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cloroplastos granulares (cabeca de seta preta) e regido do feixe vascular, compreendendo a bainha do
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RESUMO

Nos proximos anos prevé-se que o aguecimento global aumente a frequéncia e a
severidade da seca, afetando a producédo agricola. Uma rapida resposta da planta a
baixa disponibilidade hidrica é o fechamento estomético, o que limita a fotossintese e
afeta a taxa de crescimento vegetal. No caso da cultura do milho, estima-se um
prejuizo em torno de R$ 1,2 bilhdo em 2020 com perdas de produtividade impostas
pela restricdo hidrica. Dessa forma, destaca-se a importancia do desenvolvimento de
tecnologias alternativas para alcancar condi¢fes agricolas sustentaveis, como o uso
de bactérias promotoras do crescimento vegetal (BPCV) capazes de mitigar os efeitos
do estresse hidrico, reduzindo as perdas de produtividade. O objetivo do trabalho foi
avaliar os mecanismos de protecdo vegetal sob estresse hidrico modulados por
Herbaspirillum seropedicae estirpe HRC54 (Hs), assim como o0s efeitos dessa
interacdo apos reidratacdo, averiguando se a bactéria foi capaz de promover
tolerancia a seca. Para isso, foram realizados ensaios de interacdo bactéria-planta
sob estresse hidrico, avaliando os efeitos de Hs na promocéo do crescimento vegetal,
arquitetura radicular, aparato fotossintético e modificacbes anatdmicas celulares.
Como resultado, Hs apresentou potencial para atenuar os efeitos negativos do
estresse hidrico, facilitando a recuperacdo mais rapida da planta por meio da
manutencao das condig¢des hidricas (> 27%), auxiliando no desenvolvimento radicular
com incremento de biomassa (> 56%) e aumento da éarea superficial (> 38%).
Recuperacao mais rapida no potencial maximo do rendimento quantico do PSII e no
aparato fotossintético também foram registrados, com aumento na razao FV/FM
(0,80), na condutancia estomatica (>54%), na taxa de transpiracéo (>63%) e na taxa
fotossintética liquida (>57%).

Palavras-chave: Bactérias benéficas; seca; bioinoculantes; aparato fotossintético.



ABSTRACT

In the coming years, global warming is expected to increase the frequency and severity
of the drought, affecting agricultural production. A rapid response of the plant to low
water availability is stomatal closure, which limits photosynthesis and affects the rate
of plant growth. In corn, it is estimated a loss of around R $ 1.2 billion in 2020 with
losses in productivity imposed by water restriction. Thus, it highlights the importance
of developing alternative technologies to achieve sustainable agricultural conditions,
such as the use of plant growth-promoting bacteria (BPCV) capable of mitigating the
effects of water stress, reducing productivity losses. The objective of the work will be
to evaluate the mechanisms of plant protection under water stress modulated by
Herbaspirillum seropedicae strain HRC 54 (Hs) and the effects of this interaction after
rehydration, investigating whether the bacteria will be able to promote drought
tolerance. For this, tests of bacteria-plant interaction will be carried out under water
stress, evaluating the effects of Hs in promoting plant growth, root architecture,
photosynthetic apparatus and anatomical, cellular changes. As a result, Hs had the
potential to mitigate the negative effects of water stress, facilitating faster plant
recovery by maintaining water conditions (> 27%), helping with root development with
increased biomass (> 56%) and increased surface area (> 38%). Faster recovery in
the maximum potential of the PSIl quantum yield and the photosynthetic apparatus
was also recorded, with an increase in the FV / FM ratio (0.80), stomatal conductance
(> 54%), sweating rate (> 63%) and in the net photosynthetic rate (> 57%).

Keywords: Beneficial bacteria; drought; bioinoculants; photosynthetic apparatus.
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1. INTRODUCAO

Com o grande aumento populacional estima-se que em 2050 a populagéo
mundial atingird mais de 9 bilhées de pessoas. Para atender essa crescente demanda
€ preciso aumentar a producao de alimentos em 70%, sendo necessario produzir mais
de um bilhdo de toneladas de cereais (FAO; EARTHSCAN, 2013). Somado a isso,
mudancas climaticas sdo outro fator que pode impactar nos sistemas produtivos em
funcdo do aumento da temperatura, alteracédo da distribuicdo pluviométrica e eventos
extremos constantes, como inundagdes e secas (PBMC, 2016).

Segundo um relatério produzido pela OMM (Organizacdo Meteorolédgica
Mundial), os impactos fisicos e socioecondmicos resultantes das mudancas climaticas
sdo cada vez mais pronunciados (WMO, 2019). No cenario nacional, um boletim
emitido mensalmente pelo CEMADEN (Centro Nacional de Monitoramento e Alerta de
Desastres Naturais) evidencia que, de forma geral, todas as regides brasileiras
experimentaram seca moderada-severa em 2019 (CEMADEN, 2019). A exemplo
disso, a bacia do Rio Paraiba do Sul (RPS), que circunda trés estados da regido
Sudeste, enfrentou nos ultimos 20 anos periodos recorrentes de déficit hidrico
(COELHO etal., 2016; OTTO et al., 2015). Para a regido Norte Fluminense, Mendonca
e colaboradores (2009) alertam que o clima esta mudando. Cinco municipios da regiédo
Norte do Estado do Rio de Janeiro, incluindo Campos dos Goytacazes, apresentam-
se com caracteristicas de regides subumidas secas, com tendéncia de elevacdo do

indice de Aridez e consequente reduc&o dos indices de Umidade e Hidrico.

Tais alteracbes na distribuicdo pluviométrica tém comprometido o
desenvolvimento vegetal e, por conseguinte, a produtividade (LOBELL et al., 2013).
Isto pode ser observado na agricultura brasileira no ano de 2019, que apresentou uma
reducéo da produtividade de soja no Mato Grosso do Sulem 17,1% em relacéo a safra
anterior, além de prejuizos as lavouras de milho no Estado do Parana (CEMADEN,
2019). Um estudo que avaliou o impacto das mudancas climéticas nos rendimentos
das principais culturas, mostrou reduc¢des consideraveis de 7,4%, 6%, 3,2%, 3,1% no
milho, trigo, arroz e soja, respectivamente (ZHAO et al., 2017). Ainda, Daryanto et al.,
(2016) ao revisar publicacdes entre 1980 e 2015 para as respostas de milho e trigo a

seca, concluiram que a reducéo de rendimento do milho foi de 39,3%.



Para as plantas, a adgua € a molécula central em todos os processos
fisioldgicos, sendo o principal meio para o transporte de metabdlitos e nutrientes
(DAINTY, 1976). Sua auséncia compromete o desenvolvimento vegetal, provocando
reacdes complexas e multidimensionais, que ocorrem em varios niveis de sua
organizacdo, desde niveis morfologicos até os moleculares (LUTTGE, 2018). Um
efeito comum em plantas submetidas a seca é a reducéo do potencial hidrico, que
ocorre através da diminuicdo no conteldo relativo de agua, refletindo em perda de
turgor e expansao celular limitada (ASHRAF, 2010; CASTILLO et al., 2013). Outro
efeito comum é a reducéo na taxa fotossintética, que tem sido atribuida principalmente

a limitacdo dos estdmatos e secundariamente ao comprometimento metabdlico.

Uma alternativa para impedir que o estresse hidrico seja restringente na
produtividade agricola é a utilizacao de Bactérias Promotoras do Crescimento Vegetal
(BPCV) com mecanismos de resisténcia a seca. Sendo assim, a presenca de um forte
aparato antioxidante em BPCV para desintoxicacdo de EROs, e a capacidade de
sintetize de osmoprotetores para auxiliar na manutencao do potencial hidrico, se faz
necessario no auxilio de plantas sob estresse (KAVAMURA et al., 2013;
SARAVANAKUMAR et al., 2011). Somado a isso, a producéo de fitormonios, fixacao
biologica de nitrogénio e solubilizacdo de nutrientes sdo capazes de estimular o
crescimento e o desenvolvimento das plantas, induzindo melhoria na disponibilizacéo
e absorcdo de nutrientes e agua. Tais caracteristicas tem forte correlacdo com o

aumento na tolerancia da cultura a seca (ORTIZ et al., 2015).

Herbaspirillum seropedicae é uma das bactérias estudadas no ambito de
tolerancia a estresses abioticos (GOVARTHANAN et al.,, 2016; LEE et al., 2016).
Alguns autores ja relataram sua potencial atuacdo em atenuar efeitos negativos da
limitacdo hidrica (CURA et al., 2017; DA PIEDADE MELO et al., 2017). Embora
existam estudos demonstrando a capacidade de H. seropedicae em melhorar a
tolerancia das plantas ao estresse hidrico, os métodos empregados como: condicfes
de cultivos, gendtipo da planta, método de inoculacéo, condicdes fisico-quimicas do

solo séo diferentes e podem comprometer a eficiéncia dos resultados em campo.

Um trabalho realizado no nosso grupo em 2013 avaliou in vitro o potencial
de H. seropedicae (Hs) em mitigar o estresse hidrico em estresse simulado por

polietilenoglicol 6000 em plantas de tomate cv Santa Clara. Para o tomate, a
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inoculacao de Hs reduziu o impacto negativo do PEG no crescimento radicular e na
emissao radicular lateral. As plantas inoculadas aumentaram as taxas fotossintéticas
e o teor relativo de &agua, quer na presenca ou auséncia de PEG. Usando a
microscopia de epifluorescéncia e a cepa Hs RAM 10 ligada a gfp, evidenciou-se um
padrdo distinto de colonizacdo da superficie radicular sob estresse com PEG e

alteracdo na densidade dos pelos radiculares (MEDEIROS, 2013).

A vista deste cenario de restri¢&o hidrica, é preciso encontrar solu¢des para
0s problemas relacionados a agua e seus impactos na seguranca alimentar
(ALEXANDRATOS; BRUINSMA, 2012). Em particular, existe a necessidade de
encontrar solucbes que aumentem a tolerancia das plantas ao estresse hidrico e
permitam o crescimento de culturas, de forma que satisfacam as demandas de
alimentos sob disponibilidade limitada de recursos hidricos (GILBERT et al., 2010;
MANCOSU et al., 2015). Diante do desafio de produzir mais com menos recursos,
estudos de tolerancia ao déficit hidrico envolvendo bactérias promotoras do
crescimento vegetal, como Herbaspirillum seropedicae, em associagdo com culturas
de grande importancia econémica, como o milho (Zea mays L.), podem trazer
melhorias no desempenho da planta em regides com limitacdo hidrica, aumentando

assim a produtividade.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. O milho, a produtividade agricola e a falta de 4gua

O milho tornou-se a cultura basica mais importante no mundo, com uma
producdo global de mais de 1 x 10° Mg desde 2013 (FAOSTAT, 2017). Sua
crescente producdo vem da demanda mundial por proteina animal, que recebe cada
vez mais estimulos ao consumo. Este grao fornece a matéria-prima principal para
produtos alimentares humanos e racdo animal, sendo também usado como
combustivel (SHIFERAW et al., 2013). Entre as safras de 2000/01 e de 2017/18, a
producdo mundial de milho passou de 591 milhdes para 1,076 bilhdo de toneladas
(USDA, 2018). No ranking de produtividade, o Brasil é o terceiro maior produtor de

milho no mundo, ficando atras da China e dos Estados Unidos.

Apesar da produtividade brasileira vir aumentando nos ultimos anos, o
Brasil possui grande extensdo territorial, com variabilidade climatica, periodos de
déficit hidrico em algumas estacbes do ano. Dentro do cenario apresentado de
mudancas climaticas e seus impactos nos sistemas agricolas, estudos apontam que,
dentre as culturas mais importantes, o milho seré a terceira cultura mais prejudicada
no Brasil em termos de valor de producdo, podendo ocorrer uma queda de
aproximadamente R$ 1,2 bilhdo em 2020 (GIRARDI; DECONTO, 2008). No ano de
2016, o clima foi o principal responsavel pela queda de 24,8% na producédo nacional
em comparacdo com 2015 (IBGE, 2017).

Em relacdo a necessidade de agua no milho, esta € baixa nos estagios
iniciais de crescimento, maxima nos estagios reprodutivo e diminui novamente durante
0s estagios de senescéncia (ZIPPER; QIU; KUCHARIK, 2016). O enrolamento das
folhnas tem sido comumente observado como consequéncia da restricdo hidrica
(LOBELL et al., 2013). Devido a grande necessidade de &gua nos estagios
reprodutivos, a seca pode causar atrasos consideraveis no desenvolvimento de
6rgaos femininos do milho (BARNABAS; JAGER; FEHER, 2008). Assim, o periodo de
polinizagdo e fertilizacdo no momento do estresse hidrico resulta em perda de
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produtividade. Durante o estégio reprodutivo, a escassez de agua também resulta na
inibicdo da fotossintese, reduzindo também o suprimento de nutrientes aos 6rgaos
fontes. Além disso, a disponibilidade reduzida de umidade do solo pode aumentar
ainda mais a probabilidade de estresse térmico (LOBELL et al., 2013; ZAMPIERI et
al., 2019).

Por ser uma planta com metabolismo C4, 0 milho tem a capacidade de se
adaptar melhor ao clima de seca (ASHRAF; HARRIS, 2013). A principal caracteristica
da fotossintese Cs € a operacdo de um mecanismo de concentracdo de CO: nas
folhas das plantas que consiste em uma série de modificagbes bioguimicas e
estruturais em torno da via fotossintética C3 (HATCH; AGOSTINO; BURNELL, 1988).
Se trata de uma mecanismo metabdlico que concentra CO> nas células da bainha do
feixe e realiza a fixagdo do CO2 nas células do mesofilo e nas células da bainha do
feixe separadamente (CHAVES et al., 2003). Este mecanismo especifico contribui
para uma maior eficiéncia do uso de agua do que as plantas Cz e fornece mais chance

para as plantas Cs sobreviverem em areas aridas (CHAVES et al., 2003).

2.2. Efeitos do déficit hidrico e a gravidade da seca em plantas

De todos os recursos que as plantas necessitam para crescer e funcionar,
a agua é o mais abundante e, ainda, frequentemente o mais limitante (TAIZ; ZEIGER,
2009). Raramente as plantas estdo com plena hidratacéo, pois cerca de 97% da agua
absorvida pelo sistema radicular é perdida para a atmosfera. Apenas 2% € usado para
aumento de volume ou expansdo celular e 1% para processos metabdlicos,
predominantemente a fotossintese (TAIZ; ZEIGER, 2009). A diferenca entre a
guantidade de agua transpirada em relacdo a agua absorvida e a disponibilidade de
agua no solo séo os fatores que caracterizam boas condicfes para o desenvolvimento
vegetal (SALVUCCI; CRAFTS-BRANDNER, 2004)

A necessidade de 4gua nas culturas varia em diferentes tecidos, bem como
nos estagios de crescimento, desde a germinacao até a maturidade (IHSAN et al.,
2016). Quando o abastecimento de agua das raizes torna-se limitado ou quando a
taxa de transpiracdo se torna intensa, as plantas experimentam o estresse hidrico
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(BRADFORD; HSIAO, 1982). Em relacdo a disponibilidade de agua para as plantas,
dois termos séo frequentemente usados: seca e estresse por déficit hidrico. Ambos
estéo relacionados a disponibilidade de umidade do solo para a planta (JAIN et al.,
2019). O conceito de déficit hidrico € muito amplo, englobando desde déficits pouco
pronunciados, que passam despercebidos, até aqueles em que as plantas se
apresentam totalmente murchas. Quando uma planta se encontra com menor
guantidade de agua do que contém quando completamente saturada, entende-se que
este individuo esta em situacdo de tens&o hidrica ou déficit hidrico (SALEHI-LISAR,;
BAKHSHAYESHAN-AGDAM, 2016).

Os efeitos decorrentes desse estresse atuam amplamente sobre a
morfologia da planta, fisiologia, bioquimica e até mesmo na regulacdo génica
(CHAVES et al., 2011). Em suma, a deficiéncia desta molécula altera negativamente
o funcionamento de varios processos celulares e bioquimicos. Visivelmente, os
primeiros sinais de estresse na planta variam entre murcha das folhas, senescéncia
foliar, diminuicdo da éarea foliar, declinio na altura da planta e interrupcédo no
estabelecimento de brotos e flores (CAKIR, 2004). No nivel celular, a limitacdo de
agua leva a perda de turgor dentro da célula, levando a reducdo no seu tamanho, e
diminui a frequéncia de divisdo celular (TIWARI et al., 2016). E esta perda de presséo
de turgor celular que faz com que ocorra fenbmeno de murchamento nas folhas
(POORTER; MARKESTEIJN, 2008). No nivel fisiologico, ocorrem reducbes no
conteudo de clorofilas e alteracdes nos movimentos estomaticos. Tal efeito leva ao
acumulo de radicais livres que, por sua vez, comprometem a integridade das
membranas, conformacdo de proteinas, peroxidacdo lipidica. Isso altera o
funcionamento de varias enzimas, especificamente aquelas que estdo associadas a
sintese de ATP (SHARMA et al., 2020).

Esta alteracdo nos movimentos estomaticos, que se da pelo fechamento
dos mesmos, é uma rapida resposta a restricdo de agua, e limita as trocas gasosas a
fim de bloquear a perda de agua via transpiracdo. Com isso a entrada de CO:
atmosférico é restringida, levando a reducdo na transpiracdo e consequentemente,
nas taxas de assimilacdo de carbono. Como a abertura estomatica controla tanto o
influxo de CO2 quanto o efluxo de vapor de agua, os estdmatos tém que responder de

forma eficiente as percepcdes ambientais para equilibrar os fluxos e evitar a
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desidratacdo (WILKINSON; DAVIES, 2010). A relagdo existente entre o carbono
assimilado pela quantidade de agua consumida corresponde a eficiéncia no uso da
agua, e é influenciada diretamente pelo movimento estomatico (CHAVES et al., 2003).

A limitacdo a assimilacdo de CO: resulta num excesso de energia e fluxo
de elétrons para o Oz, gerando as chamadas espécies reativas de oxigénio (EROSs)
em diferentes tecidos da planta (FOYER; SHIGEOKA, 2011; ZHOU et al., 2009), que
incluem superoéxido (O2), peréxido de hidrogénio (H202) e radicais hidroxila (OH™),
originando um efeito secundéario chamado estresse oxidativo (GILROY et al., 2016).
O estresse oxidativo é causado por um desequilibrio entre a produtividade de EROs
e a capacidade de um sistema biolégico de desintoxicar os intermediarios reativos ou
de reparar os danos resultantes (ZHOU et al., 2018). Devido as suas caracteristicas
guimicas, EROs sdo extremamente reativas, podendo danificar diferentes
biomoléculas como clorofilas, proteinas, lipideos de membrana e acidos nucléicos
(JALEEL et al., 2009).

