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SILVA, Letticia Marques. Prospeccdo de bactérias promotoras de crescimento
visando areducédo do estresse oxidativo causado pelo déficit hidrico em plantas
de tomate. 2023. 57 f. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina-PR, 2023.

RESUMO

O tomate (Solanum lycopersicum L.) é classificado como uma frutifera, pertencente a
familia Solanaceae. E uma das olericolas mais cultivadas no mundo ao lado da batata.
Apesar da facilidade de cultivo, a sua producéo enfrenta diversas dificuldades, como
altas temperaturas, estresse hidrico, solos secos e acidos. O déficit hidrico € um
problema abidtico que tem afetado diversas culturas com maior intensidade. A
restricdohidrica sob as plantas causa fechamento dos estdmatos, diminuicdo da taxa
fotossintética e, consequentemente, a producdo descontrolada de espécies reativas
deoxigénio (ROS), causando o estresse oxidativo. Para combater altas concentracdes
de ROS nas células, as plantas possuem um sistema de defesa, composto por
enzimas antioxidantes, como: superéxido dismutase (SOD), peroxidase (POD) e
catalase (CAT).Essas enzimas convertem ROS em formas néo reativas, diminuindo a
sua concentracdona planta. Bactérias promotoras de crescimento (PGPB) vém sendo
muito utilizadas nasultimas décadas para diminuir danos causados pelo estresse
bidtico e abidtico de diferentes culturas. PGPB sao microrganismos presentes
principalmente na rizosfera deplantas, e atuam positivamente, de forma direta ou
indireta, no crescimento vegetal. O objetivo deste trabalho foi identificar bactérias
promotoras de crescimento vegetal com potencial para reduzir danos oxidativos
decorrentes do estresse hidrico induzido por polietilenoglicol, utilizando plantas de
tomate como modelo experimental. Sementes de tomate foram submetidas a
germinacdo em meio agar-agua como controle, e meio agar-agua com adicédo de
polietilenoglicol (PEG) em diferentes concentracdes: 0%, 25% e 50% com objetivo de
simular o estresse osmotico. Os tratamentos ficaram em camara de crescimento por
30 dias (25°C/dia 22°C/noite, 16 horas de fotoperiodo e 80% UR). Apds esse periodo,
as plantulas foram pesadas para determinar a massa fresca da partearea. As analises
para determinacdo de peroxido de hidrogénio (H202), proteinas soll(iveis totais,
atividade de superoxido dismutase e peroxidase foram realizadas em
espectrofotdmetro. Os dados foram submetidos ao teste ndo paramétrico de Kruskal
- Wallis e as médias foram comparadas pelo teste de Dunn a 5% de probabilidade. Os
isolados B5 — Herbaspirillum sp. (114), B6 — Trinickia sp. (24), B7 — Bacillus sp. (4) e
B8 — Bacillus sp. (145) demonstraram boa capacidade em induzir a planta a tolerar o
déficithidrico.

Palavras-Chaves: plant growth-promoting bacteria; espécies reativas de oxigénio;
enzimas antioxidantes; polietilenoglicol.



SILVA, Letticia Marques. Prospection of growth-promoting bacteria aimed to
reduce oxidative stress caused by water deficit in tomato plants. 2023. 57 p.
Dissertation (Master's Degree in Biotechnology) — State University of Londrina,
Londrina-PR, 2023.

ABSTRACT

The tomato (Solanum lycopersicum L.) is classified as a fruit, belonging to the family
Solanaceae. Itis one of the most cultivated vegetables in the world alongside potatoes.
Despite the ease of cultivation, its production faces several difficulties, such as high
temperatures, water stress, dry soils and acids. Water deficit is an abiotic problem that
increasingly affects diverse cultures. The water restriction in plants causes stomatal
closure, decreased photosynthetic rate and, consequently, uncontrolled production of
reactive oxygen species (ROS), causing oxidative stress. To combat high
concentrations of ROS in the cell, plants have a defense system composed of
antioxidant enzymes such as superoxide dismutase (SOD), peroxidase (POD) and
catalase (CAT). These enzymesconvert ROS into nonreactive forms, decreasing their
concentration in the plant. Growth-promoting bacteria (PGPB) has been widely used in
recent decades to reduce damage caused by biotic and abiotic stress from different
cultures. PGPB are microorganisms offree living in the soil, present mainly in the
rhizosphere of plants, and act positively, directly or indirectly, in plant growth. The
objective of this work was to identify bacteria promoting plant growth with potential to
reduce oxidative damage resulting from water stress induced by polyethylene glycol,
using tomato plants as an experimental model. Tomato seeds were submitted to
germination in water agar medium as control, and wateragar medium with the addition
of polyethylene glycol (PEG) at different concentrations: 0%, 25% and 50% in order to
simulate osotic stress. The treatments were in a growth chamber for 30 days (25°C/day
22°C/night, 16 hours of photoperiod and 80% RH). Afterthis period, the seedlings were
weighed to determine the fresh mass of the area part. Analyses for determination of
hydrogen peroxide (H202), total soluble proteins, superoxide dismutase activity and
peroxidase were performed in spectrophotometer. The data were submitted to the
Kruskal Wallis nonparametric test and the means were compared by Dunn's test at 5%
probability. Isolates B5 — Herbaspirillum sp. (114), B6 —Trinickia sp. (24), B7 — Bacillus
sp. (4) and B8 — Bacillus sp. (145) demonstrated good ability to induce the plant to
tolerate water deficit.

Keywords: growth-promoting bacteria; reactive oxygen species; antioxidant enzymes;
polyethylene glycol.
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1 INTRODUCAO

O tomate (Solanum lycopersicum) é um fruto de grande importancia
econdmica mundial, devido ao seu alto valor nutritivo na dieta humana (SINGH et
al., 2018). E um dos vegetais mais consumidos no mundo todo, sendo uma
importante fonte de nutrientes, como licopeno, ferro, potassio, vitamina C, etc.
(XU et al., 2022). Além disso, o tomate possui antioxidantes como beta-caroteno
e compostos fenolicos como os flavonoides (ALSAMIR et al., 2021).

A producédo global de tomate em 2020 foi superior a 180 milhdes de
toneladas. De acordo com a Embrapa (2022) o Brasil € o 5° maior produtor
mundial da cultura, no qual o estado de Goias lidera o ranking dos estados
produtores no pais. No ano de 2022, Goiania ofertou mais de 5 milhdes de
toneladas de tomate para o mercado brasileiro (EMBRAPA, 2022). Apesar da
facilidade de cultivo, o tomate depende muito da disponibilidade de agua para
seu crescimento durante todas as fases de seu desenvolvimento. A
disponibilidade de &agua afeta diretamente a germinacdo das sementes, o
crescimento da planta, a fotossintese e a producéo final dos frutos do tomateiro.
Desta forma, a cultura do tomate pode ser prejudicada por diferentes fatores e
estresses biodticos e abidticos relacionados com a agua, como a seca, inundacéo,
salinidade e contaminacdo por metais pesados (ALSAMIR et al., 2021).

O aumento da temperatura causado por alteracdées na composicdo da
atmosfera ir4 afetar negativamente cada vez mais a fisiologia das espécies
vegetais, atingindo drasticamente a homeostase da planta (AL-ALOOSY et al.,
2019). Por exemplo, alteracbes no regime hidrico podem reduzir a
disponibilidade de agua para as plantas, modificando seu potencial hidrico e
turgor, prejudicando assim o funcionamento da célula vegetal (SACHDEV et al.,
2021). A intensidade e a duracéo do estresse hidrico irdo definir a gravidade do
seu impacto fisiolégico nas plantas. Uma das mudancas fisiol6gicas na planta
associada ao estresse € o aumento da fotorredugcdo de O:2 nos cloroplastos
resultante do fechamento dos estdbmatos, aumentando assim 0s niveis de
espécies reativas de oxigénio (ROS) nas células, e por consequéncia, causando
danos oxidativos nas plantas (SACHDEV et al., 2021).

O estresse oxidativo é definido como uma condicao biolégica dos seres
vivos onde ha um desequilibrio entre a producao e a remocao ROS pelas células.

Ou seja, quando ha maior producéo de ROS e menor atividade de sistemas
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enzimaticos responsaveis por sua eliminagcdo, hd um desequilibrio da
homeostase e consequentemente ocorre o estresse oxidativo (CHANDRA et al.,
2021). ROS compreende um grupo de ions ou radicais livres formados pela
reducédo do oxigénio molecular (O2) durante os processos bioquimicos das
células. Os principais tipos de ROS sao: superdxido (O2), peroxido de hidrogénio
(H202), hidroxila (OH") e o oxigénio singleto (*O?) (AL-ALOOSY et al., 2019).

Ja €& comprovado que alguns microrganismos associados a plantas
possuem alto potencial para combater o estresse hidrico e a seca (NAYLOR;
COLEMAN-DERR, 2018). As bactérias promotoras de crescimento de plantas,
ou plant growth-promoting bacteria (PGPB), sédo aquelas capazes de colonizar
tecidos internos ou a superficie vegetal, incluindo a rizosfera, conferindo
propriedades benéficas ao seu crescimento (CHANDRA et al., 2021). Varias
PGPB vém sendo investigadas e usadas em formulacdes de biofertilizantes, um
insumo alternativo ao uso de fertilizantes quimicos. Essas bactérias possuem a
capacidade de aumentar a disponibilidade de nutrientes para as plantas a longo
prazo, através da fixacdo biolégica de nitrogénio, solubilizacdo de fosforo e
producdo de sideréforos. Além disso, as PGPB podem induzir o0 aumento da
atividade de enzimas antioxidantes (superoxido dismutase, peroxidases,
catalase), aumentando assim as chances de a planta superar condi¢cdes de
estresses abidticos e bidticos (CHANDRA et al., 2021).

As associacfes planta-microrganismo podem elevar a tolerancia dessas
plantas as condi¢cdes de seca, e consequentemente, a sua sobrevivéncia sob
déficit hidrico (SILVA; LAMBERS, 2020). Além disso, as PGPB podem influenciar
o desenvolvimento e arquitetura das raizes, favorecendo a absorcdo de agua
pelas plantas para que essas consigam suportar ainda mais o estresse hidrico.
Logo, a inoculacdo com bactérias promotoras de crescimento pode ser
considerada uma pratica eficiente para mitigar os efeitos adversos do estresse
oxidativo em plantas (CHANDRA et al., 2021). Investigar a fundo as relagdes de
microrganismos e plantas podera fornecer conhecimentos necessarios para a
criacdo de inoculantes mais eficientes. Nesse contexto, explorar as alteragoes
fisiologicas resultantes das interacfes planta-microrganismo se torna uma das
estratégias eficazes para se alcancar uma alta taxa de sobrevivéncia de plantas
em ambientes estressantes. O objetivo deste trabalho foi identificar cepas

bacterianas com potencial de induzir a tolerancia de plantas ao dano oxidativo
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resultante do déficit hidrico utilizando o tomate como planta modelo, visando

candidatos ao desenvolvimento de bioinsumos.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Selecionar bactérias promotoras de crescimento vegetal com potencial
para reduzir danos oxidativos decorrentes do déficit hidrico induzido por

polietilenoglicol, utilizando plantas de tomate como modelo experimental.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a). Avaliar a resposta da inoculacdo de diferentes bactérias associativas
isoladas de espécies arbdreas nativas da Mata Atlantica no desenvolvimento
inicial de plantas de tomate cultivadas sob diferentes niveis de déficit hidrico
induzido por polietilenoglicol (PEG).

b) Determinar a atividade das enzimas peroxidase e superéxido
dismutase em plantulas de tomate cultivadas sob diferentes niveis de déficit
hidrico induzido PEG.

c) Determinar os niveis de peroxido de hidrogénio e proteinas totais em
tecidos aéreos de plantulas de tomate cultivadas sob diferentes niveis de déficit
hidrico induzido PEG.

d) Selecionar estirpes candidatas ao desenvolvimento de bioinsumo
voltado a inducéo de tolerancia de plantas contra danos oxidativos causados

pelo déficit hidrico.
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 TOMATE

O tomate (Solanum lycopersicum L.) cientificamente é classificado como
uma frutifera, pertencente a familia Solanaceae. E uma das olericolas mais
cultivadas do mundo ao lado da batata. Possui ampla distribuicdo geogréfica,
estando presente em diversas condicbes ambientais (SINGH et al., 2018).

