2013).

Os compostos fendlicos, flavondides, succinato, fosfatos e polissacarideos sdo outros
ligantes liberados na raiz formando uma mucilagem (Huang et al., 2009; Osawa et al., 2011;
Kochian et al., 2015), a qual ¢ um material gelatinoso que consiste em polissacarideos de alto
peso molecular que sdo exsudados das camadas externas do éapice da raiz, desempenhando
importante papel como mecanismo de resisténcia aos metais (Morel et al., 1986).

Devido ao fato de que mucilagem contém acido urdnico e pectina, os grupos carboxila
deste acido e da pectina podem ligar cations metdlicos como Al (Watanabe et al., 2008a, b).
Em feijao-caupi, trigo e milho uma forte ligacdo de mucilagem-Al foi relatada e esta ligagao

ndo ¢ toxica para a planta (Archambault et al., 1996; Li et al., 2000).

2.2.3.2 Mecanismos de tolerancia interna

Os mecanismos de exclusdo e tolerancia ao Al estdo intimamente relacionados a
atividade mitocondrial e ao transporte de 4cidos organicos (AO) nas plantas (Nunes-Nesi et al.,
2014). O ciclo do acido tricarboxilico ¢ induzido por aluminio e intervém na biossintese de AO
para quelar Al no apoplasto ou citosol (Han et al., 2009; Trejo-T¢llez et al., 2010; Wang et al.,
2010).

Hamilton et al. (2001) estudando variedades de trigo tolerantes ao Al, observaram que
a exposicdo ao Al regula positivamente a expressdo de ATP mitocondrial sintase e vacuolar
HC-ATPasa, sugerindo um aumento na atividade metabdlica na mitocondria e mudancgas de pH
no citosol, assim, o aumento na atividade bioquimica mitocondrial ¢ importante para a sintese
de AO sob estresse por Al.

Estudos sugerem que a exsudacdo de AO ¢ um resultado das reagdes bioquimicas
necessdrias para a tolerancia ao Al (Zhenget al., 2005; Nunes-Nesi et al., 2014). Ainda, vias
metabolicas alternativas de respira¢do celular também participam da tolerancia ao estresse por
Al em que sob condi¢gdes adversas, onde os carboidratos sdo escassos, as plantas podem
metabolizar proteinas e lipidios como substratos alternativos para respira¢do (Araujo et al.,

2011; Panda et al., 2013).
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Quelagao de Al no citosol (4cidos organicos,
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Figura 4 - Mecanismos de tolerancia ao estresse pelo aluminio.

Adaptado de: Bojorquez-Quintal et al., 2017.

2.3 BACTERIAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO VEGETAL

A rizosfera ¢ a zona de solo ao redor da raiz de uma planta, uma area de intensa
atividade biologica e quimica influenciada por compostos exsudado pela raiz e por
microorganismos que se alimentam dos compostos (Jha e Saraf, 2015). Nela hd uma grande
variedade de espécies bacterianas que desempenham fungdes essenciais para a nutri¢do,
crescimento e supressdo de doencas em plantas (Hawkes et al., 2007; Duran et al., 2014).

Os efeitos benéficos no crescimento da planta foram atribuidos a presenca de bactérias
promotoras de crescimento vegetal (BPCV). Essas bactérias pertencem aos géneros
Acetobacter, Acinetobacter, Alcaligenes, Arthrobacter, Azoarcus, Azospirillum, Azotobacter,
Bacillus, Beijerinckia, Burkholderia, Derxia, Enterobacter, Gluconacetobacter, Herbaspirillum,
Klebsiella, Ochrobactrum, Pantoae, Pseudomonas, Rhodococcus, Serratia, Stenotrophomonas
e Zoogloea e tém sido objeto de extensa pesquisa ao longo dos anos (Babalola, 2010)

Elas sdo capazes de produzir um efeito positivo na planta ap6s a inoculagdo, portanto,
demonstrando boas habilidades competitivas ao longo das comunidades existentes na rizosfera.

Geralmente, cerca de 2—5% de bactérias da rizosfera sio BPCV (Antoun e Prevost 2005), sendo
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ferramentas potenciais para agricultura. Isso se reflete em estudos com selecdo de cepas de
Azospirillum e Pseudomonas, os quais produziram substancias semelhantes a giberelina em
cultura, sendo relatado que elas sdo importantes para as respostas de crescimento das plantas
(Steenhoudt et al., 2000).

Um dos mecanismos pelos quais as bactérias sdo adsorvidas nas particulas do solo ¢ a
simples troca idnica, em que um solo ¢ naturalmente fértil quando os organismos presentes nele
estdo liberando nutrientes inorganicos das reservas organicas em uma taxa suficiente para
sustentar o rapido crescimento da planta (Jha e Saraf, 2015).

Assim ¢ possivel observar os efeitos positivos diretos e indiretos no crescimento e
rendimento da planta: os efeitos diretos s@o alcangados facilitando a aquisi¢do de nutrientes na
rizosfera (por exemplo, solubilizando o fosfato insolavel) ou modulando os niveis de hormonio
vegetal (Vassilev et al., 2006; Ahmed e Hasnain, 2010); os efeitos indiretos ocorrem reduzindo
a invasdo de patdogenos de plantas por antibiose ou produzindo substancias quelantes de metais
chamadas sider6foros, que dentre outras fungdes, reduzem a biodisponibilidade de metais
pesados que sdo toxicos para as plantas (Dimkpa et al., 2009).

Estudos mostram que as BPCV produtoras de sider6foros podem suportar com sucesso
o crescimento da planta nos solos contaminados com varios tipos de metais toxicos (Barzanti
et al., 2007; Jiang et al., 2008; Kuftner et al., 2010; Mora et al., 2017), ainda podendo induzir a
tolerancia da planta contra o estresse por metal devido a inducdo da expressdo de genes
relacionados (Sukweenadhi et al., 2015).

Normalmente ndo ha um Unico mecanismo pelo qual as bactérias promovam o
crescimento vegetal, pois eles diferem entre as espécies de plantas. Dessa forma, vale ressaltar
que mesmo a agricultura moderna tendo avangado na utilizag@o de varias técnicas e insumos, o
olhar assertivo na manutengdo da qualidade do solo com o uso de microrganismos em

bioprodutos ¢ fundamental para a melhoria da produtividade das culturas.

2.3.1 Mecanismos de promocao do crescimento vegetal

2.3.1.1 Produgao de compostos inddlicos

A producdo de fitohormdnios auxina é responsavel, em grande parte, pela influéncia
das bactérias na rizosfera das plantas (Spaepen et al., 2007), em que vérias bactérias podem

produzir compostos indélicos (CI) - acido indol-3-acético (AIA) — capazes de interagdes
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relevantes entre a planta e a bactéria, variando da patogénese a fitoestimulagao (Spaepen et al.,
2007).

Isso permite uma ampla distribui¢do de producdo de CI entre bactérias associadas a
plantas e a sintese desses compostos depende da presenga de precursores em exsudatos
radiculares, que entre eles, o L-triptofano tem sido identificado como o principal precursor para
a rota de biossintese de compostos indolicos em bactérias (Souza et al, 2015).

Para a producao de AIA em Azospirillum brasilense, tem sido descrita pelo menos trés
vias de biossintese: duas dependentes de L-triptofano (acido indol-3-pirtivico e vias indol-
acetoamida) e uma independente de L-triptofano (Prinsen et al., 1993), com o indol-3-pirGivico
via dcida como a mais importante entre elas (Spaepen et al., 2008).

Além de sintetizar, os microrganismos do solo podem catabolizar AIA, como em cepas
de Pseudomonas, que usam AIA como unica fonte de carbono (C), nitrogénio (N) e energia
(Jensen et al., 1995) e ainda, podem minimizar os efeitos negativos de altas concentragdes de
AIA produzido por bactéria patogénica (Baudoin et al., 2010). Desta forma, microorganismos
que catabolizam AIA também podem afetar positivamente o crescimento das plantas e prevenir

o ataque de patdgenos (Leveau e Lindow, 2005).

2.3.1.2 Produgao de sideroforos

Os sideroforos sdo moléculas de baixa massa molecular e alta especificidade e
afinidade para quelagdo ou ligagdo com férrico (Fe*"), seguido pelo transporte e deposicdo de
ferro (Fe) dentro das células bacterianas (Neilands, 1995; Krewulak e Vogel, 2008). Varios
estudos tém mostrado que eles sdo amplamente produzidos por cepas bacterianas associadas a
plantas (Ambrosini et al., 2012; Souza et al., 2013; Souza et al., 2014).

Isso infere que os microrganismos podem desenvolver estratégias ativas de absor¢ao
de Fe, superando a limitacdo nutricional desse nutriente usando agentes quelantes: os
sideroforos. Uma vez que o Fe ¢ um micronutriente essencial para plantas e microorganismos
devido estar envolvido em varios importantes processos como fotossintese, respiragao, clorofila
e biossintese (Kobayashi e Nishizawa, 2012), em solos anaerdbicos e acidos, pode ocorrer a
toxicidade de ferro (Stein et al., 2009) e em condigdes aerdbicas, a solubilidade de ferro é baixa,
limitando este nutriente para diferentes formas de vida (Lemanceau et al., 2009).

Para tanto, a excrecdo de sider6foros pelas bactérias pode estimular o crescimento da

planta, melhorando assim a nutricdo (efeito direto) ou inibindo o estabelecimento de
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fitopatdgenos (efeito indireto) (Dimkpa et al., 2009). Embora haja estudos mais esporadicos
sobre o papel de bactérias endofiticas produtoras de sideréforos, a capacidade de produzir
sideroforos confere vantagens competitivas a elas a fim de que colonizem tecidos vegetais

(Loaces et al., 2011).

2.3.1.3 Solubilizagdo de fosfato

Solubilizadores de fosfato como bactérias e fungos constituem aproximadamente 1-
50% e 0,1-0,5%, respectivamente, da populagdo total de microrganismos cultivaveis no solo
(Chabot et al., 1993; Khan et al., 2009). Pesquisas tém sido direcionadas a solubilizagdo de
fosfatos inorganicos, em que essas bactérias solubilizam fosfatos inorganicos no solo através
da producdo de acidos organicos e sideréforos (Rodriguez et al., 2006, Sharma et al., 2013).

O fosforo (P) ¢ um nutriente essencial para as plantas, estudado como um componente
estrutural de 4cidos nucleicos, fosfolipidios e adenosina trifosfato (ATP), sendo nutriente-chave
das vias metabdlicas e bioquimicas (Richardson e Simpson, 2011). Porém, observa-se que
grande parte deste nutriente se encontra em formas insoliiveis e, consequentemente, ndo esta
disponivel para a nutri¢do vegetal (Souza et al, 2015).

