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RESUMO

BULEGON, Lucas Guilherme, Engenheiro Agrénomo, Universidade Estadual do
Oeste do Parand. Azospirillum brasilense and plant regulators to mitigate the
effects of mesotrione intoxication in maize and water deficit in soybean.
Orientador: Prof. Dr. Vandeir Francisco Guimardes. Co-orientador: Prof. Dr.
Neumarcio Vilanova da Costa

O uso de herbicidas no controle de plantas daninhas é fundamental na
produtividade agricola, todavia, alguns herbicidas mesmo seletivos resultam em
intoxicacdo das culturas. Outra condicdo de suma importancia é a limitagdo hidrica
gue reduz a produtividade das culturas. Assim, a presente tese teve como objetivo
avaliar a inoculagdo da bactéria promotora de crescimento vegetal Azospirillum
brasilense via semente ou foliar bem como a aplicagéo de reguladores vegetais via
foliar, na reducgéo dos estresses oxidativos causado por herbicida inibidores da sintese
de carotenoides no milho e da deficiéncia hidrica na soja. Para isso, foram
desenvolvidos trés experimentos com a cultura do milho, sendo um em casa de
vegetacao para avaliagdo das variaveis biométricas, fisiolégicas e bioquimicas e dois
em condi¢cdes de campo para avaliagdo da produtividade. Em ambos os locais os
experimentos foram desenvolvidos em delineamento de blocos casualizados em
esquema fatorial 4x2 e quatro repeticbes. O primeiro fator foi composto dos
tratamentos: controle; inoculagéo das sementes com A. brasilense; aplicagéo foliar de
A. brasilense; e aplicagdo foliar de regulador vegetal com auxina, giberelina e
citocinina. Os tratamentos foliares foram aplicados em mistura de tanque com o
herbicida mesotriona (192 g ha't) no estadio V3 da cultura. O segundo fator foi formado
pela presenca ou auséncia de mesotriona. Os resultados obtidos demonstram que a
aplicacdo de mesotriona reduz as trocas gasosas da cultura do milho e que os
tratamentos aplicados ndo protegem o milho da intoxicacdo provida pelo herbicida,
bem como ndo incrementam a produtividade da cultura. Para a cultura da soja adotou-
se um delineamento de blocos casualizados com cinco tratamentos e cinco
repeticbes: controle irrigado; controle seco; inoculagdo das sementes com A.
brasilense em déficit hidrico; aplicacdo foliar de A. brasilense em déficit hidrico;
aplicacdo foliar de auxina, giberelina e citocina em déficit hidrico. A imposi¢do do
déficit hidrico ocorreu no florescimento pleno, com avaliacdes diarias. As avaliacdes
constituiram-se de umidade gravimétrica do solo, teor relativo de agua, curvas de

respostas fotossintéticas em funcdo de diferentes densidades de fluxo de fétons,



trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila a, atividade das enzimas do sistema
antioxidante, teores de pigmentos fotossintéticos, e componentes de producédo por
planta ao final do ciclo da cultura. De forma geral os resultados evidenciam que a
aplicacéo foliar de A. brasilense ou de regulador vegetal mitigam os efeitos do déficit
hidrico na curva fotossintética, nas trocas gasosas, na fluorescéncia da clorofila a, nos
pigmentos fotossintéticos e elevam a atividade do sistema enzimatico reduzindo a
peroxidacdo de lipideos. Quando se considera a producdo por plantas todos os
tratamentos empregados minimizaram as perdas em relacdo ao tratamento controle
seco. Portanto, o uso de A. brasilense via semente ou foliar, bem como reguladores
vegetais ndo atenua a intoxicacao de mesotriona no milho. No entanto, ao considerar
o déficit hidrico na cultura da soja, os tratamentos reduzem as perdas em producéo

por planta, por mitigarem os danos no sistema fisiolégico e bioquimico das plantas.

Palavras Chaves: Inibidores da biossintese de carotenoides. Trocas gasosas.
Atividades enzimatica. Estresse oxidativo.



ABSTRACT

BULEGON, Lucas Guilherme, Agronomist, State University of Western Parana. Plant
growth promoting bacteria and plant growth regulator in mitigation the effects
of mesotrione intoxication in maize and drought in soybean. Advisor: Prof. Dr.
Vandeir Francisco Guimardes. Coadvisor: Prof. Dr. Neumarcio Vilanova da Costa

The use of herbicides in the control of weeds is fundamental in agricultural
productivity, however, some even selective herbicides result in crop intoxication.
Another condition of very important condition is the water limitation that reduces the
productivity of crops. Thus, this thesis was to evaluate the inoculation of plant growth
promoting bacteria Azospirillum brasilense in seeds or foliar spray as well plant growth
regulator in foliar spray, in reduction of oxidative stress caused by herbicide inhibitors
of carotenoid synthesis in maize and drought in soybean. For this, three experiments
were developed in corn, one in greenhouse for evaluation of the biometric,
physiological and biochemical variables and two under field conditions for evaluation
of the production components. In both the local experiments were carried out in
randomized blocks in a 4x2, and four replications. The first factor was composed of
treatments: control; seed inoculation with A. brasilense; foliar spray application with A.
brasilense; and foliar spray application of plant growth regulation with auxin, gibberellin
and cytokinin. Foliar spray treatments were applications in tank mix with herbicide
mesotrione (192 g ha?) in V3 stage. The second factor was formed for presence or
absence of mesotrione. The results obtained demonstrate that the application of
mesotrione reduces the gas exchanges of maize and the treatments applied not
protect the maize from the intoxication provided by the herbicide, and do not increase
the productivity of the crop. A randomized block design was used for soybean with five
treatments and five replications: irrigated control; drought control; seed inoculation with
A. brasilense in drought; foliar spray application A. brasilense in drought; foliar spray
application auxin, gibberellin and cytokinin in drought. The imposition of drought
occurred in full bloom, with daily evaluations. The evaluation consisted of soll
gravimetric moisture, relative water content, photosynthetic response curves in
function of different photon flux densities, gas exchange, chlorophyll a fluorescence,
antioxidant enzyme activity, photosynthetic pigment content, and production
components per plant at the end of the crop. In general, the results show that the foliar
spray application of A. brasilense or plant growth regulator alleviates the effects of the
drought in photosynthetic curves, in gas exchange, in chlorophyll a fluorescence, in



photosynthetic pigment content and increase the activity of the enzyme system by
reducing lipid peroxidation. When considering the production by plants all the
treatments employed mitigate the losses in relation to the drought control. Therefore,
the use of A. brasilense via seed or foliar spray application and plant regulators via
foliar spray do not bring beneficial effects on the intoxication of corn with mesotrione.
However, when considering the drought in the soybean, the treatments soften the
losses in yield per plant due to mitigate the effects on plant biochemical and

physiological system.

Key Words: Inhibitors of carotenoid biosynthesis. Gas exchange. Enzymatic

activities. Oxidative stress.
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INTRODUCAO

O Brasil é um dos maiores produtores mundiais de gréos, com destaque para
as culturas do milho e da soja. Ao se considerar a cadeia produtiva do milho a
producdo estimada do grédo considerando as duas épocas de cultivo no Brasil
correspondem a 93,6 milhdes de toneladas, sendo a segunda cultura em expressao
de producdo. Por sua vez, a cultura da soja representa a primeira cultura em
expressao de producédo, sendo que na presente safra a producdo estimada da cultura
sera de 2018,25 milhdes de toneladas. Todavia, a producéo agricola esta pré-disposta
a ocorréncia de estresses abiodticos, ocasionado por diversos fatores, como a
intoxicagdo por herbicidas e a ocorréncia de deficiéncia hidrica.

A intoxicacao de herbicidas incide sobre diversas culturas, no caso do milho
destaca-se a fitotoxidez de mesotriona. Este herbicida, é seletivo para a cultura,
contudo, dependendo do estadio de desenvolvimento vegetal ocorre a intoxicacdo das
plantas, que apresenta o sintoma classico de albinismo nas folhas novas das plantas.
Esse sintoma, ocorre devido a rota de agdo do herbicida que atua na enzima 4-
hidroxifenil-piruvato dioxigenase (HPPD), percursora da enzima Fitoeno desaturase,
gue sintetiza compostos percussores dos carotenoides e quando ocorre a intoxicagao
das plantas de milho a biossintese de carotenoides é prejudicada, resultando na
fotooxidacdo das moléculas de clorofilas, devido a dissipagéo de energia provida pelas
carotenoides estar prejudicada.

Ao se considerar a ocorréncia do déficit hidrico, as maiores perdas ocorrem
guando o déficit hidrico coincide com fase reprodutiva da soja, ou seja, o periodo de
maior demanda hidrica da cultura, o que é agravado, pois na fase também tem-se o
aumento da temperatura, elevando assim a demanda hidrica da cultura pela elevacao
da demanda evapotranspiratoria.

Quando considera-se a tolerancia a deficiéncia hidrica o método mais eficiente
para obter plantas tolerantes é por meio do melhoramento genético, entretanto a longo
prazo com elevado custo. Todavia, a demanda por plantas que tolerem a deficiéncia
hidrica € imediata, pois como exemplificado a ocorréncia da falta de agua as culturas
€ um dos principais limitantes de producdo atualmente. A ocorréncia da intoxicacao
de mesotriona no milho e do déficit hidrico na cultura da soja culmina em estresse

oxidativo, pela formacao de espécies reativas de oxigénio (ERO’s), resultando dentre
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outros efeitos em reducdo das trocas gasosas, degradacdo lipidica e um
desenvolvimento inicial mais lento da cultura.

A reducdo dos efeitos destes estresses ocorre por uma série de respostas
vegetais, que envolvem as trocas gasosas, aumento da sintese de enzimas
relacionada ao estresse oxidativo, contribuindo para a manutencéo da integridade dos
tecidos.

Assim, estratégias que visam incrementam os mecanismos de defesa, auxiliam
as plantas a superar os estresses de forma mais eficiente. Deste modo, 0 uso de
bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV), como o Azospirillum brasilense
torna-se uma opcéo. Ao se considerar as bactérias promotoras essas atuam em
pontos distintos do sistema vegetal através do fornecimento de horménios vegetais,
promocéo do crescimento vegetal, estimulos no sistema antioxidante vegetal que leva
a protecao para espécies reativas de oxigénio, atividade da enzima ACC deaminase
gue compete pelo substrato percursor do etileno, estimulos na producédo e protecdo
de pigmentos fotossintéticos, e producdo de compostos volateis e osmolitos que
levam a sinalizagdo vegetal para a incidéncia de estresse oxidativo.

Outra opcédo sao os reguladores vegetais, que sdo substancias sintéticas que
aplicadas nos vegetais, absorvidos e assimilados incrementam os niveis enddégenos
de horménios e auxiliam em processos chaves do desenvolvimento vegetal, como
desenvolvimento radicular e de 6rgaos vegetais e trocas gasosas, podendo maximizar
0s mecanismos envolvidos de defesa vegetal contra estresse oxidativo.

Além desses efeitos, a BPCV A. brasilense e o uso de reguladores vegetais
auxiliam no desenvolvimento sustentavel da cadeia produtiva do milho e da soja, pois
apresentam baixo impacto ambiental além de incrementarem a producgéo das culturas.

Neste sentido, o estudo baseia-se que o uso de A. brasilense e reguladores
vegetais, aplicados via semente ou foliar podem maximizar a agdo dos mecanismos
de defesa vegetal, reduzindo os efeitos negativos da ocorréncia do estresse oxidativo.

Diante do contexto apresentado a presente tese teve como objetivo avaliar a
aplicacdo da bactéria promotora de crescimento vegetal Azospirillum brasilense e
reguladores vegetais, na reducao dos estresses oxidativos causados pela intoxicacao
de mesotriona na cultura do milho e da incidéncia da deficiéncia hidrica na cultura da

soja.
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CAPITULO |

MODO DE ACAO E METODOS DE PREVENCAO DAS INJURIAS CAUSADAS
PELOS INIBIDORES DA BIOSSINTESE DE CAROTENOIDES

MODE OF ACTION AND METHODS OF PREVENTION OF INJURIES CAUSED BY
INHIBITORS OF CAROTENOID BIOSYNTHESIS



24

Resumo: Os herbicidas representam o método mais utilizado no controle de plantas
daninhas, todavia, podem causar fitotoxidez na cultura de interesse. Objetivou-se
realizar uma revisdo sobre os métodos de prevencdo das injurias causadas pelos
herbicidas inibidores da biossintese de carotenoides sobre as culturas. Os herbicidas
inibidores da biossintese de carotenoides atuam bloqueando a sintese de novos
pigmentos, 0 que resulta no sintoma de albinismo. As culturas seletivas a esses
herbicidas os inativam e os compartimentalizam no vacuolo vegetal, como moléculas
sem acdo herbicida, contudo, a intoxicacdo pode ocorrer em plantas no inicio do
desenvolvimento ou em plantas que estdo sofrendo algum estresse vegetal. A
reducdo desses efeitos € uma condicdo desejada, sendo possivel pelo uso de
“safeners” ou protetores que possuem acdes em enzimas chaves como a P-450
monooxigenase e da glutationa S-transferases e reduzem a fitotoxidez dos inibidores
dos carotenoides, pois inativam ou ndo ativam as moléculas herbicidas, que séo
armazenadas no vacuolo. Outras opc¢des para a reducéo da intoxicacdo esta no uso
de fertilizantes foliares e/ou complexo de nutrientes via tratamento de sementes, além
do uso das bactérias promotoras de crescimento vegetal, esses métodos consistem
em estimular o crescimento e desenvolvimento vegetal, além de auxiliarem na
reducdo dos efeitos de estresse vegetal, ou seja, reduzem os danos causados no
sistema fisioldégico e bioquimico vegetal, possibilitando assim menor presenca de

intoxicacao.

Palavras chaves: Toxidez de herbicidas. Seletividade. Safeners. Bactérias

promotoras de crescimento vegetal.

Abstract: Herbicides represent the most used method for controlling weeds, however,
they may cause phytotoxicity in the crop of interest. Thus, it was aimed to perform a
review of the methods of prevention of injuries caused by carotenoid biosynthesis
inhibitors herbicides on crops. The carotenoid biosynthesis inhibitor herbicides act by
blocking the synthesis of new pigment, which results in symptoms of albinism.
Selective herbicides these cultures and inactivate the compartmentalize the plant
vacuole like molecules without herbicidal action, however, intoxication may occur in
plants in early development or in plants that are suffering some plant stress. The
reduction of these effects is a wish condition, being possible by the use of safeners or
protectors that have actions on key enzymes such as P-450 monooxygenase and
glutathione S-transferases and reduce the phytotoxicity of carotenoid inhibitors, since
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they inactivate or do not activate the herbicidal molecules, which are stored in the
vacuole. Other options for the reduction of intoxication are in the use of foliar fertilizers
and / or nutrient complex via seed treatment, in addition to the use of plant growth
promoting bacteria, these methods consist of stimulating plant growth and
development, besides helping to reduce the effects of plant stress, that is, reduce the
damages caused in the physiological and biochemical plant system, thus allowing less

presence of intoxication.

Keywords: Herbicide toxicity. Selectivity. Safeners. Plant growth promoting bacteria.

1. INTRODUCAO

Dentro do sistema atual de producdo agricola varios sdo os fatores que
interferem negativamente no desenvolvimento das culturas agricolas, dentro os quais
destaca-se a interferéncia das plantas daninhas. As plantas daninhas, competem com
as culturas por fatores de crescimento, como agua, luz e nutrientes, além de serem
hospedeiros secundarios para pragas e doencas. Nesse sentido sdo relatadas
reducdes nas produtividades de até 16% (KOZLOWSKI; KOEHLER; PITELLI, 2009),
e de 46% na cultura do feijdo-caupi (CORREA et al., 2015). Para a soja foram
demostradas perdas de 46% no sistema de semeadura direta e 32% na semeadura
convencional (NEPOMUCENO et al., 2007).

Os herbicidas atualmente sédo ferramentas fundamentais para o sucesso e
expansdo da agricultura, trazendo inUmeras vantagens aos sistemas produtivos,
dentre as quais destaca-se maior agilidade no controle de plantas daninhas, menor
uso de méao de obra e maior produtividade das culturas, devido a menor competicéo
entre cultura e plantas daninhas. Contudo, os herbicidas podem trazer efeitos
indesejaveis sobre as culturas para quais séo seletivos, conhecido como fitotoxidez
ou injurias. Segundo Organization (2007), a fitotoxidez origina-se pelo efeito toxico
gue a molécula herbicida causa na planta, pela ineficiente capacidade de
metabolizagcdo ou compartimentalizagao dos herbicidas. A seletividade de herbicidas
inibidores da biossintese de carotenoide ocorre de forma relativa, ou seja, pelo nivel
diferencial de tolerancia das culturas e das plantas daninhas, assim, quando maior a
diferenca de tolerancia entre a cultura e a planta daninha, maior a seguranca da

aplicacao.



26

A seletividade ocorre nas plantas influenciada pela dose, formulacéo,
localizac&o espacial ou temporal do herbicida, fatores relacionados as caracteristicas
das plantas, retencdo e absorcao diferencial, estagio de desenvolvimento vegetal e
cultivares. Quando os mecanismos de seletividade s&o prejudicados, pelo uso de dose
incorretas, uso de misturas na calda de aplicacdo e momento de aplicacao incorreto,
as plantas sofrem parte do efeito do herbicida, resultando em efeito fitotdxico.
Portanto, sdo demostrados efeitos fitotoxicos de herbicidas seletivos inibidores da
biossintese de carotenoides Mesotriona (OGLIARI et al., 2009; BULEGON et al.,
2017) e Isoxaflutole (CAVALIERI et al., 2008) na cultura do milho, causando redugao
no desenvolvimento inicial e da taxa fotossintética, e na produtividade da cultura,
respectivamente.

Visando a reducédo da fitotoxidez, sao utilizados produtos conhecidos como
“safeners” que atuam no metabolismo vegetal, maximizando a a¢&o do herbicida, ou
reduzindo por meio da menor absor¢céo ou translocacdo, ou ainda aumentam a taxa
de metabolizacdo ou compartimentalizacdo (DAVIES; CASELEY, 1999). Todavia, 0
uso de “safeners” ainda € pequeno, pois em alguns casos, como na cultura do arroz,
resultados evidenciam a interferéncia negativa na germinagdo das sementes
(MISTURA et al., 2008), somado a baixa disponibilidade de produtos comerciais com
essa finalidade. Novas formas de se reduzir os efeito fitotoxicos dos herbicidas nas
culturas sdo constantemente estudadas, tendo destaque para os fertilizantes foliares
(SANTOS et al., 2015; MORAIS et al., 2016) e as bactérias promotoras de crescimento
vegetal (BPCV’s) (BULEGON et al., 2017c).

Os fertilizantes foliares atuam em diferentes rotas fisiologicas e bioquimicas
vegetais, estimulando o desenvolvimento vegetal. Por sua vez, as BPCV’s
apresentam uma série de efeitos que amenizam os efeitos de estresses, como
incremento na atividade da ACC deaminase, estimulos na atividade antioxidantes e
promocao de crescimento vegetal (NGUMBI; KLOEPPER, 2016; VURUKONDA et al.,
2016).

De acordo com o exposto, objetivou-se realizar uma revisdo sobre os métodos
de prevencdo das injurias causadas pelos herbicidas inibidores da biossintese de

carotenoides sobre as culturas.
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2. SELETIVIDADE DE HERBICIDAS

Os herbicidas sédo os agrotéxicos mais utilizados no Brasil, segundo dados do
Instituto Brasileiro de Meio Ambiente (IBAMA), atualizados em 2016 (IBAMA, 2016).
A condicdo supracitada, s6 € possivel devido a seletividade que os herbicidas
exercem sobre a cultura, possibilitando tanto a aplicacdo em pré-emergéncia como
em pés-emergéncia das culturas.

A seletividade de herbicidas em plantas ocorre através da dose, formulagéo,
localizacéo espacial ou temporal, fatores relacionados as caracteristicas das plantas,
retencao e absorcao diferencial, estagio de desenvolvimento vegetal e cultivares.

A seletividade vegetal aos herbicidas, liga-se a trés fatores sendo: 1 - a
capacidade de decompor a molécula herbicida mais rapidamente do que as plantas
sensiveis tornando a molécula atéxica (DIAS et al., 2003); 2 - a capacidade de
compartimentalizacdo, ou seja, a molécula herbicida é conjugada com metabolitos
vegetais tornando-se inativa; 3 - ou é compartimentalizada em locais inativos das
plantas como o vacuolo (CHRISTOFFOLETI; VICTORIA FILHO; SILVA, 1994).

Todavia, mesmo pela seletividade a aplicacdo de herbicidas pode resultar em
injurias as quais sdo denominadas fitotoxidez. Essa condi¢do € representada pelo
efeito toxico que determinada substancia ou molécula herbicida causa na planta
(SHORT, 1981; ORGANIZATION, 2007), resultando em diversos sintomas que podem
variar de acordo com a molécula herbicida ou a cultura de interesse.

Assim, quando um dos mecanismos de seletividade atua ineficientemente,
seja, através da atividade mais lenta em consequéncia de um estresse abidtico, em
estagios fenoldgicos que o desenvolvimento vegetal ndo possibilita acdo de forma
completa, ou ainda, quando um fator de seletividade nédo é respeitado ou influenciado
por condi¢cbes externa, resulta na planta em fitotoxidade (VILA-AIUB; GUNDEL,;
POWLES, 2013; VENSKE et al., 2015). A fitotoxidez ocorre pois o0 acumulo de
moléculas com acado herbicida reflete na planta os sintomas do mecanismo de acéo
do herbicida, porém em escala reduzida, geralmente sendo eliminado pela cultura
durante o desenvolvimento, ndo acarretando em perdas de produtividade final da
mesma (CORREIA; DURIGAN; LEITE, 2008; AGOSTINETTO et al., 2016).

Nesse sentido, estudos que busquem formas de minimizar os efeitos fitotoxicos

dos herbicidas, sdo fundamentais pois podem possibilitar o uso de diferentes
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ingredientes ativos que favorecem maior controle e diminui a possibilidade de

desenvolvimento de tolerancia ou resisténcia das plantas invasoras.

3. FATORES QUE INFLUENCIAM A SELETIVIDADE EM PLANTAS

A seletividade das plantas aos herbicidas, pode ser influenciada por fatores
como estagio de desenvolvimento, plantas mais desenvolvidas possuem maior
capacidade de metabolizar as moléculas herbicidas tendo maior tolerancia
(VITORINO; CAMPOS; MARTINS, 2014). A aplicacdo do tembotrione (189 g ha') em
plantas de milheto com 4 folhas, por exemplo, reduziu a producgéo de graos em 12,4%
em comparacao a aplicacdo em plantas com 7 folhas, ou seja, a seletividade varia de
acordo com o estadio da planta (DAN et al., 2010).

Outra condicdo que leva a ocorréncia de seletividade esta ligada aos fatores
ambientais, como temperatura e umidade que podem elevar ou reduzir os sintomas,
uma vez que a aplicacdo do mesotriona em diferentes doses e temperaturas,
demostrou que a 25 °C durante o dia e 15 °C a noite, a intoxicacdo do Amaranthus
palmeri foi de aproximadamente 95%, enquanto o controle feito em temperaturas de
32,5 °C diurno e 22,5 °C noturno, apresentou intoxicagao de 65% na dose de 26,25 g
i.a. (GODAR et al., 2015).

Ainda tem-se que a seletividade pode ser influenciada por fatores ligados a
genética da planta, assim sdo demostrados que na mesma espécie 0s niveis de
toxicidade sdo variados. Em estudos como o tembotrione em trés cultivares de milheto
a ocorréncia da intoxicacao foi de 17,5% na cultivar ADR-300, enquanto a cultivar
ADR-7010 apresentava 23,5% de intoxicacdo, aos 7 DAA (DAN et al.,, 2010). Na
cultura da cana-de-acucar o desempenho fisiologico foi influenciado pela cultivares
em estudo, sendo evidenciado que entre cinco cultivares, duas cultivares a IACSP95-
5000 e RB867515 foram menos afetadas pelo clomazone (1200 g hat), ametryn (1000
g hal) e a mistura clomazone + ametryn (1000+1500 g ha') (ARANTES et al., 2013).

A tecnologia de aplicacéo representa outro fator ligado a seletividade, podendo
remeter a elevacdo da ocorréncia de intoxicagdo da cultura, dentro dessa condi¢cao
estdo inseridos varios fatores como a qualidade da agua, uso de adjuvantes, horéario
da aplicacdo, velocidade de aplicacdo, escolha das pontas e uniformidade de
deposicdo das gotas. A qualidade fisica e quimica da agua sdo essenciais para o
sucesso da aplicacédo (QUEIROZ; MARTINS; CUNHA, 2008). O uso de agua com 405
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mg L de carbonato de célcio e silicatos elevaram em 25% a fitotoxidez de paraquat
no feijoeiro quando comparado com agua destilada (DAMANAKIS et al., 1970).

O uso de adjuvante por aumentar o espalhamento das gostas nas superficies
foliares pode aumentar a absor¢&o do ingrediente ativo e aumentar a intoxicagao das
plantas, e consequentemente a seletividade pode ser reduzida (QUEIROZ; MARTINS;
CUNHA, 2008). Na cultura do café, a toxidade de adjuvantes 6leo mineral ou vegetal
isolados causaram injurias nas plantas (SANTOS; POZZA; SOUZA, 2017). Os
mesmos autores também estudaram os efeitos da intensidade de luz, relacionados ao
horario da aplicacdo, sobre a fitotoxidez de plantas, logo o aumento da intensidade
luminosa, leva ao aumento da ocorréncia de fitotoxidez por parte dos adjuvantes
estudados.

Na soja 0 uso de adjuvantes para os herbicidas haloxifop-metil, quizalofop-etil
e fluazifop-p-butil, elevou o controle de plantas daninhas na cultura sem reduzir a
produtividade final, demostrando efeito benéfico da utilizacdo, sem causar prejuizos a
cultura (PERESSIN; VICTORIA FILHO; PERECIN, 1997).

Outra condicéo que interfere na seletividade e eleva a ocorréncia de fitotoxidez
esta relacionada a mistura de tanque, seja entre herbicidas, ou herbicidas e outros
produtos como inseticidas. A mistura entre herbicidas quando resulta em resposta
maior que a esperada resulta em acao sinérgica; quando o resultado € menor que o
esperado a mistura tem acao antagonica.

Nesse sentido, na cana-de-acUcar com 45 dias de desenvolvimento a aplicacdo
de mesotrione (120 g ha') e metribuzin (1920 g ha') resultou em 4,0% e 4,5% de
intoxicacdo aos 15 DAA, respectivamente, enquanto a mistura de tanque mesotrione
+ metribuzin (120 + 1920 g ha), apresentou intoxicacdo de 13% aos 15 DAA
(CARVALHO et al., 2010), evidenciando que em mistura a seletividade dos herbicidas
€ reduzida, tendo um efeito sinérgico para a intoxicacao.

Para outros mecanismos de acdo a menor seletividade é demostrado quando
em mistura, o uso de glyphosate (1200 g ha?), lactofen (180 g ha) e a mistura de
glyphosate+ lactofen (600 + 96 g ha?l) na soja em Vs elevam a ocorréncia de
fitotoxidez aos 3 DAA, sendo observado valores de 2,5% para a aplicagdo de
glyphosate, 38,8% para lactofen e 62,5% para a mistura entre ambos, tendo um efeito
sinérgico para a intoxicacdo (CORREIA; DURIGAN; LEITE, 2008). Ainda na soja o
efeito sinérgico da mistura de herbicidas foi demostrado quando utilizou-se a mistura

lactofen + chlorimuron-ethyl + haloxyfop-methyl (96 + 12,5 + 42 g ha'!) com fitotoxidez
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de 51,25% aos 5 DAA, enquanto o uso de lactofen + chlorimuron-ethyl (96 + 12,5 g
hal) resultou em 32,50% de intoxicacdo, demostrando que o haloxyfop-methyl
incrementa o nivel de fitotoxidade (BARROSO et al., 2008).

Quando se considera a interagdo entre herbicida e inseticidas em mistura de
tanque na cultura do milho, a aplicacéo de mesotrione + atrazina (120 + 1500 g ha?)
resultou em fitotoxidez de 3,75% aos 7 DAA, por sua vez a mistura mesotrione +
atrazina (120 + 1500 g ha') + Chlorpirifos (240 g ha') resultou em intoxicacédo de
10,50% e enquanto a mistura mesotrione + atrazina (120 + 1500 g ha?) +
lambdacyhalothrim (10 g ha') teve intoxicacéo de 4,25% (NICOLAI et al., 2006a). Na
cultura do algoddo, o uso do inseticida carbamato aldicarb (0,84 kg ha') e do
organofosforado dimethoate (0,14 kg ha') na linha de plantio associado com doses
de clomazone (0,0; 0,56; 0,84; 1,12 kg ha') em pré-emergéncia, resultaram em
reducao na populacao de plantas e aumento da intoxicagao das plantas com pico de
51% na maior dose de clomazone (YORK; JORDON; FRANS, 1991).

O aumento da intoxicacao de plantas quando se tem a interacdo herbicidas e
inseticidas, ocorre também para outros mecanismos de acdo de herbicidas, como
evidenciado no milho para o Nicosulfuron, inibidor da ALS (30 g ha') promoveu
fitotoxidez maxima proximo a 20% aos 7 DAA. Porém quando realizou-se a mistura
em tanque de Nicosulfuron (30 g ha') + Chlorpirifos (240 g ha) a fitotoxidez foi
elevados aos 7 DAA com valores superiores a 60% (SILVA et al., 2005a).

Além dos fatores supracitados, sao relatadas outras condi¢cdes que resultam
em fitotoxidez em plantas, uma delas é ligada aos tratamentos do solo realizados em
pré-plantio, como na cultura da cana-de-acucar. Em estudos envolvendo a presenca
de nematicidas no sulco de plantio e herbicidas pré-emergentes foram demostram que
0s nematicidas elevam a fitotoxidade do herbicida Clomazone na dose de 1000 g i.a
(BARELA; CHISTOFFOLETI, 2006).

O uso de fertilizantes foliares técnica consolidada no Brasil, traz respostas
variadas quanto a sua utilizacédo, essas respostas associam-se a dose, formulagéo do
fertilizante foliar, forma de absorcéo, sitios de acdo no vegetal. Assim, essa condi¢cao
demanda maiores estudos para identificar seu potencial para cada cultura e sua
interacdo com o0s varios mecanismos de acdo e principio ativo dos herbicidas. Os
resultados encontrados séo variados de acordo com os fatores supracitados, tendo
efeitos de protecao para a fitotoxidez, onde o uso fertilizante foliar composto por acidos

humicos e favicos, glicina-betaina e zeatina, além de magnésio associado a mistura
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de herbicidas glyphosate + lactofen aplicados no estadio Vs da cultura da soja,
evidenciam potencial de reduzir os efeitos fitotoxicos dos herbicidas, além de elevar
em 6,75% a produtividade final da cultura (SANTOS et al., 2015).

Contudo, também sé&o reportados auséncia de respostas quanto a reducéo de
fitotoxidez, como na soja com a mistura de lactofen + tepraloxydim (168 + 100 g ha™?),
associada ao fertilizantes foliar composto por: N, P, K, Mo, B, Cu, Mn, Zn, Mg e S, que
nao reduziu a incidéncia de fitotoxidez sobre a cultura (MORAIS et al.,, 2016).
Enquanto, Nelson et al., (2012), reportam diferentes toxidades de glifosato em soja
qguando utilizou diferentes doses e fontes para aplicacdo de potassio foliar variando
de 2% a 10%.

Desta forma, a fitotoxidez ocorre principalmente pelo fator seletividade e
tolerdncia das plantas. Todavia, véarios outros fatores podem elevar a fitotoxidade
contudo em menor escala que o fatores anteriores, assim uma série de novos estudos
necessitam ser desenvolvidos para identificar as melhores condi¢cdes de aplicacdo dos
diferentes herbicidas existentes nas diversas culturas que 0s mesmo sao registrados
e recomendados, visando sempre a ocorréncia da menor fitotoxidez, pois mesmo, as
plantas tendo potencial de recuperacédo, danos a curto prazo ocorrem no mecanismo

fisiologico e bioquimico, tendo gasto energético para recuperacdo da intoxicacao.

4. SELETIVIDADE DE HERBICIDAS INIBIDORES DA BIOSSINTESE DE
CAROTENOIDES

Os herbicidas que apresentam como mecanismo de acdo a inibicdo da
biossintese de carotenoides sdo pertencentes aos grupos F1, F2 e F3 de acordo com
a “Herbicide Resistence Action Committe” (HRAC) e aos grupos 11, 12, 13 e 27 de
acordo com a “Weed Science Society of America” (WSSA) (OLIVEIRA Jr, 2011). Os
herbicidas pertencentes a estes grupos agem em diferentes locais na rota da
biossintese de carotenoides, bloqueando a sintese deste pigmento, o que causa
sintoma caracteristico, o albinismo.

Os herbicidas pertencentes ao grupo F1 (grupo quimico das piridazinonas)
blogueiam a enzima Fitoeno desaturase necessaria para a producéo de licopeno apés
duas reacdes de dehidrogenacao do Fitoeno. O licopeno por sua vez, é percursor da
producéo de beta (B) e alfa (a) caroteno que por hidroxilagao resulta na producéo de

xantofilas. Assim, com o bloqueio da sintese da enzima Fitoeno desaturase, nao
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ocorre a formacao de licopeno ndo sendo possivel a formagao de carotenoides, e por
consequéncia o acumulo de fitoeno, o que leva a planta produzir tecidos albinos.

Os herbicidas do grupo F2 (grupo quimico das tricetonas e isoxazoles) por
sua vez atuam como inibidores da enzima 4-hidroxifenil-piruvato dioxigenase (HPPD),
no citoplasma vegetal, que tem a funcéo de converter o p-hidroxigenil piruvato para a
biossintese da plastoquinona, que por sua vez é uma cofatora na producéo da enzima
fitoeno desaturase no cloroplasto, desta forma n&do ocorre a producédo do licopeno, e
acumulo de fitoeno na planta, e os sintomas de albinismo. Além do citado os
herbicidas do grupo F2 tem efeito no bloqueio do transporte de elétrons para o
fotossintema 11, pela menor presenca de plastoquinona (CARVALHO, 2013).

Os herbicidas pertencentes ao subgrupo F3 (grupo quimico dos triazoles) ainda
nao possui 0 mecanismo de acgao definido pela literatura, sendo apontado para duas
rotas de agao possivel, a primeira sugere que esses herbicidas agem no processo da
cliclase, ou seja, na hidroxilacdo do licopeno, ndo tendo a producédo de pigmentos
carotenoides e com a degradacao do licopeno pelo efeito da fotooxidacao.

Outro modo de acao, mais especifico para o herbicida do grupo F3 clomazone,
estad na que na sua forma oxidada de 5-ceto-clomazone atua na inibicdo da enzima
Deoxixilulose-5-fosfato sintase, enzima da sintese do metileritol-4-fosfato que é
percussora do Isopentil pirofosfato (IPP) que por sua vez tem acédo na formacéo da
geranilgeranil difosfato (GGPP), na rota do &cido mevaldnico, tendo auséncia de
GGPP ndo se tem substrato para acdo da enzima Fitoeno desaturase
consequentemente formacao de tecidos albinos (FERHATOGLU; BARRETT, 2006).
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Biossintese de carotenoides na célula Mitocondria
vegetal
Acetil Coenzima A*
Acido mevalénico
Citoplasma ‘ Plastoquinona GGPP + GGPP Grupo F3**
l Homogentisato @ x @
ﬁ Efobna Isopentenil Pirofosfato
p-hidroxigenil piruvato ﬁ
Grupo F2 ‘:> ’ HPPD Metileritol-4-fosfato
| Tirosina ﬁ
ﬁ Deoxixilulose-5-
| Prefanato fosfato
ﬁ Licopeno {}
| Corismato* Gliceraldeido-3-fosfato
— + Piruvato *
Sintoma £ ‘ @
.d.e Ciclase <:’ Grupo F3**
albinismo
no vegetal ﬂ
Inibicdo da sintese de Clorop|ast°
Carotenoides

Figura 1: Esquema resumido da biossintese de carotenoides e locais de acao dos

herbicidas inibidores desta sintese. * indica o inicio da rota em questao; ** indica que

o grupo F3 nao possui local de acdo especifica, sendo esses locais de agao potencial.

Fonte: Mallory-Smith; Retzinger, 2003; Oliveira Jr (2011). Adaptacdo: Bulegon (2018).

