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RESUMO

ALENCAR, KAMILA MENDES BATISTA. Avaliagdao Do Efeito Da Inoculagao
De Microrganismos Nos Processos Fisiolégicos De Plantas De Soja
Submetidas A Seca. 2022. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduacg&o) —
Bacharelado em Ciéncias Bioldgicas. Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e
Tecnologia Goiano — Campus Rio Verde, Goias. Rio Verde Goias, 2022.

A soja (Glycine max L. Merril) &€ atualmente a principal leguminosa cultivada no
mundo em termos de questdes de energia e seguranga alimentar. Embora o
Brasil seja atualmente o maior produtor de soja do mundo, a produgéo brasileira
é frequentemente comprometida pela ocorréncia frequente de veranicos. Nesse
contexto a instabilidade climatica e a frequéncia de veranicos pode agravar e
comprometer o plantio da soja. Com isso, o uso de biodefensivos multicepa é
uma alternativa nova e vem mostrando muita eficacia no estabelecimento de
solugdes sustentaveis, tolerdncia aos estresses bidticos e abidticos e no
melhoramento de culturas. Para isso, esse estudo utilizou a bactéria Bacillus
amyloliquefaciens BV03 (NO-NEMA) e o fungo Trichoderma asperellum BV10
(TRICHO-TURBO), bem como a interagdo desses microorganismos
combinados, uma vez que ja se tem bons resultados desses aplicados
isoladamente, e a forma de aplicagdo seja inoculado nas sementes antes do
plantio ou combinado com aplicagéo via foliar, foi realizado em casa de
vegetacédo do Instituto Goiano, Campus Rio Verde. As sementes utilizadas foram
da cultivar Neo680, plantadas em solo+areia na propor¢ao 2:1, autoclavado e
embebidas em um preparado contendo aproximadamente 6 ml de calda em 1 kg
de sementes e delineados da seguinte forma: T1 — Controle (plantas irrigadas
continuamente; T2 - déficit hidrico (30% de agua disponivel no solo); T3 -
Seca+BV03 inoculado nas sementes (Dose Padrao); T4 - Seca+BV03 inoculado
nas sementes + aplicagao foliar (Dose Padréo); T5 - Seca+BV03+BV10, ambos
inoculados nas sementes (Dose Padrao); e T6 - Seca+ BV03+BV10, ambos
inoculados nas sementes e ambos aplicados nas folhas. Foi avaliado parametros
fisiolégicos como: Potencial hidrico da antemanha (Wam) e ao meio dia (Wmd),
trocas gasosas (A, gs, E, Ci, ¢FSIl e ¢FSII/CO2), concentragdo de pigmentos
fotossintéticos (Chl a Chl b e Chl total) e extravasamento de eletrolitos (EE).
Observou-que as plantas inoculadas com os microrganismos conseguiram
mitigar os efeitos da seca, atenuando os danos mantendo um bom Ww, com
valores de trocas gasosas proximos ao de T1, além de garantir uma boa taxa de
EE, garantindo a integridade da membrana. Conclui-se que BV03+BV10
conseguiram mitigar os danos causados pela seca, onde a forma de aplicagao
consegue dar um incremento nessa protegao.

Palavras-chave: Bacillus amyloliquefaciens, Biodefensivos, Multicepa, Seca,
Trichoderma asperellum.



ABSTRACT

Soybean (Glycine max L. Merrill) is currently the world's leading legume crop in
terms of energy and food security issues. Although Brazil is currently the largest
soybean producer in the world, Brazilian production is often compromised by the
frequent occurrence of dry spells. In this context, climate instability and the
frequency of dry spells can aggravate and compromise soybean planting. Thus,
the use of multi-strain biodefensives is a new alternative and has been showing
great effectiveness in establishing sustainable solutions, tolerance to biotic and
abiotic stresses and in crop improvement. For this, this study used the bacterium
Bacillus amyloliquefaciens BV03 (NO-NEMA) and the fungus Trichoderma
asperellum BV10 (TRICHO-TURBO), as well as the interaction of these
combined microorganisms, since good results have already been obtained from
those applied separately, and the form of application, whether inoculated in the
seeds before planting or combined with foliar application, was carried out in a
greenhouse at Instituto Goiano, Campus Rio Verde. The seeds used were of the
Neo680 cultivar, planted in soil+sand in a 2:1 ratio, autoclaved and soaked in a
preparation containing approximately 6 ml of syrup in 1 kg of seeds and
delineated as follows: T1 — Control (plants continuously irrigated; T2 - water
deficit (30% of water available in the soil); T3 - Drought+BV03 inoculated in seeds
(Standard Dose); T4 - Drought+BV03 inoculated in seeds + foliar application
(Standard Dose); T5 - Drought+BV03+BV10 , both inoculated in the seeds
(Standard Dose); and T6 - Dry+ BV03+BV10, both inoculated in the seeds and
both applied in the leaves. Physiological parameters were evaluated, such as:
Water potential in the morning (Wam) and at noon (Wmd), water changes
gaseous (A, gs, E, Ci, ¢FSIl and ¢$FSII/CO2), concentration of photosynthetic
pigments (Chl a Chl b and total Chl) and electrolyte leakage (EE). It was observed
that the plants inoculated with the microorganisms were able to mitigate the
effects of drought, attenuating the damage, maintaining a good Ww, with gas
exchange values close to that of T1, in addition to guaranteeing a good rate of
EE, guaranteeing the integrity of the membrane. It is concluded that BV0O3+BV10
managed to mitigate the damage caused by drought, where the form of
application manages to increase this protection.

