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Ata da reunido da Comissdo Julgadora da Defesa de Dissertacdo da Tecndloga em
Biotecnologia Flavia Bordignon Hendges. Aos trinta dias do més de julho de 2015, as
08h, sob a presidéncia do Prof. Dr. Antonio Carlos Torres da Costa, em sessdo publica,
reuniu-se a Comissao Julgadora da Defesa da Dissertagdo da Tecndloga em Biotecnologia
Flavia Bordignon Hendges, discente do Programa de Pds-Graduacdo stricto sensu em
Agronomia - Nivel Mestrado e Doutorado com &rea de concentracdo em “PRODUCAO
VEGETAL", visando a obtencgdo do titulo de "MESTRA EM AGRONOMIA”, constituida
pelos membros: Prof.@ Dr.@ Marise Fonseca dos Santos (UFPR), Prof. Dr. Vandeir
Francisco Guimardes (Unioeste), Prof.@ Dr.@ Eliane Cristina Gruszka Vendruscolo (UFPR)
e Prof. Dr. Antonio Carlos Torres da Costa (Orientador).

Iniciados os trabalhos, o candidato apresentou seminario referente aos resultados
obtidos e submeteu-se a defesa de sua Dissertacdo, intitulada: “Efeito antioxidante da
bactéria Herbaspirillum seropedicae associada a genétipo de trigo submetido ao
déficit hidrico e adubacdo nitrogenada”.

Terminada a defesa, procedeu-se ao julgamento dessa prova, cujo resultado foi o
seguinte, observada a ordem de arguigdo:

Prof.2 Dr.@ Marise FONSECa A0S SaNtOS.....cvuiuiuirurrnniniieirirnniariereiieneieenrneenenns Aprovado
Prof. Dr. Vandeir Francisco Guimaraes (Coorientador).....cccovvvvvviiiieiiniinnnennnns, Aprovado
Prof.2 Dr.2@ Eliane Cristina Gruszka Vendruscolo (Coorientadora)............cocvvvenenn Aprovado
Prof. Dr. Antonio Carlos Torres da Costa (Orientador).......ccccoevvviviiiiniiiiniiininenn, Aprovado

Apurados os resultados, verificou-se que a candidata foi habilitada, fazendo jus,
portanto, ao titulo de “MESTRA EM AGRONOMIA”, area de concentragdo em
"PRODUGAO VEGETAL”. Do que, para constar, lavrou-se a presente ata, que vai
assinada pelos senhores membros da Comissdo Julgadora.

Marechal Candido Rondon, 30 de julho de 2015.
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RESUMO

HENDGES, Flavia, B. Universidade Estadual do Parana, julho de 2015. Efeito
antioxidante da bactéria Herbaspirillum seropedicae associada a genoétipo de trigo
submetido ao déficit hidrico e fertilizacdo nitrogenada. Orientador: Antonio Carlos
Torres da Costa. Coorientadores: Eliane Cristina Gruszka Vendruscolo e Vandeir
Francisco Guimaraes.

As plantas estdo constantemente expostas a uma grande variedade de estresses
ambientais que ocasionam reducdes na produtividade. Plantas submetidas a déficit
hidrico sofrem alteracfes na estrutura bioquimica de suas células, entre elas a produgédo
de espécies reativas de oxigénio (EROs) ou radicais livres e a planta, em resposta a
esses radicais livres, sintetizam agentes antioxidantes. O objetivo deste trabalho foi
avaliar o efeito antioxidante da inoculacdo com a bactéria Herbaspirillum seropedicae
associada ao genotipo de trigo CD 120 submetidas ao déficit hidrico e a adubacédo
nitrogenada em cobertura. Foram avaliados parametros fisiolégicos como indice de
estabilidade de membrana (IEM), teor relativo de agua (TRA), biomassa fresca e seca e
atividade enzimatica das enzimas antioxidantes: Catalase (CAT), Superdxido Dismutase
(SOD), Ascorbato Peroxidase (APX) e Glutationa S-Transferase (GST), além de teores
de prolina e peroxidacdo lipidica (MDA). O delineamento utilizado foi inteiramente ao
acaso, em esquema fatorial 4x2 com 3 repeti¢des, sendo que o primeiro fator refere-se
as condicOes de inoculacao/fertilizacdo (CO: controle, C1: fertilizacdo com sulfato de
amonio, C2: inoculagcdo com a bactéria e C3: fertilizagdo combinada com inoculagéo) e
0 segundo fator refere-se as condig¢fes hidricas com ou sem estresse (no estadio do
emborrachamento as plantas foram submetidas a défict hidrico por 8 dias enquanto que
as plantas controle permaneciam sendo irrigadas normalmente). Plantas inoculadas com
H. seropedicae submetidas ao estresse hidrico, apresentaram menores acréscimos no
IEM (19%), no MDA (41%) e prolina (6,7 vezes) em comparagdo com o controle (30%,
70% e 25 vezes, respectivamente). Em relacdo ao efeito antioxidante, a seca promoveu
reducdo acentuada da atividade especifica da CAT independentemente das condigdes de
fertilizacdo/inoculacdo aplicadas. Para a SOD, plantas estressadas e na presenca da
bactéria, aumentaram os niveis desta enzima, e para a GST, o efeito foi inverso. Porém,
a atividade da APX permaneceu inalterada, tanto pela aplicacdo do estresse quanto pela
presenca da inoculacdo. A presenca bacteriana aumentou a biomassa seca e fresca e a
massa de 100 gréos. Apesar do pouco efeito antioxidante observado ndo houve dano ao
tecido e ndo houve efeito na produtividade sob condicdo de déficit hidrico, contudo o
efeito antioxidante, este ndo foi capaz de restabelecer.

Palavras-chave: Triticum aestivum. Enzimas antioxidantes. Restricdo hidrica. Bactérias
diazotroficas.



ABSTRACT

HENDGES, Flavia, B. state University of Western Parana, in July de 2015.Antioxidant
effect of Herbaspirillum seropedicae bacteria associated with wheat genotype
subjected to water deficitand nitrogen fertilization. Advisor: Antonio Carlos Torres
da Costa. Co-Advisors: Eliane Cristina Gruszka Vendruscolo e Vandeir Francisco
Guimarées.

Plants are constantly exposed to a variety of environmental stresses which cause
reductions in productivity. Plants subjected to water stress undergo changes in the
biochemical structure of your cells, including the production of reactive oxygen species
(ROS) or free radicals and the plant in response to these free radicals, synthesize
antioxidants. The objective of this study was to evaluate the antioxidant effect of
inoculation with Herbaspirillum seropedicae bacteria associated with the wheat
genotypes CD 120 submitted to drought and nitrogen fertilization. They were assessed
physiological parameters such as membrane stability index (IEM), relative water
content (RWA), fresh and dry biomass and enzymatic activity of antioxidant enzymes:
catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD), ascorbate peroxidase (APX) and
Glutathione S-transferase (GST), and proline contents and lipid peroxidation (MDA).
The design was completely randomized in 4x2 factorial design with three replications,
the first factor relates to the conditions of inoculation / fertilization (CO: control, C1:
fertilization with ammonium sulfate, C2: inoculation with bacteria and C3: fertilization
combined with inoculation) and the second factor relates to the water conditions with or
without stress (at booting stage of the plants were submitted to water deficit for 8 days
while the control plants were still being irrigated usually). Plants inoculated with H.
seropedicae subjected to drought stress, show lower increases in IEM (19%) in the
MDA (41%) and proline (6.7 times) compared with the control (30%, 70% and 25
times, respectively). Regarding the antioxidant effect, the drought caused greater
reduction in specific activity of CAT regardless of fertilization conditions / applied
inoculation. For SOD stressed plants and in the presence of bacteria, the levels of
enzyme increased, and GST, the effect was reversed. However, the activity of APX
remained unchanged, both the application of stress as the presence of inoculation.
Bacterial presence increased the fresh and dry biomass and weight of 100 grains.
Although little antioxidant effect observed there was no damage to the tissue and had no
effect on yield under water stress conditions, yet the antioxidant effect, this was not
capable of restoring.

Keywords: Triticum aestivum. Antioxidant enzymes. Water restriction. Diazotrophs.
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1. INTRODUCAO

O trigo, juntamente com milho e arroz, prové 50% das calorias da dieta humana
e se constitui como uma fonte alimentar critica em regides de alto crescimento
populacional como Asia, Africa e Oriente Médio (DONN et al., 2014). O incremento de
produtividade nesta cultura ocorre a taxas de 0,9% ao ano e devera aumentar a 1,5%.
Porém este incremento estd muito abaixo da demanda do crescimento populacional
estimada para 9,4 bilhdes de pessoas até 2050 (FISCHER; EDMEADES, 2010;
CHAKRABORTY et al., 2013).

Os estresses abidticos e bidticos sdo os principais responsaveis por limitar os
incrementos na produtividade das culturas ao longo dos anos. As plantas podem estar
constantemente expostas a uma grande variedade de estresses ambientais que ocasionam
reducdes em seu crescimento, desenvolvimento e produtividade (NAVEED et al., 2014;
LABUDDA; AZAM, 2014).

Os estresses abidticos e bidticos em geral, desencadeiam uma reacdo oxidativa
que pode danificar os componentes celulares e causar sua disfuncdo (DEMIDCHIK,
2015). Com isso, ocorre a perturbacdo do equilibrio metabdlico das células, levando a
superproducdo de espécies reativas de oxigénio (denominadas EROs). Essas espécies
sdo altamente reativas e toxicas, as quais podem causar danos a proteinas, lipidios,
carboidratos e DNA (HUANG et al., 2012).

As EROs podem desempenhar um duplo papel na bioguimica e fisiologia
vegetal. Sdo consideradas importantes moléculas de sinalizacdo secundarias, produtos
toxicos do metabolismo aerébico que se acumulam no interior das células durante o
estresse oxidativo, bem como, produtos de certos processos metabdlicos, além de surgir
em alguns sistemas especificos sob fino controle celular. Como exemplo destas espécies
reativas tem-se o radical superéxido (O™), radicais hidroxila (OH"), oxigénio singleto
(*0,), peréxido de hidrogénio (H20) e radicais de peréxido (O22). Geralmente sdo
gerados nos cloroplastos, mitocondrias e peroxissomos (GILL; TUTEJA, 2010;
HUANG et al., 2012; LABUDDA; AZAM, 2014) e o estresse oxidativo aconteceria por
um desbalanco entre a formacdo das EROs e os mecanismos de detoxificagdo. Deste
modo, enzimas detoxificadoras tem um papel central na tolerancia a estresses,
especialmente durante a seca (ZIMMERMANN; ZENTGRAF, 2005; SIMOVA-
STOILOVA et al., 2009).
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Dentre as enzimas detoxificadoras, a superoxido dismutase (SOD) e a catalase
(CAT) tem como agdo promover a dismutacdo. A SOD do radical superdxido em H20-
e a CAT do H202 em H20 e Og; a ascorbato peroxidase (APX) faz a remocao do H20-
em H>O e oxida o acido ascorbico. A enzima glutationa S-transferase (GST) atua
indiretamente como um carreador ndo catalitico que facilita a distribuicdo e transporte
de vérias moléculas em conjunto com a glutationa peroxidase (GPX) que quebra o H20-
e os hidroperdxidos lipidicos (GILL; TUTEJA, 2010; LABUDDA; AZAM, 2014).

