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FOSFATO NATURAL REATIVO E MICRORGANISMOS PROMOTORES
DO CRESCIMENTO DE PLANTAS EM Zea mays L. CULTIVADO SOB
DEFICIT HIDRICO: MECANISMOS BIOQUIMICOS.

Bruna Macedo Simdes Sergio

RESUMO: O Rio Grande do Sul ¢ diretamente afetado pelo clima Amazonico que traz
massas de ar que geram secas ou chuvas. O fosfato natural ¢ uma fonte alternativa de
fosforo, elemento essencial para as plantas, utilizada em agricultura orgénica e
agroecologia. A Mata Atlantica, que no Rio Grande do Sul ¢ predominante na regidao
nordeste, guarda em seu solo grande quantidade de carbono que, com o aumento das
temperaturas, tende a diminuir pela decomposi¢do, aumentando a emissao de didxido de
carbono. Além disso, o milho ¢ muito sensivel ao estresse causado pela falta de 4gua
que leva a desequilibrios tanto no crescimento quanto nos processos bioquimicos e
fisiologicos da planta, e o fosfato natural ¢ uma fonte alternativa de fosforo, elemento
essencial para as plantas que fornece beneficios como promover um crescimento mais
robusto das raizes, auxilia na corre¢do do pH do solo, aumenta a disponibilidade de
nutrientes essenciais para as plantas e melhora a resisténcia das plantas em condi¢ao de
estresse hidrico. O presente estudo teve por objetivo avaliar o efeito da aplicacdo de
fosfato natural reativo e microrganismos promotores do crescimento de plantas (MPCP)
no cultivo de milho (Zea mays L.) sob condi¢gdes de déficit hidrico. Os experimentos
foram realizados em casa de vegetagdo. As plantas foram cultivadas em vasos e
submetidas ou ndo ao déficit hidrico (50% da capacidade de pote — 50% CP, e 100% da
capacidade de pote — 100% CP, respectivamente) por 16 dias apos a semeadura (DAS)
associado a diferentes combinag¢des de MPCP e fosfato natural. Aos 35 DAS, as plantas
foram coletadas e analisadas quanto a atividade enzimatica antioxidante através da
guaiacol peroxidase, (GPOD), conteudo de prolina, quantificacdo de proteinas totais e
peroxidacdo lipidica (TBARS). Os resultados do presente estudo mostraram que os
niveis de proteinas das raizes foram incrementados em plantas expostas ou ndo ao
déficit hidrico, para todos os tratamentos utilizados, quando comparado com a média
dos tratamentos controle (média entre 100% e 50% CP). Além disso, os valores médios
de proteinas das raizes observados para a condi¢do de déficit hidrico foram superiores
(4.75 mg mL™"), quando comparado com plantas ndo submetidas ao déficit (13.59 mg
mL™1). Em plantas cultivadas sob déficit hidrico (50% CP), os niveis da atividade de
GPOD foram incrementados com a aplica¢do de todos os bioinsumos. Além disso, um
incremento da atividade de GPOD em folhas de Z. mays também foi observado para tais

tratamentos em plantas submetidas ao déficit hidrico quando comparadas com plantas
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tratadas com 100% CP. Para os niveis de prolina em 100% CP, o tratamento que

resultou em maior acumulo foi o fosfato natural reativo ¢ Biomaphos (FNR+BsBm),

porém, na restri¢ao hidrica (50% CP), BsBm foi o tratamento que mais induziu acimulo
de prolina nas folhas, sendo 3,7 vezes maior quando comparado com o tratamento
controle (50% CP, sem bioinsumo). Os maiores niveis de TBARS foram observados em
folhas de Z. mays no tratamento controle, Azospirillum, BsBm ou FNR+BsBm de
plantas submetidas a 100% CP quando comparado com os mesmos tratamentos de
plantas submetidas ao déficit hidrico (50% CP). Em raizes, foi possivel observar uma
diferenga entre as médias dos tratamentos entre 100% e 50% CP, sendo a primeira 1,4
vez maior do que a segunda. Portanto, o uso de fosfato natural e MPCP oferecem uma
abordagem sustentavel e eficiente para mitigar os efeitos do déficit hidrico em milho,
proporcionando tecnologias acessiveis e de baixo custo para os agricultores,

especialmente importante em face das mudancas climaticas e redugdo das precipitagdes.

Palavras-chaves: milho, déficit hidrico, microrganismos promotores de crescimento de

plantas, ERO.

Abstract: The state of Rio Grande do Sul in Brazil is directly influenced by the
Amazon climate, which brings air masses that generate either droughts or rainfall.
Natural phosphate serves as an alternative source of phosphorus, an essential element
for plants, commonly used in organic agriculture and agroecology. The Mata Atlantica
(Atlantic Forest), predominantly found in the northeastern region of Rio Grande do Sul,
stores a significant amount of carbon in its soil. However, with rising temperatures,
decomposition processes may reduce this carbon storage, leading to increased carbon
dioxide emissions. Additionally, corn (Zea mays L.) is highly sensitive to water stress,
which disrupts both growth and biochemical processes in the plant. Natural phosphate
provides an alternative phosphorus source, promoting robust root growth, aiding soil pH
correction, enhancing nutrient availability, and improving plant resilience under water
stress conditions. The objective of this study was to evaluate the effects of applying
reactive natural phosphate and plant growth-promoting microorganisms (MPCP) during
corn cultivation under water deficit conditions. Greenhouse experiments were
conducted, with plants grown in pots and subjected to either 50% or 100% of pot
capacity (50% CP and 100% CP, respectively) for 16 days after sowing. Different
combinations of MPCP and natural phosphate were applied. At 35 days after sowing,
plant samples were collected and analyzed for antioxidant enzyme activity (guaiacol