Embora baixos niveis de P refletem a alta reatividade de fosfato com outros
componentes soliveis (Khan et al., 2009), como aluminio em solos acidos (pH <5) e célcio em
solos alcalinos (pH> 7) (Holford, 1997; McLaughlin et al., 2011), os microorganismos podem
solubilizar substancias inorganicas como fosfatos (Rodriguez e Fraga, 1999) devido a produgdo
de acidos organicos, particularmente gluconico e carboxilico, além disso, Qin et al. (2011)
sugeriram que a capacidade do rizébio de solubilizar fosfato inorganico esta associado a
rizosfera acidificagdo. Portanto, a disponibilidade de P depende na solubilidade deste elemento,

que pode ser influenciada pela atividade das raizes das plantas com microorganismos no solo.

2.3.1.4 Atividade ACC desaminase

A atividade da enzima bacteriana 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) tem sido
estudada como um mecanismo para reduzir teores de etileno nas plantas (Farajzadeh et al.,
2012), pois sob estresses abidticos e bidticos a producdo enddgena de etileno ¢ acelerada
afetando negativamente o crescimento das raizes e, consequentemente, o crescimento da planta

como um todo (Jalili et al., 2009).



33

Este hormonio ¢ um gis que atua em baixas concentracdes como regulador do
crescimento das plantas e também como um fitohormonio de estresse, sendo o ACC precursor
imediato da biossintese de etileno em plantas superiores (Saleem et al., 2007). A ACC
desaminase regula essa producao de etileno nas plantas metabolizando ACC em a—cetobutirico
acido e amodnia (Arshad et al., 2007).

Portanto, uma quantidade significativa de ACC vegetal pode ser excretada a partir das
raizes da planta e posteriormente retomado por microrganismos do solo e hidrolisado pela
enzima ACC desaminase, diminuindo assim a quantidade de ACC no ambiente, induzindo a
redugdo de estresses bioticos e abioticos (Glick, 2005). Além disso, a selecdo de bactérias
endofiticas com atividade da ACC desaminase também pode ser essencial para desenvolver
uma boa estratégia de fitorremediacdo, devido ao potencial dessas bactérias para reduzir o

estresse das plantas (Glick 2010).

. Produgao de Solubilizagao de

Tolerancia ao
estresse abidtico : :

Inibigao de
\ patdgenos :
W Aumento dafortiidade o WRESRRRRNRONRE
crescimento da planta
Figura 5 - Beneficios das Bactérias Promotoras de Crescimento Vegetal (BPCV) apos a
colonizagdo ou associagdo com raizes e/ ou rizosfera.

Adaptado de: Souza et al., 2015.
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2.3.2 Azospirillum brasilense

O género Azospirillum esta entre as bactérias promotoras de crescimento vegetal mais
estudadas e comercializadas no Brasil (Hartmann e Bashan, 2009), sendo de vida livre e
relatados, também, como endofiticas facultativas (Huergo et al., 2008; Mehnaz, 2015). Dentre
as bactérias pertencentes ao género Azospirillum, a de maior potencial ¢ a Azospirillum
brasilense (Mumbach et al, 2017).

Viérios estimulos de crescimento nas plantas sdo gerados por esta bactéria, em que se
tem a producdo de hormonios vegetais como auxinas, giberelinas e citocininas (Cavallet et al.
2000), solubilizacdo de fosfato, maior desenvolvimento radicular (Kazi et al., 2016), aumento
nos teores de clorofila e condutancia estomatica (Hungria 2011), além de altera¢des na atividade
fotossintética das plantas (Gordillo-Delgado et al., 2016).

Barassi et al. (2008) relataram a melhoria em parametros fotossintéticos das folhas,
incluindo maior teor de prolina na parte aérea e nas raizes com beneficios no potencial hidrico,
aumento do teor de agua do apoplasto, elevando a elasticidade da parede celular e

consequentemente fomentando a produgdo de biomassa e altura das plantas.

2.3.3 Pseudomonas fluorescens

Um dos grupos mais diversos dentro do género Pseudomonas é o complexo de
espécies Pseudomonas fluorescens, contendo mais de cinquenta espécies com nomes validos e
muitos isolados ndo classificados, sendo muitas cepas relacionadas a plantas como bactérias
promotoras de crescimento vegetal devido a sua capacidade de influenciar o equilibrio
hormonal das plantas (Kang et al., 2006), melhorar a aptidao delas e minimizar os efeitos dos
fitopatogenos (Raaijmakers et al., 2009)

Além disso, também sdao conhecidas pela utilizagdo de diversos compostos organicos
como fontes de energia e carbono (Lessie e Phibbs, 1984), tornando-as também adequadas para
biorremediacdo de ambientes poluidos (Wasi et al., 2013). Nesse sentindo, estudos mostram a
melhora no fornecimento de nutrientes, como nitrogénio e fésforo (Compant et al., 2005) ou
pela producdo de fitormonios (Lugtenberg et al., 1991) e o desenvolvimento da planta pela
supressao de patdgenos mediada por diferentes mecanismos (Haas et al., 2005).

Estirpes de Pseudomonas fluorescens foram capazes de estimular o crescimento das

plantas por diferentes caracteristicas como fixacdo de nitrogénio, solubilizagdo de fosfato,
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producao de acidos organicos e AIA (Pal et al., 2001). Eklund (1970) concluiu que substancias
semelhantes a giberelina e outros compostos promotores de crescimento foram produzidos por

Pseudomonas spp.

2.4  CONSIDERACOES FINAIS

A introdugdo de bactérias benéficas no solo permite o desenvolvimento de novas
tecnologias com menor impacto ao meio ambiente, tornando-se uma pratica agrondmica
sustentavel, reduzindo os custos de produgdo e influenciando no melhor rendimento da cultura.
E embora a fitotoxidade do aluminio em solos acidos seja limitante a produtividade agricola,
as culturas variam na tolerancia ao aluminio e o papel dos microrganismos no solo se faz
essencial na mitigagdo do estresse.

No entanto, apesar de grandes avancos no que tange genes de tolerancia ao aluminio ¢
preciso pesquisas mais intensivas para apresentar respostas concretas da fitotoxidade por
aluminio e o efeito das bactérias promotoras de crescimento vegetal como mecanismo de defesa

na cultura do trigo.
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3 CAPITULO 2: FITOTOXIDADE POR ALUMINIO AMENIZADA POR
Azospirillum brasilense e Pseudomonas fluorescens EM CULTIVARES DE TRIGO:
DINAMICA FOTOSSINTETICA E EFICIENCIA AGRONOMICA

Resumo: A raiz ¢ o primeiro 6rgdo afetado pelo aluminio fitotoxico em solos &cidos, gerando
efeitos nocivos alterando, inclusive, a assimilacdo liquida de CO., a qual ¢ primordial para a
produtividade das culturas. Neste sentido, bactérias promotoras de crescimento vegetal vém
sendo introduzidas pela atuacdo frente a estresses bidticos e abidticos, como alternativa
sustentavel ao sistema de produgdo. Visto o exposto, o objetivo € analisar a agdo do Azospirillum
brasilense e Pseudomonas fluorescens no crescimento, trocas gasosas e fatores de producdo em
cultivares de trigo submetidas a presen¢a de aluminio. O delineamento utilizado foi o de blocos
casualizados, em esquema fatorial 3 x 4, com quatro repeti¢des, sendo 3 cultivares de trigo com
diferentes niveis de resisténcia ao Al: IAC 5 Maringa (resistente), BRS Sanhaco (intermediaria)
e Anahuac 75 (sensivel), em quatro condi¢des de cultivo: 1. Controle; 2. Inoculagdo com
Azospirillum brasilense + aluminio; 3. Inoculagdo com Pseudomonas fluorescens + aluminio;
e 4. Sem inoculag¢do + aluminio. Nas fases de perfilhamento e espigamento foram mensuradas
as variaveis biométricas, a analise de trocas gasosas foi realizada na fase de espigamento e os
componentes de producdo foram avaliados na colheita. Houve incremento nas variaveis
biométricas ao se inocular as bactérias, contribuindo ainda para o aproveitamento da
assimilagdo liquida de CO., que, por sua vez, proporcionou resultados diretos nos componentes
de produgdo. A inoculacdo com Pseudomonas fluorescens aliada a cultivar BRS Sanhaco

proporciona desempenho fotossintético e efeitos positivos nos componentes de producao.

Palavras-chave: Bactérias Promotoras de Crescimento Vegetal; Biometria; Componentes de

producdo; Trocas gasosas.
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3.1 INTRODUCAO

No ambito das principais culturas agricolas destinadas a producdo de alimentos, o trigo
responde por aproximadamente 21% da demanda mundial (Santi et al., 2017), dessa forma, o
avango de novas tecnologias, principalmente praticas culturais mais adequadas, uso de
fertilizantes, controle quimico de pragas e de cultivares mais adaptadas e com alta estabilidade,
sdo essenciais para otimizar a produtividade do trigo (Bassoi et al, 2017).

Neste cendrio, a producdo agricola em larga escala depende do uso de fertilizantes
quimicos que fornecem nutrientes essenciais para as plantas (Adesemoye et al., 2009).
Entretanto, o uso excessivo e inadequado pode gerar impactos ambientais, sendo a acidificacdo
do solo um desses sérios problemas que limita a produtividade da cultura a nivel comercial,
pela fitotoxidade devido ao aumento da solubilidade de aluminio (AI**) (Singh et al., 2017).

Uma das principais restricdes da produtividade agricola ¢ a presenca de aluminio
fitotoxico em solos 4cidos, resultando em interagdes complexas com inibi¢do do crescimento e
alteragdes fisiologicas, celulares e moleculares (Schmitt et al., 2016). Embora seja dificil
identificar os locais-alvo da fitotoxidade por aluminio sabe-se que o primeiro efeito prejudicial
¢ no crescimento da raiz.

Desta forma, a utilizacdo de manejos mais expressivos com o uso da tecnologia de
inoculacdo de microrgnanismos se faz promissora no desenvolvimento de alternativas
sustentdveis para alcangar maximas produtividades com baixos custos de producdo em solos
acidos na presenca de aluminio fitotoxico.

Aregido do solo onde os processos realizados pelos microrganismos sdo influenciados
pelo sistema radicular ¢ chamada de rizosfera, onde exsudados liberados pelas raizes das plantas
atraem organismos benéficos, neutros e até prejudiciais. Dentre eles estdo as Bactérias
Promotoras de Crescimento Vegetal (BPCV), um grupo benéfico e heterogéneo de
microrganismos capazes de aumentar o crescimento das plantas e proteger contra o ataque de
doengas e estresses abioticos (Farth et al., 2017).

