RIZOBACTERIAS COMO ESTRATEGIA DE MITIGACAO DO
ESTRESSE POR DEFICIT HIDRICO NO GERGELIM BRS MORENA

ANDERSON REGES DOS SANTOS

UNIVERSIDADE ESTADUAL DA PARAIBA
CAMPINA GRANDE - PB

SETEMBRO - 2022



RIZOBACTERIAS COMO ESTRATEGIA DE MITIGACAO DO
ESTRESSE POR DEFICIT HIDRICO NO GERGELIM BRS MORENA

ANDERSON REGES DOS SANTOS

Dissertacdo apresentada ao Programa de P6s-Graduacao
em Ciéncias Agrérias da Universidade Estadual da
Paraiba/Embrapa Algodao, para obtengdo do titulo de
Mestre em Ciéncias Agrarias / area de concentragdo:

Biotecnologia e melhoramento vegetal.

Orientadora: Profé. Dra. LIZIANE MARIA DE LIMA

CAMPINA GRANDE - PB
SETEMBRO — 2022



E expressamenie probido a comerciglizagio desle documenia, fanta na forma impressa como aletrbnica.
Sua reprodugio lotal ou parcial & parmitida axclusivameanta para fins acadamicos & ciantificos, desde qua na
reproducaa figure a idantificagio do autar, titula, instituigio @ ano do rabalha

52370 Gantos, Andarson Hagas dos.
Rizobactariss como astraldgia de mitigscio do esirasss
par déficit hidrico no gargalim BAS morena [manuscrila] [
Andarson Rages dos Santos. - 2022
T0 p. il cakarido.

Digitada.

Dissarfacdo (Mestrado eam  Cidncizs  Agrarias)
Universidade Esladual da Paraiba, Pro-Asiona de Poas-
Graduacio e Pasquisa , 2022,

"Orientaggo : Profla. Dra. Liziane Mara de Lima
Coordanagss do Cursa da Ciéncias Biolbgicas - CCBS5A”

1. Bacilos. 2. Badérnias dizzotrdlicas. 3. Sesamum indicum
L. 4. Déticit hidrica. 1. Titulo

21. ad. CDD 570

Elsharada por Deivid AL M. Meves - CHE - 15853 BEC/UEPE




RIZOBACTERIAS COMO ESTRATEGIA DE MITIGACAO DO
ESTRESSE POR DEFICIT HIDRICO NO GERGELIM BRS MORENA

ANDERSON REGES DOS SANTOS

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-Graduacdo
em Ciéncias Agrarias da Universidade Estadual da
Paraiba/Embrapa Algodéo, para obtencdo do titulo de
Mestre em Ciéncias Agrarias / area de concentragdo:
Biotecnologia e melhoramento vegetal.

Aprovada em 13/09/2022

Banca examinadora;

DOLLmEnto anvnado digitamente
\ b RENER LUCIAND DE SOUZA FERRAZ
. Data: 25/10/2022 1859040300

Verifigque em hittpa / verilicador. il br

Prof. Dr. Rener Luciano de Souza Ferraz- UFCG
Avaliador

..
| |
P SR A 0 A

Prof.” Dr". Nair Helena Castro Arriel - Embrapa Algodao

Avaliador

& ue
Prof.” Dr", Liziane Maria de Lima -Embrapa Algodio

Orientadora



Ao meu Senhor Deus soberano. Aos meus filhos e esposa, DEDICO.



AGRADECIMENTOS

Gratidao a Deus, por ter me dado saude, sabedoria e pela sua divina misericordia que nunca
me deixou faltar nada!

A minha esposa, que tanto amo, Louise Fernandes de O. Reges, pela paciéncia, amor,
dedicacéo e por estar ao meu lado em todos os momentos.

Aos meus filhos, Theo F. O. e Reges, Thomas F. O. e Reges, e a0 meu anjo que esta no
céu, voceés sdo o combustivel que faz a gente batalhar por dias melhores.

Ao0s meus pais, Geane Reges dos Santos e Roberto R. Santos, pela compreensao, confianca
e educacao.

A minha familia, em especial a meu irmao Alisson E. R. Santos e avds por todo o apoio
durante o mestrado.

A minha orientadora, Dr2. Liziane Maria de Lima, por ter acreditado em mim, pela
orientacdo e paciéncia.

Ao Dr. Tarcisio Gondim e aos técnicos e colaboradores do setor de campo da Embrapa-
Algodéo por todas as contribuicBes na aérea do campo.

Ao Dr. Rener Ferraz, por toda a contribui¢do na estatistica, com seus ensinamentos, apoio
e disposicao.

Ao Dr. Alberto Soares, pelo o0 apoio e conselhos durante minha jornada académica.

Aos amigos do Laboratdrio de Biotecnologia da Embrapa Algodao: Giliard Bruno, Edson
Lourenco, Maria Clara Rufino, Andreza Costa, Camila Lima e Gabriela, pela ajuda no
experimento, nas analises de laboratério, companhia diaria, ensinamentos e momentos de
descontracdo em meio as dificuldades. VVocés sdo parte dessa vitoria.