Keywords: Bacillus amyloliquefaciens, Biodefensives, Multicepa, Seca,
Trichoderma asperellum.
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1 INTRODUCAO

Dentre todas as leguminosas cultivada no mundo a soja (Glycine max L.
Merril) € uma das culturas com o maior nivel econdmico, possuindo uma
importancia em termos de segurancga alimentar (BANDILLO et al., 2017). A soja
se destaca sendo uma leguminosa cultivada altamente proteica e rica em éleos
vegetais, assim se tornando um alimento basico para os humanos e outros
animais, com énfase na agropecuaria (YIN et al., 2014; CHEN et al., 2018;
ZHANG, 2017). A soja também possui importancia medicinal, de acordo com
Ferreira et al., (2022) a soja possui moléculas como isoflavonas que estdo sendo
utilizadas como medicamento fitoterapico pela industria farmacéutica, além de

servir como matéria prima para a produgéo de biocombustivel (ZHANG, 2017).

No Brasil a soja € a principal cultura que move a economia do pais, sendo
representada com a maior area cultivada em relacdo aos demais cultivos
(CONAB, 2022). Estima-se que haja um crescimento na produgédo de soja
brasileira de 2,6% ao ano até 2026, em contrapartida a uma média de 1,9% na

producdo mundial (OECD, 2017). Atualmente o Brasil € o maior produtor e

exportador de soja no mundo. Na safra de 2020/2021 o Brasil produziu 138
milndes de toneladas de soja, ocupando aproximadamente 39 milhdes de
hectares de area plantada, segundo demonstra o estudo da CONAB,
apresentado em julho de 2022. O estudo traz ainda que, a produtividade do
plantio do grdo no pais é de 3.525 kg/ha.

No entanto apesar de o Brasil possuir um clima favoravel e atualmente
ser o maior produtor e exportador de soja no mundo, a produgao brasileira é
frequentemente comprometida pela ocorréncia frequente de veranicos
(manifestagdes de estiagem prolongadas no periodo da estagdo chuvosa). Na
safra 2020/2021, o Parana sofreu grande queda na produtividade devido a
ocorréncia de secas, enquanto na safra 2020/2021 regides do Rio Grande do Sul
apresentaram diminuicdo de até 60% na producdo devido a ocorréncia de
veranicos e consequentemente o estresse hidrico (CONAB, 2020). Segundo
Tardieu, Simonneau e Muller (2018) o déficit hidrico resulta da disponibilidade
insuficiente de agua no solo para atender a demanda de uma planta em um
determinado momento. O déficit hidrico afeta uma grande por¢ao de fungdes da

planta, como transpiragdo, fotossintese, crescimento de folhas e raizes e



desenvolvimento reprodutivo. Também impacta os processos fisioldgicos
subjacentes, incluindo a divisao celular, hidraulica, mecanica da parede celular,
comprometendo o metabolismo além da geracdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) que sdo uma das principais moléculas causadoras de danos nas
membranas celulares. Segundo Batista et al (2019) os danos decorrentes do
déficit hidrico se tornam mais intensos com as oscilagdes climaticas, ocorrendo
durante periodos de veranicos e secas prolongadas e causando grandes perdas
nas lavouras. Essas perdas contribuem para diminuir a competitividade do

produto brasileiro quando comparado a outros paises, como Argentina e EUA.

Uma das principais estratégias em resposta a seca consiste no
fechamento estomatico, com consequente reducao da condutancia estomatica
(gs), que contribui sobremodo para o aumento ou para a manutengdo do
potencial hidrico (Ww) dentro de limites que sustentem o metabolismo celular
(MARCOS et al., 2018). A redugao de gs, no entanto, leva a um menor influxo de
CO2 para o interior dos cloroplastos, causando redugdes nas taxas
fotossintéticas devido as limitagdes difusivas (SHEN et al., 2015). Diversos
estudos ja demonstraram que as taxas de gs e, consequentemente, de
fotossintese, sdo diretamente influenciadas pela capacidade de uma planta em
transportar dgua das raizes até os tecidos transpirantes. Nesse sentido, a
condutividade hidraulica da planta é considerada fator preponderante para a
manutencdo do processo fotossintético (SCOFFONI, 2012). Sendo assim,
considerando a importancia da soja para a seguranga alimentar e nutricional,
juntamente com o aumento populacional e as mudangas climaticas, tem-se
havido a necessidade de busca por alternativas para aumentar a producao de
soja, procurando estratégias para que essa a soja seja mais resistente a periodos

de estiagem hidrica.