As bactérias promotoras do crescimento vegetal (BPCV) colonizam a rizosfera
de diversas espécies de plantas podendo estimular o crescimento do hospedeiro, além de
conferir alteracfes fisicas ou quimicas relativas a inducdo de resisténcia na planta de
forma a suprimir doencas. Porém, alguns relatos apontam o uso de BPCV como
indutores de toleréncia a estresses abioticos, como a seca, salinidade e deficiéncia ou
excesso de nutrientes (BHATTACHARYYA; JHA, 2012; CHAKRABORTY et al.,
2013).

Mecanismos exatos de tolerancia das plantas ao estresse por meio de BPCV
permanecem de modo especulativo, porém algumas explicagbes incluem: (1) a
producdo de hormdnios como o acido abscisico, acido giberélico, citocininas e auxinas
(AHEMAD; KIBRET, 2013); (2) producdo de enzimas essenciais, 1-
aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) desaminase para reduzir os niveis de etileno na
raiz durante o desenvolvimento de plantas (GLICK, 2005); (3) inducdo de resisténcia
sistémica por compostos produzidos por bactérias; (4) solubilizacdo de fosfatos
contribuindo com a nutricdo vegetal (GLICK, 2012; NICO et al., 2012); (5) formagéo
de biofilme bacteriano ou matriz extracelular que pela presenca de macromoléculas
(acUcares, oligo e polissacarideos) aumenta a hidratacdo e nutricdo da raiz, sendo que a
capacidade de retencdo de agua de alguns polissacarideos podem exceder varias vezes a
sua massa (YANG et al., 2009; TIMMUSK et al., 2014) e (6) melhoria na textura e
estrutura dos solos (MAPELLI et al., 2012).

Diversos trabalhos relatam o efeito benéfico das rizobactérias aumentando a
tolerancia das plantas a seca. Especialmente no trigo,ja foram avaliadas varias estirpes:
Azospirillum brasilense (CAMILIOS-NETO et al., 2014), Burkholderia phytofirmans
(NAVEED et al., 2014), Pseudomonas chlororaphis (CARLIER et al., 2008) e Bacillus
amyloliquefaciens (KASIM et al., 2013).

Entre as betaproteobacteria, o género Herbaspirilum (H. seropedicae) tem o

potencial de associagdo com diversos géneros de poaceas (JAMES; OLIVARES, 1997;
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FERNANDES et al., 2013; NEIVERTH et al., 2014). Porém, estudos com o intuito de
averiguar o efeito desta bactéria inoculada em plantas de trigo submetidas a seca ainda
ndo foram realizados.

Diante do que foi exposto acima, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito
antioxidante da bactéria Herbaspirillum seropedicae associada ao gendtipo de trigo CD

120 submetido ao déficit hidrico e adubagéo nitrogenada em cobertura.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

21 A CULTURA DO TRIGO

O trigo (Triticum aestivum) é uma planta de ciclo anual, originaria de clima frio,
sendo cultivada durante o periodo compreendido entre o inverno e a primavera
(EMBRAPA, 2014). E uma poacea e estima-se que existam cerca de 30 tipos de trigos,
geneticamente diferentes, sendo que metade pode ser cultivada e o restante cresce de
forma selvagem. Porém, 90% de todo trigo cultivado no mundo provém de trés espécies
Triticum aestivum, Triticum compactum e Triticum durum, cada uma destas espécies é
mais adequada a um tipo de alimento, sendo o Triticum aestivum, o mais cultivado do
planeta (ABITRIGO, 2014).

Este cereal tem o potencial de manter suas caracteristicas nutricionais mesmo
quando armazenado por longo tempo. O amido e as proteinas presentes no grédo
constituem uma fonte de alimento importante pelo fato de facil armazenamento (sem
exigir cuidados continuos) além de ser um alimento rico em energia e qualidade, teve
papel importante nos primeiros assentamentos humanos e no desenvolvimento das
civilizacbes (SWINDEN, 2006; EMBRAPA, 2015).

Os maiores produtores de trigo no mundo sdo a Unido Europeia, a China e a
india (ODEPA, 2014). Dados oficiais da CONAB (2014), safra 2013/2014 apontou uma
estimativa maior da &rea cultivada com o trigo no Brasil de 20,7% (457,8 mil ha), em
relagdo a safra 2012/2013. A produtividade na safra 2012/2013 foi de 2.502 kg ha* e na
safra 2013/2014 de 2.816kg ha, sendo o incremento de 12,4% (311 kg ha%).

A producéo de trigo no pais concentra-se na regido Sul, nos estados de Parand,
47,2% e Rio Grande do Sul, 44,2%. A participacdo de outros estados é da ordem de
8,6%. Essa participacdo é distribuida entre Santa Catarina, Sdo Paulo, Minas Gerais e
Mato Grosso do Sul (CONAB, 2014). Segundo projecdes do Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento (MAPA, 2014), o consumo interno brasileiro é de 10,7
milhGes de toneladas e a producdo nacional deste gréo atinge cerca de 5 milhdes de
toneladas, sendo necessario o suprimento deste déficit na producéo através dos paises
produtores, tornando o pais 0 3° maior importador de trigo (ODEPA, 2014; MINGOTI
etal., 2014).
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Segundo dados da Associacdo Brasileira da Industria do Trigo (ABITRIGO,
2011) o Parané € o estado que mais produz o grdo, atingindo safras frequentemente
acima de 3 milhGes de toneladas. No Parana, o aumento da area cultivada com trigo foi
de 203,1 mil ha, sendo 26,3% de incremento, porém apesar deste aumento a ocorréncia
de clima atipico (da semeadura a colheita), resultou em enormes perdas, resultando em
uma queda na producdo de 15,2% e reducdo na produtividade de 32,9% (CONAB,
2014).

Para a safra 2014/2015, estima-se uma producdo de 7,5 milhdes de toneladas,
porém de acordo com a demanda interna € projetada a necessidade de importar 5,5
milhdes de toneladas do grdo. Os principais paises exportadores para o Brasil sdo
Argentina e Estados Unidos (CONAB, 2014).

No Parand, a regido Oeste do estado é caracterizada por apresentar alta aptidao
para a cultura do trigo, devido a particularidades como altitude, solo, clima, relevo e
também pela elevada concentracdo de unidades industriais em seu entorno. Entretanto,
em decorréncia de grandes variacdes climaticas observadas com frequénciana regido
durante o periodo de inverno, nota-se uma serie de frustracGes de safras (SANTOS,
2013).

2.2 ESTRESSES ABIOTICOS

O ambiente é raramente ideal para o crescimento de plantas em ambas as
comunidades naturais e agricolas (KRISHANIA et al., 2013). As plantas sdo
consideradas como organismos sésseis e sdo expostas a um ambiente em constante
mudanca, incluindo um diversificado leque de fatores bidticos e abiéticos (KEUNEN et
al., 2013).

O estresse € um fendbmeno fisioldgico e bioquimico das plantas, que envolve
alteracdes na estrutura e funcdo em todos os niveis da organizacdo, a partir de moléculas
grandes como proteinas e lipidios, e agregacdes deles em membranas, para as mais
complexas organelas (cloroplastos, mitocéndrias) e depois para células, tecidos e
Orgdos, através de toda a planta (LAWLOR, 2013). Estes fenbmenos podem limitar o
crescimento, a reproducéo, o rendimento e qualidade dos grdos (MHAMDI et al., 2010).

Existe uma variedade de estresses ambientais que afetam as plantas

(KRISHANIA et al., 2013). Entende-se como estresse bidtico as interagdes com outros
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organismos, como por exemplo, infeccdo por herbivos, efeitos de simbiose ou
parasitismo, além de, danos mecanicos, podas e chuvas de granizo que acabam por
danificar as plantas causando ferimentos (KRISHANIA et al., 2013). Estresses abidticos
sdo aqueles que regulam o crescimento das plantas como: luminosidade (intensidade),
disponibilidade de nutrientes minerais (limitacdo ou excesso- toxicidade, salinidade),
temperatura (calor ou frio) e disponibilidade hidrica (seca ou inundagdes) (DOLFREUS
2014). Dentre os fatores abidticos, a seca e a salinidade sdo 0s que causam maiores
prejuizos (KRISHANIA et al., 2013).

2.3 FISIOLOGIA DO DEFICIT HIDRICO

O déficit hidrico é considerado uma perda moderada de agua, que conduz ao
fechamento estomaético e a limitacdo das trocas gasosas. Geralmente o estresse hidrico
ocorre quando a agua disponivel no solo é reduzida, e as condi¢Ges atmosféricas causam
a perda continua de agua da planta, pela transpiracdo ou evaporagdo induzindo a
murcha, danos as membranas celulares e, finalmente, a morte celular (JALEEL et al.,
2009).

A medida que o contetdo de agua disponivel no solo torna-se reduzido, o
crescimento e desenvolvimento da planta pode ser inibido. A planta como estratégia de
adaptacdo ao periodo de restricdo hidrica redistribui os recursos para toda a planta,
afetando por conseguinte a produtividade da cultura. O estresse hidrico ocasiona efeitos
negativos sobre o crescimento celular, podendo ainda levar a ruptura de proteinas de
membrana e decréscimos nos teores de clorofila e perda de capacidade de germinacao
(JALEEL et al., 2009).

Mecanismos complexos de percepcdo da disponibilidade de &gua em ambientes
e reprogramacdo do metabolismo e crescimento em resposta ao estresse hidrico levam a
uma variedade de alteracBes fisiologicas, bioguimicas e morfolégicas em nivel
molecular. As plantas podem evitar ou reduzir o déficit hidrico através do
desenvolvimento de um sistema radicular profundo, diminuindo o crescimento de
ramos, passando por senescéncia foliar e dorméncia, e pelo fechamento dos estdmatos
para reduzir a perda de 4gua (MACHADO et al., 2009; CLAEYS; INZE, 2013; ZHAO
etal., 2014).
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Os efeitos do déficit hidrico variam em fungéo de sua intensidade (duracéo), da
velocidade de imposicdo do estresse e do estadio de desenvolvimento da planta em que
a seca ocorre (MARQUES, et al., 2011).

Mecanismos de prevencdo de déficit tem por objetivo equilibrar a absorcéo de
agua e perda de agua. A absorcao de agua pode ser reforcada pelo acimulo de solutos
para reduzir o potencial de agua dos tecidos e melhorar o crescimento de raizes
(VENDRUSCOLO et al., 2007; CLAEYS; INZE, 2013).

A seca pode formar as Espécies Reativas de Oxigénio (EROs). A formacao das
EROs esta relacionada com a producdo de energia necessaria para 0S processos de
desenvolvimento da planta (KARUPPANAPANDIAN et al., 2011). Nestes
mecanismos, 0s vegetais necessitam de oxigénio (O2). A molécula de Oz é um radical
livre e tem dois elétrons desemparelhados. Para a molécula de O tornar-se reativa é
necessaria uma entrada de energia, ocorrendo a restricdo da rotacdo de spins, levando a
geracdo das EROs, que pode danificar as células. EROs e radicais livres promovem o
estresse oxidativo através da oxidacdo de compostos de células. Esta energia vem de
uma série de reacbes quimicas e bioquimicas cujos elétrons sdo altamente energizados
provenientes da cadeia de transporte de elétrons (CTE), raios ultravioletas, irradiacao
ionizante entre outras (GILL; TUTEJA, 2010; DEMIDCHIK, 2015).

Organelas com intensa taxa de fluxo de elétrons ou atividade metabdlica
altamente oxidante, como por exemplo, cloroplastos, mitocondrias ou peroxissomos sao
uma importante fonte de geracdo de EROs nas células vegetais (GILL; TUTEJA, 2010).
As EROs mais comumente formadas em condi¢des normais sdo O e H202, podendo
serem atribuidas ao resultado de extravazamento de elétrons a partir da fotossintese e da
cadeia de transporte de elétrons.