peroxidase, GPOD), proline content, total protein quantification, and lipid peroxidation
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(TBARS). The study results revealed that root protein levels increased in plants exposed
to water deficit, regardless of the treatments used, compared to the average of control
treatments (averaged between 100% CP and 50% CP). Furthermore, root protein levels
were higher (4.75 mg mL-1) under water deficit conditions than in non-stressed plants
(13.59 mg mL-1). In corn plants subjected to water deficit (50% CP), GPOD activity
increased with the application of all bioinputs. Additionally, GPOD activity in Z. mays
leaves was higher for these treatments compared to plants treated with 100% CP.
Regarding proline levels at 100% CP, the treatment resulting in the highest
accumulation was reactive natural phosphate combined with Biomaphos (FNR+BsBm).
However, under water restriction (50% CP), BsBm induced the greatest proline
accumulation in leaves, being 3.7 times higher than the control treatment (50% CP
without bioinput). The highest TBARS levels were observed in Z. mays leaves in the
control treatment, as well as in plants treated with Azospirillum, BsBm, or FNR+BsBm
under 100% CP, compared to the same treatments under water deficit conditions (50%
CP). In roots, there was a difference in mean values between 100% CP and 50% CP,
with the former being 1.4 times higher than the latter. In conclusion, the use of natural
phosphate and MPCP offers a sustainable and efficient approach to mitigate the effects
of water deficit in corn, providing accessible and cost-effective technologies for

farmers, especially in the context of climate change and reduced precipitation.

Keywords: Maize, water deficit, plant growth-promoting microorganisms, ROS.
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1. INTRODUCAO

A agua ¢ um elemento essencial para a vida e seu surgimento que se supoe ter
originado dos oceanos e migrado para terra (local mais sujeito a estresses) ao longo da
evolucdo das espécies (PIMENTEL, [s.d.]). Compde grande parte do conteudo celular
de plantas herbaceas podendo chegar a 95%, sendo o aumento do contetido de dgua de
sementes e plantas em desenvolvimento essencial para o crescimento e desenvolvimento
vegetativo. Ademais, ¢ na agua (devido sua capacidade de solubilizagdo, por isso
chamada de solvente universal) que ocorre a difusdo de minerais, solutos celulares e
gases, nas células e nos orgaos da planta (RAMOS, 2022). As caracteristicas fisico-
quimicas da dgua como adesdo, coesdo e tensdo, permitem também a translocac¢do de
minerais por um gradiente de pressdao e translocagdo de solutos pelo gradiente de
potencial hidrico.

Para regides tropicais e subtropicais a desregulamenta¢do dos periodos das
estacOes leva a grandes perdas, devido as variagdes bruscas, gerando uma grande
vulnerabilidade do sistema de produgao atual (NOBRE, 2001). O Rio Grande do Sul ¢
diretamente afetado pelo clima Amazdnico que traz massas de ar que geram secas ou
chuvas. Um dos efeitos gerados com o desmatamento da Amazonia sdo de redugdo da
evapotranspiracdo que provocam o fendmeno El Nifio mais intenso, desencadeado pelo
aumento de temperatura ¢ diminuicdo da umidade (Morengo e Soares, 2001). A Mata
Atlantica, que no Rio Grande do Sul ¢ predominante na regido nordeste, guarda em seu
solo grande quantidade de carbono que, com o aumento das temperaturas, tende a
diminuir pela decomposi¢do, aumentando a emissdo de didxido de carbono. O
nitrogénio fixado também ¢ muito sensivel as mudangas climaticas e ao estresse hidrico
(PBMC, 2015).

O milho (Zea mays L.) é uma cultura de extrema importancia no Brasil e no
mundo, pois possui relevancia no aspecto de seguranca alimentar, na alimentacdo
humana e principalmente, animal (CONTINI et al., 2019) sendo uma das principais
fontes de renda dos agricultores familiares, como mostra o boletim de safra brasileira no
ano de 2023 (Conab, 2023). O milho ¢ muito sensivel ao estresse causado pela falta de
agua que leva a desequilibrios tanto no crescimento quanto nos processos bioquimicos e
fisiologicos, fendmenos estes que ocasionam drasticas redugdes na produtividade
(MOUSSA et al., 2019). Além disso, os solos agricolas, de modo geral, apresentam
teores totais de P variando de 200 a 3.000 mg dm™, porém, menos de 0,1% dessas
reservas encontra-se disponivel as plantas (ESTRELLA, 2016). Na agricultura tropical,
geralmente aplicam-se adubos fosfatados em quantidades muito superiores as
necessidades das plantas (JOHNSTON 2014). O fosfato natural ¢ uma fonte alternativa

de fosforo, elemento essencial para as plantas, utilizada em agricultura organica e
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agroecologia.

Dentre as alternativas para o cultivo de plantas sob condi¢des de estresse estd o
uso de amenizadores, tais como 0os microrganismos. Marulanda e cols. (2009) relatam
que as atividades microbianas de cepas adaptadas representam um efeito positivo no
desenvolvimento da planta sob condi¢des de seca. A ativacao de enzimas e a sintese de
proteinas podem ser otimizadas gragas a utilizacdo desses microrganismos (Talaat,
2014). Assim, a busca por microrganismos novos e eficientes, oriundos de ambientes
inexplorados, a serem utilizados em associacdo com plantas para amenizar os efeitos
negativos impostos pelo estresse hidrico, ¢ uma alternativa interessante (KAVAMURA
et al., 2013). Bactérias do género Bacillus e Azospirillum s3ao conhecidas como
rizobactérias (Meena et al., 2017) e comercializadas como inoculantes para culturas
agricolas, como milho, feijdo, cana-de-acticar (Vejan et al., 2016) atuando como
bioinsumos altamente eficientes.