O tomateiro € originario da regido Andina da América do Sul. A cultura foi
introduzida na Europa no século XVI, e posteriormente se espalhou para a area
do Mediterraneo. Por meio do melhoramento genético houve um aumento no
desenvolvimento de diferentes cultivares (ALSAMIR et al., 2021). Atualmente
existem mais de 3.000 espécies de tomates no mundo todo, sendo a espécie
Solanum lycopersicum L. a mais amplamente utilizada. Esse fruto é considerado
uma 6tima fonte de minerais e vitaminas (vitaminas do tipo C e E), licopenos,
acido folico, flavonoides e betacaroteno (SINGH et al., 2018).

Os principais produtores de tomate no mundo hoje sdo a China, com uma
producdo de mais de 60 mi de toneladas no ano de 2019, seguido da india,
Turquia e Estados Unidos (PANNO et al.,, 2021). Além de ser um grande
consumidor de tomate, o Brasil € o 5° maior produtor mundial da cultura
(EMBRAPA, 2022).

O tomateiro é uma planta de crescimento rapido, no qual o seu periodo
de crescimento varia de 90 a 150 dias. Esse fruto tem a caracteristica de ser
indiferente ao fotoperiodo, ou seja, floresce independente do periodo luminoso.
Portanto, o tomateiro ndo responde significativamente ao fotoperiodo, no qual
esse se desenvolve bem tanto em condicdes de dias curtos ou de dias longos.
A temperatura diaria ideal para o crescimento do tomate é de 18 a 25°C e a
noturna € de 10 a 20°C (FAO, 2023).

O tomate pode ser cultivado tanto em condi¢des de campo aberto como
em condi¢cdes protegidas, em solo ou meios sem solo (SINGH et al., 2017).
Apesar da facilidade em se cultivar essa cultura, a producéo de tomate enfrenta
diversas dificuldades, como por exemplo altas temperaturas, estresse hidrico,
solos secos e acidos (SINGH et al., 2018).

O tomate € uma planta modelo de grande significancia na pesquisa. Em
um estudo feito por Liang et al. (2020), com objetivo de verificar e fornecer

informacgdes Uteis sobre a resisténcia e os mecanismos de defesa de plantas ao
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estresse hidrico, usaram o tomate como modelo. Segundo os autores, em
relacdo a atividade enzimatica, conforme a severidade da seca a qual as plantas
eram submetidas aumentava, maior era a atividade das enzimas antioxidantes
SOD, POD e CAT. Ainda, segundo os mesmos autores, a taxa fotossintética e
eficiéncia no uso da luz foram diminuidas pelo estresse hidrico, o que induz
consequentemente a producao de ROS descontrolado. Além disso, a restricdo
de agua sob as plantas pode causar reducdo da biomassa e menor nimero de
folhas. No estudo feito por Koch et al. (2019), onde investigaram os efeitos da
seca no crescimento foliar do tomateiro em diferentes escalas, perceberam que
o numero de folhas no tomate foi reduzido pela diminuicdo no teor de agua do
solo. Foram observadas 11 folhas quando as plantas estavam sob 1,6 g H20 g
de solo seco, 10 folhas quando as plantas foram cultivadas sob 0,6 g H20 g de
solo seco e 9,5 folhas quando o teor de 4gua do solo estava severamente
reduzido, diminuindo, consequentemente a biomassa fresca da planta.

O uso de bactérias promotoras de crescimento vem sendo muito utilizado
para diminuir ou atenuar os danos causados pelo estresse bidtico e abibtico de
diferentes culturas e plantas. Dessa forma, nas duas ultimas décadas, diferentes
grupos de pesquisas comecaram a usar cepas de bactérias promotoras de
crescimento para diminuir os estresses ambientais de plantas (SINGH et al.,
2018).

3.2 BACTERIAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO

A rizosfera, também chamada de “zona de raiz”, € a area préxima a regiao
das raizes. E a regido de solo a uma distancia de 1 a 3 mm das raizes das plantas
(QU et al., 2020). Consiste em um dos ecossistemas mais complexos da terra,
onde ha milhées de células microbianas. Essa diversidade de microrganismos
presentes é determinada por alguns fatores, como o estagio de desenvolvimento
da planta, genodtipos e o ambiente do solo (FIELDS; FRIMAN, 2022). Nessa
regido ocorre a interagao entre microrganismos do solo com a planta em si. Essa
interacdo pode ser considerada benéfica, visto que os microrganismos acabam
influenciando positivamente as plantas e esses acabam se beneficiando dos
exsudatos radiculares que sdo secretados pelas raizes (FIELDS; FRIMAN,
2022).

O microbioma de uma planta, de forma geral, consiste em bactérias

fixadoras de nitrogénio, fungos micorrizicos, rizobactérias promotoras de
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crescimento de plantas (PGPB), arqueas, actinomicetos, protozoarios e
nematéides. Os fungos presentes no microbioma da rizosfera geralmente séo
saprofitos e mutualistas, enquanto as bactérias sdo decompositoras e litotroficas

(MENDES et al.,, 2013). Além disso, o microbioma de uma planta possui
organismos patogénicos. De acordo com estudos feitos com o uso do
sequenciamento do gene 16S rRNA, o microbioma central de uma planta é
composto principalmente por bactérias (MOHANRAM; KUMAR, 2019). Essa
diversidade microbiana é consequéncia de uma selecéo natural, e embora exista
conhecimento sobre como 0s microrganismos evoluem rapidamente em
laboratorio, ainda ha muito o que se entender sobre como esses microrganismos
se adaptam em ambientes naturais e em microbiomas (FIELDS; FRIMAN, 2022).
As bactérias promotoras de crescimento de plantas ou plant growth-
promoting bacteria (PGPB) sdo microrganismos presentes principalmente na
rizosfera de plantas. Essas bactérias melhoram o crescimento de plantas,
ajudando-as lidar com estresses bidticos e abidticos (PURI et al., 2020). Os
grupos principais de PGPB séo do filo Proteobacteria e Firmicutes. No filo
Proteobacteria, os géneros mais conhecidos sdo Pseudomonas, Acinetobacter,
Serratia, Pantoea, Psychrobacter, Enterobacter e Rahnella. Enquanto no filo

Firmicutes o género Bacilos sp. sdo as bactérias mais predominantes
(BATISTA et al., 2018).

Existem dois mecanismos pelos quais as PGPB induzem o crescimento
de plantas: direto e indireto. Os mecanismos diretos sdo aqueles onde as
bactérias facilitam a aquisicdo de recursos pelas plantas, como nutrientes e
agua, e inclui também a modulacdo dos niveis de horménios vegetais
(VURUKONDA et al., 2018). Os mecanismos diretos mais conhecidos de PGPB
sdo: fixacdo bioldégica de nitrogénio, solubilizacdo de fosfato, producdo de
siderdéforos e fito-hormonios.

O nitrogénio € um elemento de extrema importancia para o crescimento
dos vegetais (presente em acidos nucleicos, proteinas e enzimas). O nitrogénio
disponivel na atmosfera € inacessivel para as plantas e animais, e para que seja
absorvido pelas raizes das plantas, o gas nitrogénio (N2) precisa ser convertido
em amonia (NHs). Essa conversdo é realizada pelas bactérias fixadoras de
nitrogénio, no ciclo do nitrogénio. PGPB fixadoras de nitrogénio possuem a

enzima nitrogenase, que transforma N2 em NHs, que posteriormente sera
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convertida em outras formas e absorvido pelas raizes de plantas (CHANDRAN et
al., 2021).

Outro mecanismo direto de PGPB ¢é a solubilizacao de fosfato. O fosforo
€ outro elemento de grande importancia para o crescimento das plantas, pois
influencia os processos metabdlicos, a transducéo de sinais, fotossintese e a
biossintese de macromoléculas (RAMAKRISHNA et al., 2019). Acontece que
mais de 90% do fésforo disponivel no solo para as plantas € insoluvel, e nesse
caso, sendo impossibilitado de ser absorvido. Existem bactérias promotoras de
crescimento que possuem a capacidade de converter o fosforo insolivel em
fosforo soluvel pela presenca da enzima fosfatase, que lhes confere a
capacidade de solubilizar fosforo inorganico em ions monobasicos ou dibasicos
(CHANDRAN et al., 2021). PGPB solubilizam e mineralizam fosfato, sintetizando
acidos organicos de baixo peso molecular (acido glucénico e acido citrico).

O ferro € um elemento necessario na biossintese da clorofila, fotossintese
e respiracdo das plantas. O ferro existe no solo de forma abundante, apesar
disso, na forma insollvel e sendo assim, indisponivel para os vegetais. Com o
objetivo de sequestrar e solubilizar o ferro do solo, PGPB produzem algumas
moléculas quelantes, como os sideréforos (SAYYED et al., 2018). Sideroforos
sdo moléculas quelantes que tem funcéo de sequestrar o ferro (Fes*) do solo e
levar para dentro das células bacterianas. Quando as bactérias liberam os
sideréforos, esses quelam o ion férrico (Fes*) que é transferido para a superficie
da célula onde é reduzido ao ion ferroso soluvel (Fez*). Sendo assim, bactérias
produtoras de sideroforos tem relevancia na nutricdo de plantas (LOPES et al.,
2021).

Os fito-horménios, também conhecidos como reguladores de crescimento
de plantas, podem ser sintetizados por plantas ou bactérias. Essas substancias
regulam o crescimento da planta, atuando no tempo de floracdo, senescéncia e
crescimento de sementes (KHOSHRU et al., 2020). Além disso, podem
influenciar varios processos fisiolégicos, como a divisdo celular, resposta ao
estresse e expressdo g@énica. Os fito-hormobnios também estimulam o
crescimento de “pelos” radiculares, e como consequéncia, as plantas
conseguem aumentar sua area de superficie radicular, aumentando também a
sua capacidade de absorcdo de agua e nutrientes (CHANDRAN et al., 2021).
Um exemplo de fito-hormoénio produzido de forma natural por bactérias € a
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auxina ou acido indol-3-acético (IAA), que induz a diviséo e diferenciacao celular,
estimula a germinacao de sementes, controla o crescimento vegetativo, induz a
tolerancia a fatores estressantes, entre outros (PATHANIA et al., 2020).

