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RESUMO

A cultura do trigo e as bactérias Azospirillum brasilense e Herbaspirillum seropedicae tem
sido alvo de pesquisas. No entanto, necessita-se de mais pesquisas envolvendo o trigo sob
condicdo de associacdo com estas bactérias e conjugados ao déficit hidrico em relacdo aos
parametros fisiologicos e produtivos. Os objetivos deste trabalho foi avaliar a associacéo de
bactérias Herbaspirillum seropediceae SmR1 e Azospirillum brasilense Ab-V5, inoculadas
em duas cultivares de trigo (CD 120 e Frontana) e se esta associacao é eficiente para conferir
tolerdncia ao décit hidrico. Oito condigdes combinando inoculagcdo com a(s) bactéria(s) Hs e
Az, com e sem adicao de nitrogénio (N) foram propostos. O delineamento experimental foi o
de blocos ao acaso em esquema fatorial 2 x 8 x 3. Os resultados foram submetidos a anélise
de variancia — ANOVA e as médias comparadas pelo teste de Tukey 5% de probabilidade
pelo programa GENES. Os déficits foram aplicados no florescimento e as coletas foram
realizadas no inicio do espigamento, estadio fenologico Zadock 45. As coletas foram
realizadas aos O dias, 8 dias para a condi¢do de déficit severo e 16 dias para deficit parcial.
Foi quantificado o Teor Relativo de Agua (TRA), indice de Estabilidade de Membrana (IEM),
teores de nitrogénio total (NT) nas folhas, anatomia radicular e pardmetros produtivos
(biomassa fresca e seca, nimero de perfilhos, nimero de espiga/planta, massa de graos /planta
e massa de 1000 grdos). A condicdo de déficit parcial ndo foi percebida nas diferentes
condicdes de inoculacdo e/ou fertilizacdo aplicadas, demonstrando que estas cultivares sdo
parcialmente adaptadas a uma restri¢do hidrica progressiva. As condi¢des contendo bactérias
(Hs) e (Az e Hs), (Az e N) apresentaram TRA similares as plantas do controle irrigado,
mostrando que conseguiram manter o turgor celular por apresentarem IEM altos (90%).
Analises moleculares puderam comprovar a presenca das bactérias nas plantas inoculadas,
mas, ndo foram observadas diferencas na anatomia radicular induzidas pela presenca das
bactérias. Plantas da cv CD 120 em geral apresentaram maiores teores de NT nas folhas
quando submetidas ao déficit severo e na cv Frontana houve um decréscimo nestes teores. Em
relacdo aos parametros produtivos, plantas da cv CD 120 inoculadas com H. seropedicae
apresentaram 52% de aumento em sua biomassa fresca comparada ao controle irrigado, porém
em déficit severo este incremento foi de 3%. A presenca de A. brasilense promoveu uma
reducdo de 31 % na biomassa fresca quando comparada ao controle, porém em déficit severo
promoveu um acréscimo de 11% na massa fresca. A associacdo entre H. seropedicae, A.
brasilense e nitrogénio proporcionou um acréscimo na biomassa 2% (irrigado) e 101% déficit
severo. Para a cv Frontana os valores foram de 0,6%; -12%; -21%; 28%; -18% e -8% nas
mesmas condicdes. As mesmas tendéncias foram observadas para massa seca. Em relacéo
aos teores de NT das folhas, observa-se que a cv CD 120 demonstrou niveis aumentados em
presenca de uma restri¢do hidrica e a cv Frontana, apresentou a diminuicao destes valores em
todas as condi¢bes. A variavel nimero de perfilhos ndo apresentou diferencas entre
condigdes, cultivar ou condicdo hidrica aplicada. Plantas da cv CD 120 inoculadas com H.
seropedicae apresentaram 46% mais espigas/planta comparada ao controle irrigado, e 40% no
déficit severo. Na cv Frontana ndo foram observadas diferencas. Ao compararmos 0s dados
obtidos para massa de gréos por plantas entre condi¢fes aplicadas (irrigada x déficit severo),
os valores obtidos foram proporcionalmente menores na condicdo de déficit, em virtude da
menor massa seca, mas as plantas foram capazes de manter os valores de massa de 1000 gréos
similares ao controle irrigado em ambas as cultivares.

Palavras-chaves: Produtividade, restri¢do hidrica, interacdo planta-bactéria.



ABSTRACT

EFFECT OF WATER STRESS IN TWO VARIETIES OF WHEAT (Triticum aestivum
L.) IN ASSOCIATION WITH BACTERIA GROWTH PROMOTING THE
VEGETABLE

The wheat crop and bacteria Azospirillum brasilense and Herbaspirillum seropedicae has been
the subject of research. However, it requires more research involving wheat under the
condition of association with these bacteria and conjugated to water deficit in relation to
physiological parameters and productive. The objectives of this study was to evaluate the
association of Herbaspirillum seropediceae SMR1 and Azospirillum brasilense Ab-V5,
inoculated in two wheat cultivars (CD 120 and Frontana) and whether this association is
effective to confer tolerance to Decit water. Eight conditions combining the inoculation (s)
bacterium (s) and Hs Az with and without addition of nitrogen (N) have been proposed. The
experimental design was a randomized block design in a factorial 2 x 8 x 3. The results were
subjected to analysis of variance - ANOVA and means were compared by Tukey test at 5%
probability GENES program. Deficits were applied at flowering and samples were collected
at the beginning of the heading stage, growth stage Zadock 45. Samples were collected at 0
days, 8 days for severe deficit condition and 16 days for partial deficit. Were quantified using
the Relative Water Content (TRA), Membrane Stability Index (AEI), total nitrogen (TN) in
the leaves, root anatomy and productive parameters (fresh and dry biomass, tiller number, ear
number / plant , grain yield / plant and weight of 1000 grains). The partial deficit condition
was not perceived in different conditions of inoculation and / or fertilization applied,
demonstrating that these cultivars are partially adapted to a water restriction progressive.
Conditions containing bacteria (Hs) and (Az and Hs), (Az and N) had TRA similar to plants
irrigated control, showing that managed to maintain cell turgor by presenting IEM high
(90%). Molecular analysis could confirm the presence of bacteria in inoculated plants, but no
differences were observed in root anatomy induced by the presence of bacteria. Plants of cv
CD 120 generally showed higher levels of NT in the leaves when subjected to severe deficit
and cv Frontana there was a decrease in these levels. In relation to production parameters,
plants inoculated with 120 hp CD H. seropedicae showed 52% increase in their fresh biomass
compared to the control irrigated, but in severe deficit this increase was 3%. The presence of
A. brasilense promoted a 31% reduction in fresh weight compared to the control, but in severe
deficit in an improvement of 11% in fresh weight. The association between H. seropedicae, A.
brasilense and nitrogen provided a 2% increase in biomass (irrigated) and 101% severe
deficit. For hp Frontana values were 0.6%, -12%, -21%, 28%, -18% and -8% in the same
conditions. The same trends were observed for dry matter. Regarding NT contents of the
leaves, it is noted that the CD 120 hp showed increased levels in the presence of a fluid
restriction and cv Frontana, these values had decreased in all conditions. The variable number
of tillers did not differ between conditions, cultivate or water condition applied. Plants
inoculated with 120 hp CD H. seropedicae had 46% more spikes / plant compared to the
control irrigated, and 40% in severe deficit. In cv Frontana no differences were observed.
Comparing the data obtained for grain yield per plant between conditions applied (severe
deficit irrigated x), the values were proportionally lower in deficit condition, due to less dry,
but the plants were capable of maintaining mass values 1000 irrigated grain similar to control
in both cultivars.

Keywords: Productivity, hidric restriction, plant-bacteria interaction.
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1 INTRODUCAO

O trigo (Triticum aestivum L.) é um dos principais alimentos que compde a dieta
humana, sendo que dois tercos da populagdo mundial tem o trigo e seus derivados como base
da dieta alimentar diaria (JONES, 2005). A producdo nacional de trigo na safra 2012/13 foi
cerca de 5.005.400 toneladas. Esta producao foi menor que na safra 2011/12 que foi em torno
de 5.788.600 toneladas (CONAB, 2012).

No Parana os avangos de novas tecnologias para as cultivares de trigo possibilitou a
obtencéo de cultivares adaptadas com produtividade superior as obtidas nas demais regides do
Sul do pais (TAVARES et al., 2011). Mesmo com 0s avancos em cultivares mais tolerantes
ao déficit hidrico, o controle da agua esta disponivel para o trigo e é de fundamental
importancia durante seu ciclo. De acordo com Brunetta et al. (2006), a cultura do trigo requer,
além de elevados indices pluviométricos, uma boa distribuicdo durante todo o ciclo para
alcancar produtividade em torno de 3,5 toneladas ha™.

Inimeras sdo as respostas metabodlicas que protegem a planta contra a perda de agua
imediata. Dentre elas, o rapido fechamento dos estdbmatos reduzindo a transpiracdo, o
aprofundamento de raizes, o ajuste osmotico celular, reducdo da atividade fotossintética, bem
como crescimento, producdo e adaptacdo das plantas (TURNER e BAGG, 1981; BOYER,
1976; KAISER, 1987; CHAVES, 1991; REDDY, 2004; BECK et al., 2007). O aumento na
produtividade e no conteludo proteico esta relacionado com o aumento na absorcdo de
nitrogénio inorganico (DIAZ-ZORITA e FERNANDEZ-CANIGIA, 2008). Isso leva a um
maior consumo de fertilizantes nitrogenados, pois depois da agua, o0 nitrogénio € o nutriente
que mais limita a produtividade desta cultura (DONATO e ANDRADE, 2004). Para diminuir
0 uso destes fertilizantes quimicos, a alternativa é explorar e melhorar a capacidade de
gramineas, como o trigo, para obter nitrogénio através da fixacdo bioldgica de nitrogénio
(FBN) gasoso (N,) (SAUBIDET et al., 2002; INIGUIZ et al., 2004).

A utilizacdo de bactérias promotoras do crescimento vegetal (BPCV) colonizam a
rizosfera de muitas espécies vegetais e ainda algumas colonizam os espacos intercelulares e
conferem beneficios a elas, tais como um incremento no crescimento vegetal pela producao
de fitohormonios, maior disponibilizacdo de macro e micronutrientes e reducdo na
susceptibilidade a doencas causadas por muitos patdégenos (YANG et al., 2009; BABALOLA,
2010).

Herbaspirillum seropedicae e Azospirillum brasilense sdo fixadoras de nitrogénio,

capazes de colonizar o trigo e outras ndo leguminosas, cuja eficiéncia para transferir
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nitrogénio fixado para as plantas ja foi descritos em arroz, milho e cana-de-agucar (BASHAN
et al., 1996; BALDANI et al., 1997; BALDANI e BALDANI, 2005; BHATTACHARIJEE et
al., 2008).

Diversos autores relatam que o genotipo da planta é um fator chave para a obtengédo
dos beneficios propiciados por BPCV (REIS et al., 2000; LOREDO-OSTI et al., 2004;
WICHERN et al., 2008). Isto ocorre porque no interior da planta, as bactérias endofiticas
estdo protegidas de outros micro-organismos, além de terem maior acesso aos nutrientes
disponibilizados pelas plantas (BALDANI e BALDANI, 2005; SALA et al., 2007).

Quando as BPCV séo introduzidas no campo, por inoculagdo, a multiplicacéo e seu
estabelecimento na rizosfera sdo fatores importantes para a obtencdo dos beneficios
propiciados por elas na associacdo com gramineas, uma vez que precisam competir com
outros micro-organismos no solo (BALDANI et al., 1986).

Um dos grandes empecilhos ao uso das rizobactérias como bioinoculantes ¢ a falta de
dados para a real comprovacéo dos efeitos aditivos destas bactérias em parametros produtivos
e em condicdes a campo. Na literatura, diversos trabalhos relatando o desempenho da
associacdo Azospirilum brasilense e cereais podem ser encontrados (RADWAN et al., 2004;
ALAMRI e MOSTAFA, 2009; ARZANESH et al., 2011; KASIM et al., 2013; SALAMONE
etal., 2012; VARGAS et al., 2012).

Tanto as bactérias (A. brasilense e H. seropedicae) e a cultura do trigo tem sido alvo
de pesquisas. No entanto, a analise do trigo sob condicdo de associacdo com estas bactérias e
conjugados ao déficit hidrico em relacdo aos parametros fisiologicos e produtivos ainda nédo
foram avaliados. Diante disso, os objetivos deste trabalho foi avaliar a associacdo de bactérias
Herbaspirillum seropediceae SmR1 e Azospirillum brasilense Ab-V5, inoculadas em duas
cultivares de trigo (CD 120 e Frontana) e se esta associacdo € eficiente para conferir

tolerancia ao décit hidrico.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A Cultura do Trigo

O trigo (Triticum aestivum L.) é uma planta originaria de clima frio, ciclo anual,
cultivada durante o inverno e a primavera, cujo grdo é destinado a alimentacdo humana, e
guando ndo atinge a qualidade exigida, € destinado a racdo animal (EMBRAPA, 2012). Os
maiores produtores de trigo no mundo s&o a Unido Europeia, a China, a India e a RUssia. Ja o
Brasil ocupa o 13° lugar no ranking mundial na produgéo de trigo (ODEPA, 2012). No Brasil,
a area de trigo cultivada na safra 2012 foi de 1,88 milhdes de hectares, menor que a safra
2011 que atingiu 2,16 milhGes de hectares. Esta reducdo da area cultivada ocorreu devido as
intempéries climaticas, causando sérios prejuizos a cultura (CONAB, 2012).

O consumo interno brasileiro é de 10,4 milhdes de toneladas, sendo que a producéo
nacional atinge cerca de 5 milhdes de toneladas, 0 que deixa o pais a mercé dos paises
produtores para o suprimento deste déficit na producdo (CONAB, 2012), tornando o pais 0 5°
maior importador de trigo (ODEPA, 2012).

No Brasil, o trigo é cultivado nas regides Sul (PR, SC e RS), Sudeste (MG e SP) e
Centro-oeste (MS, GO e DF), sendo que 90% da producéo de trigo é oriunda da regido Sul do
Brasil (EMBRAPA/CNPT, 2012).

Botanicamente, o trigo € uma angiosperma da classe das Liliopsidas, pertencente a
ordem Poales, familia Poaceae e ao género Triticum. E uma espécie autdgama, com flores
perfeitas, que, em condi¢des normais de cultivo, apresentam baixa frequéncia de polinizacéo
cruzada (NCBI Taxonomy, 2012). Este género é constituido de um grande niumero de
espécies, das quais se encontram em estado silvestre, enquanto outras somente sao conhecidas
em estado de cultivo (CURTIS et al., 2002). As espécies podem ser divididas em trés grupos
dependendo do nimero de cromossomos: as diploides que possuem 14 cromossomos, as
tetraploides com 28 cromossomos e as hexapldides com 42 cromossomos (BRAMMER et al.,
2001).

As espécies dipldides sdo quase todas silvestres, tais como T. urartu Tum; T.
boeoticum Boiss; T. monococcum L. e T. sinskajae A Filat & Kurk. A partir de um
cruzamento natural entre uma espécie diploide de trigo (T. monococcum) e uma graminea
silvestre, também dipldide, Aegilops speltoides, originou-se um produto dipl6ide que, apds
sofrer uma duplicacdo cromossémica natural, deu origem ao T. turgidum L. e outras espécies
tetraploides: T. dicoccoides (Korn.) Schweinf.,, T. dicoccum (Schavank) Schubl., T.

karamyschevii  Nevski, T. jakubzineuUdacz & Schachm; T. polonicum L., T.
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ispahanicumHeslot; T. durum Desf; T. aesthiopicum Jakubz; T. turanicum Jakubz; T.
araraticum Jakubz e T. timopheevi (Zhuk.) Zhuk. (SOBRINHO e SOUZA, 1983; CURTIS et
al., 2002).

As espécies hexaploides, desconhecidas como formas silvestres e apresentadas
unicamente como plantas agricolas cultivadas, surgiram do cruzamento natural entre uma
espécie tetrapldide de trigo (T. turgidum Jakubz) e uma graminea silvestre do género
Aegilops, provavelmente a forma anual dipldide Aegilops squarrosa, cujo produto apés sofrer
uma duplicacdo cromossdmica natural deu origem as formas hexapléides: T. zhukovski Men.
& Er; T. spelta L; T. macha Dek. & Men; T. sphaerococcum Pesc; T. compactum Host; T.
aestivumL; T. vavilovi (Tum.) Jakubz; T. petropavlovskyi Udacz. & Migusch e T. kilarae
Dorof. e Migusch, sendo esta Ultima resultante do cruzamento natural entre as espécies
diploide de trigo T. timopheevi (Zhuk) e a graminea Aegilops squarrosa L. (SOBRINHO e
SOUZA, 1983).