Na maioria das espécies de plantas, o0 estresse hidrico esta ligado a
mudancas na anatomia e ultraestrutura das folhas. De forma geral, em Orgaos
vegetativos ocorre 0 encolhimento das folhas, espessamento das paredes celulares,
cutinizacdo da superficie foliar e inducdo de senescéncia precoce. Em o0Orgaos
reprodutivos observa-se atraso no florescimento e frutificacdo, com reducédo do
namero, tamanho e viabilidade das sementes, causando limitagdes no acumulo de
biomassa vegetativa e na produtividade da cultura (SALEHI-LISAR;
BAKHSHAYESHAN-AGDAM, 2016; XU et al., 2016).

O estresse hidrico também afeta a nutricdo mineral das plantas, por meio
da absorc¢do e transporte de nutrientes, e perturba a homeostase dos ions. O potassio
€ um nutriente importante e desempenha um papel essencial na relacdo da agua, no
ajuste osmotico, no movimento estomatico e, finalmente, na resisténcia das plantas a
seca. A diminuicdo na concentracdo deste ion ocorre, principalmente, devido a danos
na membrana e ruptura na homeostase, o que diminui a resisténcia da planta ao
estresse hidrico (HASANUZZAMAN et al., 2018). Sob esta mesma situacéo adversa,
também ocorre alterac6es no metabolismo do nitrogénio, um nutriente importante para

o crescimento e o desempenho das plantas, dado pela reducéo na captacao de nitrato



e diminuicdo da atividade da redutase do nitrato. Desta forma, a deficiéncia desta

molécula compromete a saude da planta (SA et al., 2019).

2.3. Tolerancia da planta ao estresse hidrico

Ao longo de sua evolugdo, as plantas desenvolveram diferentes
adaptacdes e mecanismos para sustentar o crescimento e sobreviver durante
periodos de estresse hidrico. Tal resposta tem sido denominada toleréncia a seca
(CHAVES et al., 2003). As adaptacdes de plantas a seca se encaixam em duas
principais categorias (DEKA; SINGH; SINGH, 2018). A primeira é a prevencao a seca,
em que os individuos mantém os processos fisiolégicos sob condicbes de estresse
hidrico leve ou moderado, ajustando certas estruturas morfoldgicas ou taxas de
crescimento para evitar os efeitos negativos causados pela falta de agua (BLUM,
2005). Esta estratégia € caracterizada principalmente pela manutencdo de altos
potenciais hidricos na planta sob seca, que pode ocorrer quando a planta obtém mais

agua do solo ou minimiza a perda de agua através da transpiracdo (LUO, 2010).

Os indicadores associados a prevencdo a seca geralmente estao
relacionados a manutencdo da umidade e a eficiéncia na captacdo e uso de
agua. Para isso, as plantas reduzem a perda de agua através do fechamento dos
estdbmatos, diminuindo a evapotranspiracao e aumentando a eficiéncia no uso da agua
(FATHI; TARI, 2016), também reduzem a area foliar (TARDIEU, 2013), e, em alguns
casos, aumentam a acumulacéo de cera sobre a superficie da folha (ISLAM et al.,
2009). Ainda, ha o aumento na capacidade de absorcdo de agua por meio de um
sistema radicular bem desenvolvido, com maior aprofundamento e densidade de
enraizamento, e melhoras na capacidade de armazenamento de agua em 0Orgaos
especificos em algumas plantas, como por exemplo tubérculos e tecidos carnudos
(OGBURN; EDWARDS, 2010). Somado a estas adaptacdes esta o aceleramento ou
desaceleramento na conversao do crescimento vegetativo para o crescimento
reprodutivo, de modo a evitar o aborto completo no estagio de seca severa (LUO,
2010).



A modulagéo da arquitetura do sistema radicular é uma das adaptacdes
morfoanatdémicas mais importantes no ambito da prevencdo a seca. Esta integra a
topologia do sistema radicular, a distribuicdo espacial das raizes primérias e laterais
e 0 numero e comprimento do didmetro das raizes (YU et al., 2007). Da mesma forma,
0 aumento no numero de raizes finas, permite que plantas submetidas a seca
aumentem a condutancia hidraulica, aumentando a area de superficie em contato com
a agua do solo e aumentando a capacidade de exploracdo para a absorcdo de agua
(COMAS et al., 2013). A partir desses estudos, pode-se argumentar que plantas com
um sistema radicular mais prolifico e mais profundo seriam capazes de tolerar o
estresse hidrico melhor do que plantas com menos raizes, ja que as raizes sdo o Unico

orgao capaz de extrair agua do solo (LYNCH, 2018).

A segunda estratégia consiste na tolerancia a seca, que refere-se a
capacidade das plantas de sustentar um certo nivel de atividades fisiologicas sob
condicOes de estresse hidrico severas por meio da regulacao de milhares de genes e
uma seérie de vias metabolicas para reduzir ou reparar o dano resultante do estresse
(PASSIOURA, 1996). Para isso, ocorre um aumento de moléculas osmorregulatorias
nas ceélulas para manter a pressao de turgor celular e ajuste das atividades das

enzimas de defesa celular para reduzir o acumulo de substancias perigosas.

Os indicadores associados a tolerancia a seca cobrem principalmente
parametros fisiolégicos relacionados ao ajuste osmoético. Este se da pelo acumulo
ativo de solutos organicos e inorganicos como prolina, acucar soltvel e ABA, na célula
vegetal sob estresse hidrico. Dessa forma ha uma protecdo de proteinas, enzimas,
organelas celulares, membranas e materiais genéticos contra danos oxidativos
(ULLAH et al., 2017). Geralmente, o0 aumento de solutos compativeis esta relacionado
intimamente ao teor de prolina (KIANI et al.,, 2007). A prolina atua como uma
importante porcdo de sinalizacdo contra o estresse hidrico para estimular o
funcionamento das mitocondrias e alterar a proliferacao celular, estimulando genes
especificos de recuperacdo do estresse hidrico (SOLANKI; SARANGI, 2014). O
acumulo de prolina ajuda a manter a integridade da membrana diminuindo a
peroxidacédo de lipidios, defendendo o potencial redox da célula e diminuindo o nivel
de EROs (SHINDE et al., 2016).



As defesas antioxidantes também sdo importantes na toleréncia a seca,
pois auxiliam na defesa das plantas ao estresse oxidativo desencadeado pela
disponibilidade limitada de agua. Esta defesa ocorre por meio de mecanismos
enzimaticos, como superéxido dismutase, catalase e peroxidase, e ndo enzimaticos,
como carotenoides, xantofilas, glutationa, tocoferol e ascorbato (JAGADEESWARAN;
SAINI; SUNKAR, 2009). Um sistema antioxidante rapido, poderoso e eficiente é de
fundamental importancia para fornecer tolerancia a seca (HUSSAIN et al., 2019). E
exatamente o equilibrio entre a producdo de EROs e atividades antioxidantes
enziméaticas que determina se ocorrera sinalizacdo oxidativa ou danos, apesar de isso
variar entre espécies vegetais, cultivar, intensidade e duracéo do estresse (ZHOU et
al., 2018).

Entre os mecanismos de resisténcia adquiridos pelas plantas estdo os
mecanismo bioquimicos como o0s hormonios vegetais, metabdlitos secundarios,
carboidratos, aminoacidos e poliaminas que atuam alterando a estabilizacdo de
membrana, osmoregulacdo, eliminagdo de EROs, diminuindo a éarea foliar e sua
abscisao, promovendo o desenvolvimento da raiz e reduzindo o vazamento de ions
(SABAGH et al., 2019). Destes, os hormoénios s&o cruciais para regular muitas vias de
sinalizacdo e respostas como o &cido salicilico (SA), o acido abscisico (ABA) e o
etileno (ET) (KUREPIN et al., 2017). Atribui-se redu¢cdes na condutancia estomatica a
sinalizacao de ABA, que pode ser translocado do sistema radicular para a parte aérea
via corrente transpiratoria. Apesar de esse hormdnio possuir diversas funcdes no
crescimento e desenvolvimento vegetal, sua funcéo de destaque € no balanco hidrico
e tolerancia das plantas ao estresse osmotico (JALAKAS et al., 2018). O ET é outro
horménio que esta associado a resposta das plantas ao estresse. Ele é encontrado
na forma gasosa e, portanto, permite conexdes planta a planta. Os niveis de ET
regulam processos envolvidos no crescimento e desenvolvimento das plantas, como
controle da germinacdo, amadurecimento, crescimento e senescéncia das folhas
(IQBAL et al., 2017). Durante as condicfes de estresse, o etileno endégeno na planta
reduz o crescimento de raizes e caules. O 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC)
€ um precursor da sintese de ET em plantas (VAN DE POEL; VAN DER STRAETEN,
2014).
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Além das muitas alteracdes fisioldgicas e celulares, hd também mudancas
em genes e produtos génicos em resposta ao estresse hidrico que ocorre nos niveis
transcricional, pos-transcricional e translacional (LATA; MUTHAMILARASAN;
PRASAD, 2015). A dinamica de resposta de plantas submetidas a déficit hidrico
envolve a indugcdo de muitos genes, os quais sdo classificados em dois grupos de
acordo com seu modo de agcdao. Um grupo corresponde aos genes que codificam
proteinas estruturais que atuam na via de resposta ao estresse, como genes
osmorregulatérios, genes de proteinas antioxidantes e de aquaporinas, enquanto o
outro grupo inclui os genes que codificam para proteinas regulatérias, sendo os
fatores de transcricdo e proteinas quinases, as principais classes de biomoléculas
(GONG et al., 2010).

Outra estratégia desenvolvida pelas plantas resulta da modulacdo da
estrutura e funcionalidade das comunidades microbianas rizosféricas moduladas pelo
controle dos exsudatos radiculares, uma forma de comunicacdo entre plantas e
micrébios, para estimular e recrutar microrganismos com caracteristicas que
beneficiam as plantas durante uma seca (WALKER et al., 2003). Esses compostos
liberados das raizes influenciam a rizosfera e a funcéo vegetal e microbiana durante
condi¢cBes de seca, que devem ter efeitos em cascata nas respostas fisiologicas das
plantas a seca subsequente apos a umidade do solo diminui para zero (CHEN et al.,
2019).

Até o0 momento, a criacdo de cultivares tolerantes a seca tem sido a
abordagem usada para mitigar os efeitos negativos do estresse hidrico sobre as
colheitas e a produtividade das culturas. Técnicas convencionais de melhoramento de
plantas permitiram o desenvolvimento de variedades de culturas de alta produtividade
e tolerantes a seca (FURBANK et al., 2019; HUANG; HAN, 2014). As desvantagens
desta abordagem sao que ela consome tempo, exige muita mao-de-obra, pode levar
a perda de outras caracteristicas desejaveis do pool genético do hospedeiro e que a
criacdo confere beneficios a uma Unica espécie de cultura, que ndo é transferivel a
outros sistemas de cultivo (ASHRAF, 2010). A engenharia genética de culturas com
melhor toleréncia a seca poderia, teoricamente, ser mais rapida, mas viria com seu
préprio conjunto de desafios, incluindo tempo e trabalho. Além disso, quando as

7

culturas transgénicas chegam ao mercado, seu sucesso ndo é garantido, pois a
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legislagdo e a resposta do consumidor a produtos agricolas geneticamente

modificados variam entre os diferentes paises (JACOBSEN et al., 2013).

As abordagens mencionadas acima escapam ao contexto ecoldgico do
ambiente do solo em que as culturas sao cultivadas. Além disso, as abordagens
cldssicas de melhoramento genético e engenharia genética consideram as plantas
como organismos independentes, que séo regulados apenas pelo seu cddigo genético
e fisiologia celular, embora ja se saiba que os micrébios associados as plantas possam
influenciar nas respostas as condicdes ambientais (LYNCH et al., 2004,
VANDENKOORNHUYSE et al., 2015). Portanto, hd uma necessidade de abordagens
baseadas em modelos microbianos para mitigar o estresse hidrico.

2.4. Mecanismos de tolerancia a seca em bactérias

Aléem das plantas os microrganismos também sdo conhecidos por sua
tolerancia a dessecacdo em diferentes ciclos de vida. Tal tolerancia conferida
simbioticamente envolve pelo menos dois mecanismos: i) ativacdo dos sistemas de
resposta do hospedeiro logo apds a exposicao, permitindo que as plantas evitem ou
mitiguem os danos do estresse (REDMAN et al., 1999) e ii) biossintese de moléculas

pelo endofito para o combate ao estresse (SCHULZ et al., 2002).

Para auxiliar as plantas a manter a umidade e a eficiéncia na captacao e
uso de agua sob estresse hidrico, as BPCV séo capazes de induzir alteracdes
coordenadas na transpiracao e fotossintese, estimulando a regulagéo estomatica para
manter altos niveis do potencial hidrico nas folhas, resultando em maior eficiéncia do
uso da agua (BRESSON et al., 2013). Quanto ao aumento da capacidade de absorcao
de agua por meio de um sistema radicular bem desenvolvido, BPCV podem aumentar
0 comprimento e o numero de raizes por meio da producdo de hormdnios vegetais
(AIA, ABA e giberelinas), amonia e biodisponibilidade de nutrientes (SPENCE et al.,
2014). A sintese de AIA ocorre principalmente por microbios associados a plantas e
estimula o aumento de raizes laterais e pelos radiculares, resultando em aumento na
area de superficie e, consequentemente, aumento na umidade e absorcao de minerais

do solo (SPAEPEN; VANDERLEYDEN, 2011).
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Além do AIA, o ABA é um outro horménio vegetal que atua no ambito da
tolerancia & seca (GUAJARDO; CORREA; CONTRERAS-PORCIA, 2016). BPCV sédo
capazes de sintetizar ABA e, assim, melhorar a resposta adaptativa das plantas
aumentando a atividade das enzimas antioxidantes (COHEN et al., 2015). Ainda,
guando uma planta € inoculada com BPCV, o aumento na concentracdo de ABA
modula a transcricdo do gene relacionado a condutividade hidraulica da raiz (JIANG
et al., 2013).

Em decorréncia do estresse hidrico, niveis elevados de etileno inibem o
crescimento da planta. Para reduzir a producdo deste horménio, as bactérias
sintetizam ACC desaminase e clivam o precursor imediato do etileno, o ACC. Tal
reacdo produz amébnia e a-cetobutirato em vez de converté-lo para etileno
(GAMALERO; GLICK, 2015). Esta clivagem reduz os niveis de ACC e etileno no
rizoplano, eliminando assim o efeito inibitério de maiores concentragbes desse
horménio, possibilitando as plantas manterem o crescimento normal (SIDDIKEE et al.,
2011).

Para manter o ajuste osmotico, uma das respostas cruciais no nivel celular
o0 ambito da tolerancia a seca, BPCV em associacdo com plantas sdo capazes de
aumentar os solutos compativeis como acucares e conteudo de prolina, auxiliando
assim na protecdo de proteinas, enzimas, organelas celulares, membranas e
materiais genéticos contra danos oxidativos (ASAF et al., 2017). A partir do acamulo
de solutos, ocorre uma reducao no potencial osmoético intracelular, fazendo com que
a agua entre na célula a favor do gradiente hidrico, favorecendo a estabilidade da
membrana celular (ULLAH et al., 2019).

Ademais, a inoculacdo pode induzir maior protecdo contra 0 estresse
oxidativo provocado por EROs, por meio do aumento na sintese de enzimas
antioxidantes como superoéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e ascorbato (APX)
(GILROY et al., 2016). A maior protecdo do aparato fotossintético, proporcionado
pelas enzimas antioxidantes, influenciam na manutencdo do maior desempenho
fotossintético em plantas submetidas ao déficit hidrico (GAGNE-BOURQUE et al.,
2016).
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As bactérias também podem formar uma parede espessa ou entrar no
estagio dormente, produzir exopolissacarideos (EPS), sintetizar proteinas de choque
térmico (HSPs), esporos e biofilme (ALLISON; GOULDEN, 2017; KUMAR; VERMA,
2018), mecanismos envolvidos na protecdo da célula e do ambiente em que ela esta
presente. Alternativamente, algumas bactérias armazenam grandes quantidades de
ribossomos, o que Ihes permite responder com rapida sintese proteica quando na
ocorréncia do estresse (ZHU; DAI, 2020). Além disso, alguns microrganismos
possuem fatores sigma para alterar a expressao génica sob condicbes adversas e
superar o efeito negativo (GUPTA; PANWAR; JHA, 2013). Outros mecanismos que
ajudam as bactérias a lidar com o estresse hidrico incluem maior eficiéncia no uso de

recursos e realocacao dentro das células microbianas (TIEMANN; BILLINGS, 2011).

2.5. Herbaspirillum seropedicae

Descoberta no Brasil em 1986, Herbaspirillum seropedicae € uma bactéria
diazotrofica endofitica, gram negativa, vibridide, pertencente a classe [ das
Proteobacteria (BALDANI et al., 1986). A maior parte da associacao entre plantas e
H. seropedicae ocorre em gramineas, e se iniciam com a adesao da bactéria a
superficie radicular, estimulada pela exsudacdo de carbono pela raiz, seguida de
infeccdo no tecido vegetal por meio dos pontos de emergéncia das raizes secundarias
e penetracdo por descontinuidades da epiderme (MONTEIRO et al., 2012). Apos a
entrada de H. seropedicae no sistema vegetal pelas raizes, ocorre uma rapida
colonizacdo e ocupacdo de espacos intercelulares, como aerénquima, Xilema e,
finalmente, partes aéreas (MONTEIRO et al., 2012).

Caracterizada como uma Bactéria Promotora do Crescimento Vegetal
(BPCV), este microrganismo possui mecanismos bioestimulantes e biofertilizantes.
Sao capazes de sintetizar fitormbnios, como o acido indolacético, que estimula o
crescimento vegetal pela inducédo de pelos radiculares e raizes laterais, melhorando
assim, a via de absorcao de agua e nutrientes dos vegetais (PEDROSA et al., 2011);
e reduzir os niveis de etileno prejudiciais ao crescimento das plantas sob estresse

(BASTIAN et al., 1998). Estas caracteristicas promotoras do crescimento vegetal
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potencializam o uso de H. seropedicae como bioinoculante, potencializando
economias de gastos com insumos (FERREIRA; BALDANI; BALDANI, 2010).