A rizosfera possui um sistema biolégico complexo e dinamico, onde os
microrganismos realizam a degradagao de praticamente todos os compostos
organicos, realizando assim a reciclagem desses compostos (NANNIPIERI et al.,
2017). No solo, as plantas interagem com os microrganismos ali presente
oferecendo um ambiente bastante especifico para o desenvolvimento e
crescimento natural de comunidades microbianas. Durante o processo evolutivo,

essas comunidades desenvolveram habilidades e estratégias que possibilitaram



sua interagdo com as plantas (WANG et al., 2017). Essas interagbes podem
trazer beneficios, portanto, sem causar danos para as plantas, ou podem trazer
maleficios, quando microrganismos patogénicos provocam desequilibrio
bioquimico e fisiolégico nas plantas, gerando diferentes tipos de doengas
(ALVAREZ et al., 2016). De acordo com Camargo et al., (2019) os (MPCP —
Microrganismos Promotores de Crescimento em Plantas) sdo microorganismos
que colonizam diversos 6rgdos vegetais e que, através da produgdo de
hormébnios e outras moléculas alteram o metabolismo da planta, otimizando o
seu crescimento e desenvolvimento. Podendo aumentar o rendimento e
produtividade em plantas cultivadas (SHEIRDIL et al., 2019).

Dentre varios microrganismos que tem sido caracterizado como capazes
de incrementar o crescimento vegetal, destaca-se aqui bactérias do género
Bacillus e fungos do género Trichoderma, os quais exibem capacidade de
fixacdo e solubilizacdo de nutrientes essenciais e fornecem metabdlitos
envolvidos no mecanismo de tolerancia aos estresses abiodticos (CHAGAS et al.,
2017; SU et al., 2017, CAMARGO et al., 2019). Alguns estudos ja relataram,
inclusive, que alguns desses microorganismo, como a bactéria Bacillus
amyloliquefaciens e o fungo Trichoderma asperellum, sao capazes de aumentar
o crescimento das plantas mesmo em condigdes de estresses abibticos além de
ajudar na resisténcia das culturas a estresses bidticos (CHAGAS et al., 2017,
SILVA, 2019).

Segundo Santin (2008), “devido ao impacto ambiental, a baixa eficiéncia
e alto custo” do controle quimico, “torna-se necessario estudar alternativas de
controle, as quais possam ser utilizadas como novas estratégias e, assim, reduzir
0s prejuizos”. Portanto utilizar multicepas de microrganismos apresenta-se como
uma solugao inovadora, com um baixo custo financeiro e, portanto, mais
acessivel ao grande e médio produtor, visto que tecnologias que buscam o
melhoramento genético de plantas tem um valor aquisitivo muito alto, se
tornando inviavel. Diante disso, uma abordagem ecoldgica que pode vir a gerar
melhoria na produgdo de importantes oleaginosas em condigbes de estresses
abidticos consiste no uso de microrganismos presentes no solo e em simbiose
com as plantas (SATHYA et al., 2017; SHEIRDIL, 2019).
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Apesar dos resultados prévios promissores, no entanto, ainda sao
necessarios estudos que avaliem a melhor forma de aplicagdo, dose
recomendada, bem como o possivel efeito benéfico da interagéo entre diferentes
microrganismos, a fim de gerar uma metodologia eficiente para a aplicagédo em
campo. O presente trabalho propbs a caracterizagdo de dois microrganismos
comercializados pelo grupo Vittia: Bacillus amyloliquefaciens BV03 (NO-NEMA)
e Trichoderma asperellum BV10 (TRICHO-TURBO), bem como a interagéo
desses microorganismos combinados, uma vez que ja se tem bons resultados
desses aplicados isoladamente, e a forma de aplicagdo seja inoculado nas

sementes antes do plantio ou combinado com aplicagao via foliar.

2 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado em casa de vegetacdo do Instituto
Federal de Educagdo, Ciéncia e Tecnologia Goiano, Campus Rio Verde. As
sementes utilizadas foram da cultivar Neo680 com ciclo de vida super precoce
possuindo um alta produtividade em um curto periodo de tempo, estas foram
semeadas em vasos, com solo+areia na proporgdo 2:1 e em seguida foi
autoclavado a fim de garantir a permanéncia apenas dos microorganismos
estudados. Quando atingiram o estadio V3 as plantas foram submetidas aos
seguintes tratamentos: T1 — Controle; T2 — Seca; T3 - Seca+BVO03 inoculado nas
sementes (Dose Padrao); T4 — Seca+BV03 inoculado nas sementes + aplicagcéo
foliar (Dose Padrao); TS - Seca+BV03+BV10, ambos inoculados nas sementes
(Dose Padrao) e T6 - Seca+ BV03+BV10, ambos inoculados nas sementes e
ambos aplicados nas folhas.