Atualmente a espécie Triticum aestivum L. é a mais estudada mundialmente do ponto
de vista cientifico, tecnoldgico e econémico. No Brasil, diversos sdo 0s pesquisadores que se
dedicam ao estudo das peculiaridades do sistema genético desta espécie (MOOLHUIJZEN et
al., 2007; PAUX et al., 2008) no melhoramento genético, dedicando-se principalmente ao
aumento na producéo, qualidade da panificacdo, respostas ao uso de fertilizantes, tolerancia a
estresses abioticos entre outras caracteristicas (SCHIMIDT et al., 2009; KHODARAHMI et
al., 2010).

No Brasil, a espécie predominantemente cultivada é a T. aestivum L., mas o trigo duro
(T. durum) também é cultivado, em menor escala, em alguns Estados do Brasil, como Rio
Grande do Sul e Santa Catarina (EMBRAPA, 2004).

2.2 Impactos Econdmicos dos Estresses Abioticos Sobre a Cultura do Trigo

O Brasil, apesar da sua vasta extensdo territorial, aparece timidamente com 0,5% da
producdo mundial de trigo, o que equivale a uma producdo de 5,9 milhdes de toneladas, que
movimentam no pais cerca de US$ 60 milhdes. Os Estados do Rio Grande do Sul e Parana
obtém 92,3% da area cultivada e 91,1% da producdo (CONAB, 2012).

A baixa producdo do trigo, no Brasil, se deve a diversos fatores como medidas
politicas-econdmicas que desestimulam a producdo nacional, precos minimos ndo vantajosos
para o produtor; custos mais elevados de producédo vistos as condi¢gfes climéticas propicias

para 0 aparecimento de doengas e a necessidade de maior nimero de tratos culturais;
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condicBes climéticas ndo apropriadas, como o surgimento de veranicos nas fases de plantio e
espigamento e de geadas na fase de emborrachamento e florescimento, desmotivando o
triticultor (CONAB, 2012).

Estudos econdmicos dos danos causados pelos estresses abidticos sdo escassos na
literatura, em virtude da sazonalidade com que ocorrem e ao fato de ocorrerem associados,
como exemplo: a seca, a infestacdo de pragas, doencas, geadas, e alagamentos, o que dificulta
a real contabilizacdo do dano econémico associado aquele fator estressante especifico. O
Ministério do Planejamento, Orcamento e Gestdo do Governo Federal cita, em 71% dos
casos, a ocorréncia de secas como o principal evento de perdas em culturas (GOPFERT et al.,
1993).

No Parana, estimativas apontaram que as perdas ocorridas por estresses abioticos
para a cultura do trigo no ano 2000 foram de 64,5%, no ano 2001 de 5,1%, no ano 2002 foi de
32% (CONAB, 2008) e 16% na safra 2008/2009, devido as estiagens que aconteceram no
inicio do ciclo do trigo (IBGE, 2009).

2.3 Fisiologia do Estresse

O termo estresse € mais frequentemente usado subjetivamente e com varios
significados. A definicdo fisioldgica e o termo apropriado para o estresse sdo referenciados
como respostas a situacOes fisiologicas diferentes (CHAVES et al., 2003; CHAVES et al.,
2002; HU et al., 2006). Estes sdo, geralmente, definidos como fatores externos que exercem
uma influéncia desvantajosa na planta. Na maioria dos casos, o estresse é avaliado em relacéo
a sobrevivéncia da planta, crescimento (biomassa) ou aos processos primarios de assimilacédo

(absorgéo de CO, e minerais) que estao relacionados com o desenvolvimento completo (TAIZ

e ZEIGER, 2010).

As tensbes ambientais provocam uma grande variedade de respostas nas plantas, que
vao desde a alteracdo na expressdo genetica até as alteracbes metabolicas na taxa de
crescimento e produtividade da planta (HSIAO, 1973). A produgdo e produtividade de varias
culturas continuam a ser adversamente afetadas devido a varios estresses bioticos e abidticos.
Os danos causados por essas tensdes sdo responsaveis pelas enormes perdas econémicas em
todo o mundo (RAI et al., 2011).

O principal problema na agricultura é o estresse hidrico, pois a planta ndo tem a
capacidade de suportar o estresse, que envolve sutis alteracBes na estrutura bioquimica

celular. Esta parece ser o resultado da acumulacdo de solutos compativeis e de proteinas
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especificas que podem ser rapidamente induzidas por estresse osmotico (SHAO et al., 2005).
As vérias respostas fisioldgicas da planta ao déficit de agua, geralmente variam com a
gravidade assim como com a duracédo da tensdo de dgua (AGUERA et al., 1997; SHAO et al.,
2008). Entre todos os tipos de estresses abioticos, a seca e as baixas temperaturas sao as que
afetam mais o crescimento vegetal. As plantas respondem ao déficit hidrico e as baixas
temperaturas com uma diversidade de mudangas fisiologicas (SHINOZAKI e YAMAGUCHI-

SHINOZAKI, 2000). Diversos autores ja avaliaram estresses abidticos no trigo (Tabela 1).

Tabela 1: Estudos realizados com diferentes estresses hidricos na cultura do trigo.

Espécie Estresse Aplicado Referéncia

Triticum aestivum Hidrico Dorffling et al., 1993
Nayyar et al., 2003
Creus et al., 2004
Gallé et al., 2009
Arzanesh et al., 2011

Kasim et al.,2013

. Hasissou & Bouharmont,
Triticum durum

1994
Triticum aestivum Hidrico/Salino Barakat e Abdel-Latif, 1995;
1996
El-Haris e Barakat, 1998
Pauk et al., 2002
Triticum durum Lutts et al., 2004
T. aestivum e T. durum Salino Zair et al., 2003
Triticum aestivum Liu et al., 2006

HongBo et al., 2006

Wang et al., 2007

Engamberdieva e
Kucharova, 2009

O estresse hidrico pode ser definido como uma situacdo em que o potencial de 4gua e
o0 turgor nas plantas sejam reduzidos a niveis suficientes para fazer a interface com as funcoes
normais, na qual é considerado uma perda moderada de agua, o que leva ao fechamento
estomatico e a limitacdo de trocas gasosas (BERMAN e DEJONG, 1996; AMDT et al., 2001,
CHAVES et al., 2003; JALEEL et al., 2006).
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2.4 Principais Efeitos do Déficit Hidrico no Trigo

A deficiéncia hidrica é consequéncia de um periodo continuo ou transitorio de seca
que provoca a reducdo no crescimento das plantas devido a redugdo do potencial osmotico da
planta, da conduténcia estomatica, da fotossintese e da assimilacdo de nitrogénio pela planta
(RODRIGUES et al., 1998; REDDY et al., 2004; TAIZ e ZEIGER, 2010).

E no estadio de desenvolvimento entre a iniciacdo floral até o desenvolvimento da
inflorescéncia, antese e formacgéo de grédos, que a deficiéncia hidrica causa maior reducéo na
producdo da cultura do trigo (RODRIGUES et al., 1998).

A deficiéncia hidrica também afeta o padrdo de afilhamento da planta de trigo,
reduzindo o tamanho e o numero de afilhos quando ocorre antes da antese e causando a morte
dos afilhos quando ocorre apds a antese (LIMIN e FOWLER, 2000). A reducdo na area foliar
também é observada na cultura do trigo, que pode ter reflexos negativos ou positivos no
rendimento de grdos, uma vez que a area foliar influencia a eficiéncia do uso de &gua pela
planta (RODRIGUES et al., 1998). Estes autores citam que os maiores efeitos negativos
aconteceram nos estadios reprodutivos, que afeta os componentes de rendimento, em que a
reducdo do numero de grdos por espiga € o mais associado a diminuicdo de rendimento de
gréos.

O déficit hidrico pode causar a reducdo da produtividade pelo fato de causar uma
reducdo na expansdo celular, que leva a um reduzido desenvolvimento de meristemas
primarios, entre eles aqueles que formam as inflorescéncias, também, podendo levar a um
florescimento precoce (NAN et al., 2002). Este fato, possivelmente esta associado a acdo do
hormbnio &cido abscisico (ABA), levando a um reduzido enchimento de grdos (grdos
chochos) (RODRIGUES et al., 1998).

2.5 Aspectos Fisiologicos do Estresse Hidrico
2.5.1 Desidratagao celular e potencial osmético

Os processos fisicos e fisiologicos nas plantas dependem particularmente da
guantidade de agua disponivel no solo para formar um sistema solo-planta-atmosfera
(EITZINGER et al., 2003) e é um importante fator no crescimento, desenvolvimento e
rendimento das culturas na maior parte das areas agricolas do planeta (BOYER, 1982; FARIA
e MADRAMOOTOO, 1996; STRECK, 2004).

A agua é um componente fundamental no metabolismo de todos os seres vivos e
facilita muitas reaces bioldgicas vitais por ser solvente, meio de transporte e agente de
refrigeracdo (BONHERT e JENSEN, 1996; MUNDREE et al., 2002). Em plantas e em outros
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seres autotréficos, a agua tem um papel adicional de prover energia para a fotossintese. Uma
das maiores consequéncias do estresse hidrico é a perda de 4gua protoplasmatica, o que induz

a concentragdo de fons tais como Cl e NO, que leva a um estado viscoso-vitreo

(HOEKSTRA et al.,, 2001; MUNDREE et al., 2002). Este estado viscoso aumentaria as
chances de interacGes moleculares que pode causar a desnaturacao de proteinas e a fusdo de
membranas (HARTUNG et al., 1998; HOEKSTRA et al., 2001).

O déficit hidrico, desidratacdo celular ou ainda estresse osmético sdo termos usados na
literatura para definir a falta de &gua que causa mudangas na turgescéncia da célula (HMIDA-
SAYARI et al., 2005). As plantas respondem de inlmeras maneiras ao estresse osmotico:
diminuem a producdo de area foliar, fecham os estdbmatos, aceleram a senescéncia e

promovem a abscisao foliar (DIMKPA et al, 2009).

2.5.2 Danos a membrana celular

A membrana celular é formada por uma bicamada de fosfolipideos, entremeada com

proteinas e esterdis. As propriedades fisicas dos lipideos tém grande influéncia sobre as

atividades das proteinas de membrana, incluindo H+-ATPases, transportadoras e proteinas
formadores de canais que regulam o transporte de ions, &gua e outros solutos, assim como o
transporte de enzimas (HUGHES e DUNN, 1996; BAEK e SKINNER, 2003).

A membrana celular tem um papel fundamental na manutencdo da integridade
celular, bem como na transducdo de sinais externos e na manutencdo de homeostase ibnica,
principalmente, durante o estresse osmético (MUNDREE et al., 2002).

Os danos causados pelo estresse hidrico podem estar relacionados com alteracfes nas
propriedades da membrana celular. Como esta bicamada fosfolipidica tem alta porcentagem
de &cidos graxos saturados, as membranas tendem a se solidificarem em estado semicristalino
e tornam a membrana menos fluida, alterando muitas atividades metabdlicas celulares
(WILSON, 1991; BAEK e SKINNER, 2003).

Com este fendbmeno, ha desaceleracdo no bombeamento de ions para dentro e fora da
célula, reduzindo a sua atividade metabdlica. Este efeito, também, permite atraso na
dissipacdo de energia, o que leva a formacgdo de radicais livres e ao acimulo de espécies
reativas de oxigénio toxico para a célula (BECK et al., 2004).

Os radicais livres podem promover a peroxidacdo dos lipidios e, consequentemente,

danificar a membrana por meio de rupturas ao longo de sua extensdo (SAIRAM e SAXENA,
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2000). Além disso, podem causar a degradacdo de proteinas, inativacdo de enzimas, danos aos
pigmentos clorofilicos e a quebra da fita de DNA (IMLAY e LINN, 1988; SAIRAM et al.,
1998).

Dependendo da duracdo e intensidade da deficiéncia de agua, as limitacOes
metabdlicas sdo frequentemente observadas, correlacionada com a perda de ATP, a qual, por
sua vez, diminui a capacidade regenerativa do RuBP (PARRY et al., 2002). Esta redugéo na
sintese de ATP ocorre devido ao transporte de elétrons, diminuindo a fotofosforilacdo causada
pela perda de membrana em reacdes associadas. As membranas sofrem danos estruturais
devido a reducdo da agua livre (LAWLOR e CORNIC, 2002).

Outro fator que causa reducgdo do crescimento das plantas sob estresse é a toxicidade
ibnica, que desencadeia danos as membranas, reduzem a atividade de enzimas hidroliticas,
aumentam 0s niveis de peroxidacdo de lipidios e estimulam a formacdo de erros (ESSA,
2008).

2.5.3 Fotossintese e trocas gasosas

A desidratacdo celular causada por estresse hidrico decresce a taxa fotossintética de
muitas plantas (LAWLOR e CORNIC, 2002; REDDY et al., 2004). O fechamento dos
estdmatos pode ser considerado um dos primeiros ajustes desenvolvido pelas plantas a fim de
evitar, a continuidade da perda de dgua (SANTOS et al., 2011), e tem sido aceito como fator
determinante na limitacdo da fotossintese em condicdes de baixo potencial hidrico (CORNIC,

2000). A concentracdo interna de CO, e a diminuicdo da taxa fotossintética foliar, pelo

enrolamento e outras mudangas estruturais, podem diminuir o metabolismo a medida que o
déficit hidrico ocorre, os estdbmatos fecham-se progressivamente, reduzindo a taxa de
fotossintese liquida (TAIZ e ZGEIGER, 2010).

A interacdo entre o fechamento de estdmatos e baixo potencial hidrico nas raizes esta
bem documentada (SOCIAS et al., 1997; REDDY et al.,, 2004). Um mecanismo de
sinalizagdo quimico que envolve o &cido abscisico (ABA) e uma correlacéo direta entre seu
contetdo no xilema e condutancia estomatica foram demonstrados por Socias et al., (1997). O
mecanismo de fechamento de estdmatos sob baixo potencial hidrico também parece estar
relacionado com a nutricdo da planta, pH da seiva no xilema, condutividade hidrolitica do
xilema e o déficit de pressdo de vapor da folha (OREN et al., 1999).

Diversas respostas metabolicas protegem a planta contra a dessecacdo imediata. Sob

tais condicdes, o rapido fechamento do estdbmato reduz a transpiracdo. Sendo assim, o seu
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fechamento é considerado mais uma linha de defesa contra a seca (MACHADO e SASSAKI,
1999; TAIZ e ZEIGER, 2010).

O mecanismo de reducdo fotossintética por comprometimento metabdlico é um
fendmeno mais complexo. As mudancas no metabolismo celular de carbono, provavelmente,
podem ocorrer no inicio do processo de desidratacdo celular e o deficit hidrico, geralmente,
reduz a capacidade bioquimica para a assimilacdo e processamento de carbono (REDDY et
al., 2004). A taxa fotossintética em plantas superiores depende da atividade da ribulose-1,5-
bifosfato carboxilase/oxigenase (Rubisco) e da sintese de RuBP (TEZARA et al., 1999;
REDDY et al., 2004).

Parece razodvel supor que o suprimento de RuBP determina a atividade
fotossintética, ja que estas se correlacionam linearmente (TEZARA et al., 1999). A limitacédo
na regeneracdo da RuBP (rubisco) poderia resultar no suprimento inadequado de ATP e/ou
NADPH para o ciclo de Calvin ou devido a diminui¢do da reciclagem desta enzima devido a
sua baixa atividade mesmo em plantas estressadas e nédo estressadas (TEZARA et al., 1999;
REDDY et al., 2004). As reacGes de transformacdo da RuBP a (Gliceraldeido-3-fosfato) 3-
PGA decrescem a medida que o estresse hidrico ocorre, sugerindo que a regeneracao do
RuBP ¢ inibida sob estresse.

Em condigBes de estresse, 0 numero de cloroplastos € reduzido e o seu volume
também. Este fendmeno pode alterar a conformacéo da Rubisco. Outras alteragdes provocadas
pelo déficit hidrico conhecidas sdo a acidificacdo do estroma que resultam na inibicdo da
atividade da Rubisco (MEYER e GENTY, 1999).

Outras enzimas também tém suas atividades envolvidas no ciclo de Calvin,
modificadas por ocasido de uma desidratacdo. A ribulose-5-fosfatoquinase e a frutose-1,6-
bifosfatase (FBPase) tém suas atividades, proporcionalmente, reduzidas pela falta de agua.
Os produtos finais da fotossintese: 0 amido e a glicose também tém suas sinteses diminuidas.

