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RESUMO

O estresse abiotico, em destaque ao déficit hidrico, reduz a produtividade das culturas
vegetais, impactando negativamente a sustentabilidade agricola. Para minimizar esses
efeitos nocivos na agricultura, varias praticas agronémicas e fisioldgicas estdo sendo
estudadas, tais como o uso de bactérias e de atenuadores de estresse hidrico, como 0s
Brassinosteroides que sdo reguladores de crescimento. Considerando a relevéncia
socioeconémica da cultura do milho e sua sensibilidade quando exposta ao déficit
hidrico, o objetivo do presente estudo foi avaliar a agdo do Brassinosteroides e do
azospirillum no crescimento, aspectos fisiologicos e metabolismo do nitrogénio durante
a fase vegetativa de plantas de milho submetidas a deficiéncia hidrica. O experimento
foi executado em casa de vegetal, no periodo de dezembro de 2019 a janeiro 2020,
utilizando-se plantas de milho, o hibrido K9606 VIP3. O delineamento experimental
utilizado foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2x2x3, com seis repeticdes,
totalizando 72 unidades experimentais. O primeiro fator corresponde a dois regimes
hidricos (presenca e auséncia de deficiéncia hidrica). O segundo fator corresponde a
inoculagdo via semente (no momento da semeadura) do Azospirillum brasilense e
auséncia de inoculacdo. E o terceiro fator corresponde a aplicacdo de trés concentracdes
de brassinosteroides (0, 0,3 ¢ 0,6 uM Br). Antes do semeio, uma parte das sementes de
milho foram inoculadas com azospirillum e outra ndo. Com quinze e trinta dias apds o
plantio foi realizada a aplicacao de brassinosteroides (0, 0,3 € 0,6 uM Br). Dez dias apds
a Ultima aplicacdo de brassinosteroide, foi aplicado o estresse nos tratamentos que
receberiam o estresse. ApoOs sete dias da aplicacdo de deficiéncia hidrica as plantas de
milho foram coletadas para andlise bioquimicas, sendo separadas em folha e raiz.
Assim, realizou-se as avaliagdes relacionadas ao crescimento e fisiologia das plantas. A
auséncia de inoculacdo com Azospirillum brasilense e pulverizacdo dos
brassinosterdides na concentracao 0,6 pM em plantas de milho em condi¢des de estresse
hidrico, apresentou incrementos no nimero de folha. As plantas com deficiéncia hidrica
inoculadas com bactéria e aplicacdo de brassinosterdides na maior concentracéo,
mitigaram as influéncias negativas ocasionadas pelo estresse, apresentando um aumento
no conteddo relativo de agua nas plantas de milho. As plantas com brassinosterdides na
concentracdo 0,3 puM e inoculadas, atenuou os efeitos do estresse hidrico,
proporcionando um aumento na clorofila a. Enquanto, para a clorofila b, apenas a
presenca do hormdénio na concentragdo 0,3 uM promoveu um acréscimo dos valores
desse parametro. A interacdo dos brassinosterdides com a bactéria proporcionaram um
incremento dos carboidratos solUveis totais nas folhas e nas raizes das plantas de milho
submetidas ao estresse hidrico. Em condigdes de estresse hidrico, as plantas de milho
sem inoculagdo e pulverizagdo de 0,6 uM de brassinosteroides, promoveu um
incremento no teor de amido nas folhas. Nas raizes, apenas a presenca da bactéria sem
ou com aplicagdo de 0,3 uM de brassinosterdides proporcionou aumento do amido. O
uso da bactéria promotora de crescimento vegetal Azospirillum brasilense via semente e
a aplicacdo de brassinosterdides, amenizam os efeitos negativos no metabolismo do
nitrogénio nas folhas e raizes causadas pela ocorréncia da deficiéncia hidrica na cultura
do milho.

Palavras-chave: Zea mays L, estresse abiotico, hormoénio vegetal, inoculagéo,
nitrogénio.



ABSTRACT

Abiotic stress, in particular the water deficit, reduces the productivity of vegetable
crops, negatively impacting agricultural sustainability. To minimize these harmful
effects on agriculture, several agronomic and physiological practices are being studied,
such as the use of bacteria and water stress attenuators, such as Brassinosteroids, which
are growth regulators. Considering the socioeconomic relevance of corn culture and its
sensitivity when exposed to water deficit, the objective of the present study was to
evaluate the action of Brassinosteroides and azospirillum on growth, physiological
aspects and nitrogen metabolism during the vegetative phase of corn plants submitted to
water deficiency. The experiment was carried out in a greenhouse, from December 2019
to January 2020, using corn plants, the hybrid K9606 VIP3. The experimental design
used was completely randomized, in a 2x2x3 factorial scheme, with six replications,
totaling 72 experimental units. The first factor corresponds to two water regimes
(presence and absence of water deficiency). The second factor corresponds to seed
inoculation (at the moment of sowing) of Azospirillum brasilense and absence of
inoculation. And the third factor corresponds to the application of three concentrations
of brassinosteroids (0, 0.3 and 0.6 uM Br). Before sowing, a part of the corn seeds were
inoculated with azospirillum and another part was not. Brassinosteroids (0, 0.3 and 0.6
uM Br) were applied fifteen and thirty days after planting. Ten days after the last
brassinosteroid application, stress was applied to the treatments that would receive the
stress. Seven days after the application of water deficiency to corn plants, they were
collected for biochemical analysis, being separated into leaf and root. Thus, evaluations
related to plant growth and physiology were carried out. The absence of inoculation
with Azospirillum brasilense and spraying of brassinosteroids at a concentration of 0.6
uM in corn plants under water stress conditions, showed increases in leaf number.
Plants with water deficiency inoculated with bacteria and application of brassinosteroids
in the highest concentration, mitigated the negative influences caused by stress,
presenting an increase in the relative water content in corn plants. Plants with
brassinosteroids in a concentration of 0.3 pM and inoculated, attenuated the effects of
water stress, providing an increase in chlorophyll a. While, for chlorophyll b, only the
presence of the hormone at a concentration of 0.3 uM promoted an increase in the
values of this parameter. The interaction of brassinosteroids with the bacteria provided
an increase in total soluble carbohydrates in the leaves and roots of corn plants
subjected to water stress. Under water stress conditions, corn plants without inoculation
and spraying 0.6 uM of brassinosteroids, promoted an increase in the starch content in
the leaves. In the roots, only the presence of the bacteria without or with the application
of 0.3 uM of brassinosteroids provided an increase in starch. The use of the plant
growth promoting bacteria Azospirillum brasilense via seed and the application of
brassinosteroids, alleviate the negative effects on nitrogen metabolism in leaves and
roots caused by the occurrence of water deficiency in the corn crop.

Key words: Zea mays L, abiotic stress, plant hormone, inoculation, nitrogen.
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1 CONTEXTUALIZACAO

O milho é um vegetal pertencente a familia das gramineas, ou Poaceae, possuindo o

segundo lugar como o cereal mais produzido no pais (CONAB 2019).

Em todo o mundo a safra de milho cresceu de 591 milhdes para 1 bilhdo de
toneladas desde as safras de 2000 até 2018, constituindo um acréscimo de 82% na area.
O uso do grdo como na constituicdo de racdo animal, na producdo de frangos e suinos
foi um dos motivos desse aumento (CONTINI et al, 2019). A producéo no Brasil esta
em cerca de 245 milhdes de toneladas, constituindo um acréscimo de 1,6% em
comparacdo aos dados de 2018/19, tornando-se um recorde, de acordo com dados
evidenciados pela CONAB (2019) sobre o primeiro levantamento de safra de gréos do
ano de 2019 para 2020.

Ao longo do seu desenvolvimento, as plantas de maneira geral, podem ser expostas
a uma serie de estresses ambientais. O estresse abidtico que mais reduz a produtividade
das culturas, impactando negativamente a sustentabilidade agricola é o déficit hidrico
proveniente da seca (KERRY et al., 2018). Esta condicdo adversa afeta os cereais, como
o milho, desde da germinacdo, desempenho das plantulas até o enchimento dos gréos.
Para Jaleel et al. (2008) e Farooq et al. (2009), a reducdo no crescimento ocorre devido
a perda de pressdo de turgor das células, fazendo com que se iniba os processos, tais

como alongamento, divisdo e diferenciacéo celular.

Nesse sentido, pelo fato de a cultura do milho ser conhecida pela sua alta
sensibilidade ao estresse hidrico (WELCKER et al., 2007), pesquisas relacionadas a
tolerdncia a seca podem trazer aumento no crescimento e no rendimento da cultura em
regibes com déficit hidrico (LI et al., 2009).

Foram observadas alteragdes na condutancia estomatica, desestruturacdo de
membranas, reducdo da atividade das enzimas antioxidativas, das trocas gasosas e da
eficiéncia do fotossistema Il (PSIlI) em Estudos realizados por Bhargava e Sawant,
(2013) e Almeida et al. (2014) em plantas em condi¢cOes de baixa disponibilidade

hidrica.

Assim, é desejavel a adocdo de técnicas para o cultivo em condicGes de

deficiéncia hidrica, as quais proporcione uma maior tolerancia ao estresse pela cultura
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do milho. Para minimizar os efeitos nocivos da deficiéncia hidrica no solo para as
culturas, varias praticas agrondmicas e fisiologicas estdo sendo aplicadas, tais como o
uso de bactérias e de atenuadores de estresse hidrico como os brassinosterdides que séo
reguladores de crescimento. Com o intuito de entender os varios fatores envolvidos
para a selecdo de estirpes de bactérias eficientes na promocdo de crescimento das
grandes culturas, o estudo das interacbes entre planta e microrganismos vem se
intensificando nos ultimos anos (FERREIRA et al., 2014).

Em vérias partes do mundo a utilizacdo de bactérias na formulacdo de inoculantes,
ou biofertilizantes, vem sendo utilizada e estudada, sendo relatado que estas tecnologias
podem diminuir os custos de produgéo e impacto ambiental e aumentar a produtividade
das culturas (ISAWA et al., 2010; BHATTACHARYYA e JHA, 2012). As mais
conhecidas incluem membros do género Azospirillum, Bacillus, Paenibacillus,
Pseudomonas, Enterobacter, Klebsiella, Burkholderia, Serratia, Gluconacetobacter,
Herbaspirillum, Azoarcus e Arthrobacter, sendo que algumas delas séo encontradas na
superficie das raizes enquanto outras invadem os tecidos das plantas, sem ocasionar
sintomas aparentes de doenca, quando sdo conhecidas como endofiticas (STURZ e
NOWAK, 2000; ROSENBLUETH e MARTINEZ-ROMERO, 2006; HARDOIM et al.,
2008).

As bactérias pertencentes ao género Azospirillum estdo localizados na subdivisdo
proteobactéria, na qual se encontram a maioria das bactérias gramnegativas, em forma
de bastonete, podendo ser uniflageladas (flagelo polar) com um movimento vibratério
caracteristico, quando crescidas em meio liquido e, quando crescidas em meio s6lido,
além do flagelo polar desenvolvem flagelos laterais adicionais. S&o bactérias
diazotroficas associativas endofiticas facultativas, mas que podem sobreviver no solo na
forma de cistos (MOREIRA et al., 2010).

Apesar de terem o potencial de atuarem como organismos fixadores de N, um dos
principais mecanismos que explica os efeitos benéficos da inoculagdo de sementes de
plantas cultivadas com bactérias do género Azospirillum é a sua capacidade de produzir
e metabolizar uma série de horménios vegetais e de compostos que atuam diretamente
na regulacdo do crescimento da planta, principalmente do sistema radicular (BASHAN
et al., 2004).

12



Efeitos positivos da inoculagdo de sementes com Azospirillum brasilense sobre
pardmetros associados com a fotossintese, bem como pardmetros do crescimento de
plantas, foram observados na cultura do trigo por Elanchezhian e Panwar (1997) e
Bashan et al. (2006) em cultivo protegido, sem estresse. No presente estudo, contudo,
mesmo na auséncia de estresse, os efeitos da bactéria sobre a fotossintese de plantas de
milho ndo foram verificados. Zawoznik et al. (2011) observaram que plantas de cevada
inoculadas com Azospirillum brasilense apresentaram melhor crescimento em ambiente

salino, em comparacdo com plantas nao inoculadas.

Entende-se que os resultados associados a inoculacdo de sementes com bactérias
do género Azospirillum sdo bastante dindmicos, considerando as constituicdes genéticas
da planta e do hospedeiro, bem como as condicdes ambientais de cada estudo.
Couillerot et al. (2013), por exemplo, obtiveram incremento significativo para o
acumulo de biomassa de plantas de milho inoculadas em conjunto com Azospirillum
brasilense, Pseudomonas fluorescens e Glomus intraradices apenas para os estadios

iniciais do desenvolvimento.

Além das bactérias promotoras de crescimento, 0s brassinosteroides (Br), entre 0s
varios compostos, especialmente o brassinolideo, protege as plantas de uma série de
estresses tantos abidticos como bidticos, além de serem conhecidos por regular o
crescimento e aumentar a produtividade de plantas (JAGER et al., 2008; KUTSCHERA
& WANG, 2012).

A aplicacdo exdgena dos brassinosteroides sob condicBes de estresses €
considerada uma abordagem promissora afim de obter ganhos em produtividade
agricola conjuntamente com a protecdo ambiental (SHAHZAD et al., 2018). Nomura et
al. (2007) observaram que existe influéncia dos brassinosterdides no desenvolvimento
de sementes de ervilha, nas quais o nivel maximo de Br ativos ocorreu durante a fase de
rapido crescimento das sementes. Ha relatos também de aumento do teor de lipidios em
gréos de trigo devido a acdo dos Br (HNILICKA et al., 2009).

Desde 1979, com a identificacdo do brassinolideo em pélen de Brassica napus, o
uso dos brassinosterdides no incremento da produtividade agricola tem sido verificado
na agricultura. A sintese do brassinolideo e de seus analogos possibilitou elucidar o seu
mecanismo de agdo e suas interacdes com outros hormonios de crescimento vegetal.
Assim, o brassnolideo e seus compostos sdo reconhecidos coletivamente como

13



brassinosterdides (MANDAVA, 1988). Os brassinolideo, 28-homobrassinolideo e o 24-
epibrassinolideo s&o os brassinosterdides mais ativos e amplamente usados em estudos
experimentais (VARDHINI et al., 2006).

A aplicacdo exdgena do brassinosteroide foi testada em diferentes culturas
agricolas com a finalidade de compreender os mecanismos de acao deste composto em
diferentes estadios de desenvolvimento de diferentes espécies. Em plantas de pepino
(Cucumis sativus) tratadas com Br, foi verificada resisténcia das plantas a seca
(PUSTOVOITOVA et al., 2001). Em soja (Glycine max L.), aplicacdo de Br no inicio
da floracdo em plantas submetidas a estresse hidrico, aumentou a tolerancia a seca e as
perdas de rendimento foram minimizadas (ZHANG et al., 2008). Aplicacdo exdgena de
Br aliviou os efeitos negativos da seca em milho (Zea mays), reforcando as atividades
enzimaticas antioxidantes e os teores de proteinas, agua e prolina (ANJUM et al., 2011).

