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DE PAULA, Gabriel Ferreira. Rizobactérias e protecdo de plantas ao
estresse hidrico. 2021. Dissertacdo de mestrado em agronomia -
Universidade estadual do norte do parand, campus Luiz Meneghel,
Bandeirantes, 2021.

RESUMO

Diferentes condi¢Bes climéticas levam ao acumulo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) nas plantas, como a seca por exemplo, induzindo estresse
oxidativo, podendo gerar sérios danos as organelas, assim como a morte
vegetal. Rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCPs) séo
microrganismos que atuam na rizosfera da planta fornecendo suporte ao seu
desenvolvimento de forma direta e indireta, aléem de induzir respostas
fisiologicas, como a ativacdo do sistema de defesa antioxidante vegetal. Dessa
forma, o objetivo do trabalho foi avaliar 4 cepas de RPCPs em relacdo a sua
capacidade em mitigar o0 estresse oxidativo gerado pelo estresse hidrico em
plantas de Soja. Foram quantificadas as atividades de superoxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), guaiacol peroxidase (GPX), teor de malondialdeido
(MDA), clorofila A e B e contetdo de agua nas folhas (CAF) de plantas de soja
hidratadas, em estresse hidrico severo e reidratadas, cultivadas em condicao
de casa de vegetacdo. Os resultados apontam que as plantas inoculadas com
RPCPs, apresentaram aumento na atividade de enzimas antioxidantes, nos
teores de clorofila A e B, e mantendo o conteudo relativo de agua nas folhas,
comparado ao controle, indicando protecdo contra o estresse hidrico. Dessa
forma, pode-se concluir que a utilizacdo dos isolados de RPCPs analisados no
presente trabalho, pode ser uma alternativa sustentavel para aliviar o estresse

oxidativo gerado pelo déficit hidrico.

Palavras-chave: Rizobactérias Promotoras de Crescimento de Plantas;

Espécies Reativas de Oxigénio; Enzimas Antioxidantes; Seca;



DE PAULA, Gabriel Ferreira. Rhizobacteria and Plant Protection to
Drought Stress. 2021. Master Dissertation in Agronomy — State University
of Northern Paran&, Campus Luiz Meneghel, Bandeirantes, 2021.

ABSTRACT

Different extreme climatic conditions lead to the accumulation of Reactive
Oxygen Species (ROS) in plants, such as drought, inducing oxidative stress,
which can cause serious damage to organelles, as well as plant death. Plant
growth promoting rhizobacteria (PGPR) are microorganisms that act in plant’s
rhizosphere providing support for its development in a direct and indirect way, in
addition to inducing physiological responses, such as the activation of the plant
antioxidant defense system. Thus, the objective of the work was to evaluate 4
strains of PGPR in view of their ability to mitigate the oxidative stress generated
by drought in soybean plants. The activities of superoxide dismutase (SOD),
catalase (CAT), guaiacol peroxidase (GPX), malondialdehyde (MDA),
chlorophyll A and B, and leaf water content of plants in normal water condition,
under moderate drought stress, severe drought stress and post-stress
rehydration situation, grown under greenhouse conditions, were quantified. The
results indicate that plants inoculated with PGPR showed an increase in the
activity of antioxidant enzymes, levels of chlorophyll A and B and leaf water
content, in addition to a reduction in MDA levels compared to the control,
indicating less lipid peroxidation. In this sense, it can be conclude that the use
of isolates of PGPR analyzed in this work, can be a sustainable alternative to

alleviate the oxidative stress induced by the water deficit.

Keywords: Plant Growth Promoting Rhizobacteria; Antioxidant Enzymes;

Reactive Oxygen Species; Drought



1 INTRODUCAO

O surgimento de condi¢Bes aerdbicas forneceu aos organismos a
oportunidade de utilizar o oxigénio como aceptor de elétrons, enquanto
aproveitam as suas propriedades reativas para seu metabolismo e sinalizacao.
Dessa forma, € inevitdvel que a evolugdo em um ambiente oxigenado
necessitaria de uma integracdo dos processos oxidativos com a deteccéo e
sinalizacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) em seu desenvolvimento
(HUANG et al., 2019).

O oxigénio molecular em seu estado normal € ndo reativo porém, a
exposicdo a condicbes adversas, pode induzir a producdo de EROs, como
superoxido (O,7), peréxido de hidrogénio (H,0,), radicais hidroxilas (OH") e
oxigénio singlet (*O,). Diferentes tipos de EROs em concentragOes altas
apresenta ameaca a ceélula por causar peroxidacado lipidica, vazamento de
eletrélitos, oxidacdo de proteinas, danos em acidos nucleicos, inibicdo de
enzimas, e até mesmo a morte celular (ORABI e ABOU-HUSSEIN, 2019).

Para se protegerem contra essas moléculas toxicas, as plantas
desenvolveram um sistema de defesa antioxidante, classificado como néo
enzimatico e enzimatico. Os sistemas antioxidantes enzimaticos e néo
enzimaticos compreendem superoéxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase
(APX), catalase (CAT), guaiacol peroxidase (GPX), peroxirredoxina (PrxR),
ascorbato (AsA) e glutationa (GSH) (CAVERZAN et al., 2012; GIL e TUTEJA,
2010).

A seca € o principal estresse abidtico que afeta negativamente tanto a
producdo quanto o desenvolvimento da cultura, podendo induzir diretamente
uma ampla gama de injarias nas plantas, como a inibicdo da fotossintese,
aumento no estresse oxidativo e alteracbes no metabolismo vegetal (DU et al.,
2020). De acordo com BARNAWAL et al. (2019), é esperado que a falta de
agua cause sérios problemas no desenvolvimento das culturas em mais de
50% das areas agriculturaveis até 2050. Levando em considera¢cdo o aumento
populacional, é necessario garantir aumento da demanda e seguranca
alimentar.

A soja [Glycine max (L.) Merril.] é uma das cultivares mais importantes

do mundo, principalmente devido ao seu alto teor de proteina (36 — 40%) e teor
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de oleo (18 — 20%) encontrado na semente, além da sua capacidade de
realizar simbiose com bactérias do solo que fixam o nitrogénio atmosférico
(HUNGRIA e MENDES, 2015). Para a safra 2020/21, espera-se um incremento
de 3,4% da area plantada comparado com a safra anterior, atingindo 38,2
milhdes de hectares, e um aumento de produtividade de 4,4%, representando
um volume de 133,67 milhdes de torneladas (CONAB, 2021).

As interacdes entre microrganismos e plantas constituem um mecanismo
vital a salde e o crescimento vegetal. Considerando que as plantas estédo
constantemente associadas a microrganismos presentes no solo, 0s
mecanismos que favorecem a adaptacao das plantas a diferentes condi¢cfes
abidticas podem estar sendo induzidos por interacdes entre rizobactérias e
plantas. Dentre os microrganismos, 0S que mais se destacam para a agricultura
sdo as rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCPs), que
favorecem o crescimento vegetal (SARKAR et al., 2017).