Outro efeito dos estresses é a degradacdo de proteinas do fotossistema Il (PSII)
(proteinas D1 e D2) e a precipitacdo de varias moléculas (EDREVA, 2005). A proteina D1,
localizada no centro de reagdo PSII do cloroplasto estd envolvida na captura de fotons. As
baixas temperaturas e o estresse hidrico, ao modificarem a fluidez da membrana e danificar os
aminoacidos aromaticos da proteina D1, diminuem a eficiéncia quéntica do aparato
fotossintético e causam o fendmeno da fotoinibicdo. Como consequéncia, ocorre a formagéo
de espécies reativas de oxigénio (ERO) que tem efeito deletério sobre os pigmentos de

cloroplastos e ao complexo de proteinas deste aparato (EDREVA, 2005).
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Existem numerosas citagfes indicando que a assimilagdo de CO, pode ser limitada
pelo fechamento estomaético, seja em resposta a um decréscimo no potencial hidrico foliar
(SCHULZE e HALL, 1982), diminuicdo da umidade relativa do ar (LANGE et al, 1971;
BUNCE, 1997; PRADO et al, 1995), ou como uma resposta direta dos estdbmatos ao déficit
hidrico do solo (BLACKMANN e DAVIES, 1985; GOLLAN et al, 1986).

A avaliacdo da fotossintese em estudos com a planta de trigo em diferentes condic6es
ambientais € pratica importante para uma sele¢ao mais “refinada” de genotipos, objetivando
obter altas produtividades em meio a limitacdo climatica (KIM et al., 2006). Juntamente com
a fotossintese e outros parametros de trocas gasosas, a fluorescéncia da clorofila também pode
ajudar no entendimento fisioldgico do processo em condicGes de seca, sendo que os padrdes
de fluorescéncia nessas condicdes sio bem estabelecidos (DURAES et al., 2005).

Na tolerancia a seca, as respostas das plantas podem variar dependendo da severidade
e da duragdo de imposicao do estresse, do estadio fenoldgico e do material genético (SHAO et
al., 2008).

2.6 Adubacédo Nitrogenada

O nitrogénio (N) é essencial para o desenvolvimento dos vegetais, e constitui um
macroelemento limitante para a produtividade das plantas de interesse agronémico (HARDY
e HAVELKA, 1975). Este nutriente € essencial para a formagdo de proteinas e outros
compostos como aminas, aminoacidos e polipeptideos, sendo entdo, indispensavel para a
producdo de cereais de altissima qualidade (MAGALHAES, 1979).

No solo, o N pode ser adicionado via fertilizantes minerais e organicos, por meio da
agua da chuva e pela fixacdo bioldgica de nitrogénio (MALAVOLTA, 2006). A adubacéo
nitrogenada em culturas ndo-leguminosas € um dos insumos mais caros na agricultura, e
aproximadamente 65% do nitrogénio mineral aplicado é perdido no sistema solo-planta
através do escoamento, erosdo, lixiviagdo, desnitrificagdo e volatilizacdo (BHATTACHRJEE
et al., 2008). Outro fator importante no elevado custo de producédo do fertilizante nitrogenado
estd na sua dependéncia de combustivel fdssil para sua sintese, o que o torna alvo das crises
do petréleo (RAPPEL e LOIOLA, 1993).

O N no trigo é fundamental na produtividade, visto que determina o numero de
perfilhos, sendo essencial na fase de formag&o dos nds, no inicio do alongamento (SALA et
al., 2005). Os fertilizantes nitrogenados sdo de extrema importancia para as culturas néo-

leguminosas, tais como arroz, trigo e milho. Entretanto, o alto custo que esses fertilizantes



26

representam, a extensa area ocupada por esses cereais (aproximadamente cinco vezes mais
que as culturas ndo-leguminosas), e levando em consideracdo que um dos objetivos para a
agricultura sustentavel € o aproveitamento eficiente de N atmosférico, esses fatores fazem
com que a Fixacao Bioldgica de Nitrogénio (FBN) associada a essas culturas tornam-se de
extrema importancia (SALA et al., 2005).

O seu fornecimento adequado para o solo ou pela adigdo de fertilizantes, como regra,
melhora a qualidade dos produtos agricolas, porém o seu excesso, pode ser prejudicial a
cultura (MALAVOLTA, 2006), isto porque o N promove algumas alterac6es na morfologia
das plantas e sob condic@es de alto suprimento desse nutriente, ocorre aumento na area foliar,
como consequéncia, a curvatura das folhas é ampliada de modo a interferir na captacdo de luz
(MARSCHNER, 1995). De acordo com Malavolta, (2006), o N interfere no fluxo de tecidos
das plantas, e seu suprimento se reflete no indice de area foliar, na producdo de gemas
vegetativas, no perfilhamento e no teor de proteinas dos gréos.

Um estudo realizado por Harber, (1994) mostra que 11% do N aplicado, é perdido
pelo sistema solo-planta no periodo de 20 dias apo6s sua aplicacdo. Por ser um nutriente com
elevado dinamismo no sistema solo-planta, 0 manejo adequado do N é conhecido como um
dos mais dificeis, portanto, é necessario que este seja fornecido a planta em locais e épocas
adequadas (SANTOS et al., 2003). Deste modo, 0 manejo ideal da adubacgéo nitrogenada deve
ser definido como aquele que permite satisfazer a necessidade da cultura, mas com o minimo
de risco ao ambiente (FERNANDEZ, 2006).

2.7 Fixacdo Biologica de Nitrogénio

A fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) compreende um processo, executado por
certas bactérias, no qual o nitrogénio atmosférico (N,) de baixa reatividade é convertido em

amonia (NH3). Tais bactérias sdo denominadas diazotréficas: organismos capazes de crescer

com N, atmosférico como Unica fonte de N. Algumas destas bactérias podem estar em intima
associagao com plantas de interesse econémico (JAMES e OLIVARES, 1998; PERIN, 2007).
O N estd presente de muitas formas na biosfera. A atmosfera terrestre contem
aproximadamente 79% de N, destes 0,04% s&@o encontrados na ecosfera terrestre de forma
combinada, onde 57% estdo na forma organica e 43% na forma inorganica (KERBAUY,
2008).
No solo, o N entra no ciclo biogeoquimico, no qual pode passar por varias formas

organicas ou inorganicas antes de retornar a forma molecular (HAVLIN et al., 2005;
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KERBAUY, 2008). Na forma orgénica, 0 N é mineralizado no solo por dois processos
microbioldgicos: a amonificagdo, que é o catabolismo da matéria organica em NH;" (por
fungos e bactérias) e também através da nitrificagdo que é a oxidacio bacteriana do NH," em
NO; e este em NOg, por bactérias do género Nitrossomonas e Nitrobacter, respectivamente
(SCHLESINGER, 1997).

A maior absor¢do de N pelas raizes pode ocorrer em razdo da producdo, pela bactéria,
de auxinas, citocininas e giberelinas (BALDANI e BALDANI, 2005) e, ainda, gracas ao
aumento no numero de raizes e pélos radiculares (DOBBELAERE et al., 1999), o que permite
melhor exploracao do solo e beneficios em condicGes de estresse hidrico em trigo (CREUS et
al., 2004).

Os ions de NH;" e NOs', gerados pela FBN ou simplesmente pela decomposicdo da
matéria organica do solo, tornam-se objetos de intensa competicdo entre plantas e micro-
organismos. As plantas desenvolveram mecanismos para capturar rapidamente esses ions.
Suas raizes, tanto de dicotiledéneas como monocotiledéneas, apresentam regides que estdo
em constante divisdo, alongamento e diferenciacdo celular. Além destas caracteristicas, as
raizes ainda possuem a presenca de pélos radiculares, sendo estes responsaveis por aumentar a
area de superficie de absorcdo de agua e solutos, resultando na forte demanda de nutrientes
nesses tecidos (TAIZ e ZAIGER, 2010).

Existem trés tipos de organismos diazotréficos: os de vida livre, os que vivem

associados a outros organismos e 0s que vivem em simbiose com outros organismos.

2.8 Herbaspirillum seropedicae

As bactérias do género Herbaspirillum foi assim denominado por apresentar forma de
espiral onde foi encontrada em associacdo com plantas herbaceas (BALDANI et al., 1986). H.
seropedicae foi isolado em 1986 por Baldani e colaboradores na cidade de Seropédica, Rio de
Janeiro, sendo esta espécie a mais estudada, por ser um diazotréfico que promove o
crescimento de plantas de interesse agronémico.

H. seropedicae é uma espécie que possui varias estirpes e, atualmente o genoma da
estirpe SmR1 foi sequenciado, um mutante espontaneo apresentando resisténcia a
estreptomicina da estirpe Z78. Seu genoma possui um cromossomo circular de 5.513.887 pb e
um total de 4.735 ORFs potenciais, na qual codifica 3.108 proteinas com fungdes conhecidas,
497 proteinas preditas e 1.130 sem funcdo conhecida. A estirpe SmR1 é capaz de crescer em

meio com presenca de monossacarideos tais como D-glicose, D-frutose, D-galactose, D-
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arabinose, com acucar-alcool e &cidos organicos como L-malato e L-lactato. Porém, ndo é
capaz de crescer em oligo ou polissacarideos. Apresenta capacidade limitada de crescer em
aminoacidos como fonte de carbono, sendo capaz de utilizar L-prolina, I-tirosina, D/L-
alanina, B-alanina, L-isoleucina e L-glutamato (PEDROSA et al., 2011).

De acordo com 0s mesmos autores, os genes nif foram encontrados em uma regido
abrangendo 37.547 pb intercalados com os genes fix, mod, hes, hsc entre outros. H.
seropedicae € uma bactéria aerdbia capazes de fixar nitrogénio em condicdes de limitacdo de
oxigénio.

No metabolismo de ureia, ela é capaz de sintetizar e degradar ureia (acontece pela
uréase). Possui genes que codificam para as enzimas do ciclo completo da ureia, sendo a
principal via para a biossintese de arginina, utilizando prolina e carbamoil-fosfato como
precursores (PEDROSA et al., 2011).

2.9 Azospirillum brasilense

A. brasilense é uma bactéria diazotréfica de vida livre encontrada em solos de clima
tropical e subtropical, estando associada com raizes de gramineas de grande importancia
econbmica, como trigo, arroz, milho e diversas forrageiras, e até mesmo em outras espécies
vegetais (DOBEREINER e DAY, 1976). Seu genoma é complexo, com cinco a sete
megareplicons variando de 0,65 a 2,6 Mpb. Diversos megareplicons mostraram sinal de
hibridizacdo com o gene rDNA 16S, o0 que sugere a presenca de multiplos cromossomos nesta
bactéria (MARTIN-DIDONET et al., 2000).

As fontes de carbono preferencialmente utilizadas por Azospirillum brasilense séo
acidos organicos como malato, lactato, succinato e piruvato. Carboidratos como D-frutose e
D-glucose podem ser utilizados por algumas espécies (DOBEREINER e PEDROSA, 1987).
O metabolismo de nitrogénio € bastante versatil, podendo ser utilizados como fonte de
nitrogénio: amonio, nitrato, nitrito, aminoacidos e nitrogénio atmosférico (DOBEREINER e
PEDROSA, 1987; STEENHOUDT e VANDERLEYDEN, 2000).

As espécies de Azospirillum apresentam um metabolismo de carbono e nitrogénio
bastante dindmicos e variados. As fontes de carbono preferenciais sdo acidos organicos como
malato, piruvato e succintao, também havendo uma aparente preferéncia de frutose sobre
glicose. Nitrato, nitrito, amoénio e aminoacidos, além de N, podem servir com fontes de
nitrogénio (DOBEREINER, 1992).
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Duas caracteristicas podem ser salientadas para a espécie A. brasilense, uma é sua alta
motilidade, evidente mesmo em culturas alcalinas envelhecidas (DOBEREINER, 1992) e a
outra é sua incapacidade de utilizar glicose como fonte de carbono, devido a auséncia de um
transportador especifico na membrana plasmatica e de enzimas glicoliticas (GOEBEL e
KRIEG, 1984).

2.10 Interacdes entre Plantas e Bactérias Promotoras do Crescimento Vegetal

No solo, existe uma grande infinidade de espécies de bactérias que vivem livremente
ou em associacdo com plantas. Estes organismos sdo responsaveis por uma serie de
interferéncias no solo que podem garantir a qualidade do mesmo, sendo de extrema
importancia para a sustentabilidade agricola, e desta forma, a relacdo entre planta-solo-
bactérias importante para a proliferacdo microbiana (CARDOSO e NOGUEIRA, 2007), onde
se encontra um grande nimero de BPCV.

De acordo com Gray e Smith (2005), as BPCV podem ser classificadas dependendo do
grau de proximidade com a raiz e a intimidade da associacdo, sendo nomeadas de
rizobactérias extracelulares, as que estdo na rizosfera ou no rizoplano (superficie entre raiz e
solo); endofiticas as que vivem entre 0s espacos intercelulares do cdrtex radicular e
rizobactérias intracelulares as quais vivem dentro das células da raiz, geralmente
especializadas como os nédulos.

Em relacdo a sua localizacdo, BALDANI et al. (1997) sugeriram trés categorias para
bactérias fixadoras de nitrogénio que colonizam gramineas: 1) os organismos rizosféricos; 2)
os endofiticos facultativos (capazes de viver na rizosfera ou em vida livre) e 3) os endofiticos
obrigatorios (incapazes de viver no solo). Estudos com inoculacdo de micro-organismos
diazotréficos mostram que bactérias endofiticas contribuem mais com a FBN, além de haver
influéncia de genotipos na relacdo planta/bactéria (BALDANI e BALDANI, 2005). Taulé et
al. (2012) propuseram ainda o termo “endofiticas promotoras do crescimento de plantas” para
as bactérias endofiticas.

Segundo Monteiro et al. (2012), as bactérias endofiticas colonizam primeiramente as
plantas, aderindo-se a superficie das raizes, em seguida, com a colonizacao das raizes laterais
pela penetracdo da epiderme, na qual envolve lipopolisacarideos, exopolisacarideos
bacterianos, e posteriormente ocupando 0s espacgos intercelulares, colonizando também o

xilema e a parte aérea das plantas. Bashan e De-Bashan (2005), relataram que estas bacterias
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ainda podem colonizar as plantas por aberturas naturais (estbmatos) ou artificiais (ferimentos)
para sua entrada.

De acordo com estudos realizados por James et al. (2002) este tipo de colonizacao de
endofiticos foi comprovado com a espécie H. seropedicae que encontra-se em raizes laterais e
juncdes destas com a principal, em coledptilos, em espacos intercelulares da raiz, aerénquima
e células corticais, sendo encontradas colonias no xilema, folhas e caules de arroz.

As BPCV podem influenciar as plantas de duas formas (BASHAN e DE-BASHAN,
2005). Na primeira forma, afetando diretamente o metabolismo das plantas por estar
fornecendo substancias que normalmente estariam pouco disponiveis. Elas sdo capazes de
fixar nitrogénio, solubilizar fosforo e ferro e até mesmo produzir hormdnios como auxinas,
giberilinas e etileno. A segunda forma de atuacdo dessas bactérias é o biocontrole de
patdgenos, na qual produz o crescimento de forma indireta permitindo que a planta expresse
todo o seu potencial de crescimento, que poderia ser limitado, caso um patégeno estivesse
presente (BASHAN e DE-BASHAN, 2005; DIMKPA et al., 2009).

Bactérias endofiticas podem desencadear um fenémeno conhecido como inducdo de
resisténcia sisttémica (IRS) fazendo com que a planta evite a entrada de patdégenos (RYAN et
al., 2007). Dimpka et al. (2009) fazem a referéncia a protecdo cruzada, sendo que genes
ativados pelo reconhecimento de rizobactérias pelas plantas, além de ativarem a IRS, podem
estar também envolvidos nas respostas a estresses abioticos como, seca, salinidade e frio.

A penetracdo das bactérias proximas as raizes laterais também tem sido observado
pelo género Azospirillum, sugerindo que as bactérias ndo relacionadas taxonomicamente,
podem compartilhar mecanismos semelhantes de interagio com ambas as plantas,
monocotileddneas e dicotiledoneas (REINHOLD-HUREK e HUREK, 1998).

Uma caracteristica importante das bactérias endofiticas é a fixacdo de nitrogénio
atmosférico, diminuindo aplicacdo de fertilizantes nitrogenados, o que propicia menor
utilizacdo desses insumos, cujo uso comumente causa poluicdo ambiental além de
proporcionar uma economia para o triticultor. Essas bactérias sdo capazes de realizar FBN
(BARBOSA et al., 2006), o que as denomina diazotréficas, e de viver no interior dos tecidos
vegetais (endofitico) sem induzirem uma resposta de defesa a sua presenca.