Todos estes efeitos negativos que ocorrem na planta proveniente do estresse,
seja pela deficiéncia de dgua ou de nutrientes essenciais, tal como o fosforo, podem
induzir a producdo aumentada de espécies reativas de oxigénio (ERO). Tais espécies
sdo produzidas naturalmente nas células vegetais, as quais possuem um sistema de
defesa antioxidante enzimatico e ndo enzimatico capaz de remover eficientemente estes
oxidantes. Porém, em uma situacdo de estresse abiotico, tal producdo de ERO ¢
aumentada e o sistema de defesa antioxidante da planta pode ndo ser eficiente o
suficiente para remover o excesso destas espécies, situagdo essa que coloca a planta em
uma condicao de estresse oxidativo, com danos as biomoléculas, tais como lipidios,
DNA e proteinas (BARBOSA et al.,2010).

Deste modo, o uso de microrganismos e a aplicagdo de fontes naturais de fosforo
podem ser benéficas para as plantas quando elas forem expostas a situagdes de déficit
hidrico, pois os microrganismos podem atuar na produ¢ao de hormonios vegetais, tal
como as auxinas, € enzimas, as quais atuam na promogao do crescimento de plantas e na
resiliéncia a estresses (BUENO, 2023). Além disso, o uso de fontes alternativas de
fosfato, tal como o fosfato natural, possui relevancia tendo em vista que tais fertilizantes
fosfatados sao importados e apresentam custos altos para os produtores.

Assim, este projeto de pesquisa podera contribuir com a comunidade cientifica e
agricultores através da disponibilizacdo de tecnologias acessiveis e sustentaveis a qual
serd util no cendrio atual, tendo em vista as precipitacdes irregulares em funcdo das

mudancas climaticas.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais:

Avaliar o efeito da aplicagdo de microrganismos promotores do crescimento de
plantas no manejo de Zea mays L. crescendo sob condi¢des de déficit hidrico.

2.2 Objetivos especificos:
Avaliar o comportamento do sistema antioxidante de plantas de Zea mays submetidas ao
fosfato natural e aos microrganismos promotores do crescimento de plantas; determinar
os niveis de estresse oxidativo de plantas de Zea mays expostas aos tratamentos usando
fosfato natural e microrganismos promotores do crescimento de plantas através da
analise da peroxidag¢ao lipidica; avaliar se os tratamentos estdo envolvidos em aumentar

a resisténcia de plantas cultivadas contra o déficit hidrico.

3. METODOLOGIA

Os ensaios foram desenvolvidos no Laboratorio de Microscopia, laboratério de
Entomologia e Bioquimica e na casa de vegetacao da Universidade Federal da Fronteira
Sul, campus de Erechim. Os experimentos foram conduzidos em vasos utilizando o
delineamento inteiramente casualizado, com 5 repeti¢des por tratamento (Tabela 1.).
Foram utilizadas sementes de milho de variedades crioulas obtidas junto ao Centro de
Apoio e Promogao da Agroecologia: CAPA — Erechim, RS (Numero de registro no
SISGEN: A5A4971). As sementes foram colocadas em vasos contendo 8 L de substrato
mais solo (solo + composto orgéanico + areia, na propor¢do 1:1:1), sendo colocadas 3

sementes por vaso e apos 15 dias foi realizado raleio, mantendo-se uma planta por vaso.

Tabela 1. Tratamentos utilizados na pesquisa.

Tratamentos 100% CP 50% CP
Controle Controle (100% CP) Controle (50% CP)
Az Azospirillum, 100% CP Azospirillum, 50% CP
EM EM 1:500, 100% CP EM 1:500, 50% CP
BsBm BiomaPhos, 100% CP BiomaPhos, 50% CP
FNR+A4z Fosfato+Azospirillum, 100% CP Fosfato+Azospirillum, 50% CP
FNR+ BsBm Fosfato+BiomaPhos, 100% CP Fostfato+BiomaPhos, 50% CP
FNR+EM Fosfato+EM 1:500, 100% CP Fosfato+EM 1:500, 50% CP
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A capacidade de pote (CP) foi determinada admitindo-se o peso do solo saturado
com 4agua por capilaridade mais a massa do vaso. Para os vasos induzidos a 50% de
restricdo hidrica, foi retirado metade do peso do solo saturado com agua que foi
determinado para os vasos de 100% CP. Os potes sem as plantas foram pesados com
intervalo de dois dias, para conhecer a quantidade de agua evapotranspirada, sendo
previamente conhecida a massa dos vasos que contém plantas e dos que ndo contém
plantas. A reposicdo da agua evapotranspirada no periodo foi realizada com uso de
regador manual, mantendo-se os vasos proximos a capacidade de pote para o tratamento
controle (100% CP) e omitindo-se a irrigacdo em 50% para o tratamento de indugdo de
déficit hidrico (50% CP). As plantas foram submetidas ao déficit hidrico 16 dias apos a
semeadura (DAS) as quais permaneceram nesta condi¢do até a colheita. Os tratamentos
foram determinados a partir da definicdo em laboratorio da capacidade de retengdo de
agua do substrato, da densidade do substrato, do volume dos so6lidos e dos poros, do
volume do substrato em cada pote e do espago de aeragao.