Considerando o mecanismo de agédo dos inibidores dos carotenoides e seus

respectivos grupos quimicos e ingredientes ativos, foi realizada uma compilacédo dos

resultados relatados na literatura para a aplicacdo em plantas cultivadas pertencentes

a familia Poaceae (Tabela 1).
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Tabela 1: Intoxicacdo de plantas pertencentes a familia Poaceae quando submetidas

a aplicacao de herbicidas inibidores da biossintese de carotenoides.

Grupo Ingrediente . Dose . Principa_is
P ; Espécie Sintomas consequéncias as Fonte
guimico ativo (g hat)
plantas
Menor
desenvolvimento
L = Bulegon
Branqueamento ou inicial. Reducgéo da ot al
Mesotriona Milho 192 amarelecimento em folhas novas taxa fotossintética em (2017')
do milho. Intoxicacdo maxima de 78% ao 1 DAA, 66% Ouliari et
32% aos 9 DAA. aos 2 DAA € 75% no 9(2009)_
terceiro DAA, ’ !
respectivamente.
Clorose inicial das folhas, a qual
evoluiu para o albinismo das
. folhas e podendo causar morte  Menor acimulo de .
. Milho C . Freitas et
Mesotriona . 192 da planta. Intoxicacdo de 77,5% massa seca e area
pipoca al. (2009)

aos 2 DAA na cultivar Beija-flor, foliar aos 39 DAA.
chegando a 100% na cultivar SE-
Tricetonas (F2) 013 aos 4 DAA
Clorose em folhas que podem
evoluir para necrose em
condicdes severas. Intoxicagao
_ Milho de 50% aos 2 DAA na cultivar
Tembotrione pipoca 100,8 PA-038, porém na cultivar Angela
e UFV a intoxicagéo foi de 7,5%
aos 2 DAA. Auséncia de
intoxicacado para todos os
cultivares aos 12 DAA.
Branqueamento nas folhas,
extravasamento de contetido
Tembotrione Sorgo 88,2 celular e necrose dos tecidos.
Intoxicagcdo maxima de 37% aos
8 DAA
A aplicagdo em pré-emergéncia
resultou no branqueamento dos
tecidos com eventuais necroses,
120 principalmente nas folhas recém-
expandidas, nos primeiros dias
do ciclo. Intoxica¢do de 40% aos

Reducédo na massa
seca e area foliar  Freitas et
apenas na cultivar PA- al. (2009)
038.

Né&o reduzindo a

concentragdo de  Cunha et

clorofilas e ndo al. (2016)
provocou fotoinibigéo

Reducéo na altura de

planta e diametro de Cavalieri
colmo, e de 8,5% na et al.
produtividade final da  (2008)

Isoxaflutole  Milho

7 DAA, alcangando o maximo de cultura.
60% aos 14 DAA.
Isoxazoles (F2) Injurias observadas foram um
intenso amarelo com manchas
brancas nas folhas da cultura.
Cana-de- Intoxicagdo maxima de 20% aos Reducao de 12,5% na Azania et
acucar 127,515 DAA, na aplicagdo aos 20 dias producgédo de colmos
: . : > . al. (2006)
soqueira apos a colheita. Intoxicagao de cana-de-acUcar
maxima de 40% aos 15 DAA na
aplicacao aos 42 dias apoés a
colheita
Durante o desenvolvimento inicial
das plantulas foram observadas Reducéo no teor de
um intenso amarelo com clorofila de 60% aos
Isoxazolidinonas Clomazone Milho 1000 manchas brancas nas folhnas da 10 DAA, ndo sendo Karam et
(F3) cultura e albinismo total das avaliado a al. (2003)
plantulas. Intoxicagcdo de 50% produtividade da
aos 7 DAA e de 25% aos 14 cultura.

DAA,
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Constata-se que o0s herbicidas inibidores da biossintese de carotenoides
resultam em acéo fitotoxica em poaceas, com diferentes niveis de intoxicacao, bem
como efeitos diferenciados nas diferentes espécies vegetais estudadas. Entretanto,
destacas-se que os resultados apresentados na Tabela 1 apenas o Mesotriona
apresenta registro para a cultura do milho para aplicacdo em pos-emergéncia da
cultura e o Isoxaflutole apresenta registro para aplicacdo em pré-emergéncia da
cultura, os demais efeitos observados sdo demostrados em estudos que visam
identificar a seletividade e/ou tolerancia das culturas para determinado herbicida, que
embora se mostrem seletivos nos estudos, apresentam intoxicacdo que prejudicam

alguma fase de desenvolvimento vegetal.

5. MET,ODOS PARA AUMENTAR A SELETIVIDADE DOS INIBIDORES DA
BIOSSINTESE DE CAROTENOIDES

Um dos métodos mais utilizados para reduzir a incidéncia de fitotoxidez para
as culturas refere-se ao uso dos “safeners” ou antidotos ou protetores. Os safeners
sédo aplicados preferencialmente via tratamento de semente, entretanto, podem ser
aplicados na mistura com o herbicida.

Os safeners possuem diferentes modos de acéo, podendo ser utilizados para

maximizar a agéo dos herbicidas. O modo de acgdo sera nos sitios do mecanismo de
acéo, resultando em aumento da toxidez nas enzimas alvos e limitando acdo nas
demais enzimas vegetais. Todavia, quando os safeners sdo utilizado para a redugéao
do efeito fitotoxico do herbicida atuam de forma a reduzir a absorcéo e translocacéo
do herbicida, ou elevando a taxa de metabolizacdo do herbicida na planta (DAVIES;
CASELEY, 1999).
Sao relatados para os herbicidas inibidores da biossintese de carotenoides dois tipos
de safeners: o “diethyl-0-fenyl-fosforotiato - dietholate” para o herbicida Clomazone; e
o safeners Anidrido naftalico para os herbicidas inibidores da enzima HPPD como o
mesotriona e isoxaflutole (GALON et al., 2011). O “safener” dietholate atua nas plantas
reduzindo a toxidade dos herbicidas por meio da inibicdo da enzima citocromo P-450
mono-oxigenase que é responsavel pela ativagdo do clomazone.

Como o clomazone é aplicado na forma de pré-herbicida a ativacdo se faz
necessario para que ele atue como herbicida na planta que a molécula pré-herbicida

necessita ser oxidada pela P-450 mono-oxigenase para a forma 5-OH clomazone em
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milho ou 5-ceto clomazone no caso da soja, sendo nessas forma toxico as plantas
(YUN et al., 2005; FERHATOGLU; BARRETT, 2006).

Ainda sao citados, em estudos em cloroplastos isolados de espinafre, que a
oxidacdo do pré-herbicida clomazone em moléculas ativas, pode ocorrer
primeiramente em 5-OH clomazone um intermédio de menor toxidade e
posteriormente em 5-ceto clomazone, com maior nivel de toxicidade, sendo que
ambas as formas causam os sintomas de albinismo (FERHATOGLU; BARRETT,
2006). Os mesmos autores citam ainda que a oxidac&do do pré-herbicida clomazone
pela P-450 monooxigenase nao ocorre dentro do cloroplasto vegetal. Assim,
possivelmente a oxidacdo ocorra no citoplasma da célula e posteriormente é
transportada de forma ainda desconhecida ao cloroplasto na forma oxidada com acéo

herbicida, onde bloqueia a agéo da IPP, possivelmente (Figura 2).

/ Citoplasma* \ Cloroplasto (Visual na planta
Modo de agéo
do clomazone na |:> P-450 Ocorre 5-OH clomazone Ac&o na biossintese Fitotoxidez
auséncia de monooxigenase |[_Oxidagao 5 _ ceto clomaone de carotenoides
safeners.
Modo de ag&o lécul —
do clomazone na |:> P-450 N&o ocorre ‘Molécula sem Ausénciaou
presencade monooxigenase Oxidagao atividade herbicida Compartimentalizagio menor fitotoxidez
safeners.

Vacuolo* \ )

K | diethyl-O-fenyl-fosforotiato | /

Figura 2: Resumo da rota de ativagcéo do clomazone nos vegetais e o0 modo de acgéo

do safener diethyl-O-fenyl-fosforotiato na P-450 monooxigenase para maximizar a

seletividade do herbicida.
Fonte: ferhatoglu; Avdiushko; Barrett, (2005); Yu; Powles, (2014). Adaptacéo: Bulegon (2018). * indica

locais potencial de ocorréncia.

Quando se realiza o tratamento com os safeners a acdo da enzima P-450
monooxigenase passa a ser inibida, ndo tendo a oxidacao da molécula pré-herbicida
para sua forma herbicida, resultando em menor concentracdo da molécula com acéo
herbicida no citoplasma e consequentemente menor concentracédo nos cloroplastos,
sendo as moléculas nao oxidadas compartimentalizadas no vacuolo vegetal,
remetendo no aumento da seletividade do clomazone, causando menor intoxicagao

das plantas.
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Embora o diethyl-O-fenyl-fosforotiato (dietholate) seja um produto especifico
para se reduzir a incidéncia de fitotoxidez em culturas maximizando a seletividade do
herbicida, no Brasil sua utilizacdo € pequena sendo mais evidente na cultura do arroz
irrigado. Na cultura do arroz irrigado o uso de dietholate na dose de 500 g para 100
kg de semente resultou na reducdo do efeito fitotoxico do herbicida clomazone em
diferentes doses (SANCHOTENE et al., 2010).

Na cultura do algodédo o uso de dietholate (400 g para 100 kg) de semente
resultou em auséncia de sintomas de fitotoxidez de clomazone e elevou a producéao
de algod&o em carroco em 55% em relagcéo a testemunha (INOUE et al., 2014). No
milho a dose de 500 g para 100 kg de semente de dietholate demostrou potencial em
proteger a cultura dos da degradacao da clorofila, onde as sementes nao tratadas
tiveram 50% de degradacao da clorofila com 784 g ha* de clomazone, sendo que para
sementes tratadas com o dietholate a degradacéo de clorofila de 50% foi atingida na
dose de 1740 g ha! aos 10 DAA (KARAM et al., 2003).

Todavia, foram relatados para o dietholate a ocorréncia de efeitos negativos na
cultura do arroz em que o uso da dose de 1000 g para 100 kg de sementes, reduziu
a germinacgdo das sementes de arroz em 9,1%, o indice de velocidade de emergéncia
em 11,1% e inibiu o crescimento da parte aérea das plantulas em 14,4% (MISTURA
et al., 2008). Adicionalmente o “safeners” pode reduzir a efetividade do controle de
plantas daninhas, quando em mistura de tanque para aquelas daninhas que
apresentam fisiologia semelhante a cultura de interesse. Em aplicagédo do “safener”
em mistura de tanque as plantas daninhas se beneficiaram da ac&o protetora, e
tiveram seu controle reduzido (ABU-QARE; DUNCAN, 2002; GALON et al., 2011).

O mecanismo de acdo do anidrido naftalico ainda € um processo pouco
explorado, tendo no trabalho de Davies et al. (1998), na cultura do milho o relatado
que esse “safener’ ndo atua na planta reduzindo a concentracéo de herbicidas, ou
seja, ndo atua reduzindo a absorcao de herbicidas, e sim elevando a atividade da
enzima citocromo P-450 monooxigenases e da glutationa S-transferases (GST), que
agem na desintoxicacdo de herbicidas (Figura 3). Nesse sentido s&o reportados
incrementos em 69% na atividade da GST em plantas com aplicagcdo de S-
metolachlor tratadas com o “safener” fluxofenim via tratamento de semente na dose
de 40 mL para cada 100 kg de sementes de trigo (SILVA et al., 2011).
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| Anidrido naftalico |
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Figura 3: Resumo da rota de ativacao dos herbicidas do grupo F2 na biossintese de

carotenoides nos vegetais e modo de acdo do safener Anidro naftalico na P-450
monooxigenase e na Glutationa S-transferase para maximizar a seletividade dos

herbicida.
Fonte: Davies et al. (1998). Adaptacdo: Bulegon (2018).

Os estudos com o “safener” Anidro naftalico relatam resultados positivos na
reducdo dos sintomas de fitotoxidez de herbicidas isoxaflutole na cultura do milho,
onde plantas com o safener apresentaram fitotoxidez de 2,6% aos 14 DAA enquanto
as plantas sem o safener apresentava 56% de intoxicacdo (MACIEL, 2004). Para a
cultura do sorgo, o anidrido naftalico, via tratamento de sementes, exerceu efeito
protetor na cultura para mistura entre Atrazine + S-metolachlor + isoxaflutole aplicado
em pré-emergéncia, com intoxicacdo de 3,5% aos 15 dias apdés a emergéncia (DAE)
na presenca do safener e de 6,25% na auséncia do safener (MACIEL et al., 2017).
Em gramineas forrageiras, o uso do anidrido naftalico, associado ao isoxaflutole
protegeu as forrageiras de interesse da toxidez tendo 77,5% de intoxicagdo aos 28
DAA sem o safener e com o safener a intoxicacao foi reduzida a 50% (MACIEL, 2004).

Portanto, como os “safeners” agem a niveis enzimaticos reduzindo a acéo do
herbicida sobre a cultura de interesse, tornam-se alternativas para 0 manejo de
plantas daninhas em culturas que apresentam limitagdo quando a determinados
herbicidas, podendo garantir a seletividade do herbicida mesmo a culturas que
apresentam problemas com a intoxicagao.

Partindo do exposto, o uso de “safeners” mostra-se uma opcao viavel para
maximizar a seletividade de herbicidas, e consequentemente reduzir a incidéncia de

fitotoxidez causada por herbicidas inibidores da sintese de carotenoides em plantas.
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6. METODOS POTENCIAIS PARA ELEVAR A SELETIVIDADE DOS
HERBICIDAS INIBIDORES DA BIOSSINTESE DE CAROTENOIDES

Considerando que os “safeners”, atuam estimulando ou reduzindo a atividade
enzimatica dependendo do herbicida utilizado, ou auxiliando no processo de
metabolizacdo dos herbicidas (DAVIES; CASELEY, 1999), tratamentos que elevam a
atividade enzimatica ou que estimulam o desenvolvimento vegetal, podem auxiliar a
reduzir nas plantas os efeitos da fitotoxidez. A reducdo dos efeitos toxicos pode
ocorrer de forma a demostrar menor sintomas ou em apresentar redugcéo do tempo de
intoxicacao.

Estudos buscam maximizar a seletividade de herbicidas inibidores da
biossintese de carotenoides nas culturas, via tratamento de sementes e/ou aplicacéao
foliar, com produtos que possuem acdes ndo especifica para a prevencado da
fitotoxidez, mas que indiretamente tragam resultados satisfatorios, além de elevarem
0s parametros produtivos das culturas, dentre desses destaca-se 0 uso de nutrientes
via tratamento de sementes ou aplicacdo foliar, também se tem conhecimento que
praticas de manejo do solo podem levar a reducéo da fitotoxidez.

Ao se considerar o uso de nutrientes, os estudos desenvolvidos na cultura do
algoddao demostraram que o uso de acetato de zinco amoniacal via tratamento de
sementes auxiliou a reducdo da fitotoxidez de clomazone na dose de 1200 g ha*
(SILVA; SANTOS, 2011). O uso de fertilizante misto contendo 16,00% de N; 3,53%
de Zn; 0,02% de B; 0,15% de Mn; 0,15% de Cu; 0,15% de Fe, na dose de 8 mL kg
de sementes associado ao clomazone (1000 g ha?), reduziu a incidéncia de fitotoxidez
na cultura do algodao, a aplicacdo de clomazone resultou em intoxicacdo de 10%,
8,50% e 12,5%, por sua vez quando associado com o uso de nutrientes + clomazone
obteve-se intoxicacdo de 7,50%, 6,50% e 0,05% aos 7 DAA, 21 DAA e 28 DAA,
respectivamente (INOUE et al., 2012).

O manejo da palhada representa uma opc¢édo para reduzir a incidéncia de
fitotoxidez para aqueles herbicidas que possuem atividade no solo, como o
clomazone. Assim a fitotoxidez foi reduzida com presenca de palhada do solo em
plantas de alface consideradas indicadoras, com valores de 38% de intoxicagcdo em
solo desprovido de palhada e 11% de intoxicacdo aos 7 dias apds a semeadura em
solo com 1500 kg ha de palhada (RODRIGUES, 1993). Essa condi¢do deve-se a
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capacidade de retencdo de herbicida pela palhada resultando em menor quantidade
de moléculas herbicidas no solo, o que reduziu a intoxicacao das plantas.

Embora os fertilizantes foliares apresentam potencial de minimizar os efeitos
fitotoxicos de herbicidas, esses ainda demandam maior gama de estudos que
evidenciem como 0s mesmos atuam no sistema vegetal a fim de determinar seus pés
e contras quando associados a herbicidas sobre as culturas. Por sua vez, o uso de
palhada mostre efeitos positivos, seus resultados sdo escassos e dependente de
condicbes de homogeneidade de deposicdo da palhada sobre o solo e massa de
palhada depositada sobre o solo, o que eleva seu risco de utilizagdo em condi¢oes
agricolas.

Por fim, o uso de fertilizantes foliares apresenta maior potencial, pois os efeitos
dos diferentes nutrientes estimulam o desenvolvimento vegetal, podendo aumentar a
seletividade dos herbicidas, devido a incrementos em fatores que garantem a

seletividade as plantas, ou ainda atuarem em locais chaves nos vegetais.

7. BACTERIAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO VEGETAL PODEM
SEREM “SAFENERS”?

O modo de acdo dos inibidores da biossintese de carotenoides resulta em
fotooxidacao e a utilizacdo de tratamentos que representem na planta incrementos na
atividade enzimatica, manutencao dos niveis de pigmentos foliares em folhas néo
afetadas e estimulos no desenvolvimento vegetal podem auxiliar na reducdo dos
efeitos da fitotoxidez, principalmente durante o desenvolvimento inicial, visto que a
fitotoxidez de herbicidas seletivos ndo reduzem a produtividade final da cultura
(ROSO; VIDAL, 2011). Assim, tem-se como op¢ao com potencial para minimizar 0s
efeitos fitotoxicos dos herbicidas inibidores da biossintese de carotenoides as
bactérias promotoras de crescimento vegetal.

Partindo do estudo com a inoculacdo das sementes com Azospirillum
brasilense associada a adubacédo nitrogenada em cobertura em V4, que incrementou
em 52,4% a atividade da enzima peroxidase na cultura do milho com aplicacéo do
herbicida mesotriona (192 g ha?') no estagio Vz (BULEGON et al.,, 2017), sera
abordado as potencialidades de uso da bactéria promotora de crescimento vegetal

(BPCV) A. brasilense via inoculacdo das semente ou pela aplicacdo da BPCV em
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mistura de tanque com os herbicidas como potencial “safener” para os herbicidas
inibidores da biossintese de carotenoides que atuam na inibicdo da HPPD,

A possibilidade de uso foliar das BPCV’s ocorre para as bactérias com
capacidade de colonizar os tecidos vegetais, as espécies endofiticas como exemplo
(OLIVARES et al, 2017). Essa técnica apresenta as seguintes vantagens:
proximidade com os sitios de ac&o; menor competicdo com outros microrganismos e
fatores de crescimento no filoplano das folhas e potencial de reduzir a presenca de
bactérias e fungos patogénicos (SUDHAKAR et al., 2000), além de incrementar a
fixacdo bioldgica de nitrogénio e dos demais nutrientes (VESSEY, 2003).

Um dos principais pontos quanto ao uso da BPCV e o herbicida estd na
seletividade do herbicida para a sobrevivéncia da bactéria. Quando se considera a
associacao dos herbicidas com a bactéria A. brasilense, foram demostrados que em
meio de cultivo os herbicidas inibidores da biossintese de carotenoides clomazone e
isoxaflutole ndo reduziram o desenvolvimento da A. brasilense, bem como néo
interferem na atividade da fixacdo bioldgica de nitrogénio (PROCOPIO et al., 2011).
Em estudos sobre a toxicidade da mistura mesotriona+S-metalachor+terbuthylazine
nas doses recomendadas pelo fabricante ndo foram observado danos as bactérias do
género Azotobacter, aquelas que apresentam potencial de fixar nitrogénio no solo, ou
seja, ndo reduziram a populacdo (BOROWIK et al., 2017).

As BPCV estimulam nos vegetais a producdo hormdnios vegetais; promocao
de crescimento de raiz e de parte aérea; incrementos no sistema antioxidante vegetal
reduzindo os efeitos indesejados das espécies reativas de oxigénio (ERO’s); presenca
da ACC deaminase que utiliza o substrato percursos do etileno minimizando a
concentracdo de etileno nos tecidos vegetais; protecdo e estimulos na producao de
moléculas de clorofila e carotenoides; e producdo e estimulos na producdo de
compostos osmolitos que sinalizam a incidéncia de estresse vegetal (VURUKONDA
et al., 2016).

Esses estimulos nos vegetais atuam indiretamente ligados com a acao do
herbicida, mas relacionadas diretamente em sitios onde sdo relatados efeitos
fitotdxicos do mesotriona, em que se relaciona as consequéncias da fitointoxicacao
de mesotriona e os locais de estimulos das BPCV, que podem representar um
possivel efeito “safener” sobre as plantas tolerantes ao mesotriona (Figura 4).

O efeito “safener” potencial das BPCV esta em auxiliar as plantas a superar

mais rapidamente ou minimizar os efeitos fitotoxicos causados pelos herbicidas sob o
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sistema fisioldgico e bioquimico vegetal, através da sinalizacdo, possibilitando que a
plantas ative as préprias defesas vegetais para a eliminacdo das moléculas de acéo

herbicida.

Efeitos fitotoxicos dos Inibidores Estimulos/protecdo exercida pelas
da HPPD. BPCV’s, com potencial efeito

“safener” nos inibidores da HPPD

Estimulos ao desenvolvimento inicial
de plantas de milho (°:10),

Reducdo no acumulo de massa seca
aos 21 DAA (@,

Preservacao do contetdo de
carotenoides apos a incidéncia de
estresse (11),

Inibicdo da sintese de carotenoides,
efeito direto (1:2:3),

Aumento da presenca de compostos
estressantes como exemplo o
Etileno 4.

Sintese de compostos que atuam

sinalizando a incidéncia de estresses
12),

Degradacao das moléculas de
clorofila, devido a ocorréncia da
fotooxidagao (:6:7),

Maior sintese inicial de clorofila em
plantas (13:14),

Maior atividade do sistema
antioxidativo na ocorréncia de
estresse (11:12;15

Aumento da presenca de ERO'’s,
levando a peroxidacgao lipidica (7:8),

g & & & &

Figura 4. Diagrama explicativo dos principais efeitos relatados pela intoxicacdo dos
inibidores da HPPD em plantas e como as bactérias promotoras de crescimento
vegetal (BPCV) podem atuar mitigando os efeitos negativos, demostrando um

potencial efeito “safener” das BPCV.

Fonte: W Bulegon et al. (2017); @ Mitchell et al. (2001);®® Beaudegnies et al. (2009); “ Falk et al. (2002);
®) Vvitek et al. (2017); ©® Mccurdy et al. (2008); ) Godar et al. (2015); ® Prione et al. (2016);  Rampim
et al. (2012); 9 Inagaki et al. (2015); Y Bulegon; Guimaraes; Laureth (2016); @2 Vurukonda et al.
(2016); * Bashan et al. (2006); ¥ Morais et al. (2015); % Ngumbi; Kloepper (2016).

Considerando os efeitos das BPCV'’s, mais especificamente a A. brasilense, e
a acado dos inibidores da HPPD nas plantas, o uso de A. brasilense via inoculacdo das
sementes ou em mistura de tanque com mesotriona pode amenizar nas culturas os

efeitos causados pela fitointoxicagéo.
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Embora os efeitos demostrados na Figura 4 sdo potenciais, ressalta-se que
essa condicdo nem sempre pode ocorrer visto as BPCV’s serem organismos vivos e
dependerem de uma interagcdo complexa entre BPCV, planta e ambiente para que sua

acao ocorra de forma efetiva, principalmente quando aplicada via foliar.

8. CONSIDERACOES FINAIS

Os herbicidas inibidores da biossintese de carotenoides, apresentam diferentes
rotas de acdo que culminam no mesmo efeito final, a inibicdo da biossintese de
carotenoides, porém, tal mecanismo de acdo ainda demanda maiores estudos para
sua elucidacao, principalmente para os herbicidas pertencente ao grupo F3, como o
clomazone.

A presente revisdo evidenciou que a seletividade dos herbicidas € influenciada
por uma série de fatores, e quando um desses fatores é prejudicado, ocorre a perda
de seletividade, resultando na ocorréncia de intoxicacao.

Para elevar a seletividade dos inibidores da biossintese de carotenoides tem-
se como opcao os “safeners” que atuam a nivel enzimatico inibindo a acéo toxica dos
herbicidas nas culturas de interesse. Na presente revisdo também séo evidenciadas
outras formas que apresentam potencial para maximizar a seletividade dos inibidores
da biossintese de carotenoides, como 0 uso de fertilizantes foliares ou complexo de
nutrientes via tratamento de sementes. Outro método potencial esta na utilizacéo das
bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV), que tem a possibilidade de
reduzir os danos causados a cultura.

Quando se considera os herbicidas inibidores da sintese de carotenoides tem-
se uma série de opcdes passiveis de utilizacdo que maximizam a seletividade da
cultura e consequentemente reduzem os niveis de fitotoxidade, entretanto quando
consideramos as técnicas com potencial para amenizar os efeitos da fitotoxidez, essas
demandam ainda maiores estudos visto as respostas ocorrerem de forma variada para
cada subgrupo de herbicidas devido atuarem em diferentes pontos na rota da
biossintese de carotenoides e também podem ser variados para cada cultura devido
as diferencas fisioldgicas, bioquimicas e anatdmicas que favorecem ou ndo as

repostas para os nutrientes e/ou BPCV.
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Resumo: Objetivou-se avaliar a intoxicagdo do herbicida mesotriona no
desenvolvimento inicial e na produtividade do milho, inoculado via semente ou foliar
com Azospirillum brasilense e aplicacdo de reguladores vegetais. Foram realizados
trés experimentos, um em condi¢do de casa de vegetacdo e dois em condi¢cdes de
campo, em diferentes locais. Em todos os experimentos utilizou-se o delineamento
em blocos casualizados no esquema fatorial 2x4, representando presenca (192 g ha
1) ou auséncia de mesotriona e quatro tratamentos correspondente a testemunha;
inoculagcdo das sementes com A. brasilense; aplicagdo foliar de A. brasilense;
aplicacdo foliar de auxina + giberelina + citocina (AX+GA+CK), sendo que as
aplicacdes foliares com mesotriona foram realizadas no estadio Vs da cultura. Os
resultados em casa de vegetacao com a aplicacdo de mesotriona originou intoxicacao
de 7,12%, o que reduziu em 10,15% o contetdo de clorofila total e em 75,86% o teor
de carotenoides, resultando em reduc¢des nas trocas gasosas, na fluorescéncia da
clorofila a e no incremento da atividade das enzimas antioxidativas. Em condi¢des de
campo os tratamentos nao reduziram os efeitos da intoxicacao provocados durante o
desenvolvimento inicial da cultura do milho e n&o incrementaram a produtividade da
cultura. Concluiu-se, que o uso de A. brasilense e de regulador vegetal nao
protegeram o milho da intoxicacdo do mesotriona no desenvolvimento inicial, bem
como nao incrementam a produtividade.

Palavras — chaves: Zea mays. Trocas gasosas. Fluorescéncia da clorofila a.
Peroxidase. Catalase.

Abstract: The objective of this study was to evaluate the intoxication of the mesotrione
herbicide in the initial development and yield of corn inoculated via seed or foliar spray
with Azospirillum brasilense and the application of plant regulators. Therefore, three
experiments were performed, one under greenhouse conditions and two under field
conditions, in different locations. In all experiments the randomized block design was
used in the 2x4 factorial scheme, representing presence (192 g ha') or absence of
mesotrione and four treatments corresponding to the control; seed inoculation with A.
brasilense; foliar spray application of A. brasilense; foliar spay application of auxin +
gibberellin + cytokine (AX + GA + CK), and foliar spay applications with mesotrione
were carried out in the V3 stage of the culture. The greenhouse results with the
application of mesotrione resulted in intoxication of 7.12%, which reduced the total

chlorophyll content by 10.15% and the carotenoid content by 75.86%, resulting in
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reductions in gas exchange, in the chlorophyll a fluorescence and in the increase of
the activity of the antioxidative enzymes. Under field conditions the treatments did not
reduce the effects of intoxification caused during the initial development of maize crop
and did not increase crop productivity. It was concluded that the use of A. brasilense
and plant regulator did not protect maize from mesotrione intoxication in the initial
development, nor did it increase productivity.

Keywords: Zea mays; Gas exchange. Fluorescence of chlorophyll a; Peroxidase;
Catalase

1. INTRODUCAO

O milho caracteriza-se como uma das mais importantes commodities produzida
no mundo, principalmente por ser base para a producéo de proteina animal, além de
ser fonte energética e constituinte importante da alimentacdo humana. No Brasil o
milho ocupa lugar de destague, com producéo estimada de 92,8 milhdes de toneladas
(CONAB, 2017).

A cadeia produtiva da cultura do milho sofre influéncia de fatores diversos que
reduzem sua produtividade, a exemplo das plantas daninhas causadoras de perdas
de até 87% fazendo-se necessario a realizagdo do manejo quimico principalmente no
periodo critico de prevencdo a interferéncia, que refere-se da emergéncia até o
estadio V7 (KOZLOWSKI, 2002), correspondendo a aproximadamente 42 dias apds a
semeadura (BALBINOT et al., 2016).

Para o manejo quimico das plantas daninhas na cultura do milho, destaca-se o
uso do herbicida mesotriona que atua na inibicdo da enzima 4-hidroxifenil-
piruvatodioxigenase, na sintese de carotenoides, resultando na morte das plantas
devido a agédo da fotooxidacdo das moléculas de clorofila, pela ndo dissipacdo do
excesso de energia luminosa por partes dos carotenoides no processo fotossintético
(MITCHELL et al., 2001b). A tolerancia do milho ao mesotriona ocorre devido a
compartimentalizagdo das moléculas do herbicida tornando-as sem atividade
herbicida (BEAUDEGNIES et al., 2009).

Mesmo o mesotriona sendo seletivo a cultura do milho pode proporcionar
intoxicacao de até 35% (BULEGON et al., 2017c), sendo caracterizadas por manchas
foliares de coloracdo brancas nas folhas novas das plantas do milho, que evoluem
para manchas cloréticas e posterior necrose do tecido foliar em condigcbes mais
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extremas (BARCHANSKA et al., 2014), interferindo no metabolismo vegetal da cultura
(O’SULLIVAN; ZANDSTRA; SIKKEMA, 2002; OGLIARI et al., 2009).

A aplicacdo de herbicidas, mesmo os seletivos as cultura podem reduzir as
trocas gasosas e elevar a atividade de enzimas relacionadas a remocéo de espécies
reativas de oxigénio — ERO’s (AGOSTINETTO et al., 2016; LANGARO et al., 2017),
gue sao produzidas pelo acumulo de O2 pela degradacéo das moléculas de clorofila
(STREIT et al., 2005). Assim, plantas de milho submetidas a aplicacdo de mesotriona
demonstraram reducdo de 78% na taxa assimilatoria liquida de COz e de 52% na
relacdo Fv/Fm (OGLIARI et al., 2009).

Para maximizar a seletividade do mesotriona no milho, deve-se reduzir os
efeitos visuais da intoxicacdo (clorose) nas folhas novas das plantas por serem
negativamente correlacionados com o teor de carotenoides (BARCHANSKA et al.,
2014). Desta forma, reduzir a degradacgao dos carotenoides, torna-se fundamental na
reducdo dos efeitos fitotoxicos. Em plantas tratadas com herbicidas inibidores da
HPPD incrementos da atividade das enzimas antioxidativas (GRIGORYUK et al.,
2016), degradag&o de moléculas de clorofila (VITEK et al., 2017), além da inibicdo da
sintese de carotenoides, originando fitoeno albino (BEAUDEGNIES et al., 2009). O
uso de estratégias que elevam a atividade do sistema antioxidante, incrementem a
sintese de clorofila e auxiliam na manutencéo do teor de carotenoides podem auxiliar
a planta a manter sua atividade fisiologica e bioquimica na ocorréncia de intoxicacdo
imposta pelo mesotriona.

A utilizacao de bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV) da espécie
Azospirillum brasilense mostra-se promissora, por elevarem a atividade do sistema
antioxidante de plantas em condic¢des estressantes (VURUKONDA et al., 2016) como
verificado em plantas de braquiéria sob déficit hidrico (BULEGON; GUIMARAES;
LAURETH, 2016), e em condi¢des de estresse salino (ZAWOZNIK; AMENEIROS,
2011). As BPCV também representam incrementos na sintese de clorofila (BASHAN
et al., 2006), auxiliam a preservacao dos carotenoides apoés a incidéncia de estresse
ambiental (BULEGON et al., 2016), bem como podem incrementar o desenvolvimento
inicial de plantas (INAGAKI et al., 2015), sendo que plantas mais desenvolvidas
possuem maior tolerancia a fitotoxidez (GODAR et al., 2015).

De forma similar, os hormoénios vegetais, auxinas, giberelinas e citocinina,

podem auxiliar no sistema de defesa vegetal, incrementando o sistema antioxidante
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(XIA et al., 2015), os niveis de pigmentos fotossintéticos e o desenvolvimento inicial
de plantas (RADEMACHER, 2015).

Com base nas informacdes citadas, objetivou-se avaliar a intoxicagdo de
mesotriona no desenvolvimento inicial e na produtividade do milho inoculado via

semente ou foliar com A. brasilense ou apds a aplicacéo de regulador vegetal.
2. MATERIAL E METODOS

Foram conduzindo trés experimentos, sendo um em condicdo de casa de
vegetacdo e dois em condicbes de campo. Em todos os experimentos adotou-se 0
delineamento de blocos casualizados em esquema fatorial 4x2, com quatro
repeticdes. Os tratamentos foram constituidos da presenca (192 g ha!) ou auséncia
da aplicacdo de mesotriona. O segundo fator foi representado pelos seguintes
tratamentos: testemunha; inoculagcdo das sementes com A. brasilense estirpes AbV5
e AbVG6; inoculacéo foliar com A. brasilense estirpes AbV5 e AbV6; e aplicacdo foliar
de auxina + giberelina + citocinina (AX+GA+CK).

Para a inoculacdo das sementes de milho utilizou-se 100 mL de inoculante
liquido, para 60 mil sementes, contendo 2x108 UFC por mL de A. brasilense estirpes
AbV5 e AbV6 (padrdo comercial), as quais foram homogeneizadas e mantidas a
sombra por cerca de 30 minutos, e posteriormente semeadas.

A aplicacao foliar dos tratamentos ocorreram quando as plantas atingiram o
estadio fenolégico Vs (terceira folha desenvolvida), correspondendo a
aproximadamente 14 dias apos a semeadura (DAS). Nas aplicacfes utilizou-se um
pulverizador costal, pressurizado com CO2, munido de uma barra de 3 m de largura
com seis pontas tipo leque (Magno 11002 ADGA), presséo de trabalho de 2,2 bar,
vazdo de 200 L ha e altura de aplicacdo de 0,5 m acima do &pice das plantas. A
aplicacdo em casa de vegetacao ocorreu com temperatura de 28 °C, umidade relativa
do ar em 61% e velocidade do vento de 5,4 km h'l. A aplicacdo em campo em
Marechal Candido Rondon ocorreu com 23,3 °C, 61% e 8,8 km h%, e para Entre Rios
do Oeste com 21,8 °C, 65% e 5,4 km hl, para temperatura, umidade relativa e
velocidade do vento, respectivamente.

A aplicagdo do A. brasilense e do regulador vegetal foi realizada
simultaneamente em mistura de tanque com o mesotriona, conforme ensaio preliminar

gue demostrou que a aplicacdo conjunta ndo apresentava limitagdes quanto as trocas
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gasosas, intoxicacdo e desenvolvimento do milho (dados ndo mostrados). As doses
de mesotriona para todos os tratamentos foi 192 g ha?' (Produto comercial
Callisto®480 g L'1) mais a adi¢do de adjuvante Nimbus a 0,5% v v,

Para a aplicacédo foliar de A. brasilense foi utilizado a dose de 400 mL ha de
inoculante contendo 2x108 UFC por mL estirpes AbV5 e AbV6 (padrdo comercial).
Para o tratamento com AX+GA+CK foi utilizado a dose de 0,025 g ha! de Acido 4-
indol-3-ilbutirico, 0,025 g ha* de Acido giberélico e 0,045 g ha! de Cinetina, pelo uso

do produto comercial Stimulate®.