OLIVEIRA et al. (2003) relataram que os melhores resultados quanto a contribuicéo
da FBN foram observados em solo de menor fertilidade, indicando que as bacterias
contribuem mais para o aumento no contetido de nitrogénio quando em condicGes restritivas.
Essas bactérias ndo sdo capazes de suprir totalmente a demanda de N das plantas somente pela

FBN, porém, podem influenciar fortemente a nutricdo nitrogenada das culturas as quais estéo
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associadas, aumentando a capacidade de assimilagdo de N, indiretamente, com o aumento do
sistema radicular, ou diretamente, estimulando o sistema de transporte de N nas plantas
(MANTELIN e TOURAINE, 2004).

A producéo de fitorménios como acido-3-indol-acético (AlA), citocininas, giberelinas
e ABA por bactérias podem alterar o padrdo e também o crescimento das plantas, interferindo
no seu desenvolvimento (TSAVKELOVA et al., 2006, HAYAT et al., 2010). A maioria das
associacOes entre bactéria e raizes que mostra efeitos promotores do crescimento em plantas
tem sido relacionada com a producdo de indois (AlA), e a inoculacdo de varias espécies de
bactérias resultou no crescimento da raiz e/ou no aumento da formacg&o de raizes laterais. A
promoc¢do do crescimento resulta em um aumento da superficie de absorcdo e pode, por
consequéncia, ter efeitos positivos na aquisicdo de agua e nutrientes (DIMKPA et al., 2009;
HAYAT et al., 2010).

Hormonios como etileno e ABA estdo relacionados a estresses ambientais e podem ser
regulados ou produzidos por bactérias em associagdo com plantas. O etileno produzido em
situacdo de estresse afeta o crescimento radicular e, consequentemente, da parte aérea.
Bactérias que possuem a enzima aminociclopropano-1-carboxilase deaminase (ACC
deaminase) podem regular a produgdo desse horménio sendo vantajoso para 0 crescimento
sob condicdes de estresse (SALEEM et al., 2007; BELIMOV et al., 2009). CREUS et al.
(2004), em trabalho com plantas de trigo inoculadas com Azospirillum, relataram que plantas
tratadas possuem maior hidratacdo, potencial hidrico e fracdo de agua apoplastica maiores do
que plantas controle em condicdes de estresse, podendo promover o aparecimento do ABA,
também relacionado a sinais anti estresses, principalmente o hidrico, que estimula o
fechamento dos estdmatos (HARTUNG et al., 1998).

Bactérias podem induzir ou ser mediadoras de tolerancia a estresses abioticos como
salinidade, seca, inundacdes, temperaturas muito altas ou baixas, deficiéncia de nutrientes e
metais toxicos (DIMKPA et al., 2009). Bactérias podem ainda produzir substancias
osmotolerantes, como, por exemplo, glicina-betaina que pode atuar sinergicamente com 0s
outros compostos vegetais na redugdo do potencial hidrico das células, ajudando na toleréncia
aseca (HAYAT etal., 2010).

Baseado neste contexto, a interacdo entre bactérias endofiticas diazotroficas e plantas
de trigo, submetidas ao estresse hidrico deve ser compreendida para elucidar os aspectos

fisiolégicos envolvidos nesse complexo sistema bioldgico.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Cultivo em Casa de Vegetacgao

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo na Cooperativa Central de Pesquisa
Agricola — COODETEC, Cascavel/PR de maio a setembro de 2012. Foram avaliados, dois
genotipos provenientes do programa de melhoramento da COODETEC (Tabela 2).

Tabela 2 — Caracteristicas quanto ao ciclo, maturacéo plena (dias), estatura média (cm) e acamamento
das duas cultivares avaliadas.

Média a maturagéo Estatura

Cultivares Ciclo . o Acamamento
plena (dias) média (cm)
FRONTANA Médio 139 110 - Alta Suscetivel
CD 120 Médio 120 84 - Média Moderadamente resistente

Fonte: Guia de produtos trigo, COODETEC, 2012.

A cv CD 120 é proveniente do germoplasma COODETEC e se caracteriza por ser uma
cultivar que vem sendo melhorada para responder a adubacgédo nitrogenada. Por outro lado, a
cv Frontana foi utilizada como ancestral nesse mesmo germoplasma, ndo apresentando
continuacdo no melhoramento para a questdo de resposta a adubacdo nitrogenada. O objetivo
em se utilizar gendtipos contrastantes foi verificar o maior ou menor grau de associagdo com
genotipos responsivos e ndo responsivos a adubacgdo nitrogenada.

O estresse hidrico foi aplicado no inicio da fase do espigamento no estadio fenoldgico
(Zadock 45). No déficit severo, as plantas foram submetidas a um periodo de 8 dias de
restricdo hidrica total sendo irrigado ao término. No déficit parcial os vasos tiveram a
reposicdo de 50% de seu peso perdido em agua, por um periodo de 16 dias. Apoés este periodo
de déficit, as plantas foram irrigadas normalmente.

Os vasos plasticos continham aproximadamente 4,5 kg de solo previamente peneirado,
mas sem adubac¢do quimica. As caracteristicas quimicas do solo utilizado foram: pH 6,40; P =
60,00 mg/dm®; K = 1,14 cmol/dm?; Ca = 6,69 cmol/dm® Mg = 3,03 cmol/dm® H+Al = 3,18
cmol/dm®; Cu = 14,45 mg/dm® Mn = 400,00 mg/dm® Fe = 21,00 mg/dm® zn = 32,49
mg/dm?; SB = 10,86 cmol/dm? e 41,6 g.dm* de Matéria Organica.

O delineamento experimental foi de blocos ao acaso, com 5 repeti¢des por tratamento
em esquema fatorial 2 x 8 x 3, com 5 repeticbes, sendo 2 genotipos de trigo (CD 120 e
Frontana), 8 condigdes de inoculacao/fertilizacdo (C1 — Testemunha; C2 — Inoculagdo com H.
seropedicae SmR1; C3 — Inoculagdo com A. brasilense Ab-V5; C4 — Inoculagédo com H.
seropedicae SmR1 e A. brasilense Ab-V5; C5 — Nitrogénio; C6 — Nitrogénio e Inoculagdo

com H. seropedicae SmR1; C7 — Nitrogénio e Inoculagdo com A. brasilense Ab-V5; C8 —
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Nitrogénio e Inoculagdo com H. seropedicae SmR1 e A. brasilense Ab-V5) e 3 condicdes
hidricas (irrigado, déficit parcial e déficit severo) totalizando 48 tratamentos. Os dados foram
avaliados pelo programa Genes (CRUZ, 2008) e os resultados das avaliacdes submetidos a
analise de variancia — ANOVA, e as médias comparadas pelo teste Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.

Os vasos foram dispostos aleatoriamente em casa de vegetacdo, de modo a terem as
mesmas condi¢cOes de radiacdo solar e temperatura (25°C + 2°C e umidade relativa do ar de
60%). Foram semeadas 6 sementes por vaso previamente inoculadas, (10° células/semente
para H. seropedicae SmR1e 10" células/semente para A. brasilense Ab-V5 e ap6s 30 dias da
germinacdo foi realizado o desbaste, deixando-se 20 plantas por tratamento, e também neste

periodo foi realizado a aplicacéo de nitrogénio na forma de uréia, 142 kg ha™.

3.1.1 Manutencéo e Cultivo da Bactéria H. seropedicae SmR1 e A. brasilense Ab-V5

As bactérias foram mantidas por sucessivas passagens em meio sélido em placa NFb
— Malato para H. seropedicae SmR1 e NFb — Lactato para A. brasilense Ab-V5 e mantidas
em estufa de crescimento a 28°C. O indculo foi preparado retirando-se uma coldnia da
bactéria e transferindo-a para um pré-indculo. Este, foi preparado com 5 mL de meio DIGS
(MOUTIA et al., 2003) em tubos falcon de 50 mL, e mantidos a 28°C em uma incubadora
tipo Shaker a 120 rpm. Apds 24 h, o crescimento foi quantificado por turbidimetria
(Espectrofotometro marca HOMIS modelo SF 200-DM Digital) em 600 nm. Para o preparo
do in6culo 1,0 mL de pré-in6culo, com aproximadamente 1,0 unidade de densidade Otica
(D.0), foi transferido para erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de meio NFb — Malato e
Lactato por aproximadamente 22 h. O cultivo foi entdo utilizado para inoculagdo nas
sementes de trigo quando atingiu a fase exponencial do crescimento e medida a turbidez.

3.1.2 Avaliacdo do Teor Relativo de Agua (TRA), Indice de Estabilidade de

Membrana Celular (IEM) e Trocas Gasosas

Para avaliagcdo do déficit hidrico, foram realizadas medigdes nas folhas, estas foram
monitoradas por meio do Teor Relativo de Agua (TRA), seguindo recomendacdes de
(SCHONFELD et al., 1988), onde folhas bandeiras foram retiradas aos 0, 8 e 16 dias apds o
inicio da restricdo hidrica. Trés amostras de folhas coletadas da mesma planta foram cortadas

em forma de disco de tamanho uniforme. Obteve-se a massa fresca (MF) e em 40 mL de agua
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destilada e autoclavada os discos foliares foram adicionados aos recipientes de vidro (50 mL
de capacidade) que foram fechados e incubados em sala de cultura de crescimento vegetal
com temperatura de 25°C por 24 h. Apos esse periodo os discos foliares foram dispostos em
papel toalha para retirada do excesso de agua, obteve-se a massa turgida (MT), em seguida 0s
discos foram dispostos em envelopes de papel aluminio previamente fechados e levados a
estufa a 72°C por 24 h, para obtencdo da massa seca (MS). O teor relativo de agua foi
calculado pela formula:

Teor Relativo de Agua:

TRA% = | ME—-MS | x 100
MT - MS

O indice de estabilidade de membrana celular foi determinado indiretamente pela
medida da condutividade elétrica, seguindo o protocolo de CHANDRA BABU et al., (2004).
Trés amostras de folhas coletadas da mesma planta foram cortadas em forma de disco de
tamanho uniforme e foram lavadas 3 vezes com agua Milli-Q para remover eletrolitos
aderidos a superficie. Em um recipiente (50 mL de capacidade) foram adicionadas 40 mL de
agua Milli-Q e os discos foliares foram imersos. Os frascos foram fechados e incubados no
escuro por 24 h em sala de cultura de crescimento vegetal a 25°C. A condutividade foi

medida usando o condutivimetro (modelo Micronal B331). Apos a medigdo inicial (C,), os
tubos foram autoclavados por 20 min sob pressdao de 120 psi. Os valores finais (C,) da

condutividade elétrica foram entdo obtidos ap6s esfriamento dos recipientes de vidro. O
indice de estabilidade de membrana foi calculado usando a seguinte formula:
indice de Estabilidade de Membrana:

IEM% = 1- | _C;x100
Co

Neste periodo de restricdo hidrica foram realizadas também medicGes em folhas-
bandeira completamente expandidas obtendo-se a taxa de assimilagdo de CO, (A),
condutancia estomatica (gs), taxa de transpiracdo (E) e concentracdo interna de CO, (Ci)
utilizando sistema fotossintético portatil (modelo LI-6400 xt, LI-COR, Lincoln, Nebraska,

USA). As medicGes foram realizadas entre 8 h e 12 h no 6° dia de déficit hidrico.
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3.1.3 Determinacgdo da Massa Fresca e Seca

No final do ciclo foi obtido a massa fresca. Ap6s a obtengdo da massa fresca, as
mesmas foram identificadas e acondicionadas em envelopes de papel e posteriormente
colocadas em estufa de secagem com circulacdo forcada de ar a 72°C por 72 h para
determinacdo da massa seca. Este ensaio foi realizado com 10 repeticdes para cada

tratamento.

3.1.4 Producédo por Planta

Foi obtido no final do ciclo para avaliacdo da produtividade massa de sementes por

planta (g), nimero de perfilhos, nimero de espigas e massa de 1000 gréos (g).

3.1.5 Determinacdo do Teor de nitrogénio Total (NT)

As amostras da parte aérea seca foram destinadas a andlise do teor de NT (Kjeldahl)
de acordo com o método descrito por Bremner e Mulvaney, (1982) realizado com 5 repeticdes

por tratamento.

3.1.6 Analise da Anatomia das Raizes

Os estudos anatdomicos foram realizados em trés plantulas escolhidas aleatoriamente
de cada tratamento inclusive plantas testemunha. Para estes estudos, foram coletadas amostras
de raizes no final do ciclo as quais foram fixadas em FAA 50 (&lcool 50%, 60%, 70%, 80%,
90% e 100%), transferidas para alcool 100% e xilol na proporcdo volumétrica de 3:1, 1:1, 1:3
e xilol puro, em seguida mantidas em xilol e parafina 3:1, 1:1, 1:3 e parafina pura (v/v).
Posteriormente, as amostras foram incluidas em parafina e seccionadas em micrétomo de
deslize Leitz (modelo 2108). Em seguida, os cortes (0,5um) foram corados com azul de
metileno por 5 min, seguindo protocolo de Johansen (1940). Para a documentacdo dos

resultados, foram obtidas fotomicrografias em fotomicroscépio (Olympus modelo Bx50).

3.2 Anélise Molecular
3.2.1 Reacédo em Cadeia de Polimerase (PCR)

Para confirmar a presenca de H. seropedicae e A. brasilense epifitica e
endofiticamente, foi realizada a reacdo em cadeia de polimerase (PCR) para detectar a

presenca dos genes 16 S rRNA e nif H. O DNA genémico bacteriano foi extraido, seguindo
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protocolo proposto por Cheng e Jiang, (2006). Para a reagdo de PCR, os oligonucleotideos 16
SrRNA 1 e 2 (DG74 5> — AGG AGG TGA TCC AAC CGC A -3 ERWI 5 - AAC TGG
AGG AAG GTG GGG AT —-3”)enifH 1 e 2 (senso 5> — ACC CGC CTG ATC CTG CAC
GCC AAG G — 3’ e antisenso 5> — ACG ATG TAG ATT TCC TGG GCC TTG TT - 3’)
foram utilizados para a amplificacdo de fragmentos internos dos genes (310 e 317 pb,
respectivamente). Para cada reagdo (20 pL) continha 7 pL Tampdo 5X Go Taq Flexi DNA
polimerase (PROMEGA); 3 uL MgCl; (25 mM INVITROGEN); 4 puL de dNTP mix (2,5 mM
— FERMENTAS); 1 uL de Tag polimerase 5U (INVITROGEN); 1 puL de DNA e 1 pL dos
oligonucleotideos especificos para os genes 16 S (100 mM) e nif H (100 mM). As reacGes
foram submetidas aos seguintes programas: 16 S — 5 min a 94°C, seguido de 35 ciclos de
amplificacdo (30s a 94°; 30s a 54°C; 1 min a 72°C) e extensdo final de 5 min a 72°C; nif H —
5 min a 94°C, seguido de 35 ciclos de amplificacdo seguido de 35 ciclos de (45s a 94°; 45s a
54°C; 45s a 72°C) e extensdo final de 1 min a 72°C, em termociclador Biocycler modelo
MJ96+. Os produtos das reacGes de PCR foram submetidas a eletroforese em gel de agarose
em tampdo TBE 1X e agarose 1,5% (p/v) e utilizando marcador de 100 pb, visualizando apds
coloracdo em brometo de etideo (0,5 pg/mL) em fotodocumentador Loccus Biotecnologia
L.PIX.
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4 RESULTADOS
4.1 Avaliacdo do estresse e interacdo planta bactéria

O TRA na cv CD 120 na condicdo irrigada foi de 78,2% em media ao 0 dias apds o
inicio do deéficit e 83,0% aos 8 dias. Para a cv Frontana foi de 83,0% ao 0 dias e 79,4% aos 8
dias, e ndo apresentaram diferencas entre as 8 condi¢bes nos dois periodos avaliados 0 e 8
dias para estas cultivares avaliadas (Figura 1A).