Os MPCP utilizados nesta pesquisa foram obtidos e capturados de acordo com
as normas do Ministério da Agricultura da Pecudria e Abastecimento, por meio das
Fichas Agroecologicas (Leite ef al., 2016; Santiago et al., 2022) na area experimental da
UFFS, Campus Erechim (Numero de registro no SISGEN: A5A4971). Os
microrganismos, Azospirillum (Cepas ABV5/ABV6) e BiomaPhos (Cepa BRM 2084)
e/ou os MPCP, na forma de solucdo diluida (1:500) foram aplicados em tratamento de
sementes e borrifados 4 mL por vaso na planta e no solo. As aplicagdes dos
microrganismos foram semanais, realizadas sempre no periodo da tarde e se estenderam
até os 35 DAS. No tratamento controle foi borrifada apenas dgua. O fosfato natural na
dose de 75 g por vaso foi incorporado ao substrato no momento da preparacao do
mesmo para o cultivo das plantas. A dose de fosfato natural foi calculada com base na
analise de solo.

Aos 35 DAS, as plantas foram coletadas para as determinagdes bioquimicas, as
quais foram gentilmente lavadas em dgua destilada. O excesso de agua foi removido
com papel toalha e entdo divididas em folhas e raizes, as quais foram imediatamente
congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80 °C.

Para determinar a atividade da enzima guaiacol peroxidase (GPOD), as
amostras frescas de raizes e folhas de Z. mays foram usadas para os ensaios enzimaticos.
Um grama de tecido fresco foi homogeneizado em 3 mL de tampao fosfato de sodio

(pH 7,8) 0,05 M, contendo 1 mM de EDTA e 2% (w/v) de polivinilpirrolidona (PVP). O



16

homogeneizado foi centrifugado a 13.000 x g por 20 minutos a 4 °C e o sobrenadante
foi usado para a determinacdo da atividade da enzima antioxidante. A atividade das
peroxidases ndo especificas presentes no extrato foi determinada segundo Zeraik et al.
(2008), utilizando-se o guaiacol como substrato.

Para a mensuragdo do conteudo de prolina foi utilizado o procedimento descrito
por Bates et al. (1973), em que 0,4 g de folhas foram homogeneizadas em 4 mL de
acido sulfosalicilico 10% e centrifugado a 5000 x g a 4 °C durante 20 minutos. A
mistura de reagdao foi composta por 1 mL de sobrenadante, 1 mL de soluc¢ao acida de
ninhidrina (composta por acido acético-glacial, acido fosforico 6 M e ninhidrina) e 1
mL de acido acético glacial. Esta mistura foi incubada a 100 °C por 1 hora e resfriada
em banho de gelo. Foi adicionado 1 mL de tolueno seguido de agitagdo em vortex
durante 20 segundos. A fase contendo o tolueno foi aspirada e utilizada para leitura a
520 nm.

A concentragdo de proteinas soliveis foi determinada utilizando-se o método
de Bradford (1976), fazendo-se o uso da albumina sérica bovina como padrao. Os
resultados obtidos para os niveis de proteinas foram expressos em mg mL™! proteina.

As andlises de peroxidagdo de lipidios da membrana (TBARS) foi estimado
seguindo o método de El-Moshaty et al. (1993). Amostras frescas de raizes e folhas (1
g) foram maceradas em nitrogénio liquido e homogeneizadas em 10 mL de 0,2 M de
tampao citrato (pH 6,5) contendo 0,5% de Triton X-100. O homogeneizado foi
centrifugado por 15 minutos a 20.000 x g. Um mL do sobrenadante foi adicionado a 1
mL de acido tricloroacético 20% (w/v) contendo 0,5% (w/v) de acido tiobarbittrico. A
mistura foi aquecida a 95 °C por 40 min e entdo resfriada por 15 min, centrifugada a
5.000 x g por 15 min. A absorbancia do sobrenadante foi lida a 532 ¢ 600 nm (para
corrigir a turbidez nao especifica). A peroxidagdo lipidica foi expressa como nmol
MDA mg™! de proteina.

Os dados foram submetidos a analise de variancia (teste F) ¢ as médias dos
tratamentos foram comparadas pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro. As
analises estatisticas foram realizadas utilizando o software genes e as analises de

correlagdes foram obtidas por meio do software GraphPad Prism 10.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO.
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Os dados do presente estudo mostraram interagdo estatisticamente significativa
entre o déficit hidrico e os bioinsumos para as varidveis concentragdo de proteina das
folhas, atividade da guaiacol peroxidase (GPOD) de folhas e raizes, peroxidagao
lipidica (TBARS) de folhas e concentracdo de prolina das folhas de Zea mays L.
expostas ou nao ao déficit hidrico e tratado com os bioinsumos (Tabela 02). Além disso,
o efeito de tratamento e déficit hidrico foi observado para a concentragdo de proteinas e

peroxidacao lipidica em raizes de Z. mays.