Também a aplicacdo de Br melhorou a tolerancia a seca em arroz (Oryza sativa)
associado a maior potencial de agua dos tecidos, aumento da sintese de metabolitos e
aumento da capacidade do sistema antioxidante (FAROOQ et al., 2010).

Nesse contexto, diante dos danos que a baixa disponibilidade hidrica pode
ocasionar, torna-se necessario a busca por tecnologias que sejam capazes de minimizar
os efeitos deletérios para as plantas, em razdo disso, é de grande importancia conhecer a
acdo dos brassinosterdides e do Azospirillum, que de acordo com estudos anteriores,

sdo capazes de mitigar os danos ocasionados pelo déficit hidrico.

A hipotese geral do trabalho é a de que os parametros de crescimento e fisiologia
em plantas de milho sob estresse hidrico sofrem alteragdes em funcgéo das concentragdes
de brassinosterdides e azospirillum e que o metabolismo do nitrogénio em plantas de
milho com deficiéncia hidrica sofre mudancas em funcdo das concentracGes de
brassinosterdides e azospirillum.

Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar a acdo do brassinosteroides e do
azospirillum no crescimento, aspectos fisiologicos e metabolismo do nitrogénio durante

a fase vegetativa de plantas de milho submetidas a deficiéncia hidrica.
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2 HIPOTESES E OBJETIVOS DA PESQUISA

2.1 HIPOTESES

>

>

Os parametros de crescimento (em fase vegetativa) e aspectos fisiologicos de
plantas de milho sob estresse hidrico sofrem alteracbes em funcdo das
concentracdes de brassinosterdides e azospirillum;

O metabolismo do nitrogénio em plantas de milho com deficiéncia hidrica sofre

mudancas em funcdo das concentracdes de brassinosterodides e azospirillum.

2.2 OBJETIVOS

2.2.1

2.2.2

>

>

OBJETIVO GERAL

O objetivo do presente estudo foi avaliar a acdo do brassinosteroides e do
azospirillum no crescimento, aspectos fisioldgicos e metabolismo do nitrogénio

durante a fase vegetativa de plantas de milho submetidas a deficiéncia hidrica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar através das variaveis de crescimento (a altura das plantas, didmetro do
colmo, numero de folhas), da fisiologia (Clorofila a, b, total e Carotenoides,
Sacarose, Amido e Carboidratos Soluveis Totais nas folhas e raizes) e da
producéo de biomassa (massa seca da raiz, folha e colmo) o comportamento das
plantas de milho sob agdo de brassinosterdides e azospirillum quando
submetidas a deficiéncia hidrica.

Verificar através do comportamento metabdlico do nitrogénio (Nitrato (NO3"); a
Atividade da enzima redutase do nitrato (RN); o Amonio livre (NHs"); os
Aminodcidos sollveis totais; os Teores de proteinas sollveis; a Prolina; a
Glicina betaina e a Atividade da glutamina sintetase) os efeitos das
concentragfes de brassinosterdides e azospirillum em plantas de milho

submetidas a deficiéncia hidrica.
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3 CAPITULO I: CRESCIMENTO E ASPECTOS FISIOLOGICOS EM MILHO
SUBMETIDAS A DEFICIENCIA HIDRICA E CONCENTRACOES DE
BRASSINOSTEROIDES E AZOSPIRILLUM

3.1 RESUMO

Diante dos efeitos que as mudangas climéaticas ocasionam na producdo agricola, hé a
necessidade de se buscar praticas de manejos que sejam mais eficientes, a fim de se
minimizar alteracbes decorrentes do deficit hidrico. Assim, estudos com bactérias
promotoras de crescimento como a Azospirillum brasilense, bem como de horménios
como os brassinosteroides que sdo atenuadores de deficiéncia de agua no solo, vem
sendo cada vez mais desenvolvidos. Objetivou-se avaliar a influéncia do
brassinosteréide e Azospirillum brasilence no crescimento e aspectos fisiologicos de
plantas de milho submetidas a condi¢cGes de deficiéncia hidrico. O experimento foi
desenvolvido em casa de vegetal com um hibrido de milho (K9606 VIP3). O
delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial
2x2x3, com seis repeti¢Oes, totalizando 72 unidades experimentais. O primeiro fator
corresponde a dois regimes hidricos (presenca de deficiéncia hidrica e auséncia de
deficiéncia hidrica). O segundo fator corresponde a inoculagcdo via semente (no
momento da semeadura) do Azospirillum brasilense e auséncia de inocula¢do. E o
terceiro fator corresponde a aplicacdo de trés concentracdes de Brassinosteroides (0, 0,3
e 0,6 uM Br). Determinou-se a altura das plantas, didmetro do colmo, nimero de folhas,
massa seca da raiz, folha e colmo, conteldo relativo de &gua, clorofila a, b, total e
carotenoides, sacarose, amido e carboidratos soluveis totais nas folhas e raizes. A
clorofila a foi maior no tratamento com estresse e inoculados e concentracdo 0,3 uM de
brassinosterdides. As plantas estressadas, inoculadas, os valores de carboidratos foram
maiores nos tratamentos com concentragoes 0,3 ¢ 0,6 uM. Na concentragdo 0,6 uM as
plantas estressadas e inoculadas obtiveram maior conteldo relativo de dgua. A interacéo
dos brassinosterdides com a Azospirillum brasilense proporcionaram um incremento no
conteddo relativo de agua, na clorofila a e no teor de carboidratos sollveis totais nas
folhas e nas raizes das plantas de milho submetidas ao estresse hidrico. Os
brassinosteroides de forma isolada, mitigou as influéncias negativas ocasionadas pela
deficiéncia hidrica, proporcionando incrementos no nimero de folha, na clorofila b e no
teor de amido nas folhas

Palavras-chave: mudancas climaticas; hormonio; bactéria; Zea mays
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3.2 INTRODUCAO

A agricultura é uma atividade bastante influenciada tanto por condicoes
climaticas quanto meteorologicas, onde pode-se esperar que alteragdes no clima venham
a afetar a produtividade das culturas agricolas, ameagando-as ou proporcionando-lhes
oportunidades para melhoras (GORNALL et al., 2010). Nesse sentido, tem sido uma
grande preocupacéo de pesquisadores e governos em todo o mundo estudar os impactos
das mudancas climaticas objetivando compreender o que pode ser feito, a fim de mitigar
seus efeitos e, ou, se adequar a essas alteracGes nas diversas atividades humanas
(SANTOS et al 2011).

A cultura do milho é bastante conhecida pela sua alta sensibilidade ao estresse
hidrico (WELCKER et al., 2007), em funcéo disso, pesquisas referentes a tolerancia a
seca podem proporcionar um incremento no crescimento e no rendimento da cultura em

regides com déficit hidrico (LI et al., 2009).

Visando atenuar os efeitos maléficos causados as plantas de milho, existem
varios hormonios que estdo envolvidos na modulacdo da resposta dos vegetais ao
estresse, dentre eles os brassinosterdides (Br), estes, sdo um tipo de fitormonios
esteroides com influéncia no crescimento da planta (VARDHINI, 2012; BAJGUZ;
PIOTROWSKA-NICZYPORUK, 2014).

Além da utilizacdo de hormdnios como os brassinosteroides, a utilizacdo de
adubacdo nitrogenada, importante para o crescimento e producdo nas plantas de milho, é
fundamental para que elas consigam expressar seu maximo potencial agricola, uma vez

que o nitrogénio é o nutriente mais requerido pelas plantas (DUVICK, 2005).

Para alcancar altas produtividades na cultura do milho, é de suma importancia
analisar fontes alternativas de nitrogénio e entender como ocorre a sua absorcdo e
assimilacdo pelas plantas (OLIVEIRA, 2016). Bactérias diazotroficas, tais como a
Azospirillum brasilense, sdo capazes de fixar o nitrogénio atmosférico onde este pode
servir de aporte suplementar para o cultivo de gramineas (FIBACH-PALDI;
BURDMAN; OKON, 2012).

Diante dos efeitos que as mudancas climaticas ocasionam na producéo agricola,

ha a necessidade de se buscar praticas de manejos que sejam mais eficientes, a fim de se
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minimizar alteracGes decorrentes do déficit hidrico. Assim, objetivou-se com este
trabalho avaliar a influéncia do brassinosterdide e Azospirillum brasilence no
crescimento e aspectos fisiologicos de plantas de milho submetidas a condicbes de

deficiéncia hidrico.

3.3 MATERIAL E METODOS

3.3.1 Condicdo experimental e material vegetal

O experimento foi desenvolvido em casa de vegetal, que pertence a
Universidade Federal Rural da Amazénia (UFRA), localizado em Belém-Para, cujas
coordenadas geograficas sdo 01° 27' 21" S, 48° 30' 16" W, no periodo de 10 de
Dezembro de 2019 a 28 de Janeiro 2020. Nessa regido, a temperatura média esta em
torno de 26,5°C, com instabilidade do ar significativa e umidade média em torno de
84% (Bastos et al., 2002).

Para a realizagdo do experimento utilizou-se as sementes de milho oriundas da
empresa KWS sementes (Klein Wanzleben e Saat), 0 hibrido K9606 VIP3, desenvolvido
pela Embrapa Amazoénia Oriental, que apresenta alta estabilidade produtiva, alto
rendimento, boa amplitude de plantio e espigas com pedinculo decumbente. O
delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial
2x2x3, com seis repeticdes, totalizando 72 unidades experimentais (Figura 01). O
primeiro fator corresponde a dois regimes hidricos (presenca de deficiéncia hidrica e
auséncia de deficiéncia hidrica). O segundo fator corresponde a inoculagdo via semente
(no momento da semeadura) do Azospirillum brasilense e auséncia de inoculagéo. E o
terceiro fator corresponde a aplicacdo de trés concentracGes de brassinosteroides (0, 0,3
e 0,6 uM).
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Figura 01. Croqui do experimento (doze plantas dispostas em cada bancada na casa de

vegetacao).

Assim, para execucdo do experimento, utilizou-se 72 baldes com capacidade de
15 Kg cada (diametro superior: 30 cm; didmetro inferior: 26 cm; altura: 33 cm), sendo
preenchido com um solo coletado na camada de 0 a 20 cm de profundidade (Amostras
do horizonte superficial de um Latossolo Amarelo Distrofico, textura média) no
Instituto de Ciéncias Agrarias (ICA) da UFRA. Apos a realizacdo da coleta do solo, as
amostras foram previamente peneiradas para retirada de impurezas e homogeneizadas.
Logo apds, foi retirada uma por¢do dessas amostras e submetida a analises quimicas e

granulométricas, a fim de caracterizar a fertilidade e a textura do solo.

Realizou-se a analise quimica do solo, para fins de fertilidade (Figura 02), no
qual foi determinada no laboratério de solo do Instituto Brasileiro de Andlises (IBRA),
de acordo com os métodos descritos pelo IAC (2001) e EMBRAPA (2009) obtendo-se

0S seguintes resultados:

Parametros Metodologia Un. medida Faixas encontradas na
area de estudo 2
Fisicos do solo 9/Kg
Argila (HMFS + NaOH) IAC 99
Silte (HMFS + NaOH) 102
Areia Total (HMFS + 799
NaOH)
Textura Arenosa

Quimica do solo
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M. O (Oxidagéo) IAC g/dm? 34
COT (Caélculo) 20
Ph (CaCl?) _ 53
pH Tampéo (SMP) 6,41
H° + Al 3(Célculo) mmolc/dm3 27
Al 3 (KCI) 0
He (Célculo) 27
C.T.C. (Célculo) 72,1
S.B. (Célculo) 45,1
V% (Calculo) % 63
m% (Célculo) 0
Al na CTC (Calculo) 0

H na CTC (Célculo) 37,4
Macronutrientes

(NOz + NHs) - N Total ppm 2388
(Ac. Salicilico)

Fésforo (P) (Resina) IAC mg/dm3 77
Potassio (K) (Resina) mmolc/dm?3 2,5
Magnésio (Mg) (Resina) 14
Célcio (Ca) (Resina) 28
Enxofre (S) mg/dm3 10
Na (Mehlich) Embrapa mmolc/dm?3 0,6
Ca/K (Calculo) _ _ 11,2
Ca/Mg (Célculo) 2
Mg/K (Célculo) 5,6
Micronutrientes

Ferro (Fe) (Mehlich) EMBRAPA mg/dm? 168
Manganés (Mn) (Mehlich) 15,5
Cobre (Cu) (Mehlich) _ 0,1
Zinco (Zn) (Mehlich) EMBRAPA 18
Boro (B) (Agua Quente) IAC 2,51
Molibdénio (Mo) (Agua _ 0,2

Régia)

Figura 02. Atributos de fertilidade e granulometria do solo

3.3.2 Preparacéo das sementes para o plantio

Antes do semeio, as sementes de milho que foram inoculadas com Azospirillum
foram separadas. Assim, misturou-se 200 g de inoculante (sélido turfoso milho — Zea
mays, Azopirillum brasilense - Estirpes AbV5 e AbV6) em 1 ml de agua destilada, logo

em seguida adicionou-se as sementes e se fez o plantio.
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A irrigacdo foi feita diariamente adicionando-se agua até atingir a capacidade de
campo de cada balde, sendo essa observada através do escorrimento no fundo dos
baldes. As plantas de milho foram obtidas a partir da germinagdo inicial de cinco
sementes por vaso, com posterior manutencdo de apenas uma planta, por meio do
desbaste (Figura 03).

Figura 03. Irrigacdo (A), semeadura (B) e germinacéo (C) das plantas de milho.

3.3.3 Aplicacdo de brassinosteroides em plantas de milho

Quinze dias apés o plantio foi realizada a primeira aplicacdo de
brassinosterdides nas concentracbes 0 (Plantas controle, sem aplicacdo de
brassinosterdides); 0,3 e 0,6 uM de brassinosteroides (Sigma-Aldrich, USA), as
solucBes foram preparadas dissolvendo o soluto em etlianol seguido de diluicdo com
agua Milli-Q [etlianol: agua (v / v) = 1: 10.000] (Ahammed et al. 2013); as plantas
estavam no estagio V3 (trés folhas completamente expandidas). Assim, para a
aplicagdo utilizou-se 72 ml de brassinosteroides em cada aplicacdo. Inicialmente
separou-se 100 ml de brassinosteroides para a concentra¢do de 0,3 uM e 100 ml para a
concentragdo de 0,6 uM. Nos 100 ml de cada concentragdo foram adicionados 5 ml de

tween20 como agente surfactante.

Ao todo foram realizados duas aplicacdes, a primeira, 15 dias ap6s o plantio
(DAP) com as plantas no estadio V3 e a segunda 30 DAP com plantas no estadio V7
(sete folhas completamente expandidas). A aplicacdo foi feita aplicando 3 ml de

brassinosteroides, com pulverizador manual, por planta na face adaxial (em cima) das
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folhas do terco médio das plantas, sempre no final da tarde (17h e 18h), com a

finalidade de evitar perdas por evaporagéo e deriva (Figura 04).

Figura 04. Aplicacdo de brassinosteroides 15 DAP (A) e 30 DAP (B) com pulverizador

manual.