A salinidade, seca ou estresses osmoticos, levam ao fechamento estomaético
resultando em menor concentracédo intercelular de CO2 no cloroplasto, favorecendo a
formagéo de 10, (ABOGADALLAH, 2010; GILL; TUTEJA, 2010).0 aparecimento das
EROs provocam a oxidacdo dos componentes celulares, dificultando as atividades
metabolicas, afetando a integridade das organelas (SUZUKI et al., 2011). As EROs
podem surgir como um subproduto toxico devido a uma perturbagdo no metabolismo
energético e/ou podem ser produzidas para fins de sinalizacdo (GROR et al., 2013).

As condicdes de estresse hidrico promovem um maior acimulo destas espécies,
pois o oxigénio molecular (O2) atua como receptor de elétrons. O oxigénio singleto

(*0,), o radical hidroxila (OH), o radical superdxido (O) e peréxido de hidrogénio
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(H203) séo todos compostos fortemente oxidantes e, consequentemente, potencialmente
prejudiciais a integridade celular (FILIPPOU et al., 2011; GILL; TUTEJA, 2010; GROR
etal., 2013).

As caracteristicas principais do estresse oxidativo sdo: (1) aumento da carga
oxidativa (producédo avancadade EROs); (2) potencial de oxidacdo descontrolado devido
a taxas de produgdo superiores as taxas de metabolismo; (3) dano oxidativo aos
componentes celulares, o que supde que a taxa de oxidacdo seja superior a reparagdo ou
substituicdo; e (4) acimulo de componentes celulares danificados de alguma forma que
levam a perda de funcéo e eventual morte (FOYER; NOCTOR, 2012).

As EROs podem ser extremamente reativas, especialmente oxigénio singleto e o
radical hidroxila e, ao contrario do oxigénio atmosférico, podem oxidar varios
componentes celulares como proteinas e lipidios, DNA e RNA (CRUZ, 2008;
MHAMDI et al., 2010).

Todas as EROs (com excegéo do H20>) apresentam vida curta (2-4 ps) com isso
seu dano € principalmente nos locais de sua producdo. Somente o H2O> (um mili
segundo) pode se difundir e penetrar nas membranas e funcionar como uma molécula
sinal, ativando vias de sinalizacdo responsivas ao estresse do sistema de defesa (CRUZ,
2008; SIMOVA-STOILOVA et al., 2009). H.O, é a EROs mais estavel, sendo formado
na reacdo do oxigénio singleto com radical superéxido e, como um produto de
dismutacéao esponténea de O (GROR et al., 2013).

As EROs atuam com um duplo papel agindo como molécula sinalizadora:
indicador de estresse celular e mensageiro secundario envolvidos na resposta ao
estresse, via de transducdo de sinal e ativacdo dos sistemas de defesa (enzimas
antioxidantes) (SIMOVA-STOILOVA et al., 2009). A homeostase e protecdo das
proteinas e membranas de reparacdo de danos sdo iniciadas pelos sinais de estresse
primario (por exemplo, osmotica e efeitos i6nicos, ou temperatura, mudangas fluidez da
membrana) que por sua vez desencadeiam o processo de sinalizagdo e transcricdo
controle no local. Alteracdes irreversiveis da homeostase celular e a destruicdo das
proteinas e das membranas funcionais e estruturais podem ser causadas por uma
resposta inadequada a um ou Varios passos na sinalizacao e ativacdo do gene que resulta
em morte celular (KRISHANIA et al., 2013; COHEN et al., 2015).

As espécies reativas de oxigénio causam estresse aos sistemas biologicos.
Estresse por sua vez, induz a producdo de EROs. Consequentemente, um mecanismo

para interromper 0 processo autocatalitico, é necessario. Sob circunstancias normais, as
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concentracdes de radicais de oxigénio permanecem baixas por causa da atividade de
enzimas de antioxidantes, incluindo superdxido dismutase, catalase e ascorbato
peroxidase. Sob estresse ocorre a acumulagdo de solutos compativeis (como a prolina),

além do aumento nas atividades de enzimas antioxidantes (MATYSIK et al., 2002).

24  ENZIMAS E METABOLITOS LIGADOS AO ESTRESSE

Em condi¢bes normais, as plantas apresentam um sistema antioxidante que tem a
capacidade de sequestrar EROs visando minimizar o dano oxidativo. Com o aumento do
estresse oxidativo em plantas, uma série de enzimas antioxidantes sdo induzidas
(ORTIZ et al., 2015). As enzimas antioxidantes desempenham um papel fundamental
para diminuir os efeitos do estresse oxidativo sendo a principais: superoxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX), glutationa S-transferase (GST) e
peroxidase (POD) e somados a uma variedade de moléculas ndo enzimaticas
(glutationa, ascorbato, a-tocoferol, prolina, carotendides e flavonoides) que possuem um
papel importante na neutralizacdo das EROs (ASHRAF, 2009; ABOGADALLAH,
2010; TSENG et al., 2007; ZHANG et al., 2014).

A eliminagdo das EROs em relagdo a outros processos envolvidos na tolerancia
aos estresses (especificamente ao sal), bem como a importancia relativa de cada tipo de
atividade enzimatica (SOD, CAT, APX, entre outras) necessarias para a eliminacdo das
EROs variam de um planta para outra de acordo com as taxas de geracdo das EROs e as
principais fontes de EROs e, consequentemente, o tipo de atividade antioxidante
necessaria (ABOGADALLAH et al., 2010).

2.4.1 Catalase (CAT) (EC 1.11.1.6)

As catalases tém um papel importante no sistema de defesa da planta contra o
estresse oxidativo (ASHRAF, 2009). A reacdo tipica da catalase é a dismutacdo de duas
moléculas de H20: para a agua e O2 (2H202 — 2H20 + O2) (MHAMDI et al., 2010). A
enzima catalase tem uma das maiores taxas de rotatividade para todas as enzimas: uma
molécula de CAT pode converter aproximadamente 6 milhdes de moléculas de H,O2 em

H20 e O por minuto. E importante na remoc&o de H202 gerado nos peroxissomas por
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oxidases envolvidos na -oxidagdo dos &cidos graxos, fotorrespiracdo e catabolismo da
purina (GILL; TUTEJA, 2010).

O H20: pode ser desintoxicado das células por dois grupos de enzimas: as
catalases e peroxidases, como por exemplo, a APX. As catalases apresentam uma menor
afinidade a H2O2 em relagdo as peroxidases. Dessa forma, a CAT é sugerida para ser
envolvido na eliminacdo em massa de H.O. enquanto que peroxidases (POD) estdo
envolvidas em uma regulagdo fina de H202. Com base nas propriedades cinéticas da
enzima a remocdo de grandes quantidades de H»O» é uma funcéo tipica da CAT
(ABOGADALLAH et al., 2010, MHAMDI et al., 2010).

Catalases sdo produzidas principalmente nos peroxisomos e glioxissomos
(ASHRAF, 2009). O principal local de agdo CAT é conhecido por ser 0s peroxisomos
onde o H2O ocorre, proveniente da fase da fotorrespiracdo (ABOGADALLAH et al.,
2010). Como a CAT localiza-se predominantemente nos peroxisomos, uma atividade
satisfatoria desta enzima torna-se importante para metabolizar H.O> proveniente da
fotorrespiragdo, o qual, pode ser produzido em taxas mais elevadas em caso de déficit
hidrico (NOCTOR et al., 2014).

Em plantas sob estresse houve um incremento notavel nos indices da atividade
da enzima catalase, em particular nas folhas cloroticas. Tal fato sugere também um forte
aumento na concentracdo de H20», resultante do aumento da fotorrespiracdo e/ou
difusdo para outros compartimentos celulares. O acumulo de H2O:; pode levar ao
estresse oxidativo, desse modo, torna-se o interesse da planta para regular os niveis de
H.O> sob condicbes de estresse em vez de remové-lo completamente
(ABOGADALLAH et al., 2010).

A perda de atividade das enzimas peroxidases devido a producdo excessiva de
H>0> nas folhas cloréticas que danificam as enzimas e/ou regulamentam para baixo sua
expressdo, resulta em acumulo de EROs. Isto, por sua vez, resulta na inducdo de
atividade de CAT que pode eliminar os EROs mas ndo pode manter niveis equilibrados
de espécies reativas de oxigénio nos tecidos estressados e assim, podem reduzir mas ndo
impede o estresse oxidativo (ABOGADALLAH et al., 2010).

2.4.2 Ascorbato Peroxidase (APX) (EC 1.11.1.11)

A ascorbato peroxidase (APX) desempenha o papel mais importante na
detoxificacdo de ROS, protegendo as células. Esta enzima tem uma maior afinidade
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para H202 (UM) do que a CAT e POD (mM) e pode ter um papel mais importante na
gestdo de EROs durante o estresse. Uma maior expressdo da APX em plantas foi
demonstrada durante diferentes condicOes de estresse (GILL; TUTEJA, 2010).

Esta enzima exerce um papel vital na defesa da planta contra o estresse
oxidativo por eliminagdo H.O2 em diferentes compartimentos celulares (ZHANG et al.,
2014). APX sdo as principais enzimas relacionadas com a elimina¢do de H202 no
cloroplasto e citosol das células de plantas (KARUPPANAPANDIAN et al., 2011). S&o
responsaveis por catalisar a oxidagdo do acido ascorbico com o peroxido de hidrogénio
(H202 + AA — 2H>0 + DHA) originando o radical monodehidroascorbato (MDA)
(GILL; TUTEJA, 2010). Com base na localizacdo da enzima dentro da célula, quatro
tipos diferentes de APX foram identificados, sendo elas: a forma soltvel do estroma do
cloroplasto (sAPX), a forma ligada ao cloroplasto tilacdide (tAPX), a forma citosdlica
(cAPX), e a forma ligada a membrana glioxisoma (gmAPX) (ASHRAF, 2009).

E uma enzima do ciclo ascorbato-glutationa, a APX reduz H.0; e faz a
desintoxicacdo utilizando ascorbato como um substrato doador de elétrons
(NEHNEVAJOVA et al., 2012).

2.4.3 Superoxido Dismutase (SOD) (EC 1.15.1.1)

A superoxido dismutase (SOD) é considerada como antioxidante enzimatica
intracelular mais eficaz, sendo onipresente em todos 0s organismos aerdébios e em todos
0s compartimentos subcelulares propensos ao estresse oxidativo mediada por EROs. A
SOD atua removendo o radical superoxido (O™2) catalisando sua dismutagdoa H202. A
reacdo mediada por esta enzima tem uma taxa mais rapida do que dismutacdo
espontanea, cerca de 10.000 vezes. Devido ao potencial desta enzima em catalisar a
dismutacdo do radical superoxido a oxigénio molecular e H20., esta enzima €
considerada o antioxidante enzimatico intracelular mais eficaz (GILL; TUTEJA, 2010;
ZHANG et al., 2014).

A SOD promove a dismutacdo do radical superéxido em H.O», o qual é
decomposto por uma variedade de peroxidases em agua, utilizando véarios substratos
redutores no cloroplasto (ABOGADALLAH et al., 2010).

Uma vez que as SODs sdo metaloproteinas, estas possuem diferentes isoformas,
com base nas espécies metalicas presentes nos seus locais ativos. As isoformas mais

comuns de SOD conhecidos na literatura sdo a superdxido dismutase contendo 0s
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seguintes elementos: cobre-zinco (Cu/Zn-SOD), manganés (Mn-SOD), ferro (Fe-SOD)
e niquel (Ni-SOD) (ASHRAF, 2009).