Os mecanismos pelos quais BPCV estimulam o crescimento da planta envolve o alivio
do estresse abidtico por meio da modulacdo da expressdao de ACC desaminase, producdo de
fitormonios e siderdforos, entre varios outros (Souza et al., 2015). A produ¢do de sider6foros
ajuda na redu¢do da disponibilidade de metais que sdo toxicos para as plantas (Dimkpa et al.,
2009) e as BPCV podem induzir a tolerancia da planta pela indu¢dao da expressdo de genes

relacionados ao estresse deste metal (Sukweenadhi et al., 2015).
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Portanto, visando responder a seguinte hipotese: as bactérias promotoras de crescimento
vegetal contribuem com o crescimento, incremento fotossintético e de produgdo na cultura do
trigo em solo 4cido com a presenga de aluminio fitotoxico, este estudo tem por objetivo analisar
a a¢do do Azospirillum brasilense e Pseudomonas fluorescens no crescimento, trocas gasosas €

fatores de produgdo em cultivares de trigo submetidas a presenga de aluminio.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Delineamento experimental e tratamentos

O ensaio foi conduzido em blocos casualizados com quatro repeticdes, com duas
plantas por repeticdo. Para isto, adotou-se o esquema fatorial 3 x 4, sendo trés cultivares de
trigo com diferentes niveis de resisténcia ao Al: IAC 5 Maringa (resistente), BRS Sanhaco
(intermediaria) e Anahuac 75 (sensivel), em quatro condi¢cdes de cultivo: 1. Controle; 2.
Inoculagdo com Azospirillum brasilense + aluminio; 3. Inoculacdo com Pseudomonas

fluorescens + aluminio; e 4. Sem inoculacdo + aluminio.

3.2.2 Implantagdo e condugdo do experimento

O experimento foi implantado e conduzido em estufa de cultivo protegido pertencente
ao Nucleo de Estacdes Experimentais (NEE) da Universidade Estadual do Oeste do Parana -
UNIOESTE, campus de Marechal Candido Rondon, PR, com teto tipo arco, revestida com
filme de polietileno de baixa densidade (150 pm de espessura) e laterais protegidas com tela
branca de 40% de sombreamento em vasos de 10 litros preenchidos com substrato contendo
0,00 cmol, dm? de Al (tratamento sem aluminio) (Tabela 1) e vasos preenchidos com
substrato contendo 1,29 cmol. dm™ de Al"® (tratamento com aluminio) (Tabela 2), de acordo

com a andlise quimica do solo.

Tabela 1 - Analise de solo para o substrato sem aluminio.

pH CaCl, M.O P H+AI AP K" Ca* Mg?* \ m

g dm? mg dm cmol, dm™ %

5,65 23,24 32,30 4,02 0,00 0,31 2,72 1,44 52,67 0,00
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Tabela 2 - Analise de solo para o substrato com aluminio.

pH CaCl, M.O P H+Al A" K* Ca?" Mg? \ m
g dm? mg dm cmol, dm™ %
422 20,11 1.89 10,45 129 0,08 178 0,50 1842 35

Para isto, os vasos foram separados em: tratamentos sem aluminio, em que se utilizou
substrato ja corrigido e tratamentos com aluminio, no qual o solo utilizado estava sem correcao
e com a presenca de aluminio. Antes da semeadura os vasos com substratos sem presenca de
aluminio foram homogeneizados com adubo NPK (2-20-20) e 5,5 g de uréia de acordo com a
adubagdo recomendada para condugdo de ensaios em ambiente controlado em vasos (Novaes
et al., 1991).

Foram realizadas as inoculacdes das sementes de trigo com as estirpes AbV5+AbV6
de A. brasilense e com P. fluorescens - cerca de 2x10® UFC mL"', dos quais se aplicou a
propor¢ao de 2,0 mL para cada 1000 sementes. O experimento foi conduzido até o periodo de
maturacdo, em que durante sua condugdo a irrigacdo ocorreu diariamente respeitando a
capacidade de campo e foi necessario o controle de oidios, pulverizando-se bicarbonato de

sodio (Moreira, 2014).

3.2.3 Medidas de trocas gasosas e indice SPAD

A andlise de trocas gasosas foi realizada na fase de espigamento em folhas
completamente expandidas e expostas ao sol. Com o auxilio do medidor portatil de trocas
gasosas Infra-Red Gas Analyzer (IRGA) Li-6400XT, medidas tipo “survey” foram realizadas
obtendo-se as seguintes varidveis: 4 — Taxa de assimila¢do liquida de CO2 (umol CO, m? s);
E — Taxa de transpiracdo (mmol H2o m™ s); g, — Condutincia estomatica (mol H,O m? s);
C:— Concentragdo interna de CO, (umol CO, mol™!); EUA — Eficiéncia no uso da agua A/ E;
EiUA — Eficiéncia intrinseca no uso da agua A/ g.

Com o auxilio do medidor portatil SPAD 502 plus Konica Minolta, aferiu-se o teor
relativo de clorofila foliar, indice SPAD, no perfilhamento e espigamento com o intuito de
avaliar a variagdo do teor relativo de clorofila foliar em fungao da fitotoxidez de aluminio e das

bactérias promotoras de crescimento apds avaliacdo das medidas de trocas gasosas.

3.2.4 Variaveis biométricas

Nas fases de perfilhamento e espigamento foi mensurado o comprimento da parte
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aérea (CPA) (cm) com auxilio de uma régua graduada, o didmetro basal do colmo (DBC) (mm)
utilizando-se um paquimetro digital, e foram contabilizados o niimero de folhas (NF) e o
numero de perfilhos (NP). Na maturagdo, as amostras de parte aérea e de raiz foram coletadas
e foi realizado a mensuragdo do comprimento da raiz (CR) mediante uma régua graduada.
Concomitantemente avaliou-se a area foliar (AF), a qual foi obtida pela equagdo proposta por

Benincasa (2003):

AF: [(AFA x MSFt)/ MSFa4]
Onde AF4 representa a area foliar da amostra coletada, MSFr ¢ a massa de matéria
seca foliar total e MSF4 € a massa de matéria seca foliar da amostra.
A parte aérea e de raiz coletadas foram armazenadas em sacos tipo kraft e mantidas
em estufas com circulagdo de ar forgado a 65 °C + 2 °C por 72 horas até o peso constante para
obten¢do das varidveis massa de matéria seca da parte aérea (MSPA) e massa de matéria seca

da raiz (MSR).

3.2.5 Componentes da produgao

Na maturacao houve a colheita para as avaliagdes de variaveis relacionadas a producao
da cultura, em que seus valores foram obtidos pela média das duas plantas de cada vaso. Os
componentes da producgdo avaliados foram: numero de espigas (NE), comprimento médio de
espigas (CE), didmetro médio de espigas (DE) - mensurado em mm com auxilio de um
paquimetro digital -, nimero de espiguetas por espiga (NEE), nimero de griaos por espiga

(NGE) e massa de 100 graos (M100).

3.2.6 Analise estatistica

Os dados foram tabulados e avaliados quanto a normalidade (Shapiro-Wilk) e
homoscedasticidade (Levene), e aqueles com distribuicdo normal foram submetidos a analise
de variancia (ANOVA) acompanhada por teste de Tukey (P < 0,05). As avaliacdes estatisticas
foram realizadas através do SISVAR (Ferreira, 2019).
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3.3. RESULTADOS

3.3.1 Trocas gasosas e indice SPAD

Os resultados demonstraram diferenca significativa apenas para as condigdes de
cultivo, ndo havendo interagdo entre os fatores estudados. Dentre eles, a inoculagdo com a
BPCV Pseudomonas fluorescens apresentou maiores médias para a dindmica de trocas gasosas,
porém ndo diferenciou significativamente da Azospirillum brasilense (Tabela 3).

Em contraste observou-se reducao das variaveis em estudo na condigao de cultivo com
a presenca de aluminio (Tabela 3), infererindo atenuacdo do efeito fitotoxico pela acdo da
inoculagdo das BPCV, contribuindo com o desempenho fotossintético da cultura, sendo até
superior ao controle.

Mesmo que os resultados tenham apresentado incrementos na fotossintese e na taxa de
transpiracao, a eficiéncia no uso da 4dgua e eficiéncia intrinseca no uso da agua ndo apresentaram
diferenca significativa, o que pode indicar maior necessidade de dgua para manutencdo das

taxas fotossintéticas.

Tabela 3. Taxa de assimilacdo liquida de CO (4); Taxa de transpira¢do (£); Condutancia
estomatica (gs); Concentragdo interna de CO: (C;) em cultivares de trigo inoculadas
com bactérias promotoras de crescimento vegetal e cultivadas em solo com presenca
de aluminio.

Condicdes de culti A gs Ci £
ondigoes ce cutlivo pmol [CO2]m?s! mol [HoO] m?s! umol [CO,] mol!  mmol [H20] mol™!
Controle 11,2+2,6 be 049+0,13b 346,7+ 8,2 ab 44+1,0b
Azospirillum brasilense 3 ¢\ 5 g 0,64+0,11a 346,9+5,5a 53+04a
+ Aluminio
Aluminio sem BPCV 11,0+1,5¢ 0,47+0,10b 339.8+6,4b 4,6+0,6b
Pseudomonas 152+2,0a 0,66+0,10a 347,04+ 6,52 54+03a

Sfluorescens + Aluminio

M¢dias seguidas da mesma letra na coluna n3o diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade. Valores descritos correspondem a médias de quatro repetigdes e desvio padrio.

Nao foi observado interagdo significativa para a variavel indice Spad (perfilhamento),
indice relacionado ao teor relativo de clorofila, mas sim de forma isolada para as condi¢des de
cultivo (Tabela 4) e cultivares, em que a cultivar IAC 5 Maringéd se sobressaiu as demais
apresentando médias de 6% a mais que a BRS Sanhaco e 14% a mais em relagdo a cultivar

Anahuac 75 (Tabela 4).
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Tabela 4 - Indice Spad em cultivares de trigo inoculadas com bactérias promotoras de
crescimento vegetal e cultivadas em solo com presen¢a de aluminio.

Indice Spad
Perfilhamento
IAC 5 Maringa 52,52+2,36a
BRS Sanhago 49,77 + 1,74 ab
Anahuac 75 45,07+1,38b

Cultivares

Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo
teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. Valores descritos
correspondem a médias de quatro repeti¢des e desvio padrao.

Em média houve um crescimento do indice Spad tanto no perfilhamento quanto no
espigamento com a inoculagdo das BPCV em comparacdo ao cultivo somente com a presenga
de aluminio (Tabela 5). De modo geral, o incremento positivo das BPCV relaciona o indice
Spad ao aumento da dindmica de trocas gasosas pela manuten¢ao de maiores teores de clorofila

com o aproveitamento da energia luminosa (Tabela 3).