Recentemente, a aplicacdo de microrganismos benéficos que mediam
tolerancia a seca e aprimoram a eficiéncia da utilizacdo de agua das plantas
tem se tornado foco de atencdo. A utilizacdo desses organismos € considerada
uma abordagem bioldgica sinérgica sustentavel para o manejo da deficiéncia
de agua na producao agricola, pois promove a melhoria da produtividade da
cultura e mitiga o estresse bidtico e abidtico através de uma gama de
mecanismos (JOCHUM et al., 2019).

Plantas de soja associadas a RPCPs isoladas de biofertilizante e solo
aplicado com adubo biologico apresentam maior tolerancia ao déficit hidrico por
sinalizar para a ativacdo do sistema de defesa antioxidante, que através da
inducdo de mecanismos fisiolégicos, a perca de agua é reduzido. Dessa
maneira, o objetivo do trabalho foi avaliar 4 isolados de RPCPs frente a sua
capacidade em mitigar o estresse oxidativo gerado pelo estresse hidrico em

plantas de soja.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Condigdes bidticas e abidticas como infecgdo por patdgenos e ataque de
herbivoros, seca, temperatura, deficiéncia de nutrientes, excesso de sal ou
metais pesados como aluminio, afetam diretamente o desenvolvimento das
plantas. Tais fatores ambientais comprometem sua distribuicdo na natureza,
além de limitar a produtividade na agricultura, ameacando a seguranca dos
alimentos (ZHU, 2016).

Essas condicBes extremas de alteracdes climaticas podem induzir
estresse oxidativo, responsaveis por causar danos severos em estruturas
celulares e até a morte celular, sendo a seca uma das principais e imprevisiveis

ameacas, com efeitos adversos nas plantas. (Figura 1)
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Figura 1 — Efeito do déficit hidrico no funcionamento morfoldgico, fisiologico e
bioquimico da planta (ZIA et al., 2020).

A seca pode reduzir a produtividade e o rendimento das culturas,
levando os agricultores a diminuir sua renda. Uma reducdo de 40% na
produtividade do milho e 21% do trigo foi observada quando a disponibilidade
de &gua € reduzida a aproximadamente 40% (DARYANTO et al., 2016).
Diversos estudos independentes demonstraram os efeitos do aumento da

temperatura e do déficit hidrico nas producgdes agricolas. Entre 1980 e 2016, a
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maioria dos desastres que ocorreram nos Estados Unidos, por exemplo,
excedendo bilhdes de dolares por ano, indicam que quando a seca e o calor
sdo combinados, podem causar perdas agricolas de mais de 200 bilhdes de
dolares (NOAA, 2020).

A soja € uma commodity agricola amplamente consumida de varias
formas em todo o mundo, tal como em forma de gréo, 6leo ou farelo.
Entretanto, apenas 6% da producdo mundial total de soja é utilizada na forma
de grdos enquanto que os outros 94% é triturado, podendo ser utilizada de
forma industrial (biodiesel ou 6leo comestivel) ou para a producédo de produtos
alimenticios. (leite de soja, racao animal, etc.) (JIA et al. 2020).

A soja é cultivada por milhares de anos e com o avan¢o da populacédo
mundial, seu cultivo se expandiu. Nos ultimos 50 anos, a producéo de soja
cresceu de 27 para 269 milhdes de toneladas. A América do Sul se destaca por
ser o continente que mais expandiu sua producdo, apresentando um aumento
de 123% entre os anos 1996 e 2004. Alem disso, a Organizacado das Nacodes
Unidas para a Alimentacao e Agricultura (FAO) sugere que a producéo de soja
pode duplicar em 2050 (WWF, 2014).

Plantas estdo em constante relagdo simbidtica com microrganismos
presentes no solo (bactérias e fungos) durante seu crescimento e
desenvolvimento. Os microrganismos simbioticos habitam a rizosfera de varias
espécies de plantas e possuem diversos efeitos benéficos em sua planta
hospedeira. Esses microrganismos incluem as rizobactérias promotoras de
crescimento de plantas (RPCP) (RAZA et al., 2016).

A rizosfera € um habitat mutavel, podendo ser influenciada pelo ciclo
vegetativo da planta em relacdo a sua composicdo e estrutura (NIELSEN e
ELSAS, 2001). A presenca das raizes e as modificacdes fisicas e quimicas que
elas produzem criam um ecossistema especializado, onde o crescimento das
populacdes microbianas pode ser beneficiado ou inibido. Assim, o nimero de
microrganismos de diversas espécies na rizosfera geralmente é maior que no
solo livre. (CARDOSO e FREITAS, 1992)

As Rizobactérias Promotoras de Crescimento de Plantas (RPCPs) se
destacam por serem capazes de fornecer maior assimilagdo dos nutrientes
pela planta, produzirem horménios que influenciam positivamente o

crescimento e o desenvolvimento vegetal, além de produzirem substancias
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antibidticas que controlam a incidéncia de fitopatégenos no solo, evitando a
contaminacdo da planta. Essas caracteristicas tornam sua utilizagdo, uma
alternativa eficaz na substituicdo de produtos quimicos que causam
desequilibrio na microbiota do solo. (PRASAD et al., 2019).

Por estarem evolutivamente associados as plantas, tais microrganismos
possuem mecanismos capazes de fornecer ao vegetal suporte a diversas
condicdes ambientais desfavoraveis, minimizando a perda na produtividade e
danos severos no vegetal (BARNAWAL et al., 2019). (Figura 2)
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Figura 2 — Diagrama esquematica retratando os efeitos de diversos estresses
abioticos nas plantas e os papéis das RPCPs no alivio do estresse (GOSWAMI
e DEKA, 2020).

O uso de RPCPs na manutencédo de efeitos abidticos foi demonstrado
por Baharlouel et al., (2011), tais como Pseudomonas putida e Pseudomonas
fluorescens que neutralizam os efeitos téxicos da poluicdo por cadmium em
cevada a partir de sua capacidade de eliminar ions de cadmium do solo. Além
disso Sarma e Saikia, (2014), demonstraram que cepas de Pseudomonas
aeruginosa induziram o crescimento de Vigna radiata (feijdo-da-china) sob

condicbes de seca. Marulanda et al.,, (2010), demonstrou que Bacillus
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megatertum inoculado em raizes de milho aumentou sua capacidade de
absorver agua sobre condi¢Oes de salinidade.