A SOD juntamente com a CAT sdo responsaveis pela inativacdo do radical
superoxido (O™2) e do peroxido de hidrogénio (H20) respectivamente, e desse modo
impedem a formacdo da configuracdo mais reativa de EROs, o radical hidroxila (OH')
(KAMAL et al., 2012).

2.4.4 Glutationa S-Tranferase (GST) (EC 2.5.1.18)

As Glutationas S-transferases(GST) estdo classificadas como enzimas do
metabolismo secundario, e formam um grupo grande e diverso de enzimas que
catalisam a conjugacdo de substratos xenobiéticos eletrofilicos com o tripéptido
glutationa. GST sé@o conhecidas por fungdes como: desintoxicacdo de herbicidas,
manutencdo da homeostase hormonal em plantas, sequestro vacuolar de antocianina,
metabolismo da tirosina, a desintoxicacdo de hidroperoxidos, regulacdo da apoptose e
na resposta de aumento da tolerncia contra varios estresses bidticos e abioticos
(DIXON etal., 2010; GILL; TUTEJA, 2010; AHMAD et al., 2014).

GST apresenta um inusitado papel nas plantas: promover a desintoxicacdo de
compostos que estdo envolvidos em danos no DNA, RNA ou proteinas. Além disso,
tém sido observado que a GST pode resultar em ser um regulador negativo, e que com o
seu silenciamento faz uma planta resistente ao patdgeno (DIXON et al., 2010).

GST apresentam-se em isoformas que representam um grupo grande e variavel
de enzimas antioxidantes, que atuam na desintoxicacdo de xenobilticos organicos
halogenados que catalisam a sua conjugacdo com a glutationa (NEHNEVAJOVA et al.,
2012). A glutationa (GSH), um tripeptideo que contém cisteina, € um dos metabolitos
cruciais em plantas. Ocorre abundantemente na forma reduzida em tecidos de plantas e
estd localizada em todos os compartimentos da célula, como citosol, reticulo
endoplasmatico, vacuolos, mitocéndrias, cloroplastos, peroxissomas, bem como
apoplasto. A glutationa redutase catalisa a reducdo da GSH, uma molécula envolvida
em muitos processos reguladores e antioxidantes metabdlicas em plantas. A forma
reduzida da GHS é necessaria para a manutencéo do estado redox intracelular, de modo
a compensar todos os efeitos prejudiciais do estresse oxidativo induzido pelo estresse. A

GSH é produto da GST, que desempenha um papel importante na desintoxicacdo de
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redutase desidroascorbato (DHAR) e xenobioticos (ASHRAF, 2009). Em plantas, a
enzima GSH é um dos antioxidantes mais importantes (AHMAD et al., 2014).

2.4.4 Prolina

A acdo sincronizada de vérios antioxidantes e osmoprotetores como a prolina
podem contribuir para a superacdo dos estresse oxidativo(AL-WHAIBI et al., 2012).

Encontrados em todos 0s organismos vivos, 0s osmoprotetores sdo considerados
como altamente solUveis, aminodcidos de baixo peso molecular, ndo possuem carga ao
pH fisioldgico e ndo sdo toxicos mesmo que tenham sido acumulados em concentragdes
elevadas. A prolina é um desses osmoprotetores, por aumentar a pressdo osmética do
citoplasma, reter a dgua celular, a fim de manter as atividades bioguimicas no interior de
células de plantas, além de estabilizar membranas e proteinas sob condi¢cdes de seca
(ABDELKADER et al., 2010).

Plantas podem acumular prolina como resposta aos diferentes tipos de estresse
como salinidade, seca, altas e baixas temperaturas, metais pesados, ataque de patégenos,
anaerobiose, deficiéncia de nutrientes, poluicdo atmosférica e radiacdo UV.
(VERBRUGGEN, HERMANS, 2008; MATTIOLI et al., 2009). O acimulo de prolina
em condicdes de estresse abiodtico pode variar, dependendo da espécie e do grau de
estresse aplicado podendo aumentar em 100 vezes comparada as plantas controle
(KARATAS et al., 2014).

A prolina apresenta uma elevada capacidade para extinguir as EROs, como
oxigénio singleto e radical hidroxila. Esta capacidade pode ser entendida por meio de
suas propriedades quimicas, isto porque a prolina é capaz de formar complexos de
transferéncia de carga e pode eficazmente acabar com o oxigénio singleto. Além disso,
a prolina reage com OH" perante captacdo de hidrogénio, formando um radical mais
estavel. Deste modo, o acimulo de prolina em quantidades elevadas em plantas sob
diferentes tipos de estresse poderia ser bem compreendida por sua propriedade para
eliminar espécies reativas de oxigénio (MATYSIK et al., 2002; RODRIGUEZ,
REDMAN, 2005; KOHLER et al., 2009).

O conceito de prolina atuar como um antioxidante tem sido frequentemente
referenciado durante os ultimos 20 anos, porém propostas sobre um mecanismo
detalhado de sua reacdo com OH" e as caracteristicas fisico-quimicas das espécies

envolvidas ao longo dos caminhos possiveis de reacdo ainda sdo escassos. Alguns
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autores atribuem a prolina a categoria de antioxidantes ndo enzimaticos (SIGNORELLI
etal., 2014).

25  BACTERIAS PROMOTORAS DO CRESCIMENTO VEGETAL
(BPCV)

O sistema radicular pode ser visto como uma fabrica de produtos quimicos que
proporciona interagcbes subterrneas, incluindo associagbes simbioticas com
microrganismos benéficos (como rizébios, micorrizas, bactérias endofiticas e BPCV)
além de interacbes com outras plantas parasitas, microbios patogénicos e herbivoros
invertebrados. As plantas sdo capazes de liberar uma vasta gama de compostos, afim de
combater microrganismos patogénicos e atrair os benéficos. Dentre estes compostos
podemos citar acUcares, polissacaridos, aminodcidos, 4acidos aromaticos, acidos
alifaticos, acidos graxos, esterois, compostos fendlicos, enzimas, proteinas, reguladores
de crescimento de plantas e metabolitos secundarios (BADRI et al., 2009).

As bactérias geralmente ndo encontram-se uniformemente distribuidas no solo.
A concentracdo de bactérias localizada no entorno das raizes (rizosfera) é tipicamente
muito maior do que no resto do solo (GLICK, 2012). Aproximadamente de 2-5% das
rizobactérias quando reintroduzidas em solos, por meio da inoculagdo de plantas,
contendo microflora competitiva exercem um efeito benéfico sobre o crescimento da
planta e sdo denominados como bactérias promotoras do crescimento vegetal (BPCV)
(PAUL; LADE, 2014).

Particularmente, as bactérias do solo possuem a capacidade de crescer
rapidamente e utilizar como fontes de nutrientes, uma gama muito ampla de diferentes
substancias. Ao mesmo tempo que muitas bactérias estdo dispersas, ligadas as particulas
do solo, muitas interagem com as raizes das plantas (GLICK, 2014).

O uso BPCV é uma alternativa potencial para diminuir o impacto ambiental
negativo resultante do uso continuo de fertilizantes quimicos, herbicidas e pesticidas. As
BPCV possuem a capacidade de fixar e solubilizar nutrientes minerais indisponiveis
para as plantas, desse modo, podem atuar como biofertilizantes (WEYENS et al., 2009;
PEREZ-MONTANO et al., 2014).

As bactérias que promovem o crescimento vegetal incluem aquelas que sdo de
vida livre, aquelas que formam relacfes simbioticas especificas com plantas, também

estdo incluidos enddfitos bacterianos que podem colonizar alguns ou uma porcéo dos
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tecidos interiores de uma planta e cianobactérias onde diversos géneros podem causar
efeitos sobre o crescimento da planta (GLICK, 2012; NADEEM et al., 2014). Podem
ainda ser classificados em simbiontes, cujas bactérias diazotroficas vivem em estreita
associacdo com plantas, conduzindo a formacao de nodulos em raizes ou nodulagéo, e
aqueles gue sdo apenas associados com as plantas (WEYENS, et al., 2009).

Estas bactérias tém um papel de melhorar o estado nutricional das plantas
hospedeiras por meio de fixacdo de nitrogénio (FBN), por aumentar a disponibilidade
de nutrientes na rizosfera, por promover aumento da area de superficie da raiz, ou por
melhorar simbiose benéfica do hospedeiro ou também, através da producdo de
substancias que auxiliam o crescimento radicular (como o &cido indol acético).
Normalmente, a promoc&o de crescimento é devido a uma combinacéo destes modos de
acao. Além disso, a inoculacdo com BPCV pode aumentar a absorcéo de varios outros
nutrientes, tais como Ca, K, Fe, Cu, Mn e Zn (PEREZ-MONTANO et al., 2014)

Cerca de 78% da atmosfera da terra é nitrogénio. Este elemento encontra-se
indisponivel para os vegetais sendo considerado muitas vezes um fator limitante para o
crescimento (WEYENS et al., 2009; AHMAD et al., 2014; VELIVELLI et al., 2015).
Para ser assimilado pelas plantas o nitrogénio precisa estar na forma de nitrato de
amonia. As plantas superiores ndo podem realizar este processo na auséncia de bactérias
diazotroficas (WEYENS et al., 2009).

O genéro Azospirillum concentra a maior parte dos estudos relacionados com
bactérias diazotroficas associativas (DE SOUZA MOREIRA et al., 2010). Essas
bactérias possuem a enzima nitrogenase, uma enzima sensivel ao oxigénio (O2) que
catalisa a reducdo do nitrogénio atmosférico em amonia.

A interacdo planta-bactéria fornece nitrogénio reduzido para as plantas que é
necessario para a biossintese de proteinas e acidos nucléicos e em troca, as plantas
fornecem as bactérias compostos de carbono fixos, tais como aglcares. A interacao
entre 0s organismos é um processo multi-etapas, que envolvem a deteccdo e a secrecao
de moléculas especificas por ambas as partes (PELEG-GROSSMAN et al., 2012).

Algumas caracteristicas sdo essenciais na utilizacdo de BPCV, uma destas € que,
a bactéria deve ser capaz de sobreviver no solo rizosférico onde as comunidades
microbianas podem ser afetadas por uma ampla gama de fatores, como propriedades do
solo, tipo de planta ou praticas agrondémicas que determinam a presenca ou a
predominancia de determinados tipos de bactérias. Torna-se indispensavel o uso correto

de BPCV combinado de forma adequada com a planta e condicdo ambiental para
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alcancar os melhores resultados no crescimento vegetal. Dessa forma, esforcos
gradativos devem ser empregados no desenvolvimento de inoculantes que facilitam a
persisténcia ambiental das BPCV e este fato permitiria diminuir a quantidade de
fertilizantes quimicos e pesticidas utilizados para melhorar a fertilidade do solo e
produtividade da cultura (PEREZ-MONTANO et al., 2014).

26 PROMOCAO DA TOLERANCIA ASECA PELAS BACTERIAS

O solo é visto como uma fonte viva de microrganismos que competem por agua,
nutrientes e espaco limitado, como bactérias e fungos (VELIVELLI et al., 2015). A
rizosfera da planta constitui um sistema biolégico diversificado contendo muitos
microrganismos benéficos e também patogénicos. As interacBes entre os diferentes
microrganismos e as raizes das plantas constituem uma importante area de pesquisa para
o0 desenvolvimento das plantas e fisiologia do estresse (PELEG-GROSSMAN et al.,
2012).