As plantas controles permaneceram permanentemente irrigadas,
enquanto as plantas expostas a seca foram submetidas a suspensé&o gradual da
irrigacao, até que o solo atingisse 30% da capacidade de campo (CC) (seca
severa). As plantas em DH permaneceram nessas condi¢des durante 10 dias.

2.1 Inoculagéo e Aplicagao Foliar dos Microrganismos

As sementes foram inoculadas com o0s microrganismos antes da
germinagao, pelo método da homogeneizagdo em calda contendo
aproximadamente 6 ml de calda em 1 kg de sementes. A aplicagao foliar foi
realizada no primeiro dia de seca nos tratamentos adequados, utilizando a dose

padrdo recomendada pela bula, com o auxilio de um borrifador comercial
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simples. No ultimo dia de seca foram avaliados os parametros fisiolégicos

descritos nas secdes subsequentes.

2.2 Potencial Hidrico (Ww)

O potencial hidrico foliar foi determinado em folhas individuais de cada um
dos tratamentos, ao final dos 10 dias de seca com o auxilio de bomba de pressao
tipo Scholander, na antemanha (04:30 h — 05:30) (\Wam) e ao meio-dia (Wmd).

2.3 indice Relativo de Clorofila (IRC)

A avaliagdo do indice Relativo de Clorofila (IRC) foi determinada pelo
aparelho ClorofiLOG ® da empresa Falker ® (FALKER, Porto Alegre, Brasil) ao
final dos 10 dias de seca. As medigdes foram realizadas em trés folhas trifoliadas
individuais, completamente desenvolvidas, de cada tratamento para obtengao

dos valores de clorofila a, b e clorofilas totais.

2.4 Trocas Gasosas

Os dados de trocas gasosas foram obtidos com o uso de um leitor de
gases a infravermelho (LI-6800, Li-Cor Inc., Nebraska, EUA) e analisados
seguindo o proposto por Maxwell e Jhonson (2000). Com esses parametros,
foram calculados a eficiéncia fotoquimica do transporte de elétrons associado ao
fotossistema Il (¢FSIl), a razdo entre a taxa de transporte de elétrons no
fotossistema |l e eficiéncia quantica de assimilagao de carbono (¢FSII/$COz2). A
taxa de assimilagéo liquida do carbono (A), a condutancia estomatica (gs), a
concentracao interna de CO2 (Ci) e a taxa transpiratéria (E), foi determinada em
sistema aberto, sob luz saturante (1000 umol de fétons m-?s '), com o analisador

de gases a infravermelho supracitado.

2.5 Extravasamento de Eletrélitos

Para avaliacdo da integridade das membranas celulares, 10 discos
foliares foram retirados de cada planta, os quais foram lavados previamente (2
vezes) em agua desionizada. A seguir, os discos foram colocados para flutuar
em frascos contendo 30 ml de agua desionizada. As amostras foram incubadas
por 24 h, a temperatura ambiente, e a condutividade inicial (livre) (CL) foi
avaliada utilizando o Conductivity Meter (Modelo Instrutherm CD-850). A seguir
esses frascos foram colocados na estufa a 100°C, onde permaneceram por 1 h,

periodo apés o qual a leitura foi feita novamente para determinar a condutividade
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maxima (total) (CT). A taxa de extravasamento de eletrdlitos (TEE) foi calculada

de acordo com a formula proposta por Lutts et al. (1996):
TEE (%) = (CL/CT)*100

2.6 Analises Estatisticas

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado
(DIC), com cinco repetigdes. Cada tratamento foi avaliado individualmente,
sendo todos os dados submetidos a ANOVA e as médias calculadas pelo teste
SNK (Student Newman Keuls), a 5% de probabilidade.