RPCPs estdo envolvidas em uma série de atividades bidticas no
ecossistema do solo favorecendo a dindmica do solo e produgdo agricola
sustentavel, através da colonizag¢édo do sistema radicular das plantas induzindo
0 crescimento por diferentes mecanismos como solubilizagdo de fosfato,
fixacdo de nitrogénio, producdo de acido indol acético (AIA), producdo de
sideré6foros, além da degradacdo de poluentes ambientais, atividade de
destoxificacdo de metais pesados, tolerdncia ao estresse abidtico e controle
biolégico de insetos e fitopatogenos (GOUDA et al., 2018).

Quando as plantas sao induzidas a condicbes de estresse, ocorre 0
acumulos de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs), que abrangem formas
parcialmente excitadas ou reduzidas de oxigénio atmosférico (MITTLER, 2017).
Essas moléculas promovem a oxidacdo de componentes celulares
ocasionando estresse oxidativo, que diz respeito ao estado fisiolégico (ou
condicao fisiologica) na qual a perda de elétrons (oxidacdo) excede o ganho de
elétrons (reducdo), induzindo dano quimico (oxidativo) aos componentes
celulares (DEMIDCHIK, 2015).

Apesar de EROs fazer parte da vida aerdbica e desempenhar um
importante papel na resisténcia ao estresse e na regulacdo do desenvolvimento
vegetal desde sua germinacdo até a senescéncia, ainda sdo consideradas
moléculas perigosas devido a sua alta reatividade, podendo levar a
peroxidacdo de lipidios que por sua vez, gera subprodutos, como
Malondialdeido (MDA). Os niveis de MDA podem indicar dano ou sinalizacao
(MORALES e MUNNE-BOSCH, 2020). (Figura 3)

A producdo de EROs ativa mecanismos especificos nas plantas que
envolvem a sintese de enzimas antioxidantes encarregadas de eliminar essas
moléculas (CAVERZAN, 2016), podendo ocorrer em diversas fontes na célula
vegetal, sendo a maior parte produzida pelo cloroplasto, mitocéndria,
peroxissomos e apoplastos. Essas moléculas podem ser encontradas em
diferentes formas como O, , H,O,, OH™, 10, e estdo relacionadas com a
regulacdo do desenvolvimento, diferenciagdo, niveis redox, sinalizacdo de
estresse, interacdes com outros organismos, respostas sistémicas e morte
celular em plantas superiores (CHOUDHURY et al., 2017; MITTLER, 2017).
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Assim, EROs estéo relacionadas a capacidade de sinalizacao vegetal,
regulando o crescimento normal da planta e sua resposta ao estresse. ISso
sugere que essas moléculas desempenham um papel duplo in vivo de acordo
com seu nivel de reatividade, sitio de producdo e potencial de atravessar
membranas celulares. Em contra partida, por serem moléculas reativas, EROs
podem oxidar componentes celulares e impedir que desempenhem suas
funcdes originais (HUANG et al., 2019).

O radical superdxido (O,7) € formado principalmente no fotossistema |
(FS1) localizado nos tilacéides durante a fase n&o-ciclica da cadeia
transportadora de elétrons (CTE). Normalmente, H,O é formado quando a
citocromo ¢ oxidase interage com o O,, porém, ocasionalmente, O, reage com
diferentes componentes da CTE dando origem ao O,”, sendo usualmente o
primeiro EROs a ser formado (DAS e ROYCHOUDHURY, 2014).

l MDA ]
Sustained Temporal/Transient

—\L_. ngelsof_)‘}bd— e Osmotic Stress

B High Temperatire
DAMAGE 7 a4

* Formation of protein adducts NAD(P)*
* Genotoxicity ALDII
¢ Inactivation of photosynthesis- ‘ NAD{(P)H*

related proteins (e.g. Rubisco)
« Inactivation of photosystems
* Loss of membrane fluidity

Cellular:
Redox
Homeostasis

» Transient induction of MDA-induced abiotic stress
genes (dehydration andior heat shock-related genes)
» Activation of the antioxidant system

Figura 3 — MDA nas plantas: Dano ou protecdo? O equilibrio entre a producéo,
eliminacdo e sinalizacdo de MDA é uma caracteristica importante do sistema
redox e pode determinar a sobrevivéncia da planta (MORALES e MUNNE-
BOSCH, 2020)

Peréxido de hidrogénio (H2O,) é um dos principais membros da familia
das EROs, As fontes mais comuns de producdo de peroxido de hidrogénio

(H20,) nas células das plantas incluem a cadeia transportadora de elétrons nos
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cloroplastos, mitocéndria, reticulo endoplasmatico, membrana celular, B-
oxidacdo de acidos graxos e fotorrespiracdo. Formada quando o O, sofre
reducdo ou protonacgéo, pode ocorrer de forma ndo enzimatica pela dismutagéo
a H,0O, sob condicdes de baixo pH ou por reacdes catalisadas pela superoxido
dismutase (SOD) (SHARMA et al., 2012).

As formas mais reativas e mais toxicas de ROS sdo as radicais
hidroxilas (OH"). Esses radicais sdo gerados em condi¢cdes de pH neutro pela
reacdo de Fenton entre o H,O, e O, na qual € catalisada pela transicdo de
metais como o Fe (Fe?*, Fe3"). Por ser a forma mais reativa e toxica de ROS,
tais moléculas possuem a capacidade de causar danos em diferentes
componentes celulares através da peroxidacao de lipidios (LPO), danos em
proteinas e destruicdo de membranas (PINTO et al., 2003).

Condi¢cdes ambientais como salinidade, seca ou acumulo de metais
pesados leva ao fechamento dos estbmatos, 0 que gera concentracdes
insuficientes de CO, intracelular. Isso possibilita a formacdo de oxigénio
singleto (*0,), uma molécula atipica de ROS que surge nao pela transferéncia
de elétrons para o O,, mas sim pela reacao da clorofila. Oxigénio singleto pode
causar danos nos fotossistemas 1 (FS1) e fotossistema 2 (FS2) colocando todo
o sistema fotossintético das plantas em perigo (HATZ et al., 2007).

Mecanismos enzimaticos e ndo-enzimaticos desenvolvidos pelas plantas
sdo capazes de minimizar os danos causados pelos ROS. Tais mecanismos
envolvem a producdo de enzimas antioxidantes como superéxido dismutase
(SOD), catalase e peroxidase, além da producdo de &acido ascorbico,
glutationa, carotendis e a-tocoferil, que evitam a producdo de ROS
(SEWELAM, 2016).