As BPCV colonizam a rizosfera de diversas espécies de plantas e podem
conferir efeitos benéficos além de, provocar alteracGes fisicas ou quimicas relativas a
inducdo de resisténcia na planta de forma a suprimir doencas, porém poucos relatos
apontam o uso destas bactérias como indutores de tolerancia a estresses abidticos, como
a seca, salinidade e deficiéncia ou excesso de nutrientes (CHAKRABORTY et al.,
2013).

Bactérias estdo envolvidas na regulacdo positiva de genes, em resposta ao
estresse oxidativo. Os produtos desta regulagdo funcionam tanto para proteger as células
dos possiveis efeitos causados pelas EROS ou reparar quaisquer danos resultantes (TU
etal., 2012).

Diretamente, os efeitos ocorrem através de mecanismos relacionados com a
producdo de hormonios vegetais (como auxinas e giberelinas) ou regulando a producéo
de fitohormonios pela planta. Alguns exemplos destes hormonios vegetais incluem o
etileno (ET), acido abscisico (ABA), auxinas (AUX), citocininas (CIT), giberelinas
(GAs) entre outros. ABA € capaz de regulamentar a perda de &gua, sendo importante
para as plantas que estdo em condi¢6es de seca (VELIVELLI et al., 2015). Além disso,
podem afetar a disponibilidade de nutrientes por meio da intervencao direta nos ciclos

biogeoquimicos, como por exemplo, a FBN e solubilizagdo de nutrientes importantes,
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tais como o fdsforo e ferro pela formacdo de sider6foros (CAMELO et al., 2011,
GLICK, 2012; AHMAD et al., 2014; ISLAM et al., 2014).

Os métodos indiretos de promoc¢do do crescimento vegetal podem contribuir
através da inducdo de resisténcia sisttémica a patdgenos, controle biologico de doencas,
diminuindo os efeitos inibidores de diversos patdgenos sobre o crescimento e
desenvolvimento das plantas nas formas de agentes de biocontrole, além de producéo de
antibidticos e sider6foros (CAMELO et al., 2011; GLICK, 2012; AHMAD et al., 2014).
Estes mecanismos auxiliam a planta a manter seu crescimento em ambiente de estresse
por mitigar o impacto negativo do estresse sobre o crescimento e desenvolvimento da
planta (NADEEM et al., 2014) (Figura 1).

Chlorophyll content
(Teor de Clorofila

da érea foliar) (Taxa de germinagéo

de sementes)
Seed germination
rate

(Peso e altura da
parte area e raiz)

Figura 1. Beneficios da interacdo de BPCV com plantas hospedeiras. Dentre estes
beneficios citados na literatura, incluem aumento da taxa de germinacéo das sementes, o
crescimento das raizes, o rendimento, a area foliar, teor de clorofila, a absor¢do de
nutrientes, teor de proteina, atividade hidrica, tolerancia a estresse abiotico, pesos de
raiz e parte aérea, biocontrole, e senescéncia retardada.

Fonte:Pérez-Montafio et al.,(2014).

Embora uma variedade de exemplos de tolerancia a estresses abiéticos mediada

por bactérias pode ser encontrada na literatura, os modos de acdo em grande parte
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permanecem ainda desconhecidos, porque a maioria dos estudos concentram-se apenas
em avaliar os efeitos promotores do crescimento de plantas (DIMPKA et al., 2009).

Algumas estirpes de BPCV tém a capacidade de proteger as plantas contra 0s
efeitos nocivos da alta de concentracdo de sais em solos. Alguns mecanismos
empregados pelas bactérias podem estar presentes em uma estirpe particular de
bactérias, enquanto ausentes nos outros. Por exemplo, algumas estirpes de
Pseudomonas tém a capacidade de reduzir a concentracdo de etileno induzida pelo
estresse, através da atividade da enzima ACC-desaminase e também diminuir a
disponibilidade de Na* através da producdo de exopolissacaridos (NADEEM et al.,
2014).

A inoculagdo de plantas com BPCV pode afetar a atividade das enzimas
antioxidantes vegetais. Kohler et al., (2009) procurando investigar a influéncia da
inoculacdo com BPCV Pseudomonas mendocina, isoladamente ou em combinacdo com
um fungo micorrizico arbuscular Glomus intraradices ou Glomus mosseae em plantas
de alface, observaram que a inocula¢do com esta bactéria promoveu uma diminuicéo de
55% na atividade da CAT em relacéo as plantas controle.

Gusain et al., (2015) trabalhando com algumas estirpes de BPCV como:
Pseudomonas fluorescéncia, Pseudomonas jessenii, Pseudomonas synxantha, Bacillus
cereus e Arthrobacter nitroguajacolicus em cultivares de arroz (Oryza sativa L.) sob
diferentes niveis de estresse hidrico relatou que a maioria das plantas inoculadas com
BPCV, em ambas cultivares avaliadas, apresentaram, maiores teores de prolina, maiores
atividades especificas das enzimas SOD, CAT, POD e APX além de menores niveis de
H>02 e malondialdeido (MDA) em folhas sob todos niveis de estresse aplicado.

Islam et al., (2014) observaram em plantas de trigo inoculadas com
Pseudomonas aeruginosa e submetidas ao estresse por metais toxicos (Zn) que apos 45
dias da semeadura, as plantas apresentaram os niveis de CAT, SOD e POD alterados
significativamente devido a presenca do metal e da inoculagdo. Foi observado
decréscimos na atividade da CAT enquanto que os valores de SOD e POD
apresentaram-se maiores em comparacdo ao controle. Além disso, baixos danos as
membranas celulares em termos de contetdo de MDA e H202 em plantas inoculadas
com P. aeruginosa foi positivamente associado a uma alta atividade antioxidante.

Na literatura, diversos trabalhos quantificando a atividade enzimatica do sistema
antioxidante mediante a inoculagdo de bactérias e sob estresses abioticos podem ser

encontrados (Tabela 1).
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Tabela 1. Estudos realizados com diferentes tipos de estresses com inoculacdo de
bactéria e avaliacdo de atividade das enzimas antioxidantes.

Atlyld,a (.je Estresse Aplicado Bactéria Referéncia
Enzimatica
Catalase (CAT), Hidrico/ Salino/ Metais Bacillus pumilus, Gururani et al.,
Superdxido Pesados Bacillus firmus (2013)
Dismutase (SOD)
Proteus penneri,
_ Pseudomonas aeruginosa, Naseem, Bano,
CATeSOD Hidrico Alcaligenes faecalis (2014)
Bacillus safensis,
CAT, SOD e APX Osmotico Ochrobactrum Chakr?Zb g 1”33; etal,
pseudogregnonense
CAT e APX Hidrico Burkholderia phytofirmans Naveed et al., (2014)
Bacillus megaterium,
s Enterobacter sp., Armada et al.,
CAT, SOD e APX Hidrico Bacillus thuringiensis, (2014)
Bacillus sp.
CAT, SOD e APX Salino Pseudomonas syringae  Bayasl et al., (2007)
Bacillus
APX Hidrico amyloliquefaciens, Kasim et al., (2013)

Azospirillum brasilense

Bacillus thuringiensis,

SOD e APX Osmadtico/ Hidrico Rhizophagus intraradices,  Ortiz et al., (2015)
Bacillus megaterium,
Pseudomonas putida

CAT e SOD Hidrico Bacillus thuringiensis Timmusk et al.,
(2014)

CAT e SOD Salino Pseudomonas sp. Fu et al., (2010)
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 CULTIVO EM VIVEIRO

O experimento foi realizado em viveiro coberto com telado na Universidade
Federal do Paranad (UFPR), localizada no municipio de Palotina-PR, no periodo de abril
a julho de 2014, em vasos plasticos com aproximadamente 10 kg de solo. O solo
utilizado foi um LATOSSOLO VERMELHO Eutréfico,com as seguintes propriedades
quimicas: pH = 5,10; P = 4,27 mg dm-3; K = 0,29 cmol dm; Ca = 4,19 cmol dm™3; Mg
= 1,28 cmol dm3; H+Al = 6,43 cmol dm3; Cu = 11,30 mg dm™3; Mn = 56 mg dm™; Fe =
45,20 mg dm=; Zn = 4,00 mg dm®; SB = 5,76 cmol dm; MO = 24,61 g dm™. Com
base nos resultados da anélise de solo, foi feita a adubacéo de base com 400 kg ha* de
NPK (4-20-20) e de cobertura com Sulfato de Amonio (NH4SOs): 50 kg de N ha, além
de calagem com calcério dolomitico, sendo colocado 10g por vaso.

A cultivar utilizada neste trabalho foi langada em 2009 pela COODETEC, e
indicada para plantio no Parana em 2013 (IAPAR, 2013). Como -caracteristica,
apresenta alto potencial produtivo e ampla adaptacdo, ciclo médio (120 dias) e as
plantas sdo consideradas de estatura média (média de 84 cm).

No viveiro, os vasos foram dispostos em um delineamento inteiramente ao
acaso, de modo a terem as mesmas condicdes de radiacdo solar, temperatura e umidade
relativa do ar, em esquema fatorial 4x2 com 3 repeticdes, sendo que o primeiro fator
refere-se as condicOes de inoculagéo/fertilizacdo: controle, fertilizagdo com Sulfato de
Aménio, inoculacdo com a bactéria e fertilizacdo combinada com inoculacdo e o
segundo fator refere-se as condicBes hidricas com ou sem estresse. Seis sementes de
trigo do gendtipo CD120 foram semeadas por vaso.

Foram aplicadas as seguintes condic¢des de inoculacdo/fertilizacdo: CO- controle
sem inoculagdo, C1- plantas fertilizadas com Sulfato de Amonio, C2- plantas inoculadas
com Herbaspirillum seropedicae (10° células/sementes) e C3- plantas inoculadas com
Herbaspirillum seropedicae e fertilizadas com Sulfato de Amonio. Realizou-se o
desbaste no estadio de perfilhamento (Zadoks 21) (ZADOKS, et al., 1974), cerca de
trinta dias ap6s a germinacdo deixando-se apenas 3 plantas por vaso. Os vasos foram
irrigados diariamente de forma manual, até a capacidade de campo (escoamento).

O estresse hidrico foi aplicado na fase de emborrachamento 75 dias apds a
germinacdo (estadio Zadoks 45) (ZADOKS, et al., 1974), com a restricdo total da
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irrigacdo pelo periodo de 8 dias. Para a quantificacdo da atividade enzimatica, folhas
foram coletadas no primeiro dia de estresse (Tempo 0) e no oitavo dia de estresse

hidrico (Tempo 8).

3.2 PREPARO DO INOCULO

A bactéria Herbaspirillum seropedicae SMR1 foi mantida em meio de cultura
solido em placa especifico para seu crescimento (NFb — malato) através de sucessivas
passagens em placa e mantida em estufa de crescimento a 28°C. O inoculo foi
preparado retirando-se uma coldnia da bactéria e transferindo-a para um pré-inéculo
com 5mL de meio DIGS (MOUTIA, et al., 2003) em tubos falcon de 50 mL, e mantidos
a 28°C a 120 rpm em uma incubadora tipo Shaker. Ap6s 24 h, o crescimento foi
quantificado por turbidimetria (Espectrofotémetro marca HOMIS modelo SF 200-DM
Digital) em 600 nm. Para o preparo do inéculo 1,0 mL de pré-inoculo, com
aproximadamente 1,0 unidade de densidade 6tica (D.O), foi transferido para erlenmeyer
de 250 mL contendo 50 mL de meio NFb — malato por aproximadamente 22 h. O
cultivo foi utilizado para inoculacdo nas sementes de trigo quando atingiu a fase

exponencial do crescimento e medida a turbidez.