Na condicdo de déficit parcial, no tempo 0, para cv CD 120, todas as condicdes
apresentaram TRA de 90%, similares ao controle. Os resultados obtidos ap6s 16 dias da
aplicacdo da restricdo hidrica demonstram que o controle (C1) foi a que apresentou menores
valores de TRA (65,5%), demonstrando maior percepcdo da falta de 4gua em relacdo as
demais condicGes de inoculacdo e/ou fertilizacdo (Figura 1B). Na cv CD 120, a condicdo
referente a associacdo de H. seropedicae com Nitrogénio (C6) foi o que apresentou maior
tolerancia ao estresse, diferindo do controle (C1) e das condi¢des somente de inoculacdo com
H. seropedicae (C2) e A. brasilense (C3), mas ndo tendo diferencas significantes em relacéo
as demais condi¢des (Figura 1B). Nesta condicdo, a presenca da bactéria foi negativa e a
presenca do nitrogénio na forma de fertilizante mostrou-se positiva para a manutencédo do
turgor celular. Para a cv Frontana, a restricdo hidrica parcial ndo trouxe diferengas
significativas no TRA das células vegetais no tempo 0 e nem aos 16 dias apds aplicacdo da
restricdo hidrica, o que demonstra que a capacidade de manutencgéo de turgor em condic¢des de

estresse abidtico € gendtipo dependente (Figura 1B).
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Figura 1: Teor Relativo de Agua nas folhas das duas cultivares de trigo em trés condicBes hidricas. (A)
Irrigado; (B) Déficit Parcial e (C) Déficit Severo, em funcdo das 8 diferentes condigBes de inoculagdo e/ou
fertilizagdo: C1 — Controle; C2 — Inoculagdo com H. seropedicae SmR1; C3 — Inoculacéo com A. brasilense
Ab-V5; C4 — Inoculacdo com H. seropedicae SmR1 e A. brasilense Ab-V5; C5 — Nitrogénio; C6 —
Nitrogénio e Inoculagdo com H. seropedicae SmR1; C7 — Nitrogénio e Inoculacdo com A. brasilense Ab-
V5; C8 — Nitrogénio e Inoculagdo com H. seropedicae SmR1 e A. brasilense Ab-V5. Letras mailsculas
iguais ndo diferem estatisticamente na avaliacdo do tempo 0 dias e letras minUsculas iguais ndo diferem
estatisticamente aos 8 e 16 dias pelo teste Tukey (p<0,05). Cada valor representa a média + desvio padrdo
(n=3).
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As maiores diferengas entre as condigdes e cultivares foram observadas na terceira
condigdo hidrica avaliada, déficit severo. As cv CD 120 e cv Frontana ndo apresentaram
diferencas significativas entre condicdes e/ou fertilizacdo no tempo O de aplicacdo do déficit,
mostrando uma mesma condicdo hidrica. No entanto, aos 8 dias apés aplicacdo do déficit
(Figura 1C), foram observadas respostas distintas entre as condigdes e cultivares avaliadas sob
déficit hidrico severo. Visualmente, puderam-se observar diferencas entre as condi¢cdes em
relacdo ao controle que neste periodo apresentou-se praticamente senescente/seca com TRA
de 12% para a cv CD 120 (Figura 2).

Figura 2: Plantas de trigo CD 120 aos 78 dias de cultivo e 8 dias ap6s a indugdo do estresse hidrico severo
cultivadas em vasos com capacidade para 5 L dispostos em casa de vegetacdo, em fungdo da auséncia, presenca ou
combinacéo entre H. seropedicae, A. brasilense e Nitrogénio. Agosto de 2012.

Nesta cultivar, todas as condi¢fes em que a bactéria esteve presente foram similares ao
controle quando irrigado (TRA médio de 71,1%), demonstrando grande contribuicdo para a
manutencdo do turgor. Por outro lado, o fertilizante nitrogenado (C5) diferiu-se do controle e
das demais condicbes de inoculacdo e/ou fertilizacdo, apresentando um TRA de 41,5%
(Figura 1C).

A cv Frontana apresentou resultados distintos entre as condicGes e/ou fertilizagéo e
dos obtidos para a cultivar anterior. Em todas as condic¢des aplicadas, as plantas obtiveram
TRA inferiores aos obtidos para o tempo 0 e para controle. Excecdo foram as condigdes de
inoculagcdo somente com H. seropedicae (C2), inoculagdo com A. brasilense (C3) e a
inoculacéo/fertilizacdo de H. seropedicae, A. brasilense e N (C8), que apresentaram TRA
similares ao tempo O e ao controle (TRA 88,3%, 70,4% e 85,1% respectivamente) (Figura
1C). Estes resultados concordam com os obtidos para a cv CD 120, onde a presenca das
bactérias foi positiva para a manutencdo do turgor osmoético celular, possibilitando uma maior
capacidade de recuperacdo as plantas ap6s o déficit hidrico haver terminado (Figura 2).
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Figura 3: Indice de Estabilidade de Membrana nas folhas das duas cultivares de trigo em trés condigdes
hidricas. (A) Irrigado; (B) Déficit Parcial e (C) Déficit Severo, em funcdo das 8 diferentes condi¢Ges de
inoculacéo e/ou fertilizagdo: C1 — Controle; C2 — Inoculacdo com H. seropedicae SmR1; C3 — Inoculagédo
com A. brasilense Ab-V5; C4 — Inoculagdo com H. seropedicae SmR1 e A. brasilense Ab-V5; C5 —
Nitrogénio; C6 — Nitrogénio e Inocula¢do com H. seropedicae SmR1; C7 — Nitrogénio e Inoculagdo com A.
brasilense Ab-V5; C8 — Nitrogénio e Inoculagdo com H. seropedicae SmR1 e A. brasilense Ab-V5. Letras
maiusculas iguais ndo diferem estatisticamente na avaliagdo do tempo 0 dias e letras mindsculas iguais ndo
diferem estatisticamente aos 8 e 16 dias pelo teste Tukey (p<0,05). Cada valor representa a média + desvio
padrdo (n=3).
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Os resultados obtidos demonstram a relagdo do déficit hidrico com a diminuicdo da
estabilidade de membranas. A cv CD120 apresentou IEM médio de 76,9% na condicdo
irrigada e ndo houve variacOes significativas nestes indices entre o tempo 0 e 8 dias apos a
instalacdo do déficit hidrico nas plantas, demonstrando como esperado, que as plantas néo
estavam em condicdo de restricdo hidrica (Figura 3A), ocorrendo 0 mesmo com a cv
Frontana.

Os mesmos resultados foram observados no déficit parcial, demonstrando que as
plantas embora com TRA menores, ndo sofreram injurias em suas membranas citoplasmaticas
(Figura 3B). Com estes resultados podemos observar que estes genotipos ndo perceberam o
déficit hidrico parcial.

Porém, para a condicdo severa de restricdo hidrica, na cv CD120, as condicGes de
inoculacdo e/ou fertilizacdo aos 8 dias tiveram comportamentos distintos gerando valores para
o0 IEM bastante contrastantes. As condi¢fes com a presenca de bactérias e/ou nitrogénio
responderam de forma positiva e enfatica elevando os indices de IEM a similaridade com o
tempo O, isto é, a planta parece ndo ter percebido o déficit, apresentando suas células com
membranas citoplasmaticas intactas, embora apresentando TRA menores que o controle.
Somente o controle e a condicdo de fertilizaggo com N (C5) foram distintos
significativamente com IEM inferiores ao controle 35,9% e 40,6% respectivamente (Figura
30).

Resultados similares foram observados na cv Frontana. O controle (C1) com IEM de
49,4%, foi inferior ao controle do tempo 0. A condicdo de inoculacdo somente com H.
seropedicae (C2), A. brasilense (C3) e inoculagdo com H. seropedicae e A. brasilense e N
(C8) foram mais responsivos para a manutencdo do turgor celular. Em ambas as cultivares, a
utilizacdo somente de N ndo foi suficiente para evitar os danos causados pela restri¢do hidrica
e somente a presenca da(s) bactéria(s) conseguiu diminuir os danos causados pela
peroxidacgdo de lipidios nas membranas celulares (Figura 3C).

As bactérias isoladas das raizes de trigo aos 30 dias apds a germinagdo foram
comprovadas quanto a sua origem pela Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR). O DNA
genbmico das coldnias crescidas em meio NFb — Malato e NFb — L foram analisadas para a
presenca do 16S rRNA e Nif H. Foram selecionadas col6nias aleatoriamente das 8 condicdes
(inoculacéo e/ou fertilizagdo) e das 2 cultivares avaliadas, e através da PCR foram mostrados
2 fragmentos de 310 pb para o0 gene 16S rRNA e 317 pb para o gene Nif H, respectivamente
(Figura 4). Como esperado, as bactérias presentes no indculo apresentaram 0 mesmo padréo

de bandas de H. seropedicae e A. brasilense.
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310 pb 317 pb

Figura 4: Analises de PCR das bactérias H. seropedicae e A. brasilense isoladas nas raizes de trigo aos 30
dias ap6s a germinacdo. Linha M — Marcador de peso molecular (Ladder 100 pb). Linhas 1 a 6 bactérias
isoladas provenientes da cv CD 120. Linhas 7 a 12 bactérias isoladas provenientes da cv Frontana.

4.1.1 Respostas da Taxa de Fotossintese Liquida, Condutancia Estomatica,
Transpiragdo e Concentracéo Interna de CO2

Primeiramente, sabe-se que a queda nas taxas de conduténcia estomatica afetam
diretamente as taxas liquidas de fotossintese e transpiracao, pois o fechamento estomatico é
um dos fatores afetados em curto prazo pelo estresse hidrico (TAIZ e ZEIGER, 2010). Neste
sentido, todas as medidas de trocas gasosas foram efetuadas em dia totalmente ensolarado,
sem a presenca de nuvens e com irradiancia variando externamente na planta entre 150 a 1800
J mol m? s, sendo fornecido artificialmente para a folha bandeira de trigo 1500 J mol m? st
por meio do IRGA Licor LIX 6400 (Infra Red Gas Analyser).

Como previsto, a restricdo hidrica proporcionou rapido fechamento estomaético, sendo
que em condi¢cbes normais de suprimento de agua, foram verificados diferentes
comportamentos para taxa de fotossintese liquida A nas duas cultivares estudadas com
destaque para a fertilizacdo com N (C5), independentemente da cultivar. Pois, a C5
apresentou maior A superando as condigdes de inoculagdo com A. brasilense associada com N
(C7), e inoculada com H. seropedicae e A. brasilense e N (C8) para a cv CD 120 (Figura 5A),
e o controle (C1), inoculacdo com H. seropedicae e N (C6) e inoculagcdo com A. brasilense e
N (C7) para a cv Frontana (Figura 6A). Em condicdes de déficit hidrico parcial e severo, nota-
se uma reducdo na assimilacdo liquida de CO, nos tratamentos devido a restricdo hidrica,
porém nenhuma das condicGes aplicadas ndo prejudicaram a fotossintese em relacdo ao
controle (Figura 5A). Nestas mesmas condi¢fes, observou-se que a condi¢do de inoculagdo
com H. seropedicae (C2) para a cv Frontana, novamente superou as condi¢des C1, C7 e C8
(Figura 6A).
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Em relacdo a taxa de transpiracdo E da cv CD 120, nota-se que a saida de agua pelos

estdbmatos foi reduzida conforme a condicéo de restri¢do hidrica imposta, principalmente nas

condicgdes C2, C3, C4 e C5 (Figura 5B). No entanto, ao observar o comportamento dentro de

cada restricdo hidrica para esta cultivar é possivel observar diferencas significativas quando as

plantas estavam em condigdes de déficit parcial, sendo que as condi¢bes C1, C3, C4 e C5

apresentaram valores médios menores que o controle (C1) (Figura 5B). Porém a cv Frontana,

mostrou-se ser influenciada ainda quando estavam em plena condicdo hidrica, onde a

presenca de N (C5) foi o que apresentou maiores valores para esta variavel juntamente com as
condigdes C3, C4, C6, C7 e C8, comparados ao C1 e C2 (Figura 6B). Por outro lado, a

restricdo de agua tanto para déficit parcial e severo, ndo possibilitou diferencas entre nenhum

das condicbes, porém, aqueles que continham bactérias e/ou nitrogénio, mostraram-se

superiores ao (C1) (Figura 6B).
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Figura 5: Pardmetros fisioldgicos na cv CD 120. Taxa de fotossintese liquida (A), Transpiracdo (B),
Condutancia Estomatica (C) e Concentracdo interna de CO, na folha (D), em funcdo das diferentes
condicBes de inoculacdo e/ou fertilizagdo. C1 — Controle; C2 — Inoculagdo com H. seropedicae SmR1; C3 —

Inoculacdo com A. brasilense Ab-V5; C4 — Inoculagdo com H. seropedicae SmR1 e A. brasilense Ab-V5;

C5 — Nitrogénio; C6 — Nitrogénio e Inoculacdo com H. seropedicae SmR1; C7 — Nitrogénio e Inoculagdo
com A. brasilense Ab-V5; C8 — Nitrogénio e Inoculacdo com H. seropedicae SmR1 e A. brasilense Ab-V5.

Cada valor representa a média + desvio padréo (n=5).

Pbde ser observado de modo geral neste experimento que a imposi¢do da restricdo

hidrica na cv CD 120, proporcionou diferengas bruscas na condutincia estomatica gs das
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condicBes diretamente relacionados com a restricdo de dgua, exceto para o controle (C1) e a
inoculacdo com H. seropedicae e A. brasilense e N (C8) nas condi¢gdes normais de irrigacéo e
parcialmente irrigado (Figura 5C). Para a cv Frontana este comportamento s6 ndo foi
observado para a condicdo C5 (Figura 6C). Por outro lado, ao avaliar o comportamentos das
condigdes de inoculagéo e/ou fertilizagdo na cv CD 120 na condicdo irrigada, observa-se que
a C5 apresenta valores médios maiores que aqueles observados pela C8 (Figura 5C). Na cv
Frontana, nesta mesma condicdo apresentou valores médios superiores para a mesma
condicdo em relacdo ao controle (C1) e demais condi¢bes de inoculacdo e/ou fertilizagédo
(Figura 5C). Ao impor a restricdo hidrica parcial, nota-se que as condigdes C2, C3, C4, C5 e
C6 na cv CD 120, apresentaram valores menores em relacdo ao controle (Figura 5C). Ja, a
inoculacdo com H. seropedicae (C2) na cv Frontana proporcionou os maiores valores médios
da gs nesta condicdo hidrica em relacdo as demais condi¢bes, porém a inoculagdo com H.
seropedicae associada com o N (C6) e a inoculacdo de A. brasilense associada ao N (C7)

apresentaram valores menores quando comparados com o controle (C1) (Figura 6C).
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Figura 6: Pardmetros fisiolégicos na cv Frontana. Taxa de fotossintese liquida (A), Transpiragdo (B),
Condutancia Estomaética (C) e Concentracdo interna de CO, na folha (D), em fungdo das diferentes
condi¢Bes de inoculacdo e/ou fertilizacdo. C1 — Controle; C2 — Inocula¢do com H. seropedicae SmR1; C3 —
Inoculacdo com A. brasilense Ab-V5; C4 — Inoculacdo com H. seropedicae SmR1 e A. brasilense Ab-V5;
C5 — Nitrogénio; C6 — Nitrogénio e Inoculacdo com H. seropedicae SmR1; C7 — Nitrogénio e Inoculagdo
com A. brasilense Ab-V5; C8 — Nitrogénio e Inoculagdo com H. seropedicae SmR1 e A. brasilense Ab-V5.
Cada valor representa a média + desvio padrdo (n=5).
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Ja em condig&o severas (8 dias sem reidratacdo), para a cv CD 120 observou-se que a
presenca de bactérias e/ou associada com nitrogénio mantiveram os estdbmatos nas mesmas
condicdes irrigadas (Figura 5C). No entanto, a cv Frontana quando inoculada com H.
seropedicae (C2) e A. brasilense (C3) mantiveram os estdbmatos melhores que o controle (C1)
em total restri¢do hidrica por oito dias.

Para a concentracdo interna de CO, dentro da cdmara subestomaética (Ci) das folhas da
cv CD 120, foi verificado na condicéo parcial de irrigacdo alteracdo nos valores de Ci, sendo
que as condicBes, C3, C4, C5, C6 e C7 mantiveram-se valores medios inferiores daqueles
observados pelo controle (Figura 5D).

A Ci nas folhas das plantas de trigo da cv Frontana quando mantidas em plena
condicdo de irrigacdo apresentou diferencas significativas, onde os valores de Ci foram
maiores na presenca apenas de N (C5), juntamente com as condi¢des C2, C3 e C8, que foram
superiores ao controle (Figura 6D). Na condicdo de déficit parcial, a cv Frontana quando
inoculada com H. seropedicae (C2) ou associada com A. brasilense e N (C8) superaram 0s
valores observados pelo controle (C1). Ja a inoculacdo com H. seropedicae e N (C6) para esta
mesma variavel nesta mesma condicdo, obteve valores de Ci menores que ao controle (C1)
(Figura 5D). No entanto quando as plantas foram submetidas ao déficit severo, a Ci nas folhas
das plantas de trigo foram reduzidas, sendo que somente na inoculagdo com H. seropedicae
(C2), A. brasilense (C3), A. brasilense e N (C7) e quando inoculadas com H. seropedicae e A.

brasilense e N (C8) apresentaram valores maiores gque o controle.

4.2 Avaliacdo dos Parametros Produtivos

Os resultados referentes aos componentes da producdo das cultivares de trigo, em
resposta a inoculacdo com Herbaspirillum seropedicae e Azospirilum brasilense e/ou
combinadas com N, sdo apresentadas na Tabela 3.