3 RESULTADOS
3.1 Relagoes Hidricas
A exposicao das plantas de soja a 10 dias de seca promoveu alteragdes nas
relagdes hidricas (Fig. 1). Nao foi observado diferenga significativa no Wam entre os
tratamentos, indicando uma 6tima manutencao do status hidrico mesmo as plantas
em DH, pelo fato do Wam mostrar o deslocamento do potencial quimico (energia livre)
entre as células na sua forma basal (Fig. 1A). No entanto, ao observar-se 0 Wn4, foi
possivel observar que as plantas expostas apenas a seca (T2) apresentaram valores
marcadamente menores em comparacao ao controle, indicando um menor status
hidrico em relagcdo as plantas controle (Fig. 1B). Com efeito, a adicdo de
microrganismos apresentou tendéncia a melhorar o status hidrico das folhas, no
entanto, sem diferengas estatisticas entre si, exceto ao tratamento T6 (BV03+BV10,
ambos inoculados nas sementes e com a aplicagao via foliar), apresentando maiores
valores de Wmd em comparagéao as plantas apenas na seca (T2), estando um pouco

mais do controle.
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Figura 1 — Potencial hidrico na antemanha (A) e ao meio dia (B) em plantas
Glycine max submetidas a seca, tratadas e nado tratadas com Bacillus
amyloliquefaciens BV03 e Trichoderma asperellum BV10. T1 — Controle; T2 - Seca
(30% de agua disponivel no solo); T3 - Seca+BV03; T4 - Seca+BV03; T5 -
Seca+BV03+BV10; e T6é - Seca+ BV03+BV10. Barra azul significa controle e
barras marrom significa seca, onde barras com pontilhados s&o plantas inoculadas
com microrganismos e com (***) s&o plantas com inoculantes e aplicagao via foliar.
Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si de acordo com o teste
SNK a 0,05 % de probabilidade. As barras estatisticas indicam o desvio padrao
entre os tratamentos.

3.2 Determinagdo da concentracao de pigmentos fotossintéticos

A exposicao aos tratamentos promoveu alteracdo na concentracao de
pigmentos fotossintéticos (Fig. 3). A concentragao de clorofila a (Chl a) foi menor
nos tratamentos T2 (apenas seca) e T3 (Seca+BV03 nas sementes) em relagéo
ao controle (T1) (Fig. 3A). Notou-se também que nos demais tratamentos com
os microorganismos (T4, T5 e T6) as concentragdes de clorofila a foi superior ao
T2, estando estatisticamente igual ao controle. Mostrando que os
microrganismos conseguiram atenuar a queda nas taxas de clorofila a, com
énfase no tratamento T6 (BV03+BV10 inoculados nas sementes e aspergidos

nas folhas), em comparagao as plantas apenas na seca (Fig. 3A).

O mesmo padrao foi observado em relagao a concentracao de clorofila b
e novamente o tratamento T6, com menor concentragdo deste pigmento em
relagdo ao controle, enquanto os tratamentos com microrganismos aplicados nas
sementes e folhas (T4 e T6) apresentaram maiores pigmentos entre os
tratamentos (Fig. 3B). Logo, a concentragao de clorofilas totais (Chl totais) notou-
se que as plantas submetidas a seca sem os inoculantes (T2) obteve um declinio

quando comparado com o tratamento controle (T1). Ja as plantas submetidas a
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seca com os inoculantes se mostrou mais expressantes comparado com o
tratamento T2 seca sem os inoculantes, com excegéo de T3 - Seca+BV03, que
nao se diferiu estatisticamente de T2. Um respaldo para o tratamento T6 que
mostrou valores equivalentes as plantas T1 (controle com as plantas irrigadas)
(Fig. 3C).

Chla (mmolm™s™)
Chlb{mmolm™s™)

Chl totais fmmol m™ s')

Figura 2 — Determinacgao de clorofila a (A); Clorofila b (B); e clorofilas totais (C); em
plantas Glycine max submetidas a seca, tratadas e n&o tratadas com Bacillus
amyloliquefaciens BV03 e Trichoderma asperellum BV10. T1 — Controle; T2 - Seca
(30% de agua disponivel no solo); T3 - Seca+BV03; T4 - Seca+BV03; T5 -
Seca+BV03+BV10; e T6 - Seca+ BV03+BV10. Barra azul significa controle e barras
marrom significa seca, onde barras com pontilhados sao plantas inoculadas com

microrganismos e com (***) sao plantas com inoculantes e aplicagdo via foliar.
Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si de acordo com o teste
SNKa 0,05 % de probabilidade. As barras estatisticas indicam o desvio padrao entre
os tratamentos.
3.3 Trocas gasosas
A exposicdo das plantas a seca afetou os processos fisioldgicos
analisados. Cabe ressaltar ainda que, apesar das plantas ndo apresentarem
diferencas estatisticas significativas entre os tratamentos na taxa de transporte

de elétrons (¢FSIl) (Fig. 3A), a razdo entre a taxa de transporte de elétrons no
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fotossistema 1l e eficiéncia quantica de assimilagédo de carbono (¢pFSII/$CO2)
mostrou que as plantas apenas em seca gastavam muito mais energia para
assimilar carbono enquanto nas plantas tratadas com os microrganismos esse
parametro permaneceu similar ao controle (Fig. 3B).