Superoxido dismutase (SOD) pertence a um grupo de metaloenzimas
unipresentes em todos 0s organismos. Sob condi¢des de estresse, SOD forma
a linha frontal de defesa contra os danos causados por ROS. Essa enzima
catalisa a dismutacdo do O,” em O, e H,0,, evitando a formacéo de radicais
hidroxilas pela reacdo de Haber-Weiss. SODs sao classificadas em 3
isoenzimas baseado no ion metal ligados a ela, sendo Mn-SOD (mitocéndria),
Fe-SOD (cloroplastos) e Cu/Zn-SOD (citosol, peroxissomos e cloroplastos
(MITTLER, 2017).
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A catalase (CAT) é responsavel por catalisar a dismutacdo de H,O, em
H,O e O,. Apesar de sua alta afinidade por H,O,, possui menor especificidade
com peréxidos organicos. Podendo ser encontrado no citosol, cloroplastos e
mitocondria. Angiospermas possuem 3 tipos de genes codificadores de CAT.
CATL1 é expresso em graos de poélens e sementes, CAT2 é predominantemente
expressado em tecidos fotossintéticos, assim como sementes e raizes e CAT3
é expressado nas folhas e tecidos vasculares (MHAMDI et al., 2010).

Enquanto CAT predominantemente elimina moléculas de H,O, nos
peroxissomos, a ascorbato peroxidase (APX), componente integral do ciclo
Ascorbato-Glutationa, realiza a mesma func¢do no citosol e cloroplastos. APX
reduz H,O, em H,O e DHA, utilizando o acido ascoérbico (AA) como agente
redutor. Essa classe de enzima compreende 5 isoformas baseadas na
localizacdo da cadeia de aminoacido, sendo entdo, citosdlica, mitocondrial,
peroxissomal, estromal ou tilacoidal (SHARMA; DUBEY, 2004).

O guaiacol peroxidase (GPX) enzima encarregada de eliminar H,0,
durante condicdes normais de metabolismo e condicdes de estresses
apresenta importante papel na biossintese de lignina além da defesa contra
estresse bidtico causado pela degradacao de acido indol-acético (AlIA). Por ser
uma molécula ativa intracelularmente (citosol e vacuolo), na parede celular e
extracelularmente, é considerada a principal enzima relacionada na remocao
de H,0O, (DAS; ROYCHOUDHURY, 2014).

Os antioxidantes ndo enzimaticos formam a outra metade da maquinaria
antioxidante, compreendendo o AsA, GSH, a-tocopherol, carotenoides, fenais,
flavonoides, entre outros. Eles ndo somente protegem os diferentes
componentes celulares de danos sofridos pelo estresse oxidativo, como
também estdo relacionados ao desenvolvimento celular por liderarem
processos como mitose, alongamento celular, senescéncia e morte celular (DE
PINTO e DE GARA, 2004).

O acido ascorbico engloba o mais abundante e mais estudado
componente antioxidante. Seus efeitos sdo dados pela sua capacidade de doar
elétrons para um grande raio de reacdes enzimaticas e ndo enzimaticas. 90%
do AsA puro é encontrado ndo apenas no citosol, mas também no apoplasto,
na qual lidera a primeira linha de defesa contra o ataque de ROS (BARNES et
al., 2002).
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A glutationa é um tripeptideo de baixo peso molecular abundantemente
encontrada em quase todos os compartimentos celulares como o citosol,
reticulo endoplasmatico, mitocdndria, cloroplastos, vacuolos, peroxissomos e
até mesmo no apoplasto. Essa molécula participa de uma série de processos
celulares como diferenciacdo, crescimento/divisdo celular, morte celular e
senescéncia, destoxificacdo de xenobiodticos, conjugacdo de metabolitos,
regulacdo da atividade enzimética, sintese de proteinas e nucleotideos e
finalmente responsavel pela expressdo de genes relacionados ao estresse
(MULLINEAUX e RAUSCH, 2005).

Considerando o alto impacto das RPCP em termos de biofertilizacao,
biocontrole, e bioremediagao, todos exercendo papel positivo influenciando na
produtividade da cultura e funcionalidade do ecossistema, a implementagéo na
agricultura deve ser levada em consideracdo. (VEJAN et al., 2016). A
implementacdo de ferramentas modernas e técnicas que estimulem o
crescimento de RPCP podem servir como chave para uma agricultura
sustentavel, a partir da melhora da qualidade do solo, tolerancia das plantas a
diversas condi¢cdes, aumento da producdo e por manterem um ciclo
balanceado de nutrientes (GOUDA et al., 2018).

3 MATERIAL E METODOS

3.1. Caracterizacdo do experimento e delineamento experimental

O experimento foi conduzido na Universidade Estadual do Norte do
Parand — UENP campus Luiz Meneguel, na cidade de Bandeirantes — PR
(50°29'44,09” — 50°09'42,56” W e 23°17°’5,10” — 23°00°'58,40” S), clima Cfa
Kdppen e Geiger) subtropical umido. O solo utilizado no presente trabalho é
classificado como LATOSSOLO VERMELHO Eutroférrico (EMBRAPA, 2006).

O delineamento experimental foi em blocos casualizados, tendo como
tratamento a inoculacdo de quatro isolados de rizobactérias promotoras de
crescimento de plantas e um grupo controle (sem inoculagdo), com 5
repeticdes por tratamento, totalizando 25 vasos. O experimento foi conduzido

em vasos de 9 kg padronizados de acordo com a capacidade de retencao de
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agua no solo durante o periodo de 31/12/2019 a 09/03/2020. Foram semeadas
sementes de soja (Glycine max) var. BRS 543 RR.

A inoculacdo das RPCPs foi realizada no dia 14/02/2020 durante estadio
de desenvolvimento V3 das plantas, sendo aplicado 50 mL da suspensao de
rizobactérias, utilizando uma proveta de 50 mL. Para medir a concentragao, foi
utilizado espectrofotbmetro, em um comprimento de onda de 540 nm até
alcancar o comprimento de onda equivalente a 10° Unidades Formadoras de
Colénia (UFC mL™).

3.1 Estresse Hidrico

Os vasos foram mantidos em 60% da capacidade de retencdo de agua
do solo durante todo o experimento e no dia 09/03/2020, quando as plantas se
encontravam em estadio V6 foram coletados os primeiros materiais foliares.

A partir da primeira coleta, as plantas foram induzidas a estresse hidrico,
e quando se encontravam proximas ao ponto de murcha permanente, as
amostras foram coletadas (STR2).

Apoés ser retirado material foliar para andlise no estagio de STR2, as
plantas foram reidratadas e, no dia seguinte, aproximadamente 14 horas
depois, foram coletados os materiais foliares para avaliar a resposta fisiologica
no estagio de reidratacdo pos-estresse.

As amostras foram levadas ao Laboratério de Bioquimica da
Universidade Estadual do Norte do Parana para a quantificacdo de atividade
enzimatica presente nos diferentes estagios de estresse em que as plantas

foram submetidas.