Dentre os mecanismos indiretos das PGPB, que promovem o crescimento
de plantas de forma indireta estéo a inducao de tolerancia de plantas ao estresse
ambiental, producdo de osmdlitos, e a atuagcdo como agentes de biocontrole
(VURUKONDA et al., 2018). O biocontrole é realizado pela supressdo de
patdogenos das plantas a partir da producdo de enzimas liticas (celulase,
protease, quitinase e 3-1,3- glucanase), por ex. que tem a funcdo de degradar
as paredes celulares das células dos patdégenos (PURI et al., 2020). As PGPB
podem também produzir antibiéticos que atuam como biocontrole. Alguns
desses compostos antibidticos sdo: pirrolnitrina, oomicina, anfisina,
lipopeptideos ciclicos, fenazina, tropolona, tensina, xantobacina etc.
(PATHANIA et al.,, 2020). Além disso, as PGPB competem com outros
microrganismos que s&o nocivos para as plantas. Em um estudo feito com a
cultura do tomate, foi observado que os sintomas patogénicos do tomate podem
ser controlados com o tratamento da bactéria Esfingomona ssp., que inibe o
crescimento de bactérias patogénicas Pseudomonas syringae (INNEREBNER et
al., 2011).

Cada vez mais as plantas estdo expostas a condicbes de estresse
ambiental, prejudicando seu crescimento e produtividade. PGPB induzem a
producdo de osmoalitos (prolina, trealose, poliaminas e betainas) no citoplasma
das células vegetais, favorecendo a manutencédo do seu turgor natural, e a maior
tolerancia a seca em plantas (KHOSHRU et al., 2020). A prolina € um
aminoacido que atua como um osmorregulador em vegetais expostos ao
estresse. Quanto maior a concentracéo de prolina na planta, maior a tolerancia
dessas ao estresse (CHANDRAN et al., 2021). Em condi¢cbes estressantes,
PGPB podem induzir a produgdo e o aumento da atividade de enzimas
antioxidantes, como a superoxido dismutase, catalase e peroxidases,
aumentando a tolerancia da planta ao estresse. Esse aumento da atividade de
algumas enzimas ocorre pela inducdo das vias enzimaticas provindos da
inoculacdo com bactérias promotoras de crescimento vegetal. A interagdo que
ocorre entre a bactéria e a planta garante um equilibrio homeostético entre ROS

e 0 sistema antioxidante, aumentando assim, a tolerancia da planta ao estresse
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(SHAFFIQUE et al., 2022). Algumas bactérias como Pseudomonas fluorescens
promovem a tolerancia da planta ao estresse hidrico gracas ao aumento da
atividade da enzima peroxidase (POD) e superdxido dismutase (SOD)
(LOPES et al., 2021).

Tallapragada et al. (2016) em seu trabalho com o objetivo de diminuir o
estresse hidrico em tomate, realizaram a aplicacdo de bactéria promotora de
crescimento Burkholderia sp. e micorrizas. De acordo com os autores, apesar
do estresse hidrico dificultar o crescimento da planta e consequentemente gerar
menor biomassa fresca, a inoculagédo de Burkholderia sp. no tomate aumentou
significativamente a biomassa vegetal das plantas em comparacdo as nao
inoculadas. Em relacdo a atividade antioxidante, a producdo de peroxidases
(POD) foi maior nas plantas inoculadas com PGBP do que nas plantas
inoculadas com micorrizas. Ainda, segundo os mesmos autores, a aplicacao de
PGPB e micorrizas no tomateiro aumentou significativamente a biomassa da
planta, comprimento de raiz, comprimento de parte area e alta atividade de
enzimas antioxidantes, sugerindo tolerancia contra o estresse hidrico por

microrganismos.
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Tabela 1 — Principais mecanismos de promoc¢é&o do crescimento vegetal e
géneros de bactérias que se utilizam dos respectivos mecanismos para

promover o crescimento das plantas.

MECANISMOS GENERO DE PGPB

Bacillus, Rhizobium, Azotobacter, Azospirillum,
Fixacdo de nitrogénio Burkholderia, Frankia

Arthrobacter, Burkholderia, Enterobacter,
Pseudomonas, Bacillus, Erwinia, Rhizobium,
Solubilizagdo de fosfato Flavobacterium, Rhodococcus, Serratia

Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium, Azotobacter,
Producéo de sideréforos Enterobacter, Serratia

Rhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium,
Bacillus, Pantoea, Arthrobacter, Pseudomonas,
Enterobacter, Burkholderia, Agrobacterium,
Produgéo de fito-hormonios Xanthomonas, Azospirillum

Biocontrole Pseudomonas, Bacillus, Trichoderma

Pseudomonas, Bacillus, Pantoea, Burkholderia,
Tolerancia ao estresse Rhizobium

Producédo de osmdlitos Bacillus, Ochrobactrum, Pseudomonas

Fonte: Adaptado de Vurukonda et al. (2018).

3.3 ROS E O PAPEL DAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES

Devido as mudancas climaticas globais, cada vez mais as plantas vém
passando por estresses abidticos, como seca, salinidade e metais pesados. Sob
estresse hidrico, as plantas sdo afetadas severamente, principalmente em seu
crescimento e produtividade. A diminuicdo de agua leva o fechamento de
estbmatos e prejudica o crescimento vegetal (GHOSH et al, 2021).
Consequentemente, tem-se uma menor biomassa vegetal, que acarreta a
diminuicdo da respiracdo e fotossintese celular, prejudicando todo o
metabolismo da planta. Outra consequéncia negativa do estresse hidrico é a

reducdo do oxigénio molecular e a producéo em excesso de espécies reativas
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de oxigénio (ROS) que danificam as células, causando o estresse oxidativo
(FURLAN et al., 2020).

Espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo produzidas naturalmente pelo
metabolismo celular das plantas, e apesar disso, possuem papel duplo e
conflitante (MUSHTAQ et al., 2020). Apesar de serem os principais reguladores
de varios processos biologicos (proliferacdo, desenvolvimento, diferenciacao,
aclimatacao, defesa e vias de morte celular), sdo compostos toxicos para as
células que quando em altas concentracdes podem desencadear a oxidacéo
descontrolada de membranas, a destruicdo do DNA e proteinas, além de
danificar carboidratos, lipidios etc. (HASANUZZAMAN et al., 2020).

As células dos vegetais geram ROS por diferentes vias, a depender do
tecido da planta, do estagio de desenvolvimento e das condicbes externas as
quais o vegetal esta exposto (JANKO et al., 2019). Cloroplastos, mitocondrias,
apoplastos, membranas plasmaticas e peroxissomos sao 0s locais onde ROS
sdo produzidos. Entre esses, o0 cloroplasto é o local principal
(HASANUZZAMAN et al.,, 2020). NAPH oxidases localizadas na membrana
plasmatica e as peroxidases de fenois sdo as principais vias envolvidas na
producdo de ROS na planta (SACHDEV et al., 2021). Além disso, as formas
reativas de oxigénio sao produzidas no centro de reacéo de | e 1l dos cloroplastos
(SACHDEV et al., 2021).

As principais espécies reativas de oxigénio (ROS) sao o peroxido de
hidrogénio (H202), superdxido (O2’), oxigeno singlete (*O 2) e o radical hidroxila
(-OH). Esses compostos sao produzidos como subprodutos do metabolismo da
planta (CASTRO et al., 2021).

O perdéxido de hidrogénio (H202) é considerado uma espécie reativa de
oxigénio mais estavel, sendo o menos reativo. Naturalmente o H202 é produzido
durante o transporte fotossintético de elétrons, na respiracdo mitocondrial e nos
peroxissomos durante a fotorrespiracédo (KERCHEV; VAN BREUSEGEM, 2021).
O H20:2 pode se difundir pelas membranas lipidicas através de canais de
aquaporinas. Estudos demonstram que em plantas o transporte de H202 pode
ocorrer por homologos de aquaporina e pela proteina do tonoplasto (TIP). O
excesso de H202 causa autofagia dos cloroplastos e dos peroxissomos, além de
desencadear morte celular programada em plantas (JANKO et al., 2019). Além

disso, H202 em excesso oxida aminoacidos como a cisteina e a metionina, além
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de oxidar enzimas do ciclo de Calvin (MUSHTAQ et al., 2020). O peroéxido de
hidrogénio (H202) desempenha papel biolégico muito importante, como a
transducdo de sinais de defesa em plantas. Também participa de reacdes
cataliticas das enzimas peroxidases. Estudos demonstram que a inativacao de
peroxidases na célula se da pela alta concentracdo ou excesso de H202 no meio
da reacdo. Dessa forma, para manter a integridade de peroxidases é importante
manter H202 em baixas concentracdes nas células (SELLAMI et al., 2022).

O radical superoxido é a primeira espécie reativa de oxigénio no qual
esse pode sofrer reacdes seguidas, gerando outros tipos de ROS mais téxicos
(MUSHTAQ et al., 2020). O oxigénio singlete é produzido no cloroplasto, através
da reacdo entre a clorofila e o oxigénio molecular. Essa espécie reativa de
oxigénio causa danos severos no fotossistema | e Il, além de causar danos no
DNA, proteinas e lipidios (MUSHTAQ et al., 2020).

Apés a inducéo de seca em plantas de arroz por 8 dias, Saha et al. (2018)
constataram que o estresse hidrico aumentou a presenca de H20:2 duas vezes
mais do que o controle. CondicBes de seca severa (déficit hidrico de 75%)
aumentou severamente a quantidade de H202 em plantas de milheto
(HASANUZZAMAN et al., 2020).

Em outro estudo, Malhotra et al. (2017), suspenderam a irrigacdo no
tomate por 6 dias, resultando em um aumento de 39% de ROS.
Hasanuzzaman et al. (2019) investigaram o efeito do estresse hiperosmaético em
Brassica napus L. com o uso de 10% e 20% de polietileno glicol (PEG).
Constataram que houve um aumento de H202 sob o estresse osmético. Sendo
assim, o estresse hiperésmotico induziu maior acimulo de H202 nas plantas,
com maior peroxidacdo da membrana quando comparado ao controle.

Enquanto Abbas et al. (2018) observaram altos teores de H202 em trigo
quando cultivado em condi¢cdes de déficit hidrico (70% da capacidade de
campo). Rady et al. (2020) observaram um aumento de H202 em 37% a mais
nas plantas Solanum lycopersicum submetidas a seca quando comparado ao
controle.

Filippou et al. (2011) constataram um aumento significativo de H202 em
plantas de Medicago truncatula sob condicbes de seca. Em outro estudo,
Kusvuran e Dasgan (2017) compararam dois genétipos de Phaseolus vulgaris

(Bn-150 tolerante a seca) e Bn-16 (sensivel a seca). Os dois gendtipos foram
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submetidos a condi¢fes de estresse hidrico (50% capacidade de campo por 14
dias), no qual foi constatado que o gendétipo Bn-16 apresentou contetdo duas
vezes maior de H202 quando comparado ao gendtipo Bn-150.

Diversas proteinas presentes nas células vegetais sdo vulneraveis ao
estresse oxidativo, acarretando sua inativacdo e degradacdo. Dessa forma, um
dos principais indicativos do estado fisiolégico de uma planta é o teor de proteina
total, no qual a sintese de proteinas em plantas € diretamente afetada por
estresses ambientais. O estresse ambiental pode provocar mudancas nos teores
proteicos e na atividade enzimatica, causando danos no crescimento e
desenvolvimento vegetal. Sendo assim, concentracdes elevadas de ROS pode
quebrar cadeias peptidicas, alterar cargas elétricas de proteinas etc. (AL-
ALOOSY et al., 2019). A producdo de osmorreguladores como as proteinas
soluveis totais estao diretamente relacionadas com a absorcéo e assimilacdo de
agua pelas plantas. E por isso que o estresse oxidativo resulta em dano
oxidativo, pois as espécies reativas de oxigénio tém a capacidade de oxidar os
residuos de aminoacidos de proteinas. Dessa forma, a tolerancia ao estresse
oxidativo pode ser alcancada pela eliminacéo dos excessos de ROS através das
enzimas antioxidantes (KERCHEV; VAN BREUSEGEM, 2021).