3.3  ENSAIOS BIOQUIMICOS

Para realizacdo dos ensaios da atividade enzimatica da Catalase (CAT EC
1.11.1.6) seguiu-se o protocolo de Havir; Mchale, (1987),e para Superdxido Dismutase
(SOD EC 1.15.1.1) seguiu-se o protocolo proposto por Van Rossum et al., (1997),
ambos adequados para correlacdo linear da atividade enzimatica do extrato vegetal. Para
0s ensaios bioquimicos utilizou-se a folha bandeira das plantas de trigo. Uma unidade
da SOD foi definida como a quantidade de enzima necessaria para apresentar 50% de
dismutacédo do radical superéxido.

A atividade enzimatica procedeu-se da seguinte forma: 0,59 de amostra foliar foi
macerada com nitrogénio liquido e transferida para um tubo Falcon de 15mL, ao qual
foram adicionados 125uL de acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 5mM, 50uL de
fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) 1Mm, 500uL de glicerol a 10% e 4,325mL de
tampéo fosfato de potéssio 0,1M, completando assim, um volume final de 5ml.
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Em seguida, o material vegetal foi centrifugado a 12.000g por 10 min a 4°C.
Apos a centrifugacdo, coletou-se 2ml do sobrenadante, o qual foi colocado no gelo e
mantido durante todo o procedimento.

Para CAT, a mistura reacional incluiu 600uL de tampao fosfato de potéssio 75
mM, pH 7,0 previamente aquecido em banho-maria a 30°C, 175uL de agua de alta
qualidade, 150pL de peroxido de hidrogénio e 75uL do extrato vegetal preparado
anteriormente, para as duas enzimas.

A atividade enzimatica foi tomada de 10 em 10 segundos através da leitura da
absorbancia no espectrofotdmetro no decorrer de 3 min. O comprimento de onda
utilizado para a CAT foi 260nm e para a SOD 630nm.

A mistura reacional da SOD foi preparada com os seguintes reagentes: 50uL de
tampéo fosfato de potassio 1M, pH 7,8, 100uL EDTA 1mM, 50uL Triton X-100 0,25%,
100pL L-metionina 130mM, 100uL Nitro Azul de Tetrazolio (NBT) 750mM, 515uL
agua de alta qualidade, 75uL extrato vegetal e 10uL Riboflavina 100mM, completando
o0 volume de 1mL nas duas reacdes. Apds o preparo a reacdo foi mantida no escuro por
5 min, em seguida procedeu-se a leitura. Manteve-se sob forte incidéncia de luz por 1
min e seguiu nova leitura. Foram realizadas 5 leituras, cada uma delas apés 1 min sob a
incidéncia de luz e homogeneizagao da reacao.

Também foram realizados os ensaios para Ascorbato peroxidase (APX EC
1.11.1.7) e Glutationa S-transferase (GST EC 2.5.1.18) proposto por Venisse et al.,
(2001), onde 0,59 de material foliar foi usado nas analises e na determinacdo das
enzimas. Para a ascorbato peroxidase foram utilizados 30 pL de extrato vegetal
adequados para correlacdo linear da atividade enzimatica como modificacdo no
protocolo.

A amostra foi macerada com nitrogénio liquido e transferida para um tubo
Falcon de 15ml, ao qual foram adicionados 5uL de Triton X-100, 50uL de
fenilmetilsulfonilflior (PMSF) 1mM, 4,95ml de tampao fosfato de sédio pH 7,5, 0,049
(8%) de polivinilpirolidona (PVP) e 0,03g de polietilenoglicol (PEG), completando
assim, um volume final de 5ml.

O material vegetal processado foi centrifugado por 20 min a 4°C. Apos a
centrifugacdo, coletou-se 2ml do sobrenadante, o qual foi colocado e mantido em gelo
durante todo o procedimento.

A enzima APX foi quantificada segundo a mistura reacional contendo: 100uL de

tampdo Tris/HCI pH7,8, 864uL de agua de alta qualidade, 5uL de acido ascorbico,
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16pL de peroxido de hidrogénio e 15uL do extrato vegetal preparado anteriormente,
para as duas enzimas.

Para medicdo da atividade enzimatica da GST a mistura foi preparada utilizando
990uL de tampao fosfato de potassio 0,1M pH 6,5, 5uL de 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno,
5uL de Glutationa reduzida e 50uL extrato vegetal previamente preparado. O volume
final foi de 1mL nas duas reagdes.

Atividade enziméatica deu-sepor meio da leitura da absorbancia no
espectrofotdbmetro no decorrer de 3 min. O comprimento de onda utilizado para a APX
foi 290nm e para a GST 340nm.

As proteinas contidas nas amostras foram quantificadas pelo método colorimetro
proposto por Lowry, et al., (1951).

3.4  ENSAIOS FISIOLOGICOS

Para avaliacdo dos indices fisioldgicos, foram realizadas medicdes para verificar
o0 estado de agua 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 nos dias 0 e 8 apds o inicio da restricdo hidrica. Trés amostras
de folhas coletadas da mesma planta foram cortadas em forma de segmentos de
tamanho uniforme. Obteve-se a massa fresca (MF) e em 40 mL de agua destilada e
autoclavada os discos foliares foram adicionados aos recipientes de vidro (50 mL de
capacidade) que foram fechados e incubados no escuro em sala de cultura de
crescimento vegetal com temperatura de 25°C por 24 h. Apds esse periodo os discos
foliares foram dispostos em papel toalha para retirada do excesso de dgua. Obteve-se a
massa tdrgida (MT), em seguida os discos foram dispostos em envelopes de papel
aluminio 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 | x100
MT - MS



38

Outro indice avaliado foi a estabilidade de membrana celular que foi
determinado indiretamente pela medida da condutividade elétrica, sequindo 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 destilada e autoclavada para remover eletrélitos aderidos a superficie. Em um
recipiente (50 mL de capacidade) foram adicionadas 40 mL de &gua destilada e
autoclavada 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 condutancia foi

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

da condutividade elétrica foram ent&o obtidos apds 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; |x 100

C

Para determinar a massa fresca, utilizaram-se plantas, e estas tiveram a parte
aerea separada das raizes. As raizes foram lavadas em &gua destilada e secas em papel
toalha para obter-se a massa fresca. Obteve-se também a massa fresca da parte aérea.
Apbs a obtencdo da massa fresca, as raizes e parte aérea foram identificadas e
acondicionadas em envelopes de papel e posteriormente colocadas em estufa de
secagem com circulacéo forgada de ar a 72°C por 72 h para determinacdo da massa seca
das raizes e da parte aérea. Este ensaio foi realizado com 3 repeti¢cbes para cada
tratamento.

A avaliacdo do nivel de peroxidacdo de lipidios foi medida em termos de
concentracdo de MDA (malondialdeido), usando a reacdo de substancias reativas do
acido tiobarbitarico (TBA) proposta por Sairam et al., (2002). O MDA é um produto
citotoxico de peroxidacdo de lipidios, é utilizado como um indicador da producédo de
radicais livres (COHEN, et al., 2015).

Para a realizacdo desse protocolo foram pesados 0,5 g de material foliar, os
quais foram macerados com 5mL de &cido tricloroacético (TCA) 0,1%. O homogenato
foi, entdo, centrifugado a 15.000 g por 15 min a 4°C. Foram aliquotados 1,25mL do
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sobrenadante, aos quais adicionou-se 2,5mL de 0,5% TBA em 20% de TCA. Em
seguida, a amostra foi aquecida a 100°C por 30 min e, rapidamente arrefecida num
banho de gelo. Seguiu-se uma nova centrifugacdo, a 10.000 g por 10 min a 4°C para
remover a turbidez suspensa. O sobrenadante de absorbancia foi registrado a 532 nm. O
valor para a absorcdo ndo-especifica a 600 nm foi subtraido. O teor de MDA foi
calculado utilizando o coeficiente de extingdo de 155 mmol-cm™.

Os contetdos de prolina em tecidos vegetais foram quantificados pelo método
de Bates et al., (1973). Como o conteddo de prolina pode variar de folha para folha e
também de acordo com a idade da planta, as precauc¢des foram tomadas para selecionar
sempre as folhas bandeiras de todas as plantas.Apés a pesagem de 0,5 g de amostra
foliar, esta foi macerada em 5mL de &cido sulfossalicilico e apés, centrifugada a 5.000 g
por 5 min a 4°C. Retirou-se 250uL do sobrenadante, que foi adicionado a 500uL de
nihidrina acida e 500uL de &cido acético glacial.

As amostras foram levadas ao aquecimento de modo que permanecessem a
100°C por 1 h, entdo foram incubadas no gelo. Em seguida, adicionou-se 2mL de
tolueno a cada uma delas e agitou-se vigorosamente no vértex por cerca de 20 seg. Em
seguida, procedeu-se a leitura no espectrofotdbmetro ao comprimento de onda de 520 nm
da fase aquosa (pigmentada), utilizando como branco o tolueno. Também foram
preparadas solucdes para a determinacao da curva padréo dos reagentes utilizados neste

ensaio.

35  AVALIACAO DOS COMPONENTESDE PRODUCAO

Ao final do ciclo da cultura foram determinados os componentes de producéo:
namero de espigas/planta, nimero de grdos/espigas/planta, peso 100 grdos (g) e peso
total de gréos por planta (g).

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram avaliados pelo programa estatistico GENES (CRUZ, 2006),

sendo as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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4. RESULTADOS

Os dados obtidos dos diferentes parametros avaliados para o tempo 0 (sem
défict) foram similares entre todas as plantas (controle e inoculadas) demonstrando
normalizacdo da atividade enzimatica (Dados ndo mostrados).

Os dados obtidos para os parametros fisioldgicos das plantas estressadas estdo
demonstrados na Figura 2.0s niveis de TRA% apds 8 dias de restricdo hidrica variaram
significativamente entre 91% e 94%, nas plantas irrigadas em todos as condigdes de
fertilizac&o/inoculacdo e nas plantas submetidas ao estresse hidrico variaram entre 70%
e 77%. A reducdo dos indices de TRA% nas plantas demonstram o efeito do estresse
hidrico nas plantas avaliadas (Figura 2A).

As plantas estressadas apresentaram uma reducdo no IEM% na ordem de 19% a
30% (nos tratamentos inoculados com H. seropedicae, controle e Sulfato de Amonio).
Plantas inoculadas com H. seropedicae apresentaram niveis de IEM% superiores
significativos em relacdo ao controle, demonstrando efeito positivo da inoculacdo da

bactéria na manutencdo da integridade das membranas (Figura 2B).



41

120 WirrigadoCD120 W SecoCD120 A.
Aa :
100 Aa Aa Aa
% - Ab Ab Ab o
< b % x I
(]
& 60
2
~
3
& 40 -
-
[~
s
20
0 + - —_ — T -
Controle Sulfato de Aménio H. seropedicae H+U
120 - B|
= |
g
100 - Aa
‘ 'E Ba Ba ABa
80
3 ABb Ab ke
2 - o e = T
{ N R 60 x
| 8
| ‘=
‘s 40
o
<
g 2
°
e
o - - + —
Controle Sulfato de Aménio  H. seropedicae H+U
Tratamentos g

Figura 2. A- Teor Relativo de Agua (TRA %) e B- indice de Estabilidade de Membrana
(IEM %).