A Dra. Geisenilma Maria pela ajuda nas analises de laboratério e na estatistica, que ndo
mediu esforgos em ajudar.

As técnicas do Laboratorio de Biotecnologia da Embrapa Algoddo, Fabia Suely e
Terezinha Duarte, pela paciéncia e ajuda durante as analises.

A Embrapa Algod&o, ao Programa de P6s-Graduacio em Ciéncias Agrarias (PPGCA) da
UEPB e a todos os professores.

O presente trabalho foi realizado com o apoio da Coordenacdo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior — Brasil (CAPES) — Cédigo de financiamento 001.

A todos que contribuiram de alguma forma para essa conquista, meu muito OBRIGADO!



SUMARIO
LISTADE TABELAS ...ttt vi
LISTADE FIGURAS ...t vii
LISTA DE ABREVIATURAS . ...t X
RESUMO ...ttt b et s s e e e b e e ne e e r e nne e nns Xi
ABSTRACT L.t r e Xiii
LANTRODUGAOD. ...ttt ettt n sttt s st en sttt en s 14
2. OBUIETIVOS ...ttt e b e neenneas 16
2.1 GBIAL et 16
2.2 ESPECITICOS ...ttt 16
3. REVISAO DE LITERATURA ..ottt eeeees ettt nes s 17
3.1. Inoculantes a base de DACIHOS ..........ccoiiiiiiiiii 17
3.2 Aspectos fisiomorfoldgicos da cultura do gergelim ... 18
3.3 0 gergelim e sua importancia @CONOMICA..........cevrrrerrerierieniesieeeeee e 19
3.4 Condigdes de cultivo do gergelim ... 20
3.5 Comportamento fisioldgico de plantas sob déficit hidrico...........cccoeevveveiicinennns 20
3.6 Genes expressos em plantas sob estresse hidriCo .........ooevveveiieie i, 23
4. MATERIAL E METODOS........coooiviieteiieeieeiesesessseseesssesss s esessesassnsensnsenesssssessasenes 27
4.1 Implantagéo e condugéo do experimento em casa de Vegetacao. ........c.ccevvevereenne. 27
4.2 Cultivo das bactérias e preparo dos inoculantes ............cccccevveveiicieccececse e 29
4.3 Variaveis AQrONOIMICAS. .......cecivieiiiieieeie st e ite et este e steeste e s e sreesae s e e saeeaesneeanas 30
4.4 TTOCAS QASOSAS ..euvveeureeessteeesstreessseeassseeassssesssseesseeesseeeasseeesssesessseeessseeesssessssseeesseees 30
4.5 Anélise de nitrogénio em fOlNa ... 31

4.6. Analise de fOSFOro em FOINA.........oviee oot 31



4.7 ALIVIAAAES BNZIMALICAS ....cooeeeeeeee e ettt e e e e e e e e aaaens

4.8 Teor de Prolina VI tOtal .......coooeeeieeee e,

4.9 Extracdo de RNA total e sintese de CDNA ...

4.10 Anédlise da expressdo dos genes DREB1 e SiHDZ7 por RT-gPCR........cccccoevnene.

4,11 ANALISES ESTALISTICAS ...eeeeeee ettt e e e e eae s

5. RESULTADOS

E DISCUSSAOD ..ot oot ee e e e e esee e e e e ereeesaenanens

5.1 Variaveis agrOoNOMIICAS. ......ccueivreiereerieaiesteesieeeeseesteseessaessesseesseesseassesseessesssesseessens

5.2 Analise de nitrogénio e fosforo no tecido vegetal ............cccoevveiiiiciicce e,

5.3 ReSPOSLAS fISIOIOQICAS .......eivveivreiciieeie ettt sre e

5.4 ANAlises BIOQUIMICAS .......ccveiiriiiiiieiie ettt te et sreene s

5.5 ANALISES MOIECUIAIES ...t eee e

5.6 Analise estatistica MUIIVAITAAA .......cooveeeeeeeee et e e e e ea e

6. CONCLUSOES

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........ovcvceeeeceeeeeeeeeeeeeee s eeeseeasnsasesss s



Vi

LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Anélise dos componentes fisico-quimicos do solo (Laboratdrio de Solos e Nutricéo
dePlantas. Embrapa Algodao, Campina Grande, PB, 2022)..........ccccceveiieieiieseeie e 27

Tabela 2- Genes e sequéncias nucleotidicas dos oligonucleotidios utilizados...........c...c.ccccu.e.. 34

Tabela 3. Resumo do quadrado da altura de plantas (ALT), massa seca da parte aérea (MSPA),
massa seca da raiz (MSR) e peso de mil sementes (PMS) do gergelim BRS Morena inoculado com
bacilos, SOD reStriGA0 NIATICA. ......c.eiieeieeeee e 40