Na condigdo irrigada, a cv Frontana apresentou maior massa fresca da parte aérea
comparando a cv CD 120. Neste ultimo gendtipo, a inoculacdo de H. seropedicae (C2) foi a
unica condigdo distinto estatisticamente dos demais, mostrando um possivel efeito da bactéria.
Para a cv Frontana, ndo houve diferengas significativas em nenhuma das condigdes aplicadas
(Tabela 3).

Para a massa seca da parte aérea, a cv CD 120 apresentou valores inferiores a cv

Frontana, com excecdo da inoculagdo com H. seropedicae (C2), fertilizacdo com N (C5) e
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inoculacdo de A. brasilense e N (C7), demostrando ser uma cultivar mais responsiva ao

nitrogénio e a presenca bacteriana.

Tabela 3: Massa Fresca da Parte Aérea (g), Massa Seca da Parte Aérea (g) e Teor de Nitrogénio Total
(9-kg™) nas duas cultivares de trigo, nas diferentes condicdes de inoculagio e/ou fertilizagdo e
aplicagdes do déficit hidrico.

IRRIGADO
Condicdes CD 120 Frontana CD 120 Frontana CD 120 Frontana
Massa Fresca da Massa Seca da Teor de Nitrogénio
Parte Aérea (g) Parte Aérea (g) Total (g.kg?)
C1 10,14 Bb 22,20 Aa 7,73 Bb 15,19 Aa 1,38 Aab 1,93 Aa
C2 21,45 Aa 22,34 Aa 14,55 Aa 14,08 Aa 1,38 Bab 2,30 Aa
C3 7,70 Bb 17,60 Aa 6,33 Bb 11,92 Aa 1,86 Ba 2,36 Aa
C4 11,28 Bb 19,11 Aa 9,24 Bb 13,92 Aa 1,72 Aab 1,97 Aa
C5 7,92Bb 13,18 Aa 6,24 Ab 8,27 Aa 1,29 Bab 2,53 Aa
C6 5,80 Bb 20,84 Aa 4,39 Bb 13,92 Aa 1,71 Bab 2,66 Aa
Cc7 7,25 Ab 13,07 Aa 5,66 Ab 9,45 Aa 1,53 Bab 2,75 Aa
C8 10,34 Bb 18,20 Aa 7,71 Bb 13,62 Aa 1,13 Bb 2,52 Aa
C.V (%) 36,81 38,50 35,29 27,68 22,62 17,09

DEFICIT PARCIAL
Condicoes CD 120 Frontana CD 120 Frontana CD 120 Frontana

Massa Fresca da Massa Seca da Teor de Nitrogénio

Parte Aérea (9) Parte Aérea (9) Total (g.kg™)
C1 6,52 Bb 12,45 Aa 5,94 Bbc 9,77 Aa 1,16 Aa 1,00 Bc
C2 9,12 Aab 13,19 Aa 6,81 Babc 11,51 Aa 1,51 Aa 1,11 Ac
C3 8,32 Bab 13,55 Aa 6,45 Babc 12,15 Aa 1,59 Ba 2,16 Aab
C4 11,18 Aa 24,44 Aa 9,62 Aa 10,19 Aa 1,62 Ba 2,20 Aab
C5 6,70 Bb 11,46 Aa 4,97 Bc 10,28 Aa 1,95 Aa 2,28 Aab
C6 10,00 Aab 12,74 Aa 7,26 Babc 11,24 Aa 1,62 Ba 2,19 Aab
Cc7 7,06 Aab 10,80 Aa 5,20 Bc 9,05 Aa 2,25 Aa 2,49 Aa
C8 10,22 Aab 9,87 Aa 8,50 Aab 8,42 Aa 1,20 Ba 1,93 Ab

C.V (%) 28,68 33,32 31,10 33,63 16,57 9,07

DEFICIT SEVERO
Condicoes CD 120 Frontana CD 120 Frontana CD 120 Frontana

Massa Fresca da Massa Seca da Teor de Nitrogénio

Parte Aérea (9) Parte Aérea (9) Total (g.kg™)
C1 5,13 Bab 11,08 Aa 4,41 Aab 6,04 Ab 1,99 Aab 1,24 Bab
C2 5,31 Bab 9,72 Aa 3,37 Bb 6,30 Aab 1,91 Aab 1,88 Aa
C3 5,71 Bab 14,21 Aa 4,39 Bab 9,80 Aab 1,78 Ab 1,57 Aab
C4 5,24 Bab 15,27 Aa 4,27 Bab 10,62 Aab 2,48 Aab 1,66 Bab
C5 4,23 Bb 11,68 Aa 3,97 Bab 7,87 Aab 2,27 Aab 2,09 Aa
C6 9,58 Aab 15,93 Aa 5,31 Bab 10,62 Aab 1,88 Ab 1,88 Aa
Cc7 8,75 Bab 17,66 Aa 5,13 Bab 12,49 Aa 2,39 Aab 0,65 Bb
Cs8 10,32 Aa 10,19 Aa 6,00 Aa 7,45 Aab 2,70 Aa 1,81 Ba

C.V (%) 49,45 41,62 33,63 41,57 18,16 32,17

C1 - Controle; C2 — Inoculagdo com H. seropedicae SmR1; C3 — Inoculagdo com A. brasilense Ab-V5; C4 —
Inoculacdo com H. seropedicae SmR1 e A. brasilense Ab-V5; C5 — Nitrogénio; C6 — Nitrogénio e Inoculacdo
com H. seropedicae SmR1; C7 — Nitrogénio e Inoculacdo com A. brasilense Ab-V5; C8 — Nitrogénio e
Inoculacdo com H. seropedicae SmR1 e A. brasilense Ab-V5. Cada valor representa a média (n=7), seguidas da
mesma letra mailscula, na linha, e mindscula, na coluna, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey
(p<0,05).

Em relacdo ao nitrogénio total (NT) da parte aérea, a cv CD 120 apesar de ter obtido

uma menor massa fresca e seca, apresentou um aumento nos niveis de NT foliar. A cv
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Frontana apresentou NT superior, proporcional a sua maior biomassa, caracteristica explicada
por ser um ancestral, muito difundido na década de 70 e ainda, apresentando porte maior. O
NT na cv CD 120 foram similares, apresentando diferencas estatisticas entre as condi¢fes de
inoculacdo com A. brasilense (C3) e inoculacdo e/ou fertilizacdo com H. seropedicae e A.
brasilense e N (C8) em relacdo aos demais (Tabela 3).

O numero médio de perfilhos entre as cultivares avaliadas foi similar. A cv Frontana
obteve 5,10 e 0 CD 120 obteve 5,19 perfilhos/planta. De modo geral, a varidvel numero de
perfilhos ndo apresentou diferencas entre as condi¢bes de inoculacdo e/ou fertilizacdo nas
cultivares, ou condi¢des hidricas aplicadas, pelo fato de ser uma caracteristica desenvolvida
antes da aplicacéo do estresse, e, portanto ndo afetada por este. Excecéo a esta afirmacéo séo
as condicdes de inoculacdo com H. seropedicae (C2) que promoveu o maior perfilhamento na
cv CD 120 em condicdes irrigadas, mas este comportamento nao foi repetido no deficit severo
(Tabela 4). Os resultados similares obtidos em todas as condigfes demonstram que no
experimento, as plantas usadas assemelhavam-se quanto a estrutura de perfilhos.

Foram observados 8 vasos xileméaticos em média na cv CD 120 e 12 na cv Frontana

em estudos anatémicos das raizes (Figura 7).
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Figura 7: Estudos anatdmicos realizados em raizes de trigo. (A) Controle da cv CD 120 e (B) Controle da cv
Frontana. Observagdo 40X.

N&o foram observados aumentos no nimero destes vasos condutores nas raizes das
cultivares em nenhuma das condi¢6es aplicadas, demonstrando ser uma caracteristica inerente
a cultivar e ndo afetada pela presenca de bactérias além de corroborar para uma maior
biomassa da cv Frontana em relagdo a cv CD120.

A inoculacgdo de H. seropedicae (C2) promoveu um aumento no numero de espigas na
condicdo irrigada para a cv CD 120, ja a inoculagdo de H. seropedicae e N (C6) fez diminuir

este pardmetro produtivo em relagdo ao controle neste mesmo regime hidrico. Na cv Frontana
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ndo foram observadas diferengas estatisticas para esta variavel ainda na condicéo irrigada
(Tabela 4)

Ainda no regime irrigado, na cv CD 120, a inoculacdo com H. seropedicae (C2)
promoveu aumento na massa de gréos, diferindo estatisticamente das demais condicdes,
porém, na cv Frontana, a fertilizacdo de N (C5) fez com que a massa de grdos diminuisse e a
presenca das bactérias resultou em massa igual ao controle (Tabela 4).

Em outra varidvel avaliada, massa de 1000 grdos, a cv CD 120 foi mais eficiente em
utilizar o NT para transforma-lo em proteinas na forma de massa de grdos. Na cv Frontana,
apenas as condicOes de fertilizagdo com N (C5) e inoculagdo com H. seropedicae e N (C6)
foram diferentes estatisticamente do controle (C1), porém foram iguais as condi¢fes de
inocualcao com A. brasilense e N (C7) e inoculacdo de H. seropedicae e A. brasilense e N
(C8). Na cv CD 120 houve uma resposta distinta, onde os melhores resultados foram obtidos
nas condi¢bes C2, C4, C6 e C8, onde a acdo das bactérias e combinadas ao nitrogénio fez
aumentar a massa de graos em relagdo ao controle (C1) (Tabela 4).

Na condicao de déficit parcial (Tabela 3), a massa da matéria fresca, as cv CD 120 e
cv Frontana apresentaram reducao da biomassa em relacdo controle irrigada (35,7% e 43,9%,
respectivamente) indicando a percepcdo do déficit hidrico. Os resultados obtidos em todoa as
condicBes apresentaram uma tendéncia de perda de biomassa pela restricdo hidrica
empregada. Na cv CD 120, a matéria seca da parte aérea foi maior demonstrando respostas a
presenca das bactérias C4, C6 e C8, mas ndo a fertilizacdo de N (C5), sendo o efeito do
aumento possivelmente aplicado as bactérias. Na cv Frontana, ndo foram observadas
diferencas significativas entre as condic¢des avaliadas (Tabela 3).

Embora a cv CD120 tenha apresentado aumentos no NT, proporcionalmente maiores
gue no controle nos regimes de déficit hidrico parcial e severo, tais aumentos ndo redundaram
em maior biomassa ou aumento na producdo de sementes/planta. Porém, houve aumento na
massa de 1000 grédos e o NT obtido foi possivelmente destinado a encher os gréos para
garantir a perpetuacdo da espécie. Diferencas significativas entre as condi¢des aplicadas ndo
foram observadas na cv CD 120 em relagdo ao NT. Entre cultivares, o teor de NT foi distinto
entre os controles, sendo que a cv CD 120 apresentou maiores teores que a cv Frontana. Este
resultado evidencia uma percep¢do do deficit hidrico maior na cv Frontana, porém, na
condicdo (C3) e (C4) ou ainda, (C6) e (C8), os teores de NT foram superiores quando
comparadas as obtidas para a cv CD 120, evidenciando o efeito positivo bacteriano sobre esta

variavel (Tabela 3).
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Tabela 4: Pardmetros produtivos avaliados. Numero de perfilhos/planta, nimero de espigas/planta,
massa graos/planta (g) e massa de 1000 gréos (g) nas duas cultivar de trigo, nas diferentes condi¢bes
de inoculacéo e/ou fertilizacdo e aplicacdes do déficit hidrico.

IRRIGADO
Condicdes CD120 Frontana  CD 120 Frontana CD 120 Frontana CD 120 Frontana
NUmero Numero Massa Massa de
Perfilhos/planta Espigas/planta Gréos/planta (g) 1000 gréos (g)
C1 585Ab 571 Aa 5,00 Abc 7,71 Aa 2,77 Abc 2,43 Aab 3,36 Ad 3,10 Ba
Cc2 10,28 Aa  4,85Ba 9,42 Aa 4,71 Ba 6,87 Aa 3,11 Ba 3,79 Aabc 3,06 Ba
C3 4,00 Ab 5,00 Aa 3,567 Abc 4,14 Aa 2,77 Abc 2,35 Aab 3,57 Abcd 3,04 Ba
C4 585Ab 6,28 Aa 5,21 Ab 4,85 Aa 3,71 Ab 2,40 Aab 4,01 Aa 2,78 Bab
C5 385Ab 3,85Aa 3,57 Abc 3,71 Aa 1,74 Ac 0,61 Ac 3,52 Acd 2,53Bb
C6 2,85Ab 4,75 Aa 2,57 Bb 4,42 Aa 2,58 Abc 2,47 Aab 3,93 Aab 2,54 Bb
Cc7 3,85Ab 4,57 Aa 3,57 Abc 3,42 Aa 2,01 Ac 1,72 Abc 3,50 Acd 2,64 Bab
C8 500Ab 5,85 Aa 4,85 Abc 5,71 Aa 2,97 Abc 2,01 Bab 3,68 Aabc 2,67 Bab
C.V (%) 36,18 33,02 32,97 38,91 27,70 37,08 6,56 6,85

DEFICIT PARCIAL
Tratamento CD 120 Frontana CD 120 Frontana CD 120 Frontana CD 120 Frontana

NUmero Ndmero Massa Massa de
Perfilhos/planta Espigas/planta Gréos/planta (g) 1000 gréos (g)
C1 5,14 Aa 4,28 Aa 3,00 Aab 3,42 Aa 0,99 Bc 1,92 Aab 3,47 Bd 4,36 Aa
C2 5,85 Aa 4,28 Aa 4,42 Aab 4,00 Aa 2,20 Abc 2,21 Aa 3,89 Abc 3,79 Aab
C3 6,28 Aa 5,00 Aa 2,57Bab 4,28 Aa 1,69 Ac 1,51 Aabc 3,75 Ac 2,72 Bc
C4 6,14 Aa 4,57 Aa 4,71 Aa 3,28 Aa 3,62 Aa 1,08 Bhc 4,13 Aab 3,14 Bbc
C5 471 Aa 442 Aa 2,42 Bb 4,28 Aa 1,29 Ac 0,77 Bc 3,92 Abc 2,53 Bc
C6 6,71 Aa 5,00 Aa 4,00 Aab 3,71 Aa 1,70 Ac 1,25 Aabc 4,13 Aab 3,11 Bbc
c7 428 Aa 4,28 Aa 3,28 Aab 3,14 Aa 1,69 Ac 1,81 Aab 3,94 Abc 3,00 Bc
C8 500 Aa 3,42 Aa 4,71 Aa 3,14 Aa 3,26 Aab 1,38 Bahc 4,26 Aa 2,85Bc
C.V (%) 34,33 35,76 36,62 38,45 38,64 38,62 5,45 6,23

DEFICIT SEVERO
Tratamento CD 120 Frontana CD 120 Frontana CD 120 Frontana CD 120 Frontana

Numero Numero Massa Massa de
Perfilhos/planta Espigas/planta Gréos/planta (g) 1000 gréos (9)
C1 557 Aa 4,00 Aab 1,28 Ac 2,00 Ab 0,18Ab 0,19Ad 2,87 Ad 3,10 Aab
Cc2 4,42 Aa  2,28Bb 2,14 Aabc 1,85 Ab 0,59 Bb 1,51 Aab 3,34 Aabc 3,50 Aa
C3 4,42 Aa 542 Aa 2,28 Babc 4,28 Aa 0,85 Aab 1,49 Aab 3,11 Acd 3,27 Aab
C4 4,71 Aa 4,57 Aab 1,57Bbc 3,57 Aab 0,27 Bb 1,54 Aab 3,26 Ac 2,79 Bbcd
C5 4,42 Aa 557 Aa 1,71 Abc 2,28 Aab 0,43 Ab 0,39 Acd 3,19 Acd 2,68 Bbcd
C6 542 Aa 4,42Aab 3,14 Aabc 3,28 Aab 1,57 Aa 1,08 Abc 3,68 Aab 2,49 Bcd
C7 7,00 Aa 4,00 Bab 3,42 Aab 3,71 Aab 0,71 Bb 1,94 Aa 3,70 Aa 2,94 Babc
C8 8,57 Aa 3,71 Aab 4,00 Aa 2,42 Bab 0,73Ab 0,24 Bcd 3,29 Abc  2,24Bd
C.V (%) 55,90 42,50 50,55 44,29 32,56 25,65 4,68 5,36

C1 - Controle; C2 — Inoculagdo com H. seropedicae SmR1; C3 — Inoculagdo com A. brasilense Ab-V5; C4 —
Inoculacdo com H. seropedicae SmR1 e A. brasilense Ab-V5; C5 — Nitrogénio; C6 — Nitrogénio e Inoculacdo
com H. seropedicae SmR1; C7 — Nitrogénio e Inoculacdo com A. brasilense Ab-V5; C8 — Nitrogénio e
Inoculacdo com H. seropedicae SmR1 e A. brasilense Ab-V5. Cada valor representa a média (n=7), seguidas da
mesma letra mailscula, na linha, e mindscula, na coluna, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey
(p<0,05).