Devido as caracteristicas citadas anteriormente, esta bactéria pode utilizar
mecanismos para mitigar estresses ambientais como, por exemplo, a deficiéncia de
agua. Estudos demonstram que a inoculagéo e co-inoculagdo de plantas expostas ao
estresse hidrico por H. seropedicae e outros microrganismos benéficos favorecem o
acumulo de biomassa vegetal, maiores niveis de carbono, nitrogénio e clorofila; e
niveis mais baixos de 4cido abscisico e etileno. Os niveis de estresse oxidativo dessas
plantas sdo semelhantes aos das plantas ndo inoculadas cultivadas em condi¢des
bem irrigadas, apresentando menor niumero de lesées na membrana celular. Também
se observa maior teor relativo de 4gua no tecido vegetal e melhor osmoregulagéo nas
condicdes de seca em plantas inoculadas, como refletido pelo conteudo de prolina
significativamente menor. Em conjunto, esses resultados demonstram que essas
bactérias podem ser usadas para ajudar as plantas a lidar com os efeitos negativos
das condicbes de estresse hidrico (CURA et al., 2017; DA PIEDADE MELO et al.,
2017; FURLAN et al., 2017).

Embora existam estudos relatando a capacidade do BPCV de melhorar a
tolerancia das plantas ao estresse hidrico, os métodos empregados tem sido bastante
diversos. A maioria dos estudos utilizou solos estéreis e, portanto, a relevancia dos
resultados relatados para condigbes de campo “reais” ndo é clara. Além disso, a
esterilizacdo do solo pode induzir mudancas nas caracteristicas fisico-quimicas do
mesmo. Tais mudancas no solo podem afetar a resposta das plantas ao estresse
hidrico. Outro fator que interfere no desempenho de linhagens BPCV em situacfes de

estresse hidrico € a severidade deste, bem como o tempo de duracéo.

O presente trabalho avalia o potencial de H. seropedicae em mitigar os
efeitos adversos da restricdo hidrica severa e promover o crescimento de plantas de
milho (var SHS 5050, colaborando para melhor compreensao de como as bactérias
endofiticas respondem a limitacdo de agua e como elas modulam a resposta de

tolerancia na planta superando os danos gerados pelo estresse.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar a resposta de plantas de milho SHS5050 inoculadas e né&o
inoculadas com Herbaspirillum seropedicae estirpe HRC54 submetidas ou né&o ao

estresse hidrico e investigar os efeitos dessa interacdo antes e ap0s reidratacao.

3.2. Objetivos especificos

- Verificar os efeitos de promocao de crescimento vegetal nos tratamentos

inoculados com bactéria (PB) e (PBS);

- Verificar o papel da bactéria Herbaspirillum seropedicae estirpe HRC54

em atenuar danos resultantes do estresse hidrico em plantas de milho SHS 5050;

- Avaliar as modificacbes anatdmicas e fisiologicas de plantas de milho
SHS 5050 inoculadas com Herbaspirillum seropedicae estirpe HRC54, na presenca

ou auséncia do estresse hidrico;

- Realizar analise estrutural do limbo foliar de plantas de milho (Zea mays

L. SHS 5050) inoculadas com H. seropedicae e submetidas a estresse hidrico;

- Avaliar os efeitos da reidratacdo em plantas submetidas ao estresse e

comparar com os tratamentos irrigados.
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4. METODOLOGIA

4.1. Cultura Bacteriana e Material Vegetal

Foram realizados ensaios de cultivo da bactéria Herbaspirillum seropedicae
estirpe HRC54 (OLIVARES et al., 1996) em meio DYGS no laboratério (RODRIGUES
NETO, 1986). A bactéria foi inoculada com alca bacterioldgica de platina em placa de
Petri a partir da cultura estoque. A placa foi incubada por 3 dias em estufa
bacteriolégica a 30 °C. Ap6s o crescimento da cultura bacteriana, obteve-se o pré-
in6culo a partir de uma colbnia retirada com auxilio da algca bacteriolégica, que foi
descarregada em 5 mL de meio em um tubo de ensaio. A bactéria foi crescida sob
rotacdo em agitador orbital em 185 rpm a 30 °C durante 24 h. Depois disso, foi
preparado o inéculo a partir de 150 puL do pré-inéculo em 100 mL de DIGYS sob
rotacdo em agitador orbital a 185 rpm durante 14 h a 30 °C. Posteriormente, foi
realizado leitura da densidade optica (DO 600,m) em espectrofotdmetro, que foi igual
al,0.

Como modelo experimental foram selecionadas plantas de milho hibrido
Santa Helena (SHS 5050) (Figura 1). Esta € uma variedade com ciclo superprecoce,
de ampla adaptacéo e estabilidade, e é indicada para regides tropical e sub tropical.
Para realizacdo dos ensaios, as sementes foram desinfestadas com solucdo de
hipoclorito 3% por 3 min. Em seguida, as sementes foram imersas em solucdo de
etanol 70% por 2 min. As sementes foram lavadas com agua autoclavada 3 vezes.
Apos este processo, as sementes foram submetidas a quebra de dorméncia em agua

destilada por 5 horas.

Caracteristicas

@ Ciclo Superprecoce @ Tipode grao Semiduro, Amarelo

@ Resposta ao Investimento Media, Menor @ Arquitetura EENIEEE

[ Altura daEspiga 105a1,45m

f
4

[¥ AlturadaPlanta 1,90a2,30m

@ Empalhamento Medio

@ StayGreen Bom

Figura 1. Caracteristicas agrondémicas da semente de milho variedade Santa Helena (SHS 5050).
Fonte: http://santahelenasementes.com.br/produtos/shs-5050/
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4.2. Desenho Experimental

Foram usados 40 tubos de PVC com diametro de 0,15 m e 1,00 m de
comprimento para semeadura (Figura 2). Os recipientes foram preenchidos com
substrato Basaplant ndo autoclavado. A composicdo deste substrato inclui uma
mistura de casca de pinus, fibra de coco, turfa fibrosa e vermiculita. Suas
caracteristicas fisico-quimicas foram descritas na Tabela 1. Em cada recipiente foram
dispostas trés sementes (n=120) e, por ocasido do desbaste, com aproximadamente

15 dias ap06s a semeadura, manteve-se apenas uma planta por recipiente (n=40).

Figura 2. Visdo geral do inicio do ensaio em casa-de-vegetacdo. A parcela
experimental é representada pelo tudo de PVC de 1 m de comprimento,
preenchido com 4,5 kg de substrato.

Tabela 1. Andlise fisico-quimica do substrato comercial Basaplant®

pH N [pros] KO ] ca ] Mg | ¢ | s Fe | Ccu | Zn | Mn | B U
H,0 o/kg mg'kg %
49 504 377 2.1 520 040 2496 0,54 8855 26 90 182 104.8 30.64
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Em um primeiro momento, o experimento foi dividido em apenas dois
tratamentos, contendo cada um 20 repeticdes: (1) plantas controle e (2) plantas
inoculadas (Figura 3). No tratamento plantas inoculadas, foi adicionado 1 mL do
inéculo (1x108 mL?' células bacterianas) em cada semente no momento da
semeadura. ApoOs trinta e quatro dias, o experimento foi dividido em 4 tratamentos,
contendo cada um 10 repeti¢cbes: (1) controle, (2) plantas inoculadas, (3) plantas com
déficit hidrico e (4) plantas inoculadas submetidas ao déficit hidrico. A partir da
imposicdo do estresse hidrico, caracterizado pela suspenséo total da irrigacdo, os
respectivos tratamentos néo receberam agua por 30 dias, enquanto que os demais
permaneceram sendo irrigados dia sim e dia ndo. Apés esse periodo, um total de 20
plantas foram levadas para analises destrutivas (12 coleta), as outras 20 plantas
receberam reidratacdo por 21 dias até serem analisadas (22 coleta), recebendo
irrigacéo todos os dias (Figura 3).
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ﬁATAMENTOS:

(1 dia)

P) (PB) P (PB)  (PS)  (PBS)
n=60 n=60 n=10 n=10 n=10 n=10

08/05/2019

(=)

30 dias de
(P) Plantas irrigadas restricdo
(PB) Plantas inoculadas irrigadas hidrica
(PS) Plantas néo irrigadas
(PBS) Plantas inoculadas néo irrigadas
03/05/2019 —
01/03/2019 16/03/2019 03/04/2019 06/05/2019
_ b Imposicao restricao Anélises
Plantio Desbaste hidrica _
Analises [ destrutivas
(—L) destrutivas { \ (4 dias)

21 dias de
reidratacao

29/05/2019 —
02/06/2019

02/06/2019

\/

Reidratacao

l

(PB) (PS)

n=5 n=5

\

(PBS)
n=5

©

Analises
destrutivas
(5 dias)

Fim

~

/

Figura 3. Desenho experimental indicando a linha do tempo do trabalho com os diferentes tratamentos. As bolas pretas simbolizam o inicio e fim do experimento, e as

bolas brancas indicam os dias ap6s plantio (DAP). As caixas em vermelho mostram a duragéo da seca e da reidratacéo.
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4.3. Condicdes experimentais e estresse hidrico

As plantas foram cultivadas entre os meses de marco e junho de 2019 em
condicOes de casa de vegetacdo sob estrutura telada, localizada na Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, em Campos dos Goytacazes — RJ,
situada a 21° 45’ latitude sul e 41° 20’ longitude oeste e 11 m de altitude. As condigdes
climaticas foram acompanhadas durante todo o experimento com o uso do
equipamento Data Logger Hikari Htu-31, que aferiu a temperatura e umidade relativa
do ar em intervalos de 30 min. A temperatura variou de 23 a 33 °C e a média de

umidade relativa foi 72% (Figura 4).

100
90
80 l
70

60

50 =@="Temperatura
40 média (°C)

30 W - Umidade Relatva (00

20

Temp médida (°C)/ UR (%)

10

0
O D D D > > x> O OO
Q2 Q7 Q7 . Q7 ,OF QO Q% O Q% Q0 Q. .Q
6\ NCRENCE rf.) NN NN rf.) R Q/Q qfO

Dias

Figura 4. Médias diarias de Temperatura (°C) e Umidade Relativa (%) no periodo de ocorréncia do
experimento. A seta vermelha indica o inicio da imposicao da restricdo hidrica e a seta azul indica o dia
em que foi feita a reirrigacéo.

A agua disponibilizada as plantas foi calculada de acordo com o 70% da
capacidade de campo. Para este calculo, o substrato foi molhado até atingir a
saturacdo maxima, que equivaleu ao volume de 2 L. A partir disso, a irrigacao foi
realizada com auxilio de proveta, sendo aplicado diariamente 1, 5 litros de agua/planta

nos tratamentos irrigados e 0 litros de agua/planta nos tratamentos nao-irrigados. Para
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reidratacdo das plantas, o volume de agua foi reajustado, sendo aplicado diariamente

4 litros de 4gua. Durante todo o experimento as plantas ndo foram adubadas.

4.3.1. Determinagéo de umidade no solo

O teor de agua do substrato (TAS) foi registrado para caracterizacao da
seca. Para tanto, amostras do substrato foram coletadas em trés diferentes
profundidades (0 — 33 cm; 33 — 66 cm; 66 — 99 cm) ao final do estresse hidrico e ao
final da reidratacdo (Figura 5). Com auxilio de uma balanga analitica, foi determinado
o peso fresco (volume de 80 mL) e, posteriormente 0 peso seco, apds amostras serem
secas a 60 ° C por uma semana. A determinacdo do teor de agua no substrato foi
calculada por meio da férmula: TAS = (peso fresco - peso seco) / peso seco x 100%).

Figura 3. Fracionamento do tubo PVC em trés profundidades (0 — 33 cm; 33 — 66 cm; 66 — 99 cm) para
avaliagdo da distribuicdo de agua e das raizes ao longo do perfil do solo.
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4.4. Avaliacdo dos efeitos da colonizacdo de Herbaspirillum

seropedicae em plantas de milho sob estresse hidrico

4.4.1. Estimativa da Populacédo de Bactérias em plantas de milho

A fim de estimar a populacéo de bactérias totais e endofiticas em plantas
de milho apés a inoculacdo de H. seropedicae, foram realizados dois métodos de
contagem em raizes de plantas desbastadas 15 dias apés o plantio. O primeiro
método de contagem foi o de Unidades Formadoras de Colénia (UFC) em placas
contendo meio solido e o segundo método foi pelo NUmero mais provavel (NMP)
utilizando meio JNFb semi-solido. Para a contagem de bactérias totais, as raizes
foram somente lavadas com agua ultra pura autoclavada. Para contagem de
endofitos, as raizes foram desinfestadas superficialmente apds imersao por 5 min em
solucéo de cloramina T a 1%, seguido de lavagem em agua destilada, imersao em

tampao fosfato 0,05 M (pH 7.0) por trés min e posterior lavagem com agua destilada.

No primeiro método, foi estimado a populacao de bactérias heterotroficas a
partir da contagem de UFC associadas a raizes lavadas bactérias totais) e raizes
desinfestadas com cloramina-T por 5 minutos (endofiticas) em placas de Petri. Para
tanto, foi preparado meio DYGS (Rodrigues Neto, 1986) e foi macerado 1 g de raiz
em 9 mL de solucéo salina. Em seguida, 1 mL do homogeneizado foi adicionado em
9 mL de solucéo salina seguindo diluicdes seriada de 104, 10°°, 106, 10”7. Um volume
de 100 uL das diluicBes foi pipetado trés vezes na placa para cada diluicdo, e incubado
na estufa bacteriolégica a 30 °C por 3 dias. A contagem de bactérias foi realizada com
auxilio do contador de colénia com quadrantes de 1 cm2 de area e iluminacéo artificial

uniforme.

No segundo método, foi estimado o NMP pela contagem de bactérias
diazotroficas em raizes lavadas e raizes desinfestadas como descrito acima. Para
tanto, seguiu-se o0 mesmo passo até as diluicbes seriadas, e 100 pL das mesmas
foram aplicados em vidros de penicilina contendo meio semi-solido JNFb isento de
nitrogénio, sendo trés vidros para cada diluicdo. As culturas foram mantidas em estufa

bacteriol6gica a 30 °C por 7 dias. A presenca da bactéria foi confirmada pela formagao
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de pelicula aerotéxica esbranquicada no meio semi-solido alcalinizado (cor azul do
azul de bromotimol), tipica da bactéria, e a estimativa da populagédo determinada com
base na consulta a tabela de McCrady para trés repeticbes por diluicdo
(DOBEREINER et al.,1995).

4.4.2. Parametros de crescimento

Os parametros biométricos foram avaliados nos dois momentos do
experimento. Tanto na 12 coleta (03/05/2019 a 06/05/2019) quanto na 22 coleta
(29/05/2019 a 02/06/2019), um total de 20 plantas foram avaliadas, e dessas, 16
individuos foram selecionados aleatoriamente para as analises destrutivas. A partir
disso, os valores de biomassa fresca da parte aérea e da raiz foram obtidos
separadamente com auxilio de balanca analitica. A fim de caracterizar a densidade
radicular, as raizes foram seccionadas em 3 partes (0-33 cm; 33 — 66 cm; 66 — 99 cm)
possibilitando comparacéo da distribuicdo das raizes ao longo dos diferentes estratos
do substrato de crescimento das plantas. As variaveis altura da parte aérea,
comprimento da raiz e perimetro do caule foram avaliadas utilizando régua graduada
e paquimetro. Para registro da biomassa seca, 0 material vegetal foi colocado
separadamente em sacos de papel devidamente identificados em estufa de circulacéo

forcada de ar a 70 °C por 5 dias.

4.4.3. Caracteristicas morfolégicas da raiz

Antes das obtencao da biomassa seca, as raizes foram lavadas e imersas
em solucéo com alcool 70% para caracterizacao da arquitetura radicular. Estas raizes
ja haviam sido fracionadas anteriormente quando foram avaliadas quanto aos
parametros biométricos. A partir disso, as raizes foram digitalizadas por meio de
scanner (EPSON Expression 10000 XL) e analisadas junto ao software WinRhizo. O
software foi configurado para analisar o comprimento total em cm, a area superficial
em cm?e as classes de diametro. A definicdo destas classes foi baseada no critério

de classificacéo de raizes proposto por Béhm (1979): raizes muito finas (@ inferior a
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0,5 mm), raizes finas (> 0,5 @ < 2,0 mm) e raizes grossas (& > 2,0 mm).

4.4.4. Trocas gasosas

Para analises de trocas gasosas foi utilizado um analisador de gas no infra
vermelho (IRGA) portéatil, modelo LC Pro SD. Primeiramente as medi¢fes foram feitas
com individuos de 25 dias, no periodo da manha (8h) e 27 dias no periodo da tarde
(12h). Em um segundo momento foi avaliado os efeitos da restricdo hidrica sobre as
plantas, com avalicdo 4 dias ap6s o inicio do estrese (38 DAP) no periodo da tarde e
26 apods imposicdo da seca (60 DAP) no periodo da manha dias. Para verificar os
efeitos da recuperacdo dos danos nos aparatos fotossintético, foi realizado uma
medicdo 5 dias ap0Os a reidratacdo (74 DAP) na parte da manha. Os parametros
aferidos foram: taxa fotossintética liquida (A), transpiracdo (E) e condutancia
estomatica (gs). A medicao foi feita no terco meédio da folha, sendo uma por individuo.

Para o milho foi padronizada a intensidade luminosa de 2000mmol m2s*mol.

4.4.5. Mensuracéo da fluorescéncia da clorofila

Para a avaliacdo da eficiéncia de energia de excitacdo capturada pelos
centros de reacdo do Fotossistema Il (Fv/Fm), foi utilizado um fluorimetro modulado
portatil modelo FMS2 (Hansatech, UK), para os trés momentos do experimento:
condicdo sem estresse (25 e 27 DAP), condicao restricdo hidrica (39, 45, 51 e 57
DAP) e posterior reidratacao (75 e 81 DAP). Para tanto, as folhas foram pré-adaptadas
ao escuro por 30 minutos com auxilio de clipes foliares. A medicao foi realizada no
terco médio da mesma folha que foi realizado determinacdo das trocas gasosas,
sendo feita em uma para cada individuo, as 8 h da manha (25, 39, 57 e 75 DAP) e
pela tarde 12 h (27, 45, 51 e 81 DAP). Foram registrados o rendimento quéantico

maximo do fotossistema Il Fv/Fm.
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4.4.6. Teor relativo de agua

A fim de estimar o Teor Relativo de Agua (TRA) das plantas estressadas e
reidratadas, foram analisados o peso fresco, turgido e seco do material vegetal com 7
e 14 dias de restricdo hidrica, e 5 dias de reidratacdo. Para tanto, as folhas foram
cortadas em discos foliares (6) com o auxilio de cortador circular, de 1 cm de diametro,
e foram imediatamente pesadas (peso fresco) em balanca de precisdo. Em seguida,
os discos foliares foram imersos em frascos com agua destilada permanecendo por
24 horas no escuro. Apoés esse periodo, as superficies dos discos foliares foram secas
em papel toalha para retirar a quantidade de agua superficial, e entdo foram pesadas
novamente (peso targido). Apos esta operacdo, o material foi colocado em estufa com
circulagéo forcada de ar a 70°C por 72 horas, obtendo-se assim o peso de matéria
seca (peso seco). O teor relativo de agua (%) foi calculado pela férmula proposta por
Turner (1981): TRA = [(PF- PS/ PT-PS)] x 100.