Tabela 5 - Indice Spad no perfilhamento e espigamento em cultivares de trigo inoculadas com
bactérias promotoras de crescimento vegetal e cultivadas em solo com presenca de
aluminio.

Indice Spad
Perfilhamento  Espigamento

Condig¢des de cultivo

Controle 50,13+2,11a 52,31+2,28a
Azospirillum brasilense + Aluminio 53,25+2,73a 58,32+3,39a
Aluminio sem BPCV 42,17+1,21b  46,36+0,97b

Pseudomonas fluorescens + Aluminio  50,92+1,69a 54,05+1,85a

Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. Valores descritos correspondem a
médias de quatro repeti¢des e desvio padrao.

3.3.2 Variaveis biométricas

Devido as medidas biométricas terem sido avaliadas em fases da cultura, separou-se
as variaveis demosntrando a significincia para as cultivares e para condi¢des de cultivo. Assim,
efeitos significativos foram verificados nas cultivares para nimero de perfilho e comprimento
do dossel (espigamento) e massa seca da parte aérea e massa seca da raiz (maturacdo) (Tabela
6).

A partir deles, de forma geral, observou-se maiores desempenhos nas cultivares IAC
5 Maringa e BRS Sanhago, corraborando com as caracteristicas de cultivar resistente e cultivar
intermedidria, respectivamente, para a fitotoxidade do aluminio, sendo superiores a cultivar

Anahuac 75, considerada sensivel a esse metal.
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Tabela 6 - Numero de perfilho (NP), Comprimento da parte aérea (CPA) medidos na fase de
Espigamento; Massa seca da parte aérea (MSPA) e Massa seca da raiz (MSR) medidos
na fase de Maturacdo em cultivares de trigo inoculadas com bactérias promotoras de
crescimento vegetal e cultivadas em solo com presenga de aluminio.

NP CPA (cm) MSPA (g) MSR (g)
Espigamento Maturacdo

IAC 5 Maringa 17,19+ 1,12 b 83,61+3,61a 21,47+131a 6,59+0,36a

BRS Sanhago 22,09+1,69a 57,26 +3,15b 21,64+ 1,58a 6,03+0,60a

Anahuac 75 18,81 £ 1,29 ab 62,53+ 1,82b  17,44+1420b 4,26+ 0,39b

Cultivares

Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de
5% de probabilidade. Valores descritos correspondem a médias de quatro repeticdes ¢ desvio
padrdo.

Para as condi¢des de cultivo estudadas, a inoculagdo com a bactéria Pseudomonas
fluorescens + aluminio apresentou médias superiores as demais, porém ndo foi
significativamente diferente da Azospirillum brasilense + aluminio e, em algumas variaveis,
em relacdo ao controle. Ao se observar os resultados para a condicdo de cultivo somente com
o aluminio fitotoxico, houve reducdo das varidveis biométricas em todo o periodo de
perfilhamento e espigamento.

Houve aumento significativo do niimero de folhas em 37% para A. brasilense +
aluminio e 38% para P. fluorescens + aluminio no perfilhamento e, 22% para A. brasilense +
aluminio e 30% para P. fluorescens + aluminio no espigamento; também do niimero de
perfilhos em 43% para A. brasilense + aluminio e 52% para P. fluorescens + aluminio no
perfilhamento e, 32% para A. brasilense + aluminio e 39% para P. fluorescens + aluminio no
espigamento quando se compara a condi¢do de cultivo somente com aluminio aquelas com a

inoculagdo das bactérias (Tabela 7).

Tabela 7 - Numero de folhas (NF) no espigamento e perfilhamento e Numero de Perfihos (NP)
no espigamento e perfilhamento em cultivares de trigo inoculadas com bactérias
promotoras de crescimento vegetal e cultivadas em solo com presenga de aluminio.

- . NF NP
Condigdes de cultivo Perfilhamento Espigamento  Perfilhamento  Espigamento
Controle 59,00+ 7,03 b 75,58+6,95b 1525+0,90b 19,33+1,27a
Azospirillum brasilense + Aluminio 84,75+4,56a  97,75+4,60ab 16,36+1,19ab 20,67+1,53a
Aluminio sem BPCV 53,21+5,55b 76,83 +4,71b 9,38+ 1,17c 14,13+ 1,25b

Pseudomonas fluorescens + Aluminio 86,08 + 5,76 a 109,83 +739a 19,55+1,32a 23,33+1,57a
M¢dias seguidas da mesma letra na coluna n3o diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade. Valores descritos correspondem a médias de quatro repetigdes e desvio padrio.

Foi observado diferenca significativa para as condi¢des de cultivos deste estudo, em
que houve um crescimento do didmetro basal do colmo, apresentando acréscimos significativos

com a inoculagdo nas duas fases analisadas (Tabela 8). Em relacdo ao comprimento da parte
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aérea na fase de espigamento, observou-se diferenga significativa apenas entre a condi¢ao de
cultivo com P. fluorescens e com presenga apenas de aluminio, sendo as maiores médias
apresentadas por essa bactéria.

Para o comprimento da raiz (Figura 6), massa seca da parte aérea, massa seca da raiz
e area foliar observou-se decréscimos significativos sem a inoculagdo das bactérias promotoras
de crescimento vegetal, mas a partir da incolucdo, os resultados mostraram maiores incrementos
nessas variaveis mesmo em presenca de aluminio fitotoxico (Tabela 9).

No perfilhamento, o resultado de comprimento da parte aérea apresentou uma
interacdo entre as condi¢des de cultivos e as cultivares, em que a IAC 5 Maringa obteve
resultados significativos e a condicdo de cultivo com apenas aluminio, decréscimos

significativos, inferindo acdo positiva das BPCV nas cultivares de trigo (Tabela 10).

Tabela 8 - Didmetro da base do colmo (DBC) no espigamento e perfilhamento e Comprimento
da parte aérea (CPA) no espigamento em cultivares de trigo inoculadas com bactérias
promotoras de crescimento vegetal e cultivadas em solo com presen¢a de aluminio.

Condicaes de culi DBC (mm) CPA (cm)
ondigoes de CUiive Perfilhamento  Espigamento Espigamento
Controle 3,79+0,26a 4,19+0,27a 66,20+4,94 ab
Azospirillum brasilense + Aluminio 393+0,24a 435+0,16a 70,48+4,91 ab
Aluminio sem BPCV 2,13+£0,13b  3,21+0,13b  60,16+4,61b

Pseudomonas fluorescens + Aluminio 3,88+0,22a 433+0,18a 74,36+3,86a
Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel
de 5% de probabilidade. Valores descritos correspondem a médias de quatro repeti¢oes e
desvio padrao.

Tabela 9 - Comprimento da raiz (CR), Massa seca da parte aérea (MSPA), Massa seca da raiz
(MSR) e Area foliar (AF) na maturacdo em cultivares de trigo inoculadas com
bactérias promotoras de crescimento vegetal e cultivadas em solo com presenca de

aluminio.
Condicdes de cultivo CR (cm) MSPA (g) ~MSR (g)  AF (dm? vaso)
Maturagdo
Controle 29.30+0,90bc 18,74+ 1,46ab 598+0,71a 4,16+0,52a
Azospirillum brasilense + Aluminio 30,03+0,86b  23,73+2,03a 598+0,6la 429+0,54a
Aluminio sem BPCV 25,98 +0,80 ¢ 1524+1,00b 4,45+0,42b  2,25+0,26b

Pseudomonas fluorescens + Aluminio  34,32+093 a 23,01+1,08a 6,04+0,59a 3,70+£0,38 a
M¢dias seguidas da mesma letra na coluna n3o diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade. Valores descritos correspondem a médias de quatro repeti¢des e desvio padrio.
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Tabela 10 - Comprimento da parte aérea (CPA) no perfilhamento em cultivares de trigo
inoculadas com bactérias promotoras de crescimento vegetal e cultivadas em solo
com presenga de aluminio.

CPA (cm) - Perfilhamento

Cultivares Condigdes de cultivo
Controle Azospirillum . Aluminio sem BPCV Pseudomonas .
brasilense + Aluminio Sfluorescens + Aluminio
IAC 5 Maringa 47,60 + 4,46 Aab 55,45+4,55 Aa 34,88 +£ 0,94 Ab 48,53 £5,12 Aa
BRS Sanhago 20,03 £ 1,90 Ca 15,08 £1,17 Cbc 12,59 £ 0,63 Cc 17,63 £ 1,50 Cab
Anahuac 75 34,48 +2,42 Ba 24,30+£2,11 Bb 18,85+ 1,80 Be 27,30 + 1,53 Bab

Me¢dias seguidas pela mesma letra maitiscula nas colunas e minuscula nas linhas, ndo diferem entre si, pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade. Valores descritos correspondem a médias de quatro repeti¢des e desvio padrio.

Figura 6 - Raizes das cultivares IAC 5 Maringd (A), BRS Sanhac¢o (B) e Anahuac (C),
demonstrando o resultado visual em relagdo as condigdes de cultivo.

3.3.3 Componentes de producao

Dentre as variaveis analisadas, o nimero de espigas por espigueta e a massa de 100
graos responderam a interagdo entre as condi¢des de cultivo e as cultivares. Para o nimero de
espigas por espiguetas a cultivar BRS Sanhago demonstrou resultados superiores em relagao as
condigdes de cultivo, em que apresentou acréscimos de 18% para 4. brasilense + aluminio e
21% para P. fluorescens + aluminio ao comparar-se a condi¢do de cultivo somente com

aluminio (Tabela 11).
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Ainda que a cultivar IAC 5 Maring4 e Anahuac 75 tenham tido as melhores médias,
essas ndo se demonstraram significativamente diferentes na interagdo. Portanto, observando o
comportamento das cultivares em relacdo as condi¢des de cultivo deste estudo, a BRS Sanhaco
apresentou diferenga significativa quando submetida a presenca somente do aluminio e bom
desempenho quando inoculada com as BPCV. A inoculacdo com a P. fluorescens e A.
brasilense ndo demonstraram diferenca significativa, porém a P. fluorescens apresentou
melhores médias neste estudo (Tabela 11).

Do mesmo modo, a massa de 100 graos foi reduzida quando as cultivares foram
submetidas a condi¢do de cultivo apenas com a presenca de aluminio, demonstrando melhores
médias para a inoculagdo com a P. fluorescens (Tabela 11). Ainda que as cultivares IAC 5
Maringad e Anahuac 75 tenham demonstrado melhores médias, a BRS Sanhago se destacou

apesentando diferenca significativa entre as condi¢des estabelecidas neste estudo.