Médias seguidas de mesma letra mailscula ndo diferem entre condigBes de
fertilizacdo/inoculacéo aplicadas.

Médias seguidas de mesma letra mindscula ndo diferem entre condigdes hidricas
avaliadas (irrigado e seco).

Em relacdo as atividades enzimaticas, os dados obtidos estdo demonstrados na
Figura 3. Plantas irrigadas da cv CD120 apresentaram maior atividade da CAT. Porém,
0 maior incremento foi observado com a inoculagdo da bactéria. Plantas inoculadas e
submetidas a seca apresentaram os menores valores de atividade especifica comparados
as plantas irrigadas e nos tratamentos inoculados com H. seropedicae (C2) e H.
seropedicae + Sulfato de Amonio (C3) esta diminuicdo foi significativamente menor
(Figura 3A).
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Em relacdo a SOD, plantas irrigadas e, plantas em presenca de adubo
nitrogenado apresentaram valores maiores da atividade da SOD em relacdo ao seco
demonstrando um perfil enzimatico distinto para a condi¢do de estresse. Os tratamentos
com a presenca de H. seropedicae e submetidos a seca apresentaram maiores niveis de
SOD (Figura 3B).

Em relacdo aos niveis de APX, ndo foram observadas diferencas significativas
para esta enzima entre as duas condigBes hidricas avaliadas. Apenas, os dados
apontaram para uma reducdo numeérica dos niveis desta enzima na presenca da bactéria
inoculada (Figura 3C).

A mesma tendéncia de diminuicéo na atividade enzimaética foi observada para a
enzima GST onde plantas estressadas e inoculadas com H. seropedicae apresentaram
niveis menores de atividade, comparada ao controle e fertilizacdo com Sulfato de
Aménio (Figura 3D).
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Figura 3.Atividade enzimatica de plantas de trigp CD120 irrigadas e submetidas a
estresse hidrico.

A- Catalase (CAT) (umol/segundo), B- Superdxido Dismutase (SOD) (UA), C-
Ascorbato Peroxidase (APX) (umol/segundo) e em D- Glutationa S- transferase (GST)
(umol/segundo).

Médias seguidas de mesma letra mailscula ndo diferem entre condigbes de
fertilizacdo/inoculacéo aplicadas.

Médias seguidas de mesma letra minuscula ndo diferem entre condi¢cBes hidricas
avaliadas (irrigado e seco).



44

Os dados obtidos para a prolina apontam diferencas entre as condigdes irrigado e
estressado. Plantas controle submetidas & seca apresentaram um acréscimo nos valores
de prolina na ordem de 25 vezes em relacdo as plantas irrigadas, demonstrando a
importancia desse osmolito durante o estresse hidrico. Para a condi¢do inoculada essa
diferenca foi apenas de 6,7 vezes em relacdo as plantas irrigadas onde a presenca da
bactéria foi capaz de reduzir o teor de prolina em 4 vezes (Figura 4A). Resultados
similares foram encontrados por Arshad et al., (2007) que trabalhando com plantas de
milho inoculadas com BPCV, encontraram concentracdes significativamente menores
de prolina em plantas submetidas a estresse salino quando inoculadas. De acordo com
0s autores, o menor acumulo de prolina nas plantas indica que a inoculagdo com
bactérias foi capaz de reduzir a severidade do estresse salino.

Os niveis de MDA apdés a seca foram maiores nas plantas estressadas,
demonstrando a formacdo de EROS (espécies reativas de oxigénio), porém ndo houve
diferenca significativa entre as condic¢Ges de fertilizagdo/inoculagdo. Os aumentos nos

teores foram na ordem de 29 a 41% (Figura 4B).
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Figura 4.Teores de prolina e MDA. A- Niveis de prolina (umoles/g peso seco) e B-
Concentracdo de Malondialdeido (MDA) (Moles/g peso fresco).

Médias seguidas de mesma letra maiuscula ndo diferem entre condicGes de
fertilizac&o/inoculacéo aplicadas.

Médias seguidas de mesma letra mindscula ndo diferem entre condicBGes hidricas
avaliadas (irrigado e seco).

Com relagcdo aos componentes de producdo, a seca promoveu uma redugdo
significativa em todos os parametros avaliados nas diferentes condi¢bes de
fertilizacdo/inoculacdo avaliadas (Tabela 2). Porém, a presenca da bactéria inoculada
promoveu um aumento na massa de 100 grdos comparadas as plantas controle e
fertilizadas com Sulfato de Amoénio, demonstrando o efeito positivo da bactéria H.
seropedicae em plantas sob restricdo hidrica (Tabela 2).

Como era esperado, a restricdo hidrica promoveu a reducdo dos valores de
biomassa nas plantas. Quando fertilizados com Sulfato de Amdnio e submetidos a seca,
a biomassa fresca foi superior aos demais tratamentos. A mesma tendéncia foi

observada para a massa seca (Tabela 2).
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Tabela 2: Pardmetros produtivos avaliados na cultivar de trigo CD 120, submetida ao défict hidrico, no municipio de Palotina - 2014.

Altura da planta (cm)

Comprimento da espiga (cm)

H. seropedicae +

H. seropedicae +

Controle Sulfato de Amonio H. seropedicae Sulfato de Aménio Controle Sulfato de Amonio H. seropedicae Sulfato de Aménio
Irrigado Seco Irrigado Seco Irrigado Seco Irrigado Seco Irrigado Seco Irrigado Seco Irrigado Seco Irrigado Seco
CD120 | 65,95 | 61,6772 | 63,742 48,285 | 66,4572 | 59 53/ 62,937 51,73/ 8,678 6,987 8,974 6,12/0 8,158 6,9470 9,062 6,530
Numeros de espigas/ planta NuUmeros de gréos por espiga/ planta
. - H. seropedicae + o . H. seropedicae +
Controle Sulfato de Aménio H. seropedicae Sulfato de Amonio Controle Sulfato de Aménio H. seropedicae Sulfato de Aménio
Irrigado Seco Irrigado Seco Irrigado Seco Irrigado Seco Irrigado Seco Irrigado Seco Irrigado Seco Irrigado Seco
CD120 | 3,87% 2,1380 6,082 6,0742 | 4,878C2 3,080 6,937 5,27/0 34,672 21,597 | 28,2482 | 16,3270 | 32,17AB2 | 21954 | 276582 17,0570
Massa de 100 graos(g) Massa total de gréos/planta (g)
- . H. seropedicae + - . H. seropedicae +
Controle Sulfato de Aménio H. seropedicae Sulfato de Aménio Controle Sulfato de Aménio H. seropedicae Sulfato de Aménio
Irrigado Seco Irrigado Seco Irrigado Seco Irrigado Seco Irrigado Seco Irrigado Seco Irrigado Seco Irrigado Seco
CD120 | 2,517 | 1,287Bb | 2 35ABa | 1 (1Bb 2,218 1,514 2,39A8a 0,918b 2,78% 1,284 3. ggABa 1.29Ab 3,108¢2 1,654 435 1.024b
Massa fresca (g) Massa seca (g)
A . H. seropedicae + A . H. seropedicae +
Controle Sulfato de Amoénio H. seropedicae Sulfato de Amonio Controle Sulfato de Amoénio H. seropedicae Sulfato de Aménio
Irrigado Seco Irrigado Seco Irrigado Seco Irrigado Seco Irrigado Seco Irrigado Seco Irrigado Seco Irrigado Seco
CD120 9,98¢2 2,58¢b 17,528 10,7540 6,37¢ 3,116 22 574a 7,648 1,4082 0,45¢b 2,214 1,067 1,268 0,608B¢b 2,34R2 0,728b

Cada valor representa a média * S.E (n=15), sequidas da mesma letra maitiscula néo diferem estatisticamente pelo Tukey (p<0,05) entrediferentes condigdesde fertilizagdo/inoculacdo
Cada valor representa a média * S.E (n=15), sequidas da mesma letra mindscula néo diferem estatisticamente pelo Tukey (p<0,05) entre as condi¢des hidricas avaliadas.
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5. DISCUSSAO

As plantas sdo capazes de desenvolver mecanismos especificos para combater os
estresses bidticos e abidticos, contudo, as populacdes microbianas benéficas presentes
na rizosfera desempenham um papel significativo na reducdo da intensidade desses
estresses (NADEEM et al., 2014).

Na literatura, podem ser encontradas respostas distintas das BPCV em plantas
submetidas ao estresse osmatico e que variam em funcdo da estirpe ou estirpes,
presenca ativa de enzimas antioxidantes, espécie vegetal ou cultivar/variedade, tipo do
tecido, tipo de estresse, da intensidade e duracéo do estresse e dos niveis de geracdo das
EROs (ABOGADALLAH, 2010; FILIPPOU et al., 2011; CHAKRABORTY et al.,
2013; ROLLI et al., 2014).

Lemos et al., (2011) e Simova-Stoilova et al., (2009) citam que a ocorréncia de
restricdo hidrica no periodo de florescimento e enchimento de grdos promoveu as
maiores perdas a produtividade das plantas de trigo, apesar de que na literatura, sdo
observados varios trabalhos sobre a atividade antioxidante das bactérias em trigo
submetidos a restricdo hidrica avaliados na fase inicial da cultura, tornando dificil a
comparacdo (KASIM et al., 2013; CHAKRABORTY et al., 2013).

Os resultados obtidos neste trabalho evidenciam um efeito positivo da
inoculacdo com Herbaspirillum seropedicae em plantas estressadas da cv CD120, que
apresentaram um TRA 18% maior. Chakraborty et al.,(2013)observaram em trigo
aumentos de 1,29 vezes no contedo de agua das células em pléntulas de trigo 30 dias
apos a semeadura submetidas ao estresse de 9 dias, inoculadas com Bacillus safensis e
Ochrobactrum pseudogregnonense.

Timmusk et al., (2014) observaram indices de sobrevivéncia (80%) maiores em
plantulas de trigo inoculadas com Bacillus thurigiensise submetidas a seca. Kim et al.,
(2014) observaram que a presenca de Bacillus phytofirmans em plantas de trigo no
florescimento e submetidas a restricdo hidrica promoveram indices similares de TRA
entre plantas irrigadas e estressadas.

O MDA é considerado como um biomarcador do estresse oxidativo (FILIPPOU
et al., 2011). A restricdo hidrica pode aumentar a formacdo de EROs, provocando a
peroxidacdo lipidica, alterando a permeabilidade das membranas e sua composi¢do

(KARATAS et al., 2014). Em relacdo ao IEM, plantas controle tiveram reducdo
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acentuada de permeabilidade da membrana e a inoculacdo permitiu ao cv CD120 manter
intacta as suas membranas apesar dos niveis de MDA terem aumentado 8%, ndo sendo
suficiente para romper as células.

A prolina pode aumentar o turgor no citoplasma, retendo a agua celular, a fim de
manter as atividades bioquimicas no interior das células da planta e estabilizar
membranas e proteinas sob condicbes de seca (ABDELKADER et al., 2010;
GURURANI et al., 2013). Os resultados obtidos permitem concluir variagdes nos niveis
de prolina nas plantas de trigo irrigadas e submetidas a estresse hidrico, e ainda valores
menores na presenca da bactéria. A maior reducdo deste osmolito durante o
florescimento poderia ser explicada pelo fato da prolina migrar para a formagdo dos
botbes florais (NANJO et al., 1999). A presenca da bactéria permitiria esta migracéo
tendo em vista que os indices de estabilidade de membrana apresentaram-se maiores,
resultando em um aumento na massa de 100 grdos nesta cultivar.