3.2 Preparo das amostras e obtencdo do extrato enzimatico e

proteina total

As amostras foliares foram trituradas em Nitrogénio liquido com o auxilio
de mortar e cadinho. Foram adicionados as amostras solucao tampao em uma
propor¢cdao de 500 mg de tecido foliar para 2 mL de solucdo e 200 mg de
polivinilpirrolidona (PVPP). Os tubos foram centrifugados a 10.000 rpm, a 4° C,

durante 30 minutos com auxilio de uma centrifuga refrigerada. O sobrenadante
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foi coletado e armazenado em eppendorfs em um freezer a -20° C. As
amostras foram preparadas em duplicatas.

Para a determinacdo de proteina total foi utilizado o método de Lowry
(LOWRY et al. 1951) tendo albumina bovina como padréo.

3.3 Quantificagcao da atividade de enzimas antioxidantes

3.3.1 Catalase (CAT)

A atividade de catalase foi realizada de acordo com o método de
degradacédo do H,O, proposto por Beers e Sizer (1952). 50 pL da mistura de
trabalho foi adicionado em 950 pL de solugcdo tampdo 50 mM pH 7.4,
suplementado com 12.5 mM de H,0, (96.8 uL de H,O, 30% em 100 mL de
tampéao). O volume final foi homogeneizado em vortex e sua absorbancia foi
medida em um intervalo de 3 min. O resultado foi expresso em pmol/mg

proteina min™.

3.3.2 Superoéxido Dismutase (SOD)

SOD foi mensurada de acordo com o método proposto por Qiu-Fang et
al. (2005). A reducéao fotoquimica do nitro blue tretazolio (NBT) é inibida e o
nivel de inibicdo € utilizado para quantificar sua atividade. A mistura de trabalho
continha 600 uL de fosfato de potassio tampéo 125 mM (pH 7.8) suplementado
com 3 mM de MgSO,4, EDTA 3.1 mM e PVPP 2%. A mistura foi completada
para um volume de 1 mL com 100 pL de Metionina 130 mM, 100 pyL de
riboflavina 600 puM, 100 uL de NBT 22.5 mM e 100 pL do extrato enzimatico.

A mistura de reacdo foi incubada em uma caixa de papelédo revestida
com papel aluminio e iluminada com uma lampada fluorescente 15W pelo
periodo de 15 min. Um controle foi preparado sem o extrato enzimatico,
substituido por um volume equivalente de tampé&o. As amostras foram medidas

por espectofotometria a uma absorbancia de 560 nm.
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3.3.3 Guaiacol Peroxidase (GPX)

A atividade de GPX foi estimada de acordo com Roy et al. (1996). A
mistura de reacdo consistia em 100 uL do extrato enzimatico, 100 pL guaiacol
34 mM, 100 pL de H,0, (100 mM), 100 puL de EDTA 1 mM e completada até um
volume final de 1 mL com fosfato de potassio tampédo pH 7.0. As amostras

foram medidas por espectofotometria a uma absorbancia de 470 nm.
3.4 Peroxidacéo de Lipidios (MDA)

A peroxidagdo de lipidios foi determinada pelo método Acido
tiobarbitdrico (TBA) - Acido tricloroacético (TCA) proposto por Buege e Aust
(1978). O Malondialdeido (MDA) ao reagir com TBA forma o complexo MDA-
TBA conhecido como substancias reativas de TBA (TBARS). 200 mg de
material foliar foi masserado em nitrogénio liquido e homogeneizado em 2 mL
de solucdo contendo TCA 0,1% enriquecido com PVPP 4%. A mistura foi
centrifugada por 10000rpm a 4 °C por 12 minutos. 250 mL do sobrenadante foi
adicionado em 1 mL de solucdo TCA 20% + TBA 0,5%. As amostras foram
aquecidas a 95 °C por 30 minutos, resfriadas rapidamente por 10 minutos,
centrifugadas novamente a 10000rpm a 4 °C por 10 minutos e medidas por

espectofotometria a uma absorbancia de 535 nm e 600 nm.
3.5 Determinacao dos teores de clorofilaA e B

A determinacdo dos teores de Clorofila foi realizada de acordo com
Godoi e Basumatary (2018). 2 pedacos de 2,5 x 2,5 cm da folha foram
cortados, pesados e adicionados a tubos Falcon contendo 10 mL de acetona
80%. As amostras foram armazenadas por 24 horas a uma temperatura de 4
°C e a absorbancia foi medida por espectofotometria a 645 nm e 663 nm. Um
branco foi preparado sem amostra foliar. Os teores de Clorofila A e B foram
calculados aplicando as seguintes formulas.

Clorofila A:

clorofila(A  12.7(4663) — 2.69 (A645) x V
mg c1oro/Hal )/9 tecido = 1000 x W
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Clorofila B:

clorofila(B) . 22.9(A645) — 4.68(A4663) x V
" [gtecido = 1000 x W

Na qual, A = Absorbancia em comprimento de onda especifico; V = Volume
final de extrato de clorofila em acetona 80%; W = Peso fresco do pedaco de
tecido extraido.

3.6 Contetdo de Agua nas Folhas

Foi retirada 1 folha de cada planta, nas diferentes condi¢cdes analisadas
no experimento e pesadas para obtencdo da massa fresca da folha (MFF).
ApOs pesadas, foram armazenadas em envelope e inseridas em uma estufa de
circulacdo forcada a 60 °C, para obtencéo da massa seca da folha (MSF). Apés
a obtencdo da massa seca, foi utilizada a formula: MFF — MSF = CAF, para

quantificar o Conteido de Agua da Folha (CAF).

3.7 Analise Estatistica

Os resultados foram submetidos a Analise de Variancia (ANOVA) e as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, com o
auxilio do Software SISVAR (FERREIRA, 2019).

Os dados de atividade de enzimas antioxidantes, teores de clorofila A, B
e conteudo de agua nas plantas foram correlacionados com os tratamentos e
as condicfes através da Analise de Componentes Principais (ACP) utilizando o
software Rstudio, versdo 1.3.1056 (RSTUDIO, 2016), com auxilio dos packages

FactoMineR, factoextra, ggplot2, corrplot e ggrepel.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Atividade de enzimas antioxidantes

A atividade da enzima SOD no momento inicial (NSTR), ndo apresentou
grandes diferengas significativas entre os tratamentos, o0 mesmo observado no
momento de estresse, no entanto o tratamento controle e as BAC8 e BACY,
apresentaram queda na sua concentracao (Figura 4). Sob condi¢bes normais,
a producdo de EROs como H,0; (perdxido de hidrogénio) e O," (superdxido)
sdo mantidos em concentracdes baixas pelas enzimas antioxidantes. Asghari
et al. (2020) em seu trabalho avaliando RPCPs frente a sua capacidade de
conferir resisténcia a seca em Poejo (Mentha pulegium L.), apresentando
aumento nas atividades de SOD durante estresse moderado (34,7%) e
estresse severo (57,2%).

No presente trabalho, foi observado no momento de estresse queda na
concentracdo da SOD e ap6s a reidratacdo a concentracdo de SOD foi
significativamente maior em relacdo aos momentos iniciais, destacando-se a
BACL1.