Para o numero de perfilhos, em condices de déficit parcial, ndo houve diferencas
entre as condicOes de inoculagdo e/ou fertilizacdo para as duas cultivares. Em relagéo ao
namero de espigas também ndo foram observadas diferencas significativas entre as condices,
apenas uma reducdo de 40% nas plantas controle da cv Frontana e 55,6% na cv CD 120 em
relacdo ao controle irrigado. Na cv CD 120, a inoculagdo com H. seropedicae e A. brasilense
(C4) e inoculagdo com H. seropedicae e A. brasilense e N (C8) apresentaram medias maiores

nas condi¢des somente de N (C5) (Tabela 4). Estes resultados poderiam ser explicados pelo



50

solo apresentar alto teor de matéria organica (46,1 g.dm°) e o N, para a planta representar um
excesso, apresentando diminuicdo das variaveis de produgao.

A massa de grdos/planta foi afetada pela restricdo hidrica parcial e, as condicGes de
inoculacdo com H. seropedicae e A. brasilense (C4) e inoculagdo com H. seropedicae e A.
brasilense e N (C8) apresentaram aumentos na massa de grdos/planta. Na cv CD 120, a
reducdo na massa de gréos do controle foi de 64,3%, na cv Frontana a reducdo foi de 20,9%.
Na cv Frontana, a inoculacdo de H. seropedicae (C2) promoveu um aumento na massa de
gréos e esta foi distinta da fertilizacdo com N (C5), demonstrando o efeito de H. seropedicae
(Tabela 4).

Para a varidvel massa de 1000 grdos, na cultivar Frontana, as condi¢des de inoculagéo
com A. brasilense (C3), fertilizacdo com N (C5) e inoculacdo com H. seropedicae e A.
brasilense e N (C8) apresentaram reducao da massa de 1000 grdos, com exce¢do a condi¢ao
de inoculagdo com H. seropedicae (C2) que foi similar ao controle (C1) (Tabela 4). Para a cv
CD 120, a presenca das bactérias e nitrogénio (C8) foi a melhor condicdo, porém com
resultados similares as condicbes (C4) e (C6), mas ainda assim superiores ao controle. As
condicdes C2, C3, C4 e C6 foram distintos estatisticamente do controle, o que comprova gque
em condicdes de déficit hidrico parcial, a presenca das bactérias por si sé foi suficiente para
prevenir os efeitos danosos da seca na producdo de trigo nesta cultivar (Tabela 4).

Ao compararmos as cultivares, a cv CD 120 obteve em termos da massa de 1000
grdos, maior massa quando comparada com a cv Frontana, com excecdo do controle. Tais
resultados demonstram que esta cultivar seja mais responsiva a presenca de nitrogénio (C5 e
C8).

Para o déficit hidrico severo, houve uma reducdo de 50% na biomassa em ambas
cultivares em relacdo aos controles irrigado, respectivamente. Entre as duas cultivares, a cv
CD 120 em presenca de N (C5) obteve numericamente menor massa fresca e na inoculagédo
com H. seropedicae e A. brasilense e N (C8) apresentou a maior massa entre condicoes
(Tabela 3). A cv Frontana continuou apresentando as maiores biomassas em todos as
condicBes em relagdo a outra cultivar e, apenas na condigdo C6 e C8 esta varidvel foi similar
entre as cultivares avaliadas.

Em relacdo a massa seca, a cv Frontana apresentou as maiores biomassas em relacéo a
cv CD 120 e comparada ao controle, as condigdes em presenca das bactérias e nitrogénio (C2,
C3, C4, C6, C7 e C8) foram superiores. Porém, ndo houve diferencas na maioria das

condigdes, sendo considerados como distintos apenas as condi¢cdes C7 em relagdo ao controle
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(C1). Na cv CD 120, a melhor condicdo foi a C8 e a de menor média C2. As demais
condigdes foram estatisticamente similares (Tabela 3).

Para os teores de NT na cv CD 120, a interacdo entre H. seropedicae, A. brasilense e
N (C8) proporcionaram os maiores valores e distintos das condi¢es C3 e C6. As “flutuagdes”
obtidas para o desempenho das condi¢cBes na mesma cultivar nas diferentes restricdes hidricas
aplicadas, possivelmente podem ser explicadas pelas diferencas entre plantas quanto ao
tamanho, posicdo desta no vaso, vigor de semente, partes integrantes do erro experimental. Na
cv Frontana, os maiores teores foram encontrados nas condi¢des de inoculacdo com H.
seropedicae (C2), somente a presencga de N (C5), inoculagdo com H. seropedicae e N (C6) e
inoculacdo com H. seropedicae e A. brasilense e N (C8), demonstrando que para este
parametro somente a aplicacdo de H. seropedicae equivaleria a aplicacdo de nitrogénio,
promovendo baixos custos para o triticultor (Tabela 3). Entre cultivar, a cv CD 120
apresentou-se superior ao Frontana nas diferentes condi¢cdes de inoculagéo e/ou fertilizagéo,
inclusive no controle, demonstrando que em condicGes de déficit hidrico, que esta cultivar
converte uma maior proporcao de nitrogénio em biomassa.

O numero de perfilhos avaliados nesta condicdo hidrica foi afetado, na cv CD 120 a
condicdo de inoculagdo com ambas bactérias e N (C8) foi o que melhor respondeu, obtendo
em média 8,57 perfilhos/planta, porém estatisticamente igual as demais condi¢fes. Na cv
Frontana, as diferencas entre as condigfes de inoculagcdo e/ou fertilizacdo ndo foram
significativas, sendo que a presenca apenas de N (C5) e a presenca apenas de A. brasilense
(C3) numericamente superiores as demais condi¢Bes de inoculacdo e/ou fertilizacdo (Tabela
4).

A caracteristica nUmero de espigas/planta foi altamente afetada por esta condicéo de
severidade na restricdo hidrica, e as diferencas entre as condi¢des foi evidente. Na cv CD 120
a presenca da(s) bactéria(s) (C2 e C3); H. seropedicae e nitrogénio (C6); A. brasilense e
nitrogénio (C7) e H. seropedicae e A. brasilense e nitrogénio (C8) promoveram um aumento
no numero de espigas/planta. No Frontana, os melhores resultados foram obtidos na presenca
de A. brasilense (C3) quando comparado ao controle. Entre cultivares, a cv Frontana
apresentou maior nuimero de espigas/planta, condi¢cdo associada a préprio cultivar por
apresentar um maior porte e biomassa (Tabela 4).

A massa de grdos/planta também foi reduzida, na cv CD 120, a condi¢do de
inoculagcdo com H. seropedicae e N (C6) foi a que apresentou em média 1,57g por planta,
porém estatisticamente similar a C3. Na cv Frontana, as condi¢bes C1, C5 e C8 foram o0s que

apresentaram menor massa de graos/planta. A maior média para esta variavel, nesta cultivar,
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foi observada nas condicdes, C2, C3, C4 e C7 indicando que a presenca da(s) bactéria(s) pode
ter influenciado positivamente na massa de gréos (Tabela 4).

A resposta para a massa de 1000 grdos apresentou a mesma tendéncia dos resultados
obtidos no déficit parcial, porém, com maiores reducdes nesta variavel em todas as condicdes
e nas duas cultivares estudadas (Tabela 4). A cv CD 120 apresentou maiores valores quando
comparadas a cv Frontana, excecdo as condigdes C1, C2 e C3, porém, na cv CD 120 a
presenca de nitrogénio e das bactérias (C6 e C7) e somente H. seropedicae (C2) geraram as
melhores massas de 1000 grdos. Na cv Frontana, a presenca de H. seropedicae (C2) e de A.
brasilense (C3) conseguiram manter a massa de grdos similar ao controle e a presenca do
nitrogénio (C5, C6, C7 e C8) e a presenca de ambas as bactérias (C8) reduziu a massa de
grdos, demonstrando que em condicBes de baixa umidade no solo, alta concentracdo de
matéria organica (M.O 46,1 g.dcm®) e consequentemente alta concentracéo de nitrogénio, se

torna prejudicial.
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5 DISCUSSAO

5.1 Paré@metros da Percepcdo do Estresse e Interacdo Planta Bactéria

Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir diferencas entre as condi¢fes
aplicadas, cultivares e condi¢cfes hidricas avaliadas. As flutuagcdes nos TRA em plantas sob
condices irrigadas podem ser explicadas por fatores fisioldgicos inerentes as prdprias plantas
tais como: vigor da semente, posicionamento da planta no vaso, diferencas na irradiacéo solar,
fatores que compdem o erro experimental.

Os dados obtidos para os parametros fisioldgicos como (taxa fotossintética,
transpiracdo, condutancia estomatica e concentracdo interna de CO,) e o estado de agua nas
plantas (TRA) ndo foram concordantes entre si. Isto pode ser explicado pela metodologia de
obtencdo destes parametros. Os parametros fisioldgicos foram medidos no 6° dia ap0s o inicio
do estresse. As avaliacdes foram Unicas e apresentaram grande variagdo, ndo sendo suficientes
para a real avaliacdo do estado funcional das células vegetais. Porém, foram capazes de
caracterizar as diferentes condi¢des de déficit impostas as plantas e condi¢fes de inoculagédo
e/ou fertilizacdo. Nas Figuras 1, 2 e 3 fica evidente que a restricdo hidrica total por 8 dias
promoveu uma condi¢cdo aguda de falta de hidratacdo nas plantas, apresentando em ambas as
cultivares valores e indices baixos e proximos a zero.

A condicdo de restricdo hidrica parcial ndo proporcionou diferencas entre parametros
usados para quantificar os parametros fisiologicos como a taxa fotossintética, transpiracéo,
condutancia estomatica, concentracdo interna de CO, e TRA. A reposicdo de 50% da umidade
perdida pelas plantas ndo foi percebida nas diferentes condi¢cdes de inoculacdo e/ou
fertilizacdo, demonstrando que estas cultivares sdo parcialmente adaptados a uma restricéo
hidrica progressiva. Deste modo, os dados obtidos foram similares aos da condicéo irrigada.
Apenas o déficit severo foi percebido, gerando diferencas contrastantes em relacdo a condicédo
irrigada nas diferentes condicgdes e cultivares.

indices de TRA (avaliados ao 0 e 8 dias de imposi¢do do déficit permitiram observar
diferencas entre as condicGes de inoculacgdo e/ou fertilizacdo nas diferentes condi¢des hidricas
impostas, sendo uma ferramenta Util para a certificagdo da condigéo de restri¢do hidrica.

Os valores obtidos para o0 TRA permitem concluir que a presenca das bactérias (H.
seropedicae e A. brasilense) foi determinante para a manutencdo da condicdo de agua
principalmente no estado mais severo da restricdo hidrica. Para a cv CD 120, a condigdo
apenas com N (C5) obteve um TRA 51% menor e distinto das plantas controle (C1), o que

permite concluir uma resposta positiva desta cultivar & presenga bacteriana e ndo ao
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fertilizante. Para a cv Frontana, os resultados demonstram também um efeito positivo das
bactérias, mas a presenca de N foi prejudicial a manutencdo do TRA, excecdo € a condi¢do de
inoculacédo de H. seropedicae, A. brasilense e N (C8) onde a presenca exdgena do N na forma
do fertilizante foi minimizada pela presenca das bactérias. Os valores do TRA obtidos para
plantas irrigadas (em média 78%) foram similares aos obtidos por Lemos et al., (2011) em
outra cv COODETEC que submetidas a 8 dias de deéficit alcancaram TRA em torno de 21%
diferindo do valor de 12% para o controle sob déficit obtido neste trabalho. Dados obtidos por
Arzanesh et al., (2011) demonstram TRA para trigos iranianos com valores de 90%,
demonstrando que esta caracteristica inerente as plantas e a inoculagdo com estirpes de
Azospirilum lipoferum conseguiram a manutencdo ( 86%) dos valores de TRA mesmo em
condicdes de déficit hidrico (25% da capacidade de campo) .Os resultados obtidos também,
concordam com Santos et al., 2012 que observou valores de TRA menores a medida que a
restricdo hidrica era imposta.

Gongcalves et al., (2012), estudaram o efeito de plantas de milho inoculadas com A.
brasilense e observaram que estas se recuperaram mais rapidamente quando comparadas com
as que ndo foram inoculadas. EI-Komy et al., (2003) citam que plantas de trigo inoculadas
com Azospirilum tiveram os efeitos da seca diminuidos pela manutencdo de uma maior
pressdo de agua. Kasim et al., (2013) observaram TRA 20% maiores em planta inoculadas
com A. brasilense NO40. Dessa forma, fica evidente que a bactéria contribui positivamente
para que a planta possa elevar o seu TRA com mais eficiéncia, gastando menos tempo e
menos energia.

O déficit hidrico é conhecido por levar ao estresse oxidativo devido a aumento dos
niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs), como resultado direto do desequilibrio nas
taxas de transporte de elétrons e da atividade metabolica do consumidor de energia redutora
(BECK et al., 2007). Como consequéncia das EROs ocorre a peroxidacdo de lipidios e a
consequente ruptura das membranas celulares em plantas submetidas ao déficit
(HERNANDEZ et al., 2000; MUNDREE et al., 2002; MILLER et al., 2010). Em condigdes
de crescimento 6timas, as EROs sdo principalmente produzidos a baixo nivel em organelas,
tais como cloroplastos, mitocondrias e peroxisomos (APEL e HIRT, 2004). O aumento da
producéo de EROs durante o déficit pode representar uma ameaca para as células, no entanto,
as EROs também podem agir como sinais para a ativacdo da resposta ao déficit e vias de
defesa (PITZSCHKE et al., 2006). Embora ndo tenha sido realizada a quantificagédo da

peroxidacdo de lipidios, através de métodos indiretos, como o contetido de malondialdeido
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(PARVANOVA et al., 2004; SHAO et al., 2005) , a peroxidagdo de lipidios esta diretamente
correlacionada com o IEM (VENDRUSCOLO et al., 2007).

Neste experimento apenas a condicdo de déficit hidrico severo, apresentou resultados
distintos para o IEM nas diferentes condigdes de inoculacdo e/ou fertilizacdo aplicados. Os
resultados apontam que na cv CD 120 mostram que o controle apresentou uma reducdo de
51% e a presenca somente de N (C5) uma reducdo de 44% no IEM. Em ambas as cultivares,
as condicbes contendo bactérias diazotréficas C2, C3 e C8 apresentaram TRA similares as
plantas do controle irrigado, demostrando que conseguiram manter o turgor celular por
apresentarem IEMs altos (83% em média). Em todas as outras condi¢cdes com a presenca da(s)
bactéria(s) a manutencdo do turgor celular foi observada, dando indicios de que esta cultivar
seria promissor no uso comercial. Lemos et al., (2011) relatam uma reducao de 32% no IEM
de plantas de trigo cv COODETEC submetidas a 8 dias de déficit hidrico.

As plantas com niveis elevados de antioxidantes, constitutivas ou induzidas, tém sido
referidas como tendo uma maior resisténcia a este dano oxidativo (AHMAD et al., 2008;
KOHLER et al., 2008). As atividades das enzimas antioxidantes, como a catalase (CAT),
ascorbatoperoxidase (APX), guaicol peroxidase (POX), glutationaredutase (GR) e superdxido
dismutase (SOD), sob deficit em plantas, e uma correlagdo entre estas enzimas a niveis de
tolerancia a déficit hidrico tem sido descrita (APEL e HIRT, 2004; FAROOQ et al., 2009).
Em resposta ao déficit hidrico, as plantas aumentam a sintese de osmdlitos, aumentando assim
o0 potencial osmotico no interior das células (FAROOQ et al., 2009). Compostos exsudados
pelas bactérias osmo-tolerantes na zona radicular podem incluir osmolitos tais como glicina
betaina que, possivelmente atuando sinergicamente com glicina betaina produzida pela planta,
aumentam a tolerdncia a seca, aumento o potencial osmético das células radiculares
(DIMKPA et al., 2009). Ashraf et al., (2004) avaliaram o efeito de exopolissacaridos
bacterianos (EPS) e a absorcéo de jons K*/Na'. Os autores observaram que a inocula¢do com
rizobactérias diminuiu o fluxo de K*/Na" disponivel para a absorcio pelas plantas, e, assim, as
EPS contribuiram para aliviar o estresse salino em plantas.