3.3.4 Aplicacdo do estresse hidrico

Dez dias ap6s a ultima aplicagdo de brassinosteroides, as plantas foram
submetidas a deficiéncia hidrico severo nos tratamentos que receberiam o estresse, com
suspensdo total da &gua (disponibilidade hidrica 0%). Os demais tratamentos

continuaram recebendo agua até a retirada do experimento.
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*BR: Brassinosteroides (0; 0,3; 0,6 uM); SB/CB: Sem bactéria/Com bactéria.

A) Plantas com BR na concentragdo 0,6 uM e SB; B) Plantas com BR na concentracdo 0,3 uM e SB; C) Plantas sem
BR e SB; D) Plantas com BR na concentragdo 0,6 uM e CB; E) Plantas com BR na concentragdo 0,3 pM e CB; F)
Plantas sem BR e CB; * Plantas sem irrigag&o.

G) Plantas com BR na concentragdo 0,6 uM e SB; H) Plantas com BR na concentracéo 0,3 uM e SB; ) Plantas sem
BR e SB; J) Plantas com BR na concentragdo 0,6 pM e CB; K) Plantas com BR na concentragdo 0,3 uM e CB; L)
Plantas sem BR e CB. * Plantas irrigadas.

FIGURA 05. Plantas de milho irrigadas e com estresse.
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Cinco dias apoés a aplicacdo do estresse, as plantas passaram a apresentar sinais
de murchamento das folhas. Assim, com sete dias ap0s a suspensdo da irrigacdo, foi
realizada a retirada das plantas.

3.3.5 Coleta e armazenamento do material

A coleta das plantas ocorreu ao 47° DAP as 04:30 h. A determinacdo do
contetdo relativo de agua (CRA) foi feita in vivo, selecionando-se ainda em casa de
vegetacdo, folhas primérias completamente expandidas de cada uma das repeti¢des para

a retirada dos discos.

Logo apds, as plantas foram separadas em folha, colmo e raiz, sendo as raizes
lavadas em agua corrente. Estes foram armazenados em sacos de papéis e colocados na
estufa de ventilacdo de ar forcada a 65°C por 48 h. Apés a secagem foram pesados as
folhas e as raizes e moida em moinho tipo Wiley, sendo devidamente armazenado em
tubos de falcon onde foram conduzidas as analises bioguimicas no laboratério de

estudos da biodiversidade em plantas superiores (EBPS).

3.3.6 Variaveis de crescimento

As determinacGes para os parametros de crescimento foram baseadas em
mensuracOes realizadas no final do periodo experimental, obtendo as seguintes
variaveis:
> Altura de Planta: medida da superficie do solo até o &pice da planta, através do

uso de uma régua milimetrada. O resultado foi expresso em cm.

> Diametro do Colmo: medido a 4cm acima do solo utilizando-se um paquimetro
digital 200 mm da Digimes. Resultado foi expresso em mm.

> Numero de Folhas: foi realizada a contagem do ndmero de folhas

completamente expandida totais presentes nas plantas.

3.3.7 Determinacgéo da biomassa
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3.4

Para a determinacdo da biomassa, as folhas e os caules foram colocados em
sacos de papel kraft e acondicionados em estufa de circulagéo forcada de ar a 65 °C,
enquanto as raizes foram lavadas, na qual o solo aderido as mesmas raizes foi
totalmente removido, e depois de retirada a umidade excessiva, foram também
conduzidas a estufa. Os materiais vegetais foram secos até atingir peso constante,

mensurando-se suas biomassas (g planta?).

3.3.8 Determinacdes das variaveis bioquimicas

Foram determinados o Conteudo relativo de agua em folhas, através do método
utilizado por Slavick (1979). Os teores de Clorofila a, Clorofila b, Clorofila total e
Carotenoides através do método descrito por Lichthenthaler (1987). A determinacdo das
concentracdes de Sacarose foi determinada segundo o método Van Handel (1968). E o
método utilizado para a obtencdo das concentracbes de Amido e de Carboidratos

Solaveis Totais foi segundo Dubois et al. (1956).

3.3.9 Analise Estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANAVA) pelo teste F (p <
0,05) e as medias obtidas foram submetidas ao teste de Tukey (p<0,05), utilizando-se o
programa computacional SISVAR versao 5.4 (Ferreira, 2010).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao comparar os tratamentos, plantas com e sem inoculagdo, nas mesmas
condic@es de estudo (com deficiéncia hidrica e nas doses de brassinosterdides), observa-
se que as plantas de milho na auséncia de Azospirillum brasilense e dosagem 0,6 uM de
brassinosterdides, apresentaram maiores numeros de folhas (15,00Aaba) quando
comparado com os tratamentos inoculados (12,50Aap) conforme observado na Tabela
1. Isso demonstra que a agdo conjunta do Azospirillum brasilense e dosagem 0,6 uM de
brassinosterdides ndo foi eficiente para proporcionar um aumento no nimero de folhas
quando em condi¢fes de déficit hidrico, no entanto, a aplicagdo de brassinosterdides de

forma isolada, sem bactéria, proporcionou um incremento no nimero de folhas das
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plantas de milho quando submetidas ao estresse hidrico, isso pode ter ocorrido pelo fato
dos brassinosterdides atuarem nos processos de alongamento celular, diferenciacdo do
xilema, alongamento de raizes e caules, dominancia apical e expansdo foliar
(BAJGUAZ et al, 2009). Os brassinosterdides de maneira geral, contribuem de forma
efetiva nos mecanismos de tolerancia das plantas a diversos tipos de estresses abioticos
(LARRE et al., 2011).

Tabela 1. Namero de folhas, altura da planta, didmetro do colmo, massa seca da raiz,

colmo e folha em funcdo da interacdo do manejo hidrico, da inoculacdo com
azospirillum e concentracdes de brassinosterdides em plantas de milho.

Irrigacéo Inoculacéo Brassinosteroides (uM)
0 0,3 0,6
Numero de folhas
Irrigado Presenca 15,25Aaa” 13,75Aaa 14,25Aaa
Irrigado Auséncia 14,50Aac 14,00Aaa 14,75Aaa
Déficit hidrico Presenca 14,00Aac 13,75Aaa 12,50Aap
Déficit hidrico Auséncia 15,25Aa0 12,75Abao 15,00Aabao
CV (%) 9,80
Altura de planta (cm)
Irrigado Presenca 65,00Aaa 49,25Aa0 43,50Aap
Irrigado Auséncia 71,75Aa0 55,00Aac 64,75Aa0
Déficit hidrico Presenca 59,25Aaa 54,75Aaa 51,25Aa0
Déficit hidrico Auséncia 64,25Aa0 48,75Aaa 60,75Aa0
CV (%) 24,20
Diametro do colmo (mm)
Irrigado Presenca 21,53Aaa 16,35Aaa 19,76Aaa
Irrigado Auséncia 23,77Aaa 16,73 Aaa 18,23Aaa
Déficit hidrico Presenca 20,13Aaa 17,56Aaa 14,33 Aaa
Déficit hidrico Auséncia 20,50Aaaq 16,47 Aao 15,65Aaa
CV (%) 29,63
Matéria seca da raiz ()
Irrigado Presenca 51,25Aa0 50,00Aaa 38,75Aa0
Irrigado Auséncia 51,25Aaa 43,75Aaa 62,50Aac
Déficit hidrico Presenca 53,75Aaa 46,25Aaa 41,25Aa0
Déficit hidrico Auséncia 52,50Aaa 40,00Aaa 53,75Aaa
CV (%) 54,97
Matéria seca do colmo (g)
Irrigado Presenca 50,00Aaan 40,00Aaa 43, 75Aaa
Irrigado Auséncia 60,00Aac 45,00Aan 40,00Aaa
Déficit hidrico Presenca 41,25Aaa 30,00Aac 28,75Aa0.
Déficit hidrico Auséncia 37,50Aaa 33,75Aa0 45,00Aan
CV (%) 44,26
Matéria seca das folhas (g)
Irrigado Presenca 40,00Aan 31,25Aa0 31,25Aa0
Irrigado Auséncia 42,50Aa0 31,25Aaa 36,75Aaa
Déficit hidrico Presenca 36,25Aa0 25,00Aaa 26,25Aa0
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Déficit hidrico Auséncia 36,25Aa0 28,75Aaa 31,25Aaa

CV (%) 2541

*Médias seguidas de mesma letra (letras maiusculas para regimes hidricos, letras
mindsculas para doses de brassinosteroides e letras gregas para inoculacdo com
Azospirillum brasilense) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de
probabilidade.

Na concentragdo 0 pM de brassinosterdide, os tratamentos com deficiéncia
hidrica na auséncia de inoculacdo apresentaram maior nimero de folhas do que as
plantas que receberam aplicacdo de 0,3 uM, ndo diferindo, entretanto, estatisticamente
das plantas que receberam a maior concentragdo (0,6 uM). Esse resultado demonstra
que em condigdes de estresse hidrico e auséncia de bactéria, as plantas de milho
apresentaram maior ndmero de folhas, na menor e maior concentracdo de
brassinosterdides, isso pode ter ocorrido devido o tempo de exposi¢do dos tratamentos
ao deéficit hidrico (7 dias) ndo ter sido suficiente para causar um decréscimo nas folhas,
possivelmente porque o solo ainda permanecia Umido, pois o estresse hidrico esta

diretamente ligado com a quantidade de agua existente no solo (FARIAS, 2005).

Para o parametro altura da planta, observa-se que os tratamentos irrigados na
auséncia de inoculagdo e na maior concentragdo de brassinosterdides apresentaram
maiores valores (64,75Aaa) de altura em relagdo as plantas na presenca de inoculante
nas mesmas condigoes de estudo (43,50AapP), demostrando que a aplicagdo do analogo
de brassinosteroide na concentragdo 0,6 uM estimulou o crescimento das plantas
quando em condic¢des de suprimento hidrico. Isso se deve provavelmente, ao fato dos
brassinosterdides terem a funcdo de promover o aumento do tamanho das células, e

consequentemente estd envolvido no alongamento do caule.

O diametro do colmo, a massa seca da raiz, do colmo e da folha ndo sofreram

efeito significativos (Tabela 01).

Ao analisar a Tabela 2, observa-se que o conteudo relativo de agua, foi maior
nos tratamentos irrigados tanto na presenca ou auséncia de inoculantes e em todas as
concentragfes de brassinosteroides em comparacdo com as plantas controle. Essa
reducdo do contetdo relativo de &gua nas plantas sob estresse hidrico ocorreu
provavelmente devido a baixa quantidade de agua disponivel no solo, além disso com a
transpiragdo as plantas acabam perdendo &gua para a atmosfera tornando-se assim

murcha, uma vez que a planta ndo consegue retirar agua do solo.
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A determinacdo do contetdo de agua na planta (%) é utilizada em estudos de
adaptacdo de plantas a condigdes de seca (JONES, 2007). Fioreze et al. (2011)
estudaram o comportamento de cultivares de soja submetidos a intensa restri¢do hidrica.
Esses autores observaram que o contetdo relativo de agua (%) dos gendtipos que foram
submetidos a um intenso déficit hidrico reduziu em comparacao aos grupos que foram

bem irrigados, sendo 0 mesmo observado no presente trabalho.

Segundo Cooper et al., (2012), essa retencdo pode estar relacionada a maior
densidade e ao maior conteddo de argila, resultando em uma grande proporcéo de
microporos e consequentemente, maior retencdo de agua. Conforme a quantidade de
agua no solo diminui, a suc¢do do solo aumenta e a absor¢do de agua pelas raizes
dificulta, até que, no ponto de murcha permanente, a succdo do solo excede a sucgdo
que pode ser exercida pela planta, e a absorcdo tende a cessar. Contudo, estudos (CHA-
UM et al., 2010; PAIXAO et al., 2014) mostram que mesmo quando se alcanca um
ponto baixo de umidade no solo, uma quantidade pequena de &gua permanece a entrar

na planta, porém ndo é suficiente para manter o crescimento.

As plantas na auséncia de inoculagdo, irrigadas e concentracdo 0,3 puM de
brassinosterdides, apresentaram maiores conteudo relativo de &gua que as plantas
inoculadas na mesma condicéo estudada. O mesmo aconteceu para 0s tratamentos com
estresse, onde na auséncia de Azospirillum brasilense e em todas as concentracfes de
brassinosterdides, as plantas sem bactéria apresentaram maior contetdo relativo de dgua
que as plantas inoculadas (TABELA 2). Além disso, na concentragdo 0,6 uM de
brassinosterdides, as plantas com deficiéncia hidrica na presenca de inoculacdo
obtiveram maior contetdo relativo de agua.

Tabela 2. Conteddo relativo de agua, Clorofila a,b e Carotendides em funcdo da

interacdo do manejo hidrico, da inoculacdo com azospirillum e concentracbes de
brassinosterdides em plantas de milho.

Irrigagéo Inoculacao Brassinosteroides (M)
0 0,3 0,6
Conteddo relativo de agua (%)

Irrigado Presenca 90,29Aaa” 89,38Aap 91,66Aaa

Irrigado Auséncia 91,36Aaqa 92,34Aaa 91,38Aaaq

Deficit hidrico Presenca 56,34Bcp 62,61Bbp 70,88Baf

Déficit hidrico Auséncia 76,51Bao. 77,77Baa 79,32Baa.
CV (%) 2,2

Clorofila a (mg. kg™t MF)
Irrigado Presenca 0,038Aaa 0,018Baa 0,014Aaa
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Irrigado Auséncia 0,017Aaa 0,021Aaa 0,022Aaa

Déficit hidrico Presenca 0,018Aba 0,045Aaa 0,010Aba
Déficit hidrico Auséncia 0,032Aaa 0,027Aaa 0,025Aaa
CV (%) 61,28
Clorofilab ( mg. kg™ MF)
Irrigado Presenca 0,022Aaa 0,017Aaa 0,011Aaa
Irrigado Auséncia 0,037Aaa 0,015Baa 0,018Aaa
Déficit hidrico Presenca 0,021 Aaa 0,041Aaa 0,035Aaa
Déficit hidrico Auséncia 0,044Aaan 0,052Aaa 0,029Aaa
CV (%) 64,15
Carotendides ( mg. kg* MF)
Irrigado Presenca 0,15Aaa 0,15Aaa 0,12Aaa
Irrigado Auséncia 0,16Aaa 0,14Aaa 0,13Aaa
Déficit hidrico Presenca 0,12Aaa 0,15Aaa 0,13Aaa
Déficit hidrico Auséncia 0,14Aaa 0,15Aaa 0,18Aaaq
CV (%) 38,91

*Médias seguidas de mesma letra (letras maiusculas para regimes hidricos, letras
minUsculas para doses de brassinosterdides e letras gregas para inoculacdo com
Azospirillum brasilense) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de
probabilidade.