SOD
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Figura 4 — Atividade da Superéxido Dismutase (SOD) em plantas de soja

submetidas a diferentes condi¢cdes hidricas.
Dados: Sem Estresse (NSTR); Estresse Hidrico (STR2); Recuperadas (RECP); Controle

(CONT). Médias seguidas da mesma letra mailscula ndo diferem entre si nos tratamentos.
Médias seguidas da mesma letra minuscula ndo diferem entre si nas condicoes.

O estresse hidrico aumenta a formagdo e o acumulo das moléculas

reativas, resultando no estresse oxidativo. O desequilibrio nos niveis de EROs
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afeta a planta pois desencadeia oxidacdo dos pigmentos fotossintéticos,
membranas lipidicas, proteinas e acidos nucleicos (LUSHCHAK, 2014; JAJIC
et al., 2015).

Como um importante componente da maquinaria antioxidante da planta,
SOD constitui a primeira linha de defesa contra EROs acumulados pelo
estresse abidtico, assim como seus produtos reativos, por catalisar a
dismutagdo de O, para H,O, e O, (SAIBI e BRINI, 2018). SOD catalisa
eficientemente a remocao do radical superoxido nos cloroplastos, por serem
gerados principalmente no fotossistema I. Assim, a catalase, localizada
principalmente nos peroxissomos das células vegetais, possui o papel de
eliminar o H,O, gerado pela reacdo de SOD (ASADA, 1999; RACCHI, 2013,
KIM et al.,, 2014), plantas com niveis mais elevados de atividade de SOD,
demonstram ser mais resistentes ao estresse abiotico (BERWAL e RAM, 2018)

Foi demonstrado por Nawaz e Bano (2020), em seu trabalho
investigando a interacdo de cepas de Pseudomonas sp. com pepineiro
(Cucumis sativus L.), aumento nas atividades de SOD nas folhas em todos os
tratamentos comparado ao grupo controle, chegando a um aumento maximo de
95%. O mesmo comportamento foi apresentando pela CAT, podendo chegar a
um aumento maximo de 50%.

Foi observada uma similaridade no comportamento das enzimas SOD e
CAT durante as condicdes em que as plantas se encontravam. As mesmas
enzimas apresentaram reducdo de atividade durante a inducdo do estresse,
seguido por um aumento significativo em quase todos os tratamentos ao
reidratar as plantas.

Plantas inoculadas com BAC1 demonstraram niveis mais elevados de
CAT sob condicbes normais, quando comparadas ao grupo controle e aos
demais tratamentos. Ao induzir estresse hidrico (STR2), apesar da reducéao, a
atividade da catalase foi significativamente mais elevada no tratamento com
BAC1 comparada as plantas sem inoculacao (Controle). (Figura 5)

Ao reidratar as plantas (RECP), BAC1 também foi mais eficiente em
sinalizar para a sintese de CAT, apresentando aumento significativo em
relacdo ao tratamento controle, mantendo os niveis da atividade dessa enzima

mais elevados. Todos os tratamentos desempenharam a mesma tendéncia de
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reducdo durante STR2, exceto BACS8, que apresentou diminuicdo na atividade
de catalase no periodo de recuperacgdo. (Figura 5).

Catalase se destaca por ser um componente crucial do mecanismo de
protecdo celular contra o estresse oxidativo e desempenha um papel
significante na manutenc&o da resposta de defesa induzida (MHAMDI, 2010). E
uma enzima importante para as plantas pela sua capacidade de proteger as
células vegetais de moléculas reativas.

A producédo de EROs nas plantas € comum mesmo em condi¢es 6timas
de crescimento. Sob estresse bidtico e abibtico, o aumento consideravel no
acumulo dessas moléculas afeta o ambiente redox normal da célula vegetal,
causando danos a organelas, levando a disfunc¢ao celular (DEMIDCHIK, 2015).
A catalase, por sua vez, € uma das enzimas mais importantes na eliminacdo de
EROs (NIKOO et al., 2014).

CAT
B NSTR W STR2 RECP

[
o

9
Ba
T 8 I I Ab BCa BCa
E 5 :[ :[ ABa
8 Ac Ca I
£ 6 I i BCa ABD bch
s s b I I I
= BCb I
w 4 Cb
£ 3 :I: Cb
2 "
. I
1 l
., HN o o
CONT BAC 1 BAC 2 BACS BAC9

Estadio de Estresse Hidrico

Figura 5 — Atividade de Catalase (CAT) em plantas de Soja submetidas a

diferentes condi¢des hidricas.
Dados: Sem Estresse (NSTR); Estresse Hidrico (STR2); Recuperadas (RECP); Controle
(CONT). Médias seguidas da mesma letra mailscula ndo diferem entre si nos tratamentos.

Médias seguidas da mesma letra mindscula n&o diferem entre si nas condi¢des.

O estresse hidrico gera radicais superoxido pelo vazamento de elétrons
do aparato fotossintético e cadeia respiratéria nos cloroplastos que sao
dismutados em H,O, pela SOD. Assim, H,O, é decomposto por diferentes
peroxidases em H,O utilizando diferentes agentes reducionais. Em contraste,
catalase geralmente decompbe H,0O, decorrente da fotorespiracdo nos
peroxissomos (DAT et al. 2000).

O efeito da catalase em folhas de Dendrobium moniliforme (Orquidia),
sob estresse hidrico e reidratacdo, apresentou reducdo significativa das

atividades dessa enzima com o aumento da intensidade do estresse e do
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tempo em que as plantas ficaram em déficit hidrico (Wu et al. 2016), resultado
semelhante aos apresentando nesse trabalho.

Foi observado por Wang et al. (2019), avaliando a atividade do sistema
de defesa antioxidante de arroz (Oryza sativa L.) sob situacdo de estresse
hidrico e reidratacdo das plantas, observou aumento nas atividades dessa
enzima com o prolongamento do estresse. Além disso, apos a reidratagdo, foi
observado um declinio nas atividades de CAT, diferente dos resultados
apresentandos no presente trabalho, onde apés a reidratacdo das plantas, é
observado aumento na atividade dessa enzima.

Sob condi¢des normais, plantas inoculadas com BAC1 apresentaram
maiores niveis de GPX que o0 grupo controle e os demais tratamentos. Ao
induzir estresse hidrico, todos os tratamentos desempenharam o mesmo
comportamento, sinalizando o aumento da atividade de GPX, destacando
BACY9, que obteve valor significativamente mais elevado. Mesmo néo havendo
diferenca significativa, a atividade de GPX nas plantas inoculadas com BAC1
foi numericamente superior ao tratamento controle. (Figura 6).