Ao longo da evolucgédo, as plantas desenvolveram mecanismos de defesa
para eliminar as espécies reativas de oxigénio (ROS) que podem causar danos
oxidativos em seu metabolismo (HINAI et al., 2022). A superoxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX), glutationa redutase (GR) e
peroxidase (POX) compreendem o sistema antioxidante enzimatico das plantas.
Existem ainda o sistema antioxidante ndo enzimaticos, como as vitaminas, 0s
flavonoides, os carotenoides e os estilbenos, que em casos necessarios também
conseguem diminuir o excesso de ROS nas células vegetais, impedindo assim
0 estresse oxidativo (SACHDEYV et al., 2021).

As SODs dos vegetais sao divididas em trés grandes grupos, a depender
dos cofatores metélicos presentes em seu sitio catalitico: ferro SOD (FeSOD),
presentes nos cloroplastos, manganés (MnSOD), presentes nas mitocéndrias e
cobre-zinco (Cu-ZnSOD) presentes no citosol, cloroplastos e apoplastos
(TOUNSI et al., 2022). A principal funcdo da enzima superéxido dismutase é
processar 0 "O2 (superdxido), um poderoso agente oxidante, para H20:2
(DVOFAK et al., 2020).
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As catalases (CATs) sdo enzimas localizadas no citosol e nos
peroxissomos que possuem a principal funcdo em converter o peréxido de
hidrogénio em O2. Possui alta taxa de converséo, podendo converter 6.000.000
de moléculas de H202 para agua e O2 em 1 minuto. Enquanto a Peroxidase
(POD) é uma oxirredutase, que possui capacidade de estimular a conversao do
peroxido de hidrogénio em 4gua, atuando através da oxidacdo de substancias
doadoras de hidrogénio (fendis, aminas aromaticas, hidroquinona etc.). As
peroxidases decompdem diversos peroxidos (comumente conhecido como
peréxido de hidrogénio) com objetivo de oxidar substratos organicos e
inorganicos (CHALLABATHULA et al., 2022).

Pesquisas recentes demonstram o papel importante das enzimas
antioxidantes na indugcéo de plantas a tolerancia a seca (KERCHEV; VAN
BREUSEGEM, 2021). Por exemplo, de acordo com estudos feitos por Cunha et
al. (2019) a superexpressao de enzimas superoxido dismutase (SOD) em batata
conferiu-lhe mais resisténcia e tolerancia a seca. Wang et al. (2005) constataram
bom desempenho em plantas de arroz geneticamente modificadas com MnSOD
sob estresse hidrico por polietilenoglicol. Em outro estudo feito por Wang et
al. (2016), foi demonstrado que plantas de trigo com superexpressao de
superéxido dismutase Cu/Zn no citosol conferiu tolerancia ao estresse salino e
consequentemente reducdo no estresse oxidativo da planta. De acordo com
estudos feitos por Negi et al. (2015) e Prashanth et al. (2007), plantas Avicennia
marina (mangue cinza), Arachis hypogaea (amendoim), Oryza sativa (arroz) e
Nicotiana tabacum (tabaco) obtiveram maior tolerancia a seca e
consequentemente maior resisténcia ao estresse oxidativo devido a
superexpressdo de superoxido dismutase Cu/Zzn (KERCHEV; VAN
BREUSEGEM, 2021).

Zhang et al. (2020) inocularam Pseudomonas lini e Serratia plymuthica
em Ziziphus jujuba, e observaram o aumento significativo na produgédo das
enzimas antioxidantes SOD e POD, melhorando assim a resisténcia ao estresse
oxidativo das plantas. Outro estudo feito por Chiappero et al. (2019) constataram
aumento das enzimas peroxidase (POD) e superéxido dismutase (SOD) em
Mentha piperita quando inoculadas com cepas de Pseudomonas fluorescences
e Bacillus amyloliquefaciens sob estresse hidrico. Vaishnav et al. (2020)
relataram aumento da atividade das enzimas antioxidantes POD e SOD em

24



plantas de tomates inoculadas com cepas PGPR e submetidas ao estresse

salino.

Figura 1 — Danos oxidativos causados por EROS
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Fonte: Proprio Autor, 2023.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 MATERIAL VEGETAL

Foram utilizadas sementes de tomate IPA 6 ISLA, lote 153203, com
germinacao 88% e pureza 98,2%. O ciclo dessa cultivar € de 115 dias (verao),
com frutos tipo globular e crescimento determinado. Possui resisténcia ou
tolerdncia a Fusarium, Verticillium, nematoide e rachadura dos frutos ou
cracking.
4.2 BACTERIAS UTILIZADAS

Foram utilizadas 10 estirpes bacterianas provenientes de uma colecao
obtida da rizosfera de duas espécies arbdreas nativas da Mata Atlantica
(Cecropia pachystachya e Cariniana estrellensis) (CARNEIRO, 2022). As
estirpes utilizadas foram selecionadas a partir do conjunto de caracteristicas
bioguimicas indicadoras de seu potencial de promocdo do crescimento de
plantas (producdo de auxinas, crescimento sob estresse osmotico e producao
de sideroforos). As estirpes utilizadas e as respectivas caracteristicas de

promocao estdo apresentadas na Tabela 2.
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Tabela 2. Estirpes bacterianas utilizadas neste estudo e respectivas caracteristicas bioguimicas relacionadas com a promocéao do

crescimento vegetal.

Crescimento

[ldentificaczo] [Origem] em 45% de Producéo de Formacdode Capacidade de Biossintese de

PEG Auxina Biofilmel Sol. Fosfato? Sideroforos®
Bl - M‘;‘;'T%')”'bader C. estrellensis SIM SIM 0,459 45 ND
B2 - Bacgg)s sp. (112 C. pachystachya SIM SIM 0,417 2,5 0,4
B3 — Bacillus sp. (105) C. pachystachya SIM SIM ND ND ND
B4 - “iis‘zgg)z"b'“m C. pachystachya SIM SIM ND ND 0,5
BS - Her?f‘lsf)'”"”m sp. C. estrellensis SIM SIM ND ND ND
B6 — Trinickia sp. (24) C. estrellensis SIM SIM 0,282 4,1 ND
B7 — Bacillus sp. (4) C. pachystachya SIM SIM 0,616 ND ND
B8 — Bacillus sp. (145) C. pachystachya SIM SIM ND 2,1 ND
B9 — Mucilaginibacter :
sp. (45) C. estrellensis SIM SIM 0,65 ND ND
B10 — Bacillus sp. (8) C. pachystachya SIM SIM ND ND ND

[Identificacdo], estirpes utilizadas nesse estudo: B1 — B10. [Origem], rizosfera das arbéreas Cariniana estrellensis e Cecropia
pachystachya. Crescimento sob 45% de polietilenoglicol em placas de petri. Producéo de auxina: andlise qualitativa. 12— Valor de
absorbancia, 2~ Razdo do diametro da coldnia
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4.3 PREPARO DAS SEMENTES E DESENHO EXPERIMENTAL

As sementes foram esterilizadas superficialmente por imerséo em solucéo
de hipoclorito de sédio 12% por 3 minutos, seguida de 3 lavagens com agua
destilada (RUBIM et al., 2010). Duas sementes superficialmente esterilizadas
foram adicionadas a cada um dos tubos de ensaio (falcons de 50 mL)
preenchidos com 35 mL de solugéo agar-agua (1,5% de agar em agua destilada),
ou preenchido com a mesma solucéo adicionada de diferentes concentracdes
de polietileno glicol (PEG 8000) 25% e 50% g L' de PEG. As concentracdes de
PEG foram definidas com base no ensaio de caracterizacdo dos isolados. O
polietilenoglicol (PEG) vem sendo usado com sucesso em muitos trabalhos de
pesquisa para simular efeitos de déficit hidrico em plantas, principalmente por
ndo penetrar nas células, ndo ser degradado e ndo causar toxidez, gracas ao
seu alto peso molecular (HASEGAWA et al., 1984).

Ao final, cada estirpe bacteriana foi avaliada sob trés concentracdes de
PEG, totalizando 40 tratamentos de inoculacdo; um tratamento adicional
(controle) foi preparado nas mesmas condi¢des dos tratamentos de inoculacdo
(diferentes concentracdes de PEG). O experimento foi conduzido sob
delineamento experimental fatorial (11 x 4) com 12 repeti¢cdes, totalizando 528
tubos de ensaio.

4.4 PREPARO DO INOCULO E CONDUCAO DO ENSAIO

Cada uma das 10 PGPB utilizadas foi cultivada em 5 mL de meio Dygs
liqguido (2g de glicose, 1,5 g de peptona, 2 g de extrato de levedura, 0,5 g de
KH2PO4, 0,6 g de MgSO4 para 1 L de H20, pH 6,8) e a partir de 200 pl do
respectivo material crio preservado. Os cultivos foram realizados sob agitacao
orbital (240 rpm) a 28 °C por 24 horas.

Previamente a semeadura, 1200 sementes de tomate esterilizadas
superficialmente foram distribuidas em 10 placas de Petri (120 sementes em
cada placa), e imersas nos inoculos preparados como descrito anteriormente.
ApoOs 15 minutos de imerséo, as sementes foram removidas das placas de Petri
e transferidas para os tubos de ensaio preparados com a solucéo de agar-agua
nas diferentes concentragdes de PEG (0%, 25%, e 50%).

Os falcons semeados e inoculados foram mantidos fechados com papel

filme e levados a uma camara de crescimento com temperatura (25 °C dia/22 °C
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noite), luminosidade (16 horas de fotoperiodo, com lampadas brancas,
incandescentes e fluorescentes) e umidade (80 % UR) controladas, onde
permaneceram por 30 dias até a germinacdo da plantula, emissao de raiz e
formacéo do primeiro par de folhas.

Apés 30 dias nestas condi¢des, as plantas foram removidas dos tubos de
ensaio, congeladas em nitrogénio liquido (N2) e armazenadas a -80 °C, até o
momento de seu uso para determinacdes de atividade enziméatica, como descrito
a seguir.

4.5 DETERMINAC}AO DO PEROXIDO DE HIDROGENIO

Para a determinacéo do peroxido de hidrogénio seguiu-se a metodologia
de Gay et al. (1999). As folhas foram coletadas e 100 mg do tecido vegetal foi
macerado em nitrogénio liquido e imediatamente transferido para um tubo de
ensaio. Ao macerado, 1 mL de solucéo de acido tricloroacético (TCA 0,2% em
metanol foi adicionada e a suspensao homogeneizada por inverséo dos tubos.
Apés isso, as suspensdes foram centrifugadas a 12.000 rpm por 5 minutos e
reservadas (denominadas de extrato bruto). A determinacéo da concentracéo de
H202 nos extratos brutos foi realizada em aliquotas de 100 pL, adicionadas de
400 pL de iodeto de potassio (KlI) e 100 pL de tampéo de fosfato de potassio 0,1
M pH 7,5. As reacdes foram homogeneizadas por agitacao leve e mantidas em
banho de gelo por 60 min no escuro. Aliguotas de 200 pL das reacdes foram
transferidas para microplacas e levadas a determinagéo da absorbancia 390 nm
em leitora de microplacas SpectraMax Plus 384. A calibragdo do equipamento
(branco) foi feita com a substituicdo do extrato bruto por agua destilada. A
quantificacdo da concentragdo de H20:2 foi obtida com o auxilio de uma curva
padrdo de perdxido de hidrogénio em diferentes concentracfes (50, 100, 200,
300, 400 e 500 nmol H202mL™?).