Tabela 4. Resumo do quadrado do teor de nitrogénio e fésforo do gergelim BRS Morena inoculado

com bacilos, Sob reStrica0 NTAIICA. .......cc.ecviiiei e e 41

Tabela 5. Resumo do quadrado das respostas fisiol6gicas em plantas de gergelim, submetidas a
estresse hidrico. A) concentragio interna de carbono (Ci) (umol mol™); B) condutincia estomatica
(Gs) (mol m? s1); C) transpiragdo (E) (mmol m2 st); D) fotossintese (A) (umol m2 s?); E)
eficiéncia instantanea da carboxilacéo (EiC) a partir da relacdo (E/Ci); F) eficiéncia do uso da agua
(EUA) a partir da relagdo ntre (AVE). ...cuvove ittt sra e sraena s 45

Tabela 6. Correlagédo entre variaveis originais e componentes principais, autovalores, variancia
explicada e acumulada e probabilidade de significancia do teste de hipdtese nos quatro primeiros
componentes de interacdo principais (PCs 1, 2, 3 e 4) entre niveis de irrigacdo e inoculantes com

bacilos em plantas de gergelim. ... 57



vii

LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Rotas biosintéticas que regulam os niveis de espécies reativas de oxigénio (EROS) na

célula em plantas sob condices estressantes. Fonte: JONES et al. (2013), com adaptacdes....... 21

Figura 2. Exemplo de duas rotas de transducdo de sinais, ativadas por estresses abi6ticos que usam
quatro tipos de fatores de transcri¢do para ativar mecanismo de aclimatacdo. Fonte: LATA et al.
(2011), COM AAPLACGES). ...veevveireereeieiee it et st e ste et e st e st e e e e st e s te et e ssaesbe e b e sseesbeestesaeestaenneeneesraennens 23

Figura 3. Correc¢do do solo com calcario dolomitico. Fonte: Autor (2021) .........cccccveveivevieennene. 28

Figura 4. Semeadura, emergéncia de plantulas e desbaste da cultivar BRS Morena em casa de
vegetacdo. (A) Semeadura com auxilio de pinca; (B) Emergéncia das plantulas; (C) Plantas ap6s
15 dias de emergéncia. Fonte: AULOr (2021). .....ooviiuiririeiieieieiee e 29

Figura 5. Plantas de gergelim em casa de vegetacao, antes (A) e ap6s (B) serem submetidas a um
periodo de 5 dias de estresse hidrico. Fonte: Autor (2021).........ccceevveiieiieiieieece e 29

Figura 6. Variaveis agrondmicas: (A) Altura de planta (ALT); (B) Diametro do caule (DC); (C)
Massa seca da parte aérea (MSPA); (D) Massa seca da raiz (MSR). Letras minGsculas comparam

o0s tratamentos; letras maidsculas comparam os regimes hidricos dentro de cada tratamento...... 37

Figura 7. Variaveis agrondmicas: (A) Peso total de sementes (PTS); (B) Numero de capsulas
(NC); (C) Peso de 1000 sementes (PMS). Obs.: Letras minisculas comparam os tratamentos; letras

mailsculas comparam os regimes hidricos dentro de cada tratamento...........cccccvevevveresieinennnns 39

Figura 8. Acumulo de nitrogénio (A) e fésforo (B) em folhas de gergelim inoculadas com bacilos,
sob restricdo hidrica. Obs.: Letras minUsculas comparam os tratamentos; letras maiusculas

comparam os regimes hidricos dentro de cada tratamento. ...........ccccceeveveeieiie e 41



viii

Figura 9. Analises fisiologicas em plantas de gergelim, submetidas a estresse hidrico. A)
concentracio interna de carbono (Ci) (umol mol™); B) condutancia estomatica (gs) (mol m2 s?);
C) transpiracdo (E) (mmol m2 s?t); D) fotossintese (A) (umol m™ s%); E) eficiéncia instantanea da
carboxilacéo (EiC) a partir da relacdo (E/Ci); F) eficiéncia do uso da dgua (EUA) a partir da relacao
entre (A/E). Obs.: Letras mindsculas comparam os tratamentos; letras maiusculas comparam 0s

regimes hidricos dentro de cada tratamento. ..........ccoereiiiiiieieee e 45

Figura 10. Concentracdo de prolina livre (A), SOD- Superoxido dismutase (B), APX- Ascorbato
peroxidase e catalase (CAT) em funcdo do déficit hidrico em plantas de gergelim. Obs.: Letras
minUsculas comparam os tratamentos; letras maitsculas comparam os regimes hidrico dentro de

CAUA TFALAMEINTO. ooeeeeeieeee ettt ettt ettt ettt e et e e e e e e e e e e e e e e e eraeeeeaes 48

Figura 11. Analise de pigmentos fotossintéticos clorofila a (A), b (B), clorofila total (C) e
carotenoides (D) em plantas de gergelim inoculadas com bacilos e sob condicao de déficit hidrico.
Obs.: Letras minusculas comparam os tratamentos; letras maiusculas comparam os regimes hidrico