Observou-se que as plantas que foram expostas a seca sozinha (T2)
tiveram a taxa de assimilagéo liquida de carbono (A) impactada negativamente
quando comparada com as plantas controles (T1), com aumento significativo dos
niveis de A com a adigdo dos microrganismos, sendo mais expressivo no
tratamento T6, n&o diferindo do controle (Fig. 3C). Notou-se também que todas
as plantas de soja em déficit hidrico, com ou sem os microrganismos BV03
isolados ou combinados com o BV10, apresentaram baixa gs (Fig. 3D), com
consequente decréscimo na taxa transpiratéria (E) das plantas em seca, com
excegdo nas plantas tratadas apenas com a bactéria BV0O3 (T3 e T4), ndo
diferindo do controle (Fig. 3E). Também foi observado que as plantas tratadas
apenas com a BV03 apresentaram uma maior taxa de concentragao interna de
carbono (Ci) em relagao as plantas expostas a seca sem os microrganismos e
as plantas inoculadas com BV03+BV10 nao se diferiram estatisticamente das

plantas T2 (apenas em seca) nas concentragdes de Ci (Fig. 3F).
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Figura 3 - Analises de parametros fisiologicos. Eficiéncia fotoquimica do
transporte de elétrons associado ao fotossistema Il ($FSIl) Taxa de assimilagao
liguida de carbono (A); Raz&o entre a taxa de transporte de elétrons no
fotossistema |l e eficiéncia quantica de assimilagéo de carbono (¢FSIl/$CO2) (B);
taxa de assimilagao liquida de carbono (A) (C); Condutancia estomatica (gs) (D);
Taxa transpiratoria (E) (E); e Concentragao interna de carbono (Ci) (F) em plantas
Glycine max submetidas a seca, tratadas e n&o tratadas com Bacillus
amyloliquefaciens BV03 e Trichoderma asperellum BV10. T1 — Controle; T2 - Seca
(30% de agua disponivel no solo); T3 - Seca+BV03; T4 - Seca+BV03; T5 -
Seca+BV03+BV10; e T6 - Seca+ BV03+BV10. Barra azul significa controle e
barras marrom significa seca, onde barras com pontilhados sédo plantas inoculadas
com microrganismos e com (***) sao plantas com inoculantes e aplicagao via foliar.
Médias seguidas pelas mesmas letras nao diferem entre si de acordo com o teste
SNK a 0,05 % de probabilidade. As barras estatisticas indicam o desvio padrao
entre os tratamentos.
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3.4 Extravasamento de Eletrélitos

Com os resultados obtidos foi possivel observar que os danos em
membranas, de acordo com o pardmetro de extravasamento de eletrdlitos, se
mostraram mais expresso nas plantas expostas a seca sem os inoculantes (T2)
apresentando 26,30% de extravasamento de eletrdlitos (EE) quando comparado
com T1 com uma taxa de 15,29% de EE. Ja nas plantas em seca com os
microrganismos, notou-se valores constantes havendo uma mitigacao dos danos
de membrana, com énfase novamente no tratamento T6, no qual foram
observados os menores valores, cerca de 18,74% para taxa de extravasamento

de eletrdlitos (Fig. 4).

30 T
25

20 - c

EE (%)
a

T T2 T3 T4 T5 T6

Figura 4 — Taxa de extravasamento de eletrélitos em plantas Glycine max
submetidas a seca, tratadas e ndo tratadas com Bacillus amyloliquefaciens BV03
e Trichoderma asperellum BV10. T1 — Controle; T2 - Seca (30% de agua
disponivel no solo); T3 - Seca+BV03; T4 - Seca+BV03; T5 - Seca+BV03+BV10;
e T6 - Seca+ BV03+BV10. Barra azul significa controle e barras marrom significa
seca, onde barras com pontilhados séo plantas inoculadas com microrganismos
e com (***) sao plantas com inoculantes e aplicagéo via foliar. Médias seguidas
pelas mesmas letras nao diferem entre si de acordo com o teste SNK a 0,05 %
de probabilidade. As barras estatisticas indicam o desvio padrao entre os
tratamentos.

4 DISCUSSAO
Os promotores de crescimento de plantas (MPCP) vém sendo utilizados

na agricultura como uma alternativa de manejo eficiente e economicamente
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viavel, para obten¢cdo de maior resisténcia a estresses bidticos e abidticos, maior
produtividade e reducdo de custos. As bactérias do género Bacillus sao bastante
estudadas para fins agronémicos e incluem uma vasta variedade de MPCP, que
auxiliam na mitigagéo dos efeitos de estressores biéticos e abiéticos (GAGNE-
BOURQUE, et al. 2015). Estudos vém mostrando eficiéncia da espécie B.
amyloliquefaciens (BV03) no crescimento e resisténcia a estressores,
principalmente a seca (SILVA, 2019; KORBER et al, 2021). Outro MPCP que é
alvo de estudos é o fungo Trichoderma asperellum (BV10) que atuam tanto no
controle de patdgenos vegetais radiculares ou habitantes do solo e também

atuam como promotores de crescimento vegetal (MASCARIN et al., 2019).