2.1 CONDUCAO E AVALIACOES EM CASA DE VEGETACAO

A conducado em casa de vegetacao foi em estufa do tipo teto em arco, coberto
com filme de polietileno difusor de baixa densidade, com 150 y espessura localizada
a - 24°558'S e - 54°045'0. Foram semeadas cincos sementes do hibrido simples
30F53 VYH por vaso de 12 dm3, que ap0s emergéncia foram raleadas deixando duas
plantas por vasos. Como substrato foi utilizado solo proveniente do horizonte A de um
LATOSSOLO VERMELHO Eutroférrico, de textura argilosa (578 g kg de argila;
348,58 g kg de silte; 3,42 g kg™ de areia), teor de matéria organica de 5,47 g dm?;
teor de P de 2,07 mg dm3; H+Al de 3,01 cmolc dm3; Al*3 de 0,0 cmolc dm3;K* de 0,11
cmolec dm3; Ca*? de 3,92 cmolc dm3; Mg*? de 1,03 cmolc dm3; Capacidade de troca
cationica (CTC) de 8,08 cmolc dm? e V(%) de 62,68, com uma populacdo de
microrganismos diazotréficos de 7,5x10* UFC g solo.

Para a adubacado de base foi utilizado a recomendacao de (NOVAIS; NEVES;
BARROS, 1991) com adicdo de 300 mg dm? de P20s na forma de superfosfato
simples, 150 mg dm?3 de K20 na forma de cloreto de potassio e 50 mg dm?3 de N, na
forma de ureia. Decorrido trés dias apods a aplicacdo (DAA) de mesotriona, no estadio
V4 foi complementada a adubacé&o nitrogenada com 100 mg dm? de N, na forma de
ureia. Apés a semeadura os vasos foram irrigados diariamente.

As avaliacdes em casa de vegetacdo foram realizadas aos 1, 7 e 14 DAA
determinando-se nas plantas de milho a porcentagem de intoxicacédo, o indice SPAD,
teor de pigmentos foliares; atividade de enzima do estresse oxidativo, trocas gasosas
e fluorescéncia da clorofila a.

A avaliacao de intoxicacao visual foram avaliados em ambos os experimentos
realizada através de escala de nota de 0 a 100%, em que 0% corresponde a auséncia

de sintomas de intoxicacdo e 100% corresponde a morte da planta, proposta pela
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Sociedade Brasileira da Ciéncia das Plantas Daninhas (SBCPD, 1995). No mesmo
momento foi realizada a avaliacdo do indice SPAD com auxilio do equipamento
SPAD-502 Minolta, pela medida de 10 pontos em todas as folhas completamente
expandidas das plantas em casa de vegetagdo, e em condicdes de campo foi
realizada a leitura em cada uma das folhas em cinco plantas escolhidas
aleatoriamente dentro da parcela util.

A avaliacdo do teor de pigmentos foliares foi realizada nos experimentos
conduzidos em casa de vegetacdo e em condicdo de campo. Para isso foram
coletados segmentos foliares com massa fresca de 0,5 g, ao quais foram
acondicionados em frascos vedados e recoberto com papel aluminio para evitar a
entrada de luz, onde acrescentou-se 20 mL de solucdo de acetona 80%, sendo 0s
frascos acondicionados sob refrigeracéo a 4°C e auséncia de luz por 72 horas. Depois
procedeu-se a leitura em espectrofotdmetro utilizando-se para clorofila a 665 nm,
clorofila b 649 nm e carotenoides 480 nm, para obtencao da clorofila total procedeu-
se a soma entre os valores de clorofila a e clorofila b (LICHTENTHALER,;
BUSCHMANN, 2001).

A atividade enzimatica foi avaliada no experimento conduzido em casa de
vegetacdo onde procedeu-se a determinacdo da atividade das enzimas catalase e
peroxidase. Para isso amostras frescas de folhas de milho com massa fresca de 0,5
g foram coletadas aos 1, 7 e 14 DAA de mesotriona foram maceradas em solugéo
tampao fosfato de sddio 0,01 M (pH 6,0) acrescentando-se polivinil pirrolidona (PVP)
e posteriormente centrifugado a 20.000 g durante 20 min para homogeneizacao, o
sobrenadante foi coletada e acondicionadas em temperatura de -80°C.

Depois, foram determinadas a atividade da peroxidase (POD; EC 1.11.1.7) a
30°C, através do método do espectrofotométrico direto, baseado na oxidacdo do
guaiacol (HAMMERSCHMIDT; NUCKLES; KUC, 1982), com leituras a 470 nm durante
dois minutos, com intervalo de leitura de 15 segundos. Para a determinacdo da
catalase (CAT; EC 1.11.1.6). utilizou-se o monitoramento da variacdo da absorcéo do
perdxido de hidrogénio (HAVIR; MCHALE, 1987) com leitura a 240 nm.

A avaliagdo das trocas gasosas e da andlises de fluorescéncia da clorofila a
foram realizadas no experimento conduzido em casa de vegetacao utilizando-se o
equipamento IRGA (Infra Red Gas Analyser) modelo LI-6400XT (Licor Inc. Lincoln,
NE) utilizando teor de CO2 de 400 umol mol* e 1500 umol m? s de fétons na dltima

folna completamente expandida da planta na porgéo central da folha. Determinou-se
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a taxa de assimilagdo liquida de CO:2 (A), taxa de transpiracdo da folha (E) e
condutancia estomatica (gs). Para determinar a curva de resposta fotossintética em
funcdo dos niveis de luminosidade utilizou-se as densidades fotossintéticas de 2500;
2000; 1500; 1000; 800; 500; 200; 100; 50; 25 e 0,0 pmol m2? st e para determinacéo
da maxima fotossintese foi ajustada uma fungao hipérbole retangular (MACHADO et
al., 2005).

A analises de fluorescéncia da clorofila a se deu através do método do pulso
de saturacédo (SCHREIBER; BILGER; NEUBAUER, 1994) em folhas no escuro, com
leitura realizada durante a madrugada, sendo obtidos, a fluorescéncia inicial (Fo),
fluorescéncia maxima (Fm) e a eficiéncia quantica potencial do fotossistema I
(Fv/Fm). Na presenca de radiacao solar, foi determinada a eficiéncia quantica efetiva
do PSII (®PSIl), a eficiéncia maxima do PSII (FV'/Fm’) e o coeficiente de extingéo
fotoquimico (gP).

2.2 CONDUCAO E AVALIACOES EM CAMPO

Os experimentos conduzidos a campo foram realizados no municipio de
Marechal Candido Rondon, localizado nas coordenadas -24°53’S e -54°01'0 e em
Entre Rios do Oeste, localizado nas coordenadas -24°68’S e -54°28°0.

Ambos os experimentos foram instalados em LATOSSOLO VERMELHO
eutroférico de textura argilosa. Em Marechal Candido Rondon o solo apresentava
831,20 g kg de argila; 114,80 g kg de silte; 54,00 g kg de areia, teor de matéria
organica de 2,90 g dm?3; teor P de 13,7 mg dm3; H+Al de 6,30 cmolc dm3; Al*3 de 0,05
cmolec dm3;K* de 0,50 cmolc dm3; Ca*? de 4,90 cmolc dm3; Mg*? de 2,2 cmolc dm3;
Capacidade de troca catiénica (CTC) de 13,09 cmolc dm3e V(%) de 54,70, com uma
populacdo de microrganismos diazotréficos de 7,5x10% UFC g*. Para Entre Rios do
Oeste 0 solo apresentava 587,29 g kg de argila; 351,00 g kg de silte; 61,71 g kg™
de areia, teor de matéria organica de 25,97 g dm?; teor P de 8,99 mg dm; H+Al de
4,53 cmolc dm3; Al*3 de 0,00 cmolc dm3;K* de 1,96 cmolc dm3; Ca*? de 5,59 cmolc dm
3; Mg*? de 1,19 cmolc dm3; Capacidade de troca catidnica (CTC) de 13,28 cmolc dm™
e V(%) de 65,88, com uma populagédo de microrganismos diazotréficos de 7,5x104
UFC g*

A semeadura mecanizado do milho hibrido simples 30F53 VYH foi realizada no

espacamento de 0,7 m, densidade de 4,6 plantas por m, objetivando uma populacéo
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de 65.717 plantas ha, utilizando adubacéo de base de 320 kg ha* do formulado 10-
15-15 (NPK).

A parcela experimental em Marechal Candido Rondon consistiu de 8 linhas por
5 metros, totalizando 28 m2. Em Entre Rios do Oeste a parcela foi composta por 6
linhas por 5 m de comprimento, totalizando 21 m2. Em ambos os locais a area util da
parcela foi representada por 4 linhas centrais de 3 metros de comprimento (8,4 m?).

A adubacéo nitrogenada em cobertura foi realizada no estadio V4 da cultura do
milho, fornecendo 140 kg ha' de N, utilizando como fonte ureia (45% de N),
juntamente foi fornecido 30 kg ha de potassio, na forma de cloreto de potassio (60%
de K20). A cultura do milho foi conduzida na auséncia de interferéncia de plantas
daninhas durante todo o periodo total de prevencédo a interferéncia, evitando a
competicao.

As avaliagbes foram realizadas aos 10 DAA, determinando-se nas plantas de
milho a porcentagem de intoxicacdo, indice SPAD, contetudo de clorofila total e
carotenoides, e ao final do ciclo da cultura a produtividade.

A avaliacao de intoxicacao visual e indice SPAD foi realizada de acordo com o
descrito na secao anterior. A intoxicagao visual foi determinada com o uso de escala
de nota de 0 a 100%, em que 0% corresponde a auséncia de sintomas de intoxicacao
e 100% corresponde a morte da planta (SBCPD, 1995), e para o indice SPAD
determinada pelo equipamento SPAD-502 Minolta, realizou-se a medida em cada uma
das folhas em cinco plantas escolhidas aleatoriamente dentro da parcela util. Para a
avaliacdo do teor de pigmentos foliares procedeu-se a coleta aos 10 DAA de
segmentos foliares, sendo determinado o teor clorofila a 665 nm, clorofila b 649 nm e
carotenoides 480 nm, para obtencao da clorofila total procedeu-se a soma entre 0s
valores de clorofila a e clorofila b (LICHTENTHALER; BUSCHMANN, 2001).

Quando a cultura do milho atingiu a maturacdo, foram colhidas as espigas
contidas na area util das parcelas, onde determinou-se os componentes de producao
representados por: comprimento de espiga, diametro de espiga, numero de graos por
fileira, nimero de fileiras de grdos, massa de mil grdos e a produtividade da cultura
do milho corrigida para um teor de umidade de 13% em base Umida, e expressa em
kg ha'.
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2.3 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram submetidos a analise de variancia pelo teste F de Fisher a 5%
de probabilidade de erro e quando pertinente as médias foram comparadas pelo teste
de Student-Newman-Keuls (SNK) a 5% de probabilidade de erro, utilizando-se o

programa estatistico SISVAR.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Em condi¢cdes de casa de vegetacao os valores da porcentagem de intoxicagao
do herbicida mesotriona nas plantas de milho apresentaram diferencas apenas para
o fator presenca e auséncia do herbicida, ndo sendo observados efeito significativo
para os tratamentos aplicados e a interacdo entre os fatores, com excecdo da
avaliacdo aos 7 dias apos a aplicacdo (DAA), onde o indice SPAD foi influenciado
pelos tratamentos, sendo que a aplicacao foliar de A. brasilense resultando na maior
média (Tabela 2).

A intoxicacdo de mesotriona ocorre devido a inibicdo da sintese de
carotenoides, que levam a degradacdo das moléculas de clorofila pela
desestruturacdo das membranas, ocasionada por radicais livres formados pela
fotooxidacdo (MITCHELL et al., 2001b; STREIT et al., 2005; BEAUDEGNIES et al.,
2009). A acdo do mesotriona no metabolismo de sintese dos carotenoides ocorre de
forma rapida (BEAUDEGNIES et al.,, 2009), sendo relatado que 70% e 40% do
herbicida pode ser absorvido e translocado, respectivamente, oito horas apos a
aplicacdo (GODAR et al.,, 2015), o que resulta em inibicdo da sintese de novos

carotenoides, ficando a planta predisposta aos efeitos da fotooxidagé&o.
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Tabela 2: Intoxicacao (Into - %) e indice SPAD em plantas de milho apds a aplicacdo
de mesotriona, bactérias promotoras de crescimento vegetal e regulador vegetal em
condi¢cOes de casa de vegetacao, Marechal Candido Rondon, 2016.

Tratamento 1 DAA 7 DAA 14 DAA
Into (%) SPAD Into (%) SPAD Into (%) SPAD
Mesotriona
Com Mesotriona 1,93 a 40,46 7,21a 42,49b 0,68a 50,00b
Sem Mesotriona 0,00 b 41,95 0,00b 48,08a 0,00b 5295a
Tratamentos
Testemunha 1,25 40,45 3,87 4451 b 0,50 52,62

A. brasilense Foliar 1,00 40,97 3,31 49,35 a 0,00 50,25
A. brasilense Semente 0,87 39,98 3,75 42,36 b 0,37 49,93

AX+GA+CK 0,75 43,41 3,50 44,86 b 0,50 53,07
Valores de F calculado
Tratamento 1,244ns 1,250 0,256"  7,073" 4,013"s 1,342"s
Mesotriona 102,442 1,192"s 210,122 25,300™ 33,800™ 4,504
Interacao 1,244 2,280" 0,256" 2,107" 4,013" 1,439"s
CV (%) 55,89 9,37 39,02 6,90 97,19 7,61

"S ndo significativo pelo teste F a 5% de probabilidade; **;* significativo a 1% e 5% de probabilidade,
respectivamente pelo teste F. Letras mindsculas semelhante na coluna ndo diferem entre si pelo teste
de Student-Newman-Keuls (SNK), a 5% de probabilidade. AX+GA+CK: reguladores vegetais (auxina,
giberelina e citocinina).

A tolerancia das plantas esta ligada a sua capacidade de metabolizar as
moléculas herbicidas, em moléculas sem atividade, que no caso do milho ocorre
estimulados pela acdo das bombas H* (OGLIARI et al., 2009). Os mesmos autores
demostram que os efeitos fitotoxicos se apresentaram por 12 DAA, corroborando com
o0 presente estudo. Ressalta-se que o0s sintomas de branqueamento foliar
permanecem nas folhas velhas, o que resulta em menor indice SPAD mesmo aos 14
DAA, todavia, o mecanismo fisioldgico e bioquimico ndo esta mais sendo influenciado.

Aos 7 DAA, o conteudo de clorofila total e carotenoides foi influenciado pela
interacdo entre aplicacdo do mesotriona e os tratamentos (Tabela 3). As plantas que
receberam o herbicida apresentaram menor conteudo de clorofila total, com reducéo

de 10,15% em relacao as plantas sem mesotriona.
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Tabela 3: Teores de pigmentos foliares em folhas de milho 7 dias apés a aplicacdo
(DAA) de mesotriona, submetidas a diferentes tratamentos com bactérias promotoras
de crescimento vegetal e regulador vegetal, em condicbes de casa de vegetacao,
Marechal Candido Rondon, 2016.

Clordfila total (ug g2) Carotenoides (ug g?)
Tratamento Com Sem .- Com Sem o
. . Média . . Média
mesotriona mesotriona mesotriona mesotriona

Testemunha 51,68 aA 47,93 bA 48,81 0,57 abA 0,65 bA 0,61
A. brasilense Foliar 49,61 aA 51,47 abA 50,54 0,25 bB 1,44 aA 0,84

A. brasilense 39,32bB  57,06aA 48,19 0,6labA 0,90 bA 0,76
Semente
AX+GA+CK 47,64 aA 50,89 abA 49,27 0,90 aA 1,10 abA 1,00
Média 47,06 B 51,84 A 0,58 B 1,02 A
Valores de F calculado
Tratamento 0,540 2,651"
Mesotriona 12,541 19,319"
Interacdo 167,59" 6,441"
CV (%) 7,71 35,08

" ndo significativo pelo teste F a 5% de probabilidade; **;* significativo a 1% e 5% de probabilidade,
respectivamente pelo teste F. Letras semelhante minUsculas na coluna e mailscula na linha nao
diferem entre si pelo teste de Student-Newman-Keuls (SNK), a 5% de probabilidade. AX+GA+CK:
reguladores vegetais (auxina, giberelina e citocinina).

Ao analisar os tratamentos na auséncia de mesotriona 0s menores valores de
clorofila total foram observados na testemunha, sem diferenciar do AX+GA+CK. Para
plantas que receberam a aplicagdo do mesotriona foi observada menor conteudo de
clorofila total na inoculacdo de A. brasilense nas sementes. Ao comparar as plantas
com e sem aplicacdo do mesotriona foi observado diferenca apenas quando se
inoculou as sementes com A. brasilense, com reducéo de 45,11% no conteudo de
clorofila em plantas com mesotriona (Tabela 3).

O teor de carotenoides foi reduzido em 75,86% nas plantas com aplicacao do
mesotriona, em relagdo as plantas sem herbicida. A aplicacédo foliar de A. brasilense
promoveu maior teor de carotenoides na auséncia do mesotriona, enquanto que o
mesmo tratamento nas plantas com mesotriona demostrou redu¢ao de 576% no teor
de carotenoides, sendo o Unico a apresentar reducao (Tabela 3).

A reducéo dos teores de pigmentos aos 7 DAA resulta da ocorréncia do pico
da intoxicagdo do herbicida. Os resultados corroboram com o0s encontrados com
aplicacdo de mesotriona em Amaranthus palmeri (105 g i.a ha') (GODAR et al., 2015),
Lolium perenne (280 g i.a ha') (MCCURDY et al., 2008) e milho (192 g ha'') (OGLIARI

et al., 2009). Pode-se ainda inferir que nesse momento ocorria a maior concentracao



64

de moléculas herbicidas ativas na planta, visto a correlacdo negativa entre teor de
clorofila e moléculas herbicidas observada em oito espécies de plantas
(BARCHANSKA et al., 2014).

A atividade da POD 1 DAA nas plantas tratadas com mesotriona foi 33,9%
superior a aquelas sem aplicacdo. Ao avaliar os tratamentos na presenca e auséncia
do mesotriona maior atividade da POD foi observada no AX+GA+CK e A. brasilense
foliar, sendo esses 40,9% e 81,8%, maiores respectivamente, quando as plantas

receberam mesotriona (Tabela 4).

Tabela 4. Atividade da catalase (CAT) e peroxidase (POD) em folhas de milho aos 1
e 7 dias apoés a aplicacdo (DAA) de mesotriona, submetidas a diferentes tratamentos
com bactérias promotoras de crescimento vegetal e regulador vegetal, em condi¢des
de casa de vegetacéo, Marechal Candido Rondon, 2016.

CAT 1 DAA POD 1 DAA
in-1 -1 in-1 -1
Tratamento UE min™* g massa fresca UE min* g massa fresca
Com Sem . Com Sem .
. . Média ; . Média
mesotriona mesotriona mesotriona mesotriona

Testemunha 9,48aA 2,80aB 6,14 107,09 cA 142,36 abA 124,73 c
A. brasilense Foliar 3,51 bA 551aA 451 217,49bA 119,61 bB 16855hb

A brasilense 5 0opA 450aA 381 14310cA 97,57bA 120,34c

Semente
AX+GA+CK 8,60aA 4,12aB 6,36 277,79 aA 197,06 aB 237,43 a
Média 6,15A 4,26 B 186,37 A 139,15B
Valores de F calculado
Tratamento 2,837 " 16,518™
Mesotriona 6,582 12,478™
Interacdo 8,661" 4,895
CV (%) 40,11 23,23
CAT 7 DAA (UE mint g massa fresca!)
Tratamento " - -
Com mesotriona Sem mesotriona Média
Testemunha 6,66 aA 8,10 aA 7,38 a
A. brasilense Foliar 8,14 aA 4,00 bB 6,07 a
A. brasilense Semente 2,90 bA 4,83 bA 3,86 b
AX+GA+CK 6,01 aA 8,43 aA 7,22 a
Média 5,93 6,34
Valores de F calculado
Tratamento 6,874
Mesotriona 0,440"s
Interacéo 6,121"
CV (%) 28,50

"S ndo significativo pelo teste F a 5% de probabilidade; **;* significativo a 1% e 5% de probabilidade,
respectivamente pelo teste F. Letras semelhante mindsculas na coluna e mailscula na linha ndo
diferem entre si pelo teste de Student-Newman-Keuls (SNK), a 5% de probabilidade. AX+GA+CK:
reguladores vegetais (auxina, giberelina e citocinina).
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Para superar os efeitos causados pela intoxicacdo do mesotriona resultantes
da fotooxidagéo da clorofila e consequente formacéo de radicais livres as plantas
utilizam uma série de enzimas, dentre as quais destacam-se as catalase (CAT) e
peroxidases (POD). A atividade da CAT foi incrementada 1 DAA nas plantas que
receberam aplicacdo de mesotriona, sendo 44,3% superior a aquelas que nao
receberam o herbicida (Tabela 4). Para as plantas sem a aplicagcdo do mesotriona nao
foram observadas diferengas entre os tratamentos, entretanto nas plantas onde
aplicou-se o herbicida mesotriona a maior atividade da CAT foi verificada no
AX+GA+CK e na testemunha, os mesmos, também superaram seus padrées sem
mesotriona em 108,7% para AX+GA+CK e 238,5% para a testemunha.

A aplicagéo foliar de A. brasilense e AX+GA+CK elevou a atividade da POD ao
1 DAA, o que pode sugerir que 0s mesmos auxiliam o processo de remocéao de ERO's,
um mecanismo importante na minimizacdo dos efeitos do mesotriona (BUONO et al.,
2011; AGOSTINETTO et al., 2016; LANGARO et al., 2017). Incrementos no sistema
antioxidante de Urochloa ruziziensis pulverizada com A. brasilense via foliar foram
demostrados em condicfes de estresse causado por déficit hidrico (BULEGON;
GUIMARAES; LAURETH, 2016), enquanto, o uso de reguladores vegetais
estimularam o desenvolvimento de plantas em condicbes de estresse salino
(OLIVEIRA et al., 2016).

O aumento na atividade antioxidante quando da aplicacdo de herbicidas em
plantas, como obtido no presente estudo corroboram com os observados na cultura
do trigo, em que a aplicacdo dos herbicidas Clodinafop-Propargil (0,25 L ha* p.c.)
elevaram a atividade da CAT 1 DAA (AGOSTINETTO et al., 2016) . Em estudo na
cultura do arroz também foi demostrado que o herbicida Oxyfluorfen (960 g i.a hal)
causou intoxicacao e elevou a atividade das enzimas de remocao de ERO (LANGARO
et al., 2017). Em milho demostrou-se que herbicidas Acetochlor (2,5 L ha? p.c.),
Dimetenamida-P (1,5 L ha? p.c.) e Indaziflam + Isoxaflutole (130 g ha* p.c.) todos pré-
emergentes causam alteracdes no sistema antioxidante vegetal (GRIGORYUK et al.,
2016), e que essa acao ocorre de forma sincrénica com alteracdo nas trocas gasosas
e fluorescéncia da clorofila, como observado no presente estudo.

Aos 7 DAA, apenas no tratamento A. brasilense via foliar observou-se que a
atividade da CAT se manteve superior em 103,5% nas plantas aplicadas com

mesotriona em relagéo as néo aplicadas (Tabela 4).
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Na avaliacdo realizada aos 7 DAA observou-se efeito estatistico do mesotriona
para todas as variaveis de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a com excecao
da fluorescéncia inicial (Fo). Para as demais fontes de variagbes nao foram
encontrados efeitos estatisticos (p >0,05) (Tabela 5). A taxa assimilatoria liquida de
CO:2 (A), transpiracdo (E) e condutancia estomética (gs) nas plantas que receberam
aplicacdo de mesotriona apresentaram menores médias em relacdo as ausentes de
aplicacdo do herbicida, sendo verificadas reducdes de 32,9%, 30,9% e 46,3%,

respectivamente (Tabela 5).

Tabela 5: Trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a em folhas de milho 7 dias
apos a aplicacdo (DAA) de mesotriona, submetidas a diferentes tratamentos com
bactérias promotoras de crescimento vegetal e regulador vegetal, em condi¢bes de

casa de vegetacdo, Marechal Candido Rondon, 2016.

Tratamento A (umol CO2 m?s?) E (mmol H2O m?s?1) gs (umol m?s?)
Com mesotriona 34,48 b 3,55b 0,203 b
Sem mesotriona 51,16 a 4,64 a 0,297 a

Valores de F calculado
Tratamento 0,285" 0,516 0,703"s
Mesotriona 30,775" 20,809 16,221
Interacao 0,776 " 0,583 s 0,808 s
CV (%) 14,42 16,64 26,28
Tratamento Fo Fm Fv/IFm OPSII Fv'/Fm’ gP

Com mesotriona 117,36 556,55b 0,788 b 0,284 b 0,464b 0,612Db
Sem mesotriona 118,47 584,57a 0,797 a 0,334a 0,499a 0,669a
Valores de F calculado

Tratamento 0,016 2,076"s 1,559 0,286 "s 0,121 2,343"s
Mesotriona 0,807" 10,034" 4,396 38,205" 11,476 42,540"
Interacao 0,360"™ 0,466 " 0,559 "s 0,224" 0,071 0,732"
CV (%) 2,96 4,38 1,48 7,38 6,12 3,89
" ndo significativo pelo teste F a 5% de probabilidade; **;* significativo a 1% e 5% de probabilidade,
respectivamente pelo teste F. Letras semelhante mindscula na coluna néo diferem entre si pelo teste
de Student-Newman-Keuls (SNK), a 5% de probabilidade. AX+GA+CK: reguladores vegetais (auxina,
giberelina e citocinina).

Da mesma forma que as trocas gasosas, para a fluorescéncia da clorofila a
verificou-se diferenca entre as plantas com e sem aplicacdo de mesotriona na
fluorescéncia maxima (Fm), maxima eficiéncia quantica do fotossistema (Fv/Fm),
eficiéncia quantica efetiva do PSII (PPSII), maxima eficiéncia quantica do fotossistema

na presenga da luz (Fv'/Fm’) e coeficiente de extingdo ndo fotoquimico (qP), sendo
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gue as plantas com mesotriona apresentaram reducéo de 4,79%, 1,12%, 14,97%,
7,01% e 8,52%, respectivamente (Tabela 5).

Os resultados obtidos no presente estudo corroboram com os obtidos aos 1
DAA do mesotriona no milho (OGLIARI et al., 2009), onde os efeitos fitotoxicos do
herbicida interferiam na taxa assimilatoria liquida de CO:2 e na fluorescéncia da
clorofila a, sendo esta condicao ligada a reducéo do complexo antena no PS Il, devido
ao menor teor de carotenoides (YE et al., 2013).

As redugdes obtidas na florescéncia da clorofila a estao ligadas a efeitos da
reducdo da concentragdo de carotenoides, podendo ser de curto prazo (efeitos
momentaneos) e de longo prazo (efeitos prolongados) como aos 7 DAA (VITEK et al.,
2017). A reducao dos valores de carotenoides leva a reducdo do complexo antena e
reduz capitacéo de luz nos fotossistemas (MCCURDY et al., 2008), o que interfere na
fluorescéncia da clorofila a, remetendo que a taxa de transporte de elétrons foi
prejudicada. Outra condicéo estad na degradacdo das membranas das moléculas de
clorofila, e consequentemente degradacao pela fotooxidacao.

Portanto, os tratamentos com bactérias promotoras de crescimento vegetal e
os reguladores vegetais empregados nao sdo capazes de reduzir os efeitos da
intoxicacdo do mesotriona sobre as trocas gasosas das plantas de milho, bem como
nao protegem o fotossistema Il dos efeitos danosos da inibicdo da sintese de
carotenoides, resultado da intoxicagdo do mesotriona.

Uma vez que a intoxicagao do mesotriona resulta em redu¢gdo momentanea das
trocas gasosas e na fluorescéncia da clorofila a, foi determinado aos 7 e 14 DAA a
curva de resposta fotossintética do milho a fim de estudar a reducdo da capacidade
maxima fotossintética. Aos 7 DAA, pode-se observar que plantas que ndo receberam
mesotriona apresentavam méaxima taxa assimilatoria liquida de CO2 (Amax) de 43,47
umol CO2 m 2 s-1, enquanto as plantas com mesotriona apresentavam 41,92 umol
CO2 m? s, ou seja, 3,56% inferior (Figura 5a). Contudo, aos 14 DAA, as plantas
ausentes de mesotriona apresentavam Amax de 39,57 pmol CO2 m? s, enquanto as
com mesotriona apresentavam 39,21 umol CO2 m? s (Figura 5b), evidenciando que
o potencial fotossintético das plantas foi retomado a taxas semelhantes nas plantas

tratadas com mesotriona em relagéo ao controle.
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Figura 5: Curva de resposta fotossintéticas (A) de plantas de milho aos 7 DAA (a) e
14 DAA (b) de mesotriona em funcdes de diferentes niveis de luminosidade (Q) em

condicOes de casa de vegetacao, Marechal Candido Rondon, 2016.

** regressao e coeficientes da regresséo significativos a 1% de probabilidade, pelo teste t. barras de
erro indicam erro padréo da média para n = 16.
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Os menores valores de Amax aos 7 DAA sé&o resultado da falta de dissipagéo do
excesso luminoso, representado pela elevacao da luminosidade na camara do IRGA,
levando a efeito da fotooxidacao, associado a reducdo da eficiéncia do complexo
antena que leva a uma reducdo nos valores maximos de A (YE et al., 2013). Por sua
vez, aos 14 DAA devido a recuperacdo da planta, a intoxicacdo de mesotriona foi
reduzida, ndo sendo mais limitante para a fotossintese vegetal. Resultados
semelhantes foram verificados na reducédo de Amax €m cana-de-acUcar cultivada sob
condicao de estresse hidrico (MACHADO et al., 2013).

Embora o uso de A. brasilense ou regulador vegetal demonstrem potencial em
auxiliar na remogao de ERO’s ao 1 DAA, de modo geral, esses tratamentos nao
apresentaram potencial para reduzir a intoxicagcdo do mesotriona na cultura do milho,
pois ndo auxiliaram na manutencdo das trocas gasosas, bem como na fluorescéncia
da clorofila, o que limitou aos 7 DAA o potencial fotossintético da planta de milho.

Além do mais, os resultados evidenciam que a reducéo dos carotenoides pelo
mesotriona ocorre em cerca de 75% na cultura do milho ao se comparar as médias
gerais do tratamento com e sem mesotriona aos 7 DAA, reduzindo as trocas gasosas
e a florescéncia da clorofila, e incrementando a atividade enzimética da planta pela
intoxicacao.

Os resultados obtidos no experimento em condicdes de campo em Marechal
Céandido Rondon, demonstrou que a intoxicacao das plantas apresentou valor maximo
de 3%, enquanto o indice SPAD ndo diferenciou estatisticamente para nenhuma das
fontes de variacao estudadas (Tabela 6).

O conteudo de clorofila total foi influenciado pela interacdo dos fatores, em que
as plantas que receberam A. brasilense via semente e via foliar apresentaram
superioridade de 19,8% e 20,31%, respectivamente na presen¢ga do mesotriona,
guando comparado ao seu correspondente tratamento sem mesotriona. Para o teor
de carotenoides ndo se observou diferencas entre o fator com e sem mesotriona, bem
como para os tratamentos aplicados. Ao se observar a interacdo verificou-se que
plantas tratadas com mesotriona e A. brasilense via foliar apresentaram menor teor
de carotenoides, enquanto nas plantas sem mesotriona 0 menor teor de carotenoides

ocorreu nas plantas com A. brasilense via semente (Tabela 6).
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Tabela 6: Intoxicacdo aos 10 DAA, indice SPAD e teor de carotenoides em plantas
de milho em condicbes de campo apds a aplicagcdo de mesotriona, submetidas a
diferentes tratamentos com bactérias promotoras de crescimento vegetal e regulador
vegetal, Marechal Candido Rondon, 2016/2017.

Intoxicac&o (%) indice SPAD
Tratamento Com Sem . Com Sem .
. ) Média . ) Média
mesotriona mesotriona mesotriona mesotriona
Testemunha 3,0 0,0 1,5 34,95 42,45 38,70
A. brasilense Foliar 2,5 0,0 1,25 37,42 38,42 37,92
A. brasilense Semente 2,25 0,0 1,125 37,82 38,75 38,28
AX+GA+CK 3,0 0,0 1,5 40,02 36,40 38,21
Média 2,68 A 0,0B 37,55 39,00
Clorofila total (g g2) Carotenoides (ug g?)
Tratamento Com Sem Média Com Sem Média
mesotriona mesotriona mesotriona mesotriona
Testemunha 39,16 aA 41,58 aA 40,37 1,07 aA 0,70abA 0,89

A. brasilense Foliar 43,11 aA 36,17 aB 39,64 0,37bB 0,77 abA 0,57
A. brasilense Semente 44,66 aA 37,12 aB 40,89 0,73 abA 0,45bA 0,59

AX+GA+CK 37,23 aA 38,72aA 37,97 0,67abB 1,03aA 0,85
Média 41,04 38,40 0,71 0,74
Valores de F calculado

Intoxicag&o SPAD Clorofila totai Carotenoides
Tratamento 0,582 "s 0,041 "s 0,762 "s 3,617*
Mesotriona 119,474 0,845 s 3,297 s 0,112
Interacao 0,582"s 2,104 s 3,348* 5,334*
CV (%) 51,76 11,66 10,37 34,04

" ndo significativo pelo teste F a 5% de probabilidade; **;* significativo a 1% e 5% de probabilidade,
respectivamente pelo teste F. Letras semelhante minlsculas na coluna e mailscula na linha nao
diferem entre si pelo teste de Student-Newman-Keuls (SNK), a 5% de probabilidade. AX+GA+CK:
reguladores vegetais (auxina, giberelina e citocinina).

No experimento conduzido a campo em Entre Rios do Oeste, foi possivel
verificar efeito significativo da presenca ou auséncia do mesotriona sobre a
intoxicacdo e indice SPAD, sendo que nas plantas que receberam o herbicida houve

maiores valores de intoxicacao e reducéo de 14,33% no indice SPAD (Tabela 7).
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Tabela 7: Intoxicacdo aos 10 DAA, indice SPAD e teor de carotenoides em plantas
de milho em condicbes de campo apds a aplicagcdo de mesotriona, submetidas a

diferentes tratamentos com bactérias promotoras de crescimento vegetal e regulador

vegetal, Entre Rios do Oeste, 2016/2017.

Intoxicag&o (%) indice SPAD
Tratamento Com Sem L Com Sem -
. . Média . . Média
mesotrionamesotriona mesotrionamesotriona
Testemunha 15,75 0,0 7,87 34,35 41,25 37,80
A. brasilense Foliar 8,00 0,0 4,00 32,85 40,60 36,72
A. brasilense Semente 10,75 0,0 5,37 37,12 41,40 39,26
AX+GA+CK 10,75 0,0 5,37 36,90 38,22 37,56
Média 11,312 B 0,0 A 35,30B 40,36 A
Clorofila total (g g2) Carotenoides (ug g?)
Tratamento Com Sem . Com Sem L 4
. . Média . . Média
mesotrionamesotriona mesotrionamesotriona
Testemunha 38,22 39,95 39,08 0,90aA 1,00aA 0,95a
A. brasilense Foliar 44,59 35,98 40,29 0,52aB 1,03aA 0,77 a
A. brasilense Semente 38,62 39,95 34,54 0,24bA 0,38bA 0,31c
AX+GA+CK 29,39 39,68 34,53 0,18bB 0,89aA 0,553b
Média 37,71 36,52 0,59 0,70
Intoxicagéo SPAD Clorofila totai Carotenoides
Tratamento 2,354 0,446 " 1,191"s 18,759 **
Mesotriona 115,491* 10,260** 0,184 "s 2,892 ns
Interacao 2,354 " 0,840"s 2,666 " 15,391**
CV (%) 52,64 11,81 21,03 28,07

" ndo significativo pelo teste F a 5% de probabilidade; **;* significativo a 1% e 5% de probabilidade,
respectivamente pelo teste F. Letras semelhante minlisculas na coluna e mailscula na linha nao
diferem entre si pelo teste de Student-Newman-Keuls (SNK), a 5% de probabilidade. AX+GA+CK:
reguladores vegetais (auxina, giberelina e citocinina).