Tabela 02 - Resumo da analise de variancia ANOVA (Fatorial seguindo delineamento inteiramente
casualisado) para as variaveis proteina, atividade da enzima Guaiacol Peroxidase (GPOD), peroxidagdo
lipidica (TBARS) de folhas e raizes, respectivamente e concentragdo de prolina de folhas, de Zea mays
tratado com bioinsumos (Az, Azospirillum; ME, microrganismos eficientes;, BsBm, Bacillus subtilis ¢
Bacillus megaterium; FNR + Az, Fosfato natural reativo e Az; FNR + BsBm, Fosfato natural reativo mais
BsBm; FNR + ME, Fosfato natural reativo ¢ ME) ou ndo (TC, tratamento controle) e cultivado na

presenca (Capacidade de pote 50%) ou ndo (CP 100%) de restri¢ao hidrica.

Fonte de variacao Quadrados Médios
GL Proteina GPOD TBARS Prolina
(mg mL™") (umol de tetraguaiacol min~  (nmol MDA g! (mmol g
"'mg™!) proteina MF) MF)
Folhas  Raizes Folhas Raizes Folha Raizes Folhas
s
Bioinsumos (B) 6  0.0568" 50.894" 1453169.76° 98362.204° 2.16° 0.16° 25.80°
Déficit hidrico (DH) 1 0.0029" 819.998" 2738056.79° 427357.946° 17.40° 3.13°  021™
B x DH 6 0.1078" 0.1154™ 2388009.94° 81612.619" 3.74° 0.11™ 26.52"
Residuo 28 0.0174  0.1061 24126.82 2128.601 0.65 0.04 2.98
Média geral 0.548 9.167 712.133 150.502 7.23 1.73 5.22
CV (%) 24.056  3.554 21.81 30.65 11.15  12.75  33.06

* e ns: Significativo e ndo significativo, respectivamente, a 5% de probabilidade pelo teste de F.

No desdobramento da andlise de variancia, o teste de médias (Tukey, p<0.05)

mostrou que plantas tratadas com ME e expostas a 100% CP apresentaram teores de
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proteinas duas vezes menores quando comparado ao tratamento controle (100% CP)
bem como quando comparado com Z. mays tratado com ME e exposto ao déficit hidrico
(50% CP) (Tabela 03). A reducdo das médias de proteinas soliveis pode ser atribuida ao
aumento da atividade de enzimas proteoliticas, responsaveis pela degradacdo das
proteinas de reserva das plantas (Carvalho et al., 2007; Xiong et al., 2002). Por outro
lado, em relagdo as proteinas das raizes foi observado um incremento para a média de
plantas expostas ou nao ao déficit hidrico, para todos os tratamentos utilizados, quando
comparado com a média dos tratamentos controle (média entre 100% e 50% CP)
(Tabela 03). Tais dados sugerem que todos os tratamentos incrementaram os niveis de
proteinas das raizes de Z. mays expostas ou ndo ao déficit hidrico. Durante o ciclo da
cultura do milho, as plantas podem ser submetidas ou nao ao déficit hidrico, logo, tais
tratamentos seriam benéficos em ambas as condi¢des. Além disso, as analises do
desdobramento para a condi¢do DH mostraram valores médios superiores para a
concentragdo de proteinas de raizes em plantas expostas ao déficit hidrico (4.75 mg mL-
1, quando comparado com plantas ndo submetidas ao déficit (13.59 mg mL"!) (Tabela
03), ou seja, a restrigdo hidrica induz alteracdes metabolicas em Z. mays, observadas
inicialmente pela traducdo de proteinas, possivelmente com funcdo de defesa envolvidas

em remover os oxidantes produzidos durante o estresse.

Tabela 03 — Efeito de interagdo entre as médias da variavel, concentragdo de proteinas das folhas e raizes
de Zea mays tratado com bioinsumos (Az, Azospirillum; ME, microrganismos eficientes; BsBm, Bacillus
subtilis e Bacillus megaterium; FNR + Az, Fosfato natural reativo mais 4z; FNR + BsBm, Fosfato natural
reativo e BsBm, FNR + ME, Fosfato natural reativo e ME) ou ndo (TC, tratamento controle) e cultivado

na presenca (Capacidade de pote 50%) ou nao (CP 100%) de restricao hidrica.

Bioinsumos  Proteina (mg mL)

Folhas Raizes
100% 50% 100% 50% X
(100%:50%)
TC 0.657 a A 0610 a A 070 9.36 5.03
Az 0.477 ab A 0653 a A 180 10.17 5.98
ME 0.310 b B 0637 a A 378 12.59 8.19
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BsBm 0467 ab A 0580 a A 488 1413 951
FNR + Az 0580 ab A 0687 a A 657 15.45 11.01
FNR+BsBm 0.637 ab A 0120 b B 732 1619 1175
FNR+ME 0653 a A 0610 a A 819 17.21 12.70
Média 0.580 0.610 475B 1359 A

CV (%) 24.056 3.554

Médias seguidas pela mesma letra maiuscula na horizontal dentro de cada condigao/capacidade de pote, e
minuscula na vertical dentro de cada condi¢do Bioinsumos ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 95%

de confianga (p<0.05).