Apoés a recuperacdo das plantas, apesar de ndo apresentar diferenca
significativa, BAC1 se demonstrou numericamente superior quanto aos niveis
de GPX comparado ao controle e aos demais tratamentos, indicando maior
atividade antioxidante no periodo de recuperacao pos déficit hidrico. (FIGURA
6).

Dentre as enzimas antioxidantes, as peroxidases sdo componentes
essenciais do sistema de detoxificacdo celular que regula os niveis
intracelulares de H,O, (TAYEFI-NASRABADI, 2011). H,O, resultante da acéo
da SOD, é toxico para as células, dessa forma, é necessario que essa
molécula seja eliminada rapidamente pelo sistema de defesa antioxidante. A
expressado elevada de SOD, quando acompanhada por mecanismos paralelos
de eliminacdo de H,O,, como a acdo de CAT e GPX, se torna um importante
mecanismo de resisténcia para o suporte ao estresse oxidativo gerado em
periodos de déficit hidrico (ABEDI e PAKNIYAT).

Estresse hidrico é um dos mais importantes fatores abidticos que
atingem a agricultura atualmente, as alteracbes climéaticas vém sendo um
limitante no crescimento vegetal e na sua produtividade. Essa condi¢cao pode

ser aliviada pela utilizacdo de RPCPs que estimulam a resisténcia das plantas
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hospedeiras. Plantas em situacéo de estresse hidrico apresentam reducéo nos
niveis de guaiacol peroxidase, porém quando associadas a RPCPs,
demonstram aumento significativo na atividade dessa enzima (MEENA et al.,
2020).
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Figura 6 — Atividade da Guaiacol Peroxidase em plantas de Soja submetidas a

diferentes condi¢des hidricas.

Dados: Sem Estresse (NSTR); Estresse Hidrico (STR2); Recuperadas (RECP); Controle
(CONT). Médias seguidas da mesma letra mailscula ndo diferem entre si nos tratamentos.
Médias seguidas da mesma letra mintscula nao diferem entre si nas condi¢cdes.

A quantificacdo do teor de Malondialdeido (MDA) vem sendo utilizada
como um marcador da peroxidacdo de lipidios em estudos relacionados ao
estresse oxidativo e sinalizacdo redox, particularmente aos trabalhos voltados
as respostas das plantas ao estresse biotico e abiotico (MORALES e MUNNE-
BOSCH, 2019).

MDA é um produto da peroxidacdo de acidos graxos insaturados em
fosfolipidios, e o nivel dessa peroxidacdo € utilizado como um indicador do
dano causado pelos radicais livres a membranas celulares sob condi¢cdes de
estresse. O aumento nos niveis dessa molécula sugere que o estresse hidrico
pode causar peroxidacdo de lipidios nas membranas pelo acumulo de EROs
(GUO et al., 2018).

No momento inicial NSTR, ndo houve diferenca significativa entre os
tratamentos, porém no estresse hidrico (STR2), foi observado aumento em
todos os tratamentos. No entanto, destacam-se os isolados BAC1 e BACS8 que
ndo apresentaram diferenca estatistica no momento de déficit hidrico em

relagdo ao momento sem estresse (Figura 7).
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Ao reidratar as plantas, todos os tratamentos com RPCPs induziram
aumento significativo nas concentracées de MDA. O mesmo comportamento foi
observado nas atividades de SOD e CAT, destacando BAC1 e BAC2 que
apresentaram niveis superiores aos demais tratamentos (FIGURA 7). Tal fato
pode estar relacionado a atividade das enzimas proporcionarem melhor
resisténcia ao estresse hidrico, resultado ndo observado nas plantas controle
por apresentarem estresse severo e em estado inicial de murcha permanente.
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Figura 7 — Teor de Malondialdeido (MDA) em plantas de Soja submetidas a

diferentes condi¢des hidricas.

Dados: Sem Estresse (NSTR); Estresse Hidrico (STR2); Recuperadas (RECP); Controle
(CONT). Médias seguidas da mesma letra mailscula ndo diferem entre si nos tratamentos.
Médias seguidas da mesma letra minascula ndo diferem entre si nas condicdes.

O aumento da concentracdo de MDA pode representar um processo de
adaptacao ao invés de dano, pressupondo que MDA exerce importante papel
na ativacao de genes regulatorios envolvidos na defesa e desenvolvimento das
plantas, além de garantir protecdo celular sob condicdes de estresse. Nesse
sentido, é sugerido que MDA pode agir como um mecanismo de protecdo ao
invés de um indicador de dano (MORALES e MUNNE-BOSCH, 2019).

A analise de componentes principais (ACP) das atividades enziméaticas
(SOD, CAT, GPX e MDA) antes de serem induzidos ao estresse hidrico, os
tratamentos se mostram em 3 clusters distintos, sendo BAC1 fortemente
influenciado pelas atividades das enzimas GPX, CAT e MDA. O tratamento
BAC2 pela atividade das enzimas GPX e MDA, indicando que esses

tratamentos ja fornecem suporte a planta antes de ser induzido estresse. E,

demais tratamentos influenciados pela SOD (Figura 8).
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Quando as plantas sdo submetidas a déficit hidrico, pode-se notar forte
relacdo positiva entre o tratamento BAC1l e as atividades de enzimas
antioxidantes, enquanto que BAC2 esta relacionado ao acumulo de MDA.
(Figura 9). O estresse hidrico causa a formag¢éo de EROs, levando a indugéo
de estresse osméticos nas células. Em baixas quantidades, essas moléculas
reativas atuam como sinalizadores e ativam processos transducionais em
resposta a diferentes tipos de estresse. O sistema antioxidante enzimético e
ndo enzimatico protegem as plantas contra a toxicidade das EROs (REDZA-
DUOTORDOIR e AVERILL-BATES, 2016).
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Figura 9 — Andlise de Componentes Principais (APC) da atividade de enzimas
oxidantes sob condicao de estresse hidrico (STR2). Varidveis correlacionadas
positivamente séo indicadas para o mesmo lado. Variaveis correlacionadas
negativamente sao indicadas para lados opostos.

Ao reidratar as plantas observa-se mais uma vez forte relacdo entre os

tratamentos BAC1 e BAC2 com a atividade de enzimas antioxidantes avaliada
no presente trabalho. (FIGURA 10).

Enzimas antioxidantes, tais como GPX, SOD e CAT sao os principais
mecanismos de defesa e, dessa forma, sob condicBes de seca, altos niveis
dessas enzimas antioxidantes sdo positivamente correlacionadas com a
tolerancia das plantas ao estresse hidrico (GUO et al., 2018; KAUSHAL e
WANI, 2016). Existe uma significante relacdo entre o estresse hidrico e a
atividade enzimatica antioxidante, e dessa forma, a inoculacdo de RPCPs pode
mitigar os efeitos adversos ocasionados pelo déficit hidrico através da ativacao

da maquinaria antioxidante da planta (HAN e LEE, 2005).
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Figura 10 — Analise de Componentes Principais (APC) da atividade de enzimas
oxidantes sob condicdo de reidratacdo pOs-estresse (RECP). Variaveis
correlacionadas positivamente sdo indicadas para o mesmo lado. Variaveis
correlacionadas negativamente sdo indicadas para lados opostos.