AENtro de CAUA trALAMENTO. ...oeveeei ettt 50

Figura 12. Padrdo de expressédo tecido-especifico dos genes DREB1D e SIHDZ7 no 5° dia de
déficit hidrico em plantas de gergelim (90% de fechamento estomatico), inoculadas com estirpes

de bacilos. CN- com nitrogénio; SN- Sem NItrOQgENIO. .......cccccviiieiieiiiiese e 51

Figura 13. PCR em tempo real do gene DREB 1D (A) e SIHDZ7 (B) em plantas de gergelim sob

estresse hidrico e inoculadas com estirpes de bacilos. CN- Com nitrogénio; SN- sem nitrogénio.

Figura 14. Resumo do comportamento das variaveis agrondmicas, fisiologicas, bioquimicas e
moleculares em gergelim, inoculado com bacilos e submetidos a restricdo hidrica. Os resultados
foram comparados ao tratamento sem nitrogénio néo irrigado. ALT- Altura de plantas, DC-
Diametro caulinar, MSPA- Massa seca da parte aérea, MSR- massa seca raiz, NC- NUmero de
capsulas, PTS- Peso total de sementes, PMS- peso 1000 sementes, N- nitrogénio, P- Fésforo, Ci-
Carbono interno, gs- Condutancia estomatica, A/E — Eficiéncia do uso agua, A/Ci — Eficiéncia da
carboxilacdo, A- Fotossintese, E- Transpiracdo, SOD- Superdxido dismutase, PRO- Prolina, APX-
Ascorbato peroxidase, CAT- catalase, CLa- Clorofila A, CLa- Clorofila B, CLt- Clorofila totais,
(012 I OF: T 0] (-] 110 1 o[- USSP 54



Figura 15. Projecdo bidimensional dos escores fatoriais (A e C) e variaveis (B e D) nos quatro
primeiros componentes de interacdo principais (CPs 1, 2, 3 e 4) entre niveis de irrigacdo e
inoculantes com bacilos em plantas de gergelim. Tratamentos irrigado (I) (azul), tratamento nédo
irrigado (NI) (vermelho); SN- sem nitrogénio, CN- com nitrogénio, P1- pant001, E13- ESA 13,
E402- ESA 402, M143; ALT- Altura de plantas, DC- Diametro caulinar, MST- Massa seca total,
PR- Peso seco raiz, NC- Numero de capsulas, PTS- Peso total de sementes, Ci- Carbono interno,
Gs- Condutancia estomatica, A/E — Eficiéncia do uso agua, A/Ci — Eficiéncia da carboxilacdo, A-
Fotossintese, E- Transpiracdo, SOD- Superoxido dismutase, PRO- Prolina, CLa- Clorofila A, CLa-
Clorofila B, CLt- Clorofila totais, CRT- CarotenOIdes. ........cc.cocvureiiiieiiiie e 58



LISTA DE ABREVIATURAS

ABA Acido abscisico

ALT Altura

APX Ascorbato peroxidase

CAT Catalase

Ci Carbono Interno

CN Com nitrogénio

CPs Componentes principais

DC Diametro caulinar

DREB Membros de ligagdo de elementos responsivos a desidratagéo
EiC Eficiéncia instantanea da carboxilacao
EROS Espécies reativas de oxigénio

EUA Eficiéncia do uso da &gua

GA Giberilinas

gs Condutancia estomatica

HDZIP Homeodominio- leucina

IN Inoculantes

IR Irrigacéo

IRGA Infra red gas analyzer

LGs Grupos de ligacao

MSPA Massa seca da parte aérea

MSR Massa seca da raiz

NBT Azul p-nitrotriazélio

PGPR Plant growth promoting rhizobacteria
PMS Peso de 1000 sementes

PRO Prolina

PTS Peso total de sementes

PVP Polivinilpolipirrolidona

RT-gPCR Reacdo em cadeia da polimerase via transcriptase reversa quantitativa
SN Sem nitrogénio

SOD Superoxido dismutase

TFs Fatores de transcrigéo



Xi

RESUMO

SANTOS, A. R. M.Sc. Universidade Estadual da Paraiba / Embrapa Algod&o, Setembro,
2022. Rizobactérias como estratégia de mitigacdo do estresse por déficit hidrico no gergelim
BRS Morena. Dr2. Liziane Maria de Lima.