Observa-se na Tabela 2 que a clorofila a foi maior no tratamento com deficiéncia
hidrica na presenca de inoculacdo na concentracdo 0,3 uM de brassinosterdides em
relagdo as plantas irrigadas. Observa-se também que na concentragdo 0,3 uM de
brassinosterdides, os tratamentos com deficiéncia hidrica na presenca de inoculacao
apresentaram maiores teores de clorofila a em comparacdo com as demais
concentragdes (0 uM e 0,6 puM). Era esperado, em relacdo aos pigmentos
fotossintéticos, que o uso de Azospirillum brasilense auxiliasse na manutencdo dos
teores de clorofila, uma vez que a inoculagdo com esta bactéria faz com que se estimule
a sintese de novas moléculas de clorofila, conforme demostrado em trigo (BASHAN et
al., 2006).

Para a variavel clorofila b, as plantas com deficiéncia hidrica, na auséncia de
inoculagéo e concentragdo 0,3 uM de brassinosteroides apresentaram maiores teores do
que os tratamentos com irrigacdo na mesma condi¢do de estudo. Para a variavel
carotenoides, ndo foram verificados efeitos significativos (TABELA 2). Li et al.,
(2012), dizem que a agdo benéfica dos brassinosteroides podem ser observada no
contetdo dos pigmentos, provocada pela reducdo da degradacdo da clorofila, fazendo
com que ocorra a elevagédo dos teores de Clorofila a, Clorofila b e consequentemente
Clorofila total como demonstra os estudos em Chorispora bungeana, das quais foram

tratadas em condicdes de estresse hidrico com aplicacdo de brassinosteroides.
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Estudos realizados com aragazeiro submetidas a deficiéncia hidrica, néo
verificaram diferenca significativa para clorofila a, b, total e carotenoides (Freire et al.
2009). Estes resultados corroboram com os encontrados por Taiz e Zeiger (2004) que
afirmam que os teores de clorofilas ndo sofrem alteragdes ambientais (como déficit
hidrico), a ndo ser com o efeito da luz e da temperatura, pois sdo determinados

geneticamente.

Na tabela 3, observa-se os parametros carboidratos sollveis totais, sacarose e
amido nas folhas de plantas de milho. A varidvel carboidratos solUveis totais nas folhas
das plantas de milho, foram maiores nas plantas irrigadas na presenca de inoculantes e
na concentracdo 0 uM de brassinosterdides em relacdo as plantas com deficiéncia
hidrica. Entretanto, na auséncia de inoculante, nessa mesma concentracdo, as plantas
com estresse obtiveram maiores valores. Além disso, as plantas com deficiéncia hidrica
nas concentragdes 0,3 e 0,6 uM de brassinosterdides, tanto na presenca quanto auséncia
de inoculacéo, apresentaram maiores valores de carboidratos sollveis totais que as

plantas irrigadas na mesma condig&o.

A elevacdo do teor de carboidratos, observados em condicdes de deficiéncia
hidrico no experimento, pode retratar um acimulo de osmorreguladores, afim de reduzir
os efeitos do estresse, ocasionando assim uma redu¢do do potencial hidrico celular a
nivel do solo, retardando dessa forma a desidratacdo celular e atenuando assim o0s
efeitos nocivos do estresse hidrico (ROXANA et al., 2014). Esses compostos podem ter
sido acumulados devido a elevacdo da sua biossintese ou pela degradacdo de moléculas
maiores, tais como o amido (SANTELIA e LAWSON, 2016). Resultados similares
relacionados ao crescente teor de carboidratos foram verificados por Dianat et al.

(2016), ao estudarem sobre Lippia citriodora em condicdo de estresse hidrico.

Na concentracdo 0 e 0,6 uM de brassinosteroides na presenca de inoculagéo, as
plantas irrigadas apresentaram maiores valores de carboidratos sollveis totais em
relacdo as com deficiéncia hidrica. No entanto, na auséncia de bactéria, as plantas com
estresse nas maiores concentragdes de brassinosteroides 0,3 e 0,6 uM apresentaram
maiores valores em relagdo aos tratamentos irrigados (TABELA 3). As plantas
irrigadas na presenca de inoculagdo, nas concentracdes 0,3 e 0,6 pM de
brassinosterdides apresentaram maiores valores de carboidratos sollveis totais que as

plantas irrigadas na auséncia de bactéria nas mesmas concentragdes. Enquanto para as
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plantas estressadas, os tratamentos sem inocula¢do nas concentragdes 0 ¢ 0,6 uM de

brassinosterdides foram maiores.

Na concentracdo 0,3 uM, as plantas irrigadas na presenca de inoculagdo
apresentaram maiores valores de carboidratos solUveis totais. O mesmo ocorrendo com
os tratamentos irrigados na auséncia de inoculagdo na concentracdo 0,3 pM, nao
diferindo, entretanto, da concentragdo 0 (TABELA 3). Enquanto para as plantas
estressadas, na presenca de inoculante, os valores de carboidratos soltveis totais foram
maiores nos tratamentos com concentragdes 0,3 e 0,6 uM de brassinosterdides. Ja na
auséncia de inoculante, as plantas estressadas apresentaram maiores valores na
concentragdo 0 uM. Ha relatos de que os brassinosterdides desempenham um papel
regulador no metabolismo de carboidratos, uma vez que ao se aplicar esses hormonios,
eles promovem um aumento nas atividades de enzimas que sdo ligadas ao metabolismo
de aclcares (SCHLUTER et al., 2002; YU et al., 2004) e a concentracdo de carboidratos
em espécies distintas (SCHLUTER et al., 2002; YU et al., 2004; LISSO et al. 2006;
DALIO et al., 2011).

Tabela 3. Carboidratos sollveis totais, Sacarose e Amido em funcdo da interacdo do
manejo hidrico, da inoculacdo com azospirillum e concentracdes de brassinosteroides
em folhas de plantas de milho.

Irrigacdo Inoculagéo Brassinoster6ides (M)
0 0,3 0,6
Carboidratos sollveis totais (mmol de Glu.g™)

Irrigado Presenca 2,16Aba. 2,45Baa 2,21Bba

Irrigado Auséncia 2,08Baba 2,21Bap 2,01Bbp
Déficit hidrico Presenca 2,04Bbp 3,10Aaa 3,15Aaf
Déficit hidrico Auséncia 3,82Aaa 3,17Aca 3,41 Aba

CV (%) 2,97

Sacarose (mg sacarose gt MS)

Irrigado Presenca 21,98Bca 26,70Baa. 23,98Bba

Irrigado Auséncia 20,63Bbp 22,39Baf 21,06Babp
Déficit hidrico Presenca 37,15Aap 30,43Acp 34,43Aba
Déficit hidrico Auséncia 38,68 Aan 33,30Aba 34,42 Abo

CV (%) 3,11

Amido (mmol de GLU/qg)

Irrigado Presenca 0,257Aaa 0,328Aaa 0,226Aaa

Irrigado Auséncia 0,199Aba 0,344Aaa 0,219Baba
Déficit hidrico Presenca 0,293 Aaa 0,334Aaa 0,234Aaf
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Déficit hidrico Auséncia 0,250Aba 0,356Aabo. 0,482Aaa

CV (%) 25,51

*Médias seguidas de mesma letra (letras mailsculas para regimes hidricos, letras
mindsculas para doses de brassinosteroides e letras gregas para inoculacdo com
Azospirillum brasilense) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de
probabilidade.

Na Tabela 3, também se observa que para o parametro sacarose nas folhas, as
plantas com deficiéncia hidrica, tanto na presenca quanto auséncia de inoculacéo e em
todas as concentragdes de brassinosterdides, apresentaram maiores valores em
comparagdo com as plantas irrigadas nas mesmas condi¢cdes. Em plantas sob restrigéo
hidrico, o nivel de sacarose é aumentado de maneira progressiva, e iSSo ocorre em
funcdo da biossintese de sacarose, em que este aumento provavelmente é promovido
pelo consequente aumento da atividade da enzima sacarose fosfato sintase, uma vez que
esta atua na célula fotossintética do citosol, com a funcéo de proteger a integridade das
membranas e das proteinas (HOEKSTRA et al., 2001), quando submetidas em
condicdes de estresse hidrico. Vieira et al., (2013) constataram que a cultivar UFUS
Riqueza apresentou, em condicdes de controle (1213,75 ug/g) e estressadas (1387,917
Hg/g), a maior quantidade de sacarose presentes nas raizes primarias. Em seguida
destacou-se a cultivar MG/BR 46 Conquista na condi¢do controle (693,75 ug/g) e
estressada (1014,583 pg/g), e por ultimo a cultivar UFUS Xavante na condi¢do controle
(664,583 g/g) e estressada (782,917 ug/g).

As plantas irrigadas na presenca de inoculante e em todas as concentracdes de
brassinosterdides apresentaram maiores valores de sacarose que as plantas irrigadas sem
inoculagdo. Enquanto as plantas estressadas, na auséncia de bactéria, obtiveram maiores
valores nas concentragdes 0 e 0,3 uM que as plantas inoculadas nas mesmas
concentracdes. Sala et al., (2007), afirmam que os beneficios relacionados a inoculagéo
com bactérias diazotréficas na cultura do milho, depende de vérios fatores, tais como o
genotipo da planta, as estirpes selecionadas e as inter-relagdo entre ambos e o meio

ambiente.

Os tratamentos irrigados na presenca de inoculante e concentra¢do 0,3 uM de
brassinosterdides, mostraram maiores valores de sacarose. Enquanto na auséncia de
inoculante, os maiores valores foram encontrados também na concentracdo 0,3 uM,

porém ndo diferiu estatisticamente dos valores encontrados na concentracdo 0,6 uM. Ja
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as plantas com deficiéncia hidrica, tanto na presencga quanto auséncia de inoculante, os
valores de sacarose foram maiores nas concentracdes 0 uM de brassinosterdides
(TABELA 3).

Para o parametro amido (TABELA 3) as plantas com deficiéncia hidrica na
auséncia de inoculacdo apresentaram 0s maiores valores na concentragdo 0,6 uM de
brassinosterdides em relacdo as plantas irrigadas. Além disso, na auséncia de inoculagdo
as plantas estressadas na concentragdo 0,6 uM apresentaram maiores valores de amido.
Sendo considerado uma molécula complexa de carboidrato, o amido é constituido
principalmente de glicose de extensas cadeias interligadas através de ligacGes
glicosidicas, essa molécula também é a principal forma de armazenamento de energia
nas plantas (COLLI, 2008; TAIZ; ZEIGER, 2017).

Em determinadas condicdes nas folhas das plantas, a molécula de amido pode
ser hidrolisada e transportada para o sistema radicular, do qual é o principal 6rgdo de
reserva das plantas, assim essas moléculas serdo oxidadas com a finalidade de se utilizar
a energia presente nelas afim de se realizar as atividades metabdlicas essenciais, uma
vez que os acgucares na forma mais simples que sdo aproveitados pelos vegetais. Além
disso, a conversdo de amido em sacarose € a principal via e estratégia de defesa das
plantas onde elas buscam propiciar o equilibrio osmético e assim atenuar os efeitos
causados pela deficiéncia hidrica no sistema, possibilitando dessa maneira que
atividades essenciais continuem sendo desenvolvidas (GEIGENBERGER et al., 1997).

As plantas irrigadas na auséncia de inoculacdo, obtiveram menores valores de
amido na concentragdio 0 uM de brassinosterdides, ndo diferindo dos valores
encontrados na concentragdo 0,6 uM. Enquanto para as plantas estressadas, sem
inoculacdo foram maiores na maior concentracdo de brassinosterdides, ndo diferindo

dos valores encontrados na concentragdo 0,3 uM.

Na Tabela 4, observa-se os parametros carboidratos solUveis totais, sacarose e
amido nas raizes das plantas de milho, onde é possivel observar que os tratamentos
irrigados inoculados e sem a presenca de brassinosterdides (0 uM) apresentaram
maiores valores de carboidratos sollveis totais, entretanto, nas concentra¢des 0,3 e 0,6
UM de brassinosteroides, as plantas com deficiéncia hidrica obtiveram maiores valores.
Enquanto na auséncia de inoculacdo, as plantas estressadas obtiveram maiores valores
dessa variavel em todas as concentragdes de brassinosterdides.
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Tabela 4. Carboidratos solUveis totais, Sacarose e Amido em fun¢do da interacdo do
manejo hidrico, da inoculagcdo com azospirillum e concentracBes de brassinosteroides
em raizes de plantas de milho.

Irrigacéo Inoculagéo Brassinosteroides (uM)
0 0,3 0,6
Carboidratos soltveis totais (mmol de Glu.g™)

Irrigado Presenca 0,615Aba 0,734Baa 0,656Bba

Irrigado Auséncia 0,630Baba 0,661Baf 0,599Bbp
Déficit hidrico Presenca 0,536Bbp 0,944 Aaaq. 0,946Aap
Déficit hidrico Auséncia 1,037Aba 0,927Aca 1,149Aa0

CV (%) 3,32

Sacarose (mg sacarose gt MS)

Irrigado Presenca 7,92Bba. 9,33Baa. 8,29Bba

Irrigado Auséncia 7,21Bbp 7,91Bap 7,45Babf
Déficit hidrico Presenca 12,97Aap 10,65Acp 11,95Aba
Déficit hidrico Auséncia 13,44Aa0 11,51Aca 12,04Aba

CV (%) 3,15

Amido (mmol de GLU/qg)

Irrigado Presenca 0,072Bap 0,089Bap 0,148Aaa

Irrigado Auséncia 0,271Aaa 0,268Aaa 0,251Aaa
Déficit hidrico Presenca 0,460Aaa 0,512Aaa 0,086Aba
Déficit hidrico Auséncia 0,102Baf 0,154Aap 0,194Aaq

CV (%) 39,88

*Médias seguidas de mesma letra (letras maiusculas para regimes hidricos, letras
mindsculas para doses de brassinosterdides e letras gregas para inoculacdo com
Azospirillum brasilense) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de
probabilidade.

Na presenca de inoculacdo, as plantas irrigadas apresentaram maiores valores de
carboidratos solUveis totais na raiz nas concentracdes 0,3 e 0,6 uM, em relacdo as
plantas irrigadas sem inocula¢do nas mesmas concentragcdes. Enquanto as plantas com
deficiéncia hidrica, sem inoculacdo, obtiveram maiores valores nas concentracdes O e
0,6 uM em relacdo as plantas com estresse na presenca de bactéria. As plantas irrigadas
inoculadas tiveram maiores valores na concentragdo 0,3 uM de brassinosteroides. Assim
como as plantas irrigadas na auséncia de inoculante na mesma concentragdo de
brassinosterdides, ndo diferindo, entretanto, dos valores encontrados na concentragdo
zero (TABELA 4).

As plantas com estresse na presenca de inoculagdo apresentaram menores

valores de carboidratos soluveis totais na concentracio 0 uM de brassinosterdides.
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Enquanto na auséncia de inoculante, o0 menor valor foi observado na concentracéo 0,3
pM.

Observa-se ainda, que para o parametro sacarose, os tratamentos com deficiéncia
hidrica, com ou sem inoculacdo e em todas as concentracGes de brassinosteroides,

apresentaram maiores valores em relacéo aos tratamentos irrigados.

Na presenca de inoculacdo, as plantas irrigadas obtiveram maiores valores de
sacarose em todas as concentragfes de brassinosterdides em relacéo as plantas irrigadas
sem inoculacdo. Entretanto, na auséncia de inoculante, as plantas com deficiéncia
hidrica obtiveram maiores valores dessa varidvel nas concentraces 0 e 0,3 uM de
brassinosteréides quando comparadas com as plantas com deficiéncia hidrica

inoculadas.