4.6 DETERMINACAO DE PROTEINAS TOTAIS

A determinacdo de proteinas totais sollveis foi feita pelo método de
Bradford (1976) em aliquotas de 500 pl do extrato bruto (folhas) adicionadas de
2,5 mL da solucéo de Bradford. Para o branco foi usado 500 pl de H20 e 2,5 mL
de solucdo de Bradford. Apds 15 minutos de reacao, a leitura das amostras foi
feita a 595 nm em espectrofotdbmetro. A quantificacdo do teor de proteinas foi
obtida com auxilio de uma curva padrdo de caseina, em diferentes
concentracdes (100, 200, 300, 400 e 500 pug mL™Y).
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4.7 DETERMINAQAO DA ATIVIDADE DE PEROXIDASE (POD)

Para determinar a atividade da enzima peroxidase foi usado o protocolo
de Peixoto et al. (1999). A atividade da enzima foi determinada pela diluicdo de
50 pl do extrato bruto (folhas) em 1960 pl de tampéo de reacéo fosfato de
potassio 25 mM. Apés a incubacéo por 1 minuto, foi adicionado 200 pl de H2SOa4
(acido sulfarico concentrado) para interromper a reacao. A leitura da absorbancia
foi feita a 420 nm em um espectrofotdmetro e a determinagdo da atividade
enzimatica foi realizada com base no coeficiente de extingdo molar de 2,47 mM-
L cml. Para calcular a atividade de POD, foram utilizadas algumas variaveis,
como: o volume da cubeta, o volume do tampé&o de extracdo e o volume do
extrato bruto. A atividade da enzima foi corrigida pela massa fresca.

4.8 DETERMINACAO DA ATIVIDADE DE SUPEROXIDO DISMUTASE (SOD)

Para determinar a atividade da enzima superéxido dismutase (SOD) foi
utilizado o protocolo de Giannopolitis e Ries (1977). Foram utilizados 50 pl de
extrato bruto (folhas) adicionado em volume padronizado para cada amostra,
uma solucdo tampéao fosfato de potassio 50 mM contendo riboflavina, EDTA
cloreto de azul nitrotetrazélio (NBT). Os tubos denominados “amostra da luz”
foram colocados em uma caixa composta por lampadas fluorescentes (15 W) a
25°C por 15 minutos, para ocorrer a reacao da fotorredugédo do NBT. Os tubos
denominados “branco do escuro” ficaram em uma caixa escura por 15 minutos.
Em seguida foi realizado a determinacao da atividade de SOD pela leitura
espectrofotométrica (A = 560 nm). Para determinar a atividade da enzima foi
realizada a correcao pela massa fresca, no qual 1 unidade (U) de SOD é definida
como a quantidade de enzima requerida para inibir 50% da fotoreducdo do
composto NBT.

4.9 ANALISES ESTATISTICAS
Os dados foram submetidos ao teste ndo parameétrico de Kruskal-Wallis.

As médias foram comparadas pelo teste de Dunn a 5% de probabilidade.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
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O efeito dos potenciais PGPB inoculadas no tomate foi avaliado a partir
da analise de atributos bioquimicos do tomate (quantificacéo de proteinas totais,
quantificacdo do contetdo total de peréxido de hidrogénio, quantificacdo da

atividade de enzimas antioxidantes SOD e POD).

5.1 Determinacdo do conteudo de proteinas totais

As proteinas relacionam-se de forma direta com os estresses que a planta
sofre, como por exemplo a seca, salinidade, alcalinidade etc. O déficit hidrico
pode causar rompimento da membrana e desnaturacdo das proteinas
(ZHANG et al., 2015). Dessa forma, as proteinas possuem papel importante na
identificacdo das defesas da planta para a sua sobrevivéncia sob estresse
(PAL et al., 2016). Por exemplo, em condicdes de salinidade, o uso de
rizobactérias em arroz estimulou a producdo de proteinas relacionadas a
patogénese (quitinase), aumentando a capacidade de resisténcia das plantas de
arroz ao sal. Logo, sob estresse abiotico observa-se alteracées na concentracao
de algumas proteinas (GARCIA-CRISTOBAL et al., 2015). O estresse hidrico
favorece a acdo de enzimas proteoliticas que degradam as proteinas utilizadas
pela planta como fonte de reserva, promovendo a reducdo da concentracado de

proteinas totais sollveis na planta (NEVES et al., 2012).

Tabela 3 - Contelido de proteinas totais expresso em pug mL da parte aérea de
plantulas de tomate cultivadas sob diferentes concentracdes de polietilenoglicol-
8000 (PEG) (0%, 25% e 50%) e inoculadas com diferentes bactérias promotoras
de crescimento (B1 a B10). O tratamento Controle n&o recebeu inoculacdo. Os
asteriscos indicam valores diferentes do tratamento Controle de acordo com o
teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn (p<0.05). Os resultados sé&o
expressos com a meédia dos tratamentos. O simbolo (=) indica material

insuficiente para analise da amostra e, portanto, sem resultado.

PGPB inoculada [PEG]
0% 25% 50%
Controle 1,53 0,5 2,74
B1 — Mucilaginibacter sp. (3) 5,59 0,02 -
B2 — Bacillus sp. (112 R1) 0,18 5,50 * -
B3 — Bacillus sp. (105) 0,02 5,46 * 0,87
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B4 — Mesorhizobium sp. (98) 3,57 0,07 2,64

B5 — Herbaspirillum sp. (114) 2,61 1,96 * 0,9
B6 — Trinickia sp. (24) 0,11 1,17 0,8
B7 — Bacillus sp. (4) 2,1 1,57 0,87

B8 — Bacillus sp. (145) 2,43 0,81 1
B9 — Mucilaginibacter sp. (45) 2,08 1,17 0,64
B10 — Bacillus sp. (8) 2,33 2,43 * 1,03

[PEG], concentragéo de polietilenoglicol na solugéo agarizada utilizada como substrato.
B0 — B10, estirpes bacterianas utilizadas. C, sem inocula¢éo ou controle. B1, inoculacdo
com Género Mucilaginibacter sp. estirpe 3. B2, inoculagdo com Género Bacillus sp.
estirpe 112 R1. B3, inoculacdo com Bacillus sp. estirpe 105. B4, inoculagdo com
Mesorhizobium sp. estirpe 98. B5, inoculagdo com Herbaspirillum sp. estirpe 114. B6,
inoculag@o com Trinickia sp. estirpe 24. B7, inoculagdo com Bacillus sp. estirpe 4. B8,
inoculacéo com Bacillus sp. estirpe 145. B9, inoculacdo com Mucilaginibacter sp. estirpe
45. B10, inoculacdo com Bacillus sp. estirpe 8.

Observando os resultados de proteinas totais (Lg mLt) na condicédo [PEG]
0%, podemos ver que nao ha diferenca significativa entre todos os tratamentos
e o controle (1,5 pug mL?), no qual a maioria dos tratamentos obtiveram altos
valores de proteinas totais, e 0 menor valor de proteina encontrado foi para o
tratamento inoculado com B3 — Bacillus sp. (105) (0,02 ug mL) que difere do
tratamento inoculado com B5 — Herbaspirillum sp. (114) (5,59 pg mL1), indicando
que o tratamento inoculado com B3 — Bacillus sp. (105) esta sofrendo algum
estresse, e que por ndo estar sob déficit hidrico, pode ser o efeito da inoculacéo
com a bactéria, visto que esse isolado pode estar competindo com a plantula
pela agua disponivel no meio de cultivo.

Na concentracéo [PEG] 25%, observa-se que os tratamentos inoculados
com B6 — Trinickia sp. (24), B7 — Bacillus sp. (4), B8 — Bacillus sp. (145) e B9 —
Mucilaginibacter sp. (45) ndo diferiram significativamente do controle (0,50 pg
mL-1). O maior contelido de proteinas sollveis para essa condi¢céo de [PEG] foi
o tratamento inoculado com B2 — Bacillus sp. (112 R1) com o valor de 5,50 ug
mL, indicando ser positivo a inoculacdo com essa bactéria. Os demais
tratamentos ndo difeririam entre si. O menor teor de proteina encontrado para
essa condicdo de [PEG] foi o tratamento inoculado com B1 — Mucilaginibacter
sp. (3) com o valor de 0,02 ug mL™2.

Enquanto para a condicdo de déficit hidrico induzido [PEG] 50%

observamos que todos os tratamentos também néo diferiram do controle (2,74
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ug mL1). O maior valor encontrado de proteinas totais para essa condicao foi o
tratamento inoculado com B4 — Mesorhizobium sp. (98) com valor de 2,64 pug mL"
1., O menor valor encontrado para a condi¢éo de [PEG] 50% foi o tratamento B6
— Trinickia sp. (24), com valor encontrado de 0,8 pg mL™.

Ao observamos, para a variavel de proteinas sollveis totais, ha um padréo
de reducéo dos teores de proteinas solluveis totais no tratamento inoculado com
B7 — Bacillus sp. (4) em todas as concentracdes de [PEG] (0%, 25% e 50%),
com valores de 2,10 ug mL?, 1,57 ug mL?* e 0,87 ug mL* respectivamente.
Provavelmente esse resultado esta relacionado ao aumento da atividade de
enzimas proteoliticas, que quebram proteinas de reserva nas plantas e
consequentemente diminui a sintese de proteina, visto que a deficiéncia hidrica
afeta todo o processo bioquimico do vegetal. Sob estresse hidrico, a diminuicao
da sintese de proteina é uma resposta bioquimica importante na planta como
forma de superar o estresse. Uma das causas da diminuicdo das proteinas
sollveis totais em plantas sob estresse hidrico é devido ao declinio na
fotossintese, visto que um dos primeiros mecanismos de defesa sob seca é o
fechamento dos estématos. Além disso, plantas sob condicbes estressantes
inibem a biossintese de proteinas pela indisponibilidade de matéria prima
(SCHELLENBAUM et al., 1998). Outra razdo para a diminuicdo de proteinas
sollveis totais em plantas submetidas a seca é a rapida degradacdo do que a
sintetizacao, visto que a rapida degradacao da proteina é consequéncia de altos
teores de H202 ou ROS que acabam quebrando as cadeias polipeptidicas
(KIDOKORO et al., 2009).