O conteudo de clorofila total ndo foi significativamente influenciado pelos
fatores estudados. O teor de carotenoides ndo demostrou diferencas entre o fator com
e sem mesotriona, enquanto entre os tratamentos a maior média ocorreu na
testemunha e A. brasilense via foliar. Ao se observar o desdobramento dos fatores
nas plantas tratadas com mesotriona maiores médias ocorreram na testemunha e A.
brasilense via foliar (Tabela 7).

Para os componentes de producédo da cultura do milho ndo foram observados
diferencas significativas para nenhuma das variaveis avaliadas (dados nao
mostrados). Da mesma forma para a produtividade da cultura do milho tanto para
Marechal Candido Rondon, quanto Entre Rios do Oeste ndo evidenciam efeitos
significativos para nenhuma das fontes de variacdo estudadas, bem como para sua

interacdo (Tabela 8). Nicolai et al., (2006); Procépio et al., (2006) encontraram
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resultados semelhantes ao presente na cultura do milho, onde a aplicacdo de

mesotriona nao interferiu no desenvolvimento e produtividade da cultura.

Tabela 8: Componentes de producdo e produtividade de plantas de milho apos a
aplicacdo (DAA) de mesotriona, submetidas a diferentes tratamentos com bactérias

promotoras de crescimento vegetal e regulador vegetal, 2016/2017.

Marechal Candido Rondon Entre Rios do Oeste
Tratamento T Produtividade (kg ha?) -------------=--c-o-=-—-
Com Sem Com Sem

; : Média : . Média
mesotriona mesotriona mesotriona mesotriona
Testemunha  11576,7 11122,3 11345,5 10010,9 9515,7 9778,3

A. b;%f‘ig‘inse 111698  10797,3 10983.6 9671,0 92154 94432
A'Sbé‘r"‘nse”ﬁt';se 10504,2  10860,9 106825 9880.9 10612,3 10146.6
AX+GA+CK 116785 105459 111122 9261,6 10400,7 9831,1
Média 112323 10818.1 9713.6 9936.0
Valores de F calculado

Tratamento 0,79ns 1,19ns

Mesotriona 1,65"s 0,54ns

Interacéo 0,95" 1,94

CV (%) 8.00 8.68

'S ndo significativo pelo teste F a 5% de probabilidade; **;* significativo a 1% e 5% de probabilidade,
respectivamente pelo teste F. AX+GA+CK: reguladores vegetais (auxina, giberelina e citocinina).

Acreditava-se que as inoculacdes de A. brasilense iriam auxiliar na reducéo dos
efeitos fitotoxicos do mesotriona, devido seus mecanismos de acdo que atuam na
reducdo dos estresse ambientais (KAUSHAL; WANI, 2016; VURUKONDA et al.,
2016). Dentre esses mecanismos, destaca-se a capacidade de reduzir os niveis de
etileno em plantas sob condi¢cdes de estresse, devido a competicdo pela enzima
percursora da sintese (MAYAK; TIROSH; GLICK, 2004a; GLICK, 2014). Os efeitos
benéficos também se mostram em incrementar os teores de clorofila durante o
desenvolvimento inicial de plantas (BASHAN et al., 2006), bem como auxiliam a
manutenc¢do da atividade fotossintética pela producdo do acido abscisico (COHEN;

BOTTINI; PICCOLI, 2008) que interferem na abertura e fechamento estomatico.

4. CONCLUSAO

O uso da inoculacao das sementes com A. brasilense ou da aplicacéao foliar de

A. brasilense ou regulador vegetal em mistura de tanque com mesotriona nao
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protegeram o milho da intoxicacdo provida pelo herbicida durante o desenvolvimento

inicial, bem como néo incrementam a produtividade da cultura.
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CAPITULO Il

BACTERIAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO VEGETAL COMO
MITIGADORAS DOS EFEITOS DO DEFICIT HIDRICO EM PLANTAS

PROMOTING BACTERIA OF PLANT GROWTH AS MITIGATING THE EFFECTS
OF DROUGHT IN PLANTS
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Resumo: a ocorréncia de déficit hidrico € um dos principais fatores que limitam a
produtividade vegetal, sendo constante a busca por inovac¢des para minimizar as
perdas ocasionadas pela limitagdo hidrica. Assim, objetivou-se demonstrar os efeitos
da deficiéncia hidrica e os mecanismos envolvidos na mitigacao da deficiéncia hidrica
em plantas via a utilizagao de bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV’s).
As BPCV’s, podem ser aplicadas via inoculacdo das sementes, no sulco de
semeadura ou via pulverizacdo foliar, podendo atuar de forma a maximizar 0s
mecanismos de defesa vegetal contra a deficiéncia hidrica e outros tipos de estresse.
A mitigacdo da deficiéncia hidrica por parte das BPCV’s envolve estimulos em
diferentes sitios de acdo nos vegetais, como a producdo de hormoénios vegetais,
promocao de crescimento radicular, agcdo no sistema antioxidante vegetal auxiliando
na remoc¢do ou evitando a producdo de espécies reativas de oxigénio, reducdo na
concentracédo de etileno pela acado da enzima ACC deaminase, estimulos na producéo
e protecéo de pigmentos fotossintéticos, sinalizacdo para o fechamento estomatico e
producdo de compostos osmoticamente ativos. Esses mecanismos atuam nas plantas
conjuntamente, o que resulta na mitigac@o dos efeitos da deficiéncia hidrica. O uso de
BPCV’s pode mitigar os efeitos do déficit hidrico de forma a minimizar as perdas na

producao vegetal.

Palavras chaves: Promocé&o de crescimento vegetal. Hormonios vegetais. Mitigagédo

da deficiéncia hidrica. adaptacfes vegetais.

Abstract: the occurrence of drought is one of the main limitations of plant productivity,
and the search for innovations to minimize losses caused by constant water limitation.
The objective was to demonstrate the effects of drought and the mechanisms involved
in the mitigation of water deficiency in plants through the use of plant growth promoting
bacteria (PGPB's). PGPB 's can be applied in seed inoculation, in the sowing groove
and via foliar spraying, acting in a way to maximize the mechanisms of vegetal defense
against drought, which results in the mitigation of negative effects. Mitigation of drought
by PGPB’s involves stimuli at different sites of action in plants, such as the production
of phytohormones; root growth promotion; action in the vegetal antioxidant system
assisting in the removal or avoiding the production of reactive oxygen species;
reduction in ethylene concentration by the action of the enzyme ACC deaminase;

stimuli in the production and protection of photosynthetic pigments; signaling for
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stomatal closure and production of active osmolyte compounds. These mechanisms
act on plants together which results in mitigation of the effects of water deficiency. The
use of PGPB's has the capacity to mitigate the effects of the water deficit in order to

minimize the losses in the vegetal production.

Keywords: Plant growth promotion. Plant hormones. Mitigation of water deficiency.

plant adaptations.

1. INTRODUCAO

As plantas estdo sujeitas a ocorréncia de estresses durante seu
desenvolvimento, dentre os quais, destaca-se a deficiéncia hidrica. O déficit hidrico
causa nas plantas uma série de respostas negativas que refletem em menor
desenvolvimento vegetal, incrementos na producéo de espécies reativas de oxigénio,
maior degradacao de clorofilas, maior producéo de etileno, abortamento de érgdos
vegetais e menor producao final de plantas.

Em razdo da limitacdo hidrica, os vegetais desenvolveram estratégias de
tolerancia que se relacionam a encurtar o ciclo, manter seu potencial fisiolégico, ou
manter-se hidratado mesmo em condi¢cOes de seca. Estas estratégias sao ligadas a
adaptacdes de respostas mais rapidas, como o fechamento estomatico, reducdo da
area foliar ou abortamento de 6rgdos em condi¢cdes mais severas.

Visto a importancia da deficiéncia hidrica como limitante da producéo vegetal,
muitos estudos sdo empregados buscando formas de minimizar seus danos. Dentre
esses destaca-se a utilizacdo de bactérias promotoras de crescimento vegetal
(BPCV’s), que apresentam mecanismos que levam a mitigar os danos da seca, como
a producao de hormdnios vegetais, promog¢éo de crescimento radicular, incrementos
no sistema antioxidante vegetal reduzindo os efeitos negativos das espécies reativas
de oxigénio (ERO’s), presenca da ACC deaminase que utiliza o substrato precursor
do etileno minimizando a producado e concentracdo de etileno nos tecidos vegetais,
protecdo e estimulos na producao de moléculas de clorofila e carotenoides, producao
e estimulos na producdo de compostos osmdélitos que sinalizam a incidéncia de
estresse hidrico resultando em fechamento estomatico. Assim, as BPCV’s séo

utilizadas em diversas espécies vegetais como mitigadoras da deficiéncia hidrica.
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Desta forma, a presente revisdo objetivou demonstrar os efeitos da deficiéncia
hidrica e os mecanismos envolvidos na mitigacao da deficiéncia hidrica em plantas

via a utilizacdo de bactérias promotoras de crescimento vegetal.

2. DEFICIT HIDRICO EM PLANTAS CULTIVADAS

A agua € um composto essencial para a manutencéo da vida e a capacidade
produtiva das culturas agricolas. Essa condicdo esta ligada as suas propriedades
guimicas e fisicas que lhe garante particularidades exclusivas, nas quais destaca-se
as propriedades térmicas como alto ponto de fusdo e ebulicdo, calor latente de fuséo
e vaporizacao e alto calor especifico, que possibilitam a manutengédo da agua na forma
liquida em condi¢cdes ambientes, salvo algumas exce¢des (LARCHER, 2003; TAIZ;
ZEIGER, 2013).

Nos vegetais a agua exerce funcbes chave, como a manutenc¢éo do turgor da
planta favorecendo o alongamento celular, as trocas gasosas e o transporte nos vasos
condutores. Em condi¢des estressantes como a deficiéncia hidrica ocorre a perda do
turgor que desencadeia uma desorganizacao celular e interrupcéo do fluxo nos vasos
condutores pela formacao de cavitagdes (CATUCHI et al., 2012). Nas trocas gasosas,
a agua tem papel fundamental, no resfriamento vegetal, na troca de gases pelos
estbmatos e no transporte eletrénico fornece os primeiros elétrons com a fotdlise da
agua (SLAMA et al., 2015).

Em culturas agricolas a agua representa entre 40% a 80% da massa fresca
total de acordo com o estagio de desenvolvimento. Todavia, grande parte dessa agua
€ perdida para a atmosfera, através da evapotranspiragdo, sendo essa perda variavel
de acordo com a anatomia vegetal e fisiologia vegetal. No comparativo entre plantas
Cs e C4 em condigbes de campo, observa-se taxas fotossintéticas proximas, contudo
em Cs a transpiracdo é elevada com valores de 8,816 mmol m?sfrente a 4,673 mmol
m2?stda Cs4, 0 que resulta em uma eficiéncia no uso da 4gua de 3,71 mg g* nas Cs
sendo 50,4% inferior as plantas Ca (YU; WANG; ZHUANG, 2004).

Visto a importancia fundamental da agua, a limitacdo hidrica ocorre em
decorréncia de um balanco hidrico negativo nos vegetais, ou seja, a agua absorvida
via sistema radicular € menor que a 4gua perdida via trocas gasosas (CARLESSO,
1995; SANTOS; CARLESSO, 1998; NASCIMENTO et al., 2011). A deficiéncia hidrica

é classificada em quatro estagios: | - ligeira deficiéncia hidrica; Il — deficiéncia hidrica
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moderada; Il — deficiéncia hidrica severa e IV - deficiéncia hidrica letal (SINCLAIR,;
LUDLOW, 1986; PIMENTEL, 2004).

Visando superar a ocorréncia da deficiéncia hidrica as plantas desenvolveram
estratégias que minimizam os efeitos da limitagdo hidrica sobre sua atividade
fisiologica. Para superar essa condicdo as plantas fazem o uso de alguns mecanismos
distintos; Evitar a seca: mantendo o seu status hidrico mesmo em ambientes secos;
Tolerar a seca: as funcfes essenciais sdo mantidas em equilibrio mesmo com a falta
de 4gua; e Escapar a seca: a planta completa seu ciclo antes de ocorrer o déficit
hidrico (KRAMER, 1980). Tais estratégias envolvem modificagbes/adaptacdes a
niveis fisiolégicos, morfolégicos e estruturais, e diferenciam de acordo com cada
espécie vegetal (SOUZA; MATTA; FAVERO, 2014).

As adaptacdes fisioldgicas e estruturais sdo semelhantes nos vegetais, sendo
as primeiras a responderem a deficiéncia hidrica representadas pelo fechamento
estomatico que resulta na perda de turgescéncia vegetal (Figura 6a e 7a); e a segunda
pelo abortamento de 6rgdos vegetais como folhas e estruturas reprodutivas que

podem variar de acordo com a espécie e o momento de desenvolvimento vegetal

Figura 6: Efeitos da incidéncia da deficiéncia hidrica sobre a soja; (a) murcha da
planta durante o dia devido a perda de turgescéncia; (b) paraheliotropismo das folhas
para reduzir a area foliar da incidéncia direta de radiacdo solar e reduzir perdas com
transpiracao; (c) morte de folhas do terco inferior devido a maior intensidade e duracao
da deficiéncia hidrica.

Nota: circulos em vermelho destacam o efeito descrito. Fotos: Bulegon (2016).
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Quando se considera as adaptacdes morfologicas, essas atuam na reducéo da
area foliar, para diminuir a perda de agua por transpiracdo e amenizar os efeitos do
aguecimento vegetal (SANTOS; CARLESSO, 1998). Quando considera-se a planta a
soja, as mesmas utilizam o paraheliotropismo que resulta na modificacdo do angulo
da folha, ficando estas paralelas aos raios solares minimizando o aquecimento e as
taxas de transpiracado foliar (Figura 7b) (CASAROLI et al., 2007; GAVA et al., 2015).
Por sua vez, as plantas que possuem folhas do tipo lanceoladas como as poaceaes,
possibilitam a reducao da area foliar por meio do enrolamento das folhas (Figura 7b)
(KUNZ et al., 2007).

Figura 7. Efeitos da incidéncia da deficiéncia hidrica sobre braquiaria (Urochloa
ruziziensis); (a) murcha da planta durante o dia devido a perda de turgescéncia; (b)
reducao da area foliar exposta a radiacéo solar para reduzir perdas com transpiracao;
(c) morte e abortamento de estruturas devido a maior intensidade e duracdo da
deficiéncia hidrica.

Nota: circulos em vermelho destacam o efeito descrito. Fotos Bulegon (2015).

Mesmo com as estratégias de defesa e adaptacdo a deficiéncia hidrica, a
ocorréncia dessa resulta em uma série de respostas negativas no sistema fisioldgico,
bioguimico e na morfologia vegetal, resultando em perdas significativas na
produtividade agricola. Entre as respostas negativas desencadeadas pelo déficit
hidrico destaca-se a reducado da taxa fotossintética (VIEIRA et al., 2013; BULEGON
et al., 2017a), degradacdo da ultraestrutura celular pelo aumento da producéo de
radicais livres que ocasionam a peroxidacdo lipidica (BARBOSA et al., 2014,
BAXTER; MITTLER; SUZUKI, 2014; SCHIEBER; CHANDEL, 2014), degradacao das
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moléculas de clorofila devido a fotooxidacdo e peroxidacao lipidica (BULEGON,;
GUIMARAES; LAURETH, 2016), aumento na producéo e concentracdo de etileno nos
tecidos (MAYAK; TIROSH; GLICK, 2004b), reducdo do crescimento de estruturas
vegetativas e reprodutivas (KUNZ et al., 2007), abortamento de estruturas vegetativas
e reprodutivas (CATUCHI et al., 2011; FIOREZE et al., 2011) e por consequéncia
reducao da produtividade (GAVA et al., 2015).

Em soja cultivada sob déficit hidrico a manutencéo do teor de agua nas folhas
€ essencial para a produtividade (FIOREZE et al., 2011). Chavarria et al. (2015), citam
a reducédo na capacidade fotossintética maxima em plantas de soja sob déficit hidrico,
e devido a essa condi¢do sao reportadas reducdes na producdo da cultura (NADERI
et al., 2013; FAROOQ et al., 2016). Em plantas forrageiras sdo demostrados reducao
da expanséo foliar, aumento da senescéncia foliar e diminuicdo da emissdo de
perfilhos (MATTOS; GOMIDE; HUAMAN, 2005; SILVA et al., 2005b; ZHOU;
LAMBRIDES; FUKAI, 2013). Na cultura do milho sob déficit hidrico, a reducéo da area
foliar e consequentemente menor aproveitamento da radiacdo fotossinteticamente
ativa, apresentaram produtividade de 334 kg ha, enquanto as plantas irrigadas, que
nao tiveram limitacéo da area foliar obtiveram produtividade de 9295 kg ha* (KUNZ et
al., 2007). No trigo, o déficit hidrico imposto no inicio do florescimento da cultura
ocasionou reducao dos componentes da producédo da cultura, e consequentemente
menor produtividade final (SANTOS et al., 2012), enquanto na cultura do arroz a
limitacdo hidrica resultou em menores taxas de trocas gasosas (LAUTERI et al.,
2014).

Assim, a deficiéncia hidrica se torna um dos fatores mais limitantes da
produtividade que incide sobre as culturas agricolas, principalmente em areas onde o
fornecimento de &gua depende das precipitacdes. A pesquisa tem voltado sua
atencao para reduzir os efeitos do déficit hidrico sobre as plantas cultivas, de forma
pontual, surgindo como op¢ao uma série de tecnologias, destacando-se o uso de
reguladores vegetais (FAHAD et al.,, 2014; RADEMACHER, 2015), nutrientes via
aplicacao foliar (FIOREZE et al.,, 2013; MAGHSOUDI; EMAM; ASHRAF, 2015;
NAWAZ et al., 2015) e o uso de bactérias promotoras de crescimento vegetal, que

sera exemplificada e discutida no decorrer desta revisao.
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3. FORMAS DE UTILIZAGAO DAS BPCV’s

A principal forma de utilizagdo das BPCV'’s atualmente se da via inoculacao das
sementes. Essa pratica é feita realizada pela aplicacdo do inoculante diretamente
sobre a massa de sementes onde as bactérias se aderem a superficie e ao iniciar o
processo de germinagcdo estas colonizam as raizes e se proliferam nessa regiao,
dando inicio a colonizacdo do sistema radicular. Todavia, essa pratica apresenta
algumas limitacdes relatadas na literatura como: para sementes pequenas tem-se
uma limitacdo do nimero de células por sementes; sementes peletizadas dificultam a
chegada das bactérias e favorecem a desidratacéo das células bacterianas; algumas
espécies produzem naturalmente compostos antibiéticos, tendo morte das bactérias
e por fim nas grandes culturas o tratamento de sementes com fungicidas e inseticidas
reduzem a capacidade de colonizacao das bactérias (BASHAN; DE-BASHAN, 2010,
2015; CASSAN; OKON; CREUS, 2015).

Outra forma, conhecida e difundida, principalmente para bactérias nodulantes
€ a aplicacao via solo (BASHAN; DE-BASHAN, 2015), mas também pode ser aplicada
as demais BPCV’s. Contudo, os mesmos autores ndo recomendam a técnica para
algumas BPCV, como a A. brasilense, por exemplo. O principio desta técnica consiste
na capacidade de sobrevivéncia das bactérias no solo. Assim, apds o0 processo de
germinacao e emissao das raizes, através de liberacdo de compostos quimicos pelas
plantas, as bactérias sdo atraidas e colonizam as raizes iniciando o processo de
reproducdo. Estudos envolvendo, a aplicacdo de A. brasilense e B. japonicum via
semente e via solo na cultura da soja, citam que a soja nao foi responsiva a inoculacao
de A. brasilense via solo, todavia, apresentou elevacdo no niumero de nédulos, area
foliar e massa seca de parte aérea, quando o A. brasilense foi inoculado na semente
e o B. japonicum via solo (BULEGON et al., 2016), corroborando com a os relatos
apresentados por autores anteriormente no texto.

Mais recentemente passou a se explorar a aplicacdo das BPCV'’s através da
pulverizacéo foliar em grandes culturas anuais. Tal técnica ainda tem os principios de
acao pouco explorados e pode variar a eficiéncia de acordo com a espécie de BPCV’s
em utilizagdo, sendo relatado a eficiéncia no uso para as BPCV'’s que sao endofiticas.
Essas, BPCV'’s possuem capacidade de colonizar os tecidos vegetais e se multiplicam
disponibilizando fatores de crescimento para o vegetal (OLIVARES et al., 2017).

Os produtos contendo BPCV’s utilizados para aplicagao foliar na literatura

internacional sdo denominados de “biofertilizer”, ou, biofertilizante. Para se enquadrar
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nessa condicao, os biofertilizantes devem conter organismos vivos, que aplicados nas
sementes, na superficie foliar ou no solo, colonizam as plantas e promovem o
crescimento pelo incremento de fatores produtivos ou na habilidade de fornecer
nutrientes para as plantas (VESSEY, 2003).

Alguns trabalhos citados por Sudhakar et al. (2000), a aplicacéo via foliar de
BPCV’s apresenta as seguintes vantagens: proximidade com os sitios de acdo; menor
competicdo com outros microrganismos e fatores de crescimento no filoplano das
folhas e potencial de reduzir a presenca de bactérias e fungos patogénicos.

Nesse sentido, estudos envolvendo a aplicagao foliar de BPCV’s evidenciam
respostas positivas ou negativas sobre a producdo das culturas agricolas. Auséncia
de efeitos significativos sdo demostrados em soja submetidas a doses crescente (0 a
700 mL ha') de A. brasilense (ZUFFO et al., 2016). No trigo a mesma bactéria ndo se
mostrou responsiva a inoculacéo foliar com doses de 300 a 400 mL ha' (PEREIRA et
al., 2017), bem como na cultura do milho com aplicacdo de 250 mL ha* (KAPPES;
SILVA; FERREIRA, 2017).

Uma série de respostas positivas também sdo demostradas, como no arroz
irrigado onde o uso da aplicacdo foliar de A. brasilense incrementa o pH e
produtividade, sendo a dose de 200 mL ha' a de maior resposta (GARCIA et al.,
2016). Em frutiferas como a amora (Morus alba), o fornecimento de Azotobacter spp.
no florescimento elevou a producao de folhas e frutos (SUDHAKAR et al., 2000). Para
o damasco (Prunus armeniaca), e a cereja doce (Prunus avium L.) a o uso de Bacillus
spp. aplicado no florescimento da cultura incrementou o acimulo de nutrientes no fruto
(ESITKEN et al., 2003, 2006).

Para a inoculacdo das BPCV’s uma série de possibilidades e formas de
aplicacao se apresentam. Todavia, a aplicacao via foliar ainda necessita de maiores
estudos em relacdo a sua eficacia, pois essa etapa € fundamental para garantir a
eficiéncia do uso das BPCV’s nas mais diversas espécies vegetais, seja visando
mitigacdo de efeitos da deficiéncia hidrica, incrementos em acumulo de massa ou

maior produtividade.
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4. UTILIZACAO DE BACTERIAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO
VEGETAL EM CONDICOES DE DEFICIT HIDRICO

A forma mais eficiente de minimizar este efeito é através do melhoramento
genético, que resulta na selecdo de plantas com caracteristicas desejaveis para a
maior tolerancia a deficiéncia hidrica. Como exemplo pode-se citar, na cultura do
milho, uma caracteristica desejavel que é o “stay-green” associado a producéo de
gréos, prolificidade e o florescimento feminino (CAMARA et al., 2007). Todavia, na
mesma cultura, foi demostrado que outros fatores estao envolvidos na tolerancia como
o desenvolvimento radicular (HEINEMANN et al., 2009).

A curto prazo sao buscadas formas de minimizar os efeitos da ocorréncia da
deficiéncia hidrica, se mostrando como opcdo o0 uso de reguladores vegetais
(RADEMACHER, 2015), e as bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV’s).
As BPCV’s apresentam uma série de mecanismos que auxiliam as plantas em
condi¢cdes de deficiéncia hidrica, sejam aplicadas via semente (FIGUEIREDO et al.,
2008; BANO et al., 2013; KUMAR et al., 2016), ou via foliar (ZAKIKHANI et al., 2012;
BULEGON; GUIMARAES; LAURETH, 2016; BULEGON et al., 2017a).

A mitigagdo dos efeitos da deficiéncia hidrica sobre plantas ocorre devido a
estimulos e/ou protecdo que as mesmas exercem no vegetal. Contudo, destaca-se
gue os estimulos sédo variados de acordo com a espécie de bactéria utilizada e a
cultura que esta sendo estudada. Considerando o exposto, a seguir serdo listados os
principais mecanismos estimulados pelas BPCV’s envolvidos na mitigagao dos efeitos

causados pela deficiéncia hidrica.

4.1 PRODUCAO DE HORMONIOS VEGETAIS

A producdo e/ou estimulos a producdo de hormdnios vegetais foi um dos
primeiros efeitos a serem estudados em fun¢éo do uso das BPCV'’s, sendo que grande
parte dos efeitos dessas bactérias estdo direta ou indiretamente ligadas aos
hormonios vegetais.

Quando se considera a producéo de hormonios vegetais, as BPCV’s podem ou
nao apresentar producdo de hormonios vegetais, e quando apresentam podem ser
um ou varios compostos. Todavia, destaca-se que o principal horménio produzido

pelas BPCV’s é o acido indol-acético (AlA), uma auxina, sendo esse demonstrado
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para diversas bactérias. Quando se considera as diversas espécies de BPCV’s, as
gue apresentam maior gama na producdo de horménios sao a Azospirillum brasilense
e a Bacillus sp., com destaque para o Bacillus subtillis (Tabela 9).

Estudos que envolveram horménios vegetais, apontam a efetividade para a
mitigacdo dos efeitos da deficiéncia hidrica em plantas. O aumento na concentracao
de auxinas nos tecidos (dentro de um nivel adequado) incrementa o desenvolvimento
radicular de plantas e promove melhor arquitetura radicular, o que culmina em maior
capacidade de exploracdo do solo e absorcdo de 4gua e nutrientes (LI et al., 2018).
Também é relatado na literatura que a reducado na producéo de espécies reativas de
oxigénios (ERQ’s) ocorre pela aplicagado exdgena de auxina, na forma AlA, e quando
em niveis mais baixos de auxina tem-se um aumento das ERO’s e uma menor
toleréncia a seca, em Arabidopsis sp. (KINOSHITA et al., 2012). Portanto, a presenca
de auxina nos tecidos vegetais auxiliou na manutencéo do status hidrico, classificando
cultivares de soja com maiores teores de auxina, em grupos tolerantes ao déficit
hidrico (VIEIRA et al., 2013).

Tabela 9: Resultados quanto a producdo de auxina, giberelina, citocinina e acido

abscisico por parte das bactérias promotoras de crescimento vegetal.

Acido

BPCV Auxina Giberelina Citocinina o Fonte
abscisico
e Bottini et al. (1989); Radwan et al. (2005); Kuss et al.
Azosplrlllum + + + 2007); Perrig et al. (2007); Cohen et al. (2008);
brasil
rasiiense Cassan et al. (2009); Cohen et al. (2009)
. . . Halda-Alija (2003); Joo et al. (2009); Kang et al.
Burkholderia sp + + (2010)
Gutiérrez-Mafiero et al. (2001); Aradjo et al. (2005);
Bacillus sp. + + + + Arkhipova et al. (2005); Grover et al. (2014); Reetha
et al. (2014)
Pseudomonas + + _ _ Akiyoshi et al. (1987); Patten & Glick (2002); Kang et
sp al. (2014); Reetha et al. (2014)
Sln(:rl’]fglﬁ(;glum + -- - -- Bianco & Defez (2009); Golubev et al. (2011)

+ representa a produgdo do horménio; -- representa que ndo foram encontrados relatos na literatura da
producéo do respectivo horménio para a BPCV.

A giberelina, em condicbes de deficiéncia hidrica atua incrementando o
conteudo de cloroplastos e de acidos nucleicos, além de alongamento e divisdo
celular. A aplicacdo exdgena de giberelina incrementou a atividade antioxidante em
plantas de canola as quais apresentaram menores efeitos da limitagdo hidrica (LI et
al., 2010).

Na cultura do arroz a ocorréncia de deficiéncia hidrica levou a incremento na

sintese de citocinina de forma coordenada ao sistema de sintese de carbono e
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nitrogénio, o que acarretou em manutencao da atividade fisiolégica, e maior tolerancia
ao deficit hidrico (REGUERA et al., 2013). Na espécie Agrostis stolonifera a aplicacéo
exdgena de citocinina de forma quinzenal, associada com fertilizante nitrogenado,
incrementou a capacidade de tolerancia a deficiéncia hidrica, devido a aumentar a
atividade das enzimas do sistema antioxidante, resultando em menor acumulo de
ERO’s (CHANG et al., 2016). De forma similar, a aplicacdo exdégena de citocinina
elevou a toleréncia do trigo a deficiéncia hidrica (KUMARI; KUMAR; PRAKASH, 2018).
O acido abscisico (ABA) esta diretamente ligado ao processo de fechamento
estomatico quando em condi¢cdes de deficiéncia hidrica. Portanto, a aplicagédo
exdgena de ABA resultou em menor peroxidacao lipidica, por estimulos na atividade
antioxidante e manutencédo de maiores teores de agua nas folhas de plantas de Kiwi
(WANG et al., 2011). Em Cotinus coggygria, além dos efeitos citados anteriormente
foi observado menor abertura estomética e maior taxa fotossintética (LI et al., 2011).
Visto serem relatados varias respostas positivas dos hormonios vegetais
quando em condi¢des de deficiéncia hidrica, as BPCV’s, quando inoculadas, trazem
resultados semelhantes, pois estas levam ao aumento dos niveis de hormoénios nos
tecidos vegetais. Assim, os efeitos se mostram benéficos e sdo descritos na tabela

10, para diferentes espécies de BPCV'’s e culturas.

Tabela 10: Resumo dos resultados obtidos para bactérias promotoras de crescimento
vegetal quanto a producao de horménios vegetais em condi¢Bes de déficit hidrico.

BPCV Espécie Resultados encontrados Fonte
Arabidopsis Incrementos nos niveis de acido abscisico Cohen etal.
Azospirillum thaliana (2015)
brasilense Lo : . .. . Cohen et al.
Zea mays Incrementos nos niveis de giberelina e acido abscisico. (2009)
Producéo de &cido indol-acético (auxina), giberelina e Vardharajula et
Zea mays L
citocinina, al. (2011)
Bacillus sp. Lactuca Producéo de citocinina, sendo que em condicdes de Arkhioova et al
) deficiéncia hidrica foi obtido na testemunha menor teor P '
sativa o (2007)
de citocinina.
Pseudomonas Zea mavs Os resultados sugeriram incrementos na concentragdo  Kang et al.
sp. Y de jasmonatos e acido salicilico em plantas de soja. (2014)

Incrementos na sintese de citocinina que atuou como
Sinorhizobium  Medicago  sinalizador, incrementando a atividade do sistema de
meliloti sativa defesa vegetal a deficiéncia hidrica, sem afetar a
fixacdo bhioldgica da espécie.

Xu et al. (2012)

Desta forma, de acordo com o demostrado na tabela 9, associado com os
resultados por parte das BPCV’s pela produgdo de horménios (Tabela 10), fica

evidenciado que os hormonios vegetais sdo fundamentais na manutencdo do status
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hidrico vegetal, sendo as BPCV’s uma opc¢ao para amenizar os efeitos da deficiéncia

hidrica em plantas.

4.2 PROMOCAO DE CRESCIMENTO RADICULAR

A promocgéo de crescimento radicular € um efeito relacionado com a producéo
de horménios vegetais por parte das BPCV’s. Esta atua em condi¢des de deficiéncia
hidrica amenizando os efeitos devido a maior capacidade de exploracéo do solo pelo
sistema radicular, o que resulta em maior possibilidade de absorcao de agua.

A maior exploracdo do solo, quando a planta “identifica” a limitacdo hidrica é
uma resposta ja conhecida dos vegetais. Em soja cultivada com auséncia de limitacdo
hidrica, 97% do sistema radicular se concentra na camada de 0 a 23 cm (BENJAMIN;
NIELSEN, 2006). Os mesmos autores relatam que em ervilha e gréo de bico, 80% do
sistema radicular se concentra de 0 — 23 cm em condig¢ao irrigadas. Todavia, em
condic¢fes de limitag&o hidrica apenas 66% do sistema radicular se concentra nessa
camada do solo. Condicao semelhante foi demostrada em plantas de milho sob déficit
moderado, que tiveram um aumento do sistema radicular se desenvolvendo em
camadas mais profundas do solo para buscar agua (EGHBALL; MARANVILLE, 1993).

Para o Bacillus spp. sao relatados na cultura do feijoeiro incrementos entre 58%
a 71% em massa fresca de raizes, comparado ao tratamento controle (LOPEZ-BUCIO
et al., 2007). O mesmo € demostrado para as Pseudomonas spp. onde observou-se
incrementos de 35% no sistema radicular de canola, associado a producdo de AlA
(PATTEN; GLICK, 2002). Na tabela 11 sédo demostrados mais resultados por parte
das BPCV’s no desenvolvimento radicular e na mitigagéo da deficiéncia hidrica.
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Tabela 11: Resumo dos resultados obtidos para bactérias promotoras de crescimento

vegetal quanto ao desenvolvimento radicular em condi¢cbes de déficit hidrico.

BPCV Espécie Resultados encontrados Fonte
Incrementos no desenvolvimento do sistema radicular,  Rodrigez-
que resultaram no incremento da massa de planta de Salazar et al.

Azospirillum Zea mays

brasilense milho. (2009)
Foram observados que plantas inoculadas mantiveram
maiores valores de umidade do solo, pela formacéo de
Sorghum . . - ~ Grover et al.
bicolor uma pgllcula_na rizosfera, que au3<|I|a na manutencédo da (2014)
umidade incrementando o acimulo de massa e 0
Bacillus sp. contetdo de pigmentos foliares.
Maior desenvolvimento radicular, associando a
Retama inoculacdo do Bacillus sp. e micorriza, o que em déficit Marulanda et

sphaerocarpa hidrico manteve a absor¢éo de 4gua e nutrientes e como  al. (2006)
resultado maior desenvolvimento da planta.
Desenvolvimento radicular, resultou em incrementos de
acumulo de massa fresca e seca de parte aérea, bem
como em altura de plantas.

Jaleel et al.
(2007)

Pseudomonos Catharanthus
sp. roseus

Nesse sentido, relatos na literatura evidenciam a capacidade de incrementos
no sistema radicular, principalmente em condi¢cdes de desenvolvimento inicial de
culturas com o uso das BPCV’s. Na cultura do trigo a inoculagéo das sementes com
A. brasilense resultou em maior comprimento do sistema radicular, com valores
variando entre 11% a 50%, de acordo com a cultivar em estudo, no desenvolvimento
inicial da cultura (RAMPIM et al., 2012). Em plantas de arroz o A. brasilense promoveu
incrementos em comprimento de raizes variando de 7% a 24%, dependendo da
estirpe em questdo (GUIMARAES et al., 2013).

Visto a eficiéncia de promocao do crescimento radicular em funcdo do uso de
BPCV’s, e o levantado sobre a exploragao radicular do solo quando na presenca da
deficiéncia hidrica, o uso das BPCV’s apresenta potencial para mitigar os efeitos da

deficiéncia hidrica através desse mecanismo.

4.3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Quando a planta é submetida a condicéo de deficiéncia hidrica, desencadeia-
se uma desordem fisiologica (ZHOU; LAMBRIDES; FUKAI, 2013), ocasionando uma
sobra de Oz e culminando na formacao do superdxido, ainda nessa condi¢cao ocorre
a fotorrespiracao e fotooxidagao resultando também na formagdo de ERO’s. Essas
ERQO’s podem ser do tipo superéxido (O2*), radicais hidroperoxila (HO2*"), perdxido de
hidrogénio (H202) e radicais hidroxila (HO®) (ESTEVES; SUZUKI, 2008; ASHRAF,
20009).
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O sistema antioxidativo vegetal € composto por uma série de enzimas, com
destaque para as enzimas superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e as
peroxidases (POD). Embora o sistema de defesa das plantas seja eficiente, €
prejudicado em condi¢Bes de déficit hidrico severo, onde tem-se o rompimento da
relacédo entre a atividade das enzimas antioxidativas e a producao de ERQO’s, ficando
a planta exposta a degradacéao e morte celular (CAO et al., 2015).

Vérios trabalhos indicam a elevacao na atividade das enzimas do estresse
oxidativo em condi¢des de déficit hidrico (AIMAR et al., 2014; AHMED et al., 2015;
HENDGES et al., 2015; KUMAR et al., 2015). Contudo, os resultados mostram que o
sistema ndo necessariamente se eleva como um todo, sendo relatado em alguns
momentos maior importancia da SOD (LI et al., 2015b), em outros da POD (LIU;
CHAN, 2015; NAWAZ et al., 2015) e também maior importancia da CAT (CAMPOS et
al., 2011; AIMAR et al., 2014).