4.4.7. Extravasamento de Eletrdlitos

Para determinacédo de ions presentes no meio intracelular, foi realizado
ensaio de extravasamento de eletrélitos como descrito por Hamed et al., (2007).
Folhas de milho (300 mg) de foram incubadas em 25 mL de agua ultrapura. As
amostras foram mantidas em banho-maria a 25 °C por 3 h e depois a condutividade
elétrica inicial (CE1) foi mensurada. Posteriormente, as amostras foram aquecidas por
20 min a 96 °C para liberacdo de todos os eletrélitos. Apés o resfriamento, a
condutividade elétrica final (CE2) foi verificada. O percentual de extravasamento de

eletrélitos (EE) foi calculado de acordo com a equacéo: EE = (CE1/CE2) x 100

4.4.8. Microscopia

Para a andlise estrutural do limbo foliar de plantas de milho inoculadas ou

nao com a bactéria diazotrofica endofitica H. seropedicae, foi utilizada a folha de
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posicao +4 (quarta folha a partir do 4pice). Amostras do terco médio do limbo foliar de
regides contendo nervuras secundarias e terciarias foram coletadas. Segmentos de 8
mm? (2 x 4 mm) do limbo foliar de todos tratamentos foram obtidos com lamina nova
e imediatamente imersas em solucéo fixadora contendo 2,5% aldeido glutarico, 4%
de formaldeido nascente em tampao fosfato de potassio 50 mM e pH 6,8. As amostras
permaneceram em solucéo fixadora por 18 horas a temperatura ambiente. Decorrido
este periodo, foram lavadas no mesmo tampéo fosfato por trés vezes em intervalos
de 20 min para cada lavagem, e a seguir desidratadas em série etandlica crescente
(15, 30, 50, 70, 80, 90, 100% (2X) em etanol: agua), permanecendo em cada solucao
por 15 min. Amostras imersas em 100% etanol foram paulatinamente substituidas pela
resina LR White medium grade | (Sigma) de acordo com o seguinte programa de
inclusdo etanol: resina, 3:1 (6 h), 2:1 (6 h), 1:1 (6 h), 1:2 (6 h), 1:3 (6 h), resina pura
(12 h), resina pura (36 h). As amostras imersas em resina pura foram cuidadosamente
transferidas para capsulas de gelatina preenchidas com a mesma resina e
posicionadas para posterior obtencdo de cortes transversais, longitudinais e
paradérmicos. As capsulas de gelatinas contendo a resina foram polimerizadas em
estufa a 65 °C por 16 h. Capsulas curadas contendo as amostras foram cortadas no
ultramicrétomo Ultracut E II. Para as analises ao microscopio optico, secdes de 1 pum
do limbo foliar foram obtidas por ultramicrotomia com faca de vidro, coletadas em
laminas de vidro, secas em placa aquecedora, coradas em solucédo de azul toluidina
a 0,1%, lavadas com agua destilada e observadas no microscopio Zeiss Axioplan
acoplado com camera digital AxioCam. Para as analises ao microscopio eletrénico de
transmissado, secbes de 70-90 nm do limbo foliar foram obtidas por ultramicrotomia
com faca de diamante (Diatome 45° de 4,5 mm), recolhidas em grades de cobre de
30 mesh cobertas com filme de Formvar (solucdo 0,5% em cloroférmio), contrastadas
com acetato de uranila por 30 min e citrato de chumbo por 4 min e observadas ao
microscoépio eletrénico de transmissao JEOL 1400 Plus com aceleracdo de voltagem

de 80 Kv e fotodocumentados com camera Gatan.
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4.4.9. Delineamento estatistico

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado havendo no
inicio do experimento 10 réplicas biolégicas para cada tratamento, e, apds as analises
destrutivas para caracterizacao do estresse hidrico, 5 réplicas bioldgicas para cada
tratamento (total de 40 individuos). Os dados foram apresentados como média *
desvio padrao de quatro repetigcdes e analisados por ANOVA (p<0,05) seguido pelo

teste LSD (p<0,05) a fim de determinar diferengas entre os tratamentos.
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5. RESULTADOS

5.1. Estimativa da populacdo de bactérias em plantas de milho
inoculadas
Como resultado da estimativa da densidade populacional de bactérias
totais e diazotréficas endofiticas em plantas de milho inoculadas, pode-se observar
qgue o numero de bactérias totais foi maior do que o niumero de diazotroficos por grama
de raiz (7,8 £ 0,3 e 5,8 + 0,6) (Figura 6). A populacdo de bactérias naturalmente
associadas as raizes (C-RD diazotroficos e totais) (5,0 + 0,4 e 6,8 + 0,6) foi 18%
inferior nos tratamentos inoculados com Herbaspirillum seropedicae (B-RD
diazotrdficos e totais) (6,1 £ 0,4 e 8,2 £ 0,2). Houve maior densidade populacional no
tratamento inoculado com raiz lavada (B-RL) quando comparado aos demais
tratamentos. A desinfestagcdo com cloramina T apresentou diferenca somente no
controle, onde as raizes desinfestadas (C-RD) tiveram menor densidade em relacéo
as raizes lavadas (C-RL), sendo essa reducéo de 17% para o numero de diazotroficos

e de 13% para 0 numero de bactérias totais (Figura 6).

Estimativa da Populagao de Bactérias
9,5

85

—

75
|

65 [

55 l

Log,, N2 células. gt

4,5

3,5
Diazotroficos Totais

NMC-RL OC-RD OB-RL EB-RD

Figura 6. Contagem de bactérias diazotroficas (NMP.g?! raiz) e bactérias totais (UFC.g* raiz)
associadas as raizes lavadas (RL) e raizes desinfestadas com Cloramina T solu¢do 1% (RD) em
plantas de milho variedade SHS 5050 inoculadas e ndo inoculadas com H. seropedicae estirpe HRC
54, ap6s 15 dias da germinacdo. Os tratamentos inoculados resultaram em maior densidade
populacional para bactérias diazotroficas e bactérias totais. A populagéo de bactérias totais foi maior
do que a populacédo de diazotroficos. Dados representam média de 3 repeticdes e seus respectivos
desvios-padrdo. C-RL: raiz lavada em plantas controle. C-RD: raiz desinfestada com cloramina T em
plantas controle. B-RL: raiz lavada em plantas inoculadas. C-RD: raiz desinfestada com cloramina T
em plantas inoculadas.
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5.2. Determinacgao de umidade no solo

O teor de é&gua no substrato (TAS) avaliado ao longo das trés
profundidades amostradas nos tubos de PVC caracterizou as condi¢cdes de seca e
reidratacdo impostas neste experimento (Figura 7). A disponibilidade de agua nos
tratamentos irrigados P e PB foi significativamente maior do que em tratamentos sob
restricdo hidrico PS e PBS (Figura 7 A). Na primeira coleta, que ocorreu ap6s 30 dias
de suspensao da irrigacéo, observou-se que, entre as trés profundidades avaliadas, a
superficial (0 - 33 cm) foi a mais afetada pela suspensao de agua, com uma reducédo
de 46% no TAS dos tratamentos néo irrigados em relacdo ao tratamentos irrigados
(21 £1,0 e 11 £0,1). O TAS aumentou conforme a profundidade e isso atenuou as
diferencas de umidade no substrato encontradas entre os tratamentos. No segundo
estrato do tubo PVC (33 — 66 cm), o TAS dos tratamentos nao irrigados foi 39% inferior
aos irrigados (23 + 0,7 e 14 £ 0,8), enquanto que no ultimo estrato (66 — 99 cm) a
reducéo foi de 24% (23 £ 0,2 e 18 £ 0,1). Entre os tratamentos irrigados P e PB, a
diferenca de umidade entre os estratos foi menor e nao significativa, variando apenas

2% ao longo do tubo (Figura 7 A).

Na segunda coleta, que ocorreu 21 dias ap0s a reposi¢cdo da agua nos
tratamentos que sofreram restricdo hidrica, percebe-se um aumento no TAS de PS e
PBS de 73% na profundidade de 0-33 ¢cm (19 £ 0,1 e 11 £ 0,1) em comparacdo com
o periodo anterior de seca (Figura 7 B). No segundo (33- 66 cm) e no terceiro (66 —
99 cm) estrato o aumento foi, respectivamente, de 44% e 21% em relacéo a coleta
anterior. De forma geral a umidade do solo se manteve em 20% nas diferentes

profundidades para os diferentes tratamentos.
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Figura 7. Teor de agua no substrato (TAS) (%) distribuido nas trés profundidades do tubo PVC
caracterizando a condicdo de A) estresse hidrico ap6s 30 dias de suspensdo da irrigacdo e B)
reidratacdo apds 21 dias de reposicdo de dgua. Dados representam média de 4 repeticBes e seus
respectivos desvios-padréao. Médias seguidas de * diferem entre si na mesma analise, segundo o LCD
(p<0,05). NS: nao significativo. P: plantas irrigadas. PB: plantas inoculadas e irrigadas. PS: plantas nao
irrigadas. PBS: plantas inoculadas nao irrigadas.

5.3. Parametros de crescimento vegetal

Na figura 8 € possivel visualizar as plantas de milho cultivadas em casa de

vegetacdo no inicio do estresse (A) e no inicio da reidratacdo (B). Os danos da
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suspensao hidrica podem ser verificados com a senescéncia foliar e os sinais de

murcha nas folhas.

Figura 8. Plantas de milho var. SHS5050 inoculadas e ndo inoculadas com H. seropedicae estirpe HRC 54 A)
no inicio da restricdo hidrica B) no inicio da reidratagao.

Para os valores de biomassa fresca da parte aérea decorridos 30 dias de
suspencao da irrigacdo (12 coleta), foi observado que a inoculacdo aumentou
significativamente o peso da matéria fresca na comparacao entre plantas irrigadas P
(37550 e 250 £ 129 g), evidenciando assim um incremento de 50% (Figura 9 A).Para
os tratamentos nao irrigados PS e PBS nao houve diferenca estatistica (100 £ 0 e
112,5 +50 g). Quanto ao peso seco, s6 houve diferenca significativa para o tratamento

PB, que apesentou 0 maior peso seco (68,8 + 5,9 g) (Figura 9 A).

Na 22 coleta do experimento, realizada apds reidratacao das plantas por 21
dias, ndo houve diferenca estatistica para biomassa fresca e seca da parte aérea
(Figura 9 B). No entanto, permanece a tendéncia para maior biomassa da parte aérea
nos tratamento irrigados em comparacdo aos que foram acometidos pela suspensao
hidrica (Figura 9 B).
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Figura 9. Biomassa fresca e seca da parte aérea em plantas de milho var. SHS5050 inoculadas e nédo
inoculadas com H. seropedicae estirpe HRC 54 apds A) 30 dias sob restricdo hidrica e B) 21 dias de
reidratacdo. Dados representam média de 4 repeticfes e seus respectivos desvios-padrao. Médias
seguidas por letras iguais ndo diferem estatisticamente segundo o LCD (p<0,05). P: plantas irrigadas.
PB: plantas inoculadas e irrigadas. PS: plantas ndo irrigadas. PBS: plantas inoculadas néo irrigadas.

Quanto a biomassa total da raiz, fresca e seca, foi encontrada diferenca

estatistica ao comparar tratamentos irrigados e néo irrigados para os dois momentos

do experimento: apos a restricdo hidrica e apds a reidratacdo. Em ambas situacoes,

o tratamento inoculado irrigado PB obteve melhor desenvolvimento radicular

estatisticamente. N&o foi registrado diferencas significativas entre os tratamentos
inoculados P e PB e entre PS e PBS (Figura 10).

Na primeira coleta a inoculagdo com Hs promoveu um aumento de 90% no

peso fresco total da raiz em relagdo ao tratamento nao irrigado PS (79,3 + 27,5; 41,8

+8,0e 46 £9,0 g) (Figura 10 A). Ao comparar os tratamentos irrigados e nao irrigados,

foi constatado uma reducdo de 40% da biomassa radicular total nas plantas

submetidas a seca (73,7 £ 30,2 g e 43,9 £ 8,5 g). Apesar de ndo houver diferenca

estatistica entre os tratamentos inoculados e nao inoculados, PB apresentou um

aumento de 17% em relac&o ao peso fresco total obtido por P (79,4 £ 27,5 e 68,1

32,9 g), e PBS apresentou um aumento de 10% em relagéo a PS (46,0 £9,0ge 41,8

+ 8,0 g). Para o peso seco total da raiz, PB teve um aumento significativo de 108%
em relacdo aPS (8,1 +2,8e3,9+0,89) e 80%emrelacdoaPBS (8,1+28e45+

1,0 g) (Figura 10 B). Nao foi encontrado diferenca estatistica entre P e PB, e também

entre PS e PBS. Todavia, os tratamentos inoculados apresentaram um aumento no
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peso seco total de 25% ao comparar P e PB (8,1 £+ 2,8 g; 6,5 £ 2,5 g) e 15% ao
comparar PSe PBS (45+1,09ge3,9+0,80).

No segundo momento do experimento, PB manteve melhor
desenvolvimento radicular em relacdo a PS e PBS, com um incremento de 205% (80,1
+16,1e 26,2 +13,49) e 96% (80,1 + 16,1 e 40,8 + 28,9 g) na biomassa fresca total
respectivamente (Figura 10 C). Nota-se que, mesmo apOs a reidratacdo, 0s
tratamentos anteriormente nao irrigados PS e PBS apresentaram o peso fresco total
50% inferior em relacdo aos tratamentos irrigados (66,2 + 23,1 e 33,5 £ 21,1 g). N&o
houve diferenca significativa entre os tratamentos inoculados e n&o inoculados,
todavia PB apresentou um aumento de 52% em relagédo ao PS (80,0 £ 16,1 e 52,5 +
30,1 g), e PBS apresentou um aumento de 56% em relacao ao PS (40,8 + 28,9 e 26,2
+ 13,4 g) (Figura 10 C). Para biomassa seca total, PB apresentou maior peso seco em
relacéo aos demais tratamentos e se diferenciou estatisticamente apenas de PS, com
um aumento de 96% (8,3 + 2,7 e 3,0 £ 1,4 g) (Figura 10 D). Apesar de néo diferirem
estatisticamente, PB apresentou peso seco total 49% superiorao P (8,3+2,7e 5,6 +
3,6 g), e PBS 40% superior em relacdo ao PS (4,3+£2,9e3,0+1,40Q).

Sobre o fracionamento da raiz nas diferentes profundidades do substrato
de crescimento das plantas, a porcéao inicial (0-33 cm) foi responsavel por conter a
maior porcentagem de biomassa fresca em relacdo as demais profundidades,
correspondendo a 48% de toda raiz na primeira coleta, e 50% na segunda coleta
(Figura 10 A e C). A porcédo média (33-66 cm) foi representada por 25% do total da
raiz na primeira coleta, e 27% na segunda coleta. A Ultima por¢éo (66-99 cm) refletiu
27% da raiz total na primeira coleta, e 23% na segunda coleta. Nesta Ultima porcéao,
percebe-se um aumento de 16% na biomassa da raiz na primeira coleta em relacdo a
segunda coleta. Entre os tratamentos, essa densidade foi distribuida da seguinte
maneira: na por¢ao inicial P, PB, PS e PBS representaram, respectivamente, 49%,
52%, 41% e 48%; na porcdo meédia P, PB, PS e PBS representaram, respectivamente,
28%, 21%, 25% e 28% e na porcao final P, PB, PS e PBS representaram,
respectivamente, 23%, 27%, 34% e 24%. Ainda, é possivel observar que apos o
estresse hidrico, a porcédo inicial apresentou grande diferenca estatistica entre os
tratamentos (irrigados foram 89% superiores aos nao irrigados) demonstrando

relevante impacto das variaveis nesta profundidade. Apos a reidratacdo essa relacao
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muda, a maior diferenca estatistica se encontra na porc¢ao final (irrigados foram 134%

superiores aos nao irrigados).

Na porcdo inicial € possivel observar uma reducdo na biomassa fresca de
47% nos tratamentos néo irrigados em relagéao aos irrigados (Figura 10 A). Apesar de
nao ser estatisticamente significativo, os tratamentos inoculados apresentaram um
incremento de 24% entre PBe P (41,1 + 10,8 e 33,3 £ 8,2 g), e 27% entre PBS e PS
(22,1 £ 45 e 17,3 + 2,7 g). Nas por¢cdes média e final do tubo nédo foi encontrada
diferenca significativa entre os tratamentos. Para a biomassa seca na fragdo 0 — 33
cm, foi demonstrado que as PB apresentou um aumento significativo de 178% em
relacdo a PS (4,6 £ 1,8 e 1,6 + 0,3 g) (Figura 10 B). Plantas inoculados PB e PBS
tiveram um aumento ndo significativo de 22% e 29% comparado ao P e PS,
respectivamente. Na fracdo média (33 — 66 cm), o tratamento PB apresentou um
aumento significativo de 79% em relagéo a PS (1,8 + 0,5 e 1,0 £ 0,1 g). Na fragé&o final
(66 — 99 cm) néo houve diferenca estatistica entre os tratamentos.

Os dados obtidos na 22 coleta evidenciam diferencas estatisticas na
biomassa fresca entre PB e os tratamentos nado irrigados na primeira porcao, e
diferenca estatistica apenas entre PB e PS nos demais estratos (Figura 10 C). Na
primeira por¢cdo, PB apresentou um incremento de 27% em relacdo a PS e 29% em
relacdo a PBS. Apesar de ndo ser significativo, os tratamentos inoculados
apresentaram biomassa fresca superior em 45% para P e 17% para PS. Na porcéo
meédia e final, PB apresentou um incremento de 14% e 13%, respectivamente, em
relacéo a PS (Figura 10 C). Para a biomassa seca, manteve-se o padrao de resultados
apresentado acima. Os valores obtidos por PB se mantiveram maiores do que 0s
demais tratamentos nas trés porcbes do tubo. Nao houve diferenca entre plantas

controle e plantas néo irrigadas (Figura 10 D).