Plantas expostas a estresses bidticos ou abiodticos exibem mudangas na traducao
proteica, podendo apresentar supressdao ou estimulacdo da biossintese de certos
componentes (Ryan, 2000). Os microrganismos promotores do crescimento de plantas
(MPCP) modulam a sintese proteica e ativam enzimas as quais destoxificam perdxidos
em plantas estressadas, ajudando-as a responder adaptativamente e manter a homeostase
celular (Joshi et al., 2019). Portanto, os dados do presente estudo mostraram que a
aplicagdo dos MPCP associado ou ndo ao FNR tem impacto na concentragdo de
proteinas soliiveis em plantas sob diferentes condi¢des hidricas, destacando o papel
crucial dos bioinsumos na resposta adaptativa das plantas ao estresse hidrico. Tais dados
sugerem que os bioinsumos melhoram a capacidade das plantas em manter a
homeostase celular sob estresse. O aumento de 186% na concentragcdo de proteinas
soltiveis nas raizes sob restricdo hidrica refor¢a a hipotese de que a sintese proteica ¢
intensificada para estabilizar membranas celulares e facilitar a sinalizacdo associada ao
estresse (Tester e Davenport, 2003). Portanto, a aplicagdo dos bioinsumos ¢ uma
estratégia eficaz para mitigar os efeitos negativos do estresse hidrico, promovendo uma
resposta adaptativa robusta e eficaz em Z. mays.

Antioxidantes sao mobilizados nas células vegetais como mecanismo de defesa
contra os efeitos deletérios das espécies reativas de oxigénio (ERO), cujas
concentracdes tendem a aumentar sob variados estresses ambientais (Barbosa et al.,
2010). Os sistemas de defesa antioxidante em plantas sdo classificados como
enzimaticos € ndo enzimdticos e tém como objetivo manter a homeostase durante

condigoes de estresse (SOARES et al., 2019; BHAT et al., 2022). Esses sistemas sao
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fundamentais para controlar as espécies reativas de oxigénio (ERO), que podem causar
danos oxidativos a proteinas, lipidios, organelas, DNA e RNA (MITTLER, 2017; XING
et al., 2023). A atividade antioxidante aumenta em plantas sob condi¢des de estresse,
como déficit hidrico, demonstrando que a resposta antioxidante favorece a capacidade
das plantas de superar esses estresses € melhorar seu desempenho (BHAT et al., 2022;
LAXA et al., 2019; NADARAJAH, 2020). Entre as enzimas envolvidas na degradacao
de ERO e que compde o sistema de defesa antioxidante estdo a catalase (CAT), a
ascorbato peroxidase (APX), a superdxido dismutase (SOD), a guaiacol peroxidase
(GPOD), entre outras (SOARES et al., 2019). As peroxidases, pertencentes ao grupo
das oxidorredutases, catalisam diversas reacdes oxidativas em plantas, utilizando
peréxido como substrato ou, em certos casos, oxigénio como aceptor de hidrogénio
(Freitas et al., 2008).

Os dados referentes ao desdobramento da atividade da GPOD estao ilustrados na
tabela 04. Os tratamentos com BsBm ou FNR+Az ou FNR+ME induziram uma redugao
de aproximadamente 30% na atividade da enzima GPOD em folhas de Z. mays
cultivado com 100% CP. Por outro lado, em plantas cultivadas sob déficit hidrico (50%
CP) os niveis da atividade da GPOD foram incrementados com a aplicagdo de todos os
bioinsumos, sendo o valor observado para o tratamento FNR+BsBm 29 vezes maior se
comparado com o tratamento controle (50% CP). Isso indica que os bioinsumos
aplicados melhoram a eficiéncia dos mecanismos de defesa antioxidante das plantas,
induzindo redugdo da necessidade de alta atividade de GPOD de Z. mays cultivado sob
condi¢des ideais de irrigacdo e aumentando a atividade dessa enzima em condi¢do de
déficit hidrico. Por outro lado, sob condi¢des de restricdo hidrica, os bioinsumos
incrementam a atividade da GPOD aumentando a capacidade de remocao dos oxidantes
gerados durante o estresse. Tais dados ndo sdo corroborados nos niveis de proteinas
(Tabela 03), as quais seguiram um padrao diferente daquele observado para a atividade
da GPOD (Tabela 04). Além disso, as analises de correlacdo de Pearson mostraram
correlagdes significativas negativas tanto entre GPOD e proteinas das folhas (-0.677) e
raizes (-0.721) (Figura 01). Isso sugere que tais proteinas de raizes induzidas em
situagdo de estresse hidrico, sdo outras proteinas de defesa antioxidante nao

determinadas neste estudo, tais como catalase e Ascorbato peroxidase.

Tabela 04 - Efeito de interacdo entre as médias da variavel, atividade da enzima Guaiacol Peroxidase —
GPOD — das folhas e raizes de Zea mays tratado com bioinsumos (Az, Azospirillum; ME, microrganismos

eficientes; BsBm, Bacillus subtilis e Bacillus megaterium; FNR + Az, Fosfato natural reativo e Az; FNR +
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BsBm, Fosfato natural reativo mais BsBm, FNR + ME, Fosfato natural reativo ¢ ME) ou ndo (TC,

tratamento controle) e cultivado na presenga (Capacidade de pote 50%) ou ndo (CP 100%) de restri¢do

hidrica.
Bioinsumos GPOD
(umoldetetragualacolmmlmglprotema) .................................................................................................................

Folhas Raizes

100% 50% 100% 50%
TC 618.13 ab A 117.12 B 76672 a A 7067 a
Az 846.12 a A 606.43 A 35597 b A 6037 a
ME 928.19 a A 592.67 B 18342 ¢ A 5304 a
BsBm 176.43 c B 784.99 A 14502 cd A 4366 a
FNR + A4z 214.02 c B 610.27 A 11273 cd A 4140 a
FNR + BsBm 174.57 c B 3372.78 A 10931 cd A 3993 a
FNR + ME 240.18 bc B 687.96 A 86.45 d A 3834 a
CV (%) 21.81 30.64

Médias seguidas pela mesma letra maiuscula na horizontal dentro de cada condigao/capacidade de pote, e

minuscula na vertical dentro de cada condi¢do Bioinsumos ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 95%

de confianga (p<0.05).