Tabela 11 - Numero de espigas por espiguetas (NEE) e Massa de 100 graos (M100) em
cultivares de trigo inoculadas com bactérias promotoras de crescimento vegetal e
cultivadas em solo com presenga de aluminio.

Condig¢des de cultivo

. Azospirillum - Pseudomonas
Cultivares Controle brasilense + Aluminio Aluminio sem BPCV fluorescens + Aluminio
NEE
IAC 5 Maringd 36,9+6,5 Ab 42,1+ 1,5 ABab 37,2+0,8 Aab 45,3 +6,3 ABa
BRS Sanhago 38,9+4,5 Aa 36,1 +2,4 Ba 29,5+ 1,8 Bb 37,4+ 3,3 Ba
Anahuac 75 38,3+4,8 Ab 46,9 + 5,8 Aab 40,2 + 3,0 Aab 49,8 £5,5 Aa
M100
IAC 5 Maringa 3,5+ 0,2 Aab 3,6+ 0,3 Aab 3,0+ 0,3 Ab 4,0+ 0,6 Aa
BRS Sanhago 2,3+£0,1 Bb 2,7+£0,5Bb 1,5+0,4 Bc 3,5+£04 Aa
Anahuac 75 3,3+0,2 Aab 3,8+£0,2 Aa 2,7+0,4 Ab 3,6+0,3 Aa

M¢dias seguidas pela mesma letra maiiscula nas colunas e minuscula nas linhas, ndo diferem entre si, pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade. Valores descritos correspondem a médias de quatro repeti¢des e desvio padrao.

O numero de espigas, nimero de graos por espiga, didmetro da espiga e comprimento
da espiga ndo apresentou interagdo, porém foi possivel observar diferenca significativa para as
cultivares e para as condi¢cdes do solo de forma isolada. A partir dos resultados as cultivares
IAC 5 Maringa e BRS Sanhaco apresentaram melhores resultados nos componentes de
producdo e houve decréscimo siginificativo quando foram submetidas a condi¢do de cultivo
somente com a presenca de aluminio (Tabela 12).

Assim, para o nimero de espigas, nimero de graos por espiga, didmetro de espiga e

comprimento de espiga, em geral observou-se diferenca significativa entre as cultivares, porém,
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a Anahuac 75, por ser uma cultivar sensivel a fitotoxidade por aluminio, apresentou menores

médias (Tabela 12).

Tabela 12. Ntmero de espigas (NE), nimero de graos por espiga (NGE), diametro da espiga
(DE) e comprimento da espiga (CE) em cultivares de trigo inoculadas com bactérias
promotoras de crescimento vegetal e cultivadas em solo com presenga de aluminio.

Cultivares NE NGE DE (mm) CE (cm)

IAC 5 Maringa 12,3+3,7b 33,7+6,3a 7,9+0,8a 9,4+0,8a
BRS Sanhago 12,8+3,1ab 344+84a 7,6£0,7b 9,9+0,7a

Anahuac 75 15,8+5,0a 24,6+6,0b 6,9+0,6c 8,6+0,7b

Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo
teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. Valores descritos
correspondem a médias de quatro repeti¢des e desvio padrao.

Nas condigdes de cultivo deste estudo, houve redugdo dos componentes de producao

na presenca apenas do aluminio. Em contraste, quando ocorreu a inoculagdo das BPCV em solo

com presen¢a de aluminio, observou-se o aumento dos componentes de producdo em 39%

(Azospirillum brasilense + Aluminio) e 35% (Pseudomonas fluorescens + Aluminio) para

numero de espigas; 37% (Azospirillum brasilense + Aluminio e Pseudomonas fluorescens +

Aluminio) para nimero de graos por espiga; 20% (Azospirillum brasilense + Aluminio) e 15%

(Pseudomonas fluorescens + Aluminio) para didmetro de espiga; 10% (Azospirillum brasilense

+ Aluminio) e 13% (Pseudomonas fluorescens + Aluminio) para comprimento de espiga

(Tabela 13).

Tabela 13. Numero de espigas (NE), nimero de graos por espiga (NGE), didmetro da espiga
(DE) e comprimento da espiga (CE) em cultivares de trigo inoculadas com bactérias
promotoras de crescimento vegetal e cultivadas em solo com presenga de aluminio.

Condigdes de cultivo NE NGE DE (mm) CE (cm)

Controle

12,6 £2,9ab 30,2+5,7b 7,5+0,5b 9,3+0,5ab

Azospirillum brasilense + Aluminio 16,3+4,6a 355+8,7ab 82+0,7a 95+1,2a

Aluminio sem BPCV 10,0£3,0b 22,4+4,7¢c 6,6+0,5¢ 86=+0,6b
Pseudomonas fluorescens + Aluminio 154+3,3a 355+56a 7,7+0,7b 98+08a

Me¢dias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de
5% de probabilidade. Valores descritos correspondem a médias de quatro repeticdes ¢ desvio

padrdo.



65

3.4 DISCUSSAO

O sistema radicular ¢ estudado como sendo o primeiro 6rgdo afetado pela acdo do
aluminio fitotoxico e as bactérias promotoras de crescimento vegetal tem seus efeitos
conhecidos na capacidade de excre¢do de compostos auxinicos (Masciarelli et al., 2013) e da
atividade da enzima ACC-deaminase resultando no desenvolvimento radicular, acumulando
massa nos tecidos (Puente et al., 2009; Fukami et al., 2016).

Dessa forma, o incremento no comprimento da raiz e na massa seca da raiz (Tabela 9)
pela acdo do Azospirillum brasilense e Pseudomonas fluorescens se torna promissor na busca
de manejos mais sustentaveis em meio ao estresse por aluminio. Em consonancia, houve maior
capacidade de explorag¢do do solo (Hungria et al., 2010) e o consequente desenvolvimento da
parte aéra (Tabela 10) possibilitanto manuten¢@o da atividade bioquimica (Fukami et al., 2016).

Uma grande diversidade no desempenho da planta foi detectada, permitindo identificar
as variacdes ocorridas entre as cultivares IAC 5 Maring4d, BRS Sanhaco e Anahuac 75 ao
aluminio fitotoéxico (Tabela 6 e 7), em que os resultados do presente estudo sugerem que o
comportamento na presen¢a do aluminio seja devido a diferenga nos niveis e tipos secretados
de 4cidos organicos pelas suas raizes (Garcia-Oliveira et al., 2016).

Com relacdo a atividade fotossintética, Bashan et al. (2006) verificaram que a
inoculagdo de sementes de trigo com A. brasilense promoveu incrementos significativos em
alguns pigmentos fotossintéticos, o que corrobora com este estudo, em que a acdo da P.
fluorescens também apresentou maiores resultados (Tabela 3) quando as cultivares de trigo
foram submetdias a presenga de aluminio fitotoxico.

A capacidade de estimulo da fotossintese pelas bactérias promotoras de crescimento
vegetal estd associada ao impulsionamento da producdo de citocininas, que promove maior
atividade da enzima RUBPcase e regeneragdo do substrato RUBPi (Ali et al, 2011) —
importantes no processo fotossintético.

Aliado a isto, os resultados da condutancia estomatica e taxa transpiratéria (Tabela 3)
possibilitaram maior turgor celular ativando a atividade bioquimica (Filippou et al., 2014) pela
maior exploragdo do sistema radicular (Figura 6). Segundo Masciarelli et al. (2013), os maiores
teores de auxinas ocasionados pela acdo de BPCV também incrementam o transporte hidrico
aumentando a atividade da fotossintese.

Vale ressaltar que o aumento em concentragdo de CO:; no interior da camara
subestomatica também eleva a taxa de assimilagdo liquida de CO> pela planta, porém, em um

determinado momento, a entrada do CO; na folha ndo infere diretamente em aumento da taxa
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de assimilagdo, sendo entdo esse ponto definido como o de maxima efici€ncia de carboxilagdo
(Farquhar e Sharkey, 1982).

A adocdo das bactérias promotoras de crescimento vegetal tem estabelecido melhores
aproveitamentos da luminosidade, confirmados por este estudo (Tabela 3). E mesmo que
valores elevados de indice Spad acarretem em maior abertura estomatica por molécula de CO»
fixada, ndo houve prejuizo a fotossintese.

Em componentes de produgdo, houve eficiéncia no uso de BPCV com aumento das
varidveis quando as cultivares foram inoculadas na presenca de aluminio fitotdxico (Tabela 11
e 12). Sala et al. (2007) trabalhando somente com diferentes estirpes de bactérias promotoras
do crescimento vegetal, verificaram que independente da bactéria utilizada, houve maior massa
de mil graos e, neste estudo, mesmo na presenca de aluminio fitotdxico, as BPCV possibilitaram
maior incremento em relagdo as condigdes de cultivo somente com a presenca de aluminio.

Ainda, o numero de perfilhos por planta ¢ uma importante variavel que se relaciona
indiretamente com o rendimento, em que se a disponibilidade de nutrientes for adequada ao
crescimento e desenvolvimento, vem a contribuir para elevacdo do rendimento de grdos
(Camponogara et al., 2016).

De modo geral, a cultivar BRS Sanhago apresentou bom desempenho nas condi¢des
de cultivo estudadas pela sua caracteristica de ndo ser nem tolerante e nem sensivel ao aluminio
fitotoxico e a P. fluorescens se destacou, possivelmente, devido as quetdes que envolvem a
sobrevivéncia dessas bactérias em meio 4cido.

Assim, as questdes de especificidade entre BPCV e as cultivares devem ser levadas
em conta considerando fatores externos como a propria presenga do aluminio fitotéxico no solo
para que seja entendida a exploracdo positiva e significativa da inoculagdo no crescimento
vegetal e redugdo de perdas em produtividade.

Essa interag¢do ainda que seja promissora para o aumento da produtividade do trigo,
estudos que visem entender os fatores limitantes da sobrevivéncia dessas bactérias em solos
acidos e na relagdo solo-planta-bactéria tornam-se de fundamental importancia a partir dos

levantamentos abordados neste trabalho.