Entre os tratamentos, a maior densidade registrada na porcao inicial foi
para os tratamentos inoculados, que apresentaram aumento de 6% na condi¢cédo
irrigada e 16% na restricdo hidrica. Na porcao final, PB aumenta a distribuicdo das
raizes em 15% em relacdo a P, enquanto na restricdo hidrica a maior densidade foi
obtida por PS, superior em 43% em relacdo a PBS. Na reidratacdo, essas relacées

invertem. Na primeira porcdo os tratamentos nao inoculados tem maior densidade
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radicular, sendo 5% para irrigados e 20% para néo irrigado, enquanto que na ultima

porcédo os dois tratamentos inoculados apresentam aumento de 15% e 22%.
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Figura 10. Biomassa fresca ap6s A) 30 dias sob restricdo hidrica e B) 21 dias de reidratagéo; e
biomassa seca apés C) 30 dias sob restricdo hidrica e D) 21 dias de reidratacdo em plantas de milho
var. SHS5050 inoculadas e ndo inoculadas com H. seropedicae estirpe HRC 54. Dados representam
média de 4 repeticbes e seus respectivos desvios-padrdo. Médias seguidas por letras iguais nédo
diferem estatisticamente segundo o LCD (p<0,05). P: plantas irrigadas. PB: plantas inoculadas e
irrigadas. PS: plantas ndo irrigadas. PBS: plantas inoculadas néo irrigadas.

Em relacéo a altura da parte aérea e comprimento da raiz nos individuos
apos 30 dias de estresse (12 coleta), foi demonstrado diferenca significativa apenas
no comprimento radicular (Figura 11 A). Neste, o tratamento inoculado PB apresentou
melhor desenvolvimento em relacdo a P, com um aumento de 36% (1,9 +0,2e 1,4
0,3 m). Plantas néo irrigadas ndo diferiram estatisticamente dos tratamentos irrigados.
Entre PS e PBS também néo foi registrado diferenca estatistica. Foi observado um
aumento nao significativo de 18% nas plantas nao irrigadas em relacdo as plantas
controle (1,65+0,1e 1,4 +0,3m). (Figura 11 A).
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Passado o periodo de seca e reidratacdo, foi registrado diferenca

significativa na altura da parte aérea e no comprimento da raiz (Figura 11 B). Na parte

aérea, foi demonstrado diferenca estatistica entre tratamentos irrigados e nao

irrigados, com uma reducéo de 19% para os tratamentos anteriormente nédo irrigados

(2,7+0,1e1,5%0,2m). PBS apresentou um aumento n&o significativo de 15% em

relacdo a PS (1,6 £ 0,1 e 1,4 + 0,3 m). Para a raiz, PB apresentou um aumento

significativo de 31% em relacdo a P (1,6 + 0,2 e 1,2 £ 0,2 m) e n&o diferiu

estatisticamente de PS e PBS. Apesar de nédo ser significativo, PBS apresentou um
aumento de 18% em relacdoa P (1,5+0,2e1,2+0,2m) e 14% paraPS (1,5+0,2 e

1,3+ 0,2 m) (Figura 11 B).
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Figura 11. Comprimento e alturas apés A) 30 dias sob restricdo hidrica e B) 21 dias de reidratacdo em
plantas de milho var. SHS5050 inoculadas e nao inoculadas com H. seropedicae estirpe HRC 54. Dados
representam média de 4 repeticdes e seus respectivos desvios-padrdo. Médias seguidas por letras
iguais ndo diferem estatisticamente segundo o LCD (p<0,05). P: plantas irrigadas. PB: plantas
inoculadas e irrigadas. PS: plantas nao irrigadas. PBS: plantas inoculadas néo irrigadas

Quanto ao perimetro do colmo ndo houve diferenca significativa entre os

tratamentos no momento de seca e reidratacéo (Figura 12).
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Figura 12. Perimetro de plantas de milho var. SHS5050 inoculadas e ndo inoculadas com H.
seropedicae estirpe HRC 54 apos A) 30 dias sob restrigédo hidrica e B) 21 dias de reidratacdo. Dados
representam média de 4 repeticdes e seus respectivos desvios-padrdo. Médias seguidas por letras
iguais ndo diferem estatisticamente segundo o LCD (p<0,05). P: plantas irrigadas. PB: plantas
inoculadas e irrigadas. PS: plantas ndo irrigadas. PBS: plantas inoculadas néo irrigadas.

5.4. Caracteristicas morfolégicas daraiz

As imagens digitais obtidas pelo software WinRhizo registraram o
comprimento, area superficial e as classes de diametro das raizes nos dois momentos
do experimento (Figuras 13, 14 e 15). Os efeitos da inoculagdo com H. seropedicae
em plantas de milho sob irrigacdo foram evidenciados em tais parametros. Para o
comprimento total das raizes, o tratamento PB foi significativamente maior do que os
demais em 78% (P), 93% (PS) e 73% (PBS) (64055 + 11532; 35886 + 11562; 33144
+ 9557 e 36978 = 6457 cm). Ja para as plantas néo irrigadas, a inoculacédo nao teve
efeito significativamente positivo, com um aumento apenas de 12% de PBS em
relacéo a PS (35886 + 11562 cm e 33144 + 9557 cm). Os tratamentos nao irrigados
PS e PBS se assemelharam ao comprimento obtido pelas plantas irrigadas P (Figura
13 A).

Tal padrdo de resposta se manteve ao longo do fracionamento do tubo
PVC. Na fracéo inicial (0 — 33 cm) e final (66 — 99 cm) PB obteve maior comprimento
radicular em relacdo aos demais tratamentos (Figura 13 A). Na primeira fracdo, PB
apresentou maior diferenca entre os tratamentos ndo irrigados, com um aumento de
139% em relacédo a PS (18467 + 4513 e 7711 £ 2397 cm), 136% em relacdo a PBS
(18467 £ 4513 cm e 7838 £ 3213 cm). Ao comparar PB com P nesta fracdo, o aumento

foi de 46% (18467 + 4513 e 12668 + 4022 cm). Na fragdo média (33 — 66 cm) néo foi
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registrado diferencas estatistica entre PB, PS e PBS. Neste, PB se diferiu apenas das
plantas controle, com um aumento de 84% (19118 = 4914 e 10393 * 3654 cm). Na
ltima fracdo, o incremento de PB em relagdo aos demais tratamentos foi de 106%
para P (26470 + 6210 e 12825 + 10612 cm), 131% para PS (26470 + 6210 e 11481 +
6378 cm) e 88% para PBS (26470 £ 6210 e 14104 £ 3955 cm).

Passados mais 21 dias de experimento, com a reidratacdo das plantas
anteriormente nao irrigadas (22 coleta), o tratamento irrigado P n&o diferiu
estatisticamente no comprimento total obtido por PB (Figura 13 B). PB se diferiu
apenas dos tratamentos nao irrigados, com um aumento no comprimento radicular
total de 195% em relagcéo a PS e 108% para PBS (66040 + 9133; 22374 + 15476 e
31818 + 14659 cm). Nao houve diferenca significativa entre PS e PBS. Contudo, é
possivel observar uma tendéncia para melhor desenvolvimento na raiz para o
tratamento inoculado, com um aumento de 42% em relagdo a PS (22374 + 15476 e
31818 + 14659 cm) (Figura 13 B).

O padréo de resposta encontrado para o comprimento total da raiz se
manteve ao longo do fracionamento do tubo PVC. Isto €, ndo houve diferencas
significativas nas trés fracbes entre os tratamentos irrigados P e PB e entre os
tratamentos submetidos anteriormente a seca PS e PBS (Figura 13 B). Nas trés
fracOes do tubo, o tratamento inoculado PB manteve melhor desempenho radicular
em relacédo a PS, com um aumento de 151% na primeira porcdo (18906 + 4514 e 7542
+ 5482 cm), 193% segunda porcao (24651 + 2626 e 8426 + 5723 cm) e 251% na
terceira porcéo (22483 + 7566 e 6406 + 4707 cm). Comparando PB e PBS, PB
apresentou melhor desempenho radicular na primeira (18906 + 4514 e 9746 + 1315
cm) e na segunda porcao (24651 *+ 2623 e 12813 + 5811 cm), com uma média de
incremento de 93%. Na ultima por¢éo (66 — 99 cm) os tratamentos P, PB e PBS néo

apresentaram diferenca estatistica entre si (Figura 13 B).
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Figura 13. Comprimento radicular de plantas de milho var. SHS5050 inoculadas e ndo inoculadas com
H. seropedicae estirpe HRC 54 apos A) 30 dias sob restricdo hidrica e B) 21 dias de reidratacdo. Dados
representam média de 4 repeticdes e seus respectivos desvios-padrdo. Médias seguidas por letras
iguais ndo diferem estatisticamente segundo o LCD (p<0,05). P: plantas irrigadas. PB: plantas
inoculadas e irrigadas. PS: plantas ndo irrigadas. PBS: plantas inoculadas néo irrigadas.

Na andlise da éarea superficial total, PB também apresentou melhor
desenvolvimento em relacédo ao demais tratamentos na 12 coleta, com um incremento
significativo de 79% em relacdo a P (7676 + 1167 e 4292 + 1344 cm?), 112% para PS
(7676 + 1167 e 3619 + 1010 cm?) e 91% para PBS (7676 + 1167 e 4012 + 419 cm?)
(Figura 14 A). Nao houve diferenca estatistica entre os tratamentos P, PS e PBS. Tal
resposta também foi evidenciada ao longo do fracionamento do tubo PVC (Figura 14
A).

Na 22 coleta nao foi registrado diferencas significativas entre os tratamentos
irrigados P e PB (Figura 14 B). Além disso, os tratamentos P, PS e PBS foram
estatisticamente semelhantes. O tratamento PB apresentou maior area superficial
total em relacédo aos tratamentos nao irrigados PS e PBS, com aumento significativo
de 174% para PS (7676 + 1167 e 4292 + 1344 cm?) e 99% para PBS (7676 + 1167 e
4292 + 1344 cm?). Nas trés porcdes do tubo PVC, P e PB continuaram sendo
estatisticamente semelhante, assim como P, PS e PBS. O tratamento PB apresentou
maior area superficial significativa em relacéo aos tratamentos nao irrigados PS e PBS
na primeira e segunda porcdo. Ja na ultima porcdo nédo foi registrado diferenca

estatistica entre os tratamentos P, PB e PBS (Figura 14 B).

40



(cm?2)

A)

1000019

8000 1

6000 1

4000 1

Area Superficial Estresse

|
PB

B rs
PBS

(cm?2)

B)

100001

8000

6000

4000 4

Area Superficial Reidratacao

-
PB

I rs
PBS

2000 b b b

0-33 Total 0 -

33

33 -66 33 - 66 66 - 99 Total

66 - 99

Fracionamento do tubo PVC Fracionamento do tubo PVC

Figura 14. Area superficial em raizes de plantas de milho var. SHS5050 inoculadas e n&o inoculadas
com H. seropedicae estirpe HRC 54 apés A) 30 dias sob restricdo hidrica e B) 21 dias de reidratacéao.
Dados representam média de 4 repeticdes e seus respectivos desvios-padrao. Médias seguidas por
letras iguais ndo diferem estatisticamente segundo o LCD (p<0,05). P: plantas irrigadas. PB: plantas
inoculadas e irrigadas. PS: plantas ndo irrigadas. PBS: plantas inoculadas nédo irrigadas.

Aléem do comprimento e da area superficial, as imagens digitais obtidas
tambeém possibilitaram analisar o sistema radicular em fungéo das classes de diametro
(Figura 15). Diferencas entre raizes muito finas, finas e grossas foram registradas nos
dois momentos do experimento. Houve maior desenvolvimento de raizes muito finas,
sendo 5 vezes maior do que raizes finas e 62 vezes maior do que raizes grossas. De
forma geral, o tratamento inoculado irrigado PB manteve melhor desenvolvimento
radicular em decorréncia do maior diametro de raizes para as trés classes em ambas

coleta.

Na 12 coleta, foi registrado que o tratamento inoculado irrigado PB
apresentou maior diametro total para as trés classe de diametro, e ainda, que néo
houve diferenca estatistica entre os tratamentos P, PS e PBS (Figura 15 A, Ce E). O
aumento no diametro total obtido por PB na classe das raizes muito finas foi de 78%
em relacdo a P (52650 + 10750 e 29598 + 10454 mm), 88% em relacdo a PS (52650
+ 10750 e 28036 + 8264 mm) e 69% em relacdo a PBS (52650 + 10750 e 31109 +
6782 mm) (Figura 15 A). A resposta encontrada ao longo das fra¢des do tubo também

evidenciaram o melhor desempenho obtido por PB.

Para a classe das raizes finas, 0 aumento no diametro total obtido por PB
foi de 82% em relacdo a P (10538 + 1422 e 5801 + 1347 mm), 120% em relacdo a PS
(10538 + 1422 e 4785 + 1310 mm) e 93% em relagdo a PBS (10538 + 1422 e 5473 +
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607 mm) (Figura 15 C). Nas trés porc¢des do tubo PVC o tratamento PB manteve

melhor desempenho e os demais tratamentos n&o diferiram estatisticamente entre si.

Para a classe das raizes grossas, 0 aumento no didmetro total obtido por
PB foi de 78% em relagdo a P (840 £ 339 e 472 + 207 mm), 175% em relagédo a PS
(840 £ 339 e 305 + 15 mm) e 122% em relacdo a PBS (840 + 339 e 378 + 141 mm)
(Figura 15 E). Nas trés porcdes do tubo PVC o tratamento PB manteve melhor

desempenho e os demais tratamentos nao se diferiram estatisticamente entre si.

Na 22 coleta é possivel observar que, de forma geral, o tratamento
inoculado irrigado PB apresentou maior diametro total para as trés classe,
demonstrando diferenca significativa quando comparado aos tratamentos
anteriormente nao irrigados PS e PBS. Ainda é possivel observar que os tratamentos
irrigados P e PB se assemelharam estatisticamente, assim como os tratamentos nao
irrigados PS e PBS (Figura 15 B, D e F).

O aumento no diametro total obtido por PB na classe das raizes muito finas
foi de 207% em relacdo a PS (57544 £ 7276 e 18751 + 13826 mm) e 112% em relacéo
a PBS (57544 £ 7276 e 27171 £ 12008 mm) (Figura 15 B). A resposta encontrada ao

longo das fracGes do tubo também evidencia o melhor desempenho obtido por PB.

Para a classe das raizes finas, o aumento no diametro total obtido por PB
foi de 135% em relacdo a PS (7923 £ 1876 e 3375 = 1565 mm) e 81% em relacdo a
PBS (7923 £ 1876 e 4369 + 2496 mm) (Figura 15 D). Nas trés por¢des do tubo PVC
o tratamento PB manteve melhor desempenho e os demais tratamentos nao se

diferiram estatisticamente entre si.

Para a classe das raizes grossas, 0 aumento no diametro total obtido por
PB foi de 130% em relacédo a PS (550 = 150 e 239 + 137 mm), 130% em relacédo a PS
(550 £ 150 e 239 £ 137 mm) e 104% em relacdo a PBS (550 + 150 e 269 + 210 mm)
(Figura 15 F). Nas trés por¢bes do tubo PVC o tratamento PB manteve melhor

desempenho e os demais tratamentos nédo se diferiram estatisticamente entre si.

42



Estresse

A) 0-0,5
100000
|
80000 PB
a
Bl Ps
—~ 60000 'I'
£ PBS
£
~ 400004
20000
0
0-33 33-66 66 - 99 Total
Fracionamento do tubo PVC
C) 0,5-2
200009
-
PB
15000 4
a B rs
E 100001 PBS
E b
b b
5000 g : T
an ? bbb Shib P
b b - T
T
0-33 33 -66 66 - 99 Total
Fracionamento do tubo PVC
E) > 2
20007
|
PB
1500
a B ps
£ PBS
1000
E ]
~ b
a b
500ab
b b
! Do bl ab 3 ab J
b b T b
-

0-33 33 - 66 66 - 99 Total

Fracionamento do tubo PVC

100000 9

80000 4

(mm)

20000 4

(mm)

(mm)

60000

40000 4

B)

0 -

D)

200007

15000 1

10000 9

5000

20001

1500

1000+

500

0 -

Reidratacéao

0-0,5
. -
PB
a0 - es
PBS
b
b
a ab @ ab 2 I
T b T ab
T cbc b b
. T
- 33 33 - 66 66 - 99 Total
Fracionamento do tubo PVC
0,5-2
-
PB
B Ps
a
b PBS
a
[ s
;|
a
ab ab ab
- 33 33 -66 66 - 99 Total
Fracionamento do tubo PVC
> 2
. -
PB
B rs
PBS
a
a oL ®
T aa
a ab a I

ab ab
abTbT T b

T

33 33 - 66 66 - 99 Total

Fracionamento do tubo PVC

Figura 15. Classes de didmetro em plantas de milho inoculadas ou ndo com H. seropedicae, indicando
A e B) raizes muito finas, C e D) finas e E e F) grossas ap6s 30 dias de suspenséo hidrica (coluna da
esquerda) e 21 dias de reidratacdo (coluna da direita). Dados representam média de 4 repeticdes e
seus respectivos desvios-padrdo. Médias seguidas por letras iguais ndo diferem estatisticamente
segundo o LCD (p<0,05). P: plantas irrigadas. PB: plantas inoculadas e irrigadas. PS: plantas ndo

irrigadas. PBS: plantas inoculadas nao irrigadas.
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5.5. Trocas gasosas

As andlises de trocas gasosas registradas anteriormente a imposi¢ao do
estresse (25 e 27 DAP) , durante o estresse (28 e 60 DAP) e apos a reidratacéo (74

DAP) caracterizaram a fotossintese das plantas durante o experimento (Figura 16).

No periodo sem estresse, as analises realizadas pela manha (25 DAP) e
pela tarde (27 DAP) demonstraram uma queda nas trocas gasosas para individuos no
turno vespertino, sendo essa queda de 55% (A) (20,5 + 4,4 e 9,3 + 3,1 ymol.m?s),
29% (E) (3,8 +0,8 € 2,7 +1,0 mmol. m?s!) e 55%(gs) (0,11 + 0,03 e 0,05 + 0,03 mol.m"
2s1) para o tratamento inoculado PB; e 49% (A) (16,8 + 8,1 e 8,6 + 2,7 umol.m?s™),
36% (E) (3,5 +1,6 e 2,2+0,7 mmol. m?s?), e 63% (gs) (0,10 + 0,05 e 0,04 + 0,01
mol.m?s?) para o ndo inoculado P. Neste periodo ndo foi registrado diferencas
estatisticas entre os tratamentos P e PB (Figura 16).