Quando se considera as BPCV'’s, essas atuam em duas vias distintas dentro
do sistema antioxidativo, aumentando a atividade desse sistema ou reduzindo a

atividade desse sistema, conforme demonstrado na Tabela 12.

Tabela 12: Resumo dos resultados obtidos para bactérias promotoras de crescimento

vegetal quanto ao sistema antioxidante em condi¢des de déficit hidrico.

BPCV Espécie Resultados encontrados Fonte
Urochloa Incremento na atividade antioxidante vegetal, resultando Bulegon et al.
Azospirillum ruziziensis em menor degradacéo de clorofilas e carotenoides. (2016)
brasilense Glycine Enzimas antioxidantes desempenham um papel importante Zakikhani et
max no alivio dos efeitos prejudiciais do estresse hidrico. al. (2012)

Menor producéo de ERO’s que aliviou o efeito do déficit

hidrico, pelo aumento na capacidade antioxidante.
Burkholderia sp Zea mays Menor abertura estomatica, mantendo a taxa fotossintética
em condi¢cBes de seca, levando ao aumento na eficiéncia

no uso da agua.

Reducéo da atividade antioxidante das enzimas ascorbato

peroxidase, catalase, glutationa peroxidase. Como

Bacillus sp. Zea mays resultado, as

Fan et al.
(2015)

Vardharajula

A S et al. (2011)

plantulas apresentaram resposta fisiol6gica que podem
aliviar os efeitos negativos do estresse hidrico.
Em comparacédo com plantas ndo inoculadas, as

inoculadas apresentaram atividades significativamente

Pseudomonas menores da ascorbato peroxidase, catalase e glutationa Sandhya et al.
Zea mays . Cs
sp. peroxidase sob estresse hidrico, indicando que as (2010)

inoculadas sofreram menores estresse em comparacao
com as néo inoculadas.

Os resultados que indicam o incremento na atividade antioxidante se mostram

como uma resposta direta, pois de acordo com os relatos, em deficiéncia hidrica
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ocorre incrementos na producdo de ERO’s. O aumento da atividade antioxidante
ameniza os efeitos negativos da peroxidacao de proteinas e lipideos. Para, a reducéo
da atividade antioxidante, essa passa a ser uma resposta com tendéncia indireta, visto
as mesmas atuarem sinalizando a incidéncia de estresse vegetais (ARKHIPOVA et
al., 2005; BULEGON et al., 2017a), possibilitando a ativacdo das defesas vegetais de
forma antecipada reduzindo a formagcdo de ERO’s e consequentemente menor
necessidade da atividade de enzimas antioxidantes.

Desta forma, o uso de BPCV’s que apresentam acido sobre o sistema
antioxidante vegetal mostra-se fundamental para a mitigacdo dos efeitos
desencadeados pelo déficit hidrico vegetal, devido a protecdo exercida nas moléculas

providas pelos danos causados pela producéao de espécies reativas de oxigénio.

4.4 ATIVIDADE DA ACC DEAMINASE

Durante a ocorréncia do déficit hidrico tem-se o incremento da sintese de
etileno que leva a reducédo ou até inibicdo do desenvolvimento vegetal. Em niveis mais
severos leva ao abortamento de estruturas vegetais (LARCHER, 2003). A sintese de
etileno em vegetais de forma resumida ocorre na rota da metionina, que &
transformado em S-adenosilmetionina (SAM), que via a enzima ACC sintase €
convertido em acido 1-aminociclopropano carboxilico (ACC), que sofre a agdo da ACC
oxidase sendo convertido em etileno (TAIZ & ZEIGER, 2013).

A biossintese de etileno pela ACC oxidase € reduzida pela alta concentracéo
de COg; anaerobiose e temperatura acima de 35 °C. Outra forma de limitar a sintese
de etileno é reduzindo a producgéo da ACC, nos vegetais, assim a enzima ACC oxidase
tera limitacdo do substrato e por consequéncia menor sintese de etileno. Nesse
sentido, as BPCV’s tem um papel importante pela producdo da enzima ACC
deaminase, que sequestra a ACC e a utiliza como substrato para o fornecimento de
nitrogénio e energia (GLICK, 2014). Os mesmos autores, ainda citam que o
incremento em auxinas, como relatado na secédo producdo de horménios vegetais,
também reduzem a atividade da ACC oxidase.

Estudos envolvendo deficiéncia hidrica mostram incrementos na sintese de
etileno (ARRAES et al., 2015; VALLURU et al., 2016). Na cultura Brassica rapa subsp.
Chinensis foi explanado que o aumento do etileno nos tecidos vegetais, levou a

reducao das taxas fotossintéticas, pela menor atividade da RUBISCO (HUANG et al.,
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2014). Incrementos no etileno também levam a degradacao das clorofilas (STREIT et
al., 2005).

Todavia, os resultados adversos por parte do etileno sdo observados apenas
em elevadas concentragfes no tecido vegetal. Uma série de estudos relata que em
concentracfes mais baixas o horménio gasoso atua na sinalizacéo para o fechamento
estomatico (TANAKA et al., 2005; IQBAL et al., 2011b), na modulacao do crescimento
radicular (SHARP & LENOBLE, 2001), atuando de forma conjunta com o ABA
(VALLURU et al., 2016).

Quando se considera os resultados por parte das BPCV’s varias sa as que
apresentam essa capacidade, sendo que em condi¢cdes de deficiéncia hidrica alguns
estudos associam esse mecanismo com a mitigacao dos efeitos da deficiéncia hidrica
(Tabela 13). Aléem das BPCV'’s ja citadas, outras possuem essa capacidade, como a
Azospirillum brasilense (LI; SALEH-LAKHA; GLICK, 2005).

Tabela 13: Resumo dos resultados obtidos para bactérias promotoras de crescimento

vegetal quanto a acédo via ACC deaminase em condi¢cdes de deficiéncia hidrica.

BPCV Espécie Resultados encontrados Fonte
Reducédo da concentracdo da ACC em 39%, sendo

Trigonella .
. observado que plantas inoculadas demostraram Barnawal et al.
Bacillus sp. foenum- = . i x
menores reducdo da clorofila e menor peroxidacéo (2013)
graecum o
lipidica.
Maior crescimento das plantas e eficiéncia do uso
. A ~ Arshad et al.
Pseudomonas . . da agua sob deficiéncia hidrica, pela reducgdo do i ;
Pisum sativum : o (2008); Zahir et
sp. etileno, o qual em niveis elevados demostrou al. (2008)

efeitos inibitérios no crescimento de raizes e brotos.
Reducéo na concentracdo de etileno em plantas
inoculadas, resultando no incremento de massa
seca e fresca de plantas.

Achromobacter Lycopersicum
piechaudii esculentum

Mayak et al.
(2004)

Y

Assim, BPCV’s que apresentam o mecanismo relacionado a atividade da
enzima ACC deaminase sao eficientes como mitigadores dos efeitos da deficiéncia
hidrica, reduzindo a sintese e a concentracdo de etileno nos tecidos em condigfes de
seca, ou ainda, reduzindo a concentracdo em condicdes iniciais de seca, fazendo com
gue o etileno atue como sinalizador, e ndo como horménio ligado a senescéncia

vegetal.

4.5 PIGMENTOS FOTOSSINTETICOS E FOTOPROTETORES

Quando se tem ocorréncia de deficiéncia hidrica o sistema fisioldgico passa a

ser limitado, ou seja, a eficiéncia da utilizacdo da luz nos cloroplastos é reduzida
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devido a falta de agua (CHAVARRIA et al., 2015; BULEGON et al., 2017a). Quando
da ocorréncia dessa limitacdo, ocorre uma sobra de energia e 0s pigmentos
clorofilados sédo degradados pelo excesso de energia luminosa pela fotooxidacéo
(STREIT et al., 2005), a qual também ocorre em condi¢cdes normais, contudo, em
menor intensidade.

Para proteger a clorofila da fotodegradacdo os pigmentos carotenoides
dissipam o excesso de energia luminosa (CASAROLI et al., 2007). Assim, a
manutencao dos teores de carotenoides é fundamental para a manutengéo dos teores
de clorofilas nos tecidos foliares.

Nesse sentido, € relatado na literatura que o uso de Azospirillum brasilense
incrementa a sintese de clorofila em plantas de trigo (BASHAN et al., 2006). Em
condi¢cdes de deficiéncia hidrica severa a mesma BPCV auxiliou na protecdo das
moléculas de clorofila, associado a manutencdo das moléculas de carotenoides
(BULEGON; GUIMARAES; LAURETH, 2016). Esses autores associaram tal resposta
a capacidade antioxidativa, visto a elevacdo do teor de carotenoides auxiliar na
manutencao das clorofilas pois sequestram oxigénio singlet (GILL; TUTEJA, 2010).
Nesta mesma linha, a incidéncia de deficiéncia hidrica em Cicer arietinum reduziu os
niveis de clorofila, todavia quando inoculadas com Pseudomonas putida e Bacillus
amyloliquefaciens a reducao foi minimizada, auxiliando na mitigacao dos efeitos da
seca (KUMAR et al., 2016).

Ao se considerar a BPCV Bacillus sp. plantas de sorgo inoculadas e submetidas
a condi¢Oes de seca tiveram incrementos nos teores de clorofila quando comparadas
ao controle ndo inoculado (GROVER et al.,, 2014), representando um melhor
desempenho fisiolégico, ou seja, uma importante variavel para caracterizacdo de
tratamentos que elevam a tolerancia das plantas em deficiéncia hidrica. Corroborando
com essa afirmacao, varios autores relatam que a manutencéo de elevados teores de
clorofila nos tecidos foliares € uma caracteristica para a tolerancia a deficiéncia hidrica
(ARUNYANARK et al., 2008; HOMAYOUN; DALIRI; MEHRABI, 2011).

Portanto, o uso de BPCV’s atua nos pigmentos de duas formas, estimulando a
sintese de clorofilas, ou protegendo as clorofilas da degradacédo, estando altamente
correlacionado a preservacéo dos teores de carotenoides, o que torna a planta mais

tolerante a seca, bem como acelerada sua recuperacao apos o alivio do estresse.
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4.6 FECHAMENTO ESTOMATICO E COMPOSTOS OSMOTICAMENTE ATIVOS

A abertura e fechamento dos estdmatos € uma das primeiras linhas de defesa
vegetal para a deficiéncia hidrica. Quando da falta de agua no solo, ocorre a variagdo
de turgescéncia das células da zona meristematica das extremidades das raizes,
iniciando-se uma série de respostas, pela sintese de acido abscisico (ABA) que é
translocado para a parte aérea, e juntamente com a descompartimentalizacao de ABA
na parte aérea, induzem o fechamento estomatico por atuar na inibicao da atividade
de ATPases na membrana plasmatica das células-guarda. A transpiracdo estomatica
representa a principal perda de agua pelos vegetais, sendo o fechamento estomatico
fundamental para evitar a perda de agua, tendo relacdo direta com a manutencgéo do
conteudo de agua nos tecidos vegetais (TAIZ; ZEIGER, 2013).

Ao se considerar o item 4.1 desta revisao, sobre hormonios vegetais, onde as
BPCV’s apresentam potencial em sintetizar ABA (ARAUJO; HENNING; HUNGRIA,
2005; COHEN; BOTTINI; PICCOLI, 2008; COHEN et al., 2009), essas possuem a¢ao
gue levam ao fechamento estomatico, evitando a perda excessiva de agua, mitigando
os efeitos da deficiéncia hidrica.

Em estudos com a cultura do milho existem relatos que plantas inoculadas com
A. lipoferum apresentaram teores de ABA de 3013 ng g de massa fresca, enquanto
as plantas controle demostravam 1846 ng g (COHEN et al., 2009). Em Arabidopsis
thaliana os niveis endégenos de ABA em plantas inoculadas com A. brasilense foram
de 3,55 ng g*!de massa fresca, frente a 1,52 ng g* de massa fresca nas plantas
controle (COHEN; BOTTINI; PICCOLI, 2008), sendo essas respostas associadas a
mitigacdo dos efeitos do déficit hidrico.

Outro processo fisioldgico que pode resultar no fechamento estomatico é a
sinalizacdo, ou seja, a sinalizacdo da limitacdo hidrica no solo, que resulta na
producao de compostos pela planta para se aclimatar a tal condi¢cdo. Essa sinalizacéo
€ dada em grande parte via compostos osmolitos, que sdo produzidos em maiores
guantidades em condicdes de deficiéncia hidrica. Deste modo, em plantas de
Urochloa ruziziensis inoculadas com A. brasilense o fechamento estomatico ocorreu
de forma antecipada em relagdo ao controle, acarretando em reducdo da taxa
fotossintética nesse momento. Todavia, com o aumento da intensidade do déficit
hidrico as plantas inoculadas mantiveram certa abertura estomatica e taxa

fotossintética, enquanto plantas do controle tiveram a assimilagédo de CO2 nula, tendo
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iniciado a respiracao vegetal e consumo de reservas (BULEGON et al., 2017a). Esses
compostos osmolitos podem ser representados por prolina, agucares, poliaminas,
betainas, compostos de aménio e alguns aminoacidos (VURUKONDA et al., 2016).

Todavia, alguns relatos da literatura associam a producao destes compostos
osmodlitos a mitigacéo de efeitos negativos da deficiéncia hidrica. Em plantas de milho,
a inoculacéo de A. lipoferium resultou em incrementos nos teores de aminoacidos
livres, destacando-se a prolina, acucares sollveis e proteinas, o que levou a
conclusdo que a BPCV mostrou resultados promissores e pode ser um inoculante
eficiente para auxiliar a cultura a suportar a limitagdo na disponibilidade de agua
(BANO et al., 2013). Em Sorghum bicolor a maior concentracdo de acucares soluveis
e prolina nas plantas inoculadas com Bacillus sp. resultou em plantas com maior
massa seca de sistema radicular e parte aérea e maior teor de clorofila, além de maior
teor de umidade do solo nos tratamentos inoculados quando comparado ao
tratamento controle (GROVER et al., 2014). Esses autores, citam a producdo de
exopolissacarideo e a formacdo de biofilme pelos microrganismos inoculados que
auxiliam na conservacao da umidade na rizosfera e na superficie radicular.

Diante do exposto, no decorrer desta secdo, fica evidenciado as
potencialidades das BPCV’s em amenizar os efeitos da deficiéncia hidrica em plantas
através de uma série de mecanismos, via estimulos nas defesas vegetais,
destacando-se ainda que esses mecanismos ocorrem de forma simultanea no vegetal,
originando os resultados aqui relatados, sendo tal resposta passivel de ser observada
visualmente (Figura 8), onde as plantas inoculadas com BPCV’s apresentam menores
sintomas de limitacdo hidrica, representado pelas adaptacGes fisioldgicas,

morfologicas e estruturais, conforme ja descrito.
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Controle Seco BPCV’s

Figura 8: Comparacdao visual da mitigacdo dos efeitos de perda de turgescéncia em
plantas de soja (a) e da reducao da area foliar em Urochloa ruziziensis (b) em plantas
controle sem inoculacdo e plantas inoculadas com bactérias Azospirillum brasilense,
submetidas ao déficit hidrico. Nota: Fotos Bulegon (2015; 2016).
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5. NOVOS ESTUDOS E POTENCIALIDADES PARA A UTILIZACAO DAS
BPCV’s

Mais recentemente, alguns trabalhos relatam que os fatores de crescimento
produzidos pelas BPCV’s no meio de cultura, que ao entrar em contato com as folhas
sdo absorvidos e assimilados passando a atuar no metabolismo vegetal.

Nesse sentido, estudos buscando identificar a producéo de hormdnios vegetais
por parte das BPCV’s, demostram na cultura do milho e do arroz, que a producéo de
acido indol-acético (AlA) interfere no desenvolvimento inicial das culturas (RADWAN,;
MOHAMED; REIS, 2004). Em estudos na cultura do soja e milho, a produ¢éo de acido
indolacético (AIA), giberelina (GAs) e citocinina (CK), melhoram o desenvolvimento
inicial das plantas (CASSAN et al., 2009). Esses autores, citam que para melhor
explorar a capacidade de producdo hormonal das BPCV’s, se faz necessario o
conhecimento na capacidade de producéo de compostos promotores de crescimento,
para melhor identificar as potencialidades de cada espécie.

Visado identificar as potencialidade envolvendo a producdo de compostos
promotores de crescimento nos meios de cultivo das BPCV'’s, Azospirillum brasilense
estirpe Az39 e Cd e Bradyrhizobium japonicum E109, evidencia-se que essas
possuem comportamento diferenciado na producéo de fatores de crescimento vegetal,
em meio de cultivo (PERRIG et al., 2007; CASSAN et al., 2009), para isso, foi
compilado na Tabela 14, os niveis de producdo de compostos promotores de

crescimento de cada uma dessas bactérias.

Tabela 14: Producdo de compostos promotores de crescimento vegetal em meio de
cultura por parte das principais espécies de bactérias promotoras de crescimento

vegetal.
AlA GAs3 CK ABA Et Poliaminas totais
BPCV
ug mLtpg mLtpg mLtpg mbing mbtht - nmoles mL?
A. brasilense Az39t* 29 0,30 0,75 7,70 2,32 201,11
A. brasilense Az392 13,16 0,39 0,88 -- -- --
A. brasilense Cd! 10,8 0,66 2,37 0,65 3,94 141,55

B. japonicum E1092 6,62 0,95 0,65 -- - -

Fonte: tPerrig et al. (2007); 2Cassan et al. (2009); Adaptacdo: Bulegon (2018).

Nota: AlA: acido indol-acético (auxina): GAs: acido giberélico (giberelina); CK: zeatina (citocinina); ABA:
acido abscisico; Et: etileno; Poliaminas totais: somatério entre putrescina, espermidina, espermina e
percursor da L-lisina.
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Por fim, vale ressaltar que embora as BCPV sejam amplamente estudadas e
exploradas, em diversas culturas, os avancos nas pesquisas levam a descobertas que
necessitam serem estudadas para melhor entendimento. Essa condi¢cdo € semelhante
a citada para a aplicagéo foliar de BPCV que foi estudada em frutiferas (SUDHAKAR
et al., 2000; ESITKEN et al., 2006) e recentemente passou a ser explorada em
culturais anuais com efeitos de promocdo de crescimento vegetal e mitigacdo de
estresses abidtico causado pela deficiéncia hidrica, principalmente pela facilidade de
utilizacdo via pulverizagdo em area total. Todavia, vale destacar que os resultados
positivos ainda s&o inconstantes, principalmente pela falta de estudos ligados ao

modo de acéo dessas BPCV quando aplicadas via foliar.

6. CONSIDERACOES FINAIS

Considerando-se todos os aspectos apresentados e discutidos no decorrer
desta reviséo, fica evidenciado que as BPCV’s agem reduzindo os efeitos negativos
da deficiéncia hidrica em diversas espécies vegetais, através de uma série de
mecanismos, que embora nesta revisdo foram explorados de forma individualizada

para melhor entendimento, agem em de forma conjunta (Tabela 15).

Tabela 15: Resumo dos efeitos observados em plantas sobre condicao de deficiéncia
hidrica e com a utilizacdo de bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV)

atuam na mitigacéo da deficiéncia hidrica via os mecanismos exemplificados.

Déficit hidrico sem BPCV Déficit hidrico com BPCV
Promocéao de crescimento radicular e/ou sinalizagéo da seca, leva
Menor teor de agua foliar a maior &rea de absor¢céo de agua ou menores perdas de agua

provida pelo fechamento estomatico
Maior desenvolvimento vegetal, associado a uma série de fatores
Menor desenvolvimento vegetal de crescimento, como hormdnios vegetais, desenvolvimento
radicular, pigmentos foliares e sistema antioxidante
Sistema antioxidante atua de forma a evitar a formagao de ERO’s,
assim a peroxidacdo de proteinas e lipideos é reduzida.
Maiores niveis de etileno Acéo da ACC deaminase remete menor sintese de etileno.
Os fatores de crescimento produzidos pelas BCPV'’s, favorece
Menores taxas fotossintéticas  maiores taxas fotossintéticas e consequentemente o crescimento
vegetal
Devido a atividade fisioldgica e a manutencao de pigmentos
Maior efeito residual da deficiéncia clorofilados, pela protecéo exercida pelos carotenoides e o
hidrica, apds reidratacao sistema enzimatico, as plantas recuperam mais rapidamente sua
atividade

Maior degradacéo de membranas

Desta forma, as plantas apresentam uma série de respostas positivas,
principalmente na manutencdo do desenvolvimento vegetal, o que ao final do ciclo

das culturas culmina em maiores produtividade, ao se comparar com plantas controle,
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confirmando a capacidade de mitigacdo por parte destes microrganismos, que
associado aos novos estudos evidenciam novos potenciais de exploracéo, tendo as

BPCV’s crescente importancia no cenario agricola nacional e mundial
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CAPITULO IV

RESPOSTA FOTOSSINTETICA E PRODUTIVAS DA SOJA A Azospirillum
brasilense OU REGULADOR VEGETAL EM CONDICOES DE DEFICIT HIDRICO

PHOTOSYNTHETIC AND PRODUCTIVE RESPONSE OF SOYBEAN TO
Azospirillum brasilense OR PLANT REGULATOR UNDER DROUGHT
CONDITIONS



116

Resumo: objetivou-se avaliar a resposta fotossintética e a producédo de plantas de
soja em condicdo de déficit hidrico severo induzido, em relacdo a inoculacdo via
semente e aplicacdo foliar de Azospirillum brasilense e aplicacéo foliar de regulador
vegetal. Para isso utilizou-se delineamento de blocos casualizados, com cinco
tratamentos: controle irrigado (sem restricdo hidrica); controle seco (com restricdo
hidrica), inoculacdo das sementes com A. brasilense com restricdo hidrica, aplicacédo
foliar de A. brasilense com restricdo hidrica e aplicacao foliar de auxina, giberelina e
citocinina (AX+GA+CK), com restricdo hidrica. O déficit hidrico foi imposto no
florescimento pleno, sendo avaliado: a umidade gravimétrica do solo, teor relativo de
agua (TRA), a taxa assimilatéria liquida de CO2 em funcdo de densidades de fluxos
de fotons, determinando-se: taxa assimilatoria liquida de CO2 maxima (Amax),
eficiéncia quantica aparente (®) e o ponto de compensagéo luminica (I'), apds a
reidratacdo ao final do ciclo produtivo avaliou-se a produgcdo. Os resultados
evidenciaram auséncia de diferenca para os tratamentos em condi¢cdes de restricao
hidrica para o TRA. Menor Amax foi obtido no controle com déficit hidrico, bem como
maior ® e I, evidenciando que o uso foliar de A. brasilense ou regulador vegetal atua
na manutengédo do Amax, resultando em maior producéo em relacdo ao controle com
déficit hidrico, sendo ambas as variaveis correlacionadas positivamente. Conclui-se
gue a aplicacao foliar de A. brasilense e de regulador vegetal mitigam os efeitos
negativos do déficit hidrico induzido no florescimento da soja sobre Amax e minimizam

as perdas de producéo da cultura.

Palavras chaves: Glycine max L. Fotossintese. Producdo. Teor relativo de agua.

Abstract: the objective of this study was to evaluate the photosynthetic response and
the production of soybean plants under severe drought induced in relation to seed
inoculation and Azospirillum brasilense foliar spray application and foliar spray
application of plant regulator. For this it was used, a randomized block design was
used, with five treatments: irrigated control (without water restriction); inoculation of A.
brasilense seeds with drought, foliar spray application of A. brasilense with drought
and foliar spray application of auxin, gibberellin and cytokinin (AX + GA + CK), with
drought. The drought was imposed on full flowering, being evaluated: soil moisture
content, relative water content (RWC), the net assimilation rate of CO2 as a function of

different densities of photon fluxes were determined, determining: maximum net CO2
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assimilation rate (Amax), apparent quantum efficiency (®) and light compensation
point ("), after the rehydration at the end of the productive cycle, the production. The
results showed no difference in treatments for water restriction for the RCW. Under
Amax was obtained in the control with drought, as well as greater ® and I, evidencing
that the foliar spray of A. brasilense or plant regulator acts in the maintenance of the
Amax, resulting in greater production in relation to the control with drought, both being
correlated variables. In conclusion that the foliar spray application of A. brasilense and
plant regulator alleviate the negative effects of the drought induced on the flowering of
soybean on Amax and minimize the losses of crop production.

Keywords: Glycine max L. Photosynthesis. Production. Relative water content.

1. INTRODUCAO

A soja ocupa lugar de destague no cenario produtivo nacional, com producao
superior a 113,3 milhdes de toneladas (CONAB, 2019), o que coloca o Brasil como
segundo maior produtor mundial da commodity. Dentre os fatores que limitam a
produtividade da cultura destaca-se o déficit hidrico, que pode ocasionar perdas
significativas na produtividade, devido o abortamento de folhas e estruturas
reprodutivas, menor massa de graos e senescéncia acelerada (VIEIRA et al., 2013).

A cultura da soja tem demanda hidrica que varia de 450 a 800 mm durante seu
ciclo, com maior necessidade entre o florescimento e enchimento de graos (GAVA et
al., 2015; SOUZA et al., 2016). Para tolerar o déficit hidrico as plantas desenvolveram
estratégias adaptativas, que reduzem a perda de agua em condicbes de baixa
disponibilidade hidrica, sendo essas a niveis fisiolégicos, morfolégicos e estruturais
(CHAVES; OLIVEIRA, 2004a).

As adaptacdes fisioldégicas sdo de rapidas respostas e passiveis de serem
trabalhadas a curto prazo para reduzir os efeitos do déficit hidrico. Nesse sentido sdo
estudadas diferentes formas de manejo das culturas para se elevar a tolerancia a
deficiéncia hidrica, dentre as quais destaca-se o0 uso de reguladores vegetais e
bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV), dentre as quais destacam o
género Azospirillum. Dentre esse género, destaca-se a espécie A. brasilense, que é a
mais utilizada em gramineas e leguminosas, devido principalmente a capacidade de

excretar hormonios vegetais como auxina, giberelina e citocininas, dentre outros
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efeitos relacionados a promocgéo do crescimento (KUSS et al., 2007; PERRIG et al.,
2007).

De modo semelhante as BPCV influenciam vias fundamentais para elevar
potencialmente a tolerdncia a deficiéncia hidrica (NGUMBI; KLOEPPER, 2016;
VURUKONDA et al., 2016). Assim, auxiliam no desenvolvimento radicular (RAMPIM
et al., 2012), na expansao celular (RADWAN; MOHAMED; REIS, 2004), nas trocas
gasosas (FIOREZE et al., 2013; INAGAKI et al., 2015), na atividade das enzimas do
sistema antioxidante (XIA et al., 2015; BULEGON; GUIMARAES; LAURETH, 2016) e
na reducao da sintese de etileno (GLICK, 2014). Além disso minimizam a perda de
agua pelo fechamento estomatico promovido pelo ABA (COHEN; BOTTINI; PICCOLLI,
2008; COHEN et al., 2009). A utilizacdo de Azospirillum sp. minimizou os efeitos do
déficit hidrico na cultura do trigo (ARZANESH et al., 2011), bem como em plantas de
milho (RODRIGEZ-SALAZAR et al., 2009; BANO et al., 2013).

Da mesma forma que as BPCV, os reguladores vegetais exibem efeitos
positivos na reducéo dos efeitos do déficit hidrico em plantas (PERES; ZSOGON;
KERBAUY, 2009; WERNER et al., 2010; COLEBROOK et al., 2014). Nesse sentido,
0 uso de cinetina (citocinina) promoveu maior teor relativo de 4gua em plantas de soja
sob déficit hidrico (FIOREZE et al., 2013). Vieira et al. (2013), relataram que a
presenca de auxina nos tecidos vegetais auxiliou na manutencédo do status hidrico,
classificando cultivares de soja com maiores teores de auxina, em grupos tolerantes
ao déficit hidrico.

A manutencao do teor de agua nas folhas é essencial para a manutencéo da
produtividade (FIOREZE et al., 2011). Zoz et al. (2013), evidenciaram que a acéo do
sistema antioxidante, representado pelas peroxidases, € importante na superacao do
déficit hidrico. Por sua vez, Chavarria et al., (2015), evidenciou redu¢éo na capacidade
fotossintética maxima nas plantas de soja sob déficit hidrico, o que resulta em reducao
na producao da cultura (NADERI et al., 2013; FAROOQ et al., 2016).

Portanto, o uso de BPCV e reguladores vegetais auxilia a cultura da soja na
manutencdo da taxa fotossintética e status hidrico durante a ocorréncia de déficit
hidrico, minimizando as perdas de producdo da cultura através de respostas
morfologicas e fisioldgicas que modificam na planta de soja a sua capacidade de
utilizacédo da agua.

Assim, o0 presente estudo teve como objetivo avaliar as respostas

fotossintéticas e a producédo de plantas de soja em condi¢céo de déficit hidrico severo
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induzido, em relagdo a inoculacdo via semente e aplicacéo foliar com A. brasilense e

aplicacao foliar de regulador vegetal contendo auxina, giberelina e citocinina.

2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em ambiente protegido, com teto em forma de
arco, coberto com filme de polietileno difusor de baixa densidade, com 150 pm
espessura e protecao anti-UV, com laterais protegidas com tela branca de 40%
sombreamento. Durante a conducéo do experimento a temperatura média foi de 28,8
°C, umidade relativa média de 71,84% e ponto de orvalho médio de 20,8 °C, no
periodo de 12 de novembro de 2016 a 10 de marco 2017.

Foram utilizados vasos de polietileno com capacidade nominal de 12 litros, que
receberam como substrato solo proveniente do horizonte A de LATOSSOLO
VERMELHO Eutroferrico. O solo apresentava as seguintes caracteristicas quimicas:
saturacdo de bases de 62,68%, pH de 5,67, teor de matéria organica de 5,47 g dm,
teor de P de 2,07 mg dm=e K de 0,18 cmol. dm3, teor de argila, silte e areia de 578,
348,58 e 3,42 g kg, respectivamente, ndo sendo necessaria a corre¢do, com calcario.
Realizou-se fertilizagdo com 150 mg dm3 de K20 (cloreto de potassio) e 300 mg dm3
de P20s (superfosfato simples). A populacdo natural de bactérias diazotroficas,
determinada pelo método do nimero mais provavel, era de 7,5 x 10* UFC g* solo.

Foi adotado delineamento em blocos casualizados, com 5 tratamentos e cinco
repeticdes. Os tratamentos foram representados por controle irrigado (sem restricdo
hidrica); controle seco (com restricdo hidrica), inoculagdo das sementes com A.
brasilense com restricdo hidrica, aplicacdo foliar de A. brasilense com restricdo
hidrica, aplicacao foliar de auxina, giberelina e citocinina (AX+GA+CK), com restricdo
hidrica.

Para a realizacdo do experimento foram utilizadas sementes de soja cultivar
NA 5909® com habito de crescimento indeterminado, porte médio e ciclo variando de
100 a 120 dias, sendo conduzidas duas plantas por vasos. Todos os tratamentos
receberam inoculagdo com Bradyrhizobium japonicum via solo através da
pulverizacdo nas covas onde foram depositadas as sementes de 600 mL ha? de
inoculante liquido, com volume de calda de 200 L ha! contendo as semia 5079 e 5080
com concentracéo de 5x10° UFC mL™2.
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A inoculagédo das sementes com A. brasilense estirpes AbV5 + AbV6 foi
realizada na dose de 100 mL de inoculante (2x108 UFC mL™?) para cada 50 kg
sementes, as quais foram homogeneizadas e mantidas a sombra por cerca de 30
minutos.

Quando as plantas atingiram o estadio fenoldgico Ve, correspondendo a 45 dias
apos a semeadura (DAS) foi realizada a aplicacéo foliar dos tratamentos. Para isso
utilizou-se um pulverizador costal, pressurizado com CO2, dotado de uma barra de 3
m de largura com seis pontas tipo leque (Magno 11002 ADGA), presséao de trabalho
de 2,2 bar, vazédo de 200 L hat e altura de aplicacdo de 0,5 m acima do &pice das
plantas. Para o tratamento com regulador vegetal foi utilizada uma mistura entre
auxina, giberelina e citocinina na dose de 0,025 g ha' de acido 4-indol-3-ilbutirico,
0,025 g ha' de acido giberélico e 0,045 g ha? de cinetina, pelo uso do produto
comercial Stimulate®. Para a aplicacéo foliar de A. brasilense foi utilizado dose de 500
mL ha! de inoculante comercial a base de A. brasilense, estirpes AbV5 e AbV6, numa
concentragdo de 2x108 UFC mL™!

Os vasos foram irrigados, com reposicao diaria de agua. As plantas foram
constantemente monitoradas, para garantir adequado desenvolvimento, ndo sendo
realizada aplicagdo de nutrientes durante a conducédo do ensaio.

Quando as plantas alcancaram o estadio fenolégico Rz, florescimento pleno, foi
realizada a imposicao do déficit hidrico. Para isso, as plantas foram irrigadas até a
capacidade de campo e apés aquelas destinadas ao déficit hidrico, tiveram a
suspensao por completo da irrigacdo até o momento em que fotossintese liquida (A)
se aproximou de zero, correspondendo a dois dias ap0s a imposi¢ao do déficit hidrico.
Apos o término das avaliacdes os vasos foram reidratados e constantemente irrigados
até o momento da maturacao plena, onde realizou-se a colheita da soja.

A classificacé@o dos estadios do déficit hidrico severo, foi estabelecido seguindo
o critério da condutancia estomatica (gs) para plantas Cs, onde plantas hidratadas
apresentam gs = 0,2 mol H20 m? s e plantas em déficit hidrico severo apresentam
gs < 0,1 mol H20 m2 s (dados ndo apresentados) (FLEXAS et al., 2004).

A avaliacdo do teor relativo de agua (TRA) e a umidade gravimétrica do solo
antes do amanhecer e ao final da avaliacdo (aproximadamente meio dia), procedendo
a média entre ambas. Para o TRA coletou-se segmentos foliares de area conhecida,
seguindo o método de diferenca entre massa no momento, massa turgida apos 6
horas a 25 °C e massa seca ap0s 48 horas a 65 °C (SLAVIK, 1974). A umidade
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gravimétrica do solo foi determinada pela coleta e uma amostra do perfil do vaso e
determinado pelo método de diferenca de massa no momento e massa seca apos 24
horas a 105 °C.

A taxa de assimilacdo liquida de CO2 (A) em funcado dos diferentes niveis de
luz, foi determinada utilizando-se o equipamento IRGA (Infra Red Gas Analyser)
modelo LI-6400XT (Licor Inc. Lincoln, NE). As leituras foram efetuadas pela manha
entre 08h00min e 11h00min utilizando concentracdo de CO2 de 400 pmol mol?,
realizadas em folhas completamente desenvolvidas, fotossinteticamente ativas e sem
lesbes, localizadas no terco médio, nas seguintes densidades de fétons
fotossinteticamente ativos (DFFFA - Q) 0; 25; 50; 100; 200; 500; 800; 1200; 1500;
2000 e 2500 pmol m?s™,

Para calcular a eficiéncia quantica aparente (® [umol fétons / umol COz2]), foram
utilizadas as concentragées 0; 25; 50; 100 e 200 umol m2 s de fétons, ajustando-se
a equacdo linear (A =a+ ®Q), em que a e ® sao coeficientes de ajuste e Q representa
a DFFFA, sendo o valor obtido pelo inverso do coeficiente angular da reta. Na
interseccado da reta no eixo X calculou-se o valor do ponto de compensacao luminica
[ (umol m? s1)]. A curva de resposta da A em funcdo da DFFFA foi ajustada pela
funcéo hipérbole retangular (A = AmaxQ/“a” + Q), em que Amax é a taxa maxima de
fotossintese e “a” € um coeficiente de ajuste da equagao e Q representa a DFFFA, e
através da equacéao determinada a Amax obtida pela cultura da soja.

No estadio de maturacdo plena da soja, procedeu a colheita de todas as
vagens, as quais foram debulhadas e posteriormente quantificadas em balanca de
precisdo analitica para determinar a producéo por planta.