4.2 Teores de Clorofila A e B e contetudo de 4gua nas folhas

Para os teores de Clorofila A e B, a interacdo entre os isolados de
RPCPs e as condi¢gdes avaliadas no presente trabalho foi significativo (p =
0.01). Durante condi¢bes hidricas normais (NSTR), BAC1, BAC2 e BACS8
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induziram significativamente niveis mais elevados de clorofila A que os demais
tratamentos (CONT e BAC9) (Figura 11).

Ao induzir estresse hidrico (STR2), todos os tratamentos, exceto bac 9,
seguiram a mesma tendéncia, apresentando aumento significativo nos teores
de clorofila A, destacando BAC1 e BAC2, que obtiveram os maiores valores
durante essa condicado (Figura 11). O mesmo comportamento foi observado
nos niveis de clorofila B, onde os mesmos também se destacam por
demonstrarem teores mais elevados que o grupo controle, indicando a
capacidade dessas RPCPs em dar suporte a funcionalidade do aparato
fotossintético das plantas inoculadas, em periodos de estresse hidrico (Figura
12).

A clorofila € um importante componente do complexo pigmento-proteina
na membrana do tilacéide, sendo crucial para a fotossintese. O teor de clorofila
pode refletir o nivel de fotossintese, refletindo no crescimento da planta, assim
como o status de agua presente nas plantas, que afeta diretamente os
processos metabdlitos impactando no desenvolvimento vegetal (DONG et al.,
2019).

Uma das principais e primeiras respostas ao estresse hidrico nas plantas
€ o decréscimo da eficiéncia fotossintética. Em geral, uma significativa reducao
da fotossintese € observada durante o estresse hidrico, o que leva a
diminuicdo da producdo energética e acumulo de metabdlitos (SAIKIA, 2018).
RPCPs podem elevar os niveis de citocininas nas plantas. Essas moléculas
inibbem a perca de clorofila pela inducdo da abertura dos estdbmatos

aumentando a taxa fotossintética da planta (ABBASI et al. 2011).
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Figura 11 — Teor de Clorofila A em plantas de Soja submetidas a diferentes
condicdes hidricas.
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Dados: Sem Estresse (NSTR); Estresse Hidrico (STR2); Recuperadas (RECP); Controle
(CONT). Médias seguidas da mesma letra mailscula ndo diferem entre si nos tratamentos.
Médias seguidas da mesma letra miniscula ndo diferem entre si nas condicdes.
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Figura 12 — Teor de Clorofila B em plantas de Soja submetidas a diferentes

condicdes hidricas.

Dados: Sem Estresse (NSTR); Estresse Hidrico (STR2); Recuperadas (RECP); Controle
(CONT). Médias seguidas da mesma letra mailscula ndo diferem entre si nos tratamentos.
Médias seguidas da mesma letra minuscula néo diferem entre si nas condigdes.

A inoculagdo de RPCPs parcialmente eliminou os efeitos deletérios
causados pelo estresse hidrico em plantas de soja, através do aumento nos
teores de clorofila, corroborando com os resultados de WANG (2012) e
MASTOURI et al. (2012).

Para o Contetdo de Agua nas Folhas (CAF) foi observado a mesma
tendéncia de comportamento durante os diferentes estagios hidricos que as
plantas se encontravam em relacdo aos tratamentos. Todos apresentaram
reducdo no momento de déficit hidrico (STR2). Porém, apesar dessa reducéo,
as plantas inoculadas com BAC1 e BAC2 se demonstraram mais resisténcia a
perca de agua, mantendo seus conteudos superiores ao controle e aos demais
tratamentos (Figura 13). Os mesmos tratamentos contribuiram para o aumento
da atividade de enzimas antioxidantes, assim como aumento nos teores de
clorofila A e B.

O conteudo relativo de agua nas folhas € um parametro importante que
estd intimamente associado a resisténcia das plantas ao estresse hidrico.
Assim, estudar o efeito dessa condicdo e como o0 vegetal responde a
reidratacdo sobre os teores de clorofila nas folhas de soja é util para revelar o
nivel de tolerancia da soja ao estresse hidrico (DONG et al., 2019).

RPCPs podem sinalizar as plantas e induzir producdo de metabdlitos

como betainas e outros compostos para retencdo de agua nas plantas por
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aumentar a area de superficie das raizes, ajudando a manter o vegetal em
equilibrio hidrico mesmo em condi¢Bes de estresse (PRAVISYA et al., 2019).
Além disso, o0 alto acumulo de osmdlitos como proteinas totais, aclUcares e
aminoacidos livres resulta em aumento nas concentracfes de soluto em

plantas expostas a seca, proporcionando aumento da absor¢cdo de &agua
(FAHAD et al., 2017).
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Figura 13 — Contetdo de Agua nas Folhas (CAF) em plantas de Soja

submetidas a diferentes condi¢des hidricas.

Dados: Sem Estresse (NSTR); Estresse Hidrico (STR2); Recuperadas (RECP); Controle
(CONT). Médias seguidas da mesma letra mailscula ndo diferem entre si nos tratamentos.
Médias seguidas da mesma letra mindscula nao diferem entre si nas condi¢cdes.

Na analise os componentes principais (ACP) durante a condicdo NSTR &
possivel notar forte correlagcdo entre os tratamentos BAC1 e BAC2 com os
teores de clorofila A, B e CAF (Figura 14A). O mesmo comportamento pode ser
observado durante o periodo de déficit hidrico (STR2), onde também temos
gue BAC1l e BAC2 estdo positivamente relacionadas ao aumento dos
pigmentes fotossintéticos e ao aumento do conteudo relativo de agua nas
plantas (Figura 14B) Ao reidratar as plantas, é possivel observar que todos os
tratamentos apresentaram valores préoximos, indicando que todas retornaram a

sua condicdo hidrica normal (Figura 14C).
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5 CONCLUSAO

Os tratamentos com inoculagcdo de isolados BAC1 e BAC2 se
destacaram por induzirem niveis superiores de atividade de enzimas
antioxidantes (SOD, CAT e GPX) em processo de estresse hidrico,
promovendo aumento nos teores de clorofila A e B, contribuindo para a
reducdo na perca do conteudo relativo de agua nas folhas.

A utilizacdo desses isolados de RPCPs pode ser uma alternativa
promissora na inducdo de resisténcia sistema a condicBes de déficit hidrico

através da ativacdo de mecanismos de defesa antioxidante nas plantas.
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