No inicio do estresse (38 DAP) foi registrado diferenca significativa entre os
tratamentos irrigados e néo irrigados, sucedido por diminuicdo nas trocas gasosas.
Os tratamentos nao irrigados PS e PBS apresentaram um reducdo média de 98% na
taxa fotossintética liquida (A) (-0,2 + 0,3 e 0,6 + 3,2 ymol.m?s™!) comparado com 0s
tratamentos irrigados P e PB (11,2 +1,4 e 10,7 + 1,5 ymol.ms). N&o foi encontrado
diferenca estatistica entre os tratamentos inoculados e néo inoculados P e PB e entre
PS e PBS (Figura 16 A). Para a taxa de transpiracao (E), o tratamento PB apresentou
melhor desempenho (2,5 + 0,5 mmol. m?s?), diferindo estatisticamente dos demais.
Foi demonstrado uma reducédo de 21% (E) ao comparar Pe PB (2,5+0,5€2,0+0,4
mmol. m?st). J4A ao comparar com os tratamentos néo irrigados PS e PBS, a redugéo
média foi de 89% (E) (2,5+0,5;0,1 £ 0,0 e 0,5 + 0,8 mmol. m2s?) (Figura 16 B). Para
a condutancia estomatica (gs) foi registrado uma reducédo de 36% em relacdo a P (0,13
+ 0,03 e 0,08 + 0,02 mol.m?s?) e 92% em relagdo a PS e PBS (0,13 + 0,03; 0,00 +
0,00 e 00,2 + 0,03 mol.ms) (Figura 16 C).

Decorridos 26 dias de seca (60 DAP), observa-se que o tratamento P
apresentou um aumento de 22% em relagdo a PS (15,5+ 1,0 e 12,7 £ 1,7 umol.ms
1) (Figura 16 A). Os tratamentos néo irrigados apresentaram uma reducéo significativa

de 96% (A) (1,5+2,8 e -0,5 + 0,4 umol.m?s1) em relacdo aos tratamentos irrigados
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(15,5 + 1,0 e 12,7 = 1,7 ymol.m2s). E possivel observar que os tratamentos n&o
irrigados PS e PBS diferiram estatisticamente entrei si, com um aumento de 433% (A)
em plantas inoculadas néo irrigadas (1,5 + 2,8 e -0,5 £ 0,4 umol.m=s?) (Figura 16 A).
Para a taxa de transpiracdo (E) foi demonstrado uma reducdo de 85% (E) nos
tratamentos néo irrigados (0,6 + 0,8 e 0,2 + 0,2 mmol. m?st) comparado aos irrigados
(3,0+0,6 e 2,9 + 0,3 mmol. m?s™?) (Figura 16 B). Para a condutancia estomatica (gs)
foi registrado uma reducéo de 89% em PS e PBS (0,03 + 0,04 e 0,01 + 0,01 mol.m?s’
1) em relacdo a P e PB (0,17 + 0,05 e 0,15 + 0,03 mol.m2s?) (Figura 16 C).

Ao comparar os resultados obtidos no inicio e no final do estresse, nota-se
gue o tratamento nao irrigado PS apresentou uma reducdo de 57% na taxa
fotossintética liquida (-0,5 * 0,4 e -0,2 + 0,3 ymol.m2s?), enquanto que PBS
apresentou um aumento de 136% (1,5 + 2,8 e 0,6 + 3,2 ymol.m=?s) (Figura 16 A).
Para a taxa de transpiracédo e condutancia estomatica, PBS apresentou um aumento
de 32% (E) (0,6 + 0,8 e 0,5 + 0,8 mmol. m2s?) e 33% (gs) (0,03 £ 0,04 e 0,02 + 0,03
mol.m?s?), e PS apresentou 236% (E) (0,2 + 0,2 e 0,1 + 0,0 mmol. m?s™?) e 33% (gs)
(0,01 + 0,01 e 0,00 + 0,00 mol.m2s™?).

A reidratacdo ocorreu apoés os valores de A chegarem a 0 pmol.m-2s-1, o
gue levou 30 dias, com individuos indicando visualmente a senescéncia das folhas.
Mesmo apds todos os tratamentos receberem irrigacdo novamente, P e PB (11,2
1,4 e 10,7 £ 1,5 ymol.m2s1) mantiveram melhor taxa fotossintética liquida, sendo 9
vezes maior do que os tratamento néo irrigados (-0,2 + 0,3 e 0,6 * 3,2 umol.m2s)
(Figura 16 A). Com a reidratacao de PS e PBS (74 DAP) foi possivel observar que o
tratamento inoculado PBS conseguiu recuperar em 57% os valores de (A) (2,4 =+ 4,8
e 1,5+2,8 umol.m?s?), 63% (E) (1,0 +£ 0,9 e 0,6 £ 0,8 mmol. m?s?) e 54% (gs) (0,04
+ 0,03 e 0,03 + 0,04 umol.m%s1). No entanto, PS manteve valores negativos para (A)
(-0,3+0,4 e -0,5 + 0,4 umol.ms!), teve uma reducéo de 74% (E) (0,1 +0,0e 0,2 +
0,2 mmol. ms1) e apresentou valores nulos para (gs) (0,00 £ 0,00 e 0,01 + 0,01 mol.m"

2s71),
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Figura 16. Analise de trocas gasosas em plantas de milho inoculadas ou ndo com H. seropedicae, no
momento sem estresse hidrico (25 DAP e 27 DAP), durante a suspencéo hidrica (38 DAP e 60 DAP) e
reidratacdo (74 DAP). A) Taxa fotossintética liquida (A); B) Condutancia estomética (gs); C) —
Transpiracdo (E). Dados representam média de 9 repeticBes e seus respectivos desvios-padrao.
Médias seguidas por letras iguais ndo diferem estatisticamente segundo o LCD (p<0,05). P: plantas
irrigadas. PB: plantas inoculadas e irrigadas. PS: plantas nédo irrigadas. PBS: plantas inoculadas nao
irrigadas.

5.6. Mensuracéo da fluorescéncia da clorofila

AvaliacOes realizadas pela manhd (25 DAP) e pela tarde (27 DAP) no
momento anterior ao estresse hidrico indicam que os tratamentos irrigados inoculado
PB (0770 = 0,0 e 0,751 + 0,02) e nao inoculado P (0,773 + 0,01 e 0,746 + 0,01)

apresentaram valores estatisticamente iguais para a razdo Fv/Fm (Figura 17).

Nos primeiros 5 dias de estresse (39 DAP) foi possivel observar que o
tratamento néo irrigado PS (0,774 + 0,0) diferiu estatisticamente dos tratamentos P e
PB (0,785 +0,0 e 0,780 + 0,01), com uma reducao de 1%. No entanto, os tratamentos

mantiveram Fv/Fm acima de 75%. Apés 11 dias sem irrigacdo (45 DAP) todos os
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tratamentos apresentaram um declinio nos valores de Fv/Fm, ndo havendo diferenca
significativa entre eles. Com 17 dias de seca (51 DAP) os tratamentos nao irrigados
se mostraram afetados com a duracdo do estresse. Dentre todos os tratamentos, 0
PBS foi o mais prejudicado, com uma reducao de 11% em relag&o aos tratamentos
irrigados (0,749 + 0,02 e 0,663 + 0,02) e 5% em relacdo a PS (0,695 + 0,02 e 0,663 *
0,02). O tratamento PS apresentou uma reducéao de 7% na razéo Fv/Fm em relacéo
ao tratamentos irrigados (0,749 + 0,02 e 0,695 + 0,02). Passados 23 dias de restricdo
hidrica (57 DAP), os tratamentos ndo irrigados PS e PBS deixaram de apresentar
diferencas estatisticas entre si, diferindo apenas dos tratamentos irrigados P e PB,
com uma reducao de 12% (0,782 + 0,01 e 0,684 + 0,03) (Figura 17).

Com a reidratacdo das plantas ap6s o periodo de estresse, todos 0s
tratamentos apresentaram uma recuperacéo na funcionalidade do PSII, com valores
de Fv/Fm maiores do que 0,75 (Figura 17). Aos 6 dias de reidratacao (75 DAP), o
tratamento PBS apresentou eficiente recuperacao na fluorescéncia da clorofila a e se
assemelhou estatisticamente aos tratamentos irrigados P e PB (0,808 + 0,01; 0,810 +
0,01 e 0,805 + 0,01). O tratamento PS manteve uma reducéo de 5% em relacédo aos
demais tratamentos (0,808 + 0,01 e 0,768 £ 0,02). Com 12 dias de reirrigacéo (81
DAP), o tratamento P apresentou uma reducdo de 4% em relacdo aos demais. Os
tratamentos ndo irrigados PS e PBS se assemelharam estatisticamente ao tratamento

irrigado PB.
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Figura 17. Mensuragdo da fluorescéncia da clorofila em plantas de milho inoculadas ou ndo com H.
seropedicae, no momento estresse hidrico (25 e 27 DAP), durante a suspenc¢éo hidrica (39, 45, 51 e 57
DAP) e reidratagdo (75 e 81 DAP). Dados representam média de 5 repeti¢cdes e seus respectivos desvios-
padrdo. Médias seguidas por letras iguais ndo diferem estatisticamente segundo o LCD (p<0,05). P: plantas
irrigadas. PB: plantas inoculadas e irrigadas. PS: plantas néo irrigadas. PBS: plantas inoculadas néo
irrigadas. 47



5.7. Teor relativo de agua

Para o teor relativo de dgua (TRA) pode-se observar que ja no inicio da
restricdo hidrica ocorreu uma reducéo de 37% no TRA nos tratamentos nao irrigados
em comparacao com os irrigados (90 + 3,4 e 57 + 2,3 %) (Figura 18). Houve diferenca
entre os tratamentos néo irrigados, dado ao aumento de 8% no TRA encontrado para
PBS em relacdo ao PS (59 + 1,8 e 55 + 2,8 %). O tratamento controle P apresentou
um aumento de 9% em relacdo a PB (94 + 3,1 e 86 £ 3,7 %). Passados 7 dias, os
tratamentos n&o irrigados aumentaram a diferenca no TRA em relacdo ao tratamentos
irrigados, com uma reducao de 41% (92 + 1,3 e 54 + 2,3 %). PBS também aumentou
a diferenca em relacdo a PS, com um incremento de 20% no TRA (59+3,0e50+ 1,6
%). O tratamento inoculado irrigado (PB) apresentou uma melhora em 9% nas

condi¢Bes hidricas em relacéo ao tratamento (P) (96 + 1,1 e 88 £ 1,5 %).

No segundo momento do experimento, apds a retomada da irrigagéo, P,
PB e PBS se assemelham estatisticamente, enquanto o tratamento PS apresentou
uma reducédo de 38% no TRA (75 £ 8,1 e 46 + 31,7 %). O tratamento (PBS) recuperou
em 27% seus status hidricos, enquanto que o tratamento (PS) ndo conseguiu se

reintegrar, perdendo mais 7% do teor relativo de agua das folhas.
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Figura 18. Teor Relativo de agua (%) em plantas de milho inoculadas ou ndo com H. seropedicae, no
inicio do estresse hidrico, durante a restricdo hidrica e reidratacdo. Dados representam média de 6
repeticdbes e seus respectivos desvios-padrdo. Médias seguidas por letras iguais ndo diferem
estatisticamente segundo o LCD (p=<0,05). P: plantas irrigadas. PB: plantas inoculadas e irrigadas. PS:

plantas nao irrigadas. PBS: plantas inoculadas nao irrigadas.
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5.8. Extravasamento de Eletrélitos

O estresse hidrico afetou a integridade das membranas, o que causou
maior extravasamento de eletrélitos nos tratamentos nao irrigados em relacdo aos
irrigados (Figura 19). O tratamento PS apresentou maior contetdo de eletrdlitos
extravasados (92%), enquanto PB apresentou o menor (82%). Ao comparar 0S
tratamentos, observa-se que PS obteve um aumento de 4% em relagdo a PBS (92 +
1,3e89+04), 13% paraPB(92+1,3e82+2,1)e8% paraP (92+1,3 e 86 +0,6).
Entre os tratamentos irrigados, P apresentou um aumento de 5% no contetdo de

eletrélitos extravasados em relacdo a PB (86 £ 0,6 e 82 £ 2,1).

Na reidratacdo o percentual de eletrélitos diminuiu em todos os
tratamentos, apresentando uma meédia de 84%, mostrando recuperacdo das
membranas celulares. Apenas o tratamento P diferiu estatisticamente dos demais,
com uma reducgédo de 12% no extravasamento de eletrolitos (84 + 1,8 e 74 £ 5,4). Ao
comparar o conteudo de eletrdlitos extravasados na reidratacdo em relacdo ao
momento do estresse, observa-se que P teve uma reducéo de 14% (86 + 0,6 e 74 *
54),PB1% (82+2,1e81+14),PS7%(92+1,3e86+2,7)ePBS5%(89+04¢e
84 = 1,4) (Figura 19).
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Figura 19. Extravasamento de Eletrdlitos (%) em plantas de milho inoculadas ou ndo com H.
seropedicae, no inicio do estresse hidrico, durante a restricdo hidrica e reidratacao. Dados representam
média de 3 repeticbes e seus respectivos desvios-padréo. Médias seguidas por letras iguais ndo
diferem estatisticamente segundo o LCD (p=0,05). P: plantas irrigadas. PB: plantas inoculadas e
irrigadas. PS: plantas ndo irrigadas. PBS: plantas inoculadas néo irrigadas.
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5.9. Anélise estrutural do Limbo Foliar

Na figura 20 pode ser observado as imagens obtidas por Microscopia Gtica
(MO) (Figura 20 A — H) e Microscopia eletronica de transmisséo (MET) (Figura 20 | —
Q), que revelaram alteracBes celulares causadas pelo estresse hidrico em plantas de
milho e os possiveis efeitos da inoculagdo de H. seropedicae. A partir da secédo do
limbo foi possivel verificar pela microscopia 6tica, um aumento da espessura do limbo
foliar nos tratamentos submetidos ao estresse hidrico PS e PBS (Figura 20 C e D) em
comparacao aos tratamentos irrigados (Figura 20 A e B). Também foi possivel verificar
aumento do volume de células buliformes (cb) no tratamento PS (Figura 20 C) quando
comparadas aos demais tratamentos. Um aumento da afinidade ao corante ao azul
de toluidina por cloroplastos presentes no mesofilo ndo diferenciado, indicado pela
estrela preta, também pode ser observado, sendo evidenciado pelo tratamento PS e
PBS(Figura 20 A-D).

Ainda na secéo transversal do limbo foliar, obteve-se uma avaliagdo mais
detalhada (25 um) da regido do mesofilo néo diferenciado e da regido do feixe vascular
(Figura 20 E-H). Na regidao do mesofilo indiferenciado, os cloroplastos granulares
foram indicados pela seta preta e a bainha do feixe foi indicada pela estrela branca.
Foi possivel visualizar granulos de amido nos cloroplastos presentes nas células da
bainha do feixe nos tratamentos irrigados P e PB (Figura 20 E e F). Notou-se que, no
tratamento controle P, houve uma grande quantidade destes granulos de amido
(Figura 20 E). Foi demonstrado nos tratamentos irrigados a presenca de vacuolos com
grande afinidade pelo corante basofilo azul de toluidina (Figura 20 E e F). Tal resposta
nao foi encontrada nos tratamentos submetidos a seca PS e PBS (Figura 20 G e H).
Para os tratamentos néo irrigados PS e PBS, observou-se que os cloroplastos do
mesofilo e das células da bainha do feixe (indicados pela seta preta) foram mais

corados (Figura 20 G e H).

As imagens obtidas pelo microscopio eletrénico de transmissdo mostraram
detalhadamente a presenca e auséncia de granulos nos cloroplastos. Além disso foi
possivel observar a presenca de plastiglobulos, a estrutura de membranas do
tilacoides e o lumem do estroma (Figura 20 I-Q). Nas figuras 20-I e 20-J foi possivel

observar detalhadamente os cloroplastos agranulares da bainha do feixe com
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granulos de amido (indicado pela estrela branca) e cloroplastos granulares de células
do mesofilo (indicado pela seta preta) do tratamento controle P. O tratamento
inoculado PB foi similar em estrutura em relacdo a plantas controle. Notou-se ainda
neste tratamento a forma, ndmero e elétron densidade de plastigldbulos nos
cloroplastos, indicado pela seta branca (Figura 20 L) e a estrutura conservada das
membranas tilacoides granares e intergranares, indicado pela seta preta (Figura 20
M). Nas imagens dos cloroplastos granulares de plantas estressadas notou-se
aparente aumento no lumem do estroma (indicado pela seta branca) e da elétron-
densidade dos plastiglébulos (indicado pela seta preta) (Figura 20 N-O). No
tratamento plantas inoculadas sob estresse hidrico foi possivel observar um padréo
similar de aumento de espaco estromatico em membrana intergranares nimero e
elétron densidade de plastiglobulos, e aparente manutencdo da integridade das
membranas granares em comparacao a plantas estressadas nao bacterizadas (Figura
20 P-Q).
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Figura 20. Microscopia Optica (MO) de A-H e microscopia eletrdnica de transmissédo (MET) de 1-Q de
sec¢do transversal do limbo foliar de plantas de milho (Zea mays L var. SHS 5050) inoculadas ou n&o
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com a bactéria diazotréfica endofitica H. seropedicae estirpe HRC54, com 64 e 94 dias apds o plantio
e submetidas ou néo ao estresse hidrico (30 dias sem irrigagao). A-D: avaliacdo comparativa de secao
do limbo dos tratamentos evidenciando um aumento da espessura do limbo foliar em plantas
submetidas ao estresse hidrico, alteracdes de tamanho nas células buliformes (cb) e aumento da
afinidade ao corante ao azul de toluidina por cloroplastos presentes no mesofilo ndo diferenciado
(estrela preta). Barras de escala: (A) 100 um; (B) 150 pm; (C) 50 um; (D) 50 pum; cb = células buliformes,
estrela branca — bainha do feixe e feixe vascular correspondente a nervura terciaria, estrela preta —
mesofilo indiferenciado contendo cloroplastos. E-H: avaliacdo comparativa de visdo detalhada de
porcdo de secdo transversal do limbo com detalhes da regido do mesofilo ndo diferenciado contendo
cloroplastos granulares (cabeca de seta preta) e regido do feixe vascular, compreendendo a bainha do
feixe e cloroplastos agranulares (estrela branca). E: Notar grande ndmero de granulos de amido em
cloroplastos presentes na camada de células da bainha do feixe (estrela branca) e vacuolos com grande
afinidade pelo corante baséfilo azul de toluidina (idem para o tratamento com bactéria e distinto dos
tratamentos submetidos a seca, independente da bacterizacdo). F: Granulos de amido visiveis na
bainha do feixe e mesmo padréo de coloragéo do vacuolo (estrela branca). G: Plantas submetidas ao
estresse hidrico com cloroplastos do mesofilo mais corados (cabeca de seta preta), idem para os
cloroplastos das células da bainha do feixe, estas com vacuolos mais corados (estrela branca. H:
padrdo similar a G. Barras de escala: (E-H) 25 pum. [-J: plantas controle exibindo cloroplastos
agranulares da bainha do feixe com granulos de amido. L-M: cloroplastos granulares de células do
mesofilo do tratamento de bacterizacdo sem estresses similares em estrutura em relacdo a plantas
controle. Notar forma, nimero e elétron densidade de plastiglébulos nos cloroplastos (seta branca) e a
estrutura conservada das membranas tilacoides granares e intergranares (cabeca de seta preta). N-O:
Cloroplastos granulares de plantas estressadas. Notar aparente aumento no lumem do estroma
(cabeca de seta preta) e da elétron-densidade dos plastigldbulos (seta branca). P-Q: Plantas
bacterizadas e submetidas ao estresse hidrico. Notar padrédo similar de aumento de espaco estromatico
em membrana intergranares numero e elétron densidade de plastiglobulos de (L). Aparente
manutencdo da integridade das membranas granares em comparacdo a plantas estressadas nao
bacterizadas.
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6. DISCUSSAO

O uso de inoculantes microbianos para aumento da produtividade de
culturas economicamente importantes, como o milho, vem ganhando destaque no
meio cientifico (RHO et al., 2018). Com o atual cenéario de rdpidas mudancas
climaticas, onde as plantas experimentam condicbes ambientais adversas, como 0
déficit hidrico, o estudo de interacdo bactéria — planta agrega na consolidacdo de
respostas eficientes para mitigar os danos do estresse e frear as perdas na
produtividade (SANTOYO et al., 2016; WANI et al., 2015). Dito isso, avaliar a resposta
de tolerancia ao estresse hidrico em plantas de milho SHS 5050 inoculadas com
Herbaspirillum seropedicae estirpe HRC54, pode contribuir na compreensao e
elaboracdo de estratégias para melhoria no desempenho da planta em regiées com
limitacdo hidrica.