Os dados de teor relativo de agua, umidade gravimétrica do solo e producao
foram submetidos a andlise de variancia a 5% de probabilidade, e quando constada
diferencas significativas as médias foram comparadas pelo teste de Student-Newman-
Keuls (SNK), a 5% de probabilidade, ainda se procedeu a determinacéo da analise de

correlacdo de Pearson entre as variaveis avaliadas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A umidade gravimétrica do solo (Ug), foi influenciada pelos tratamentos, sendo
observado que o controle irrigado foi superior aos demais tratamentos (Figura 9). Os

tratamentos submetidos ao déficit hidrico ndo apresentaram diferencas, pois no



122

momento da imposi¢cdo do déficit hidrico as plantas apresentavam desenvolvimento
radicular semelhante, com valores médios de 9,57:1,75 g plantat, bem como actimulo
de massa seca de parte aérea com 22,15:251 g planta. Assim a agua disponivel foi
absorvida de forma semelhante, sendo a maior média do controle irrigado provida pela
reposicao diaria de agua. Corroborando com o presente trabalho verifica-se que a
umidade do solo néo foi alterada entre os tratamentos mantidos em deficiéncia hidrica
em Argissolo cultivado com espécies lenhosas (ROCHA et al., 2017) e Latossolo com
a cultura da soja (FIOREZE et al., 2011, 2013).
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Figura 9: Umidade gravimétrica do solo (Ug) apos a imposicdo do déficit hidrico
severo durante o periodo de florescimento da cultura da soja submetida a diferentes

tratamentos com bactérias promotoras de crescimento vegetal e regulador vegetal.

Nota: Barras indicam o desvio padrao da média; Letras diferentes entre si indicam diferenca significativa
pelo teste de Student-Newman-Keuls (SNK), a 5% de probabilidade.

Os resultados obtidos para o teor relativo de agua no tecido foliar seguiram o
padrdo de resposta da umidade gravimétrica do solo, onde foram observadas
diferencas significativas para o controle irrigado que apresentou maior média em
relacdo aos demais tratamentos sob restricdo hidrica. Tais tratamentos por sua vez
néo apresentaram diferencgas entre si (Figura 10).

As plantas mantidas em déficit hidrico apresentaram reducao do TRA frente ao
controle irrigado de 76,96%, 41,75%, 44,22% e 52,40% para o controle seco, A.

brasilense semente, A. brasilense foliar e AX+GA+CK, respectivamente.
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Os maiores TRA absolutos observados para as plantas inoculadas via semente,
foliar ou tratadas com regulador vegetal, podem ser explicados pelo melhor
aproveitamento da agua (DIMKPA; WEINAND; ASCH, 2009). Trabalhos envolvendo
bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV) relatam melhor aproveitamento
da &gua em plantas inoculadas em relacéo as nao inoculadas (GROVER et al., 2014,
FAN; HU; HUANG, 2015). Esses concluiram que as BPCV auxiliaram na
sobrevivéncia das plantas, pois mantiveram o TRA mais elevado. Nesse sentido,
maiores valores de TRA representam plantas com maior capacidade de adaptacdes
fisiolégicas ao ambiente, com manutencdo de intensa divisdo celular e atividade
fisiologica (NGUMBI; KLOEPPER, 2016).
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Figura 10: Teor relativo de agua (TRA) no tecido foliar apdés a imposicao do déficit
hidrico severo durante o periodo de florescimento da cultura da soja submetidas a
diferentes tratamentos com bactérias promotoras de crescimento vegetal e regulador

vegetal.

Nota: Barras indicam o desvio padréo da média; Letras diferentes entre si indicam diferenca significativa
pelo teste de Student-Newman-Keuls (SNK), a 5% de probabilidade.

As respostas do TRA também sé&o explicadas pela correlacdo positiva entre
TRA x Ug (Tabela 16). A reducdo da umidade gravimétrica do solo leva a reducao do
teor relativo de agua. A soja tem demanda hidrica durante a fase de florescimento
entre 5,6 mm dia* a 7,5 mm dia?! (PAYERO; IRMAK, 2013; GAVA et al., 2016) e de
4,1 mm dia® durante o enchimento de grdos (SOUZA et al., 2016). Embora esses

valores sejam semelhantes a plantas C4 como o milho (SANTOS et al., 2014) e cana
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de acucar (NENESES; RESENDE, 2016), a soja demanda maior abertura estomatica
para o fluxo de CO:z na fotossintese (TAIZ; ZEIGER, 2013). Desta forma, as plantas
apresentam maior taxa transpiratéria, e consequentemente menor eficiéncia no uso
da agua (LIU et al., 2005). Portanto, a manutencdo do TRA é fundamental para a
manutencdo de maiores taxas de assimilacao liquida de CO2 (Tabela 16).

Tabela 16: Correlacdo de Person entre as variaveis fotossintéticas, teor de agua e
producdo por planta (g planta) de soja submetida a inoculagédo com A. brasilense ou
com aplicacdo de reguladores vegetais, na presenca de déficit hidrico no periodo de

florescimento da cultura.

Amax ) r Producdo TRA Ug
Amax 1 -0,7251  -0,3107 10,8905 0,9781" 0,9878"
® -0,7251 1 0,2663 -0,7197 -0,7918™ -0,6310
r -0,3107 0,2663 1 -0,6972 -0,4033 -0,2254
Producéo 0,8905"  -0,7197 -0,6972 1 0,9361™ 0,8358™
TRA 0,9781" -0,7918™ -0,4033 0,9361" 1 0,9510™
Ug 0,9878" -0,6310 -0,2254 0,8358™ 0,9510" 1

*, xx kxx gignificativo pelo teste t a 1%; 5% e 10% de probabilidade, respectivamente.
Nota: Amax; taxa maxima de fotossintese; ®: eficiéncia quantica aparente; I': ponto de compensacgao

luminica; TRA: Teor relativo de dgua; Ug: umidade gravimétrica.

Ao se avaliar as curvas de respostas fotossintéticas das plantas de soja em
funcdo das diferentes densidade de fluxo de fétons fotossinteticamente ativos
(DFFFA), foi verificado que aquelas que ndo foram submetidas a restricdo hidrica
mantiveram elevadas taxas fotossintéticas, alcancando Amax de 28,08 umol m2 s,
enquanto os tratamentos mantidos em restricdo hidrica tiveram valores reduzidos. O
controle seco apresentou Amax de 4,65 umol m? s, enquanto a inoculacdo das
sementes com A. brasilense, a aplicacdo foliar de A. brasilense e AX+GA+CK
promoveram 8,45 pmol m2s?; 7,36 umol m2s?e 8,25 umol m2s, respectivamente,
correspondendo uma superioridade de 181,72%; 158,27% e 177,42% em relacdo ao
controle seco, respectivamente (Figura 11).

Quando se considera os efeitos da mitigacdo da deficiéncia hidrica, observa-se
gue a reducdo do Amax por parte do controle seco foi de 603,87% em relacdo ao
controle irrigado, por sua vez a inoculacdo das sementes com A. brasilense, a

aplicacao foliar de A. brasilense e AX+GA+CK apresentaram reducao de 332,31%,
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381,52%, 340,36% em relacdo ao controle irrigado, respectivamente, ou seja,
amenizaram os efeitos na reducao da fotossintese.

A manutencédo de maiores valores de Amax em plantas irrigadas e naquelas
tratadas com A. brasilense e regulador vegetal é reflexo dos maiores teores de agua
no tecido vegetal (Tabela 16), visto a agua ser fundamental para a manutencéo da
fotossintese (TAIZ; ZEIGER, 2013). A reducdo da Amax esta associada a limitacdo
de CO2 na camara subestomatica, causado pelo fechamento estomatico. Logo,
plantas com maior TRA conseguem manter maior difusdo do CO:2 tendo
disponibilidade de substrato para a fotossintese (CHAVES; OLIVEIRA, 2004a). A
limitacdo da fotossintese também resulta da fotoinibicdo dindmica ou protetora da
fotossintese, ou seja, uma limitacdo na transporte de elétrons no fotossistema Il, que
leva a uma reduac&o na taxa fotossintética, com efeitos de curta duragcdo (ARAUJO;
DEMINICIS, 2009).

Corroborando com o presente estudo, na cultura da soja existem relatos de
gue a restricdo hidrica reduziu a taxa fotossintética das plantas em funcdo de
diferentes niveis de DFFFA (CHAVARRIA et al., 2015). Contudo, 0s mesmos autores
citam que plantas mantidas irrigadas apresentaram Amax de 19,30 umol m2 s,
inferior ao obtido no tratamento irrigado do presente estudo.

Ao avaliar a eficiéncia quantica aparente (®) (Figura 3) foi evidenciado que a
deficiéncia hidrica reduz a eficiéncia de utilizacdo de ATP e NADPH no ciclo de Calvin.
Ghannoum (2009), relata que a elevacdo da @ representa também deficiéncia na
capacidade de uso na energia luminosa nas reacdes fotoquimicas da fotossintese. As
plantas mantidas irrigadas demandaram 17,73 mols de fétons para fixar 1 pumol de
CO2, enquanto no controle seco foram necessarios 68,49 mols de fotons, na medida
gue a inoculacdo das sementes com A. brasilense, a aplicacdo foliar de A. brasilense
e AX+GA+CK necessitavam de 50,25; 55,56 e 42,47 mols de fétons, respectivamente.

A elevacdo da ® nos tratamentos em déficit hidrico esta diretamente
relacionada com a reducdo do TRA, exemplificada pela correlacdo negativa entre
estas variaveis (Tabela 1). A elevacado da ® é consequéncia da limitacdo da entrada
de CO:2 pelo fechamento estomatico (MACHADO et al., 2013), resultando em menor
eficiéncia em fixar o COz tendo maior gasto de energia luminosa para fixar uma
molécula de CO2, em decorréncia da deficiéncia hidrica elevar a fotorrespiragao.

Da mesma forma que a eficiéncia quéantica aparente, o ponto de compensacao

luminica (") foi aumentado nas plantas do controle seco (Figura 11B) e inoculadas
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com A. brasilense nas sementes (Figuras 11C), enquanto que para as plantas que
receberam aplicacéo foliar de A. brasilense (Figura 11D) e AX+GA+CK (Figuras 11E)
houve reducdo do ponto de compensacdo luminica, em 48,11% e 45,03%,
respectivamente, quando comparada ao controle irrigado. Corroborando com os
presentes resultados foi demostrado que plantas de soja sob deficiéncia hidrica
apresentam aumento no ponto de compensacao luminica (CATUCHI et al., 2011).
Larcher (2003), relata que o aumento de I indica respiragdo vegetal, ou seja, para
superar as condi¢cdes de déficit hidrico plantas do controle seco e submetidas a
inoculagdo das sementes com A. brasilense necessitaram utilizar os fotoassimilados
acumulados, fato esse que explica as mesmas nao terem se diferenciando em
producao por planta (Figura 11).

Os resultados semelhantes obtidos entre o uso de A. brasilense e regulador
vegetal estdo relacionados devido os mesmos atuarem de forma semelhante no
vegetal. Esta bactéria possui capacidade de produzir e excretar hormonios vegetais
principalmente auxinas (KUSS et al., 2007), além de citocininas e giberelinas
(PERRIG et al., 2007), os mesmos utilizados na mistura de reguladores vegetais
aplicada via pulverizacdo foliar. Desta forma, sao relatados que incrementos nos
niveis de auxinas (PERES; ZSOGON; KERBAUY, 2009), citocinina (WERNER et al.,
2010) e giberelina (COLEBROOK et al., 2014) em plantas sob condi¢cdes de déficit

hidrico auxiliam no desenvolvimento vegetal mitigando os efeitos do estresse.
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Figura 11: Curva de resposta fotossintética para os tratamentos: controle irrigado (A);

controle seco (B); inoculacdo das sementes com A. brasilense (C); aplicacao foliar de
A. brasilense (D); aplicacéo foliar de AX+GA+CK (E) aplicados na cultura da soja

submetidas ao déficit hidrico no estadio de florescimento em fun¢éo de diferentes
niveis de luminosidade.

Nota: A: Taxa assimilatéria liquida de CO2; Q: densidade de fluxo de fétons fotossinteticamente ativo;

Amax: taxa maxima de fotossintese; ®: eficiéncia quantica aparente; I': ponto de compensacgao

luminica;
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Seguindo o comportamento das variaveis anteriores, a imposicdo do déficit
hidrico durante o florescimento da cultura da soja influenciou a producéo de gréos. A
maior média foi obtida nas plantas mantidas irrigadas, enquanto a menor média nas
plantas do controle seco, com reducdo na producao de 28,31% frente ao controle
irrigado. Contudo, o controle seco ndo se diferenciou da inoculagdo das sementes
com A. brasilense. Por sua vez, a aplicacao foliar de A. brasilense e AX+GA+CK em
condicOes de déficit hidrico, apresentaram maiores médias que o controle seco de
20,34% e 19,07%, respectivamente (Figura 12), os mesmos tratamentos nao se

diferiram da inoculagdo das sementes com A. brasilense.
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Figura 12: Producéo de gréos por plantas de soja ap6s a imposi¢cado do déficit hidrico
severo durante o periodo de florescimento da cultura submetida a diferentes

tratamentos com bactérias promotoras de crescimento vegetal e regulador vegetal.
Nota: Barras indicam o desvio padrao da média; Letras diferentes entre si indicam diferenca significativa
pelo teste de Student-Newman-Keuls (SNK), a 5% de probabilidade.

A ocorréncia do déficit hidrico no periodo de florescimento reduziu a produc¢éo
das plantas devido ao abortamento de estruturas reprodutivas, e menor
disponibilidade de fotoassimilados devido abortamento de folhas e consequentemente
menor formacdo de legumes. Nesse sentido sdo demostrados que a incidéncia de
déficit hidrico nesse periodo resultou em abortamento de flores de soja de 15% (GAVA
et al., 2016), 49% (FIOREZE et al., 2013) e 26,8% (FIOREZE et al., 2011).

As maiores producdes obtidas nos tratamentos com aplicacdo foliar de A.

brasilense ou regulador vegetal estédo relacionadas com a manutencéo da atividade
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fotossintética, com as variagdes absolutas ao teor relativo de agua (Figura 10). Estas
respostas sdo confirmadas pelas correlacdes positivas obtidas entre as variaveis
Amax x producédo, Amax x teor relativo de agua e Amax x umidade do solo (Tabela
16).

As maiores médias por parte da inoculacdo foliar de A. brasilense e da
aplicacdo de AX+GA+CK séo resultado da associacdo dos fatores produtivos e dos
estimulos hormonais que resultaram em maior Amax, dessa forma a planta
apresentou maior producdo. Confirmando essa condicdo € demostrado que plantas
de soja que continuam a realizar fotossintese em condi¢fes de restricdo hidrica
apresentam maiores produtividades (LIU et al., 2005).

Pode-se entdo relatar que a utilizacdo de A. brasilense ou regulador vegetal via
pulverizacao foliar sdo op¢des para amenizar os efeitos do déficit hidrico na cultura
da soja, auxiliando na manutencdo da assimilacdo liquida de CO2, resultando em

menores perdas na producdo por planta.

4. CONCLUSAO

A inoculacdo via semente ou foliar de A. brasilense e a aplicacdo foliar de
regulador vegetal com auxina, giberelina e citocinina, mitigam os efeitos do déficit
hidrico durante o florescimento da soja sobre a taxa de assimilacéo liquida de COx.

A inoculacao foliar de A. brasilense e a aplicacéo foliar de regulador vegetal a
base de auxina, giberelina e citocinina mitigam os efeitos do déficit hidrico sobre a

producdo da soja submetida ao déficit hidrico durante o florescimento.
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CAPITULO V

TROCAS GASOSAS E PRODUCAO DE SOJA COM Azospirillum brasilense OU
REGULADORES VEGETAIS SOB CONDIC@ES DE DEFICIT HIDRICO

GAS EXCHANGES AND SOYBEAN PRODUCTION WITH Azospirillum brasilense
OR PLANT REGULATORS UNDER DROUGHT CONDITIONS
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Resumo: o objetivou-se avaliar as respostas fotossintéticas e produtiva da cultura da
soja, quando inoculada com A. brasilense via semente e foliar e reguladores vegetais
via foliar, quando submetida a déficit hidrico severo no periodo de florescimento. Para
Isso utilizou-se cinco tratamentos representados por: controle irrigado (sem restricao
hidrica); e os demais sob restricdo hidrica sendo: controle seco, inoculacdo das
sementes com A. brasilense, aplicacdo foliar de A. brasilense, aplicacdo foliar de
auxina, giberelina e citocinina (AX+GA+CK). A imposicao do déficit hidrico ocorreu no
florescimento pleno e a reidratacdo ocorreu quando pelo menos um tratamento
apresentava assimilacdo liqguida de CO:2 préximo a zero. As avaliacbes foram
realizadas diariamente e apds a reidratacdo determinando-se: teor relativo de agua
(TRA), umidade gravimétrica do solo, assimilacéo liquida de CO2 (A), transpiracéo (E);
condutancia estomatica (gs), concentracao interna de CO:2 (Ci), eficiéncia no uso da
agua (WUE) e eficiéncia de carboxilacdo (Fc). No déficit hidrico severo avaliou-se a
fluorescéncia da clorofila, e no momento da maturacdo o nimero de vagens e graos
por vagem, massa de 100 graos e producdo. O TRA apresentou maiores valores para
AX+GA+CK e A. brasilense via sementes. Nas trocas gasosas a aplicacao foliar de A.
brasilense auxiliou na manutencéo de ‘A’e elevou ‘WUE’. Na fluorescéncia da clorofila
observou-se apenas efeito do déficit hidrico. Desta forma, a aplicacéo de A. brasilense
via foliar ou semente e AX+GA+CK amenizaram as perdas em producédo. Conclui-se
gue A. brasilense via semente ou foliar e reguladores vegetais mitigam as perdas em

producdo em funcdo da deficiéncia hidrica.

Palavras-chaves: Trocas gasosas; Fluorescéncia da clorofila a; Estresse abiéticos;
Relagdes hidricas

Abstract: the objective was to evaluate the photosynthetic and productive responses
of the soybean crop when inoculated with A. brasilense via seed and foliar spay and
plant regulators via foliar spay when submitted to severe drought in the flowering
period. For this it was used with five treatments represented by: irrigated control
(without drought); and the others under drought: dry control, inoculation of seeds with
A. brasilense, foliar spray application of A. brasilense, foliar spay application of auxin,
gibberellin and cytokinin (AX+GA+CK). Imposition of the water deficit occurred at
flowering period and rehydration occurred when at least one treatment had a net

assimilation of COz near to zero. The daily and post-rehydration evaluations consisted
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of: relative water content (RWC), soil gravimetric moisture, net assimilation of CO2 (A),
transpiration (E); stomata closure (gs), internal CO2 concentration (Ci), water use
efficiency (WUE) and carboxylation efficiency (Fc). In the severe drought the
chlorophyll fluorescence was evaluated, and in the moment of maturation the number
of pods and grains per pod, mass of 100 grains and production. The RWC presented
higher values for AX+GA+CK and A. brasilense via seeds. In the gas exchanges the
foliar spay application of A. brasilense assisted in the maintenance of ‘A" and raised
'WUE'. In the chlorophyll fluorescence, only the drought was observed. In this way, A.
brasilense via foliar spay or seed and AX+GA+CK reduced production losses. It is
concluded that A. brasilense via seed or foliar spay and plant regulators alleviate

losses in production due to drought.

Keywords: Gas exchange; Fluorescence of chlorophyll a; Abiotic stress; Water

relations

1. INTRODUCAO

A soja (Glycine max L.) é a principal oleaginosa cultivada ho mundo, com uma
producao estimada de 347,88 milhdes de toneladas (USDA, 2017), o Brasil representa
uma parte importante nesse montante, representando aproximadamente 30,75% da
producdo mundial da commodity (CONAB, 2017).

A soja é uma planta classificada como Csz, apresentando baixa eficiéncia na
utilizacdo do carbono durante o processo fotossintético, desta forma necessita manter
0s estdmatos abertos, o que favorece a perda de agua pelo processo de transpiracéo
vegetal. Devido a esta condicdo a soja apresenta uma baixa eficiéncia na utilizacao
da 4gua (TAIZ; ZEIGER, 2013).

Em estudos comparativos entre plantas de soja (Cs) e milho (Cs), € demostrado
gue as taxas fotossintéticas sdo proximas em condicbes de campo, contudo a soja
apresentava transpiragdo de 8,816 umol m2sfrente a 4,673 umol m2s?do milho, o
que resultou em uma eficiéncia no uso da agua de 3,71 mg g, 50,4% inferior a planta
C4 (YU; WANG; ZHUANG, 2004). Assim a demanda hidrica em condi¢cdes de campo
no Brasil varia entre 450 a 800 mm durante o ciclo, com maior necessidade entre o
florescimento e enchimento de grao (GAVA et al., 2015; SOUZA et al., 2016), sendo
relatado que no periodo de maior demanda hidrica necessidade de até 7,4 mm dia™.

A ocorréncia de restricdo hidrica no florescimento acarreta em reducdo na
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produtividade da cultura (FIOREZE et al.,, 2013; GAVA et al., 2015). A menor
produtividade na ocorréncia de limitacdo hidrica no florescimento, resulta do
abortamento floral e consequentemente menor formacdo de vagens, sendo
demostrado abortamento floral de 14,7%, devido ao déficit hidrico (GAVA et al., 2016),
e em estudo entre cultivares obteve-se valores entre 20% a 60% (KOKUBUN,;
SHIMADA; TAKAHASHI, 2001). Assim, sao encontrados reducdes variadas na
produtividade. Quando se considera déficit hidrico ndo letal, Sadeghipour e Abbasi
(2012), demostraram valores médios de reducdo na producdo entre 24% a 50%.

A principal forma de se elevar a tolerancia a deficiéncia hidrica em plantas, esta
na selecdo de gendtipos resistentes (NASCIMENTO et al., 2011), contudo a longo
prazo. Para respostas a curto prazo, sédo estudadas opcdes como o uso de bactérias
promotoras de crescimento vegetal (DIMKPA; WEINAND; ASCH, 2009;
VURUKONDA et al., 2016) e reguladores vegetais (FAROOQ et al., 2009).

Dentre as bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV), séo
amplamente estudados aquelas pertencentes a espécie Azospirillum brasilense, essa
bactéria produz e disponibiliza para plantas reguladores vegetais, destacando-se a
auxina, na forma de é&cido indol-acético (KUSS et al., 2007). Quando a aplicacao
ocorre via foliar o meio de cultura onde essa bactéria se desenvolve contém
reguladores vegetais (PERRIG et al.,, 2007) que interferem no desenvolvimento
vegetal. Em braquiaria sob déficit hidrico sdo demonstrados efeitos benéficos do A.
brasilense sobre a atividade antioxidante (BULEGON; GUIMARAES; LAURETH,
2016) e nas trocas gasosas (BULEGON et al., 2017a), onde a aplicacéo foliar de A.
brasilense minimizou na planta os efeitos do déficit hidrico, elevando as trocas
gasosas e auxiliando na remocéao de espécies reativas de oxigénio. Na cultura da soja,
a inoculacdo via semente com A. brasilense promoveu ganhos a cultura da soja
guando comparado a plantas nao inoculadas, em diferentes regimes hidricos
(SADEGHIPOUR; ABBASI, 2012).

Os regulares vegetais, sdo substancias sintéticas que aplicadas nos vegetais
incrementam os niveis enddégenos do hormonio e atuam no desenvolvimento vegetal.
No presente estudo foi utilizado como regulador uma mistura contendo auxina,
giberelina e citocinina. Incrementos nos niveis de auxinas (PERES; ZSOGON;
KERBAUY, 2009), citocinina (WERNER et al., 2010) e giberelina (COLEBROOK et al.,
2014) em plantas sob condi¢cdes de déficit hidrico auxiliam no desenvolvimento

vegetal. Segundo Farooq et al. (2016), estas substancias atuam a niveis celulares,
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estimulando desenvolvimento radicular, manutencédo das trocas gasosas e
incrementos na atividade antioxidante, em condices de déficit hidrico. Nesse sentido
€ demostrado que o uso de cinetina elevou o teor relativo de agua (TRA) em folhas
de soja sob deficiéncia hidrica (FIOREZE et al., 2013). Vieira et al. (2013),
demostraram que a presenca de auxina nos tecidos vegetais auxiliou na manutencao
do TRA, sendo utilizado para classificar cultivares de soja com maiores teores de
auxina, em grupos tolerantes ao déficit hidrico.

Considerando que a deficiéncia hidrica provoca perdas significativas na soja, a
aplicacao de tratamentos que a curto prazo auxiliam as plantas a tolerar a falta de
agua, amenizando perdas na producao sdo de grande importancia. O uso da BPCV
A. brasilense e dos reguladores vegetais se mostram como op¢cdes promissoras na
cultura da soja, pois agem em rotas fisioldgicas fundamentais que representam
respostas rapidas a deficiéncia hidrica.

Diante do exposto o objetivo do presente estudo foi avaliar as respostas
fotossintéticas e produtiva da cultura da soja, quando inoculada com A. brasilense via
semente e foliar e reguladores vegetais via foliar, quando submetida a déficit hidrico

severo no periodo de florescimento.
2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em ambiente protegido, do tipo teto em forma de
arco, coberto com filme de polietileno difusor de baixa densidade, com 150 pm
espessura e protecao anti-UV, com laterais protegida com tela branca de 40%
sombreamento, sendo durante a conducdo a casa de vegetacdo apresentou
temperatura média de 28,8 °C, umidade relativa média de 71,84% e ponto de orvalho
médio de 20,8 °C, no periodo de 12 de novembro de 2016 a 10 de marco 2017.

Foram utilizados vasos de polietileno com capacidade nominal de 12 litros, que
receberam como substrato solo proveniente do horizonte A de LATOSSOLO
VERMELHO Eutroferrico (SANTOS et al., 2013). O solo apresentava as seguintes
caracteristicas quimicas: saturacédo de bases de 62,68%, pH de 5,67, teor de matéria
organica de 5,47 g dm, teor de P de 2,07 mg dm=3e K de 0,18 cmolc dm, teor de
argila, silte e areia de 578, 348,58 e 3,42 g kg?, respectivamente, ndo sendo
necessaria a corregdo, com calcario. Realizou-se fertilizagdo com 150 mg dm? de K20

(cloreto de potassio) e 300 mg dm3 de P20s (superfosfato simples). A populacéo
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natural de bactérias diazotroficas, determinada pelo método do nimero mais provavel,
era de 7,5 x 10* UFC g solo.

Foi adotado um delineamento em blocos casualizados, com 5 tratamentos e
cinco repeti¢cdes, sendo conduzido em trés triplicadas: uma destinada a caracterizagao
biométrica das plantas; uma para as avaliagcdes destrutivas de umidade gravimétrica
do solo e teor relativo de agua; e por fim uma destinadas as avaliagbes de trocas
gasosas, fluorescéncia da clorofila a e ao final do ciclo componentes de producéo. Os
tratamentos foram representados por: controle irrigado (sem restricdo hidrica);
controle seco (com restri¢cdo hidrica), inoculagdo das sementes com A. brasilense com
restricdo hidrica, aplicacdo foliar de A. brasilense com restricdo hidrica, aplicacéo
foliar de auxina, giberelina e citocinina (AX+GA+CK), com restricdo hidrica.

Para a realizacdo do experimento foram utilizadas sementes de soja cultivar
NA 5909® com habito de crescimento indeterminado, porte médio e ciclo variando de
100 a 120 dias, sendo conduzidas duas plantas por vasos. Todos os tratamentos
receberam inoculagdo com Bradyrhizobium japonicum via solo através da
pulverizagdo nas covas onde foram depositadas as sementes com 600 mL ha de
inoculante liquido (padrdo comercial), contendo as semias 5079 e 5080 e
concentragdo de 5x10° UFC mL, com volume de calda de 200 L ha™.

A inoculacdo das sementes com A. brasilense estirpes AbV5 + AbV6 foi
realizada na dose de 100 mL de inoculante (padrédo comercial 2x108 UFC mL™) para
cada 50 kg sementes, as quais foram homogeneizadas e mantidas a sombra por cerca
de 30 minutos.

Quando as plantas atingiram o estadio fenologico Ve, correspondendo a 45 dias
apos a semeadura (DAS) foi realizada a aplicacao foliar dos tratamentos. Para isso,
utilizou-se um pulverizador costal, pressurizado com CO2, dotado de uma barra de 3
m de largura com seis pontas tipo leque (Magno 11002 ADGA), presséao de trabalho
de 2,2 bar, vazédo de 200 L ha' e altura de aplicacdo de 0,5 m acima do 4pice das
plantas.

Para o tratamento com regulador vegetal foi utilizada uma mistura entre auxina,
giberelina e citocinina na dose de 0,025 g ha* de Acido 4-indol-3-ilbutirico, 0,025 g ha-
1 de Acido giberélico e 0,045 g ha! de Cinetina, pelo uso do produto comercial
Stimulate®. Para a aplicacéo foliar de A. brasilense foi utilizado uma dose de 500 mL
ha! de inoculante comercial a base de Azospirillum brasilense estirpe AbV5 e AbV6

na concentragdo de 2x10% UFC mL™.
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As plantas foram constantemente monitoradas, para garantir adequado
desenvolvimento, ndo sendo realizada aplicacdo de nutrientes minerais durante a
conducdo do ensaio, para a manutencédo do status hidrico vegetal os vasos foram
irrigados diariamente, até o momento da imposi¢cao do déficit hidrico.

Quando as plantas alcancaram o estadio fenoldgico Rz, florescimento pleno, foi
realizada a imposicéo do déficit hidrico. Para isso todos os vasos foram previamente
irrigados até alcancarem a capacidade de campo. Os tratamentos destinados ao
déficit hidrico tiveram sua irrigacdo suspensa sendo mantidos em restricdo hidrica até
0 momento em que as plantas em pelo menos um tratamento alcangou taxa
fotossintética proxima a zero. A partir desse momento as plantas foram reidratadas,
sendo os vasos irrigados até alcancarem a capacidade de campo. A reidratacao foi
avaliada até o momento que as plantas recuperassem sua taxa fotossintética proxima
a condicédo inicial. Nos tratamentos sem restricdo hidrica os vasos foram irrigados
periodicamente com suprimento adequado de agua.

A classificacdo dos estadios do déficit hidrico em plantas hidratadas (antes do
déficit hidrico e apos a reidratacdo) e em déficit hidrico severo, foi estabelecida
seguindo o critério da condutancia estomatica (gs) para plantas Cz, onde plantas
hidratadas apresentam gs = 0,2 mol H20 m? s e plantas em déficit hidrico severo
apresentam gs < 0,1 mol H20 m2 s (FLEXAS et al., 2004).

Antes da imposi¢éo do déficit hidrico as plantas referentes a triplica destinada
a caracterizacao biométrica, foram seccionadas rente ao solo e adicionadas em sacos
de papel kraft. O sistema radicular foi amostrado através da limpeza em agua corrente
e posteriormente adicionados em sacos de papel kraft. A parte aérea e o sistema
radicular foram levados para secagem em estufa de circulacéo forcada de ar por 65
°C por 72 horas, e posteriormente tiveram suas massas determinadas em balanca de
precisdo, determinando a massa seca de parte aérea, massa seca de raiz e a massa
seca total de planta pelo somat6rio de ambas.

A umidade gravimétrica foi avaliada em pré-dawn durante a imposic¢ao do déficit
hidrico retirando-se uma amostra do perfil do solo contido em cada vaso, que foi
pesada no momento da coleta, depois foram levadas para secagem em estufa de
circulacao forcada de ar a 105°C, por 24 horas, sendo posteriormente pesadas o solo

Seco.
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A determinacdo do TRA foi realizada em pré-dawn durante a imposi¢cédo do
déficit hidrico coletando-se amostras foliares de 1,5 cm? as quais foram pesadas no
momento da coleta, sendo posteriormente colocadas em placas de petri com agua
destilada, e levadas para camara de germinacéao do tipo B.O.D. por seis horas a 25°C
para ocorrer a saturacdo das amostras foliares. Os discos tiveram sua superficie secas
e pesadas para obter a massa fresca turgida e posteriormente levados a estufa de
circulacao forcada de ar a 65°C até obterem peso constante, para a determinacéo da
massa seca (SLAVIK 1974).

Para a determinacgdo das trocas gasosas, previamente a imposicédo do déficit
hidrico foram identificadas duas folhas completamente desenvolvidas,
fotossinteticamente ativas e sem lesfes aparentes, localizadas no terco médio onde
procedeu-se as leituras diariamente. As leituras foram realizadas utilizando-se o
equipamento IRGA (Infra RedGasAnalyser) modelo LI-6400XT (Licor Inc. Lincoln,
NE), pela manha entre 09h00min e 11h00min utilizando teor de CO2 de 400 umol mol
1, e fluxo de fétons fotossinteticamente ativo de 1200 pmol fétons m? s,

Determinou-se a taxa de assimilacao liquida de CO2z (‘A), taxa de transpiracao
da folha (‘E’); condutancia estomética (‘gs’), concentracao interna de CO:z (‘Ci), além
das seguintes relacdes: ‘WUE’ = ‘AT'E’ e ‘Fc’ = ‘AT°Ci’ (ZHANG et al., 2001), em que
‘WUE’ corresponde a eficiéncia do uso de agua e ‘Fc’ é a eficiéncia instantanea de
carboxilacao.

No momento do déficit hidrico severo foi realizada a andlises de fluorescéncia
da clorofila através do método do pulso de saturagdo (SCHREIBER; BILGER;
NEUBAUER, 1994) em folhas no escuro, com leitura realizada durante a madrugada,
sendo obtidos os valores de fluorescéncia inicial (Fo), maxima (Fm) e eficiéncia
guantica potencial do fotossistema Il (Fv/Fm). Na presenca de radiacao solar, foi
determinada a eficiéncia quantica efetiva do PSII (®PSII), a eficiéncia maxima do PSII
(Fv’/Fm’) e o coeficiente de extingdo fotoquimico (gP).

Ao final do ciclo produtivo foram determinados o nimero de vagens por plantas,
pela contagem manual do total de vagens presente nas plantas. ApOs procedeu-se a
colheita manual de todas as vagens, e a partir da escolha aleatéria de 10 vagens
determinou-se 0 numero de grdos por vagem, em seguida as vagens foram
debulhadas e determinou-se a producéo por planta. Por fim, foi determinada a massa

de cem gréos, pela contagem de quatro amostras de 100 grdos as quais eram
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contadas, pesadas e retornavam para o total da amostra, sendo homogeneizadas
para realizar uma nova contagem, devido ao pequeno volume de graos.

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia pelo teste F e
guando significativos tiveram suas medias comparadas pelo teste de Student-
Newman-Keuls (SNK) a 5% de probabilidade de erro, com auxilio do software Sisvar.
Apés as médias foram submetidas a analise de correlacdo de Pearson, com auxilio

do programa Genes.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

No momento da imposicdo do déficit hidrico, as plantas de soja néo
apresentavam diferencas significativas (p > 0,05) entre os tratamentos para o aciimulo
de massa seca de raiz, parte aérea e total (Tabela 17).

A auséncia de diferencas no acimulo de massa seca previamente a imposi¢ao
do déficit hidrico € importante para evidenciar que as respostas obtidas ndo foram
influenciadas por diferencas impostas pelos tratamentos no desenvolvimento vegetal,
visto que plantas com maior acimulo de massa seca demandam maior quantidade de

agua, para manutencao da atividade fisiol6gica e dos 6rgaos vegetais.

Tabela 17: Caracterizacdo de plantas de soja antes da imposi¢cdo do déficit hidrico
em plantas de soja submetidas a diferentes tratamentos com bactérias promotoras de

crescimento vegetal e regulador vegetal, Marechal Candido Rondon, 2016.

MSR MSPA MStotal
Tratamentos
g planta! g planta* g plantat
Controle Irrigado 9,70+1,65 22,86:1,30 32,56+2,95
Controle Seco 10,63+1,05 24,840,098 35,47+1,93
A. brasilense semente 10,63+1,59 22,39:2,16 33,02+3,18
A. brasilense foliar 9,83:+1,08 21,35:+1,88 31,18+2,96
AX+GA+CK 8,47+155 23,25+1,63 31,73+2,31
Valores de F calculado
Tratamento 1,15 "8 1,39"s 0,99
CV (%) 16,72 9,43 10,17

"S ndo significativo pelo teste F a 5% de probabilidade; + indicam o erro padrdo da média para n = 5.

Nota: MSR: massa seca de raiz; MSPA: massa seca de parte aérea; MStotal: massa seca total.

Para a umidade gravimétrica do solo foi observado diferenca significativa,

apenas no momento do déficit hidrico severo, onde os vasos das plantas irrigadas
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apresentavam maior média, em relacdo aqueles em restricdo hidrica, ndo sendo
observadas diferencas entre os tratamentos em restricdo hidrica (Figura 13a).