Resultado diferente encontrado no trabalho de Batool et al. (2020) onde
foi avaliada a concentracdo de proteinas totais em duas cultivares de batata
submetidas a seca. De acordo com os resultados, o estresse hidrico resultou em
altos teores de proteinas solUveis nas plantas de ambas as cultivares (Santae e
PRI-Red). O teor de proteinas solGveis aumentou a medida que o nivel de seca
aumentou. Inclusive, foi observado maior teor de proteinas sollveis nas plantas
inoculadas com bactéria promotora de crescimento do que nas plantas néo
inoculadas. Os teores de proteinas solUveis aumentaram 25% e 68% nas plantas
inoculadas e 20% e 59% nas plantas ndo inoculadas, demonstrando que a
inoculacdo com as bactérias foi benéfica em manter os maiores teores de

proteinas soluveis totais em plantas sob seca.
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Enquanto no estudo feito por Oliveira Neto et al. (2007), com objetivo de
avaliar a influéncia do estresse hidrico sob teores de proteinas sollveis totais em
folnas de teca (Tectona grandis), constataram que os teores de proteinas
soluveis nas plantas irrigadas foram constantes e com pouca variagao, enquanto
as plantas sob estresse hidrico houve diminuicdo drastica nos teores de
proteinas sollveis totais (de 47,814 g MS para 2,593 g?! MF), com um
decréscimo de 94,57%, demonstrando que sob condicdo de déficit hidrico as
plantas tendem a diminuir seus teores de proteinas sollveis totais. Em outro
estudo, feito por Teixeira et al. (2015), onde avaliaram as alteragbes do
metabolismo do nitrogénio em plantas jovens de noni (Morinda citrifolia)
submetidas a deficiéncia hidrica, constataram que as plantas que estavam sob
déficit hidrico tinham menores teores de proteinas solluveis totais quando
comparadas com as plantas que estavam sob irrigacdo. Uma das respostas da
planta para o estresse abiético como o déficit hidrico é a producéo e acumulo de
solutos compativeis osmoticamente. O impacto do estresse hidrico nas proteinas
soluveis da planta € muito evidente. No estudo feito por Bano et al. (2013) onde
avaliaram os efeitos positivos no crescimento de milho por meio do ajuste
osmotico inoculados com Azospirillum lipoferum sob restricAo hidrica,
constataram em seu trabalho a diminuicédo nos teores de proteinas sollveis totais
nos tratamentos que estavam sob restricdo hidrica em comparagdo ao controle.
Os controles estavam bem regados e sem inoculacdo, esses obtiveram o0s
maiores valores de teor de proteinas sollveis totais. Segundo os autores, a
inoculacdo com Azospirillum lipoferum reduziu cerca de 21,84% o teor de
proteinas nas plantas expostas a seca, demonstrando que mesmo sob

inoculagéo, as plantas sob seca demonstraram os menores teores de proteinas.

5.2 Determinacéo do conteudo de peroxido de hidrogénio

O peroxido de hidrogénio € uma das espécies reativas de oxigénio (ROS),
sendo produzido de forma natural pelo metabolismo aerdébico por meio da
respiracdo ou fotossintese. Possui papel duplo e conflitante dentro das plantas,
no qual em baixas concentragcbfes atuam como moléculas sinalizadoras,
envolvido em processos de aclimatacdo e defesa, como: fechamento de
estbmatos, fortalecimento da parede celular, producéo de fitoalexinas, atuando

também em processos de senescéncia vegetal (MUSHTAQ et al., 2020). Em
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altas concentracdes na célula pode causar oxidacdo de moléculas importantes
para o funcionamento vegetal, levando a morte programada em plantas
(FURLAN et al., 2020).

Tabela 4 - Contelido de peroéxido de hidrogénio (H202) expresso em pmol gt MF
da parte aérea de plantulas de tomate cultivadas sob diferentes concentracdes
de polietilenoglicol-8000 (PEG) (0%, 25% e 50%) e inoculadas com diferentes
bactérias promotoras de crescimento (B1 a B10). O tratamento Controle ndo
recebeu inoculacdo. Os asteriscos indicam valores diferentes do tratamento
controle de acordo com o teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn

(p<0.05). Os resultados séo expressos com a média de 12 repeti¢cdes.

PGPB inoculada [PEG]

0% 25% 50%

Controle 2,05 1,68 4,88
B1 — Mucilaginibacter sp. (3) 3,25 * 1,72 * 10,57 *
B2 — Bacillus sp. (112 R1) 0,69 * 0,16 * 0,52 *
B3 — Bacillus sp. (105) 0,88 * 10,45 * 3,03 *
B4 — Mesorhizobium sp. (98) 2,27 1,03* 2,14 *
B5 — Herbaspirillum sp. (114) 0,72 * 0,27 * 0,38 *
B6 — Trinickia sp. (24) 0,14 * 0,14 * 0,79 *
B7 — Bacillus sp. (4) 1,76 * 1,76 * 0,85 *
B8 — Bacillus sp. (145) 2,68 * 2,68 * 0,59 *
B9 — Mucilaginibacter sp. (45) 0,68 * 1,10 * 5,87 *
B10 — Bacillus sp. (8) 2,07 0,28 * 2,55 *

[PEG], concentragdo de polietilenoglicol na solugéo agarizada utilizada como substrato.
BO — B10, estirpes bacterianas utilizadas. C, sem inoculag¢éo ou controle. B1, inoculacdo
com Género Mucilaginibacter sp. estirpe 3. B2, inoculagdo com Género Bacillus sp.
estirpe 112 R1. B3, inoculagdo com Bacillus sp. estirpe 105. B4, inoculacdo com
Mesorhizobium sp. estirpe 98. B5, inoculagdo com Herbaspirillum sp. estirpe 114. B6,
inoculag&o com Trinickia sp. estirpe 24. B7, inoculagdo com Bacillus sp. estirpe 4. B8,
inoculac&o com Bacillus sp. estirpe 145. B9, inoculacdo com Mucilaginibacter sp. estirpe
45, B10, inoculacdo com Bacillus sp. estirpe 8.

Observando a condicao [PEG] 0%, apenas o tratamento B4 -
Mesorhizobium sp. (98) néo diferiu do controle. O tratamento inoculado com B8
— Bacillus sp. (145) obteve um valor de 2,97 umol g* MF, sendo superior ao
controle (2,05 umol g* MF), podendo indicar que a prépria inoculagdo tenha
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causado algum estresse, visto que nao ha restricao hidrica e consequentemente
nao pode ser esse fator como causador do estresse oxidativo na planta. Os
tratamentos B4 — Mesorhizobium sp. (98) (2,27 umol g* MF) e B10 — Bacillus sp.
(8) (2,07 pmol g* MF) ficaram igualados no mesmo grupo, demonstrando néo
ter diferencas significativas entre si. Os tratamentos inoculados com B9 —
Mucilaginibacter sp. (45), B6 — Trinickia sp. (24), B5 — Herbaspirillum sp. (114) e
B3 — Bacillus sp. (105) obtiveram os menores valores de H202 pmol g MF,
respectivamente: 0,68 umol g* MF, 0,69 umol g* MF, 0,77 umol g*MF, 0,72
umol g MF e 0,88 umol g* MF, demonstrando ser um ponto positivo para a
inoculagcdo com essas bactérias, visto que ndo demonstraram estresse oxidativo.

Sob [PEG] 25%, todos os tratamentos diferem entre si significativamente
pelo teste de Kruskal-Wallis ao nivel de 5% de significancia, valor de p <0,05
para as médias. Podemos observar que a maior concentracdo de H202 na parte
aérea de plantulas de tomate foi obtido pelo tratamento inoculado com B3 —
Bacillus sp. (105), no qual a média foi de 10,54 pmol g* MF, sinalizando alto
estresse oxidativo da planta. Na sequéncia temos o tratamento inoculado com
B8 — Bacillus sp. (145), com 2,68 umol g* MF, o tratamento inoculado com B7 —
Bacillus sp. (4) com valor de 1,76 pumol g* MF e o tratamento inoculado com B1
— Mucilaginibacter sp. (3) com valor de 1,72 pmol g* MF, todos esses, com
valores acima do controle (1,68 pmol g* MF). Quando comparado ao controle,
0s menores valores obtidos de concentracdo de H20:2 foram os tratamentos
inoculados com B6 — Trinickia sp. (24), B2 — Bacillus sp. (112, R1), B5 —
Herbaspirillum sp. (98), B10 — Bacillus sp. (8) e B4 — Mesorhizobium sp. (98),
com o0s seguintes valores, respectivamente: 0,14 umol g* MF, 0,16 pmol g* MF,
0,27 umol g* MF, 0,28 umol g* MF e 1,03 umol g MF. Para essa concentracéo,
o tratamento inoculado com B6 — Trinickia sp. (24) demonstrou o menor valor de
concentragdo de H202 na planta, indicando inducdo de tolerancia ao déficit
hidrico, ponto positivo para a inoculagdo com essa bactéria.

Em relacdo ao [PEG] 50%, todos os tratamentos diferiiam do controle
pelo teste de Kruskal-Wallis, observamos que os niveis de H202 aumentaram
significativamente no controle (4,88 umol g* MF) indicando que o cultivo sob
PEG promoveu estresse na plantula. Nos demais tratamentos (B5 -
Herbaspirillum sp. (114), B6 — Trinickia sp. (24), B7 — Bacillus sp. (4) e B8 —

Bacillus sp. (145)) ndo houve aumento. O tratamento inoculado com Bl —
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Mucilaginibacter sp. (3) e B9 — Mucilaginibacter sp. (45) foram os que tiveram
mais estresse oxidativo (dano oxidativo) mesmo sob condi¢des de inoculacao de
bactérias promotoras de crescimento, quando comparado ao controle, indicando
que esse género de bactéria ndo promoveu protecdo para a planta contra o
déficit hidrico sob [PEG] 50%. Observa-se que os tratamentos que tiveram 0s
maiores valores de H202 (B1 — Mucilaginibacter sp. (43) e B9 — Mucilaginibacter
sp. (45)) sdo do mesmo género de bactéria, indicando um comportamento
semelhante das bactérias sob essa condicdo de déficit hidrico. O menor valor
encontrado de H202 para essa concentracéo de [PEG] foi o tratamento inoculado
com B5 — Herbaspirillum sp. (114) (0,38 pmol g** MF), demonstrando que para
essa concentracdo de [PEG] a bactéria se mostrou mais eficiente em induzir a
tolerancia ao déficit hidrico da planta. Esses resultados corroboram com os
resultados de H202 sob [PEG] 25% (Tabela 5) onde o tratamento inoculado com
B5 — Herbaspirillum sp. (114) teve um menor estresse oxidativo.

Filippou et al. (2011) submeteram plantas de M. truncatula ao estresse
hidrico por 11 dias, e constataram altos valores de H202 préximos de 6 umol g*
MF, demonstrando que as plantas mais estressadas eram as que estavam sob
estresse hidrico. No trabalho de Tiepo et al. (2018), foram avaliados os efeitos
da inoculacdo com quatro espécies bacterianas (Azospirillum brasiliense, Bacilos
sp, Azomonas sp. e Azorhizophillus sp.) sobre o crescimento e metabolismo de
sementes de espécies arboreas Trema micranta e Cariniana estrellensis.
Referente aos resultados do dano oxidativo em folhas de T.micranta e
C.estrellensis, no qual essas foram submetidas a seca por 30 dias, os maiores
valores de H202 em folhas foram em mudas sob estresse hidrico em comparacgéo
com os tratamentos que ficaram submetidos a rega. Enquanto a inoculagdo com
Bacillus sp. induziu valores menores de H202 nas mudas sob estresse hidrico
guando comparado ao controle, em relacéo as outras bactérias.