POD (umol de tetraguaiacol min"' mg! proteina)

4000+

30004

2000+

10004

0

Folhas: proteina e POD

r=-0.677 (A)
®
o®
L Sm,
!I 2 ‘I — I' 1

I
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
Proteina (mg mL’ 1}



22

Raiz: proteina e POD
10004 "=-0.721 (B)

800 ®

600 *

400
*

200+
“ ..n
. % P some
| | | 1
0 5 10 15 20
Proteina (mg mL'*}

POD (umol de tetraguaiacol min' mg? proteina)

Figura 01. Analises de correlagdo de Pearson entre as concentragdes de proteinas e atividade da enzima
guaiacol peroxidase (POD) das folhas (A) e raizes (B) de de Zea mays tratado com bioinsumos (Az,
Azospirillum; ME, microrganismos eficientes; BsBm, Bacillus subtilis e Bacillus megaterium; FNR + Az,
Fosfato natural reativo € Az; FNR + BsBm, Fosfato natural reativo mais BsBm, FNR + ME, Fosfato
natural reativo e ME) ou ndo (TC, tratamento controle) e cultivado na presenca (Capacidade de pote 50%)

ou nao (CP 100%) de restri¢ao hidrica.

Nesta linha, antioxidantes ndo enzimaticos e osmolitos sdo produzidos pelas
plantas como parte do processo de defesa e remog¢do dos oxidantes danosos aos
componentes celulares produzidos durante o estresse hidrico. Dentre os antioxidantes
estd a prolina, um aminoacido que além de antioxidante possui propriedades de
osmoprotecao. A prolina desempenha um papel vital nas plantas expostas a estresses
extremos, como seca e salinidade e atua como um dos principais constituintes das
proteinas da parede celular, conferindo resisténcia devido a sua estrutura. Seu grupo o-
amino ¢ uma amina secundaria que proporciona rigidez conformacional excepcional as
proteinas, fundamentais no processo de lignificacdo dos ramos (Kishor et al., 2015),
além de atuar no ajustamento osmotico e favorecer o aumento da tolerancia na planta
quando expostas a certos niveis de estresse, como o déficit hidrico (Turkan, 2011; Taiz;

Zeiger, 2013).

Tabela 05 -Efeito de interacao entre as médias da varidvel concentragao de prolina de folhas de Zea mays
tratado com bioinsumos (Az, Azospirillum; ME, microrganismos eficientes; BsBm, Bacillus subtilis e
Bacillus megaterium; FNR + Az, Fosfato natural reativo mapis 4z; FNR + BsBm, Fosfato natural reativo e
BsBm; FNR + ME, Fosfato natural reativo ¢ ME) ou ndo (TC, tratamento controle) e cultivado na

presenca (Capacidade de pote 50%) ou ndo (CP 100%) de restricao hidrica.
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Bioinsumos Prolina

(mmol g'' MF)

100% 50%
TC 3.46 b A 345 b A
Az 4.45 b A 588 b A
ME 6.12 ab A 483 b A
BsBm 5.48 ab B 12.68 a A
FNR + A4z 5.07 b A 357 b A
FNR + BsBm 9.74 a A 278 b B
FNR + ME 2.75 b A 286 b A

CV (%) 33.06

Médias seguidas pela mesma letra maitiscula na horizontal dentro de cada condigdo/capacidade de pote, e
minuscula na vertical dentro de cada condi¢io Bioinsumos nio diferem entre si pelo teste Tukey a 95%

de confianga (p<0.05). "™ Nao significativo pelo mesmo teste.

A interacdo entre as médias da concentracdao de prolina em folhas de Zea mays
tratadas com bioinsumos, cultivadas sob condi¢cdes de restrigdo hidrica ou nao, ¢
evidenciada na Tabela 05. Os resultados do presente estudo mostraram que, nos
tratamentos com 100% CP, a variagdo na concentracdo de prolina em relacdo ao
tratamento controle (TC) foram significativas apenas no tratamento utilizando
FNR+BsBm como bioinsumo (2,8 vezes maior quando comparado com o tratamento
controle). Sob condigdes de estresse hidrico (50% CP), o tratamento BsBm foi o Unico a
apresentar significdncia, com um aumento de 266% na concentra¢do de prolina em
compara¢do com o tratamento controle (Tabela 05). Em relacdo as condicdes (100% e
50% CP) impostas as plantas, observou-se que os tratamentos com BsBm ¢ FNR+BsBm
foram significativos. Por outro lado, o tratamento com FNR+BsBm induziu um
incremento na concentracdo de prolina livre em plantas submetidas a 100% CP quando
comparado com o mesmo tratamento a 50% CP (Tabela 05). O aciimulo de prolina ¢
mais visivel em plantas que enfrentam estresse por desidratacdo, como por exemplo,
restricao na disponibilidade de agua (Balestro et al. 2017). Deste modo, os resultados
observados no presente estudo demonstram que a prolina desempenha um papel crucial
na resposta das plantas de Z. mays ao estresse hidrico, sendo modulada pela aplicagdo
de bioinsumos. Outrossim, a aplicagdo de bioinsumos, como BsBm ¢ FNR+BsBm, tem

um impacto significativo na acumulacdo de prolina em plantas de milho, tanto em
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condicoes ideais de irrigagdo quanto em condi¢des de deficiéncia hidrica, melhorando a
sua tolerancia ao estresse hidrico. O aumento na concentragdo de prolina em
tratamentos especificos sob estresse hidrico sugere que esses bioinsumos podem
promover mecanismos de osmoprotecdo, tais como a estabilizacdo de estruturas
celulares e a mitigagdo dos efeitos de radicais livres. No entanto, a diminui¢do
observada em alguns tratamentos sob condi¢des de déficit hidrico indica uma interacao
complexa entre os bioinsumos € os mecanismos de resposta ao estresse, influenciada
pelas condigdes ambientais e pelo tipo de bioinsumo utilizado. Os bioinsumos
representam uma estratégia promissora para aumentar a resisténcia de Z. mays ao

estresse hidrico, ajustando a acumulacdo de prolina como forma adaptativa.