Uma estratégia potencial para melhorar a tolerancia ao déficit hidrico em sistemas de producéo
agricola é a aplicagdo de bactérias promotoras de crescimento de plantas. As rizobactérias
promovem varios beneficios, como a inducéo da tolerancia da planta contra estresses abioticos.
Apesar de ser considerado tolerante ao déficit hidrico, o gergelim, uma espécie dicotileddnea,
herbacea e uma das mais antigas plantas oleaginosas utilizadas pela humanidade, requer
precipitacdes pluviométricas bem distribuidas para atingir seu potencial maximo produtivo.
Embora, essa caracteristica represente uma vantagem para o cultivo em regides semiaridas, a seca
ainda é um desafio para o cultivo dessa planta por pequenos e médios produtores, sobretudo na
regido Nordeste. Portanto, objetiva-se com este trabalho analisar a interacdo de inoculantes a base
de bacilos como estratégia de mitigacdo ao déficit hidrico em gen6tipo de gergelim. O experimento
foi conduzido em casa de vegetacdo na Embrapa Algoddo (Campina Grande-PB) utilizando a
cultivar BRS Morena em vasos com capacidade de 18 L. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, estabelecido por processo randémico em esquema fatorial 2 (regime
hidrico- rega diaria e suspensdo temporéaria da rega) x 6 (fontesde variacao), totalizando 12
tratamentos com 5 repeti¢des. Os tratamentos foram caracterizados em: (i)manejo com nitrogénio
quimico (sulfato de aménio, SAM; 21% de N); e (ii) manejo com 4 inoculantes a base de bacilos
(B. subtilis estirpe pant001, ESA 13, ESA 402 e M143). Foram avaliadas as seguintes variaveis:
altura de planta, didmetro da haste, niUmero de céapsulas, peso de 1000 sementes, massa seca de
parte aérea, comprimento da raiz, massa seca de raiz, teor de nitrogénio e fésforo em folhas e
variaveis fisiologicas como Ci, A, gs, E, A/E, Alci,. Além disso, foram feitas analises de expressdo
dos genes DREB1 e SHDZ7 responsivos ao estresse hidrico, atividades de enzimas antioxidantes
(Superdxido dismutase, Catalase e Ascorbato peroxidase), teor relativo de prolina e pigmentos
fotossintéticos. Os dados do experimento foram submetidos a anélise de variancia (P<0,05), as
médias comparadas dos tratamentos pelo teste de Tukey (P<0,05) e as condigdes hidricas foram
comparadas pelo teste T de Student (P<0,05) Os resultados mostraram efeito positivo dos
inoculantes para todas as variaveis agrondmicas e fisiologicas. A anéalise de nitrogénio e fésforo
em folha mostrou acimulo nos tratamentos estressados, com nitrogénio e pant001. Houve efeito
significativo para prolina, superoxido dismutase, ascorbato peroxidase, catalase e pigmentos

fotossintéticos. Em relacdo a expresséo génica, os tratamentos inoculados com ESA 13, ESA 402



xii

e com nitrogénio obtiveram uma superexpresssdo. Considerando a producéo final, as estirpes
pant001 e M143 estabeleceram uma melhor interagdo com incremento de 24% e 21%,
respectivamente, para o peso de mil sementes, quando comparado ao tratamento sem nitrogénio,
sob déficit hidrico. Logo, com os resultados foi possivel identificar as melhores interacdes
genotipo x inoculante sob estresse hidrico para os tratamentos com a estirpes pant001, M143 e
ESA 402.

Palavras-chave: bacilos; bactérias diazotréficas; genes DREB1 e SIHDZ7; Sesamum indicum L.
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ABSTRACT

SANTOS, A.R. M.Sc. Universidade Estadual da Paraiba / Embrapa Algodéao, September,
2022. Rhizobacteria as a strategy to mitigate water deficit stress in BRS Morena sesame. Dr.

Liziane Maria de Lima.

A potential strategy to improve water deficit tolerance in agricultural production systems is the
application of plant growth-promoting bacteria. Rhizobacteria promote several benefits, such as
inducing plant tolerance against abiotic stresses. Despite being considered tolerant to water deficit,
sesame, a dicotyledonous, herbaceous species and one of the oldest oilseed plants used by
humanity, requires well-distributed rainfall to reach its maximum productive potential. Although
this characteristic represents an advantage for cultivation in semi-arid regions, drought is still a
challenge for the cultivation of this plant by small and medium producers, especially in the
Northeast region. Therefore, the objective of this work is to analyze the interaction of bacilli-based
inoculants as a strategy to mitigate water deficit in sesame genotype. The experiment was carried
out in a greenhouse at Embrapa Algodédo (Campina Grande-PB) using the cultivar BRS Morena in
pots with a capacity of 18 L. The experimental design was completely randomized, established by
a random process in a 2 factorial scheme (water regime - daily irrigation and temporary suspension
of irrigation) x 6 (sources of variation), totaling 12 treatments with 5 repetitions. The treatments
were characterized in: (i) management with chemical nitrogen (ammonium sulfate, SAM; 21% N);
and (i) management with 4 bacilli-based inoculants (B. subtilis strain pant001, ESA 13, ESA 402
and M143). The following variables were evaluated: plant height, stem diameter, number of
capsules, weight of 1000 seeds, shoot dry mass, root length, root dry mass, nitrogen and
phosphorus content in leaves and physiological variables such as Ci , A, gs, E, A/E, Alci,. In
addition, analysis of the expression of DREB1 and SHDZ7 genes responsive to water stress,
activities of antioxidant enzymes (Superoxide dismutase, Catalase and Ascorbate peroxidase),
relative content of proline and photosynthetic pigments were performed. The experiment data were
submitted to analysis of variance (P<0.05), the means of treatments were compared by the Tukey
test (P<0.05) and the water conditions were compared by the Student's T test (P<0.05). 05) The
results showed a positive effect of inoculants for all agronomic and physiological variables. The