Em outro trabalho, de Batool et al. (2020) foi avaliada a mudanca nas
espécies reativas de oxigénio (ROS), incluindo superoxidos e peroxido de
hidrogénio em duas cultivares de batata submetidas a seca. De acordo com 0s
resultados, o estresse hidrico resultou em um aumento na producdo de
superéxido em ambas as cultivares de batata (Santae e PRI-Red). As cultivares
que foram inoculadas com bactéria promotora de crescimento (Bacillus subtilis)

apresentaram menor aumento de superdxido do que as plantas ndo inoculadas.
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Em relacéo a concentracdo de H20:2, as plantas de batata (Santae e PRI-Red)
inoculadas com Bacillus subtilis obtiveram os menores valores para H202 quando
comparado as plantas sem inoculacéo, e além disso, os maiores valores de H20:2
nas plantas foram os tratamentos que estavam sob estresse severo de agua.
Sob condi¢bes de estresse hidrico, a producdo de H202 diminuiu em ambas as
cultivares (Santae e PRI-Red). Porém, sob tratamentos de estresse hidrico
(estresse moderado e estresse severo), as plantas inoculadas com Bacillus
subtilis apresentaram menores valores de H202 quando comparada as plantas
sem inoculagdo. Em estresse moderado e severo, a cultivar de batata Santae
apresentou aumentos de 47% e 68% de H202 quando inoculada, enquanto as
plantas sem inoculacao apresentaram aumentos de 56% e 75% em comparacao
as plantas bem irrigadas. A cultivar PRI-Red apresentou aumento para estresse
moderado e severo de 55% e 73% de H202sem inoculacéo, e para as plantas
inoculadas a diminuicdo de H20:2 foi de 62% e 85% quando comparado ao
controle, indicando que a inoculacdo com bactérias promotoras de crescimento
amenizou a producédo de ROS em plantas sob estresse hidrico.

Para a variavel concentracdo de H202. em folhas, os tratamentos
inoculados com B5 — Herbaspirillum sp. (114), B6 — Trinickia sp. (24) e B7 —
Bacillus sp. (4) demonstraram 0s menores valores de H202 nas diferentes
concentracbes de [PEG]. Entre esses, o tratamento inoculado com B5 —
Herbaspirillum sp. (114) demonstrou os menores valores de H202, sempre
valores mais baixos comparados ao controle, em todas as concentracdes de
[PEG] 0%, 25% e 50%, indicando ser uma bactéria promissora para a inducéo

da tolerancia ao estresse oxidativo em plantas submetidas a seca.

5.3 Determinacao da atividade da enzima superéxido dismutase (SOD)

A enzima superoxido dismutase € considerada a primeira linha de defesa
da planta contra o estresse oxidativo, convertendo o radical superéxido em
peréxido de hidrogénio. Quanto maior a atividade de SOD nas células maior é a
protecdo conferida pela acdo da enzima contra o estresse oxidativo (DVOFAK et
al., 2020).

Tabela 5 - Atividade da enzima superéxido dismutase (SOD) expressa em U g

1 MF da parte aérea de plantulas de tomate cultivadas sob diferentes

38



concentracdes de polietilenoglicol-8000 (PEG) (0%, 25% e 50%) e inoculadas
com diferentes bactérias promotoras de crescimento (B1 a B10). O tratamento
Controle néo recebeu inoculacdo. Os asteriscos indicam valores diferentes do
tratamento Controle de acordo com o teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste
de Dunn (p<0.05). Os resultados sdo expressos com a média dos tratamentos.
O simbolo (-) indica material insuficiente para analise da amostra e, portanto,

sem resultado.

PGPB inoculada [PEG]
0% 25% 50%
Controle 241,78 55,64 429,96
B1 — Mucilaginibacter sp. (3) - - -
B2 — Bacillus sp. (112 R1) 262,4 248,94 -

B3 — Bacillus sp. (105) 237,8 83,87 176,91 *
B4 — Mesorhizobium sp. (98) 59,20 * 29,69 232,94 *
B5 — Herbaspirillum sp. (114) 791* 224,48 121,76 *

B6 — Trinickia sp. (24) 247,06 249,11 * 252,14

B7 — Bacillus sp. (4) 153,29 * 193,2 181,33 *

B8 — Bacillus sp. (145) 145,38 * 55,06 191,47 *
B9 — Mucilaginibacter sp. (45) 115,03 * 36,93 558,09

B10 — Bacillus sp. (8) 69,04 * 38,62 73,77 *

[PEG], concentragéo de polietilenoglicol na solugéo agarizada utilizada como substrato.
BO — B10, estirpes bacterianas utilizadas. C, sem inoculag&o ou controle. B1, inoculagéo
com Género Mucilaginibacter sp. estirpe 3. B2, inoculagdo com Género Bacillus sp.
estirpe 112 R1. B3, inoculacdo com Bacillus sp. estirpe 105. B4, inoculagdo com
Mesorhizobium sp. estirpe 98. B5, inoculacdo com Herbaspirillum sp. estirpe 114. B6,
inoculag@o com Trinickia sp. estirpe 24. B7, inoculagdo com Bacillus sp. estirpe 4. B8,
inoculacéo com Bacillus sp. estirpe 145. B9, inoculacdo com Mucilaginibacter sp. estirpe
45. B10, inoculag&o com Bacillus sp. estirpe 8.

Em [PEG] 0%, os tratamentos inoculados com B4 — Mesorhizobium sp.
(98), B5 — Herbaspirillum sp. (114), B7 — Bacillus sp. (4), B8 — Bacillus sp. (145),
B9 — Mucilaginibacter sp. (45) e B10 — Bacillus sp. (8) diferiram do controle de
acordo com o teste de Kruskal-Wallis. Os maiores valores encontrados para a
atividade da enzima SOD foram os tratamentos inoculados com B2 — Bacillus sp.
(112 R1), com valor encontrado de 262,40 U g* MF e B6 — Trinickia sp. (24) com
valor encontrado de 247,06 U g! MF, valores esses superiores ao controle
(241,78 U g MF). O menor valor encontrado para a atividade de SOD foi do
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tratamento inoculado com B5 — Herbaspirillum sp. (114), com valor de 7,91 U g
L MF. Esses resultados demonstram que mesmo sob condi¢cdo normal (sem
PEG), a planta apresenta alta atividade da enzima SOD comparado ao controle,
demonstrando que pode haver alguma influéncia da inoculagdo com bactérias,
proporcionando o aumento da atividade de SOD.

Referente a concentracdo [PEG] 25%, o Unico tratamento que diferiu do
controle foi o inoculado com B6 — Trinickia sp. (24). Observa-se 0s maiores
valores de atividade da enzima SOD nos tratamentos inoculados com B6 (249,11
U g?! MF), B2 (248,94 U g' MF), B5 (224,48 U g** MF) e B7 (193,20 U g MF),
indicando que a inoculacédo com essas bactérias pode ter influenciado o aumento
da atividade de SOD sob essa condi¢do de [PEG]. O menor valor da atividade
da enzima SOD para [PEG] 25% foi o tratamento inoculado com B4 —
Mesorhizobium sp. (98) (26, 96 U g MF), indicando que sob essa condicao,
mesmo sob inoculagcdo com bactéria promotora de crescimento vegetal ndo
houve aumento da atividade de SOD.

Na concentracdo [PEG] 50%, os tratamentos inoculados com B3 —
Bacillus sp. (105), B4 — Mesorhizobium sp. (98), B5 — Herbaspirillum sp. (114),
B7 — Bacillus sp. (4), B8 — Bacillus sp. (145) e B10 — Bacillus sp. (8) difeririam
significativamente do controle pelo teste de Kruskal-Wallis. Observa-se o maior
valor de atividade especifica de SOD para o tratamento inoculado com B9 —
Mucilaginibacter sp. (45) com valor encontrado de 558,09 U g MF, porém, ao
observar os valores de H202 para 0 mesmo tratamento (Tabela 5) veremos um
dos maiores valores de H202, indicando que outros mecanismos estejam
funcionando para mitigar H202 na planta, provavelmente POD. Os menores
valores encontrados para a atividade especifica de SOD foram os tratamentos
inoculados com B10 — Bacillus sp. (8), B5 — Herbaspirillum sp. (114), B3 —
Bacillus sp. (105), B7 — Bacillus sp. (4) e B6 — Trinickia sp. (24), com os seguintes
valores, respectivamente: 73,77 U g* MF, 121,76 U g! MF, 176,91 U g! MF,
181,33 U g MF e 252,14 U g'* MF, indicando que sob a condicdo de [PEG] 50%
os tratamentos inoculados com essas bactérias ndo aumentaram a atividade de
SOD.

De acordo com estudo feito por Kusvuran e Dasgan (2017), os quais
investigaram a atividade de enzimas antioxidantes (SOD, CAT, GR e APX) sobre

0S mecanismos de tolerancia ao estresse hidrico em gendétipos de feijdo,
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observaram que sob estresse hidrico severo (0% de capacidade de campo), as
atividades de SOD aumentaram para 0s genotipos tolerantes (118,74% a mais)
em relacdo aos genadtipos sensiveis (54,09%), indicando assim que sob maiores
niveis de estresse hidrico, maior sera o estresse oxidativo e consequentemente
maior a atividade da enzima antioxidante.

Batool et al. (2020) avaliaram em seu trabalho o efeito do estresse hidrico
e a inoculacéo de bactéria promotora de crescimento na atividade enzimética da
superéxido dismutase (SOD) em duas cultivares de batata submetidas a seca
(Santaea e PRI-Red). De acordo com os resultados obtidos por Batool et
al. (2020), sob estresse hidrico a atividade de superéxido dismutase (SOD)
aumentou, no qual os maiores valores obtidos foram das plantas sob estresse
severo em comparacao ao estresse moderado de seca. As plantas inoculadas
com bactéria promotora de crescimento apresentaram as maiores atividades de
SOD quando comparado as plantas sem inoculagéo, sugerindo assim uma
influéncia positiva da bactéria na atividade da enzima. A atividade da enzima
SOD aumentou 24% (estresse hidrico moderado) e 63% (estresse hidrico
severo) para as plantas inoculadas e aumentou 20% e 50% nas plantas sem

inoculacao.

5.5 Determinacao da atividade da enzima peroxidase (POD)

As peroxidases sdo enzimas de extrema importancia para a célula
vegetal. Atuam em processos de defesa de plantas. Essas enzimas usam
compostos fendlicos como substratos. Doam elétrons para o peréxido de
hidrogénio, favorecendo a formacgéo de H20, atuando assim, na eliminagéo e
limpeza dos excessos de H202 em plantas sob estresses abioticos
(CHALLABATHULA et al., 2022).

Tabela 6 - Atividade da enzima peroxidase (POD) expressa em mmol min-tg?
MF da parte aérea de plantulas de tomate cultivadas sob diferentes
concentracdes de polietilenoglicol-8000 (PEG) (0%, 25% e 50%) e inoculadas
com diferentes bactérias promotoras de crescimento (B1 a B10). O tratamento
Controle n&o recebeu inoculacdo. Os asteriscos indicam valores diferentes do
tratamento Controle de acordo com o teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste

de Dunn (p<0.05). Os resultados séo expressos com a média dos tratamentos.

41



O simbolo (-) indica material insuficiente para analise da amostra e, portanto,

sem resultado.