Na concentragdo 0,3 puM, na presenca de inoculante, as plantas irrigadas
apresentaram maiores valores de sacarose, assim como na auséncia de inoculagéo, ndo
diferindo esta por sua vez dos valores encontrados na concentragdo 0,6 uM (TABELA
4). Enquanto também nas plantas irrigadas na auséncia de inoculagdo, 0s maiores
valores de sacarose foram observados na concentracdo 0,3 puM, ndo diferindo dos
valores obtidos nos tratamentos de maior concentracdo de brassinosterdides. Para os
tratamentos com estresse, tanto na presenga quanto na auséncia de inoculagdo, os

menores valores dessa variavel foram encontrados na concentragdo 0,3 uM.

Observando a variavel amido nas raizes das plantas (TABELA 4), as plantas
com deficiéncia hidrica obtiveram maiores valores na presenca de inoculacdo nas
concentragdes 0 e 0,3 uM de brassinosterodides em relacao as irrigadas. Entretanto, na
auséncia de inoculacdo, as plantas irrigadas na concentragio 0 puM apresentaram
maiores valores. Além disso, os maiores valores também foram encontrados nas plantas
irrigadas, na auséncia de inoculagdo, nas concentracdes 0 e 0,3 uM de brassinosterdides.
Ja as plantas com deficiéncia hidrica, os maiores valores foram obtidos na presenca de
inoculagdo nas concentragdes 0 e 0,3 M. Os tratamentos com estresse na presenga de
inoculacdo, apresentaram menores valores de amido na maior concentragdo de
brassinosterdides. REIS et al. (2000) relataram que em muitos casos, a auséncia de
resposta a inoculacdo com bactérias diazotréficas nas sementes, tem sido relacionada ao
uso inadequada de linhagens. No entanto, ha consenso de que o gendtipo da planta é o
principal fator para que se tenha sucesso na associagéo entre planta e microrganismo.
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3.5 CONCLUSOES

A interacdo dos brassinosterdides com a Azospirillum brasilense proporcionaram
um incremento no conteudo relativo de agua, na clorofila a e no teor de carboidratos
sollveis totais nas folhas e nas raizes das plantas de milho submetidas ao estresse

hidrico.

Os brassinosteroides de forma isolada, mitigou as influéncias negativas
ocasionadas pela deficiéncia hidrica, proporcionando incrementos no nimero de folha,

na clorofila b e no teor de amido nas folhas
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4  CAPITULO II: METABOLISMO DO NITROGENIO EM MILHO SUBMETIDO
A DEFICIENCIA HIDRICA, A BRASSINOSTEROIDES E AZOSPIRILLUM

41 RESUMO

O metabolismo do nitrogénio nas plantas é afetado intensamente pelo estresse hidrico, o
que acaba resultando na reducédo da sintese de proteinas e acumulacdo de aminoacidos,
amonia e poliaminas livres. Assim, estudos com Azospirillum brasilense, bem como de
horménios atenuadores de deficiéncia hidrica tais como os brassinosteroides, vem sendo
cada vez mais desenvolvidos. Objetivou-se com este trabalho avaliar a influéncia da
aplicacdo de brassinosteroide e azospirillum no metabolismo do nitrogénio em plantas
de milho submetidas a condi¢cbes de estresse hidrico. O experimento foi desenvolvido
em casa de vegetal, com um hibrido de milho (K9606 VIP3). O delineamento
experimental utilizado foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2x2x3, com
seis repeticbes. O primeiro fator corresponde a dois regimes hidricos (presenca de
deficiéncia hidrica e auséncia de deficiéncia hidrica). O segundo fator corresponde a
inoculagdo via semente (no momento da semeadura) do Azospirillum brasilense e
auséncia de inoculacdo. E o terceiro fator corresponde a aplicacdo de trés concentracdes
de brassinosteréides (0, 0,3 e 0,6 uM). Determinou-se o nitrato; redutase do nitrato;
amonio livre; aminodcidos solUveis totais; proteinas sollveis; prolina; glicina betaina e
a glutamina sintetase. As plantas de milho submetidas a deficiéncia hidrica
apresentaram valores mais elevados de amoénio, menores concentracfes de proteinas nas
folhas e de glutamina. A redutase do nitrato apresentou reducdo de sua atividade nas
folhas sob condicGes de estresse, tanto na auséncia como presenca da bactéria. As
plantas com deficiéncia hidrica inoculadas ou ndo e nas concentracbes de Br,
apresentaram maiores valores de glicina. Houve um incremento de nitrato nas plantas
estressadas. Plantas com deficiéncia hidrica obtiveram incremento de prolina. As
plantas com deficiéncia hidrica tanto na presenca quanto na auséncia da bactéria
apresentaram sempre 0s maiores teores de aminoacidos. A aplicacdo de Azospirillum
brasilense interfere positivamente no metabolismo do nitrogénio tanto na folha quanto
na raiz da cultura do milho durante a ocorréncia de deficiéncia hidrica, assim como a
aplicacdo de brassinosterdides. O uso da bactéria promotora de crescimento vegetal
Azospirillum brasilense via semente e a aplicacdo de brassinosteréides, amenizam os
efeitos negativos no metabolismo do nitrogénio nas folhas e raizes causadas pela
ocorréncia da deficiéncia hidrica na cultura do milho.

Palavras-chave: hormonio; bactéria; Zea mays
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4.2 INTRODUCAO

Nas maiores areas produtoras do Brasil, as perdas de produtividade nas safras de
milho estdo relacionadas a disponibilidade de agua de cada regido (Hernandez et al.
2015), uma vez que a cultura é sensivel a deficiéncia hidrica, principalmente nas fases
do florescimento ao enchimento dos gréos. O metabolismo do nitrogénio nas plantas
também ¢é afetado intensamente pelo estresse hidrico, o que acaba resultando na reducao
da sintese de proteinas e acumulacdo de aminoacidos, amonia e poliaminas livres (Rabe
1993).

Os brassinosterdides (Br) € um tipo de fitormdnio com influéncia significativa
na promog&o do crescimento e esta associado a varios processos fisioldgicos, dentre eles
a melhora da resposta a diversos estresses abidticos, devido ao fato de estar envolvido
na ativacdo dos mecanismos de protecdo contra estresses oxidativos e na alteracdo
estrutural e permeabilidade das membranas celulares. Ele é eficiente em incrementar a

resisténcia, principalmente a altas temperaturas, seca e salinidade (Vardhini 2012).

Além da aplicacdo de hormoénios como os brassinosterdides, a utilizacdo de
bactérias Azospirillum brasilense apresenta-se como uma alternativa promissora para

melhorar o crescimento de gramineas como o milho através da fixag&o do nitrogénio.

O modo de acdo da bactéria Azospirillum brasilense quando associada com
gramineas, dispdes de liberacdo de fitohormonios, fixacdo de nitrogénio atmosférico,
reducdo do nitrato e aumento do poder de absorcdo de minerais pelas plantas (James
2000). De acordo com Spaepen, Vanderleyden e Okon (2009) a bactéria Azospirillum
brasilenses é capaz de produzir fitohormonios (auxina, citocinina e giberelinas) que
podem induzir o crescimento radicular e consequentemente melhorar absorcdo de agua

e nutrientes pelas plantas.

Diante deste contexto, sdo escassos 0s trabalhos relacionando os efeitos dos
brassinosteroides e da Azospirillum brasilenses na cultura do milho submetidas a
deficiéncia hidrica. Assim, objetivou-se com este trabalho avaliar a influéncia da
aplicacdo de brassinosteroide e azospirillum no metabolismo do nitrogénio em plantas

de milho submetidas a condicdes de estresse hidrico.
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4.3 MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido em casa de vegetal, que pertence a
Universidade Federal Rural da Amazénia (UFRA), localizado em Belém-Pard, cujas
coordenadas geograficas sdo 01° 27' 21" S, 48° 30' 16" W, no periodo de 10 de
Dezembro de 2019 a 28 de Janeiro 2020. Nessa regido, a temperatura média esta em
torno de 26,5°C, com instabilidade do ar significativa e umidade média em torno de
84% (Bastos et al., 2002).

Para a realizacdo do experimento utilizou-se as sementes de milho oriundas da
empresa KWS sementes (Klein Wanzleben e Saat), 0 hibrido K9606 VIP3, desenvolvido
pela Embrapa Amazoénia Oriental, que apresenta alta estabilidade produtiva, alto
rendimento, boa amplitude de plantio e espigas com pedinculo decumbente. O
delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial
2x2x3, com seis repeticdes, totalizando 72 unidades experimentais (Figura 01). O
primeiro fator corresponde a dois regimes hidricos (presenca de deficiéncia hidrica e
auséncia de deficiéncia hidrica). O segundo fator corresponde a inoculagdo via semente
(no momento da semeadura) do Azospirillum brasilense e auséncia de inoculacdo. E o
terceiro fator corresponde a aplicacdo de trés concentracGes de brassinosteroides (0, 0,3
e 0,6 uM ).

Assim, para execuc¢do do experimento, utilizou-se 72 baldes com capacidade de
15 Kg cada (diametro superior: 30 cm; didmetro inferior: 26 cm; altura: 33 cm), sendo
preenchido com um solo coletado na camada de 0 a 20 cm de profundidade (Amostras
do horizonte superficial de um Latossolo Amarelo Distrofico, textura média) no
Instituto de Ciéncias Agrarias (ICA) da UFRA. Apos a realizacdo da coleta do solo, as
amostras foram previamente peneiradas para retirada de impurezas e homogeneizadas.
Logo apos, foi retirada uma porcao dessas amostras e submetida a analises quimicas e

granulométricas, a fim de caracterizar a fertilidade e a textura do solo.

Realizou-se a andlise quimica do solo, para fins de fertilidade, no qual foi
determinada no laboratério de solo do Instituto Brasileiro de Andlises (IBRA), de
acordo com os métodos descritos pelo lac (2001) e Embrapa (2009) obtendo-se 0s
seguintes resultados: = 99 g/Kg; Silte = 102 g/Kg; Areia Total = 799 g/Kg; Textura
arenosa; M. O =34 g/dm3; COT =20 g/dm3; pH (CaCl?)=5,3; pH Tampao (SMP)=6,41
mmolc/dms3; H® + Al 3= 27 mmolc/dm3; Al 3 ( KCD)= 0 mmolc/dms3; H°® = 27
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mmolc/dm?3; C.T.C. =72,1 mmolc/dm3; S.B. =45,1%; V% =63%; m% =0%; Al na CTC
=0; Hna CTC = 37,4; (NO3 + NHa) - N Total = 2388 ppm; Fésforo (P) = 77 mg/dms;
Potassio (K) = 2,5 mmolc/dm3; Magnésio (Mg) = 14 mmolc/dm3; Célcio (Ca) = 28
mmolc/dm3; Enxofre (S)= 10 mg/dm3; Na = 0,6 mmolc/dms; Ca/K = 11,2; Ca/Mg = 2;
Mg/K = 5,6; Ferro (Fe) = 168 mg/dm3; Manganés (Mn) = 15,5 mg/dms3; Cobre (Cu) =
0,1 mg/dm3; Zinco (Zn) = 18 mg/dms3; Boro (B) = 2,51 mg/dm3; Molibdénio (Mo) = 0,2
mg/dm3. Levando-se em consideracdo: Prof.: 0 a 20 cm e densidade 1,0.

Antes do semeio, as sementes de milho que foram inoculadas com Azospirillum

foram separadas. Assim, misturou-se 200 g de inoculante (sélido turfoso milho — Zea

mays, Azopirillum brasilense - Estirpes AbV5 e AbV6) em 1 ml de agua destilada, logo

em seguida adicionou-se as sementes e se fez o plantio (FIGURA 01).
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Figura 01. Preparacdo das sementes para o plantio, A) (inoculante sélido), B) (sementes
de milho), C) (agua destilada), D) (homogeneizacdo) e E) (inoculacdo das sementes).

A irrigacdo foi feita diariamente adicionando-se agua até atingir a capacidade de
campo de cada balde, sendo essa observada através do escorrimento no fundo dos
baldes. As plantas de milho foram obtidas a partir da germinacéo inicial de cinco
sementes por vaso, com posterior manutencdo de apenas uma planta, por meio do

desbaste.

Quinze dias apos o plantio foi realizada a primeira aplicacdo de
brassinosterdides nas concentracbes 0 (Plantas controle, sem aplicacdo de
brassinosterdides); 0,3 e 0,6 uM Br (Sigma-Aldrich, USA), as solucbes foram
preparadas dissolvendo o soluto em etlianol seguido de diluicdo com agua Milli-Q
[etlianol: &gua (v / v) = 1: 10.000] (Ahammed et al. 2013); as plantas estavam no
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estagio V3 (trés folhas completamente expandidas). Assim, para a aplicacéo utilizou-se
72 ml de epnobrassinolideo em cada aplicacdo. Inicialmente separou-se 100 ml de
epnobrassinolideo para a concentracdo de 0,3 uM e 100 ml para a concentragdo de 0,6
uM. Nos 100 ml de cada concentragdo foram adicionados 5 ml de tween20 como agente

surfactante.

Ao todo foram realizados duas aplicacBes, a primeira, 15 dias apds o plantio
(DAP) com as plantas no estadio V3 e a segunda 30 DAP com plantas no estadio V7. A
aplicacdo foi feita aplicando 3 ml de epnobrassinolideo por planta na face adaxial (em
cima) das folhas do terco médio das plantas, sempre no final da tarde (17h e 18h), com a

finalidade de evitar perdas por evaporacdo e deriva.

Dez dias ap6s a Ultima aplicacdo de epnobrassinolideo, foi aplicado o estresse
hidrico severo nos tratamentos que receberiam o estresse, com suspensdo total da agua
(Disponibilidade hidrica 0%). Os demais tratamentos continuaram recebendo agua até a
retirada do experimento. Sete dias apds a suspensdo da irrigacao, foi realizada a retirada

das plantas.

A coleta das plantas ocorreu ao 47° DAP as 04:30 h. Logo apds, as plantas foram
separadas em folha, colmo e raiz, sendo as raizes lavadas em agua corrente. Estes foram
armazenados em sacos de papéis e colocados na estufa de ventilacdo de ar forcada a
65°C por 48 h. Ap6s a secagem foram pesados as folhas e as raizes e moida em moinho
tipo Wiley, sendo devidamente armazenado em tubos de falcon onde foram conduzidas
as analises bioguimicas no laboratério de estudos da biodiversidade em plantas
superiores (EBPS).