Tabela 06 -Efeito de interacdo entre as médias da varidvel concentracao de quantificagdo da peroxidagdo
lipidica (TBARS) de folhas e raizes de Zea mays tratado com bioinsumos (Az,Azospirillum; ME,
microrganismos eficientes; BsBm, Bacillus subtilis e Bacillus megaterium; FNR + Az, Fosfato natural
reativo e Az; FNR + BsBm, Fosfato natural reativo e BsBm; FNR + ME, Fosfato natural reativo ¢ ME) ou
ndo (TC, tratamento controle) e cultivado na presenca (Capacidade de pote 50%) ou ndo (CP 100%) de

restri¢ao hidrica.

Bioinsumos TBARS (nmol MDA g' MF)

Folhas Raizes
100% 50% 100% 50% X
(100%:50)

TC 7.80 ab A 616 ab 223 1.54 3.46 be
Az 9.67 a A 593 ab 1.83 1.71 5.17 be
ME 7.23 b A 788 a 1.95 1.66 5.47 be
BsBm 8.49 ab A 693 ab 2.24 1.38 9.08 a
FNR + 4z 7.50 b A 791 a 1.85 1.09 432 be
FNR + BsBm 7.76 ab A 522 b 1.89 1.22 6.26 ab
FNR + ME 6.70 b A 612 ab 2.09 1.66 2.80 c
Média 7.76 6.16 201 A 1.46B
CV (%) 11.15 12.75

Meédias seguidas pela mesma letra maitiscula na horizontal dentro de cada condigdo/capacidade de pote, e
minuscula na vertical dentro de cada condi¢do Bioinsumos nio diferem entre si pelo teste Tukey a 95%

de confianga (p<0.05). "™ Nao significativo pelo mesmo teste.
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A peroxidagao lipidica em tecidos vegetais, como as folhas e raizes de Z. mays,
pode ser avaliada através do método TBARS (Thiobarbituric Acid Reactive
Substances). Este protocolo ¢ amplamente utilizado para avaliar a extensdo da
degradagdo oxidativa dos lipidios, proporcionando uma estimativa indireta dos danos
celulares causados pelo estresse oxidativo. Alteragdes no sistema redox das células
vegetais podem desencadear a produ¢do de compostos como o perdxido de hidrogénio
(H20,), levando a peroxidagdo lipidica. A falta de dgua no solo intensifica o estresse
oxidativo e a produgcdo de ERO, resultando em peroxidacao lipidica e danos
subsequentes as membranas celulares (Chiconato et al. 2017). Diversos subprodutos que
intensificam os danos oxidativos sdo gerados pela peroxidacdo lipidica, com o
malondialdeido (MDA) sendo o principal e mais investigado (Del Rio, Stewart,
Pellegrini, 2005). O MDA ¢ amplamente utilizado como marcador molecular para
identificar a peroxidagdo lipidica em células vegetais expostas a estresses abioticos,
como o déficit hidrico (Davey, 2005). As espécies reativas de oxigénio (EROs),
incluindo o H>O,, podem se formar nos cloroplastos, onde o O, gerado reage com
elétrons excedentes (Gill & Tuteja, 2010).

Os resultados do presente estudo mostraram que niveis maiores de TBARS em
folhas de Z mays no tratamento controle, 4z, BsBm ou FNR+BsBm de plantas
submetidas a 100% CP quando comparado com os mesmos tratamentos de plantas
submetidas ao déficit hidrico (50% CP). Além disso, no desdobramento da analise de
variancia (teste de Tukey a 95% de confianca) para os niveis de TBARS das raizes, foi
possivel observar uma diferenga entre as médias dos tratamentos entre 100% e 50% CP,
sendo a primeira 1,4 vezes maior do que a segunda (Tabela 06). A concentracdo de
malondialdeido (MDA) ¢ um indicador de estresse oxidativo em plantas, resultante da
peroxidacao lipidica, processo no qual os lipidios das membranas celulares sao
danificados pela a¢do de radicais livres (Barbosa et al., 2010). Macedo et al. (2017)
observaram uma correlacdo entre o teor de prolina, APX e TBARS na parte aérea, em
que o malondialdeido pode estar relacionado a manutengao da atividade enzimética em
um estudo do efeito do déficit hidrico em pardmetros bioquimicos e fisiologicos de

Baccharis trimera (Less.) DC.

5. CONCLUSAO
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O uso do fosfato natural reativo associado com os microrganismos promotores
do crescimento de plantas aumenta a resisténcia de plantas cultivadas sob déficit hidrico
através da sintese de proteinas de resposta ao estresse as quais estdo envolvidas na
remogdo dos oxidantes produzidos durante o estresse. Tais proteinas atuaram de
maneira eficiente na remocao dos oxidantes, dado que nio foram observadas mudancas

expressivas nos niveis de TBARS.
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