analysis of nitrogen and phosphorus in leaves showed accumulation in the stressed treatments,
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with nitrogen and pant001. There was a significant effect for proline, superoxide dismutase,
ascorbate peroxidase, catalase and photosynthetic pigments. Regarding gene expression,
treatments inoculated with ESA 13, ESA 402 and with nitrogen were overexpressed. Considering
the final production, the strains pant001 and M143 established a better interaction with increment
of 24% and 21%, respectively, for the weight of a thousand seeds, when compared to the treatment
without nitrogen, under water deficit. Therefore, with the results it was possible to identify the best
genotype x inoculant interactions under water stress for treatments with strains pant001, M143 and
ESA 402.

Keywords: bacilli; diazotrophic bacteria, DREB1 and SIHDZ7 genes; Sesamum indicum L.
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1. INTRODUCAO

A condigdo de estresse hidrico associada ao uso de biofertilizantes naturais e reguladores
de crescimento pode favorecer a produtividade do gergelim, especialmente no que tange a
producdo de grdos (BELTRAO, 2001). As rizobactérias promovem varios beneficios, a saber:
biofertilizacdo, promoc¢do de crescimento da planta, restricdo do crescimento de patdgenos e
inducdo da tolerancia da planta contra estresses abioticos (ABD ALLAH et al., 2018).

O Bacillus subtilis é considerado uma bactéria gram-positiva, esporulante, em condicoes
adversas como caréncia nutricional, dessecacdo e temperaturas inibidoras do crescimento, sdo
habitualmente encontradas no solo e na vegetacdo (MADIGAN, 2016). Este é um bioferlilizante
que ajuda no crescimento de plantas, melhorando a producao de fitohormdnios como giberelinas,
auxinas e citocininas (HAN et al., 2014). O B. subtilis ndo causa danos aos seres humanos e
também pode produzir altas taxas de antibioticos em solos, como lipopeptideos, polipeptideos e
fosfolipidios para controlar outras espécies prejudiciais (STEIN et al., 2002). Sendo assim, este
tem um amplo alcance como modelo de pesquisa porque tem uma extensa variedade genética e é
sensivel a diferentes condicGes ambientais, ele também tem varios beneficios de propriedades
aplicadas na agricultura, préaticas agricolas e controles microbioldgicos (JASSIM, 2020).

Estudos anteriores com B. subtilis se concentraram amplamente em seus efeitos positivos
em culturas de ciclo curto (LI et al., 2016; LIMA et al., 2019). De acordo com Lima et al. (2016),
os resultados obtidos em suas pesquisas com a inoculacéo de B. subtilis foram benéficas em plantas
de feijdo (Phaseolus vulgaris) e milho (Zea mays), contribuindo para importantes caracteristicas
fotossintéticas sob estresse hidrico. Além disso, eles descobriram que as respostas de cada espécie
de planta eram diferentes a inoculacdo. Ha também pesquisas em gergelim, com inoculagédo por
Bacillus sp. para testar a eficiéncia simbidtica da planta com os bacilos nativos do solo em vista
da melhoria no crescimento da planta e no teor de 6leo. Os resultados apresentaram

microorganismos atuantes de maneira favoravel no desenvolvimento e crescimento das plantas,
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aumentando a produtividade da cultura, preservacédo da microflora e microfauna do solo e reducéo
de custo na producgéo (NITHYAPRIYA et al., 2021).

O gergelim (Sesamum indicum L.), membro da familia Pedaliaceae, € uma espécie
dicotiledbnea, herbacea, e uma das plantas oleaginosas mais antigas e usadas pela humanidade
(LIMA, 2020). De acordo com Jesus et al. (2015), Lima (2020) e Kannan (2020) o gergelim se
destaca por seu alto valor econémico, sendo cultivado para alimentacdo e uso medicinal ou
empregado na producdo de biodiesel. Suas sementes contém éleo com alta qualidade nutricional
devido a presenca de &cidos graxos insaturados, como oleico e linoleico.

Para atingir seu potencial méaximo produtivo, o gergelim requer precipitacdes
pluviométricas bem distribuidas. Logo, a escassez hidrica reduz o desempenho do gergelim,
causando alteracbes nas propriedades das membranas, aumento da respiracdo, inibicdo da
fotossintese, menor producdo de matéria seca, senescéncia prematura e, consequentemente,
reducdo da producdo (BELTRAO, 2001; TAIZ et al., 2017).