3.5 CONCLUSAO

A inoculagdo com P. fluorescens aliada a cultivar BRS Sanhaco proporciona maior
exploracdo radicular e desenvolvimento de parte aérea, conjuntamente com maior desempenho

fotossintético e nos componentes de producdo. Estas respostas evidenciam a capacidade desta
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bactéria promotora de crescimento em amenizar os efeitos deletérios do alumino na cultura do

trigo em solos 4cidos.
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4 CAPITULO 3: INOCULACAO DE Azospirillum brasilense e Pseudomonas
fluorescens INCREMENTA O METABOLISMO DO NITROGENIO EM
CULTIVARES DE TRIGO SUBMETIDAS A PRESENCA DE ALUMINIO
FITOTOXICO

Resumo: Técnicas de manejo estratégicas que visem o posicionamento mais sustentavel da
cultura em campo ¢ ponto-chave para alcangar méximas produtividades com aproveitamento
dos recursos naturais. Assim, o uso de bactérias promotoras de crescimento vegetal torna-se
promissoras no aporte bioquimico do vegetal. Deste modo, objetivou-se avaliar as varidveis
bioquimicas a partir do metabolismo do nitrogénio em trés cultivares de trigo inoculadas com
Azospirillum brasilense e Pseudomonas fluorescens submetidas a presenca de aluminio. O
delineamento utilizado foi o de blocos casualizados, em esquema fatorial 3 x 4, com quatro
repeti¢cdes, sendo 3 cultivares de trigo com diferentes niveis de resisténcia ao Al: IAC 5 Maringa
(resistente), BRS Sanhaco (intermediaria) e Anahuac 75 (sensivel), em quatro condigdes de
cultivo: 1. Controle; 2. Inoculagdo com Azospirillum brasilense + aluminio; 3. Inoculagdo com
Pseudomonas fluorescens + aluminio; e 4. Sem inoculagdo + aluminio. As varidveis analisadas
foram: extravasamento de eletrolitos em tecidos foliares e radiculares, bem como os teores de
nitrato, amdnio livre, N-aminossoliiveis, proteinas soliveis totais, prolina e glicina-betaina.
Houve aumento do extravasamento de eletrolitos quando as cultivares foram submetidas ao
aluminio, mas foi atenuado pela inoculagdo de A. brasilense e P. fluorescens. Para os teores de
nitrato, amonio foi observada diferenga significativa somente entre as cultivares; o teor de
proteinas soluveis totais foi reduzido na presenca de aluminio e os de N-aminossoluveis ndo se
alteraram. As concentragdes de osmolitos compativeis aumentaram quando as cultivares de
trigo foram inoculadas com as bactérias promotoras de crescimento vegetal. A bactéria
promotora de crescimento vegetal Pseudomonas fluorescens proporciona maior incremento
bioquimico, sendo potencializado pela cultivar BRS Sanhacgo, culminando em reducdo dos

danos.

Palavras-chave: Comportamento Bioquimico; Fitotoxidade; Microrganismos benéficos.
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4.1 INTRODUCAO

A cultura do trigo (Triticum aestivum (L.) Thell]) por ter grande importancia no
sistema de producdo agricola do centro-sul do Brasil, devido ser uma opgao
economicamente viavel durante o periodo de inverno (Pereira et al., 2017), tem sido alvo
de pesquisas para estabelecer condicdes mais favordveis de cultivo (Maciel et al., 2017,
Mumbach et al., 2017; Santi et al., 2017).

Dentre estas condi¢des de cultivo, o aluminio exerce efeito nocivo a cultura que,
embora seja o metal mais abundante na crosta terrestre, ndo ¢ um elemento essencial para a
maioria das plantas, sendo toxico quando em excesso. Assim, a fitotoxidade do aluminio (AI**)
limita a produtividade da planta em solos acidos e esses tipos de solo cobrem aproximadamente
70% dos solos potencialmente agricultaveis no mundo (Von Uexkiill e Mutert, 1995; Zhao et
al., 2014).

Os seus efeitos fitotoxicos sao observados primeiramente nas raizes com inibi¢do do
alongamento radicular, o que ¢ causado por redugdes na divisao celular pelo comprometimento
da parede celular, membrana plasmatica, citoesqueleto e estresse oxidativo, afetando, inclusive,
o transporte e o metabolismo dos nutrientes nas plantas (Zhao e Shen, 2018).

Diante disto, a assimilacdo do nitrogénio (N), responsavel por diversas funcdes
metabdlicas na planta, pode ser afetada na presenga de concentragdes toxicas de AP* (Li et al.,
2013). Stitt et al. (2002) afirmam que os processos de absor¢do, assimilacdo e mobilizagdo de
N sdo prejudicados inviabilizando a eficiéncia de utilizagdo do sistema complexo de vias
metabdlicas, tornando as fun¢des ineficientes na presenca do aluminio tdxico.

Em contraste, no estudo realizado por Bojoérquez-Quintal et al. (2017) demonstrou que
o aluminio pode ser benéfico para algumas espécies de plantas por estimular a absorgdo de
nutrientes. Assim, entender as possiveis interagdes Al-N ¢ um desafio realizado desde a década
de 1990.

A partir disto, dentre as pesquisas, Osaki et al. (1997) demonstraram que o aluminio
estimulou a absor¢do de N por varias espécies de plantas adaptadas a solos acidos; Dinev e
Stancheva (1993), viram que os tratamentos com Al aumentaram os teores de N na parte aérea
do trigo e do centeio.

Apesar de se ter na literatura artigos destacando este tema, o conhecimento sobre a
interacdo aluminio e Bactérias Promotoras de Crescimento Vegetal (BPCV) se faz de

fundamental importancia na cultura do trigo aliados a tecnologias atuais para estabelecer
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informagdes e explicar casos em que as BPCV podem até beneficiar a cultura em estresse de
fitotoxidade por aluminio.

Portanto, visando responder a seguinte hipotese: as bactérias promotoras de crescimento
vegetal atenuam o estresse causado por aluminio fitotoxico na cultura do trigo, este estudo tem
por objetivo avaliar as varidveis bioquimicas a partir do metabolismo do nitrogénio em trés
cultivares de trigo inoculadas com Azospirillum brasilense e Pseudomonas fluorescens

submetidas a presenga de aluminio.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Delineamento experimental e tratamentos

O ensaio foi conduzido em blocos casualizados com quatro repeticdes, com duas
plantas por repeticdo. Para isto, adotou-se o esquema fatorial 3 x 4, sendo trés cultivares de
trigo com diferentes niveis de resisténcia ao Al: IAC 5 Maringa (resistente), BRS Sanhago
(intermediaria) e Anahuac 75 (sensivel), em quatro condi¢cdes de cultivo: 1. Controle; 2.
Inoculagdo com Azospirillum brasilense + aluminio; 3. Inoculacdo com Pseudomonas

fluorescens + aluminio; e 4. Sem inoculacdo + aluminio.

4.2.2 Implantagdo e conducao do experimento

O experimento foi implantado e conduzido em estufa de cultivo protegido pertencente
ao Nucleo de Estacdes Experimentais (NEE) da Universidade Estadual do Oeste do Parana -
UNIOESTE, campus de Marechal Candido Rondon, PR, com teto tipo arco, revestida com
filme de polietileno de baixa densidade (150 pm de espessura) e laterais protegidas com tela
branca de 40% de sombreamento em vasos de 10 litros preenchidos com substrato contendo
0,00 cmol. dm™ de Al (tratamento sem aluminio) (Tabela 1) e vasos preenchidos com
substrato contendo 1,29 cmol. dm™ de AI™ (tratamento com aluminio) (Tabela 2), de acordo

com a andlise quimica do solo.

Tabela 14 - Analise de solo para o substrato sem aluminio.
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pH CaCl, M.O P H+Al AP K* Ca** Mg? \% m
g dm? mg dm cmol, dm™ %
5,65 23,24 32,30 4,02 0,00 0,31 2,72 1,44 52,67 0,00

Tabela 15. Analise de solo para o substrato com aluminio.

pH CaCl, M.O P H+Al A" K* Ca?" Mg? \ m
g dm? mg dm cmol, dm™ %
4,22 21,11 1,89 10,45 1,29 0,08 1,78 0,50 18,42 10,07

Para isto, os vasos foram separados em: tratamentos sem aluminio, em que se utilizou
substrato ja corrigido e tratamentos com aluminio, no qual o solo utilizado estava sem correcao
e com a presenca de aluminio. Antes da semeadura os vasos com substratos sem presenca de
aluminio foram homogeneizados com adubo NPK (2-20-20) e 5,5 g de uréia de acordo com a
adubagdo recomendada para condugdo de ensaios em ambiente controlado em vasos (Novaes
et al., 1991).

Foram realizadas as inoculacdes das sementes de trigo com as estirpes AbV5+AbV6
de A. brasilense e com P. fluorescens - cerca de 2x10® UFC mL"', dos quais se aplicou a
propor¢ao de 2,0 mL para cada 1000 sementes. O experimento foi conduzido até o periodo de
maturagdo, em que durante sua conducdo a irrigacdo ocorreu diariamente respeitando a
capacidade de campo e foi necessario o controle de oidios, pulverizando-se bicarbonato de

sodio (Moreira, 2014).

4.2.3 Extravasamento de eletrolitos

O extravasamento de eletrolitos foi determinado de acordo com Blum e Ebercon
(1981), com modificagdes, no qual foram pesados, separadamente, 100 mg de folhas e raizes
de massa fresca (MF), seguindo-se de tripla lavagem com agua deionizada, e posterior
transferéncia do material vegetal para tubos de ensaio, nos quais foram adicionados 10 mL de
agua deionizada.

Os frascos fechados foram deixados em repouso sob temperatura ambiente (25 °C)
durante 6 horas, com agitagdo em mesa agitadora a cada 20 minutos. Apos esse periodo, com o
auxilio de um condutivimetro, foi mensurada a condutividade elétrica da solugdo determinando
a primeira leitura (L1). Em seguida, os tubos foram novamente fechados e aquecidos em
“banho-maria” a 100 °C, por 1 hora. Apos resfriamento dos tubos de ensaio a temperatura
ambiente, a condutividade elétrica do extrato foi novamente medida obtendo-se a segunda

leitura (L2), apds as leituras o célculo abaixo foi realizado:



73

VE (%) = (L1/L2) x 100

4.2.4 Analises bioquimicas

A determinagdo das analises bioquimicas foi realizada a partir de folhas e raizes
separadas e levadas a estufa de ventilagdo de ar forcada a 65 °C por 48 horas. O material seco
foi triturado em moinho até a obtencdo de um pd fino sendo devidamente armazenado até sua
utilizacdo nos ensaios. As andlises foram realizadas no Laboratério de Fisiologia Vegetal/
Estudos da Biodiversidade em Plantas Superiores, localizado no Instituto de Ciéncias Agrarias

da Universidade Federal Rural da Amazonia.

4.2.5 Analise bioquimica das amostras

4.2.5.1 Determinagao do teor de nitrato

Para a determinacdo do teor de nitrato (NO3") utilizou-se a metodologia de Cataldo et
al. (1975), na qual preparou-se em tubos de ensaio, adicionando 100 pL do extrato, a partir da
massa seca (MS) e 200 pL de solugdo de 4acido salicilico 5 % (p/v), em acido sulftrico
concentrado. Apos vigorosa agitagdo em agitador do tipo vortex, foram adicionados lentamente
4700 pL de NaOH 2N. As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro na absorbancia de

410 nm.