PGPB inoculada [PEG]
0% 25% 50%
Controle 220,37 140,93 63,37
B1 — Mucilaginibacter sp. (3) 89,70 * 129,7 337,87 *
B2 — Bacillus sp. (112 R1) 102,07 * 131,3 -

B3 — Bacillus sp. (105) 13,60 * 85,93 4,27 *
B4 — Mesorhizobium sp. (98) 43,80 * 143,83 43,60 *
B5 — Herbaspirillum sp. (114) 161,43 * 49,20 * 59,6

B6 — Trinickia sp. (24) 42,47 * 68,5 121,17 *

B7 — Bacillus sp. (4) 155,70 * 131 276,97 *

B8 — Bacillus sp. (145) 3,70 * 52,53 154,80 *
B9 — Mucilaginibacter sp. (45) 199,4 90,63 37,77 *

B10 — Bacillus sp. (8) 94,73 * 106,83 108,60 *

[PEG], concentragéo de polietilenoglicol na solugéo agarizada utilizada como substrato.
BO — B10, estirpes bacterianas utilizadas. C, sem inoculag&o ou controle. B1, inoculagéo
com Género Mucilaginibacter sp. estirpe 3. B2, inoculagdo com Género Bacillus sp.
estirpe 112 R1. B3, inoculacdo com Bacillus sp. estirpe 105. B4, inoculagdo com
Mesorhizobium sp. estirpe 98. B5, inoculagdo com Herbaspirillum sp. estirpe 114. B6,
inoculagdo com Trinickia sp. estirpe 24. B7, inoculagdo com Bacillus sp. estirpe 4. B8,
inoculag@o com Bacillus sp. estirpe 145. B9, inoculagdo com Mucilaginibacter sp. estirpe
45, B10, inoculacdo com Bacillus sp. estirpe 8.

Para [PEG] 0% de PEG, o Unico tratamento que néo diferiu do controle foi
o inoculado com B9 — Mucilaginibacter sp. (45), com a maior atividade da enzima
POD (199,40 mmol mint g? MF). Observa-se que apesar do tratamento
inoculado com B9 — Mucilaginibacter sp. (45) estar tendo alta atividade de POD
para [PEG] 0, o mesmo tratamento teve baixos valores de concentracdo de H202
e de SOD, indicando que POD estava atuando de forma mais efetiva do que
SOD para mitigar o estresse na planta. O segundo maior valor da atividade da
enzima POD foi do tratamento inoculado com B5 — Herbaspirillum sp. (114)
(161,43 mmol mint g MF o que corrobora com os baixos resultados de H202
para 0 mesmo tratamento e [PEG] encontrados na Tabela 5, indicando que a alta
atividade de POD pode ter diminuido os niveis de H202. Os menores valores de
atividade da enzima POD foi para o tratamento inoculado com B8 — Bacillus sp.

(145), com valor encontrado de 3,70 mmol min* g* MF seguido de B3 — Bacillus
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sp. (105), com valor encontrado de 13,60 mmol min-t g MF no qual néo diferiram
significativamente entre si.

Na concentracédo 25% de [PEG], apenas o tratamento B5 — Herbaspirillum
sp. (114) diferiu significativamente do controle, no qual obteve o menor valor
encontrado da atividade de POD (49,20 mmol min g* MF), indicando baixa
atividade da enzima para esse tratamento sob essa condicdo de déficit hidrico,
0 que nao corrobora com os baixos valores de H202 para 0 mesmo tratamento e
mesma condi¢éo de [PEG] na Tabela 5, indicando que outros mecanismos de
defesa antioxidante estavam atuando para diminuir H202 na planta. Os
tratamentos inoculados com B1 — Mucilaginibacter sp. (3), B2 — Bacillus sp. (112
R1), B3 — Bacillus sp. (105), B4 — Mesorhizobium sp. (98), B6 — Trinickia sp. (24),
B7 — Bacillus sp. (4), B8 — Bacillus sp. (145), B9 — Mucilaginibacter sp. (45) e B10
— Bacillus sp. (8) néo diferiram entre si significativamente pelo teste de Kruskal-
Walllis ao nivel de 5% de significancia. Apenas o tratamento B4 — Mesorhizobium
sp. (98) (143,83 mmol min g* MF) e B5 — Herbaspirillum sp. (114) (49,20 mmol
min-t g1 MF) diferiram entre si estatisticamente, no qual B4 — Mesorhizobium sp.
(98) foi a maior média encontrada para a atividade da enzima POD, tendo
coeréncia com os resultados da Tabela 5, onde 0 mesmo tratamento inoculado
com B4 — Mesorhizobium sp. (98) obteve os menores valores de H202, indicando
atividade antioxidante e protec&o contra o estresse conferido pela inoculagdo da
bactéria.

Para [PEG] 50%, os tratamentos inoculados com B1 — Mucilaginibacter
sp. (3), B3 — Bacillus sp. (112 R1), B4 — Mesorhizobium sp. (98), B6 — Trinickia
sp. (24), B7 — Bacillus sp. (4), B8 — Bacillus sp. (145), B9 — Mucilaginibacter sp.
(45) e B10 — Bacillus sp. (8) diferiram estatisticamente do Controle segundo o
teste de Kruskal-Wallis. Apenas o tratamento inoculado com B5 — Herbaspirillum
sp. (114) n&o diferiu do Controle estatisticamente. O tratamento inoculado com
B1 — Mucilaginibacter sp. (3) demonstrou a maior atividade da enzima POD
(337,78 mmol mint g* MF), o que nédo corrobora com os altos valores de H202
encontrados para o0 mesmo tratamento e mesma condi¢cdo de [PEG] na Tabela
5, indicando que mesmo com a alta atividade de POD né&o foi suficiente para
mitigar os excessos de H20:2 produzidos na planta sob [PEG] 50%. Os menores
valores encontrados para a atividade de POD foram dos tratamentos inoculados

com B3 — Bacillus sp. (105), com valor encontrado de 4,27 mmol mint g MF e
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B9 — Mucilaginibacter sp. (45) com valor encontrado de 37,77 mmol min* g MF,
a qual néo diferiram significativamente entre si. A baixa atividade de POD no
tratamento inoculado com B3 — Bacillus sp. (105) também se repete para a
atividade de SOD para a mesma concentracao [PEG] 50% observados na Tabela
6, com baixos valores de H202 observados na Tabela 5, podendo indicar que
outros mecanismos estavam atuando para a reducdo de H202 na planta.
Saravanakumar et al. (2010) em seu trabalho inocularam cepas
bacterianas de P. fluorescens e B. subtilis em plantas de feijjao mungu (Vigna
Radiata) com o objetivo de estudar a atividade enzimatica antioxidante sob
condicBes de estresse hidrico. A atividade da peroxidase foi observada em
diferentes intervalos de tempo apOs o estresse hidrico. De acordo com
resultados, Saravanakumar et al. (2010) constataram a maior atividade
enzimatica em plantas tratadas com P.fluorescens mesmo apés 144 horas de
estresse hidrico. No caso das plantas ndo inoculadas, a atividade enzimética
comecou a diminuir a partir de 72 horas sob estresse hidrico, demonstrando
assim a influéncia positiva de bactérias sob a atividade enzimatica antioxidante
da planta. No trabalho de Junior (2012) onde avaliou as caracteristicas
bioquimicas e desenvolvimento do tomate submetido a salinidade e estresse
hidrico, concluiram que para a atividade da enzima POD, houve um aumento
gradual na atividade quando a planta estava submetida ao estresse hidrico. A
alta atividade da enzima em plantas submetidas a estresses pode ser explicado
pela habilidade de alguns gendétipos em degradar substancias toxicas (ROS)
liberados em condi¢cBes de estresse abidtico (SUBHASHINI; REDDY, 1990).
No trabalho de Chiappero et al. (2019) com o objetivo de explorar os efeitos da
inoculacdo de PGPB em plantas de hortela-pimenta sob estresse hidrico, onde
usaram duas cepas bacterianas para inoculacdo Bacillus amyloliquefaciens e
Pseudomonas fluorescens. As plantas foram submetidas a estresse hidrico apos
20 dias de cultivo. Nesse estudo, Chiappero et al. (2019) constataram que a
atividade da enzima antioxidante peroxidase (POD) foi 3 vezes maior nas plantas
inoculadas com Bacillus amyloliquefaciens e Pseudomonas fluorescens sob
estresse hidrico do que nas plantas ndo inoculadas, demonstrando assim uma
boa resposta da planta ao estresse hidrico e um ponto positivo para a inoculacao

com bactérias.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Em relac&o as proteinas soluveis totais, para o déficit hidrico moderado
induzido por [PEG] 25%, a bactéria B2 — Bacillus sp. (112 R1), B3 — Bacillus sp.
(105) e B10 — Bacillus sp. (8) se destacaram. Para o déficit hidrico severo
induzido por [PEG] 50%, a bactéria B4 — Mesorhizobium sp. (98) se destacou
com o maior valor encontrado, apesar de nao ter diferenca significativa do
controle.

Para peréxido de hidrogénio (H202) como indicador de estresse oxidativo,
o tratamento inoculado com B5 — Herbaspirillum sp. (114), B6 — Trinickia sp. (24)
e B7 — Bacillus sp. (4) se destacaram. Entre esses, B5 — Herbaspirillum sp. (114)
se demonstrou melhor em induzir a planta a tolerancia ao estresse oxidativo em
todas as concentracdes de [PEG].

Para a atividade de superoxido dismutase (SOD) o tratamento inoculado
com B6 — Trinickia sp. (24) se destacou com o maior valor da atividade de SOD
para [PEG] 25%, ja para [PEG] 50% o tratamento inoculado com B9 —
Mucilaginibacter sp. (45) se destacou com a maior atividade de SOD, porém nao
houve diferenca significativa do controle.

E para a atividade de peroxidase (POD), o tratamento inoculado com B4
— Mesorhizobium sp. (98) se destacou para o déficit hidrico moderado induzido
por [PEG] 25%, com o maior valor de atividade encontrado, mas nao houve
diferenca significativa do controleJa para o déficit hidrico severo induzido por
[PEG] 50%, o tratamento inoculado com B1 — Mucilaginibacter (3) e B7 — Bacillus
sp. (4) se destacaram.

As estirpes mais indicadas para prosseguir com o trabalho, em ensaios
de maior duracdo ou com outras espécies vegetais sdo B5 — Herbaspirillum sp.
(114), B6 — Trinickia sp. (24), B7 — Bacillus sp. (4) e B8 — Bacillus sp. (145).
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Tabela 7 — Tabela comparativa com os resultados que se destacaram dos tratamentos nas diferentes analises. O simbolo (-) nas
colunas indicam resultados néo satisfatorios para cada analise, indicando que a inoculagdo com essa bactéria ndo demonstrou efeito

positivo para aquela condicao.

PBG INOCULADA BIOMASSA (mg)  PROTEINAS (ug mL-1)  H202 (umol g-1 MF) SOD (Ug-1MF)  POD (mmol min-1 g-1 MF)
PEG PEG PEG PEG PEG
0% 25% 50% 0% 25% 50% 0% 25% 50% 0% 25% 50% 0%  25%  50%
Controle 545 264 175 153 05 274 205 168 4,88 242 5554 42996 220,37 140,93 63,37
B1 — Mucilaginibacter sp. (3) _ _ _ _ _ _ _ _ - - - - - - 337,87
B2 — Bacillus sp. (112 R1) _ _ _ _ 5,5 _ _ _ _ 262 2489 _

B3 — Bacillus sp. (105) _ _ _ _ 5,46 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
B4 — Mesorhizobium sp. (98) 400 435 334 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 143,81 _
BS —Herbaspirillum sp. (114) 337 395 352 - - - 072 027 038 - 2245 - - - -

B6 — Trinickia sp. (24) 312 312 400 @ - - - 014 014 079 247 2491 - - - -

B7 — Bacillus sp. (4) _ _ _ _ _ _ 1,76 1,76 085 _ _ _ _ _ 276,97

B8 — Bacillus sp. (145) 376 546 645 _ _ _ _ _ - - - - - - 154,80

B9 — Mucilaginibacter sp. (45) _ _ _ _ _ _ - - - - - 558,09 199,4 - -
B10 — Bacillus sp. (8) 340 441 350 - 2,43 - - - - - - - - - -

Fonte: Proprio autor, 2023.
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