Como passo inicial na avaliacdo do efeito de promocéo do crescimento
vegetal por meio da inoculacéo de uma bactéria, faz-se necessario uma estimativa da
populacdo destes micrébios na planta. A partir dos resultados obtidos € possivel
averiguar a capacidade do organismo modelo de infeccéo e colonizagcéo nos tecidos
vegetais. E sabido que o sucesso no processo de inoculacdo nem sempre é uma
tarefa facil. Isso se da pela competicdo com 0s microrganismos presentes no substrato
e com 0s existentes no interior da planta, que podem ter maior acesso aos nutrientes
disponiveis (BALDANI et al., 1986; BALDANI; BALDANI, 2005). Além disso, as plantas
exercem pressao seletiva sobre a diversidade estrutural e funcional das populacées

microbianas através da exsudacéo radicular (GOMES et al., 2001).

Diversos taxons bacterianos sdo encontrados naturalmente nos tecidos
radiculares. Correa-Galeote et al., (2018) encontraram 82 géneros diferentes
associados naturalmente a raizes de milho, entre os quais o género Herbaspirillum
estava presente. Isso evidencia que a interacdo endéfito-hospedeiro proposta neste
estudo ja é bem estabelecida e compativel, e pode ter sido fruto de uma coevolucéo.
Tal compatibilidade é importante na consolidacéo de relacfes mutualisticas, uma vez
gue se torna mais facil para os endéfitos promover o crescimento de plantas quando
estdo intimamente relacionados ao seu hospedeiro natural (LONG; SCHMIDT,;

BALDWIN, 2008). Como exposto por Correa-Galeote, o presente trabalho também
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constatou a presenca de bactérias naturalmente associadas as raizes de milho no

tratamento n&o inoculado, ainda que em menor quantidade.

E sabido que as plantas também s&o colonizadas por micrébios que vivem
em sua superficie, e sdo conhecidos como microrganismos epifitos (WHIPPS et al.,
2008). O método de tratamento das raizes com cloramina T 1% permitiu a
desinfestacdo destas bactérias. Nossos resultados mostraram uma reducdo da
populacdo de bactérias epifiticas totais e diazotroficas em 1 unidade da escala
logaritmica no tratamento n&o inoculado. Tal reducdo nédo foi encontrada para o
tratamento inoculado. Isso sugere que H. seropedicae competiu ativamente com as
bactérias associadas naturalmente as raizes de milho, diminuindo assim a populacao

das bactérias epifiticas neste tratamento.

Apos a contagem de bactérias diazotroficas e endofiticas, foi verificado que
o processo de inoculacdo de H. seropedicae em sementes de milho foi conduzido com
éxito. Isso ocorreu devido a maior densidade populacional encontrada no tratamento
inoculado (Figura 6). E sabido que H. seropedicae é uma bactéria diazotrofica e
endofitica (BALDANI et al., 1986). Sendo assim, a partir do aumento (22%) na
populacdo de bactérias diazotréficas endofiticas (6,1 NMP.g? raiz) em relagédo a
populacdo naturalmente associada (5,0 NMP.g! raiz), foi possivel confirmar a

colonizacao e a multiplicacdo 15 dias apés o processo de infeccao.

Do Amaral e colaboradores (2014) analisaram a colonizacdo de raizes de
milho por H. seropedicae SmR1 em 1, 4, 7 e 10 dias apés inoculacdo, a fim de
monitorar o crescimento de bactérias nesse periodo. Apos calcular o nimero mais
provavel (NMP), foi observado que o niumero de bactérias por grama de raiz ficou em
torno de 10%-10° NMP/g em todos os tempos de colheita. Outro trabalho conduzido
por Conceicao et al., (2008) verificou que ao introduzir H. seropedicae estirpe Z67 em
milho, um aumento em 4 unidades logaritmicas (10°) foi obtido em relacéo ao controle

(102), que foi decorrente do processo de inoculagdo apds 7 dias.

O sucesso na colonizacdo endofitica dos microrganismos € grandemente
influenciada pelos fatores que afetam o crescimento das plantas hospedeiras como, a
forma que a inoculacéo é conduzida, o tipo de solo, o ambiente, o teor de umidade, a

temperatura, 0os insumos agricolas e as praticas de manejo (WHIPPS et al., 2008).
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Sobre os beneficios advindos de tal associa¢do, a multiplicagédo e o estabelecimento
destes microrganismos na rizosfera sdo importantes para garantir o éxito na
colonizagdo e modulacdo da fisiologia da planta hospedeira. Com os estudos
apresentados somados ao resultado encontrado neste trabalho, € possivel afirmar que
o hibrido de milho estudado € colonizado por bactérias endofiticas, epifiticas e
diazotrdficas, e que os niveis populacionais encontrados para estes microrganismos
parecem satisfatérios. Além disso, H. seropedicae foi capaz de superar a competicdo
na rizosfera e os mecanismos de subversédo das defesas da planta, como a pressao
seletiva exercida pelos exsudados radiculares, e estabelecer interacfes estaveis, que

podem ocorrer apds as primeiras 24 h e, posteriormente, de forma progressiva.

Sabe-se que as bactérias benéficas associativas podem contribuir para o
crescimento do hospedeiro. Neste estudo, H. seropedicae foi capaz de promover
incrementos significativos na biomassa fresca da parte aérea (50%) e no comprimento
radicular (36%) em condic¢Oes irrigadas (Figuras 8 e 10). Os possiveis mecanismos
envolvidos neste resultado podem vir da capacidade de H. seropedicae em facilitar a
obtencao de nutrientes, como o nitrogénio e fosforo, e assim aumentar a eficiéncia de
uso de nutrientes e o status nutricional da planta. Além disso, a sintese de fitorménios
gue regulam o crescimento, como o AlA, pode estar atrelado a este evento, uma vez
gue tal hormdénio auxilia na maior producdo de raizes laterais e, com isso, no
incremento de biomassa (PEDROSA et al., 2011). Além do AlA, citocinina € um outro
fitormdnio sintetizado por BPCV, e pode estimular o crescimento da parte aérea
(ARKHIPOVA et al., 2007).

Alguns estudos ja relataram efeitos antag6nicos ao crescimento vegetal em
plantas inoculadas com BPCV. Vacheron et al., 2013 descreveram que a producéo de
auxina por BPCV também pode prejudicar o crescimento das plantas. E importante
notar que a eficiéncia da auxina depende de sua concentracdo. Por exemplo, em
baixas concentracbes, ha melhora no crescimento das plantas, enquanto altas
concentracgdes inibe o crescimento das raizes (XIE; PASTERNAK; GLICK, 1996). Este
efeito de inibicdo ndo foi demonstrado no presente estudo. A inoculacdo com H.
seropedicae ndo comprometeu o desenvolvimento em plantas de milho. Isto pode

estar relacionado ao fato desta bactéria ser um hospedeiro natural do milho, e os
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mecanismos de bioestimulacdo desenvolvidos pela bactéria convergiram em um

equilibrio importante de relagédo simbidtica.

Na condigdo de estresse hidrico, foi evidenciado redugdes significativas na
biomassa de plantas estressadas em relacao as néo estressadas, sendo esta de 40%
na biomassa radicular e 66% na biomassa da parte aérea ap0s o estresse. Passado
areidratacao, a reducéo na biomassa vegetal se manteve, sendo 50% pararaiz e 41%
para parte aérea. A condicdo de seca imposta bem como o tempo de exposi¢ado
prolongado impediram que as plantas recuperassem o desenvolvimento vegetal,
mesmo apos o fim do estresse. Quanto ao efeito de inoculacdo, H. seropedicae néo
apresentou incrementos significativos nos parametros biométricos. No entanto,
percebe-se uma tendéncia no aumento da biomassa radicular (10%) e da parte aérea
(12%), bem como no comprimento da raiz (6%). Esta tendéncia se torna mais
expressiva apos a reidratagcdo das plantas, com incrementos de 56% na biomassa
radicular, 22% na parte aérea e 14% no comprimento da raiz. Os valores apresentados

séo, pelo menos, o dobro em relacdo ao incremento registrado apos o estresse.

As comunidades microbianas desenvolveram ao longo de sua evolucao
diferentes estratégias para se adaptar aos ciclos de seca. Uma delas consiste na
resposta de resisténcia, onde os microrganismos podem se tornar mais tolerantes
durante o estresse (“resisténcia”, sensu Griths et al., 2000; (GRIFFITHS; PHILIPPOT,
2013)). Outra estratégia é a recuperacdo mais rapida apés a seca quando o solo
estiver umido novamente ("resiliéncia”; sensu Griths et al.,, 2000; (GRIFFITHS;
PHILIPPOT, 2013)). Com os dados obtidos, é possivel sugerir que a estratégia
desenvolvida por H. seropedicae na resposta a seca quando em associacdo com
plantas de milho tenha sido “resiliéncia”, devido ao aumento nos ganhos de biomassa

apos a reidratacdo em comparacao com plantas estressadas néo inoculadas.

Em um estudo com milho sob estresse hidrico, Bano et al., (2013) avaliaram
a associacao de Azospirillum lipoferum em duas variedades, Islamabad Gold e R.C.P.,
e em dois métodos de inoculacdo: por imersao da semente e pela aplicacdo na raiz.
A restricdo hidrica foi imposta no estagio vegetativo da planta, e sua determinacgéo se
deu pela reducéo na irrigacao em até 65% do teor de umidade do solo. Para o método
de inoculacado por imersdo das sementes, foi observado um incremento significativo

de 13% na biomassa radicular, 39% na biomassa aérea e 176% no comprimento da
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raiz para a var. Islamabad Gold nos tratamentos inoculados sob estresse. Para a var.
R.C.P, ndo foi demonstrado diferencas significativas em tais parametros. Os
resultados obtidos pelo segundo método de inoculagdo demonstraram reducédo na
biomassa da raiz e da parte aérea, e menor incremento no comprimento radicular
(58%). Conforme os autores, as respostas de inoculacdo em plantas sob estresse

variam de acordo com a variedade da planta e o método de inoculacao.

Naveed et al.,, (2014) expuseram plantas de milho a seca no estagio
vegetativo (45 dias ap6s o plantio) por um periodo de 21 dias, apds o0 aparecimento
dos sinais de murcha. Neste estudo, a umidade relativa e o fotoperiodo foram
controlados, e as plantas receberam adubacéo N,P, e K. Foi relatado que plantas
inoculadas com a cepa Burkholderia phytofirmans PsJN apresentaram aumento
significativo da biomassa radicular em 70 e 58% nas cultivares Mazurka e Kaleo,
respectivamente. Da mesma forma, a inoculacdo de plantas com Enterobacter
sp. cepa FD17 resultou em 64 e 34% de aumento na biomassa de raizes nas

cultivares Mazurka e Kaleo, respectivamente.

Curé et al., (2017) avaliaram os efeitos do estresse hidrico na biomassa
total (BT) em milho em associacdo com H. seropedicae e A. brasilense em casa de
vegetacao. Os tratamentos estressados foram irrigados uma vez a cada 96 h por um
periodo de 20 dias. Observou-se que, na condicdo de seca, as plantas inoculadas
com H. seropedicae apresentaram BT superior em 29,5%, e plantas inoculadas

com A. brasilense apresentaram BT 26% maior do que plantas ndo inoculadas.

Um estudo desenvolvido por Yasmin et al., (2017) avaliou a resposta de co-
inoculacdo em plantas de milho var. Islamabad White. Quando Pseudomonas sp. foi
co-inoculado com Bacillus pumilus, 0 aumento no peso das raizes foi maior (40%) em
relacdo a aplicacdo Unica de Bacillus pumilus. Quando Proteus sp. foi co-inoculado
com Pseudomonas sp., 0 aumento no peso da parte aérea e da raiz foi maior em

relacdo a aplicacdo Unica de Pseudomonas sp.

Nos estudos mencionados acima, o estresse hidrico imposto em plantas de
milho foi menos severo (sem a suspenséo total da irrigacéo) e por um periodo curto
(méximo de 21 dias). Em um deles, as plantas foram cultivadas sob condi¢des

controladas e receberam adubac&o. Isso pode ter propiciado os ganhos mais
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acentuados na biomassa facilitados pelas bactérias. Mesmo com condi¢des
experimentais menos favoraveis, ou seja, maior magnitude de estresse hidrico, o
presente estudo obteve o valor de biomassa radicular préximo ao obtido por Bano et
al., (2013). Outro fator exposto foi quanto ao método de inoculagéo, que no estudo
citado apresentou a adicdo de duas bactérias, e se mostrou mais eficiente do que a
aplicacdo de uma Unica cepa bacteriana. Ao comparar estes trabalhos, é possivel
sugerir que os fatores como a severidade da seca, o tempo de exposi¢cdo e o nivel de
umidade do solo podem ter contribuido para ndo consisténcia dos presentes dados, e
assim, a nao significancia. Além disso, tais adversidades influenciam na resposta
induzida pelo crescimento bacteriano e podem confluir em reducdes no
estabelecimento das bactérias no hospedeiro, e consequentemente, nos efeitos
benéficos da interacdo (MEISNER et al.,, 2017; RATH; MAHESHWARI; ROUSK,
2017). Dessa forma, a conducao de estudos com a imposicdo de estresse menos
critico podem resultar na maior resposta de tolerancia induzida por bactérias. Ainda,
estimar a populacédo de bactérias ao final do estresse € uma saida para responder

sobre a estabilidade da interacdo planta-bactéria.

Nas plantas, a exploracdo do solo para captacdo de agua e nutrientes é
altamente dependente das raizes. De maneira geral, a distribuicdo da densidade
radicular ao longo da profundidade esta relacionada ao teor de agua do substrato
(TAS). Durante o estresse hidrico, a parte superior do perfil do solo € primeiramente
exposta a seca (reducdo de 46% no TAS), bem como a parte superior do sistema
radicular. Enquanto isso, o estrato final € o Ultimo a experimentar a falta de agua
(reducao de 24% no TAS) (SARADADEVI et al., 2014). Dessa forma, as raizes tendem
a se aprofundar para aumentar a captacdo de agua armazenada em solos profundos
(BURTON et al., 2014; LYNCH; WOJCIECHOWSKI, 2015).

De fato, ha um corpo crescente de evidéncias de que, em muitos ambientes
de seca, o aprofundamento das raizes esta positivamente relacionado a exploracao
do solo e a uma maior aquisicdo de agua em estratos profundos (CHIMUNGU;
BROWN; LYNCH, 2014; UGA et al., 2013; ZHAN; LYNCH, 2015). Tal estratégia ja foi
descrita também em plantas de milho por Gao e Lynch (2016), que, além do
aprofundamento radicular e aumento da densidade de raizes nos estratos finais do

solo, observaram que tais resultados estao intimamente relacionados a arquitetura
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radicular de menor nimero de raizes. No entanto, tal fenbmeno néo foi observado no
presente estudo, tanto ao avaliar o comprimento radicular, que foi 0 mesmo entre
plantas irrigadas e ndo irrigadas, quanto a distribuicdo da densidade de raizes, que
sob estresse ocuparam somente 20% da porcéo final do tubo PVC e 60% da porcéo
inicial. De acordo com Tron et al., (2015), plantas com maior densidade radicular
préxima a superficie do solo estdo melhor adaptadas para ambientes onde a agua é
fornecida por eventos periodicos de chuva.

Ja foi relatado que, sob déficits hidricos severos, onde a baixa
disponibilidade de 4gua e a alta impedancia do solo séo caracteristicos, pode ocorrer
limitacdo no aprofundamento radicular (COMAS et al., 2005). Tais resultados sugerem
gue outros mecanismos atuaram para adaptacdo da arquitetura radicular na resposta
a seca no presente estudo. Em solos extremamente secos, a redugéo no alongamento
radicular pode ser compensado pelo aumento na area superficial da raiz, que pode
ocorrer por meio de pelos radiculares (MACKAY; BARBER, 1985). Os pelos podem
promover o contato das raizes com as particulas do solo a medida que a seca avanca
em profundidade e, assim, auxiliar na aquisicdo de agua no solo (WASSON et al.,
2012). Entre as principais zonas de captacdo de agua, as pontas das raizes jovens
recebem destaque (KRAMER; BOYER, 1995). Dessa forma, a formacéo de raizes
laterais pode ser mais importante para a captacdo de recursos moveis do que a
guantidade total de comprimento e area de superficie da raiz (ROBINSON; KIRKHAM,;
LITTLEWOOQOD, 1999).

Além da morfologia radicular, a anatomia deste 6rgdo também tem grande
participacdo na resposta a seca. Ja foi relatado que o diametro do xilema afeta a
condutividade hidraulica da raiz, tendo importante participacdo na redistribuicdo da
agua (WASSON et al., 2012). Plantas com vasos de xilema de grande diametro tem
maior condutividade hidraulica, mas menor uso conservador de agua do que aquelas
com vasos de pequeno diametro (CHRISTMAN; SPERRY; ADLER, 2009). Dessa
forma, vasos de xilema com maior didmetro podem ser vantajosos para aumentar a
condutividade hidraulica das raizes que crescem em camadas mais profundas do solo
e, com isso, aumentar a tolerancia das plantas em periodos de seca. Outro
mecanismo envolvido no aumento da condutividade hidraulica da raiz estéa relacionado

a adaptacbes bioquimicas, como o aumento da abundancia e condutancia das
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aquaporinas. Estas regulam a passagem da captacdo de agua e podem aumentar a
condutividade hidraulica para atender a demanda da parte aérea e compensar a
reducdo da area superficial da raiz (GROPPA; BENAVIDES; ZAWOZNIK, 2012;
MAUREL et al., 2015).