Avaliou-se 0s seguintes parametros: Nitrato (NOs3"), utilizando-se o método
preconizado por Cataldo et al. (1975); a Atividade da enzima redutase do nitrato (RN)
determinada empregado o método in vivo preconizado por Hageman e Hucklesby
(1971); o Amoénio livre (NH4™) determinado de acordo com o método de Weatherburn
(1967); os Aminoacidos solUveis totais, determinados segundo o método descrito por
Peoples et al. (1989); os teores de Proteinas solUveis, determinados pelo método
descrito por Bradford (1976); a Prolina, de acordo com o método empregado por Bates,
Waldren e Teare (1974), com adaptacgdes feitas por Lobato e Ferreira; a Glicina betaina,
determinado pelo método preconizado por Grieve e Grattan (1983), e a Atividade da

glutamina sintetase, determinada pelo método “in vitro” segundo Kamachi et al. (1991).
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Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANAVA) pelo teste F (p <
0,05) e as medias obtidas foram submetidas ao teste de Tukey (p<0,05), utilizando-se o

programa computacional SISVAR versdo 5.4 (Ferreira, 2010).

4.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao analisar o amonio nas folhas de milho, apenas os regimes hidricos (Irrigado e
deficiéncia hidrica), na condicdo dos outros fatores iguais, inoculados e nas
concentragdes 0 uM e 0,3 uM brassinosteroides, observa-se que houve diferenca
significativa (TABELA 1). Onde as plantas de milho submetidas a deficiéncia hidrica
apresentaram valores mais elevados de amonio nas folhas. Esse resultado esta ligado
provavelmente ao fato da bactéria do género Azospirillum, poder atuar no crescimento
das plantas por meio da reducdo do nitrato que esta na raiz, a amonio. Ferreira et al.
(1987) observaram, por exemplo, que bactérias desse género podem atuar no
crescimento vegetal através da reducdo do NO3™ nas raizes das plantas. Assim, as
plantas ndo gastariam energia para fazer a reducdo do nitrato até amdnia, sendo essa
energia podendo ser direcionada para outros processos vitais do metabolismo das

plantas (Reis Junior et al. 2008).

Houve diferenca significativa para o0 aménio ao comparar as plantas de milho
irrigadas e com deficiéncia hidrica na auséncia da inoculacdo com a azospirillum,
somente na dose de 0 uM brassinosteroides. Nesse caso nem o brassinosterdide e nem a
bactéria influenciaram a concentracdo de aménio, no qual as plantas submetidas a
deficiéncia de &gua apresentaram as maiores concentracdo de aménio na folha. Esses
resultados se devem provavelmente a reducéo da atividade de glutamina sintetase. 1sso
porgue, mesmo que essa enzima possua substrato (aménio) suficiente para a ativacao
desta enzima, a falta de energia (ATP) e a reducdo de glutamato no meio celular, por
meio de um possivel decréscimo da taxa fotossintética e do metabolismo dos
aminoacidos, sdo essenciais para que a atividade desta enzima seja mantida (Oliveira
Neto 2008).

Ao analisar apenas as concentra¢@es de brassinosterdides (0; 0,3 e 0,6 uM), na
condigéo dos outros fatores iguais, observa-se que houve diferenga significativa entre as

doses de brassinosteroides em plantas irrigadas na auséncia da azospirillum. Indicando
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que as concentragdes de amonio foi diminuindo na presenca de brassinosteroide e sem
efeito atenuador da bactéria (TABELA 1).

Observa-se ainda, que também houve diferenca significativa nas plantas com
deficiéncia hidrica tanto na presenca quanto na auséncia da azospirillum nas diferentes
doses de brassinosteroides, no qual as plantas de milho que sofreram deficiéncia hidrica
na presenca da bactéria apresentaram os menores valores de amonio na dose de 0,6 uM
de brassinosteroides, indicando que a presenca da bactéria associada a maior dosagem
de Dbrassinosteroide causou decréscimo nas concentracdes de amoénio na folha.
Enquanto, as plantas de milho que sofreram deficiéncia hidrica na auséncia da bactéria
apresentaram maiores concentracfes de amonio na dose 0 uM de brassinosteroides e
menores nas doses 0,3 uM de brassinosteroides e 0,6 uM de brassinosteroides,
indicando que as doses de brassinosterdide contribuiram para reduzir a concentracdo de

amonio na condicdo de deficiéncia hidrica sem influéncia da bactéria.

Quando se analisa somente a acdo da azospirillum, ou seja, dois fatores
(presenca e auséncia), estando os outros fatores em condic¢des iguais, verifica-se que
houve diferenca significativa apenas nas plantas submetidas a deficiéncia hidrica nas
doses 0 uM e 0,3 uM. No qual, na dose 0 uM de brassinosteroides, as maiores
concentracfes de aménio nas plantas foram observadas na auséncia da bactéria e na
dose 0,3 uM brassinosteroides as maiores concentragdes foram verificadas na presenca
da bactéria (TABELA 1).

Tabela 1. Aménio, Proteina e Redutase do nitrato em folhas de plantas de milho em

funcéo da interagdo do manejo hidrico, da inoculagdo com azospirillum e concentragdes
de brassinosteroides.

Irrigacdo Inoculacdo Brassinosteroides (uM)
0 0,3 0,6
Amdnio (mmol NHs*Kg1MS)
Irrigado Presenca 5,81Baa* 5,56Baa 4,21Aaa
Irrigado Auséncia 6,70Baa 3,71Aba 2,82Aba
Déficit hidrico Presenca 9,09Aap 10,19Aaa 3,50Aba
Déficit hidrico Auséncia 12,43Aan 3,03AbpB 2,27Aba
CV (%) 22,61
Proteina (mg de proteina/ g MS)
Irrigado Presenca 20,84Aaa 26,34Aaa 22,88Aaf
Irrigado Auséncia 22,10Aba 23,66Aaba 28,69Aaa
Deficit hidrico Presenca 14,83Bba 23,36Aaa 24,07Aaa
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Déficit hidrico Auséncia 7,95Bbp 20,26 Aaa 24,17Aao

CV (%) 15,9
Redutase do nitrato (umoles de NO2.g.tMS)
Irrigado Presenca 1,69Aba 1,83Abp 2,39Aaa
Irrigado Auséncia 1,75Aba 2,24Aao 2,10Aaba
Déficit hidrico Presenca 0,32Bba 1,03Bap 0,83Baa
Déficit hidrico Auséncia 0,09Bca 1,57Baa 1,01Bba
CV (%) 16,04

*Meédias seguidas de mesma letra (letras mailsculas para regimes hidricos, letras minGsculas para doses de
brassinosterdides e letras gregas para inoculagdo com Azospirillum brasilense) ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.

Quando se analisa somente os regimes hidricos para a concentracdo de proteina
nas folhas, verifica-se que houve diferenca estatistica comparando as plantas de milho
irrigadas e com deficiéncia hidrica na presenca da inoculagdo com a azospirillum, na
dose de 0 uM de brassinosteroides. O mesmo ocorreu nas plantas irrigadas e com
deficiéncia hidrica na auséncia da azospirillum e O uM de brassinosteroides (TABELA
1). Assim, as plantas de milho submetidas a deficiéncia hidrica apresentaram menores
concentracOes de proteinas nas folhas. Esse resultado demonstra que quanto menor o
potencial hidrico do solo, maior a atividade das enzimas proteoliticas que séo
responsaveis pela degradacdo das proteinas de reserva das plantas, reduzindo os teores
destas nas folhas, além da redu¢ao da sintese “de novo” das mesmas durante a falta de
agua (Freitas 2014).

Estudos realizados por Paula et al. (2013), encontraram valores das médias das
plantas analisadas no periodo seco uma redu¢do nos teores de proteinas sollveis totais
de 34% em comparacdo com as plantas analisadas no periodo chuvoso. Esse tipo de
estresse, possivelmente interfere no metabolismo bioquimico da planta basicamente e a
planta muda o comportamento metabdlico como uma forma de defesa contra falta de

agua.

Observa-se (TABELA 1) que quando se analisa apenas as concentracOes de
Brassinosteroides, ocorre diferenca significativa no teor de proteinas das plantas
submetidas as doses de brassinosteroides em plantas irrigadas na auséncia da
azospirillum, no qual as maiores concentragcdes de proteina foram verificadas na dose
0,6 uM e menor na dose 0 uM e dose 0,3 uM de brassinosteroides. Também houve

diferenga significativa em plantas que sofreram deficiéncia hidrica na auséncia da
52



bactéria. Observa-se ainda, que houve diferenca significativa nas plantas com
deficiéncia hidrica apenas na presenca da azospirillum nas diferentes doses de
brassinosteroides.

Quando se analisa apenas a acdo da azospirillum, verifica-se que houve
diferenca significativa apenas nas plantas submetidas a deficiéncia hidrica na dose 0 uM
de brassinosteroides. Também houve diferenca nas plantas que receberam irrigacdo na
dose 0,6 uM, ou seja, as plantas irrigadas na maior dosagem de brassinosteroides
apresentaram o maior teor de proteina sem a presenca da bactéria, indicando que a

bactéria nessa dosagem teve efeito negativo em relacdo a producédo de proteinas.

Ao analisar apenas os regimes hidricos (TABELA 1) para a redutase do nitrato
nas folhas, verifica-se que houve diferenca estatistica comparando as plantas de milho
irrigadas e com deficiéncia hidrica na presenca e na auséncia da inoculacdo com a

azospirillum, em todas as doses de brassinosteroides.

Assim, a redutase do nitrato apresentou redugéo de sua atividade nas folhas sob
condicBes de estresse hidrico, tanto na auséncia como na presenca da bactéria. Esses
resultados evidenciam que a deficiéncia hidrica nas plantas reduz a quantidade total da
atividade funcional da enzima redutase do nitrato, onde a falta de &gua no solo diminui a
atividade dessa enzima em virtude da reducdo do fluxo de agua pela corrente
transpiratdria e com isso também o fluxo de nitrato para as folhas, uma vez que essa

enzima é altamente dependente de seu substrato (Sharner e Boyer 1976).

Oliveira Neto (2011), demonstram que a enzima redutase do nitrato exibe uma
alta relacdo sintese: degradacdo mostra-se particularmente sensivel a reducdo do
potencial de agua em plantas. A baixa concentracdo de CO> é outro fator que contribui
bastante para a reducdo da atividade da RN (Kaiser e Huber 2001), quando as plantas se
encontram em deficiéncia hidrica, uma das muitas reacdes fisiologicas empregadas pela
planta para reduzir a perda d’agua é o fechamento estomatico, que acaba impedindo, ou
pelo menos dificultando, as trocas gasosas. Andrade-Netto (2005) estudando o
sombreamento em Caffea arabica relacionou o decréscimo da atividade da RN ao

fechamento dos estématos.

Ao analisar somente as concentracdes de brassinosterdides para a redutase do
nitrato nas folhas, ocorre diferenca significativa das plantas submetidas as doses de Br

em plantas irrigadas na presenca e na auséncia da azospirillum, no qual as maiores
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concentracdes de redutase do nitrato na presenca da bactéria foi encontrado na dose 0,6
uM e menor na dose 0 uM e dose 0,3 uM de brassinosteroides. Enquanto, na auséncia
da bactéria a maior dose foi observada na dose 0,3 uM, ndo diferindo da 0,6 pM.
Também houve diferenca significativa na redutase do nitrato em plantas que sofreram
deficiéncia hidrica na auséncia e na presenca da bactéria. Na presenca o maior teor de
redutase do nitrato foi observado na dose 0,3 uM e 0,6 uM. Enquanto, na auséncia o
maior teor foi encontrado na dose 0,3 puM.

Observando-se apenas a acdo da azospirillum na redutase do nitrato, verifica-se
que houve diferenca significativa nas plantas submetidas a irrigacdo na dose de 0,3 uM
e nas plantas que sofreram deficiéncia hidrica na dose 0,3 uM, indicando que na dose de
0,3 uM as plantas irrigadas e as com deficiéncia hidrica apresentaram o maior teor de
redutase do nitrato sem a presenca da bactéria, indicando que a bactéria e essa dosagem

teve efeito negativo em relagédo a producéo da redutase (TABELA 1).

Ao analisar a glicina-betaina nas folhas de milho apenas os regimes hidricos
(TABELA 2), observa-se que houve diferenga estatistica comparando as plantas de
milho irrigadas e com deficiéncia hidrica na presenca e na auséncia da inoculacdo com a
azospirillum em todas as doses de brassinosteroides. Onde é possivel observar que as
plantas com deficiéncia hidrica inoculadas ou ndo e nas concentracbes de
brassinosteroides, apresentaram maiores valores de glicina em relagdo as plantas
irrigadas. Na dose 0 uM os maiores valores de glicina na presenca da bactéria foram
observados nas plantas com deficiéncia hidrica. O mesmo foi observado para as doses
0,3 uM e 0,6 uM. Enquanto, na auséncia da bactéria a maior concentracao de glicina foi
encontrada nas plantas que sofreram deficiéncia hidrica em todas as doses de

brassinosteroides.

A prolina, a glicina-betaina e os carboidratos, entre 0s compostos organicos, sao
o0s solutos mais comumente acumulados em plantas quando em condicGes de estresse
(Ashraf et al. 2011). Além do ajustamento osmotico, esses solutos exercem um papel na
estabilizagdo de enzimas/proteinas e na protecdo da integridade da membrana (Bohnert
e Jensen 1996). O incremento nos niveis de glicina-betaina est4 associado a funcgéo de
ser um excelente ajustador osmotico em espécies vegetais, onde ocorre uma sinalizacéo
particular e aumento na sintese deste aminoacido consequentemente (Silva et al. 2009).

Em plantas jovens de cana-de-agucar (Saccharum spp.), Carlin e Santos (2009)
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obtiveram resultados semelhantes, onde se observou um acréscimo de glicina-betaina
sob deficiéncia hidrica, porém néo foi considerado prote¢do osmatica.
Tabela 2. Glicina betaina, Glutamina sintetase, Nitrato, Prolina e aminoacidos em folhas

de plantas de milho em fungdo da interacdo do manejo hidrico, da inoculagdo com
azospirillum e concentracdes de brassinosterdides.

Irrigacéo Inoculagéo Brassinosteroides (uM)
0 0,3 0,6
Glicina betaina (g de glicina betaina/g MS.)

Irrigado Presenca 9,00Bap* 8,96Baa 9,60Baa

Irrigado Auséncia 9,94Baa 9,25Baa. 10,03Baa
Déficit hidrico Presenca 26,11Aap 18,29Acp 22,37Abp
Déficit hidrico Auséncia 30,21 Aaa 22,70Aca 23,98 Aba,

CV (%) 3,85

Glutamina sintetase (mmoles de Y-glutamil-hidroximato / kg MS de tecido/hora.)

Irrigado Presenca 19,78 Aba 21,43Aaa 18,77AbpB

Irrigado Auséncia 18,94Aaan 19,58Aap 19,91Aaa
Déficit hidrico Presenca 9,17Bba 12,35Baa 12,84Baa.
Déficit hidrico Auséncia 8,39Bba 11,89Baa 12,20Baa

CV (%) 4,61

Nitrato (umoles de NO73/g MS)

Irrigado Presenca 1,23Bbp 0,86Bcp 1,71Bap

Irrigado Auséncia 2,44Bao. 1,77Bba 2,05Bba
Déficit hidrico Presenca 5,58 Abp 5,05AcP 6,19Aap
Déficit hidrico Auséncia 7,13Aaa 5,95Aca 6,72Abo

CV (%) 4,61

Prolina (umoles Pro/g MS)

Irrigado Presenca 3,09Bba 4,03Baa. 3,46Bba

Irrigado Auséncia 3,20Baa 3,17Bap 3,31Baa
Déficit hidrico Presenca 9,17Aap 5,22Acp 7,78 AbB
Déficit hidrico Auséncia 12,90Aa0 6,93Aca 8,73 Aba

CV (%) 5,39

Aminodcidos (umoles de A.A .g.”MS)

Irrigado Presenca 95,34Bba 104,37Baa 99,25Baba

Irrigado Auséncia 96,07Baa. 101,26Baa 98,58Baa.
Déficit hidrico Presenca 139,97Aaf 128,33Abp 134,15Aaba
Déficit hidrico Auséncia 150,50Aa0 135,84Aba. 131,66Aba.