Os sinais ambientais relacionados a seca sdo primeiramente percebidos por receptores
especificos que, apds a ativacdo, iniciam cascatas para transferir sinais intercelulares e ativam
fatores de transcricdo (TFs) para ativar a expressdo de conjuntos especificos de genes. Os genes
DREB1 e SiHDZ7 sao considerados reguladores da adaptacao a seca em gergelim (DOSSA et al.,
2016; CHEN et al., 2022), no entanto, poucos estudos com gergelim tém sido conduzidos. Logo,
esses genes devem ser mais profundamente estudados em uma grande nimero de materiais
contrastantes para elucidar o papel bioldgico na tolerancia a seca em gergelim.

Portanto, € esperado que os resultados alcancados com esta pesquisa tragam beneficios
para a cultura do gergelim, bem como seja possivel identificar a melhor interacdo gendtipo x
inoculante quando submetido ao déficit hidrico.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar as alterac6es fisiologicas, agronémicas, e moleculares na cultivar de gergelim BRS

Morena sob déficit hidrico e inoculada com bacilos.

2.2 Especificos

e Quantificar os componentes nutricionais (nitrogénio e fésforo) e agronémicos no
gendtipo BRS Morena;

o Avaliar alteragdes fisioldgicas provocadas pelo déficit hidrico no genétipo de gergelim
BRS Morena;

e Quantificar a atividade de enzimas antioxidantes (CAT, APX e SOD) no gen6tipo BRS
Morena,;

e Analisar o teor do osmolito prolina no genotipo BRS Morena;

e Analisar a expressdao dos genes DREB1 e SiHDZ7 no genétipo BRS Morena e a

possivel relagdo com a toleréncia do genotipo a deficiéncia hidrica.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Inoculantes a base de bacilos

Estratégias de manejo que otimizam a eficiéncia do uso da agua podem mitigar os impactos
negativos do estresse hidrico no desenvolvimento das plantas e minimizar os danos. Uma
estratégia potencial para melhorar a tolerancia ao déficit hidrico em sistemas de produgdo agricola
é a aplicacdo de bactérias promotoras de crescimento de plantas (PGPR-plant growth promoting
rhizobacteria) (POVEDA et al.,2020), que podem auxiliar na aquisi¢do de nutrientes e sintese de
fitohormonios, além de promover a melhoria do sistema antioxidante (POVEDA et al.,2020;
PARRAY et al., 2016; LIMA et., 2019). O PGPR pode melhorar o desempenho da planta
mantendo um nivel de ROS compativel com o funcionamento celular (BRILLI et al., 2019).

Dentre 0os microrganismos, destaca-se o B. subtilis como benéfico para plantas, sendo
bastante utilizado como biofertilizante. E uma bactéria gram-positiva, considerada ndo patogénica,
habitualmente encontrada no solo e na vegetacdo. E aerébico facultativo, sendo capaz de crescer
anaerobicamente na presencga de nitratos (PASCALE et al., 2013; MADIGAN, 2016). Além disso,
é um agente amplamente efetivo no biocontrole de microrganismos fitopatogénicos como alguns
fungos (BETTIOL; KIMATI, 1990); controle biolégico de nematoides, devido a producdo de
endotoxinas que afetam o seu ciclo reprodutivo (ARAUJO et al., 2012; FERNANDES et al.,
2013), pela producdo de enzimas hidroliticas como glucanases ou proteases, lipopeptideos
antibidticos surfactina, fungicina e/ou iturina (CAZORLA et al., 2007); além do mais, pode ser
utilizado como atenuante para plantas sob estresse hidrico (MARULANDA et al., 2007).

O Bacillus subtilis também exerce efeitos estimulantes e protetores do crescimento em
diferentes espécies de plantas sob varios estresses ambientais, incluindo a seca (LASTOCHKINA
et al., 2019) e possui grande versatilidade catabolica, o que favorece o crescimento das plantas em
condicdes adversas (GAGNE et al., 2016) através da sintese de exopolissacarideos, sideréforos e
horménios vegetais, e melhorias na disponibilidade de nutrientes (RADHAKRISHNAN et al.,
2017). Alem disso, pode aumentar a capacidade fotossintética das plantas, influenciando a
condutancia estomatica e a tolerancia celular a desidratacdo, promovendo maior eficiéncia no uso

da dgua nas plantas (LI et al., 2016).
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O estresse hidrico é restringente para as relagdes hidricas a nivel celular ou para o
organismo completo das plantas seguindo-se de perdas econdmicas na agricultura. A inoculagdo
de plantas com microrganismos benéficos, como B. subtilis, permite o crescimento das plantas e
amplia a tolerdncia a seca em ambientes aridos ou semiaridos (MARULANDA et al., 2007).