O teor relativo de agua (TRA) respondeu de forma similar a umidade do solo,
onde apenas em condi¢bes de déficit hidrico severo foram observadas diferencas
significativas. Nesse momento, a maior média ocorreu no controle irrigado, com TRA
superior a 80%. Ao se considerar os tratamentos sob restricdo hidrica a menor média
foi obtida no controle seco e A. brasilense foliar com TRA de 47,78% e 49,05%,
respectivamente, ressalta-se que ambos nao diferiram estatisticamente da aplicagéo
foliar de AX+GA+CK que obteve TRA de 55,48%. Por sua vez, a inoculagdo das
sementes com A. brasilense demostrou maior valor de TRA, sendo 35,12% e 31,62%
superior a controle seco e A. brasilense foliar, respectivamente (Figura 13b). Apds a
reidratacdo as plantas recuperaram seu status hidrico foliar ndo havendo diferencas

significativas entre os tratamentos.
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Figura 13: Umidade gravimétrica do solo (a) e teor relativo de agua (b) de plantas de
soja em condicbes de déficit hidrico submetidas a diferentes tratamentos com
bactérias promotoras de crescimento vegetal e regulador vegetal, Marechal Candido
Rondon, 2016.

"S: ndo significativo; ** médias seguidas das mesmas letras mindsculas indicam auséncia de diferenca

significativa entre os tratamentos. Barras verticais indicam o erro padrdo da média para n=>5.

A auséncia de diferencas para a umidade do solo e TRA nas plantas mantidas
sobre restricdo hidrica, evidencia que independente do tratamento aplicado a cultura
da soja consume a fracdo de agua livre disponivel no solo de forma similar, em
condicdes de deficiéncia hidrica. O TRA se mostra como uma importante
caracteristica em estudos envolvendo tolerdncia a deficiéncia hidrica, contudo

isoladamente essa variavel ndo representa com exatidao a eficiéncia dos tratamentos
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em ensaios em condi¢cfes de vasos, visto que os paramentos fisioldgicos como a
assimilacao liquida de CO2 n&o responder na mesma intensidade.

A assimilagéo liquida de CO:2 (‘A’), explanou diferencas no inicio do déficit
hidrico onde o a aplicacao foliar de A. brasilense apresentou a menor média, sendo
essa inferior em 21,5% em relagdo ao controle irrigado. Na condicao de déficit severo,
a maior média foi encontrada no controle irrigado com valores de 27,57 pmol CO2 m
s, os tratamentos em déficit hidrico apresentaram reducdo de 91,18%, 94,30%,
80,70% e 96,84% para controle seco, A. brasilense na semente, A. brasilense foliar e
AX+GA+CK, respectivamente. Ao se considerar as plantas em restricdo hidrica, 0s
maiores valores de ‘A’ foram evidenciados na aplicacdo foliar de A. brasilense com
5,33 pmol CO2 m? s superando em 219,34%, 339,50% e 605,69% os tratamentos
controle seco, A. brasilense na semente e AX+GA+CK, respectivamente (Figura 14a).
ApoOs a reidratacdo das plantas, ndo foram observadas diferencas significativas entre
0s tratamentos, que recuperaram ‘A’ a valores préoximos a condicao inicial.

Corroborando com o presente, sdo evidenciados decréscimo no TRA e
elevacdo de ‘A’ em estudos comparativos entre genotipos de soja tolerantes e
suscetiveis ao déficit hidrico (HOSSAIN et al., 2014). A manutencdo da atividade
fisioldgica, esta ligada a ‘gs’ e em menor intensidade ao TRA, assim, as plantas que
mantém maior abertura estomatica, apresentam maiores taxas fotossintéticas
(FLEXAS et al., 2006a), a manutengéo de maiores valore de ‘gs’também resulta em
maior atividade da Rubisco, devido ndo haver limitacdo do substrato (FLEXAS et al.,
2006D).

A taxa transpiratéria (‘E’) e a condutancia estomatica (‘gs) demostraram
comportamento semelhante entre si. Ambas as variaveis nao apresentaram
diferencas no inicio do déficit hidrico entre os tratamentos estudados. No momento do
déficit severo maiores valores de ‘E’ e ‘gs’ foram obtidos nas plantas mantidas
irrigadas (Figura 14a e 14b). Embora, sem diferencas significativas (p > 0,05),
observa-se que a aplicacao foliar de A. brasilense promoveu em valores absolutos
maior ‘E’ e ‘gs’, esta condicdo possibilitou a obtencdo da maior taxa de assimilacao
liquida de CO2 (Figura 13a).
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Figura 14: Assimilacéo liquidada de CO:2 (a) e taxa de transpiragao foliar (b) de plantas
de soja em condi¢des de déficit hidrico submetidas a diferentes tratamentos com
bactérias promotoras de crescimento vegetal e regulador vegetal, Marechal Candido
Rondon, 2016.

"s: ndo significativo; ** médias seguidas das mesmas letras minldsculas indicam auséncia de diferenca

significativa entre os tratamentos. Barras verticais indicam o erro padrao da média para n=>5.

Quando se observa a concentracédo interna de CO2 (‘Ci’) ndo foram observadas
diferencas significativas entre os tratamentos estudados, em nenhum dos estagios de
déficit hidrico avaliados (Figura 15b).
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Figura 15: Condutancia estoméatica (a) e concentracdo interna de CO:z (b) de plantas
de soja em condicGes de déficit hidrico submetidas a diferentes tratamentos com
bactérias promotoras de crescimento vegetal e regulador vegetal, Marechal Candido
Rondon, 2016.

"s: ndo significativo; ** médias seguidas das mesmas letras minlsculas indicam auséncia de diferenca

significativa entre os tratamentos. Barras verticais indicam o erro padrdo da média para n=5.

A variacéo inicial encontrada para ‘A’ pode estar ligada a um efeito de
sinalizacdo provida pela aplicagcdo de A. brasilense. Alguns trabalhos relatam que
BPCV’s exercem um efeito de sinalizacdo (VURUKONDA et al., 2016), através da
producdo de compostos volateis, devido as diferencas de potenciais que sdo gerados
entre raiz e solo. Essa producdo de compostos volateis, resulta em sinais vegetais
gue induzem respostas fisioldgicas, que reduzem os efeitos do déficit hidrico
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(HOLOPAINEN; GERSHENZON, 2010), entre esses sinalizadores destaca-se o acido
abscisico (ABA) e as auxinas. Esta condicdo ocorreu neste trabalho, onde apds um
dia da imposic¢éo do déficit hidrico (inicio do déficit hidrico), as plantas que receberam
aplicacdo foliar de A. brasilense apresentam menores valores estatisticos de ‘A’
representando uma possivel sinalizagéo ao déficit hidrico.

Estudos com o desenvolvimento de A. brasilense em meio de cultura liquido,
observaram presenca de acido abscisico (ABA) em uma concentracédo de 0,075 g
mL?! (PERRIG et al., 2007). Em estudos com plantas de milho colonizadas com A.
brasilense foram demostrados reducéo nos niveis de estresse por deficiéncia hidrica,
devido a producao de ABA pelas bactérias (COHEN et al., 2009), os mesmo relatam
gue os niveis de auxina também auxiliam tais respostas.

Nesse sentido destaca-se que a auxina € o principal hormonio sintetizado pela
bactéria A. brasilense, sendo representado pelo 4cido indol-acetico (AlA). Trabalhos
gue estudaram a sintese de AIA em plantas com a inoculacdo com A. brasilense
demostraram essa condicdo (RADWAN; MOHAMED; REIS, 2004). Perrig et al.,
(2007), também citam que no meio de cultura onde a bactéria se desenvolve o AlA é
o horménio majoritario, alcancando concentracdo de até 10 ug mL™?, ou seja, a
aplicacéo foliar também poderia fornecer esse hormonio.

Resultados semelhantes ao presente sdo demostrados em estudos com
deficiéncia hidrica em plantas forrageiras com aplicacdo foliar no perfilhamento,
demostrou um efeito possivel de sinalizacdo, onde as plantas com A. brasilense
tiveram fechamento dos seus estdmatos com um dia de antecedéncia em relagao ao
controle, o que representou ganhos nas trocas gasosas quando o estresse hidrico
antigo o nivel severo (BULEGON et al., 2017a). Efeitos positivos sobre parametros
fisiologicos, em plantas com inoculacdo de A. brasilense cultivadas sob deficiéncia
hidrica sdo demostrados em milho (COHEN; BOTTINI; PICCOLI, 2008; BANO et al.,
2013), trigo (ARZANESH et al., 2011) e Arabidopsis thaliana (COHEN et al., 2015).

A eficiéncia no uso da agua (‘WUE’) apresentou diferencas entre os
tratamentos apenas quando as plantas se encontravam em deficiéncia hidrica severa,
nesse momento a maior média foi obtida para a aplicacao foliar de A. brasilense
(Figura 16a).
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Figura 16: Eficiéncia no uso da agua (a) e eficiéncia instantanea de carboxilacao (b)
de plantas de soja em condi¢des de déficit hidrico submetidas a diferentes tratamentos
com bactérias promotoras de crescimento vegetal e regulador vegetal, Marechal
Céandido Rondon, 2016.

"s: ndo significativo; ** médias seguidas das mesmas letras minlsculas indicam auséncia de diferenca
significativa entre os tratamentos. Barras verticais indicam o erro padrao da média para n=>5.

A eficiéncia instantanea de carboxilagdo (‘Fc) ndo apresentou diferencas
significativas entre os tratamentos no inicio do déficit hidrico e apds a reidratacdo das
plantas. No momento do déficit hidrico severo as plantas mantidas irrigadas
apresentaram maior médias de ‘Fc’. Para as plantas mantidas em restricdo hidrica
ndo foram obtidas diferencas significativas entre os tratamentos (Figura 16b). Tal

condicdo ocorre devido a reducdo de ‘A’ nas plantas sob restricdo hidrica onde
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internamente a soja possuia substrato para a realizacdo da fotossintese (Figura 15b),
mas a mesma estava limitada devido a restricao hidrica imposta.

Maiores valores de ‘WUE representam que a planta aproveitava melhor a agua,
possibilitando fixar mais CO: por unidade de &gua transpirada. A se eleva em
condi¢cOes de seca do solo, pois a planta passa a utilizar de forma mais eficiente a
agua contida nas células, devido ao fechamento estomatico que limita as perdas de
agua por transpiracdo. Essa € uma adaptacao fisiologica de rapida resposta, a fatores
estressantes do ambiente. Nesse sentido, a WUE’ é citada como parametro
importante para classificar genotipos de soja como tolerantes ao déficit hidrico
(HOSSAIN et al., 2014), sendo também utilizado para classificar genétipos tolerantes
ao déficit hidrico em cevada (THAMEUR; LACHIHEB; FERCHICHI, 2012) e
gramineas forrageiras do género Cynodon spp. (ZHOU; LAMBRIDES; FUKAI, 2013).
Em estudos realizados com U. ruziziensis foi demostrado que a aplicacao foliar de A.
brasilense (300 mL ha de inoculante padrdo comercial) durante o perfilhamento da
planta, elevou a ‘WUE’ em condi¢cdes de déficit hidrico severo em casa de vegetacao
(BULEGON et al., 2017a).

Ao se considerar os resultados de trocas gasosas obtidos para a aplicacao de
regulador vegetal, visto 0 mesmo também conter na sua composi¢ao auxina, citocinina
e giberelina, deveriam exercer efeitos semelhantes aos das BPCV. Contudo, tal
condicdo ndo ocorreu nas trocas gasosas, promovendo meédias semelhantes ao
controle seco. Xia et al. (2015), em estudos com estresse salino, relatam que a
mitigacdo dos efeitos estressantes por parte dos reguladores vegetais esté ligada ao
maior desenvolvimento vegetal, condicdo que reflete o ocorrido, visto nas plantas
tratadas com regulador vegetal também verificado amenizacdo das perdas em
producdo. Outra condigdo é que o principal horménio relacionado a deficiéncia hidrica
€ 0 ABA (TARDIEU; PARENT; SIMONNEAU, 2010), além da elevacdo da
concentracéo de etileno, que leva a queda da concentragdo de auxina, giberelina e
citocinina em condi¢des de deficiéncia hidrica (FAROOQ et al., 2016), desta forma,
mesmo o fornecimento exdgeno de reguladores vegetais, ndo foi suficiente para
auxiliar o sistema fisiol6gico vegetal.

Os resultados obtidos apds a reidratacdo as plantas evidenciam que essas
recuperaram rapidamente sua condi¢do inicial do ponto de vista fotossintético. Na
reidratacdo € caracteristico as plantas recuperarem rapidamente seu TRA, contudo

alguns estudos demostram um efeito residual do déficit hidrico que continua a limitar
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a abertura estomética, condicdo observado no presente estudo para as plantas
mantidas em restricdo hidrica, devido aos compostos sintetizados para superar a
ocorréncia da falta de agua.

A ocorréncia da deficiéncia hidrica severa n&o influenciou as variaveis
fluorescéncia minima (Fo), e maxima (Fm), maxima eficiéncia quéntica do
fotossistema (Fv/Fm), eficiéncia maxima do PSIl (Fv’/Fm’), entre os tratamentos
avaliados seja mesmo para aquele mantido irrigado (Tabela 18). A ocorréncia do
déficit hidrico severo causou variagdes significativas (p < 0,05) na eficiéncia quantica
efetiva do PSIl (®PSIl) e coeficiente de extingdo fotoquimico (gP). Para essas
variaveis a maior média foi observado para o controle irrigado, os demais tratamentos
mantidos sob restricdo hidrica ndo apresentaram variacdes significativas entre si. Os
presentes resultados estdo relacionados com a relacdo tempo e intensidade do
estresse hidrico imposto, que possivelmente ndo foi suficiente para interferir no
transporte eletrénico vegetal, corroborando com Chaves; Oliveira (2004b), que citam
gue quando a planta entra em condi¢cdes estressantes a primeira variagdo ocorre em

‘A’e ‘gs’, e a continuidade da condicéao leva a interferéncias no transporte eletrénico.

Tabela 18: Fluorescéncia da clorofila em folhas de soja em condi¢des de déficit hidrico
severo submetidas a diferentes tratamentos com bactérias promotoras de crescimento

vegetal e regulador vegetal, Marechal Candido Rondon, 2016.

Tratamentos Fo Fm Fv/Fm ®PSII Fv/Fm’ gP
Controle Irrigado 144,504500 895,2711352 0,8404+0,006 0,258:0,01 @ 0,5524003 0,476410,03 @
Controle Seco 151,264525 901,0141682 0,832:0,004 0,116:004 b 0,427:001 0,2721000 b
A. brasilense semente 149,66.517 901,27:1472 0,834+0,006 0,145:007 b 0,451:0,08 0,304+0,00 b
A. brasilense foliar  152,704+2,63 897,54+1913 0,83040,005s 0,155:0,03 b 0,473:0,05 0,329:0,05s b

AX+GA+CK 146,37+485 899,86+2039 0,837:0,004 0,138:006 b 0,442+006 0,302:0,08 b
Valores de F calculado
Tratamento 1,29M 0,046 1,19"Ms 4,66** 2,77M 4,13*
CV (%) 3,93 2,03 0,78 34,09 13,84 24,42

"s ndo significativo pelo teste F a 5% de probabilidade; ** significativo a 5% de probabilidade pelo teste
F. = indicam o erro padrdo da média para n = 5. Letras semelhante mindscula na coluna nédo diferem
entre si pelo teste de Student-Newman-Keuls (SNK), a 5% de probabilidade.

Como utilizou-se a ‘A’ e ‘gs’ como parametro para o nivel de estresse a
permanecia da planta em condi¢des estressantes ndo foram suficientes para interferir

na fluorescéncia da clorofila, condicdo semelhante a obtida em soja cultivada sob
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niveis de deficiéncia hidrica (CHAVARRIA et al., 2015). Para as variaveis ®PSll e gP,
a reducao nos valores evidenciam que a utilizacdo fotoquimica da energia luminosa
foi prejudicada apenas pela imposicéo da deficiéncia hidrica. Esses resultados séo de
acordo com os demostrados em plantas de soja (OHASHI et al., 2006). Estudos
envolvendo plantas Cs exemplificam reducdes em ®PSIl e qP com o avanco da
deficiéncia hidrica (SHANGGUAN; SHAO; DYCKMANS, 2000; SHAHENSHAH;
ISODA, 2010), relacionado a deficiéncia na dissipacdo do excesso luminoso pelos
carotenoides durante a ocorréncia da deficiéncia hidrica (MAGHSOUDI; EMAM;
ASHRAF, 2015).

A incidéncia do déficit hidrico no florescimento resultou em diferencas
significativas sobre as variaveis nimero de gréos por vagem e producéo por planta (p
< 0,05) e nao influenciou o numero de vagens por planta e a massa de 100 graos (p
> 0,05). Para o numero de graos por vagens a menor media ocorreu com a inoculagéo
das sementes com A. brasilense, diferenciando apenas do controle irrigado e da
aplicacao foliar AX+GA+CK (Tabela 19).

Tabela 19: Componentes de producao e produtividade de soja em condi¢gdes de déficit
hidrico severo submetidas a diferentes tratamentos com bactérias promotoras de

crescimento vegetal e regulador vegetal, Marechal Candido Rondon, 2016.

M100 Producéao
Tratamentos N° de vagens N° graos vagem
g (g planta™)
Controle Irrigado 62,00:5 25 2,74:013 2 14,66.131 20,84+084 @
Controle Seco 52,93410.18 2,57.012 ab 13,5442 66 14,93.078 C
A. brasilense semente 57,56:10.10 248021 b 13,68.:3.40 16,98.1.42 bC
A. brasilense foliar 58,31:7,08 2,6640,13 ab 14,3241 17,97+040 b
AX+GA+CK 54,318,090 2,72:012 @ 13,620,883 17,79:071 b
Valores de F calculado
Tratamento 1,365 3,77 2,41 7,64**
CV (%) 15,12 5,96 6,45 12,29

" ndo significativo pelo teste F a 5% de probabilidade; ** significativo a 5% de probabilidade, pelo teste
F. £ indicam o erro padrao da média para n = 5. Letras semelhante mindscula na coluna nao diferem
entre si pelo teste de Student-Newman-Keuls (SNK), a 5% de probabilidade.

Para a producdo por planta a maior média foi observado para o controle
irrigado, as médias intermediarias ocorreram nos tratamentos com aplicagéo foliar de

A. brasilense e AX+GA+CK, enquanto a menor média deu-se no controle seco, a



153

inoculacdo das sementes com A. brasilense nao diferenciou de nenhum dos
tratamentos sob restricdo hidrica. Ao se comparar os tratamentos sob restricao hidrica
com o controle irrigado, foram obtidas reducdo da producéo por planta de 28,36%,
18,52%, 13,77% e 14,63% para o controle seco, inoculagdo das sementes com A.
brasilense, aplicacdo foliar de A. brasilense e AX+GA+CK, respectivamente (Tabela
19). Quando se compara, a aplicacédo foliar de A. brasilense e AX+GA+CK com o
controle seco, esses o superaram em 20,36% e 19,15%, respectivamente, ou seja, a
aplicacao de foliar de A. brasilense e AX+GA+CK amenizou as perdas na producéo
das plantas.

Embora a aplicacédo de regulador vegetal ndo tenha influenciado pontualmente
as trocas gasosas vegetais, 0 mesmo amenizou as perdas de producédo provida pelo
déficit hidrico. Esse efeito por parte da BPCV A. brasilense se da devido aos fatores
mencionados anteriormente, que levam a planta fechar seus estdmatos de forma
antecipada, mantendo taxa de assimilacdo liquida de CO2 mais elevada na ocorréncia
da deficiéncia hidrica severa, evitando que a planta consuma reservas importantes
para sua manutencao e nao necessite abortar 6rgaos vegetais, principalmente folhas,
tendo maior disponibilidades de fontes para a formacdo de graos e posteriormente
seu enchimento. A aplicacdo de A. brasilense também promove maior capacidade de
translocacdo de fotoassimilados (DIDONET et al., 2000), o que pode explicar as
menores perdas causados por esse tratamento.

Os estudos envolvendo reguladores vegetais aplicados via foliar, contudo sem
a presenca de deficiéncia hidrica, relatam incrementos na produtividade da cultura da
soja, sendo essa condicdo relacionada principalmente aos seguintes fatores
produtivos: maior numero de no0s 0 que aumenta o numero de racemos e
consequentemente maior numero de flores e vagens (ALBRECHT et al., 2011). Nesse
sentido séo citados incrementos médios da aplicacdo de regulador vegetal via foliar
de 23%, em relacdo a plantas testemunhas (BERTOLIN et al., 2010). Por sua vez,
Moterle et al., (2008), inferiu que as condi¢cdes ambientais adversas, sdo fundamentais
para que os reguladores vegetais elevem sua eficacia, condicdo demostrada no
presente estudo.

Visto a producédo por planta ser a variavel agrondmica de maior interesse, foi
determinado o coeficiente de correlagdo entre as variaveis avaliadas e producéo.

Nesse sentido foram verificados correlacao positivas significativas para producédo e
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umidade do solo, ‘A’, ‘gs’, ‘E’, Fc’, ®PSII, Fv’/Fm’, qP e numero de vagens por planta.

Também se obteve correlacédo negativa significativa para Fm (Tabela 20).

Tabela 20: Correlagao entre trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila a no momento
do déficit hidrico severo e componentes de produ¢cdo com a producdo de plantas de
soja sob diferentes tratamentos com diferentes tratamentos com bactérias promotoras

de crescimento vegetal e regulador vegetal, Marechal Candido Rondon, 2016.

Valores de correlacdo de Pearson
Variaveis TRA us A gs E WUE Fc Ci Fo
Producdo 0,776 0,838* 0,832** 0,846** 0,829** -0,033 0,809** 0,015 -0,692
Valores de correlacdo de Pearson
Variaveis Fm  Fv/Fm ©®PSIl FV/Fm gP NVP NGV P100
Producédo -0,887* 0,703 0,928* 0,924* 0,926* 0,879* 0,688 -0,121
* e ** indicam significancia de 5% e 10% respectivamente da correlacdo de Pearson pelo teste t.

As correlagdes obtidas evidenciam que o uso da aplicacdo foliar de A.
brasilense eleva significativamente um parametro que se correlaciona diretamente
com a manutencdo da producéo por planta, a taxa de assimilacéo liquida de CO..
Nesse sentido sdo evidenciados que a manutencdo de maior atividade fisioldgica
durante o déficit hidrico eleva os componentes de producédo da soja (CATUCHI et al.,
2011). As correlacdes obtidas exemplificam que as respostas obtidas pela inoculagao
das sementes com A. brasilense e aplicacdo foliar de regulador vegetal esta
relacionado ao TRA e a fatores ndo avaliados nesse estudo, corroborando com
Fioreze et al., (2011) que citam que o TRA é fundamental na manutencao da produgéo
por planta.

Embora a WUE’ seja uma variavel de suma importancia, ndo se correlacionou
significativamente com a producéo por planta, essa condicéo pode ser explicada pois
a soja naturalmente apresenta uma eficiéncia do uso da agua baixa (YU; WANG;
ZHUANG, 2004). A auséncia de correlacdo significativa também pode ser explicada
pois apenas a aplicacdo foliar de A. brasilense resultou em elevacédo na ‘WUE’ entre
os tratamentos estudados.

Diante do exposto, considerando a fisiologia da soja o uso da aplicacao de A.
brasilense via foliar auxilia a planta de soja a tolerar o déficit hidrico minimizando a
reducdo da taxa de assimilacdo liquida de CO2z 0 que eleva a eficiéncia na utilizagéo
da agua disponivel, durante a ocorréncia da deficiéncia hidrica, amenizando as perdas

em produgé&o por planta. Por sua vez o uso da inoculagdo das sementes de soja com
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A. brasilense e a aplicacéo foliar do regulador vegetal AX+GA+CK embora né&o
influenciaram na fisiologia da soja no momento das avaliacfes, também reduzem as

perdas em producéo por planta.

4. CONCLUSAO

A aplicagéo foliar de A. brasilense interfere nas trocas gasosas da cultura da
soja em florescimento durante a ocorréncia de deficiéncia hidrica severa, enquanto a
inoculacéo das sementes com A. brasilense e a aplicagdo de reguladores vegetais
nao interferem nas trocas gasosas.

O uso da bactéria promotora de crescimento vegetal A. brasilense via foliar e a
aplicacao de reguladores vegetais mitigam as perdas em producdo causadas pela

ocorréncia da deficiéncia hidrica no periodo de florescimento da soja.
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CAPITULO VI

Azospirillum brasilense OU REGULADORES VEGETAIS NA ATIVIDADE
ENZIMATICA DE SOJA SUBMETIDA A UM CURTO E SEVERO DEFICIT HIDRICO
NO FLORESCIMENTO

Azospirillum brasilense OR PLANTS REGULATORS IN THE ENZYMATIC
ACTIVITY OF SOYBEANS SUBMITTED TO A SHORT AND SEVERE WATER
DEFICIT IN FLOWERING
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Resumo: objetivou-se avaliar a atividade antioxidante e os teores de pigmentos
foliares de soja em resposta a inoculacdo via semente ou foliar de Azospirillum
brasilense ou aplicacéo foliar de reguladores vegetais, quando induzido um déficit
hidrico répido e severo no florescimento da cultura. Para isso utilizou-se cinco
tratamentos: controle irrigado (sem restricdo hidrica); controle seco, inoculacao das
sementes com A. brasilense, aplicacdo foliar de A. brasilense, aplicacdo foliar de
auxina, giberelina e citocinina (AX+GA+CK) sob restricdo hidrica. A imposicao do
déficit hidrico ocorreu no florescimento pleno, com as avalia¢des realizadas no inicio
do déficit hidrico, em déficit hidrico severo, em déficit hidrico severo ao meio-dia e na
reidratacdo das plantas, determinando-se o conteddo de malondialdeido (MDA), teor
de peroxido de hidrogénio (H202), proteinas sollaveis, atividade da Superoxido
Dismutase (SOD), Peroxidases (POD) e Catalase (CAT) e o contetdo de clorofila total
e carotenoides. O uso de A. brasilense ou de reguladores vegetais via foliar
demonstram potencial em mitigar os efeitos do déficit hidrico, pois reduziram os niveis
de MDA ao meio-dia, além de elevar os niveis de H202, que atuam como sinalizadores
de incidéncia de estresse e elevou a atividade da POD ao amanhecer em déficit
hidrico severo. A aplicacdo foliar de A. brasilense também protegeu 0s pigmentos
fotossintéticos da degradacédo provida pela ocorréncia de deficiéncia hidrica. Portanto,
o uso de A. brasilense e reguladores vegetais, atuam amenizando os efeitos causados
pelo déficit hidrico em plantas de soja através de estimulos no sistema antioxidativo

prevenindo a peroxidacao de lipideos.

Palavras chaves: Superoxido Dismutase. Peroxidase. Catalase. Clorofila.

Carotenoides.

Abstract: objective was to evaluate the antioxidant activity and soybean leaf pigments
in response to foliar spray or seed inoculation of Azospirillum brasilense or foliar spray
application of plant regulators, when induced a fast and severe drought in the flowering
period of the crop. For this were use five treatments: irrigated control (without drought;
drought control; seed inoculation with A. brasilense; foliar spray application A.
brasilense; foliar spray application with auxin, gibberellin and cytokinin (AX+GA+CK)
with drought. The drought was imposed in full flowering, with the evaluations made at
the beginning of the drought, severe drought, severe drought at noon and rehydration
of the plants, determining the content malondialdehyde (MDA), hydrogen peroxide

content (H202), soluble proteins, activity Superoxide Dismutase (SOD), Peroxidases
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(POD) and Catalase (CAT) and total chlorophyll content and carotenoids. The use of
A. brasilense or foliar spray plant regulators demonstrates the potential to mitigate the
effects of drought, since they reduce the levels of MDA at noon, as well as raise the
levels of H202, which act as a sign of stress incidence and the POD activity at dawn in
severe drought. The foliar spray application of A. brasilense also protected the
photosynthetic pigments from the degradation provided by the occurrence of drought.
Therefore, the use of A. brasilense and plant regulators, act to soften the effects
caused by the drought in soybean plants through stimuli in the antioxidative system

preventing the lipid peroxidation.
Keywords: Superoxide Dismutase. Peroxidase. Catalase. Chlorophyll. Carotenoids.
1. INTRODUCAO

A ocorréncia da deficiéncia hidrica desencadeia nas plantas uma série de
respostas fisiologicas, bioquimicas e estruturais para minimizar os efeitos negativos
causados (CHAVES; OLIVEIRA, 2004b). Durante a deficiéncia hidrica tem-se dentre
outras, o0 aumento na formacgao de espécies reativas de oxigénio (ERO’s) devido a
sobra de oxigénio molecular (O2) na respiracdo celular, principalmente nas
mitocondrias, cloroplastos e peroxissomas (BARBOSA et al., 2014). Para superar 0s
danos causados pelas ERO’s os vegetais possuem uma série de enzimas que
compdem o sistema antioxidativo, com fungcdo de remover ERQO’s a niveis celulares
evitando a peroxidacéo de lipideos e proteinas, que ocasionam a morte celular.

No sistema antioxidativo destacam-se as enzimas Superéxido dismutase
(SOD), Peroxidases (POD) e Catalases (CAT). A SOD ¢ a primeira linha de defesa
contra ERO’s e tem como funcdo dismutar o radical anibnico superoxido (O2™) a
peroxido de hidrogénio e oxigénio molecular (H202 + 0O2), sendo que o H20:
posteriormente sera catabolisado pela acdo da POD e CAT em H20 + O2 (SHARMA
et al.,, 2012; BARBOSA et al., 2014).

Como mencionado, em condi¢des de deficiéncia hidrica tem-se aumento na
produgcao de ERO’s, assim, incremento na atividade das enzimas ligadas ao sistema
antioxidativo sdo reportados como indicadores de tolerancia a deficiéncia hidrica na
cultura da soja (ZAKIKHANI et al., 2012; ZOZ et al., 2013). Nesse sentido, busca-se,
a curto prazo, tecnologias que atuem elevando a atividade dessas enzimas, para que
a remocao de ERO’s seja maximizada e consequentemente os danos celulares

reduzidos.
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Dentre essas, destacam-se as bactérias promotoras de crescimento vegetal
(BPCV) e a aplicacdo exdégena de reguladores vegetais. Quando se considera as
BPCV, tem-se destaque os estudos com a espécie Azospirillum brasilense, sendo que
essa eleva a atividade enzimatica pela producdo de compostos volateis sinalizadores
da deficiéncia hidrica (VURUKONDA et al.,, 2016), estimulam a producdo de
horménios vegetais (KAUSHAL; WANI, 2016), ou ainda induzem a producdo de
enzimas removedoras de ERO’s (NGUMBI; KLOEPPER, 2016).

Em soja a inoculagdo das sementes ou a aplicagao foliar de A. brasilense
elevam a atividade enzimatica (ZAKIKHANI et al., 2012). Por sua vez, os reguladores
vegetais possuem acdo analoga as BPCV, sendo reportados na literatura, para as
cultura da soja e do milho, incrementos na atividade enzimatica em plantas tratadas
com essas substancias, sob condi¢bes de deficiéncia hidrica (VASCONCELOS et al.,
20009).

Neste contexto, objetivou-se avaliar a atividade antioxidante e os teores de
pigmentos foliares da soja em resposta a inoculacdo das sementes, aplicacéo foliar
com Azospirillum brasilense ou aplicacdo foliar de reguladores vegetais, quando

induzido um déficit hidrico répido e severo, no florescimento da cultura.
2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em ambiente protegido, com teto em forma de
arco, coberto com filme de polietileno difusor de baixa densidade, com 150 pm
espessura e protecdo anti-UV, com laterais protegida de tela branca 40%
sombreamento. Durante a conducdo, a casa de vegetacao apresentou temperatura
média de 28,8 °C, umidade relativa média de 71,84% e temperatura do ponto de
orvalho média de 20,8 °C, no periodo de 12 de novembro de 2016 a 10 de marco
2017.

Foram utilizados vasos de polietileno com capacidade nominal de 12 litros, que
receberam como substrato solo proveniente do horizonte A de LATOSSOLO
VERMELHO Eutréferrico. O solo apresentava as seguintes caracteristicas quimicas:
saturacéo de bases de 62,68%, pH de 5,67, teor de matéria organica de 5,47 g dm3,
teor de P de 2,07 mg dm=e K de 0,18 cmolc dm3, teor de argila, silte e areia de 578,
348,58 e 3,42 g kg, respectivamente, ndo sendo necessaria a corre¢cdo, com calcario.

Realizou-se fertilizagdo com 150 mg dm3 de K20 (cloreto de potassio) e 300 mg dm3
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de P20s (superfosfato simples). A populagdo natural de bactérias diazotroficas,
determinada pelo método do nimero mais provavel, era de 7,5 x 10* UFC g™* solo.

Foi adotado um delineamento em blocos casualizados, com cinco tratamentos
e cinco repeticoes. Os tratamentos foram representados por: controle irrigado (sem
restricdo hidrica); controle seco (com restri¢cdo hidrica), inocula¢do das sementes com
A. brasilense com restricdo hidrica, aplicacao foliar de A. brasilense com restricdo
hidrica, aplicacao foliar de auxina, giberelina e citocinina (AX+GA+CK), com restricdo
hidrica.

Para a realizacdo do experimento foram utilizadas sementes de soja cultivar
NA 5909® com habito de crescimento indeterminado, porte médio e ciclo variando de
100 a 120 dias, sendo conduzidas duas plantas por vasos. Todos os tratamentos
receberam inoculacdo com Bradyrhizobium japonicum via solo, através da
pulverizagdo nas covas onde foram depositadas as sementes, com 600 mL ha de
inoculante liquido (padrdo comercial), contendo as estirpes semia 5079 e 5080 na
concentragdo de 5x10° UFC mL™%, com volume de calda de 200 L ha™.

A inoculacdo das sementes com A. brasilense, estirpes AbV5 + AbV6, foi
realizada na dose de 100 mL de inoculante (padrédo comercial 2x108 UFC mL™) para
cada 50 kg sementes, as quais foram homogeneizadas e mantidas a sombra por cerca
de 30 minutos, procedendo-se entdo a semeadura.

Quando as plantas atingiram o estadio fenologico Ve, correspondendo a 45 dias
apos a semeadura (DAS) foi realizada a aplicacéo foliar dos tratamentos. Para isso,
utilizou-se um pulverizador costal, pressurizado com CO2, dotado de uma barra de 3
m de largura com seis pontas tipo leque (Magno 11002 ADGA), pressao de trabalho
de 2,2 bar, vazéo de 200 L ha? e altura de aplicacéo de 0,5 m acima do apice das
plantas.

Para o tratamento com reguladores vegetais foi utilizada uma mistura entre
auxina, giberelina e citocinina na dose de 0,025 g ha! de Acido 4-indol-3-ilbutirico,
0,025 g ha! de Acido giberélico e 0,045 g ha' de Cinetina, pelo uso do produto
comercial Stimulate®. Para a aplicacéo foliar de A. brasilense foi utilizado uma dose
de 500 mL ha! de inoculante comercial a base de Azospirillum brasilense estirpe AbV5
e AbV6 com concentracédo de 2x108 UFC mL™2.

As plantas foram constantemente monitoradas, para garantir adequado
desenvolvimento, ndo sendo realizada aplicacdo de nutrientes minerais em cobertura

durante a conducdo do ensaio. Para a manutencdo do status hidrico vegetal
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satisfatorio, os vasos foram irrigados diariamente, até o momento da imposi¢cdo do
déficit hidrico.

Quando as plantas alcancaram o estadio fenolégico Rz, florescimento pleno, foi
realizada a imposi¢ao do déficit hidrico. Para isso todos os vasos foram previamente
irrigados até alcancarem a capacidade de campo. Os tratamentos destinados ao
déficit hidrico tiveram sua irrigacdo suspensa sendo mantidos em restricdo hidrica até
0 momento em que as plantas, em pelo menos um tratamento, alcangou taxa
fotossintética liquida proxima a zero, sendo determinado através do monitoramento
diario com auxilio do equipamento Infrared Gas Analyser (IRGA), determinando-se
também a condutancia estomatica. A partir desse momento as plantas foram
reidratadas, sendo os vasos irrigados até alcancarem a capacidade de campo. A
reidratacdo foi avaliada até o momento que as plantas recuperaram sua taxa
fotossintética proxima a condicao inicial. No tratamento sem restri¢cdo hidrica os vasos
foram irrigados periodicamente com suprimento adequado de agua.