Em plantas de Medicago inoculadas com BPCV produtoras de AlA e submetidas a
estresse salino, apresentaram alta atividade de enzimas antioxidantes o que contribuiu para a
sobrevivéncia destas plantas (BIANCO e DEFEZ, 2009). Por outro lado, Kasim et al., (2012)
observaram que as presencas de Azospirilum brasilense NO40 e Bacillus 5113 aliviaram o0s
efeitos da seca no trigo por melhorar a sobrevivéncia das plantas além de aumentar seu peso
fresco e seco e o0 contetdo de agua das plantas submetidas a seca. Os autores comprovaram

que plantulas de trigo submetidas a 7 dias de restricéo hidrica e inoculadas (10° células/mL™)
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apresentaram uma diminuicdo na atividade das enzimas antioxidantes, por diminuirem o0s
niveis de EROs nas plantas por mecanismos homeostaticos. Entre estes mecanismos esta um
complexo mais eficiente de protecdo a proteinas importantes no metabolismo. Omar et al.,
(2009) relatam resultados similares em cevada submetidas a estresse salino. A manutencao do
turgor celular observado nos tratamentos contendo H. seropedicae poderia contribuir para
uma melhor recuperacdo das plantas estressadas traduzindo-se em maior produtividade até
que o potencial de agua a campo seja restabelecido.

Analises moleculares puderam comprovar a presenca das bactérias inoculadas (Figura
4), mas, ndo foram observadas diferencas na anatomia radicular induzidas pela presenca das
bactérias Herbaspirilum e Azospirillum (Figura 7). Na literatura, ainda ndo esta bem
esclarecido como as bactérias induzem modificacdes na anatomia/morfologia radicular e
celular (DIMKPA et al., 2009). Pereyra et al., (2012) observaram mudangas no tamanho dos
vasos condutores e potenciais de dgua maiores quando plantulas de trigo foram inoculadas
com Azospirillum em condigdes in vitro (PEG 8000 20%) o que pode ser traduzido em um
fluxo maior de agua, explicando o maior crescimento destas plantulas. Pereyra et al., (2010)
em hipocotilos de pepino observaram mudancas na extensibilidade da parede celular e na
menor atividade da NADH oxidase e algumas peroxidases demonstrando que estas alteracdes
podem estar relacionadas com a promocdo do crescimento pelo Azospirillum.

Bashan et al., (1992) descrevem os efeitos da presenca de Azospirilum sobre soja em
condicdes de restricdo hidrica como sendo de aumentar o fluxo de protons, reduzir o potencial
de membrana, modificacbes nos conteudos de fosfolipidios na membrana celular e tais
modificacOes seriam induzidas por moléculas de baixo peso produzidos pelas bactérias. Creus
et al., (2004) relatam que em trigo inoculado com Azospirillum sob estresse hidrico
apresentaram coleoptilos com paredes celulares mais elésticas permitindo as células desta
regido ficarem menos vulneraveis a desidratacdo. Sueldo et al., (1996) relatam que em
plantulas de trigo, o déficit hidrico acarretou em mudancas na composicao fosfolipidica da
células radiculares pelo aumento dos teores de fosfatidilcolina e a redugdo de
fosfatidiletanolamina e a inoculagdo com Azospirillum impediu estas mudangas. Embora que,
em comparagdo com as plantas irrigadas os teores de fosfatidilcolina foram superiores e de
fosfatidiletanolamina foram inferiores em plantulas estressadas e inoculadas (PEREYRA et
al., 2006). Estes resultados sugerem que alteracdes mediadas pelas bactérias na elasticidade da
membrana das células da raiz podem ser um dos primeiros passos para se conhecer

mecanismos que promovam maior tolerancia a deficiéncia de agua.
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5.2 Parametros Fisioldgicos

Foi observado que a cultivar Frontana, de modo geral, possui melhor capacidade para
tolerar a restricdo hidrica progressiva em um primeiro momento. Provavelmente, tal
comportamento esteja ligado com o fato desta cultivar apresentar em média um maior porte
com cerca de 110 cm, maior teor de clorofila em suas folhas, da mesma forma que um maior
namero de vasos condutores, como ja mencionado. Estes resultados sdo semelhantes aqueles
obtidos por Dalla Santa et al., (2004), onde verificaram resposta favoraveis da inoculacéo das
sementes de trigo com Azospirillum sp. RAM-7, dependendo da cultivar avaliada. Ainda, na
literatura, ha relatos confirmando a eficiéncia de Azospirillum sp. em trigo, principalmente por
meio da producgdo de fitohormonios estimulando o crescimento das raizes (HUNGRIA, 2011).
Desta forma, com sistemas radiculares maiores a planta de trigo pode manter por um maior
periodo sua hidratacdo foliar, possibilitando maior troca gasosa por mais tempo (FOLLI-
PEREIRA et al., 2012). Segundo Barassi et al. (2008), relataram sobre os mecanismos de
respostas metabolicas e fisiologicas de plantas quando inoculadas com Azospirillum,
melhoraram os parametros fotossintéticos das folhas, incluindo maior teor de clorofila e
condutancia estomatica melhorando o potencial hidrico das plantas.

Ao avaliar a folha bandeira de trigo, observa-se que a adi¢do de nitrogénio (C5),
proporcionou incremento, pois de modo geral os melhores indices de trocas gasosas foram
obtidos para esta condicdo em ambas as cultivares. No entanto, é a presenca de H.
seropedicae (C2) ou acompanhada com o nitrogénio (C6) promoveram as maiores
produtividades para a cv CD 120 na condicdo irrigada e com déficit parcial. Este resultado
mostra que a presenca desta bactéria € importante para auxiliar a manuteng&o do status hidrico
das folhas. Porém, ndo se mostrou eficiente para a outra cultivar Frontana, apresentando
baixos valores médios para a massa de 1000 grdos. Tal comportamento é reflexo da
compatibilidade entre micro-organismo e planta, onde uma estirpe pode proporcionar
resultados favoraveis para uma cultivar e desfavoraveis para outra (ROESCH et al., 2005).

Foi confirmado que a presenca de qualquer tipo de imposicao hidrica testada neste
experimento modificou o comportamento fisiolégico das folhas bandeira das plantas de trigo,
pois apos o inicio do déficit parcial, observou-se uma reducdo nitida na (gs) de todas as
condigdes comparados ao controle (C1) para a cv CD 120. Este fendmeno, segundo Chaves
(1991) e Medici et al., (2010) tem sido identificado como a primeira resposta a seca moderada
com a finalidade de reduzir a perda de 4gua por meio da transpiracdo. No entanto, a cv CD

120 quando inoculada manteve alto o nivel de assimilacdo de didxido de carbono bem
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proximo do controle, mostrando que as condi¢fes de inoculacdo efou fertilizacdo
provavelmente melhoraram a eficiéncia do uso da &gua na folha reduzindo com isso a sua
transpiracdo e mantendo alto a (A). Outro aspecto importante € o fato destas condi¢cGes mesmo
apos a reducdo da abertura estomatica e por consequéncia o influxo de CO; interno (Ci),
observa-se altos niveis da (A) na planta. Isto comprova, que ascondi¢des de inoculacdo e/ou
fertilizacdo de alguma forma mantém ativo os mecanismos de fixag¢&o do didxido de carbono,
mesmo em condicdes adversas, ou seja, déficit hidrico severo. Estes resultados estdo de
acordo com aqueles obtidos por Sassaki e Machado (1999) ao avaliar a eficiéncia
fotossintética de duas espécies de trigo cultivadas em diferentes teores de dgua no solo.

As condi¢cdes observadas neste experimento proporcionadas por ambas as bactérias
nas respectivas cultivares em relacdo a tolerancia a desidratagdo mostrada pelas varaveis de
trocas gasosas associadas com os valores do TRA e IEM corroboram a hipétese de que as
bactérias auxiliaram na manutencdo fisioldgica tanto do aparado metabdlico quanto
fisiologico das plantas de trigo. Pois, 0 TRA em folhas de plantas que receberam a inoculagéo
e/ou fertilizacdo mantiveram sua turgescéncia proxima a 80%, mantendo-se aproximadamente
iguais as plantas irrigadas, exceto na C1 e C5, onde os valores do TRA ficaram abaixo de
40%. Provavelmente a rapida resposta do fechamento estomético avaliado pela condutancia
estomatica promovida pela acdo direta das condi¢Bes tenha contribuido para diminuir a perda
de &gua mantendo valores estaveis do TRA. Em condicBGes severas de déficit hidrico, a
inoculacdo com H. seropedicae (C2) proporcionou maiores valores do TRA, mostrando o
efeito benéfico desta bactéria.

A concentracdo interna de CO, (Ci) nas 3 condigdes hidricas foram distintas para a cv
CD 120, sendo que o déficit hidrico severo promoveu os menores indices para este parametro
(Figura 5D). Tais resultados parecem indicar que o decréscimo da (A) s6 foi consequéncia do
aumento da resisténcia estomatica, mas também, do efeito do déficit hidrico na (A), visto que
um alto valor de (Ci) associado a baixa (gs) indicaria um decréscimo na eficiéncia de
carboxilacdo. O mecanismo de abertura estomatica em resposta a (Ci) parece agir também em
conjunto com outros estimulos, como intensidade e qualidade da radiagdo solar (RASCHKE,
1979; FARQUHAR e SHARKEY, 1982).

5.3 Parametros Produtivos

Plantas da cv CD 120 em geral apresentaram maiores teores de N nas folhas quando
submetidas ao déficit severo, e na cv Frontana houve um decréscimo nestes teores. Em

relacdo aos parametros produtivos, plantas da cv CD 120 inoculadas com H. seropedicae
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apresentaram 52% de aumento em sua biomassa fresca comparada ao controle irrigado, porém
em déficit severo este incremento foi de 3%. A presenca de A. brasilense promoveu uma
reducdo de 31 % na biomassa fresca quando comparada ao controle, porém em déficit severo
promoveu um acréscimo de 11% na massa fresca. A associacdo entre H. seropedicae, A.
brasilense e N (C8) proporcionou um acréscimo na biomassa 2% (irrigado) e 101% no déficit
severo. Em relagcdo aos parametros produtivos, plantas da cv Frontana inoculadas com H.
seropedicae apresentaram 0,6% de aumento em sua biomassa fresca comparada ao controle
irrigado, porém em déficit severo houve uma reducdo 12%. A presenca de A. brasilense
promoveu uma reducdo de 21 % na biomassa fresca quando comparada ao controle, porém
em déficit severo promoveu um acréscimo de 28% na massa fresca. A associagdo entre H.
seropedicae, A. brasilense e N (C8) proporcionou um reducdo na biomassa 18% (irrigado) e
8% (déficit severo), demonstrando o efeito das bactérias na manutencédo do turgor celular para
a cv CD 120 e indices negativos para o Frontana. Neiverth, 2011 observou um acréscimo de
13% na biomassa na cv CD 120 em presenca de H. seropedicae (10°) células, e a presenca da
bactéria e nitrogénio reduziram a biomassa das plantas em 2%.

Tais incrementos em condicdes estressantes, resultados sugerem uma melhor protecéo
ao dano oxidativo resultante de um sistema antioxidante mais eficiente em que ocorreria 0
sequestro e inativagdo dos radicais livres e na protecdo de enzimas antioxidantes (LUTTS e
GUERRIER, 1995; GONG et al., 2005). Os resultados também apontam para uma
especificidade entre a associacdo planta x bactéria e que estudos de diferentes estirpes,
cultivar e local sdo importantes para o melhor uso desta biotecnologia.

Para a cv Frontana, a presenca das bactérias C2 e C3 e C8 foram determinantes para 0s
altos indices de IEM, porém a presenca de N (C5) foi negativa para os resultados desta
variavel. Em relacdo aos teores de N das folhas, observa-se que a cv Frontana apresentou na
condicdo irrigada niveis de N maiores que a cv CD 120. Tal observacdo pode ser explicada
por essa cultivar apresentar maior porte e biomassa fresca e seca. Dados obtidos para a cv CD
120 demostraram niveis aumentados de NT na condicdo de restricdo hidrica severa, a cv
Frontana, apresentou uma diminuicdo generalizada para esses valores em todos as condi¢Ges
de inoculagdo e/ou fertilizagdo no mesmo regime hidrico. Possivelmente, os teores
acumulados de N na cv CD 120 sejam canalizados para a formacdo de gréos. A presenca de
H. seropedicae, A brasilense e N (C8) embora apenas numericamente superior ao controle,
apontam para uma possivel contribuicdo bacteriana na maior fixacdo de nitrogénio pelas
bactérias. Neiverth, (2011) avaliaram as alteragGes nos teores de NT obtidos em 5 diferentes

cultivares COODETEC inoculados com H. seropedicae. Para a cv CD 120 os niveis obtidos
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foram de 0,2074 mg/g e Lemos, (2011) inoculando os mesmos genotipos com A. brasilense
obteve 30 mg/kg. Os resultados concordam com o0s autores mencionados.

Alamri e Mostafa, (2009) avaliando o efeito do suprimento de N e/ou a inoculacdo
com A. brasilense em trigo submetido a estresse salino, observou que o tratamento controle
originou 0,329 de gréos por planta e a presenga do A. brasilense promoveu um acréscimo de
28% nesta varidvel. Acréscimos maiores foram obtidos quando a adubagdo nitrogenada foi
aplicada com a bactéria (190%).

As variaveis nameros de espigas e massa de grdos/planta foram afetados com uma
maior reducdo pela severidade do déficit hidrico. Alamri e Mostafa, (2009) avaliando o efeito
do suprimento de N e/ou a inoculagdo com A. brasilense em trigo submetido a estresse salino,
observou que o tratamento controle originou 8,66 espigas por planta e a presenca do A.
brasilense promoveu um acréscimo de 3,9% no nimero de espigas. No entanto os maiores
ganhos foram obtidos com a adubagdo nitrogenada 27% (kg de N ha™) e a associacio A.
brasilense mais N promoveu o desenvolvimento de 46% no nimero de espigas.

Ao compararmos os dados obtidos para massa de grdos por plantas entre condicdes
aplicadas (irrigada x déficit severo), os valores obtidos foram proporcionalmente menores na
condicdo de déficit hidrico, em virtude da menor massa seca, mas as plantas foram capazes de
manter os valores de massa de 1000 grdos, similares ao controle irrigado. Os dados obtidos
para massa de 1000 grdos concordam com Alamri e Mostafa, (2009), que em condicédo
irrigada observaram um aumento na massa de 1000 grdos na ordem de 5,5% na presenca de A.
brasilense e 15% com a adubacdo nitrogenada (kg.ha®). Aranganarasan et al, (1998)
comprovaram que a inoculacdo com H. seropedicae em condi¢des a campo pode incrementar
a biomassa, o peso de 1000 gréos e a producdo de grdos em arroz. Mirza et al., (2000)
observaram aumento de 7,5 g/planta na produtividade de arroz inoculada com H. seropedicae
em casa de vegetacdo. Nas condicOGes deste experimento este incremento foi na ordem de
8,3% e 11,14% respectivamente. Os autores relataram incrementos de 40% quando na
presenca dos dois adjuvantes e em estresse salino. Os dados obtidos ndo concordam com 0s
autores e o incremento observado foi de 29%. Arzanesh et al., (2011) ao avaliar o efeito da
inoculacdo de A. lipoferum em trigo em condicgdes de déficit severo, obteve uma reducéo de
14,6% quando a estirpe bacteriana foi adicionada.

Estudos de déficit hidrico tem algumas dificuldades de obtencdo de dados
extrapolantes para condi¢des de campo, pois necessitam de ambiente controlado, o que ndo
pode ser encontrado em condicdo de campo. Os dados observados neste trabalho demonstram

que devem considerados os efeitos genotipo x estirpe x ambiente dependente da associacdo
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para que diferentes estirpes bacterianas promotoras de crescimento sejam amplamente
comercializadas. Contudo, 0 uso destas bactérias é uma abordagem promissora para mitigar
os efeitos do estresse hidrico nesta cultura promovendo maiores produtividades e
minimizando os custos, uma vez que a adubacéo nitrogenada néo seria necessaria em algumas

cultivares.
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6 CONCLUSOES

e O déficit hidrico severo foi o que proporcionou diminuicdo na maioria dos pardmetros
produtivos.

e A presenga de H. seropedicaee e A. brasilense e combinagGes apresentaram sustentacio
do TRA por uma membrana mais intacta.

e A cv Frontana nao sofreu com déficit parcial (irrigado e déficit parcial foram iguais).

e Acv CD 120 quando inoculado com H. seropedicae possui desempenho produtiva similar
ao uso exclusivo de fertilizantes nitrogenados.

e A presenga das bactérias conseguiu manter a massa de 1000 grdos em déficit severo.
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