4.2.5.2 Determinagao do teor de amonio livre

O teor de amonio livre (NH4") foi determinado utilizando-se o método segundo
Weatherburn (1967), no qual aliquotas de 400 puL do extrato total, 2,5 mL da solugdo A (5 g de
fenol + 0,025 g de nitroprussiato de sodio/ 500 mL de 4gua destilada) e 2,5 mL da solucdo B
(2,5 g de NaOH + 12,6 mL de hipoclorito de so6dio/ 500 mL de agua destilada) foram
homogeneizadas e, apds repouso de 40 minutos, realizou-se a leitura a 625 nm. As
concentragdes de amonio livre foram estimadas a partir da curva-padrdo construida com

(NH4)2SO4 p.a (Sigma).
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4.2.5.3 Determinagao dos teores de N-aminossoluveis

O método de Yemm e Cocking (1955) foi utilizado para determinar os teor de N-
aminossoluveis, no qual foram adicionados aos tubos de ensaio 500 puL do extrato, 250 pL do
tampao citrato 0,2 M, 500 pL do KCN 0,2 mM e 100 pL de ninhidrina 5%, em seguida foram
a “banho-maria” por 20 minutos, a 100 oC e, apds este tempo, interrompida a reacdo resfriando
os tubos em banho de gelo. Apos, foram adicionados 650uL de etanol 60% para fixar a cor

desenvolvida (violeta). A leitura foi realizada em espectrofotdmetro a 570 nm.

4.2.5.4 Determinagado do teor de proteinas soliiveis totais

O teor de proteinas soluveis totais foram determinadas a partir do método descrito por
Bradford (1976). Em tubos de ensaio adicionou-se 100 mg MS e 5,0 mL do tampao de extracao
(Tris-HCI1 25 mM pH 7,6). Aliquotas de 100 pL da amostra foram homogeneizadas em 2,5 mL

do reagente de Bradford. Apds 15 minutos realizou-se as leituras a 595 nm.

4.2.5.5 Determinagdo do teor de prolina

Para determinacdo do teor de prolina, foram adicionados 1,0 mL de ninhidrina 4cida e
1,0 mL de 4cido acético glacial. Ap6s 1 hora no “banho-maria” a 100 °C, foi interrompida a
reacdo em banho de gelo adicionando-se 2,0 mL de tolueno. A leitura foi feita a 520 nm e as
30 concentragdes de prolina determinadas a partir da curva-padrdo com L-prolina p.a (Sigma)

(Bates et al., 1973).

4.2.5.6 Determinagao do teor de glicina-betaina

O teor de glicina-betaina foi determinado segundo Greive e Grattan (1983), no qual
foi adicionado 250 pL. de H2SO4 2N (dilui¢do da amostra 1:2) e 200 pL de KI-I> gelado, durante
16 horas a 0 °C. O precipitado foi lavado 2 vezes com 2 mL de H2SO4 IN gelado com
centrifugacdes por 5 minutos a 10.000 rpm em 0 °C a cada lavagem. Apos as lavagens, foi
dissolvido o precipitado em 3 mL de 1,2-dicloroetano. A leitura foi feita a 365 nm.

4.2.6 Analise estatistica



75

Os dados, apds tabulados, foram avaliados quanto a normalidade (Shapiro-Wilk) e
homoscedasticidade (Levene), e aqueles com distribuicdo normal foram submetidos a analise
de variancia (ANOVA) acompanhada por teste de Tukey (P < 0,05). As avaliagdes estatisticas
foram realizadas através do SISVAR (Ferreira, 2019).

4.3 RESULTADOS

4.3.1 Extravazamento de eletrdlitos

Houve efeito significativo do extravasamento de eletrolitos somente para as condi¢des
de cultivo, em que na condi¢do que havia apenas a presenca de aluminio observou-se um
aumento de 48% na folha e 51% na raiz em relagao ao A4. brasilense ¢ 64% na folha e 45% na
raiz em relacdo a P. fluorescens (Tabela 16). Para tais efeitos, as duas bactérias ndo diferiram
estatisticamente entre si € nem em comparacdo ao controle e as cultivares ndo apresentaram

efeitos significativos de acordo com a andlise de variancia.

Tabela 16 - Extrazamento de eletrélitos em folha e raiz de cultivares de trigo inoculadas com
bactérias promotoras de crescimento vegetal e cultivadas em solo com presenga de

aluminio.
Folha Raiz
Condigao de cultivo
%
Controle 17,29+ 1,57b 40,40+ 5,66 b
Azospirillum brasilense + Aluminio  22,31+2,71b 36,61 £593b
Aluminio sem BPCV 42,75+4,74a 72,38+4,42 a

Pseudomonas fluorescens + Aluminio 15,76 +2,04b 40,23 £3,73 b

Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. Valores descritos
correspondem a médias de quatro repeti¢des e desvio padrao.

Dessa forma, com a presenca das BPCV em solo com aluminio, pode-se observar
efeitos mitigadores, reduzindo o extravasamento de componentes citoplasmaticos pela
membrana celular. Em contraste, efeitos negativos do aluminio principalmente na raiz, érgao

mais afetado por este metal.

4.3.2 Efeito do Al e da inoculagdo de BPCV nos teores de nitrato ¢ amonio livre
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Nao foi observado diferenga significativa para as condi¢cdes de cultivo em estudo,
porém os resultados entre as cultivares apresentaram diferenca significativa quando avaliados
os teores de nitrato e amodnio livre para as folhas das cultivares, em que a cultivar Anahuac 75
diferiu significativamente da cultivar IAC 5 Maringa apresentando média de 0,104 pmol de
NO73 g!' MS para a variavel nitrato, enquanto para o amoénio livre, a cultivar BRS Sanhago
diferiu significativamente da Anahuac 75, com média de 25,14 mmol NH's kg™ MS (Tabela
17).

Tabela 17 - Teores de Nitrato e Amdnio livre em folhas de cultivares de trigo inoculadas com
bactérias promotoras de crescimento vegetal e cultivadas em solo com presenca de
aluminio.

Nitrato Amonio livre
pmol de NO; g' MS mmol NH's kg!' MS
IAC 5 Maringd 0,084+ 0,009 b 20,66 £ 1,47 ab
BRS Sanhago 0,104+ 0,011 ab 25,14+ 1,47 a
Anahuac 75 0,121 £0,008 a 17,93+ 1,440

Cultivares

Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. Valores descritos
correspondem a médias de quatro repeticdes e desvio padrao

4.3.3 N-aminossoluveis e proteinas soliiveis totais

Embora as cultivares estudas sejam resistentes, intermedidria e sensivel ao aluminio,
os resultados ndo mostraram diferenga estatistica para os teores de N-aminossoliveis, somente
apresentando diferenca estatistica para os tratamentos em relagao a variavel proteinas soluveis
totais na folha.

Para tanto, ao se observar a condi¢dao de cultivo com inoculacdo com P. fluorescens
nota-se diferenca significativa em comparag@o as demais, com aumento de 19% em relagdo ao
tratamento somente com aluminio. Ainda que tenham ocorrido aumentos para o tratamento com
A. brasilense, estes foram menos expressivos (3,38 mg proteina g' MS), demonstrando que o
metabolismo bioquimico das cultivares inoculadas com as BPCV distinguiram-se quanto ao

acumulo ou sintese de proteinas (Tabela 18).

Tabela 18 - Teores de proteinas soluveis totais em folhas de cultivares de trigo inoculadas com

bactérias promotoras de crescimento vegetal e cultivadas em solo com presenca de aluminio.
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Folha
Condigao de cultivo

mg proteina g'! MS

Controle 3,88+0,27b
Azospirillum brasilense + Aluminio 3,41+0,32b
Aluminio sem BPCV 3,38+0,22b

Pseudomonas fluorescens + Aluminio 4,17+0,32a

Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. Valores descritos
correspondem a médias de quatro repeti¢des e desvio padrao.

4.3.4 Efeito da inoculacdo com BPCV e da presenca de Al nos osmolitos compativeis

Para a variavel glicina-betaina os resultados demonstraram redugdo significativa de
34% nas folhas e 29% nas raizes ao comparar-se a condi¢cdo de cultivo somente com aluminio
aquela inoculada com P. fluorescens e de 23% nas folhas e 27% nas raizes em relagdo a
condi¢do com o metal com a BPCV A. brasilense (Figura 7). Desse modo, considera-se que as
duas bactérias proporcionaram atenuacdo dos efeitos deletérios do aluminio, ndo sendo

observado diferenca significativa entre as cultivares estudadas.

25 7

20

Glicina-betaina raiz (mmol kg'1 MS)

Controle Azo. + Al Al sem BPCV Pseu.+ Al Controle Azo. + Al Alsem BPCV Pseu.+ Al

Figura 7 - Glicina-betaina em folhas (A) e raizes (B) de cultivares de trigo inoculadas com
bactérias promotoras de crescimento vegetal e cultivadas em solo com presenga de aluminio.

Sob os efeitos somente do aluminio foi observado decréscimos significativos no

conteudo de prolina livre nas raizes das cultivares estudadas, apresentando média de 1,96 pmol
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Prolina g' MS, sendo 29% e 51% menor em comparacio a condi¢do de cultivo com inoculagio

de A. brasilense e P. fluorescens, respectivamente (Tabela 20).

Tabela 20 - Prolina livre em raizes de cultivares de trigo inoculadas com bactérias promotoras
de crescimento vegetal e cultivadas em solo com presenca de aluminio.

) Prolina livre
Condig¢ao de cultivo

pmol Prolina g! MS

Controle 2,23 +0,23 be
Azospirillum brasilense + Aluminio 2,78+ 0,31b
Aluminio sem BPCV 1,96+ 0,16 ¢
Pseudomonas fluorescens + Aluminio 401+0,47a

Me¢dias seguidas pela mesma letra maidscula nas colunas e mintiscula
nas linhas, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Valores descritos correspondem a médias de quatro
repeti¢oes e desvio padrao.

Interacdo significativa entre as condigdes de cultivo e as cultivares foi verificada para
as concentracdes de prolina livre nas folhas, em que a cultivar BRS Sanhago apresentou médias
superiores as demais cultivares para todos as condi¢cdes de cultivo. Apesar disto, os resultados
apontam que quando as cultivares foram inoculadas com as bactérias promotoras de
crescimento vegetal, houve um aumento significativo de prolina livre nas folhas em
comparacdo a condi¢do de cultivo apenas com aluminio (Tabela 21).