Kohler et al.,(2009), sugerem que a prolina pode atuar como um sequestrante de
radicais livres. Os autores observaram em plantas de alface inoculadas e ndo inoculadas
com fungos micorrizicos arbusculares isolados ou em combinacdo (Glomus intraradices
e Glomus mosseae) e BPCV (Pseudomonas mendocina), que as plantas inoculadas
mostraram uma supressdo de enzimas antioxidantes (CAT e POX) possivelmente
devido ao acumulo de menores niveis de prolina. Como indicado acima, esta
diminuicdo na atividade enzimatica em plantas inoculadas pode ser parcialmente
explicada pelo fato de que essas plantas foram submetidas a um estresse oxidativo
inferior sob condicbes de salinidade moderada. Os autores concluem que a bactéria
promotora do crescimento vegetal P. mendocina, foi mais eficaz do que o fungo
micorrizico na minimizacao dos efeitos negativos do estresse.

Os dados obtidos discordam de Chakraborty et al., (2013) que relataram niveis
maiores de prolina em variedades de trigo inoculadas com B. safensis e O.
pseuodgronense isoladas de locais salinos. Gururani et al., (2013) observaram aumentos
nos niveis de prolina na ordem de 1,5 a 2,6 vezes pela presenca de rizobactérias em
consércio em plantas de batata submetidas a estresse osmotico e presenca de metais
pesados.

O sistema antioxidante desempenha um papel importante na tolerancia das
plantas contra as condicOes de estresse, e concentracdes elevadas destas enzimas
antioxidantes tém sido relatadas em espécies tolerantes em comparacdo com aqueles

sensiveis (GILL; TUTEJA, 2010). A tolerancia das plantas a esses estresses (hidrico,
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salinidade, metais tdxicos) estariam correlacionados com o aumento dos niveis de
enzimas detoxificadorasde EROs (CAT, APX, SOD, CAT, DHAR, GR e GST),
implicando que a inoculagdo com estirpes de BPCV desencadeia vias abidticas de
defesa relacionadas com o estresse sob condi¢des estressadas (TUNC-OZDEMIR et al.,
2009; GURURANI et al., 2013).

A CAT é uma importante enzima antioxidante que decompfe H.O> em H2O.
Hasanuzzaman et al., (2011) em plantulas de trigo submetidas a estresse salino nao
verificaram mudancas nos niveis da CAT, cujos valores nas plantas controle foram de
aproximadamente 60 pmol mint mg? proteina. Neste trabalho, plantas controle
irrigadas em florescimento apresentaram uma atividade de 2,6.107 pumol min?t mg?,
valor muito abaixo do encontrado pelo autor acima citado. Embora a metodologia fosse
a mesma, as fases fenoldgicas das plantas amostradas foram diferentes. Filippou et al.,
(2011) observaram que a expressdo génica da CAT obtida em plantas de Medicago
trunculata submetidas a 9 dias de estresse apontam para diminuicdo dos transcritos
proporcional ao nimero de dias a submissao ao estresse hidrico.

Os valores de atividade especifica da SOD apresentaram alteracdes em plantas
inoculadas e submetidas a seca. Esse comportamento diferiu do observado por Armada
et al., (2014) que ndo observaram varia¢des em plantas de Lavandula dentata e Salvia
officinalis submetidas a estresse salino, demonstrando um papel insignificante desta
enzima nos mecanismos de defesa contra o estresse oxidativo. Porem, Simova-Stoilova
et al., (2009) observaram em plantas de trigo altos niveis da atividade das enzimas SOD
e CAT proporcional ao periodo de estresse e esses autores correlacionaram os niveis do
estresse oxidativo e das enzimas antioxidantes com a toleréncia ou a susceptibilidade
dos genotipos de trigo a seca. Pode-se concluir que a cv CD120 seria suscetivel a seca
uma vez que apresentou menor inducédo da atividade de CAT (SIMOVA-STOILOVA et
al., 2009). Todavia, pelo fato da CAT ter baixa afinidade por H2O> e ser incapaz de
baixar os niveis de EROs a niveis normais fisioldgicos, as plantas podem sofrer estresse
oxidativo mesmo na presenca de alta concentracdo de CAT (ABOGADALLAH, 2010).

Por outro lado, os dados obtidos neste trabalho corroboram com Chakraborty et
al., (2013), que relatam niveis decrescentes da CAT a medida da continuidade do
estresse em genotipos de trigo suscetiveis, porém a inoculagdo com um consorcio de
bacterias (B. safensis e O.pseudogregnonense) promoveu um aumento significativo nos
niveis da CAT e SOD.
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A enzima APX esta relacionada com uma fina regulacdo do EROs e a perda da
sua atividade resulta em um acimulo de EROs em altos niveis e na indugdo da CAT.
Chakraborty et al.,(2013)observaram que os niveis de APX eram menores em cultivares
suscetiveis a seca, enquanto que nas tolerantes esses indices foram aumentados
apontando ser esta enzima fundamental na obtencdo da tolerancia pelas plantas. Altos
niveis de APX induzidos pelas bactérias poderiam ser benéficos para manter o sistema
antioxidante ativo no vegetal. Kasim et al.,(2013) observaram resultados similares de
reducdo dos niveis de APX em plantulas de trigo inoculadas com Azospirillum
brasilense e Bacillus amyloliquefaciens e submetidas a 5 dias de estresse hidrico. Os
autores enfatizam a hipdtese da inoculagdo reduzir os niveis de EROs nas plantas
estressadas devido a uma menor atividade enzimatica antioxidante fortemente
correlacionada com aumento na fotossintese e crescimento. Citam também, uma alta
correlacdo negativa entre atividade da APX e contelddo de agua (0,98) das folhas
estressadas e a inoculacdo reduziu esta correlacdio (0,85 e 0,88 para B.
amyloliquefaciens e A. brasilense, respectivamente).

Joshi et al., (2011) relatam que dentre as enzimas do complexo antioxidante, a
APX apresenta o papel mais importante no metabolismo do H2O. durante o estresse
comparado a CAT e a outras enzimas do sistema glutationa, por proteger os cloroplastos
das EROs durante a seca (KOUSSEVITZKY et al., 2008). Nos resultados obtidos foram
observadas diferencas entre as condicGes aplicadas. Plantas controle da cv CD120
apresentaram um aumento da ordem de 3,5 vezes em plantas submetidas a estresse
hidrico. Estes dados foram similares aos encontrados por Hasanuzzaman et al., (2011)
em plantulas de trigo com 6 dias, submetidas a 300 mM de NaCl. Houve uma
diminuicdo numérica nos teores de APX quando as plantas foram inoculadas com a
bactéria (H. seropedicae), o que demonstra o efeito da bactéria sobre os niveis dessa
enzima.

De acordo com Bhatt et al.,, (2011) o aumento da atividade da SOD ¢
positivamente correlacionada com um menor risco de dano celular. No entanto, o H20-
é um subproduto da atividade da SOD. Em pH fisioldgico, 0 H20; existe numa forma
neutra e, portanto, pode facilmente penetrar através das membranas bioldgicas. Os
autores citam um aumento significativo na atividade especifica da SOD de 47% sob
estresse, em variedades de milheto. Porém, os autores comentam que uma alta atividade
da SOD ndo necessariamente esta correlacionada positivamente com uma maior

tolerancia das plantas ao estresse. Todavia, um aumento na atividade da SOD poderia
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ser causada por um aumento nas EROs acompanhada de um aumento nas atividades das
enzimas metabolizadoras de H.O, como a APX. Neste trabalho, as enzimas foram
inversamente proporcionais durante o periodo de seca e na presenca da bactéria.

Poucos trabalhos estdo disponiveis no envolvimento da GST em resposta a seca.
Koji¢D. et al., (2012) detectaram atividade da GST apenas em raizes de milho
submetidas a seca. Gallé et al., (2009) em trigo observaram diferencas na expressdo e
atividade desta enzima em gendtipos de trigo em fase de enchimento de gréos durante a
seca e, concluiram que uma alta concentragdo da GST estaria correlacionada com
cultivares tolerantes (LABUDDA; AZAM, 2014). Os dados obtidos neste trabalho
concordam com Filippou et al.,(2011) onde os niveis da GST ndo variaram entre plantas
estressadas e ndo estressadas, possivelmente explicada pelo fato da planta responder
mais a fertilizacdo/inoculagcdo como um agente estressante.

Embora os resultados obtidos apontem para niveis distintos de enzimas entre
condicGes de fertilizacdo/inoculacdo e condicdo hidrica (irrigado e estressado), porém
ndo conclusivos, os efeitos observados pela presenca da bactéria H. seropedicae
poderiam ser explicados pela alteracdo e promocao de um sistema radicular maior e
mais denso, com uma superficie maior de raizes laterais. Outros autores observaram o
efeito benéfico das bactérias no sistema radicular, aumentando assim a absorcao de dgua
e nutrientes o que poderia explicar os valores altos de TRA encontrados nas plantas
inoculadas e submetidas a restri¢do hidrica, onde o0 CD120 apresentou a manutenc¢édo da
integridade da membrana plasmatica celular, niveis maiores porém nao significativos da
enzima APX, e um maior IEM em relacdo ao controle estressado (NEIVERTH et al.,
2014; TIMMUSK et al., 2014). Plantas com um sistema radicular mais profundo
manteriam seus teores de dgua devido a absorcdo continua de agua.

A seca reduz significantemente a massa fresca e seca que esta correlacionada
com o declinio de agua das células (KASIM et al., 2013). Neiverth et al., (2014)
observaram pouca variacdo na massa fresca e seca de plantas de trigo de diferentes
gendtipos submetidas a inoculacdo com H. seropedicae. Naveed et al., (2014),
avaliaram o efeito da inoculagdo em trigo com Burkholderia phytofirmans submetidas
ao estresse hidrico em diferentes estadios de crescimento (perfilhamento e floragdo) e
como resultados foi observado que o estresse hidrico afetou negativamente os
parametros fisioldgicos, bioquimicos e de crescimento de plantulas de trigo.

Sd0o escassos 0s trabalhos na literatura que determinem o grau de influéncia das

BPCV em plantas de trigo e ainda submetidas a seca. Apesar da ndo significancia dos
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resultados de producédo nas plantas inoculadas, estes apontam incrementos em todos os
parametros avaliados, sendo de destaque a biomassa seca e fresca e a massa de 100
grdos superior pela presenca de bactéria e sob estresse hidrico apresentaram acréscimos

pela presenca especifica da bactéria em ambas as condicGes avaliadas.
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6. CONCLUSAO

Plantas inoculadas com H. seropedicae submetidas ao estresse hidrico,
apresentaram menores acréscimos no IEM (19%), no MDA (41%) e prolina (6,7 vezes)
em comparagdo com o controle (30%, 70% e 25 vezes,respectivamente).

Em relacdo ao efeito antioxidante, a seca promoveu reducdo acentuada da
atividade especifica da CAT independentemente das condi¢cbes de
fertilizacdo/inoculacdo aplicadas. Para a SOD, plantas estressadas e na presenca da
bactéria, aumentaram os niveis desta enzima, e para a GST, o efeito foi inverso. Porém,
a atividade da APX permaneceu inalterada, tanto pela aplicagéo do estresse quanto pela
presenca da inoculacéo.

A presenca bacteriana aumentou a biomassa seca e fresca e a massa de 100
gréos.

Apesar do pouco efeito antioxidante observado ndo houve dano ao tecido e néo
houve efeito na produtividade sob condi¢do de déficit hidrico, contudo o efeito

antioxidante, este ndo foi capaz de restabelecer.
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