Ainda sobre adaptacdo da raiz em condicdo de seca, plantas que
desenvolvem plasticidade na arquitetura do sistema radicular (RSA) estdo mais aptas
a garantir sucesso no crescimento vegetal (SCHNEIDER et al., 2020). A RSA integra
a topologia do sistema radicular, a distribuicdo espacial das raizes primarias e laterais
e 0 numero e comprimento de varios tipos de raizes (FITTER et al., 1991). Uma RSA
com baixa densidade de ramificagdo das raizes laterais, porém raizes laterais mais
longas, esta mais adaptada a captacao de recursos moveis, como sulfato e nitrogénio,
gue normalmente sdo encontrados mais profundamente no perfil do solo (KONG et
al., 2014). No presente estudo, o comprimento total de raizes e a area superficial total
foi estatisticamente igual para os tratamentos sob estresse e o tratamento controle,
diferindo somente do tratamento PB. Tais parametros ndo indicam apenas que 0
aumento de superficie especifica € relevante, mas também o grau de colonizac¢éo das
raizes por microrganismos, auxiliando na aquisi¢cao de nutrientes das plantas (SMITH
et al., 2011).

Para as classes de diametro, na porcao inicial do tubo houve maior
prevaléncia de raizes grossas, e na porcdo média e final, mais raizes finas e muito
finas. As raizes grossas atuam na ancoragem e, geralmente, estabelecem a
arquitetura geral do sistema radicular, controlando a profundidade final do
enraizamento e a capacidade das plantas de crescer em camadas compactadas de
solo (HENRY et al., 2011). As raizes finas (ou laterais) sdo a por¢cdo mais ativa do
sistema radicular na captacéo de agua e compreendem a maior parte do comprimento
e area superficial em plantas (BAUHUS; MESSIER, 1999; REWALD et al., 2011). Os

tratamentos sob seca foram estatisticamente semelhantes as plantas controle.

Vérios fatores abibticos e bidticos podem influenciar a RSA, incluindo a
inoculacao de BPCV. Vacheron et al., (2013) relataram que BPCV podem aumentar a
area total da superficie radicular melhorando a ramificacdo da raiz lateral e o
desenvolvimento de pelos radiculares e, consequentemente, a absorcéo de nutrientes

e agua. Isso pode ocorrer, principalmente, por sua capacidade de interferir nas
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principais vias hormonais envolvidas na regulacdo do desenvolvimento das raizes
como auxina, citocinina, etileno e, em menor escala, giberelina e acido abscisico
(ABA) (DODD et al., 2010; OVERVOORDE; FUKAKI; BEECKMAN, 2010). Ja foi
descrito que H. seropedicae € capaz de sintetizar AlA. Além deste fitormbnio, as
giberelinas também ja foram relatadas em H. seropedicae (BOTTINI; CASSAN;
PICCOLI, 2004; DODD et al., 2010) e séao capazes de promover o alongamento da
raiz primaria e extensao lateral da raiz (YAXLEY et al., 2001).

Sob condi¢Bes de estresse hidrico, as plantas sintetizam o etileno que inibe
o alongamento das raizes e o transporte de auxinas, promove a senescéncia e a
abscisdo de vérios 6rgédos e leva ao amadurecimento dos frutos (GLICK et al., 2007).
Um dos mecanismos de tolerancia a seca é a diminuicdo nos niveis de etileno das
plantas através da desaminacéo do ACC, que pode aliviar o efeito reprimido do etileno
no crescimento das raizes (GAMALERO; GLICK, 2015). Apesar de BPCV serem
capazes de sintetizar ACC deaminase e reduzir a producdo acelerada de etileno
induzida pela seca, este efeito ndo foi encontrado no presente trabalho.

Quanto as relacfes hidricas das plantas, estas podem ser medidas por
varias caracteristicas, como teor relativo de agua (TRA), potencial de agua nas folhas,
resisténcia estomatica, taxa de transpiracao, temperatura das folhas e temperatura do
dossel (FLEXAS et al., 2006). O teor relativo de agua (TRA) € uma boa referéncia das
condi¢Bes hidricas nas plantas, principalmente durante periodos de seca, indicando o
conteddo de &agua presente nas folhas. No presente estudo, o TRA foi
significativamente menor nos tratamentos sob estresse (GONZALEZ; VILAR, 2006)
(Figura 18). A medida que a restricdo hidrica se intensifica, a planta passa por uma
desidratacdo do protoplasma, o que pode prejudicar 0S processos vitais de
crescimento celular. Fato marcante aliado a esse processo € 0 aumento do
extravasamento de eletrélitos (EE), que pode ser intensificado pelo déficit hidrico,
comprometendo o0s processos vitais de funcionamento celular (GE et al., 2014).
Nossos dados demonstraram que planta sob estresse obteve aumento significativo
(92%) no conteudo de eletrolitos extravasados. Isso pode ter sido resultado do
aumento da fluidez das membranas, levando a saida destes ions dos compartimentos

celulares.
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Uma correlagdo positiva entre sensibilidade ao estresse hidrico e dano a
membrana foi observada por Vardharajula et al., (2011), uma vez que a inoculagéo
bacteriana reduziu os danos a membrana nas plantas estressadas pela seca. Isto
também foi demonstrado no presente estudo, onde PBS teve um aumento (20%) no
TRA e reducéo (4%) no EE em relacdo a PS. E possivel que a integridade da
membrana plasmatica tenha sido melhor devido aos efeitos benéficos da inoculagéo,
0 que pode ter atenuado os danos causados pelas ROS produzidas em condi¢des
estressantes. A manutencao de alto TRA tem sido considerada um mecanismo de
resisténcia a seca e nao de fuga a seca, e € uma consequéncia de caracteristicas
adaptativas, como ajuste osmético (GRASHOFF; VERKERKE, 1991). Dessa forma,
menos danos a membrana celular permitem um nivel mais alto de contetdo de agua
no interior das células. Além do aumento no extravasamento de eletrolitos, o
malonaldeido (MDA) é um indicador do dano causado pela peroxidacao lipidica. As
consequéncias da peroxidacédo lipidica incluem deterioracdo na membrana celular,
deterioracdo na permeabilidade seletiva da membrana e, finalmente, desintegracao
celular e morte (TOMMASINO et al., 2012).

Grover et al., (2014) relataram que plantas de sorgo tratadas com Bacillus
spp. estirpe KB 129 sob estresse hidrico mostrou aumento de 24% no TRA sobre
plantas que nao foram tratadas com BPCV. Resultados semelhantes foram
demonstrados em milho (NASEEM; BANO, 2014; NAVEED et al., 2014;
VARDHARAJULA et al., 2011). Estudos relatados acima indicaram que o maior TRA
pode ajudar as plantas a neutralizar os estresses oxidativos e osmoticos causados
pelo estresse hidrico, potencialmente contribuindo para uma maior produtividade sob

estresse.

Ja foi relatado que o estresse hidrico prejudica os processos fotossintéticos
das plantas, podendo afetar direta ou indiretamente o desempenho do fotossistema Il
(PSIl) (OQUIST; CHOW; ANDERSON, 1992). Uma maneira de verificar os danos
sofridos pela seca € a mensuracao da fluorescéncia da clorofila, que tem sido usada
como uma ferramenta de avaliacdo no estudo de tolerancia a seca promovida pela
inoculacdo de bactéria (SILVA et al., 2020). Alteracbes na fluorescéncia podem

mostrar a auséncia ou presenca de comprometimentos no processo fotossintético,

63



uma vez que variagdes nas taxas fotossintéticas e na dissipagdo de calor causara

modificagdes complementares na emisséo da fluorescéncia.

Uma relagdo muito utilizada como um indicador de estresse em estudos
sobre a eficiéncia fotoquimica da planta € o Fv/Fm, que € uma medida do potencial
maximo do rendimento quantico do PSII (BJORKMAN; DEMMIG, 1987). Esta relagéo
baseia-se nos niveis de fluorescéncia variavel (Fv) e fluorescéncia maxima (Fm) da
clorofila para caracterizar a eficiéncia quantica maxima das reac¢des fotoquimicas
primarias em folhas adaptadas ao escuro (BOLHAR-NORDENKAMPF et al., 1989).
Segundo Bolhar-Nordenkampf et al. (1989), valores de Fv/Fm entre 0,75 e 0,85
refletem condi¢Bes ideais de funcionamento do PSII para individuos saudaveis e
isentos de estresse. Sendo assim, a diminui¢ao da relacdo Fv/Fm é um bom indicador
de efeito foto-inibitério, quando as plantas estdo submetidas a diversos tipos de
estresse mesmo antes dos sintomas aparecerem (FARIA et al., 1998; WERNER et al.,
2001). No entanto, em funcéo das situacdes de estresse impostos, esta variavel nem
sempre é sensivel, o suficiente, para observar as diferencas entre diversos
tratamentos (STIRBET; GOVINDJEE, 2011).

Com base nestes autores, € possivel afirmar que plantas de milho sob
estresse hidrico apresentaram comprometimento do aparelho fotossintético em
funcdo da suspensdo da irrigacdo, com reducdo de 15%, sendo o menor valor
registrado para razdo Fv/Fm 0,66. Entretanto, a rapida recuperacao desta razdo apos
a reidratacdo (0,805 para PBS e 0,768 para PS) indica que nédo houve alteracdes
irreversiveis no mesmo. A diminuicao da relacdo Fv/Fm é um bom indicador de efeito
foto-inibitorio, quando as plantas estdo submetidas a diversos tipos de estresse,
mesmo antes dos sintomas aparecerem (ANGELOPOULOS et al., 1996; YANG et al.,
1996; FARIA et al., 1998). Nossos resultados sugerem maior capacidade do milho
(hibrido SHS 5050) em suportar as condicbes fotoinibitérias ocasionadas pela
deficiéncia hidrica, pois, apesar do dano ocasionado no aparato fotossintético durante

0 estresse, houve recuperacdo apos a reidratacao.

Em cinco variedades de milho cultivados sob estresse hidrico, Karimpour,
(2019) encontrou reducéo no valor de Fv /Fm com o estresse (0,65), com um declinio
de 18% em comparacdo com as condicdes de irrigacdo completa. Liu et al., (2018)

avaliaram uma variedade de milho tolerante a seca, impondo 26 dias apos
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germinacgédo, 10 dias de estresse hidrico e 10 dias de reidratacdo. Sob condi¢bes de
estresse hidrico, Fv/Fm diminuiu 2,7% e 4,8% nos tratamentos estresse por seca
moderada no primeiro periodo e depois bem regada no segundo periodo (MS-WW) e
estresse hidrico severo no primeiro periodo e depois regado bem no segundo periodo
(SS-WW), em comparacédo com o tratamento bem regado, respectivamente. Quando
as plantas sob estresse moderado por seca foram regadas novamente (MSWW), o
Fv/Fm mostrou uma tendéncia crescente e ndo houve diferenga significativa com o

tratamento bem regado.

Outro parametro que qualifica os efeitos negativos do estresse hidrico no
aparato fotossintético € a avaliacdo de trocas gasosas. A condutancia estomatica,
geralmente mensurada em mmol m-s, é a medida da taxa de passagem do CO: que
entra ou do vapor de agua que sai pelos estomatos de uma folha (PIETRAGALLA,;
PASK, 2012). Portanto, a regulacdo da condutancia estomatica foliar (gs) € um
fendmeno fundamental nas plantas, pois € vital para a prevencédo da dessecacao e a
aquisicao de CO, (CHAVES et al., 2016). Nossos resultados mostraram que os valores
de (gs) obtidos nas plantas néo irrigadas no fim do estresse foi inferior em 92% do que
0s encontrados nas plantas irrigadas. Ao passo que a condutancia diminuiu, também
foi verificado uma reducédo de 85% na taxa de transpiracdo em individuos estressados.
Plantas expostas ao estresse hidrico tendem a manter os estématos fechados a fim
de evitar a dessecacdo (DUURSMA et al., 2019). Um mecanismo associado a este
efeito é a sintese de acido abscisico (ABA), um horménio envolvido no processo de
fechamento dos estdbmatos em condi¢cdes de seca, quando a planta ndo consegue
mais suportar a perda de agua pela transpiracdo (CHRISTMANN et al., 2007). Dessa
forma, condicBes estressantes desencadeiam uma via de sinalizacdo que leva a
biossintese de ABA (WANI et al., 2016).

Um trabalho conduzido por Naveed et al., (2014), que expos plantas de
milho ao estresse hidrico 45 dias apos o plantio, verificou que o estresse hidrico teve
efeitos drasticos na fotossintese das plantas, e que a inoculacao bacteriana minimizou
os efeitos causados pela seca, aumentando significativamente a fotossintese e a
eficiéncia fotoquimica do PSII. A inoculacdo com a cepa DF17 proporcionou aumento
de 53% e 41% na fotossintese em duas variedades de milho sob estresse hidrico.

Além disso, as plantas inoculadas com PsJN apresentaram maior condutancia

65



estomatica apds exposicdo ao estresse, com um aumento de 87% e 60% nas
variedades testadas, em comparac¢éo com o controle ndo inoculado. A inoculagédo com
PsJN aumentou a eficiéncia do PSIl em até 10% em comparacao ao controle sob

condi¢cdes de estresse.

Somado as alteracBes fisioldgicas, o estresse hidrico também causa
alteracdes anatdmicas nas folhas e suas estruturas celulares. Os cloroplastos sao os
locais da fotossintese e as primeiras organelas das células do mesofilo a serem
afetadas pelo estresse hidrico (SHAO et al.,, 2016). Qualquer mudanca em sua
ultraestrutura também esté associada a mudancas na atividade fotoquimica (REHEM
et al., 2011). Assim, sugere-se que a estrutura dos cloroplastos foliares seja uma
caracteristica geral importante relacionada a suscetibilidade a seca das plantas
(VASSILEVA et al., 2012). Neste estudo, os danos celulares causados pelo estresse
hidrico foram observados através das técnicas de microscopia Optica e de
transmissdo. Como efeito do estresse hidrico, foi observado um aumento da
espessura do limbo foliar em comparacéo aos tratamentos irrigados. Esta alteracéo
pode contribuir no aumento do nimero de cloroplastos e, consequentemente, na
fotossintese, pois a atividade fotossintética esta diretamente ligada ao nimero de
cloroplastos (GHAFOOR et al., 2019). A depender da plasticidade anatdmica, algumas
espécies desenvolvem mudancas na espessura de tecidos do limbo foliar que

possibilitam uma melhor adaptabilidade a diferentes condi¢cdes de estresse.

Outra modificacdo em resposta a seca foi alteracdo no tamanho de células
buliformes e presenca de granulos de amido nos cloroplastos. A presenca de células
buliformes sdo um aspecto importante pois estdo intimamente envolvidas no processo
de reducdo da exposicdo das folhas a radiacdo solar, mediante a promocdo da
curvatura da folha (ESAU, 2000). Este mecanismo diminui a superficie a perda de
agua por transpiracdo. Tal fato foi encontrado no presente trabalho, em que plantas
submetidas a seca diminuiram (85%) a taxa de transpiracdo em relacdo as plantas

controle.

Nas imagens dos cloroplastos granulares de plantas estressadas nota-se
aparente aumento no lumem do estroma e da elétron-densidade dos plastiglébulos.
Os plastiglébulos sao particulas de lipoproteina localizadas dentro dos cloroplastos e

séo responsaveis pela protecdo das membranas dos tilacoides e das proteinas do
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aparato fotossintético contra os radicais livres e consequentemente o0 estresse
oxidativo. Estdo relacionados as condi¢cdes ambientais e seus fatores de estresse, tais
com o déficit hidrico (AUSTIN et al., 2006). Portanto, os plastoglébulos visualizados
podem representar um mecanismo utilizado por esta espécie para evitar possiveis

danos ao aparato fotossintético.

Sob condi¢Bes de seca severa, a ultraestrutura das células do mesofilo é
alterada, o que leva a sistemas de membrana quebrados em cloroplastos, grana
inchada e granulos de amido degradados (RISTIC; CASS, 1991). As mitocondrias
tornam-se severamente desorganizadas e a matriz mostra uma menor densidade de
elétrons (XU et al. 2009). O estresse gradual da agua pode causar mudancas mais
controladas na configuracdo das organelas celulares, o que contribui para sua

estabilidade e maior tolerancia a seca.
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CONCLUSAO

Herbaspirillum seropedicae HRC 54 foi capaz de colonizar plantas de milho (var.
SHS 5050) e promover seu crescimento a partir de incrementos no comprimento
radicular (36%) e biomassa da parte aérea (50%);

Apo6s 15 dias de inoculacgéao foi possivel obter aumento da populacao da populacao
de endofiticos diazotréficos, evidenciando compatibilidade na interacéo planta x
microrganismo;

O estresse hidrico comprometeu o desenvolvimento vegetal resultando em
reducdes na biomassa radicular (40%) e aérea (66%). Nao foi observado o efeito
adaptativo de aprofundamento radicular nas plantas. Diferencas entre tratamentos
estressados e nao estressados foram mais evidentes na porc¢ao superior do solo,
ja que é nesta porgao que o contetudo de agua € menor;

Danos no aparato fotossintético também foram observados apos 23 dias de
suspensao hidrica, com foto-inibicdo (12%) obtida a partir do potencial maximo do
rendimento quantico do PSIl (0,68). Além disso, houve reducdes nas trocas
gasosas apos 26 dias em 96% na taxa fotossintética liquida (A), 89% na
condutancia estomatica (gs) e 85% na transpiracdo (E). Apesar de ambos
tratamentos estressados apresentarem reducdes em (gs) e (E), o tratamento
inoculado assimilou mais CO; a partir do aumento de 433% (A);

Alteracbes anatbmicas como aumento da espessura do limbo alteracées no
formato de células buliformes e aumento no limen do estroma foram observados
apos o estresse hidrico. Em plantas inoculadas estressadas verificou-se aparente
manutencao da integridade das membranas granares;

A bactéria se apresentou como potencial facilitadora na recuperacédo mais rapidas
ap6s o periodo de estresse, uma vez que plantas inoculadas apresentaram
tendéncia no aumento de biomassa radicular (56%), recuperacao mais rapida no
potencial maximo do rendimento quantico do PSIl (0,80) e nas trocas gasosas,
com aumentos em 57% (A), 54% (gs) e 63% (E); enquanto que plantas néo
inoculadas mantiveram valores negativos para (A), valores nulos para (gs) e

reducdo de 74% (E). Além disso, a bactéria auxiliou na recuperacao mais rapida
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do teor relativo de agua (TRA), com aumento de 27%, enquanto PS reduziu em
7%.
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