CV (%) 3,38

*Médias seguidas de mesma letra (letras maiusculas para regimes hidricos, letras
minusculas para doses de brassinosteroides e letras gregas para inoculacdo com
Azospirillum brasilense) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de
probabilidade.

Ao analisar somente as concentracbes de brassinosteroides, observa-se que
houve diferenca significativa para a glicina apenas nas plantas com deficiéncia hidrica

tanto na presenca quanto auséncia da azospirillum nas doses de brassinosteroides, no
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qual as plantas de milho que sofreram deficiéncia hidrica na presenca da bactéria
apresentaram os valores mais elevados de glicina na dose 0 uM e menores na de 0,3
puM. O mesmo comportamento foi verificado nas plantas de milho que sofreram
deficiéncia hidrica na auséncia da bactéria, onde a maior concentracdo de glicina foi

encontrada na dose 0 uM e menor na de 0,3 uM.

Quando se analisa a acdo da azospirillum isolada, verifica-se que houve
diferenca significativa nas concentracdes de glicina nas plantas irrigadas somente na
dose 0 uM. Observou-se também diferenca significativas nas plantas submetidas a
deficiéncia hidrica nas doses 0 uM; 0,3 uM e 0,6 uM. No qual, as maiores
concentragfes de glicina nas plantas irrigadas ou com deficiéncia hidrica foram
observadas na auséncia da azospirillum (TABELA 2).

Em relacdo aos teores de glutamina sintetase, observa-se ao analisar somente 0s
regimes hidricos que houve diferenca estatistica entre as plantas irrigadas e com
deficiéncia hidrica na presenca e na auséncia da azospirillum em todas as doses de
brassinosteroides. Onde é possivel observar que as plantas com deficiéncia hidrica
apresentaram menores valores de glutamina em relacdo as irrigadas. Esses resultados
demonstram que quando em condicBes de deficiéncia hidrica, a enzima passa a ser
menos efetiva por conta das baixas concentragdes de ATPs no meio celular, reduzindo o
acucar disponivel para a producdo de energia e de poderes redutores uma vez que esta
enzima € dependente de energia oriunda da atividade fotossintética nas folhas e do

processo respiratorio nas raizes (Swarbreck et al. 2011; Tercé-Laforgue et. al. 2013).

Verificando apenas as doses de Br nas demais condi¢fes iguais, observa-se que
houve diferenca estatistica de glutamina apenas nas plantas irrigadas na presenca da
bactéria e nas plantas com deficiéncia hidrica tanto na presenca quanto na auséncia da
azospirillum. Para as plantas irrigadas na presenca da azospirillum o maior teor de
glutamina sintetase foi na dose 0,3 uM e para as plantas com deficiéncia hidrica na
presenca da bactéria o maior teor de glutamina foi nas doses 0,3 uM e 0,6 uM. O
mesmo foi observado nas plantas com deficiéncia hidrica na auséncia da azospirillum
(TABELA 2).

Ao se analisar a acdo da azospirillum isolada, observa-se que houve diferenca
significativa nas concentracdes de glutamina apenas nas plantas irrigadas nas doses 0,3
uM e 0,6 uM.
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Analisando o teor de nitrato nas folhas de milho considerando os regimes
hidricos (TABELA 2) observa-se que ocorreu diferenca estatistica de plantas irrigadas e
com deficiéncia hidrica na presenca e na auséncia de azospirillum em todas as doses de
brassinosteroides. Indicando que houve um incremento de nitrato nas plantas
estressadas, onde esse acréscimo se deve provavelmente a reducdo da atividade da

redutase do nitrato e do bombeamento de nitrato do vacuolo para o citoplasma celular.

Analisando o teor de nitrato nas folhas de milho considerando as doses de Br foi
encontrado diferenca estatistica em todas as doses com ou sem presenca de
azospirillum. Onde, observa-se que nas plantas irrigadas na presenca de azospirillum o
maior teor de nitrato foi observado na dose 0,6 uM e para as plantas irrigadas com
auséncia da bactéria o maior teor de nitrato na folha foi verificado na dose 0 pM.
Enquanto, nas plantas que sofreram deficiéncia hidrica na presenca da azospirillum
foram encontrados o maior teor de nitrato na dose 0,6 uM e para as plantas com

deficiéncia hidrica sem a aplicacdo da bactéria o maior teor de nitrato na dose 0 uM.

Ao analisar apenas a agdo da azospirillum nas folhas, observa-se que ocorreu
diferenca estatistica tanto nas plantas irrigadas como nas com deficiéncia hidrica em
todas as doses de brassinosteroides. Onde nas plantas irrigadas o teor de nitrato foi
maior na auséncia da bactéria nas doses 0 uM; 0,3 uM e 0,6 uM (TABELA 2).
Enquanto, nas plantas com deficiéncia o teor de nitrato teve 0 mesmo comportamento,
apresentando maiores teores na auséncia da bactéria O uM ; 0,3 uM e 0,6 uM de

brassinosteroides.

Quando se analisa o teor de prolina nas folhas levando em consideracédo os
regimes hidricos observa-se que ocorreu diferenca estatistica entre o teor de prolina nas
plantas irrigadas e com deficiéncia hidrica tanto na presenca como na auséncia de
azospirillum em todas as doses de brassinosteroides. Demonstrando que as plantas com
deficiéncia hidrica obtiveram um incremento no teor de prolina em relacdo as plantas
irrigadas. Estes resultados sé@o semelhantes aos encontrados por Filippou et al. (2014),
do qual relataram que, frequentemente, como um dos efeitos do estresse hidrico,
observaram incrementos do conteido de prolina como forma de atenuar as implicagdes

da escassez de agua em espécies vegetais.

Para Silva et al. (2012), plantas em condi¢cdes de deficiéncia hidrica, 0s
incrementos nos teores de prolina podem ser com o aumento da atividade de enzimas
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proteoliticas, que quando as plantas encontram-se em condicOes adversas, comecam a
promover uma maior disponibilidade deste aminoécido livre. A prolina livre é um “o-
aminoacido”, da qual possui um grupo amino ligado a dois a&tomos de carbono e sua
principal caracteristica como osmoprotetor deve-se a reducdo do potencial osmético da
célula, mantendo assim um equilibrio hidrico entre o vacuolo e o citoplasma (Kavi
Kishor et al. 2005, Ashraf et al. 2011). Estudos evidenciam que um critério para estudos
de toleréncia & seca é o acumulo de prolina livre, sendo este osmoprotetor utilizado
como indicador bioquimico-fisiologico de estresse hidrico (Dias 2014, Costa et al.
2015).

Ao analisar o teor de prolina nas folhas (TABELA 2) considerando somente as
doses de Br foi encontrado diferenca estatistica em todas as doses nas plantas irrigadas
na presenca da bactéria e nas plantas com deficiéncia hidrica tanto na presenca como na
auséncia, onde verificou-se que nas plantas irrigadas na presenca de azospirillum o
maior teor de prolina foi encontrado na dose 0,3. J& nas plantas com deficiéncia de agua
na presenca e na auséncia de azospirillum o maior teor de prolina foi verificado na dose
0 uM.

Ao analisar apenas a acdo da azospirillum nas folhas, observa-se que para a
prolina ocorreu diferenca estatistica tanto nas plantas irrigadas nas doses 0,3 uM e 0,6
uM, como nas com deficiéncia hidrica na presenca e na auséncia da bactéria nas doses 0
uM; 0,3 uM e 0,6 uM (Tabela 2).

Ao observar na Tabela 2 o teor de aminoacidos nas folhas levando em
consideragdo apenas os regimes hidricos, verifica-se que houve diferenca significativa
tanto nas plantas irrigadas como nas com deficiéncias hidricas na presenca e na auséncia
da bactéria em todas as doses de brassinosteroides. Assim, verifica-se que as plantas
com deficiéncia de agua tanto na presenca quanto na auséncia da bactéria apresentaram
sempre 0s maiores teores de aminoacidos em relagdo as irrigadas. Pois, as plantas
quando em condic¢des de deficiéncia hidrica promovem um incremento nos teores de
aminoacidos, em especial a prolina, esse aumento pode se da em funcdo do aumento da
atividade das enzimas proteoliticas, 0 que promove uma maior concentracdo de
aminoéacidos livres, que ocorre no sentido de proteger os tecidos vegetais contra a falta

de &gua.
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Na Tabela 2 analisando somente as doses de Br, observa-se que nas plantas
irrigadas na presenca da azospirillum os maiores teores de aminodcidos foram
encontrados na dose 0,3 uM e a menor na dose 0 uM. Enquanto, nas plantas com
deficiéncia hidrica na presenca da azospirillum o maior teor de aminoacidos foi
encontrado na dose 0 uM, ndo diferindo da dose 0,6 uM e nas plantas que sofreram com
falta de agua sem a inoculacdo com a bactéria foram encontrados os maiores teores de

aminoacidos na dose 0 uM e a menor nas doses 0,3 uM e 0,6 uM.

Observa-se ainda na Tabela 2 ao analisar-se somente a acdo da azospirillum
mantendo os demais fatores na mesma condi¢do observou-se diferenca significativa
apenas nas plantas com deficiéncia hidrica nas doses 0 uM e 0,3 uM, isto é, a bactéria

contribuiu para reduzir o teor de aminoacidos nessas doses de brassinosteroides.

Ao analisar nas raizes (Tabela 3) somente os regimes hidricos, na condicdo dos
outros fatores iguais, observa-se que ocorreu efeito significativo do teor de amonio para
as plantas irrigadas e com deficiéncia hidrica na presencga da azospirillum nas doses 0
uM; 0,3 uM e 0,6 uM. Ocorreu também efeito significativo nas plantas irrigadas e com
deficiéncia hidrica na auséncia da azospirillum nas doses 0 uM e 0,6 uM. Observa-se
assim que houve um aumento no teor de aménio nas plantas estressadas. Este
incremento pode estar ligado a rota do glutamato desidrogenase (GDH), uma vez que
este atua na dependéncia de NADH, desaminando o glutamato e gerando o amonio
(NH4%) e o 2-Oxiglutarato para formacdo do mesmo, promovendo um actimulo de
amonio através de um descompasso entre sua producdo e a reducdo da atividade da
enzima glutamina sintetase (Cruz et al. 2008). Castro et al. (2007) encontraram
resultados semelhantes ao trabalharem com plantas de Tectona grandis L. f. quando

submetida a deficiéncia hidrica.

Na Tabela 3 analisando apenas as doses de Br para os teores de amo6nio nas
raizes, observa-se que nas plantas irrigadas na presenca da azospirillum os maiores
teores foram encontrados na dose 0 uM e 0,3 uM. Enquanto, nas plantas com
deficiéncia hidrica na presenca da azospirillum o maior teor de amonio foi encontrado
na dose 0,3 uM e a menor na dose 0,6 uM e nas plantas irrigadas e sem inoculagdo com
bactéria o maior teor foi encontrado na dose 0,3 uM ndo diferindo da dose 0 uM. J& nas

plantas que sofreram com falta de agua sem a inoculacdo com a bactéria foram
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encontrados 0s maiores teores de amonio na dose 0 uM e a menor nas doses 0,3 uM e
0,6 uM.

Ao analisar-se somente a acdo da azospirillum mantendo os demais fatores na
mesma condicdo (Tabela 3) observou-se diferenca significativa do amonio nas raizes
das plantas irrigadas 0 uM; 0,3 uM e 0,6 uM e também nas plantas com deficiéncia

hidrica nas doses 0 uM e 0,3 uM.

Para os teores de proteinas, analisando somente os regimes hidricos nota-se
efeito significativo apenas na dose 0 puM. Houve uma reducdo significativa da
concentracdo de proteinas nas plantas submetidas ao estresse hidrico (TABELA 3),
provavelmente, devido ao aumento da atividade da enzima protease (Costa 1999). Para
Maraghni et al. (2011) o metabolismo das proteinas € sensivelmente afetado pela falta
de &gua nas plantas, ap0s a percepc¢do do estresse 0 processo de biossintese de proteina é
um dos primeiros eventos metabolicos paralisados, dando assim inicio a protedlise, do
qual promove um incremento no contetdo de aminoacidos soltveis, com consequente
reducdo da concentracdo de proteinas (Brito et al. 2008). Oliveira et al. (2013),
apresentaram resultados semelhantes com o presente trabalho para as concentracdes de
aminoacidos e proteinas tanto nas folhas como nas raizes quando trabalharam com

mudas de graviola submetidos a deficiéncia hidrica por um periodo de 40 dias.

Ao analisar apenas as doses de brassinosteroides as plantas irrigadas na auséncia
da bactéria apresentaram maiores teores de proteinas nas raizes das plantas na dose 0,6
uM. Enquanto, os maiores teores de proteinas nas plantas com deficiéncia hidrica na
presenca da bactéria foram observados nas doses 0,3 uM e 0,6 uM. O mesmo
comportamento foi observado nas plantas que ndo foram inoculadas (0,3 uM ¢ 0,6 puM).

Ao analisar-se apenas a acdo da azospirillum nas raizes mantendo os demais
fatores na mesma condicdo (TABELA 3) verificou-se diferenca significativa da proteina
nas raizes das plantas irrigadas na dose 0,6 uM e também nas plantas com deficiéncia
hidrica na dose 0 uM.

Tabela 3. Amonio, Proteina e Redutase do nitrato em raizes de plantas de milho em

funcdo da interacdo do manejo hidrico, da inoculagdo com azospirillum e concentracfes
de brassinosteroides.

Irrigacéo Inoculagao Brassinosteroides (LM)

0 0,3 0,6

Amonio (mmol NHs".Kg™.MS)
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Irrigado Presenca 7,52Bao* 6,53Baba 5,88Aba

Irrigado Auséncia 3,81Babp 4,15Aap 2,49Bbp
Déficit hidrico Presenca 16,28 Abp 18,03Aaa 4,59Bca
Déficit hidrico Auséncia 19,88 Aaa 4,14AbpB 4,81 Aba

CV (%) 10,69

Proteina (mg de proteina/ g MS)

Irrigado Presenca 8,34Aan 10,54Aa0 9,15Aap

Irrigado Auséncia 8,84 Aba 9,47Aaba 11,47Aaa
Déficit hidrico Presenca 5,93Bba 9,34Aaa 9,63Aaa
Déficit hidrico Auséncia 3,18Bbp 8,10Aaa 9,67Aaa

CV (%) 15,9

Redutase do nitrato (umoles de NO72.g.*MS)

Irrigado Presenca 2,02Abao 2,20Abp 2,87Aaa

Irrigado Auséncia 2,10Aba 2,69Aa0 2,52Aaba
Déficit hidrico Presenca 0,39Bba 1,23Bap 0,99Baa
Déficit hidrico Auséncia 0,11Bca 1,88Baa. 1,21Bba

CV (%) 16,05

*Médias seguidas de mesma letra (letras maiusculas para regimes hidricos, letras
mindsculas para doses de brassinosteroides e letras gregas para inoculacdo com
Azospirillum brasilense) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de
probabilidade.