Quando as cultivares foram submetidas a condicdo com presenca apenas de aluminio,
diferiram estatisticamente das demais condi¢des de cultivo, em conjunto, a cultivar BRS
Sanhaco obteve melhor média nessa condigdo (Tabela 21). Ao se observar as bactérias
promotoras de crescimento vegetal, a inoculagdo com a P. fluorescens nao demonstrou
diferenca significativa entre as cultivares, porém para a inoculagdo com A. brasilense, as

cultivares BRS Sanhaco e IAC 5 Maringa obtiveram as melhores médias.

Tabela 21 - Prolina livre em folhas de cultivares de trigo inoculadas com bactérias promotoras
de crescimento vegetal e cultivadas em solo com presenca de aluminio.

Condig¢des de cultivo

Cultivares Controle Azo.+ Al Al sem BPCV Pseu. + Al

Prolina livre (umol Prolina g'! MS)
IAC 5 Maringa 5,09+ 0,68 Bb 10,96 +2,52 Aa 4,19+0,67Bb 7,53+ 1,17 Aa
BRS Sanhago 10,69 +3,29 Aa 11,53 +£2,63 Aa 6,88+ 1,22 Ab 10,13 +3,09 Aa
Anahuac 75 4,54+0,57Ba  6,16+2,08Ba 3,86+0,39Bb 6,21+1,32 Aa
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Meédias seguidas pela mesma letra maiuscula nas colunas e mintiscula nas linhas, ndo diferem
entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Valores descritos correspondem a médias
de quatro repeti¢oes e desvio padrao.

4.4 DISCUSSAO

4.4.1 Extravazamento de eletrolitos

A membrana plasmatica ¢ muito afetada pela agdo do aluminio trivalente, em que este
metal interage com lipideos e proteinas da membrana modificando a estrutura molecular,
aumentando a densidade de empacotamento dos lipidios e, consequentemente, aumentando a
sua permeabilidade (Krtkova et al., 2012). Dessa forma, o vazamento de eletrolitos observado
neste estudo na condi¢do de cultivo com aluminio, indica a passagem de ndo-eletrolitos e de
permeadores tanto nas raizes quanto nas folhas das cultivares estudas (Tabela 3).

Importante inferir que cerca de 75% do aluminio adsorvido a parede celular esté ligado
a fracdo hemicelulose, assim, ha ligacdo deste metal a componentes da parede celular, que altera
a sua capacidade de troca catidnica (Yang et al., 2011), ou seja, ao se ligar a moléculas de
pectina, em uma ligagdo mais forte e rapida do que o calcio (Ca*"), podem influenciar a
passagem de ions tanto para o interior quanto para o exterior das células da planta.

Ainda que as cultivares ndo demonstraram diferenga significativa entre si foi
observado que a inoculagdo com A. brasilense e P. fluorescens atenuaram os efeitos deletérios
do aluminio sobre o vazamento de eletrdlitos, em que na condi¢do de cultivo com inocula¢ao
houve diferenca significativa em relacdo aquela somente com aluminio, isso se deve ao fato das
bactérias modificarem as reagdes quimicas e bioquimicas, no interior da planta ou na
rizosfera, melhorando os parametros fotossintéticos, a condutancia estomatica e a elasticidade

da parede celular (Zuffo, 2016; Kaushal e Wani, 2016).

4.4.2 Efeito do Al e da inoculagao de BPCV nos teores de nitrato € amonio livre

A nitrificacdo e altos niveis de aluminio caracterizam os solos acidos e como as duas
principais fontes de N inorganico disponiveis para o crescimento das plantas sdo NHs" € NO3
(Che et al., 2015), estudos tém mostrado que as plantas de trigo preferem NO3”ao NH4" (Dinev

e Stancheva, 1993; Famoso et al., 2010), porém embora esses efeitos da nitrificagdo no pH do
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solo e na solubilidade do Al sejam conhecidos, menos se sabe sobre os efeitos do Al nas
transformagdes do N do solo, como nitrificacdo e amonificagao.

Contudo ¢ possivel observar que ha uma complexa interacdo entre Al e N no sistema
solo-planta, em que a toxicidade do Al inibe a absor¢ao de NO3™ pelas raizes das plantas porque
o Al se liga ao transportador de NO3™ e estimula o seu efluxo (Justino et al., 2006) e em alguns
casos, o Al pode estimular a absor¢do de NO3, devido, provavelmente, a um aumento na carga
elétrica positiva na superficie da raiz, em que aumenta o co-transporte H" - NO3™ e diminui o
efluxo de NO3™ (Zhao e Shen, 2018).

Assim, os efeitos fisiologicos sdo indiretamente afetados por muitos fatores e ndo sdo
especificos, demonstrando diferenga significativa para as cultivares, em que para a variavel
nitrato a cultivar Anahuac 75 teve melhor performance, enquanto que para a variavel amonio
livre a cultivar BRS Sanhago obteve as melhores médias. Indicando que as diferencas na
absor¢do de NH4" e NOs™ entre as cultivares de trigo foram sugeridas como sendo o resultado
e ndo a causa das diferengas na tolerancia ao aluminio (Ikeda e Yamanishi, 1999).

Assim, mesmo que as bactérias promotoras de crescimento vegetal tenham aumentado
os teores de nitrato e amonio, isso ndo foi significativo devido as interagdes Al-N, inferindo
que os mecanismos exatos subjacentes estdo descritos a nivel molecular. Ainda, este estudo
corroborou com as afirmacdes feitas pelo Zhao e Shen (2018), em que apesar das diversas
interacdes entre Al e N observou-se que as cultivares resistentes ao Al geralmente preferem
NH4 ¥, enquanto as sensiveis ao Al preferem NO3™(Tabela 4).

E importante salientar que a absor¢do de NH4" pelas raizes das plantas pode tornar o
meio de crescimento da planta acidificado, em contraste, pode haver a alcalinizagdo deste meio
de crescimento com a absor¢do de NOs pelas raizes das plantas (Taylor e Foy, 1985). Para
tanto, como a toxidade do Al ocorre em solos acidos, pode-se entender que a utilizagdo
preferencial de NO3 em relagdo ao NHs " pode aumentar o pH do meio de crescimento inferindo

atenuagao dos efeitos deletérios do aluminio (Justino et al., 2006).

4.4.3 N-aminossoluveis e proteinas soliiveis totais

Neste estudo, a inoculagdo com a bactéria P. fluorescens foi significativamente diferente
das demais (Tabela 5), o que pode estar relacionado as interagdes ocorridas entre AI-N nos
niveis transcricionais, que codificam enzimas envolvidas no metabolismo (He et al. 2014). A

glutamina sintetase (GS) ¢ uma enzima precursora na formacdo dos aminoacidos em plantas
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superiores (Sarangthem et al. 2017), assim, as respostas deste estudo correlacionam-se com as
vias de assimilagdo das fontes de N e suas interagdes com o aluminio.

Por conseguinte, a P. fluorescens demonstrou aumento do teor de proteinas soluveis
totais nas folhas das cultivares estudas quando submetidas a presenca de aluminio, indicando
efeitos diretos e/ ou indiretos na relagdo causa-efeito de biossintese proteica ou de protedlise

(Kovacik et al., 2010).

4.4.4 Efeito da inoculacdo com BPCV e da presenca de Al nos osmdlitos compativeis

Em situacdes de estresse, o teor de prolina tende a acumular em células vegetais para
ser usada como energia apds o fim do estresse, com a redistribui¢do de nitrogénio e carbono e
para a recuperagao de atividades fisiologicas na planta (Hemaprabha et al., 2013). No entanto,
neste estudo encontrou-se menores médias na condi¢ao de cultivo em que as cultivares foram
submetidas apenas a presenca do aluminio (Tabela 7).

Mas de forma essencial, as BPCV agiram atenuando os efeitos negativos do aluminio,
porém a BPCV P. fluorescens obteve melhor resultado na concentrag@o de prolina nas folhas e
raizes das cultivares em estudo. Isso se deve a indugdo de resisténcia a estresses, possibilitando
acimulo de prolina em células vegetais (Hemaprabha et al., 2013). Importante entender que a
prolina atua como osmorregulador (Cia et al., 2012), assim tanto o 4. brasilense como a P.
fluorescens promoveram efeitos na biossintese e no seu acumulo no vacuolo ou citosol a fim
de manter as fungdes celulares das cultivares (Kavikishor et al., 2005).

A glicina-betaina também aumentou sua concentra¢do quando as cultivares foram
inoculadas com as BPCV, mas obteve resultados mais satisfatorios na condigao de cultivo com
inoculagdo da P. fluorescens (Figura 1), isso possibilitou a ativagdo de mecanismo de defesa e
protecdo do metabolismo vegetal (Carlin e Santos, 2009).

Ainda que esta varidvel atue no potencial hidrico das células isso indiretamente
relaciona-se com o estresse causado pelo aluminio, no qual pode também afetar a estabilidade
osmotica das células. Portanto, as bactérias promotoras de crescimento vegetal podem levar a
producdo de substancias osmoprotetoras pela planta e assim atuar de forma sinérgica, além de

induzir ou ser mediadoras de tolerancia a estresses abioticos (Dimkpa et al., 2009).
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4.5 CONCLUSAO

A bactéria promotora de crescimento vegetal Pseudomonas fluorescens proporciona
atenuacao dos estresses causados pela presencga de aluminio fitotéxico reduzindo as perdas no
metabolismo do nitrogénio e contribuindo para o aumento de osmolitos compativeis, sendo a

BRS Sanhaco a cultivar que apresentou resultados que culminaram em reducdo dos danos.
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5 CONSIDERACOES GERAIS

O aluminio fitotoxico presente em solos acidos gera um efeito em cascata prejudicando
desde a raiz até a parte aérea nas cultivares de trigo. Porém, alteragdes positivas sdo encontradas
quando hd inoculacdo de bactérias promotoras de crescimento vegetal promovendo incrementos
a niveis bioquimicos, biométricos, fotossintéticos e na produgao.

Em momentos de estresse por aluminio, a cultivar BRS Sanhaco, considerada
intermedidria quanto ao nivel de resisténcia a este metal, se faz promissora para manter o
desenvolvimento que, aliada a inoculagdo com Pseudomonas fluorescens, favorece o
desempenho em ambientes mais desfavoraveis a cultura, em que a maior exploracdo radicular
do solo, estimulacdo do comportamento bioquimico e fotossintese sdo fatores primordiais para
o equilibrio da cultura em campo.

Assim, os resultados obtidos nesta pesquisa ndo sO ressaltam o papel de
microrganismos benéficos como também contribui para os avangos em pesquisas na busca de
alternativas mais sustentaveis para a redu¢do de perdas em produtividade na cultura do trigo

em solos acidos com presenga de aluminio fitotdxico.