No entanto, apesar da eficiéncia do uso isolado desses MPCP ja ter sido
demonstrada, pouco se sabe sobre a eficiéncia e beneficios em parametros
fisiologicos vegetal causados com a interacdo desses microrganismos. Com
isso, este estudo buscou explicar a interacdo desses biodefensivos bem como a
forma de aplicagdo mais eficaz para elucidar o potencial destes microrganismos
na atenuacao dos efeitos danosos da seca em plantas de soja, demonstrando o
papel da cepa de BVO03 isolada e com a adicao de BV10, na conservacéao do
status hidrico avaliando o Ww dos tecidos da soja e também na manutengéo e
protecdo do aparato fotossintético, avaliando o teor de pigmentos
fotossintetizantes correlacionando com parametros de trocas gasosas e assim

avaliar o grau de dano nas membranas em plantas expostas a seca

Segundo Silva et al, (2010), um dos principais danos causados em plantas
pela exposicdo a seca € a reducao no Ww. A reducao desse parametro pode
atingir niveis onde a planta ndo consiga garantir um status hidrico suficiente para
suprir os processos fisioldgicos de seu metabolismo. No presente estudo, a
exposicao das plantas a seca néo tenha acarretado diferenga significativa no
Wam entre os tratamentos, uma vez que isso indica um equilibrio na manutencao
do metabolismo basal das plantas. Observou-se também que a seca afetou
negativamente o grau de hidratagdo das plantas apresentando um Wmd mais
negativo que as plantas controles, indicando que devido a seca houve um
acumulo de substancias osmoticamente ativas causando uma queda no Ww
(ALBUQUERQUE et al., 2013). Contudo os tratamentos com microrganismos,

no entanto, se mostraram capazes de atenuar esse dano, sobretudo T6 (Seca+
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BV03+BV10, ambos inoculados nas sementes e ambos aplicados nas folhas).
Notou-se que os microrganismos corroboraram para a uma melhor absorgao e
eficiéncia do uso da agua, uma vez que estudos ja demonstraram que alguns
MPCP secretam solutos/osmolitos para as plantas quando em estresse para
evitar a dessecagao dos seus tecidos assim garantindo um ajuste no potencial
osmotico e hidrico (VURUKONDA et al., 2016).

A seca reduz principalmente o sistema fotossintético, causando um
desequilibrio entre a captacao e utilizacdo da luz, reduzindo a atividade da
Rubisco e a quantidade de pigmentos fotossintéticos, inibindo a area foliar e
danificando o aparato fotossintético (FAROOG et al., 2019). Os pigmentos
primarios nos sistemas de absor¢cao de luz sdo Chl/ae Chl b, e seu equilibrio
contribui para a manuten¢ao da homeostase dentro da célula (FERREIRA, et al.,
2019) e acordo com Anderson e colaboradores (2008), o equilibrio no conteudo
e proporcao de clorofila na membrana do cloroplasto € um pré-requisito
importante para o bom funcionamento do aparato fotossintético. Um aumento no
teor de Chl na seca aponta para a reorganizagcédo dos pigmentos fotossintéticos
para melhor lidar com condi¢des estressantes (LIMA, et al., 2011). Nesse estudo
notou-se que a seca causou uma diminuigdo na quantidade de pigmentos, no
entanto as plantas inoculadas conseguiram manter valores mais altos que T2
comparagéo nas plantas apenas em seca. E interessante observar que as
plantas com BV03+BV10 (ambas tratadas nas sementes e folhas) (T6) tiveram
uma otimizagdo do conteudo de Chlae Chlb e Chltotais iguais as plantas
controle (T1) (Fig. 2C). Comparando esses dados na literatura, o trabalho de Kim
et al, (2017) também trabalharam com B. amyloliquefaciens em plantas de soja
submetidas a salinidade, em um de seus tratamentos inoculados foi possivel
observar um aumento no teor de clorofila, (0 mesmo aconteceu no presente
trabalho com estresse hidrico) indicando que os inoculantes garantiram o bom
funcionamento e manutencao do aparato fotossintético. (SAMANIEGO-GAMEZ
et al., 2016).

O presente estudo ndo mostrou diferengas entre os tratamentos na taxa
de transporte de elétrons (®PSII), entretanto a relagdo de entre a taxa de
transporte de elétrons e a fixagdo de CO. (PPSIl/PCO2) mostrou que 0s

microrganismos foram capazes de manter um alto consumo de elétrons, e que
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provavelmente eram direcionados para diferentes processos de fixacao de CO2
nas plantas expostas a seca. Em contrapartida T2 apresentou valores baixos de
®PSII/®CO2, indicando que a soja em seca sem os inoculantes podem estar
desviando CO> para rotas prejudiciais como fotorrespiragédo e a redugao do
oxigénio molecular, podendo gerar espécies reativas de oxigénio (ROS) (SINGH
et al., 2019; Taiz et al., 2017).