Ao analisar a atividade da redutase do nitrato na raiz apenas na condicdo de
regime hidrico, observa-se efeito significativo para as plantas irrigadas e com
deficiéncia hidrica na presenga da azospirillum nas doses 0 uM; 0,3 uM e 0,6 puM.
Ocorreu também efeito significativo nas plantas irrigadas e com deficiéncia hidrica na
auséncia da azospirillum nas doses 0 uM; 0,3 uM ¢ 0,6 uM (Tabela 3). Demonstrando
que as plantas quando em condigdes de estresse promoveram uma reducao da atividade
da redutase do nitrato. A assimilacdo do nitrogénio é afetada pelo déficit hidrico, sendo
observadas reducdes drasticas na atividade da enzima redutase do nitrato, a partir de
pequenos decréscimos no potencial hidrico nos macros e microporos do solo (Botrel et
al. 2000).

Quando analisar-se apenas as doses de brassinosteroides, verifica-se que nas
plantas irrigadas na presenca da bactéria a atividade da redutase do nitrato é maior na
dose 0,6 uM e na auséncia a maior atividade desta enzima ¢é observada na dose 0,3 uM.
Ja nas plantas com deficiéncia hidrica na presenca da bactéria a maior atividade da
redutase do nitrato foi encontrado nas doses 0,3 uM e 0,6 uM e na auséncia a maior

atividade da redutase foi encontrado na dose 0,3 uM (Tabela 3).
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Ao analisar-se somente o comportamento da azospirillum nas raizes (TABELA
3) observa-se diferenca significativa da redutase nas raizes das plantas irrigadas na dose
0,3 uM e também nas plantas com deficiéncia hidrica na dose 0,3 uM.

Ao analisar somente os regimes hidricos nas raizes (TABELA 4) observa-se que
os teores de glicina-betaina foram significativos tanto para as plantas irrigadas e com
deficiéncia hidrica na presenca da azospirillum nas doses 0 uM; 0,3 uM e 0,6 uM. Onde
as plantas com estresse obtiveram maiores teores de glicina. O aumento nos niveis de
glicina-betaina estd associado a funcdo de ser um excelente ajustador osmotico em
especies vegetais, no qual ocorre uma sinalizacdo particular e consequente aumento na
sintese deste aminoacido. Aumento nas concentracdes de glicina-betaina em plantas sob
deficiéncia hidrica, provavelmente, esta associado a uma melhor absorcao e transporte
de agua do solo para a parte aérea por meio de ajustamento osmético, além de uma
maior protecdo da membrana celular, bem como protecdo contra 0 mecanismo do

estresse oxidativo das plantas (Ashraf e Haris 2004).

Observa-se ainda que houve efeito significativo da glicina nas plantas irrigadas e

com deficiéncia hidrica na auséncia da azospirillum nas doses 0 uM; 0,3 uM e 0,6 uM.

Quando observamos apenas a acdo do brassinosteroides nas raizes, verifica-se
que os teores de glicina-betaina foram significativos apenas nas plantas expostas a
deficiéncia hidrica na presencga e na auséncia da bactéria, onde nas plantas que foram
submetidas a presenga da bactéria os maiores teores de glicina foram na dose O uM e a
menor na dose 0,3 uM. Enquanto, nas plantas que ndo foram tratadas com a bactéria o

maior teor de glicina foi encontrado na dose 0 uM e menor na dose 0,3 uM.

Ao analisar nas raizes de milho somente os regimes hidricos (TABELA 4),
observa-se que houve diferenca estatistica para a glutamina sintetase comparando as
plantas de milho submetidas a irrigacdo e deficiéncia hidrica tanto na presenca quanto
na auséncia da inoculacdo com a azospirillum para todas as doses de brassinosteroides.
Assim, observa-se que nas doses 0 uM; 0,3 uM e 0,6 uM os maiores valores de
glutamina na presenca da bactéria foi observado nas plantas irrigadas. Na auséncia da
bactéria a maior concentracdo de glutamina também foi encontrada nas plantas irrigadas

em todas as doses de brassinosteroides.

Quando analisar-se apenas as concentracOes de Br, observa-se que houve

diferenca significativa apenas nas plantas irrigadas na presenca da azospirillum e nas
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com deficiéncia hidrica tanto na presenca quanto na auséncia da azospirillum nas
diferentes doses de brassinosteroides, onde as plantas de milho hidratadas apresentaram
0s maiores teores de glutamina na dose 0,3 uM. E nas plantas que sofreram deficiéncia
hidrica na presenca da bactéria apresentaram os valores mais elevados de glutamina na
dose 0,3 uM na dose de 0,6 uM. O mesmo comportamento foi verificado nas plantas de
milho que sofreram deficiéncia hidrica na auséncia da bactéria, onde a maior

concentragédo de glutamina foi encontrada na dose 0,3 uM e na dose 0,6 pM.

Quando se analisa a acdo da azospirillum isolada, foi observado que houve
diferenca significativa nas concentracdes de glutamina nas plantas irrigadas somente na
dose 0,3 uM.

Tabela 4. Glicina betaina, Glutamina sintetase, Nitrato, Prolina e aminoacidos em raizes

de plantas de milho em funcdo da interacdo do manejo hidrico, da inoculacdo com
azospirillum e concentragdes de brassinosterdides.

Irrigacdo Inoculacao Brassinosterodides (uM)
0 0,3 0,6
Glicina betaina (g de glicina betaina/g MS.)

Irrigado Presenca 10,62Bap* 10,58Baa 11,33Baa

Irrigado Auséncia 11,78Baa 10,90Baa 11,95Baa
Déficit hidrico Presenca 30,83Aap 21,39AcPp 26,59Abp
Déficit hidrico Auséncia 35,37Aaa 26,84Aca 28,37Aba

CV (%) 341

Glutamina sintetase (mmoles de Y-glutamil-hidroximato / kg MS de tecido/hora)

Irrigado Presenca 13,00Aba 14,30Aaa 12,65Aba

Irrigado Auséncia 12,91Aaa 12,83Aaf 13,04Aaa
Déficit hidrico Presenca 6,11Bba 8,22Baa 8,65Baa
Déficit hidrico Auséncia 5,85Bba 8,10Baa 8,15Baa

CV (%) 4,44

Nitrato (umoles de NO3/g MS)

Irrigado Presenca 1.47Bbp 1,04Bcp 2,05Bap

Irrigado Auséncia 2.92Baa 2,12Bba 2,46Bba
Déficit hidrico Presenca 6,70Abp 6,06Acp 7,42Aap
Déficit hidrico Auséncia 8,55Aaa 7,14Aca 8,06 Aba

CV (%) 4,61

Prolina (umoles Pro/g MS)

Irrigado Presenca 3,94Bca 5,03Baa 4,42Bbao.

Irrigado Auséncia 4,25Baa 4,12Baf 4,18Baa
Déficit hidrico Presenca 11,58Aap 6,71Acp 10,27Abp
Déficit hidrico Auséncia 16,76Aaa 8,75Aca 10,98Aba

CV (%) 3,50

Aminoacidos (umoles de A.A .g."tMS)

Irrigado Presenca 115,39Bca 126,37Baa 120,11Bba

Irrigado Auséncia 117,30Bca 122,83Baf 119,53Baba
Déficit hidrico Presenca 169,31Aap 155,10AcP 161,83Abp

63



Déficit hidrico Auséncia 181,77Aaq 163,90Aba. 164,98Aba.
CV (%) 1,38

*Médias seguidas de mesma letra (letras mailsculas para regimes hidricos, letras

mindsculas para doses de brassinosteroides e letras gregas para inoculacdo com

Azospirillum brasilense) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de

probabilidade.

Ao analisar o teor de nitrato nas raizes de milho somente na condicao de regimes
hidricos, observa-se que houve diferenca estatistica comparando as plantas de milho
submetidas a irrigacdo e deficiéncia hidrica tanto na presenca quanto na auséncia da
inoculagdo com a azospirillum para todas as doses de Br. Assim, 0os maiores valores de
nitrato na presenca da bactéria foram observados nas plantas com deficiéncia hidrica. O

mesmo comportamento foi observado na auséncia da bactéria.

Observa-se analisando apenas as concentracdes de Br (TABELA 4), que houve
diferenca significativa nas plantas irrigadas e nas com deficiéncia hidrica tanto na
presenga quanto na auséncia da azospirillum nas diferentes doses de brassinosteroides,
onde as plantas de milho hidratadas e inoculadas com a bactéria apresentaram 0s
maiores teores de nitrato na dose 0,6 uM e nas que ndo foram inoculados os maiores
teores de nitrato foi encontrado na dose 0 uM. E nas plantas que sofreram deficiéncia
hidrica na presenca da bactéria apresentaram os valores mais elevados de nitrato na dose
0,6 uM. E nas plantas de milho que sofreram deficiéncia hidrica na auséncia da bactéria,

a maior concentracdo de nitrato foi encontrado na dose 0 uM.

Em relacdo a acdo da azospirillum isolada, foi observado que houve diferenca
significativa nas concentragcdes de nitrato nas plantas irrigadas e com deficiéncia
hidrica. Observa-se que as plantas irrigadas e com deficiéncia hidrica apesentam os
maiores teores de nitrato na auséncia da bactéria em todas as doses de Br. Esse resultado
pode estar relacionado ao fato da bactéria do género Azospirillum reduzir o nitrato ao
amonio, assim a concentracdo do nitrato diminui na presenca da bactéria e aumenta na
auséncia. Para Kappes et al. (2017) existem interacdes entre o0 N e as bactérias

diazotréficas na assimilacdo e na utilizacdo desse nutriente pelas plantas.

Ferreira et al. (1987) observaram que bactérias do género Azospirillum podem
atuar no crescimento vegetal por meio da reducdo do nitrato nas raizes das plantas.
Assim, as plantas ndo gastariam energia para reduzir o nitrato até amoénia e essa energia

poderia ser canalizada para outros processos vitais. Pode-se constituir uma estratégia
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importante o conhecimento desta interacdo e contribuir com informacdes valiosas em
relacdo a reducdo de aplicacdo de fertilizantes nitrogenados, reducdo de custos na
semeadura e menor contaminacdo do lencol fredtico por compostos nitrogenados
(Kappes et al. 2013b). Dessa forma, o uso do N atmosférico fixado por meio de
bactérias diazotroficas seria uma pratica importante para amenizar tais problemas
(Kappes et al. 2017).

Ao analisar o teor de prolina nas raizes de milho somente na condicdo de
regimes hidricos, observa-se que houve diferenca estatistica comparando as plantas de
milho submetidas a irrigacao e deficiéncia hidrica tanto na presenca quanto na auséncia
da inoculagdo com a azospirillum para todas as doses de brassinosteroides. Assim, 0s
maiores valores de prolina na presenca da bactéria foram observados nas plantas com

deficiéncia hidrica. O mesmo comportamento foi observado na auséncia da bactéria.

Em relacdo as concentracbes de brassinosteroides, observa-se que houve
diferenga significativa nas plantas irrigadas na presenca da bactéria e nas com
deficiéncia hidrica tanto na presenca quanto na auséncia da azospirillum nas diferentes
doses de Br, onde as plantas de milho hidratadas e inoculadas com a bactéria
apresentaram os maiores teores de prolina na dose 0,3 uM. E nas plantas que sofreram
deficiéncia hidrica na presenca da bactéria apresentaram os valores mais elevados de
prolina na dose 0 uM, o mesmo foi observado nas plantas que sofreram deficiéncia

hidrica na auséncia da bactéria.

Em relacdo a acdo da azospirillum de forma isolada, foi observado que houve
diferenca significativa nas concentragdes de prolina nas plantas irrigadas na dose 0,3
uM. Enquanto, nas plantas com deficiéncia hidrica houve efeito significativo em todas
as doses de Br, onde estas plantas na auséncia da bactéria foram as que apresentaram os
maiores teores de prolina comparada as que foram inoculadas com a bactéria em todas

as doses de brassinosteroides.

Quando se analisa o teor de aminoacidos nas raizes de milho somente na
condicdo de regimes hidricos, observa-se que houve diferenca estatistica comparando as
plantas de milho submetidas a irrigacdo e deficiéncia hidrica tanto na presenca quanto
na auséncia da inoculagdo com a azospirillum para todas as doses de brassinosteroides.
Observa-se que os maiores valores de aminoacidos na presenca e na auséncia da
bactéria foram observados nas plantas com deficiéncia hidrica. Esse aumento de
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aminoacidos pode ser decorrente de disturbios promovidos pela falta de adgua nos
tecidos do floema, diminuindo a translocacdo para outros 6rgdos. O incremento do
aminoacido quando as plantas estdo submetidas em condi¢des de deficiéncia hidrica foi
encontrado também por Oliveira et al. (2013) em plantas jovens de graviola e por Silva

et al. (2010) em Coffea canéfora.

Em relagdo as concentragcbes de brassinosteroides, observa-se que houve
diferenca significativa nas plantas irrigadas e nas com deficiéncia hidrica tanto na
presenca quanto na auséncia da azospirillum nas diferentes doses de brassinosteroides,
onde as plantas de milho hidratadas e inoculadas com a bactéria apresentaram 0s
maiores teores de aminoacidos na dose 0,3 uM. Nas plantas hidratadas na auséncia da
inoculagdo com a bactéria os maiores teores de aminoacidos foram encontrados na dose
0 uM. J& nas plantas que sofreram deficiéncia hidrica na presenca da bactéria
apresentaram os valores mais elevados de aminoacidos na dose 0 uM, o mesmo foi

observado nas plantas que sofreram deficiéncia hidrica na auséncia da bactéria.

Em relacdo a agdo da azospirillum de forma isolada, foi observado que houve
diferenca significativa nas concentracdes de aminoacidos nas plantas irrigadas na dose
0,3 uM. Enquanto, nas plantas com deficiéncia hidrica houve efeito significativo em
todas as doses de brassinosteroides, onde estas plantas na auséncia da bactéria foram as
que apresentaram os maiores teores de aminoéacidos comparada as que foram inoculadas

com a bactéria em todas as doses de brassinosteroides.

45 CONCLUSOES

A aplicacdo de Azospirillum brasilense interfere positivamente no metabolismo
do nitrogénio tanto na folha quanto na raiz da cultura do milho durante a ocorréncia de

deficiéncia hidrica, assim como a aplicacdo de brassinosterdides.

O uso da bactéria promotora de crescimento vegetal Azospirillum brasilense via
semente e a aplicacdo de brassinosterdides, amenizam o0s efeitos negativos no
metabolismo do nitrogénio nas folhas e raizes causadas pela ocorréncia da deficiéncia

hidrica na cultura do milho.
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