A classificacdo dos estadios do déficit hidrico em plantas hidratadas (antes do
déficit hidrico e apos a reidratacdo) e em déficit hidrico severo, foi estabelecida
seguindo o critério da condutancia estomatica (‘gs) para plantas Cs, onde plantas
hidratadas apresentam gs = 0,2 umol H20 m? s e plantas em déficit hidrico severo
apresentam ‘gs’< 0,1 ymol H20 m? s (dados ndo mostrados) (FLEXAS et al., 2004).

Amostra frescas de folhas de soja foram coletadas proximo ao amanhecer no
inicio do déficit hidrico, em déficit hidrico severo, e na reidratacdo, sendo realizada
também a coleta de segmentos foliares em condi¢cfes de déficit hidrico severo ao
meio-dia as quais foram armazenadas em temperatura de - 80 °C, e utilizadas de
acordo com as metodologias descritas a seguir, sendo as leituras realizadas em
espectrofotdmetro Shimadzu UV-1800.

Para determinacdo da peroxidacgédo lipidica e o concentracdo de peroxido de
hidrogénio (H203), utilizou-se 0,25 g de amostra fresca, a qual foi macerada em 4 mL
de solucdo tampéo de acido tricloroacético (TCA) a 0,1% (p/v), apds o extrato foi
centrifugado a 12.000 g durante 15 minutos a 4 °C, tendo o sobrenadante coletado.

Para a peroxidacdo lipidica, adotou-se o método do aclumulo de aldeido
malbnico (BUEGE; AUST, 1978). Para isso utilizou 0,25 mL do sobrenadante,
acrescido de 3,0 mL de solucéo de &cido tiobarbitarico (TBA) 0,5% (p/v) em TCA 20%
(p/v). Em seguida as amostras foram incubadas a 95 °C em banho maria por 30

minutos. A paralisacdo da reacdo ocorreu atraves de banho de gelo. As leituras foram
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realizadas em absorbancia de 535 nm e 600 nm, isolando-se interferentes,
determinando o complexado de cor avermelhada de baixa massa molar como o
malondialdeido (MDA), sendo utilizando o coeficiente de extingdo molar de 156 mM
cm?, e a concentracao final expressa em pmol de MDA g massa fresca™.

Para a concentracdo de peroxido de hidrogénio (H202), foi utilizado o método
baseado no lodeto de potassio (ALEXIEVA et al., 2001). Para isso utilizou-se 0,05 mL
do preparo enzimatico, acrescido de 0,950 mL de solu¢cédo tampéao fosfato 10 mM (pH
7,0) e 2 mL de solucdo de lodeto de potassio 1 M. As amostras foram mantidas em
camara escura por 1 hora e posteriormente realizada a 390 nm. A concentracao final
de H20:2foi calculada com base em curva de calibracdo de 0 a 100 pmol de H202, e a
concentracgéo final expressa em umol de H202g* massa fresca

Para determinacdo do teor de proteina sollvel e atividade das enzimas
antioxidativas utilizou-se 0,5 gramas da amostra fresca, a qual foi macerada em
solucdo tampéo fosfato de potassio 50 mM acrescentando-se polivinil pirrolidona
(PVP) e submetido a centrifugacéo a 20.000 g durante 20 min para homogeneizacéo.
A determinacao do teor de proteinas solluveis foi realizada pelo método de Bradford
(BRADFORD, 1976), em leitura em espectrofotdmetro a 595 nm.

A determinacgéo da atividade da superoxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1), foi
realizada pela capacidade da enzima em inibir a reducdo do NBT (nitroblue
tetrazolium) por radicais superoxido, com leitura a 560 nm (GIANNOPOLITIS; RIES,
1977). A reacéo foi iniciada pela iluminagédo de uma lampada de 15 W, e iluminado o
meio durante 15 minutos, a 25 °C. Uma unidade de atividade SOD (U) foi definida
como a quantidade de enzima necessaria para causar a inibicdo de 50% da taxa de
fotorreducéo (NBT), e os resultados expressos em U SOD mg de proteina.

A atividade da peroxidase (POD, EC 1.11.1.7) foi determinada a 30°C, atraves
do método do espectrofotométrico direto, baseado na oxidagdo do guaiacol
(HAMMERSCHMIDT; NUCKLES; KUC, 1982), com leituras a 470 nm durante dois
minutos, com intervalo de leitura de 15 segundos. A producdo de tetraguaicol foi
determinado pelo coeficiente de extingdo molar de 26,6 mM? cm, e expresso em
umol H202 min gt prot™.

Para a determinacdo da catalase (CAT, EC 1.11.1.6) utilizou-se o
monitoramento do decréscimo da absorbancia, determinando a varia¢cdo da absorgéo
do peroxido de hidrogénio (HAVIR; MCHALE, 1987), com leitura a 240 nm, por 80
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segundos. O consumo de H20:2foi calculado utilizando o coeficiente de extingdo molar
de 39,4 mM*cm?, expressa em pmol H202 min g* prot.

Para a determinac&o dos pigmentos foliares coletou-se segmentos foliares com
massa fresca de 0,5 g, coletados previamente ao inicio do déficit hidrico, na ocorréncia
da deficiéncia hidrica severa e na reidratacdo das plantas foram acondicionados em
frascos recobertos com papel aluminio para evitar a entrada de luz e receberam 20
mL de solucéo de acetona 80% e acondicionados sob refrigeracéo e auséncia de luz
por 72 horas. Em seguida procedeu-se a leitura em espectrofotometro Shimadzu UV-
1800, utilizando-se os seguintes comprimentos de onda: clorofila a 665 nm, clorofila b
649 nm, e posteriormente foi realizada a soma de ambas para determinacédo do
conteudo de clorofila total. O conteudo de carotenoides totais foi determinado a 480
nm (LICHTENTHALER; BUSCHMANN, 2001), sendo ambos expressos em mg g* de
matéria frescat.

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia pelo teste F e
guando significativo tiveram suas médias comparadas pelo teste de Student-Newman-

Keuls (SNK) a 5% de probabilidade de erro, com auxilio do software Sisvar.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao se observar os resultados obtidos para a peroxidacdo lipidica, via
malondialdeido (MDA) constatou-se auséncia de diferenca para as avaliacbes
realizadas no inicio do déficit hidrico, em déficit hidrico severo e na reidratacdo. Em
déficit hidrico severo ao meio-dia, observou maior concentragdo de MDA no
tratamento controle seco, superando em 64,1% o controle irrigado. Quando se
observa os demais tratamentos em deficiéncia hidrica ambos né&o diferiram do controle
irrigado, sendo que a inoculacdo de A. brasilense nas sementes, A. brasilense via
foliar e AX+GA+CK via foliar expressaram uma redugéo do MDA em 26,1%, 75,5% e
67,3%, comparado ao controle seco, respectivamente (Figura 17a).

Os maiores niveis de MDA obtidos ao meio-dia remetem a associacdo do
estresse hidrico ao alto déficit de pressdo de vapor. No controle seco as plantas
apresentaram maiores niveis de dano celular em relacdo aos demais tratamentos
estudados, evidenciando a capacidade de mitigacdo dos efeitos do déficit hidrico por
parte dos tratamentos com A. brasilense e reguladores vegetais. Nesse sentido,

estudos envolvendo cultivares de soja tolerantes e suscetiveis a seca demostram que
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as cultivares suscetiveis apresentam maiores danos celulares, representado por
elevacado do MDA (MESQUITA, 2010; SILVA, 2017).
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Figura 17: Acumulo de malondialdeido - MDA (a) e conteudo de peroxido de

hidrogénio — H202 (b) em folhas de soja, submetidas ao déficit hidrico rapido e severo
no florescimento com aplicacdo de bactérias promotoras de crescimento vegetal ou

regulador vegetal, Marechal Candido Rondon, 2016.

"S: ndo significativo; ** médias seguidas das mesmas letras mindsculas indicam auséncia de diferenca

significativa entre os tratamentos. Barras verticais indicam o erro padrao da média para n=5.

Quando se considera a concentragdo de H20: nos tecidos foliares, foi
constatado auséncia de diferenca significativa para a avaliacdo no inicio do déficit
hidrico, em déficit hidrico severo ao meio-dia e na reidratagdo das plantas. Na
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avaliacdo realizada em déficit hidrico severo, observou-se diferengas significativas
sendo a menor média obtida na inoculacdo de A. brasilense via semente em relacéo
a inoculacdo de A. brasilense e AX+GA+CK via foliar. Os tratamentos, controle
irrigado e controle seco nédo diferenciaram de nenhum dos tratamentos estudados
(Figura 17b).

O acumulo de H20: pode remeter a condi¢cdes benéficas ou indesejaveis:
podem atuam como sinalizadores da ocorréncia de estresses ou causar danos
celulares, respectivamente (MARTINDALE; HOLBROOK, 2002; BAXTER; MITTLER,;
SUZUKI, 2014; CHOUDHURY et al., 2017). Contudo, ndo se tem informagdes sobre
qual o nivel de H202 é prejudicial a planta e qual nivel atua como sinalizador
(HANCOCK; DESIKAN; NEILL, 2001). Nesse sentido, Choudhury et al. (2017), citam
gue enquanto a planta possuir energia metabdlica suficiente para remover o H20z,
essa molécula atua como sinalizadora e quando a energia metabdlica passa a ser
limitada, o H202 passa a ter agéo prejudicial sobre as células.

Assim, como os danos celulares nos tratamentos com A. brasilense via foliar e
AX+GA+CK, expressos em MDA (Figura 17a) em déficit severo ao meio dia foram
semelhantes ao do controle irrigado, a elevacdo do H202 sugere uma sinalizacao,
possivelmente ligado com a abertura e fechamento estomatico. Terzi et al. (2014),
citam que a elevacéo do nivel de H202 ocasionou fechamento estomatico no milho,
resultando em maior aproveitamento da agua disponivel no tecido vegetal. Deve-se
considerar ainda que para AX+GA+CK o incremento de H202 pode-se relacionar com
atividade da SOD (Figural8b).

O teor de proteinas soluveis ndo apresentou variacdes significativas no inicio
do déficit hidrico, em déficit hidrico severo e na reidratacao das plantas em funcéo dos
tratamentos (Figura 18a). Em déficit hidrico severo ao meio-dia, observou-se que as
plantas que receberam aplicagéo foliar de A. brasilense apresentaram média inferior
em 35,1%, em relacdo a aplicacdo de AX+GA+CK.

Autores estudando deficiéncia hidrica no feijoeiro citam que o aumento da
concentracdo de proteinas solluveis esta relacionado com o ajuste osmotico evitando
perdas excessivas de agua (SANTOS; LIMA; MORGADO, 2010). No tratamento
AX+GA+CK o aumento da concentracéo de proteinas sollveis pode estar relacionado
a minimizacao da perda de agua em condi¢des de déficit hidrico. Essa resposta pode
ser atribuida ao regulador vegetal cinetina, sendo relatado que o mesmo promove a

elevacao do potencial osmotico nas células (MEREWITZ et al., 2012).
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Figura 18: Conteldo de proteinas solluveis (a) e atividade da Superdxido Dismutase
— SOD (b) em folhas de soja, submetidas ao déficit hidrico rapido e severo no
florescimento com aplicacdo de bactérias promotoras de crescimento vegetal ou

regulador vegetal, Marechal Candido Rondon, 2016.

"S: ndo significativo; ** médias seguidas das mesmas letras mindsculas indicam auséncia de diferenca
significativa entre os tratamentos. Barras verticais indicam o erro padrao da média para n=>5.

A queda nos teores de proteinas soluveis nas folhas observados ao meio-dia
em relacdo as determinagfes realizadas ao amanhecer, exceto para AX+GA+CK,
deve-se provavelmente a ocorréncia da oxidacao das proteinas (GILL; TUTEJA, 2010;
SLAMA et al., 2015). A oxidacdo das proteinas € uma das primeiras respostas do

aparato bioquimico, devido a produgédo de ERO’s, correspondendo cerca de 68% do
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total de moléculas peroxidadas por ERO’s (RINALDUCCI; MURGIANO; ZOLLA,
2008).

A atividade da Superoxido Dismutase (SOD), néo foi alterada no inicio da
deficiéncia hidrica em fung¢édo dos tratamentos impostos. Em déficit hidrico severo,
verificou-se maior atividade da SOD para as plantas que receberam aplicacdo foliar
de AX+GA+CK, sendo 44,9%, 24,2%, 31,6% e 40,9% superior em relacdo as plantas
controle irrigado, controle seco, A. brasilense na semente e A. brasilense via foliar,
respectivamente (Figura 18b).

Embora ndo tenha apresentado diferenca significativa, em deficiéncia hidrica
severa ao meio-dia todos os tratamentos elevaram a atividade da SOD, excecéo de
AX+GA+CK, que teve sua atividade reduzida em relacao a avaliacdo ao amanhecer.
Na reidratacdo, os tratamentos nao se diferenciaram sugerindo uma estabilizacéo da
producédo de espécies reativas de oxigénio (ERO’s) (Figura 18b).

Variagdes na atividade da SOD sdo amplamente relatadas em estudos que
envolvem deficiéncia hidrica em diferentes espécies vegetais (SUN et al., 2013;
AIMAR et al., 2014; LI et al., 2015a). Essa condicéo ocorre, pois, a SOD é a enzima
responsavel por dismutar ERO’s de maior nivel de dano celular como Oz~ a H202 +
Oz, que posteriormente seré catalisado pela POD e CAT. O aumento da atividade da
SOD com aplicacdo de AX+GA+CK em deficiéncia severa pode estar relacionado a
recuperacao do estresse sofrido durante o periodo diurno em fungéo da alta demanda
evapotranspiratoria e deficiéncia hidrica no solo

Os resultados obtidos no presente estudo, corroboram com os demostrados em
soja em condi¢do de deficiéncia hidrica onde a aplicacdo de reguladores vegetais
incrementa a atividade da SOD (VASCONCELOS et al., 2009). E relatado que
incrementos no nivel de auxina auxiliam as plantas a tolerar a deficiéncia hidrica
(KHAN et al., 2007; SHI et al., 2014). Entretanto, esperava-se comportamento similar
nos tratamentos com A. brasilense, visto essa fornecer auxinas as plantas, seja por
estimulo a sintese (RADWAN; MOHAMED; REIS, 2005) ou via meio de cultura
(PERRIG et al., 2007). Todavia, segundo Igbal et al. (2011) as giberelinas tém maior
acdo sob o sistema antioxidante vegetal. Em soja submetida a estresse abidtico por
toxidez de niquel, foi verificado que a aplicacdo de giberelina estimulou a atividade
antioxidante vegetal, auxiliando a planta a tolerar a condi¢cao estressante (SAEIDI-
SAR et al., 2007).
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Para a atividade da Peroxidase (POD), foi evidenciado diferencas significativas
para todas as avaliacdes realizadas. No inicio do déficit hidrico, maior atividade da
POD deu-se com aplicacao foliar de A. brasilense, seguida da inoculacdo das
sementes com A. brasilense que superaram o controle irrigado em 38% e 22,4%,
respectivamente. Neste momento, a menor atividade da POD foi obtida na aplicagéo
foliar de AX+GA+CK com reducdo de 30,2% em relacdo ao controle irrigado. Em
deficiéncia hidrica severa, maiores meédias foram observadas no controle irrigado e na
aplicacgéo foliar de A. brasilense (Figura 3a).

No déficit hidrico severo ao meio-dia, menor atividade da POD ocorreu no
controle irrigado que nao diferenciou da AX+GA+CK, os demais tratamentos sob
restricdo hidrica apresentaram médias superiores. A aplicacdo foliar de AX+GA+CK,
demonstrou reducao de 41%, 57% e 41% comparado ao controle seco, inoculagéo
das sementes com A. brasilense e aplicacao foliar de A. brasilense, respectivamente
(Figura 19a). Na reidratacdo nenhum dos tratamentos em restricdo hidrica diferenciou-
se do controle irrigado. Todavia, o controle seco apresentou-se 43,5% inferior ao
controle irrigado e 62,2% inferior a aplicagdo de AX+GA+CK e inoculacdo das

sementes com A. brasilense.
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Figura 19: Atividade da Peroxidase -POD (a) e atividade da Catalase — CAT (b) em
folhas de soja, submetidas ao déficit hidrico rapido e severo no florescimento com
aplicacdo de bactérias promotoras de crescimento vegetal ou regulador vegetal,
Marechal Candido Rondon, 2016.

"S: ndo significativo; ** médias seguidas das mesmas letras mindsculas indicam auséncia de diferenca
significativa entre os tratamentos. Barras verticais indicam o erro padrao da média para n=>5.

A atividade da Catalase (CAT) no inicio do déficit hidrico e no déficit hidrico
severo néo apresentavam variagdes significativas entre os tratamentos estudados. Na
deficiéncia hidrica severa ao meio-dia, ambos os controles: seco e irrigado, elevaram
a atividade da CAT, enquanto, o uso de A. brasilense ou regulador vegetal,

demonstraram elevacdo em menor proporcdo. Nesse momento, o controle seco
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superou em 65%, 66% e 61,9% a inoculacdo das sementes com A. brasilense,
aplicacao foliar de A. brasilense e aplicacdo de AX+GA+CK, respectivamente (Figura
19b). Na reidratacdo, o controle irrigado continuou apresentando maior meédia,
contudo semelhante a ambos os tratamentos que receberam A. brasilense. Dentre 0s
tratamentos que foram mantidos em restricdo hidrica ndo observou-se diferencas
estatisticas, sendo as variacdes apenas absolutas, onde o controle seco e aplicacéo
de AX+GA+CK apresentaram menores atividades da CAT.

A maior atividade da POD em relacdo a CAT em todos os dias de avaliacao
deve-se a geragdo espontanea de H202, que n&o depende exclusivamente da
atividade da SOD (BARBOSA et al., 2014). A maior atividade da POD em soja indica
maior tolerancia a deficiéncia hidrica, sendo citado que cultivares com menor atividade
da POD em deficiéncia hidrica severa, correspondem a plantas com menor resisténcia
a deficiéncia hidrica (ZOZ et al., 2013).

A maior atividade da CAT obtida na deficiéncia ao meio-dia trata-se de uma
condicao natural da planta, a CAT atua de forma mais eficiente que a POD na remocao
de ERO’s, além de atuar a niveis de peroxissomos, onde a peroxidacao lipidica € mais
danosa (GILL; TUTEJA, 2010; SHARMA et al., 2012). A elevagéo da CAT no controle
irrigado € de dificil explicacdo, podendo representar que plantas de soja hidratadas
necessitam utilizar a CAT de forma mais eficiente para remover ERO’s geradas
durante o dia devido ao elevado déficit de pressao de vapor, remetendo a menor
peroxidacdo lipidica (Figura 17a). Os resultados por parte do uso de A. brasilense
durante a reidratacao confirmam a condi¢c&o observada na POD, onde o uso de BPCV
trazem resultados positivos para a cultura da soja submetida a deficiéncia hidrica. O
presente resultado corrobora o obtido em soja com tratamentos semelhantes onde o
uso de A. brasilense elevada a CAT (ZAKIKHANI et al., 2012).

Vérios trabalhos envolvendo BPCV relatam incrementos no sistema enzimatico
de remocdo de ERO’s em plantas quando cultivado em condicbes de deficiéncia
hidrica (RODRIGEZ-SALAZAR et al., 2009; BANO et al., 2013; COHEN et al., 2015).
Vurukonda et al. (2016), em sua revisao relata que o incremento da atividade das
enzimas antioxidativas representa tolerédncia a deficiéncia hidrica, sendo essa
condicao ligada a compostos volateis que sinalizam a ocorréncia do estresse hidrico.
Kaushal e Wani (2016), também relatam maior capacidade de agcdo do sistema
antioxidativo quando as plantas sao tratadas com BPCV, sendo que 0os mesmos

atribuem essa condicdo aos hormonios vegetais que essas bactérias produzem e/ou
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estimulam nas plantas. Por sua vez, Ngumbi e Kloepper (2016), citam que essa
condicao ocorre pela maior produgao de enzimas removedoras de ERQO’s, mas que
varios fatores ainda devem ser elucidados para o melhor entendimento dos estimulos
no sistema antioxidativo.

Assim, pode-se inferir que a aplicagcéo de A. brasilense via foliar ou via semente,
bem como a aplicacdo de regulador vegetal auxiliam na tolerancia da deficiéncia
hidrica seja durante sua ocorréncia com destaque para o uso da BPCV ou na
recuperacao das plantas no momento da reidratagao.

Ao se observar os pigmentos fotossintéticos clorofila total e carotenoides totais,
ambos apresentaram comportamento semelhante. Para as avaliaces realizadas no
inicio do déficit hidrico e no déficit hidrico severo ndo foram observadas diferencas
entre os tratamentos para o contetdo de clorofila total (Figura 20a) e o contetdo de
carotenoides totais (Figura 20b).

Quando se analisou o0 teor de pigmentos na reidratacdo, em ambos os
parametros avaliados a maior média foi obtida no controle irrigado, superando 0s
tratamentos mantidos em restricdo hidrica, com excecdo da aplicagédo foliar de A.
brasilense, sendo que o controle irrigado apresentou conteudo de clorofila total de
26,1% e de carotenoides total de 34,25% superior a média entre os tratamentos sob
deficiéncia hidrica. Para os tratamentos mantidos em deficiéncia hidrica ndo foram
observadas diferencas significativas entre os tratamentos estudados.

A degradacdo de pigmentos fotossintéticos em plantas sobre condicdo de
deficiéncia hidrica ocorre pela produgao de ERO’s associado a foto-inibicdo, somado
a reducao da divisao celular e inibicdo da biossintese de novas moléculas (STREIT et
al., 2005; ANJUM et al., 2015). Nesse sentido, genoétipos com maior tolerancia a
deficiéncia hidrica apresentam menor degradacéao das clorofila (WERNER et al., 2010;
JIN et al.,, 2015). Estudos envolvendo cultivares de cana-de-agucar classificaram
aqueles com menor degradacdo dos pigmentos fotossintéticos clorofila e
carotenoides, apos ocorréncia da deficiéncia hidrica, com maior tolerancia ao estresse
hidrico (SILVA et al., 2014).
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Figura 20: Conteudo clorofila total (a) e de carotenoides total (b) em folhas de soja,
submetidas ao déficit hidrico rapido e severo no florescimento com aplicacdo de
bactérias promotoras de crescimento vegetal ou regulador vegetal, Marechal Candido
Rondon, 2016.

"S: ndo significativo; ** médias seguidas das mesmas letras minisculas indicam auséncia de diferenca
significativa entre os tratamentos. Barras verticais indicam o erro padrdo da média para n=>5.

Os resultados obtidos no presente estudo em condi¢gdes de estresse hidrico, se
assemelham com os demostrado em soja cultivada sob niveis de potencial agua no
solo (CHAVARRIA et al., 2015). A menor degradacao de clorofila total no momento da
reidratacdo obtida na aplicacdo foliar de A. brasilense pode ser associada aos efeitos
do A. brasilense nas moléculas de clorofilas, sendo conhecido e destacado trés efeitos

diretos nas clorofilas: estimulos na producdo de moléculas de clorofilas em plantas
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(BASHAN et al., 2006), degradacéo retardada das moléculas de clorofilas pelo efeito
“stay green” (QUADROS et al., 2014) , além da protecdo de degradacdo dos
pigmentos ligada a reducéo da sintese de etileno (GLICK, 2014).

A elevacgéo do teor de carotenoides € benéfica para a planta, pois, auxilia na
manutencdo das clorofilas sequestrando oxigénio singlet (O2), além de atuar na
dissipacdo do excesso de energia luminosa, que associados a deficiéncia hidrica
elevam a degradacao de clorofila (GILL; TUTEJA, 2010). Outra condi¢cdo, para os
maiores valores obtidos de clorofilas pode estar ligada ao aumento da atividade
enzimatica reduzindo os efeitos da peroxidagdo das moléculas, devido a POD atuar
de forma mais efetiva nos cloroplastos (HUSEYNOVA, 2012).

Em estudos proximo ao presente, com Urochloa ruziziensis foi evidenciado que
a aplicacao foliar de A. brasilense incrementou os niveis de clorofila a e b em
condi¢des de deficiéncia hidrica (BULEGON; GUIMARAES; LAURETH, 2016), sendo
gue os autores atribuiram essa resposta ao aumento no teor de carotenoides, fato
esse que também ocorreu no presente estudo. Jin et al. (2015), relatam que a
deficiéncia hidrica inibe a sintese de clorofila, bem como em deficiéncia severa a
mesma foi degradada. Os mesmos autores concluiram que plantas com maior teor de
clorofila na reidratacéo, remete a plantas com maior capacidade de recuperagao do
aparato fotossintético.

Embora, os efeitos do A. brasilense ou dos reguladores vegetais ndo foram
demostrados claramente em relacéo a atividade enziméatica, fica evidenciado sua acao
na mitigacdo de danos celulares (Figura 17a), efeito de sinalizacdo por parte da
producao de H20:2 (Figura 17b), bem como a prote¢céo de degradacgao de clorofila e
carotenoides (Figura 20a e 20b), ambos ligados a atividade do sistema enzimatico. As
plantas tratadas com A. brasilense ou regulador vegetal promoveram menores perdas
em producéo final, quando comparado ao controle irrigado (dados ndo mostrados),
sendo observado perdas de 27,1% para o controle seco, enquanto a inoculagéo das
sementes com A. brasilense, aplicacéo foliar de A. brasilense e aplicacao foliar de
AX+GA+CK apresentaram perdas de 18,5%, 13,77% e 14,63%, respectivamente,
comparado ao controle irrigado, ou seja, todos os tratamentos amenizaram os efeitos
da deficiéncia hidrica reduzindo a peroxidacdo lipidica através de sinalizacdes e
estimulos ao sistema antioxidativo, com maior destaque para a aplicacao foliar de A.

brasilense e a mistura de reguladores vegetais auxina, giberelina e citocinina.
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O uso de bactérias promotoras de crescimento vegetal aplicada via foliar ou de
reguladores vegetais apresentam potencial em amenizar na planta de soja os efeitos
negativos causados pelas espécies reativas de oxigénio em consequéncia de um
déficit hidrico rapido e severo no florescimento. Contudo, novos estudos devem ser
realizados para evidenciar claramente a rota metabdlica que esses tratamentos

atuam.

4. CONCLUSAO

O uso de A. brasilense ou reguladores vegetais via foliar reduzem os efeitos
oxidativos proveniente da incidéncia de déficit hidrico em plantas de soja, minimizando
a peroxidacéao de lipideos.

O uso da inoculacdo foliar de A. brasilense auxilia na manutencdo dos

pigmentos fotossintéticos em folhas de soja ap6s a ocorréncia da deficiéncia hidrica.
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CONSIDERACOES FINAIS

O uso de herbicidas foi uma condi¢cdo que garantiu o avango da agricultura e
atualmente se mostra como um fator de fundamental importancia dentro dos sistemas
produtivos, devido a possibilidade de controle das plantas daninhas em diferentes
fases vegetais, de forma rapida e com maior rendimento operacional. Todavia, 0s
herbicidas, por atuarem em rotas fisiolégicas e bioquimicas essenciais para
crescimento e desenvolvimento vegetal, podem, mesmo quando seletivos, causar
injurias as culturas de interesse, devido a intoxicacdo das plantas.

Os herbicidas inibidores da biossintese dos carotenoides sdo importantes em
culturas como o milho, pois controlam plantas daninhas da familia Poaceae. A
seletividade desses herbicidas a cultura do milho deve-se a inativacdo da molécula
herbicida ou compartimentalizacdo da mesma no vacuolo. Todavia, alguns efeitos da
intoxicacdo sao observados principalmente durante o desenvolvimento inicial da
cultura do milho, como evidenciados na presente tese.

Quando a aplicacdo do mesotriona no milho foi realizada observou-se
intoxicacoes das folhas novas. Em consequéncia da intoxica¢do detectou-se reducao
da assimilagéo liquida de CO2, condutancia estoméatica e da taxa de transpiracdo. Em
consequéncia dessas reducdes constatou-se menor taxa de fotossintese maxima,
guando se elevou a densidade de fluxo e fétons fotossinteticamente ativos em plantas
de milho tratadas com mesotriona.

Tais repostas devem-se ao fato que a intoxicagao leva a reducao da sintese de
carotenoides nas folhas novas e consequentemente a fotooxidacdo da clorofila. A
menor sintese de clorofila nessas folhas reduz o potencial fotossintético quando
comparado a folhas sadias, o que é confirmado pela elevacdo dos parametros
relacionados a fluorescéncia da clorofila a. Em resposta as variagbes das trocas
gasosas, a planta eleva a atividade das enzimas do sistema oxidativo para a remogao
das espécies reativas de oxigénio, para que os danos celulares sejam minimizados.
Tais efeitos ocorreram na planta de milho um dia apds a aplicacdo (DAA) do
mesotriona e permaneceram até os 7 DAA, sendo eliminados aos 14 DAA, nédo
comprometendo a produtividade final da cultura.

Vistos os efeitos da intoxicacdo de mesotriona no desenvolvimento inicial da

cultura do milho, os tratamentos utilizados neste estudo inoculacdo de Azospirillum
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brasilense via semente ou via foliar e aplicagéo foliar de regulador vegetal ndo foram
eficientes e tampouco resultaram em aumento na produtividade da cultura do milho.

Entretanto, reduzir os efeitos da intoxicacdo € desejavel, sendo que novos
estudos devem ser desenvolvidos com as bactérias promotoras de crescimento
vegetal e os reguladores vegetais, pois 0s mesmos podem mitigar tais efeitos, como
explanado no decorrer da presente tese por outros autores em herbicidas com
diferentes mecanismos de acdo. Neste contexto, novas formas de aplicacdo das
bactérias promotoras de crescimento vegetal e dos reguladores podem ser estudadas.
Dentre essas podem se destacar a aplicacdo de forma antecipada ou posterior a
aplicacdo do mesotriona, ou mesmo combinando ambos para que os efeitos de
mitigacao sejam maximizados.

Todavia, quando se considera os efeitos do déficit hidrico na cultura da soja os
tratamentos com a inoculacao de A. brasilense e aplicacao foliar de regulador vegetal
contendo auxina, citocininas e giberelinas, se mostraram eficientes em promover a
mitigacao dos danos decorrentes da deficiéncia hidrica.

A ocorréncia de deficiéncia hidrica € um dos principais problemas enfrentados
na agricultura comercial, principalmente em regides onde os cultivos majoritariamente
dependem das precipitacdes pluviométricas para o suprimento da agua necessaria
para o crescimento e desenvolvimento vegetal.

O déficit hidrico causa uma série de respostas vegetais que refletem em menor
crescimento e desenvolvimento. Entre esses, destaca-se o fechamento estomatico,
gue reduz a taxa de assimilacdo liquida de CO2 e menor sintese de fotoassimilados,
demandando a utilizacdo de assimilados acumulados previamente a ocorréncia do
estresse. Ainda, tem-se 0 aumento na geracao de espécies reativas de oxigénio e da
peroxidacdo lipidica, necessitando maior atividade do sistema antioxidante e
conseguentemente maior gasto energético. Todavia, como mencionado, durante a
incidéncia do estresse hidrico a producdo de compostos energéticos € reduzida,
sendo necessario a utilizacdo de compostos previamente produzidos e acumulados,
0 que culmina no abortamento de O6rgaos vegetais, que inicia-se pelas folha mais
velhas, ou seja, do terco inferior, e da continuidade do estresse por maiores periodos
ocorre abortamento de estruturas reprodutivas.

O uso de técnicas como a inoculacdo de A. brasilense maximiza uma série de
respostas nas plantas que mitigam os efeitos da deficiéncia hidrica. Pode-se citar a

producdo de hormdnios vegetais, promocao de crescimento radicular, incremento na
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atividade antioxidante e aumento da atividade da enzima ACC deaminase, além de
favorecer menor perda de agua pelo fechamento estoméatico e menor degradacao das
moléculas de clorofila. Como grande parte desses efeitos sdo ligados aos hormaonios
vegetais excretados pelas bactérias, os reguladores vegetais exercem efeitos
semelhantes na fisiologia e bioquimica vegetal, resultando na mitigacdo dos efeitos
advindos da deficiéncia hidrica.

Na presente tese uma série de respostas positivas por parte da bactéria
promotora de crescimento vegetal A. brasilense e dos reguladores vegetais foram
apresentadas, o0 que resultou em mitigacdo nas perdas em producao por planta ao
final do ciclo produtivo da soja, sendo essa a variavel de principal importancia, quando
considera-se o cultivo em condi¢cdes de campo.

As tecnologias empregadas como tratamentos foram capazes de mitigar 0s
danos nas trocas gasosas da soja, tanto em condi¢des de luminosidade ambiente,
como em condi¢cdes de fornecimento artificial de diferentes densidades de fluxo de
fétons fotossinteticamente ativos, o que levou as plantas inoculadas com A. brasilense
ou pulverizadas com regulador vegetal apresentarem maiores taxas fotossintéticas
maximas e maior capacidade de utilizacdo da energia luminosa disponivel. Essa
condicao, esta diretamente ligada a maior eficiéncia no uso da dgua apresentada por
parte das plantas que inoculadas com A. brasilense ou pulverizadas com regulador
vegetal.

Ainda pode-se relacionar tais efeitos ao aumento da atividade das enzimas do
sistema antioxidante vegetal em func&o dos tratamentos, que resultaram em reducéo
da peroxidacéo de lipideos possibilitando a manutencdo das atividades fisioldgicas
das plantas.

Destaca-se também uma possivel sinalizacdo por parte dos tratamentos, que
elevaram o teor de peroxido de hidrogénio nos tecidos vegetais. Tal, elevacéo
representa um efeito de sinalizacdo e que a enzima Superoxido dismutase esta sendo
eficaz em dismutar as espécies reativas de maior grau oxidativo.

A presente tese foi eficiente em evidenciar varias respostas positivas em
relacdo aos tratamentos com A. brasilense e regulador vegetal contendo auxina,
citocininas e giberelina e deixa em aberto uma série de possibilidades de estudos
futuros relacionados ao tema. Pode-se citar estudos como a associacdo entre
bactérias promotoras e reguladores vegetais; aplicacdo dos mesmos e imposicao da

deficiéncia hidrica em diferentes fases do desenvolvimento vegetal, avaliacdo de
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outras variaveis como teor de dsmolitos, prolina e horménios nos tecidos vegetais; e
principalmente a realizacdo de ensaios em condi¢cdes de campo, para avaliar se as
respostas verificadas em casa de vegetacao se confirmam em condi¢cdes de campo.

Destaca-se entdao que todos os tratamentos testados foram capazes de mitigar
as perdas em producao por planta, entretanto, as aplicagGes foliares de regulador
vegetal ou de A. brasilense no estadio Vs da soja, tiveram maior destaque em mitigar
os efeitos da deficiéncia hidrica, pois elevaram varios parametros citados
anteriormente.

Em resumo pode-se relatar que o uso da bactéria promotora de crescimento
vegetal A. brasilense ou de regulador vegetal composto por auxina, giberelina e
citocinina, ndo sado eficazes em mitigar os danos provenientes da intoxicacdo do
herbicida inibidor da sintese de carotenoide mesotriona durante o desenvolvimento
inicial da cultura do milho bem como néo incrementam a produtividade da cultura.
Todavia, quando os mesmos sao aplicados em plantas de soja, mitigam os danos
provenientes da deficiéncia hidrica, com maior destaque quando aplicados via foliar

no estadio Ve da soja.
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Anexo 1: Temperatura e umidade do ar internas a casa de vegetacdo durante a

conducdo do experimento em Marechal Candido Rondon - PR (a) e Temperatura,

precipitacdo e umidade do ar em condicdes de campo (b) em Marechal Candido
Rondon e Entre Rios do Oeste, 2016/2017.
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Anexo 2: Temperatura, ponto de orvalho e umidade relativa do ar interno na casa de

vegetacdo na fase de imposicao do déficit hidrico e avaliacdes.
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Anexo 3: Trocas gasosas diarias avaliadas em plantas de soja apds a imposicao
do déficit hidrico.
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Anexo 4: Curva de calibracdo elaborada e utilizada para determinacdo do teor

de peréxido de hidrogénio (H202) em folhas de soja submetidas a deficiéncia

hidrica.
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Anexo 5: Curva de calibracdo elaborada e utilizada para determinacdo do teor

de proteinas soltveis em folhas de soja submetidas a deficiéncia hidrica.
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Anexo 6: Visdo geral das plantas ap6s a imposicdo da deficiéncia hidrica no

florescimento pleno da soja.
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Anexo 7: Comparacgdo entre as plantas ausentes de deficiéncia hidrica e com

presenca de deficiéncia hidrica no florescimento pleno da soja.