A seca ainda provoca diversas alteragdes no metabolismo das células
vegetais que, apds certo tempo, se manifestam por alteragdes fisiolégicas no
crescimento, desenvolvimento e fungdes do organismo. O principal efeito do
estresse causado pela deficiéncia hidrica é o fechamento dos estomatos,
resultando na diminuigcdo da concentracao e assimilacao de diéxido de carbono
(CO2) e na diminuigdo da transpiracdo (BARICKMAN, et al., 2021). Quando
expostas a seca as plantas (T1) apresentaram um declinio acentuado em A o
que pode ser explicado pela baixa concentragao de pigmentos fotossintéticos e
consequentemente houve a queda de gs, na taxa transpiratéria e em Ci. No
entanto os tratamentos com os inoculantes T3, T4, T5 e T6 foram capazes de
mitigar os danos a seca, uma vez que conseguiram manter uma taxa de
assimilagéo de carbono relativamente alta mesmo apresentando um gs baixo e
consequentemente uma taxa transpiratéria baixa. Esses resultados se tornam
interessantes do ponto de vista econémico, pois mesmo com restricdo hidrica a
soja com BV03 e BV0+BV10 conseguiram manter a taxa de A em limites 6timos
para a assimilagdo de carbono, mesmo com os estdmatos fechados garantindo
uma baixa perda de agua por E. Isso pode garantir com que a produtividade
desse grao mesmo as plantas passando por secas inesperadas. O fato de as
plantas em seca com os inoculantes estarem com alta concentra de Ci mesmo
com os estdmatos fechado, pode ser um agravante caso houvesse danos no
aparato da cadeia transportadora de elétrons, gerando uma sobrecarga no PSlI
e assim gerando espécies reativas de oxigénio (ROS) o que pode causar sérios

danos nas membranas celulares (Taiz et al., 2017).

Em relagcdo a taxa de extravasamento de eletrdlitos (EE), plantas
submetidas a seca tendem a diminuir o potencial hidrico, podendo levar a alta
producao de ROS levando a danos nas membranas celulares. Notou-se que as

plantas do tratamento T1, como era de se esperar apresentaram valores baixos
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cerca de 15,29% e as T2 que estavam em seca e sem inoculantes apresentaram
um alto valor de EE (26,30%), indicando danos nas membranas celulares. Ja os
tratamentos T3, T4 e TS5 conseguiram mitigar os danos mantendo valores
lineares por volta de 20%, valores esses que quando comparados com T1 e T2
mostrou um efeito atenuante aos danos da seca e o tratamento T6 mostrou uma
melhor mitigagdo na taxa de EE (18,74%), indicando que entre os tratamentos
além da combinagdo dos microrganismos a forma de aplicagdo também
influencia na mitigagcéo dos danos (Fig. 4). As ROS séo geradas como produtos
naturais do metabolismo celular fotossintético e aerdbico da planta. Em baixas
concentracoes, as ROS podem servir como moléculas de sinalizacido na via de
transducgao de sinal redox de plantas. No entanto, a superproducdo de ROS em
células vegetais sob estresse pode danificar componentes celulares, incluindo
DNA, proteinas e lipidios de membrana, sendo assim, se a taxa fotorrespiratéria
aumenta e a assimilagdo de CO2 diminui, ha um balang¢o negativo de carbono,
pois a Rubisco diminuiu sua fungéo de carboxilagéo e passa a empregar mais a
funcdo de oxigenagcdo em decorréncia ao baixo valor de gs devido a seca (Taiz
et al., 2017; FARNESE et al., 2017).

5 CONCLUSAO

Conclui-se que de sintese, que os resultados apresentados nesse estudo
mostram que a utilizagcdo de microrganismos multicepas, especificamente
Bacillus amyloliquefaciens e Trichoderma asperellum, se mostram bastante
eficazes na manutengao e mitigagdo dos danos decorrentes da seca, garantindo
um bom status hidrico e protegendo o aparato fotossintético. Notou-se também
que a mistura dos microrganismos mostrou melhor resultado em varios
parametros avaliados quando comparado com a BV03 inoculada isoladamente.
Outro ponto que também incrementou na maior protegao aos danos da seca € a
forma de aplicacdo onde provou-se aqui que a mistura de BV0+BV10 submetidos
a se e ambos inoculados nas sementes e aspergidos nas folhas, se mostrou
mais eficaz evitando uma drastica desidratagdo dos tecidos vegetal, garantindo
a eficiéncia do aparato fotossintético e a integridade das membranas. Portanto o
protocolo aqui apesentado possui um grande potencial na agricultura sustentavel

e economicamente viavel.
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