Os resultados em plantas de gréo-de-bico sob estresse salino apresentados por Abd Allah et
al. (2018) conferiram caracteristicas vantajosas da inoculagdo com B. subtilis, com efeitos
positivos como a estimulacdo do crescimento, aquisicdo de nutrientes, desempenho simbidtico e
tolerancia ao estresse de plantas de grdo-de-bico em solo salino. Foi relatado também que os
inoculantes bacterianos podem aliviar o dano oxidativo causado por varios estresses abidticos,
incluindo seca, sal e metais pesados (VARDHARAJULA et al., 2011).

3.2 Aspectos fisiomorfologicos da cultura do gergelim

O gergelim (Sesamum indicum L.), é uma das plantas oleaginosas mais antigas e usadas
pela humanidade, suas caracteristicas morfologicas possuem grande heterogeneidade, com ciclo
anual ou perene, mede de 50 cm a 3 m de altura, tem caule ereto, com ou sem ramificagdes, com
ou sem pelo, e sistema radicular pivotante, fazendo com que apresente certa tolerancia a seca
(BELTRAO et al., 2001). CITAR PARA A REALIDADE DO CENTRO OESTE

Beltrdo et al. (2001) e Arriel (2007) descreveram o gergelim como sendo uma planta com
folhas que podem ser alternadas ou opostas, as da parte inferior da planta adulta sendo mais largas
e irregularmente dentadas ou lobadas, enquanto as da parte superior lanceoladas. As flores sdo
completas e axilares e variaveis de 1 a 3 por axila foliar. O fruto dispde em forma de céapsula
alongada, pilosa, deiscente ou indeiscente, de 2 a 8 cm de comprimento, conforme a variedade. As
sementes sdo pequenas — mil delas pesam de 2 a 4 g de acordo com a cultivar e do ambiente na
qual foi cultivada. A cor das sementes possui tons que variam do branco ao preto.

O cultivo do gergelim esta se expandindo com o aumento da demanda em regides onde nao
era tradicionalmente cultivado. De acordo com Baath (2021), em sua pesquisa com gergelim em
diversas condicdes de temperatura, constatou-se que o gergelim atingiu o estagio de floracdo em
condicGes de temperatura moderada a alta, no entanto, os rendimentos reprodutivos diminuiram
progressivamente acima de 25°C e nenhum rendimento de sementes foi obtido acima de 33°C.
Temperaturas superiores a 40°C causam abortamento de flores e 0 ndo enchimento dos grdos. A
qualidade das sementes e do 6leo pode ser afetada por quedas de temperatura e por suas elevacdes.

A potencializacdo do rendimento depende de precipitagdes pluviométricas variaveis de 500

a 650 mm anuais. Em locais com precipitagdo anual inferior a 300 mm, a cultura pode produzir de
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300 a 500 kg/ha de graos (TUFALIL, 2020). A exigéncia hidrica do gergelim esta mais diretamente
relacionada a distribui¢cdo do que a quantidade total de chuvas durante o periodo vegetativo da
planta. A cultura requer de 160 a 180 mm de agua nos primeiros 30 dias ap0s a germinacao e um
acumulo superior a 250 mm até o final dos primeiros 60 dias ap6s o plantio. O maximo de
rendimento é obtido com precipitacfes bem distribuidas durante as diversas fases do ciclo (MAPA,
2013).

3.3 O gergelim e sua importancia econémica

O gergelim se sobressai por seu alto valor econémico, sendo cultivado para alimentacéo e
usos medicinais (JESUS, 2015). Suas sementes contém Gleo com alta qualidade nutricional devido
a presenca de acidos graxos insaturados, como oleico e linoleico (LIMA, 2020). Além de ser
utilizado na fabricacdo de massas, doces, tortas, tintas, sabonetes, cosméticos e medicamentos,
reduzindo o colesterol no sangue, pressdo alta e prevenindo a aterosclerose, doencas cardiacas e
cancer (KUMAR,; SINGH, 2015).

As gorduras do Oleo de gergelim séo relativamente estaveis e resistem ao processo
oxidativo em comparacdo com outros 6leos. O gergelim contém uma alta porcentagem de
antioxidantes, como sesamol, sesamina, sesamolina e sesaminol sendo rico em minerais como
vitamina E, célcio, magnésio e fosforo (PUSADKAR et al., 2015; MYINT et al., 2020).

Mundialmente a producio de gergelim ocorre de maneira mais centralizada na Africa, uma
vez que a cultura é propria dos géneros encontrados no continente africano, seguido da Asia que
apresenta uma vasta riqueza e variedades das espécies cultivadas (ARRIEL; BELTRAO, 2014).
Trata-se de uma cultura com rentabilidade e demanda no mercado externo, mas também em
expansao para outros paises onde é adotada, como no caso do Brasil (LIMA, 2020).

No ano de 2017, ultimo censo agropecuario Brasileiro, o estado de Mato Grosso ocupou o
primeiro lugar com producdo de 3.901 toneladas, em uma &rea de 7.551 hectares. Em segundo
lugar ficou Mato Grosso do Sul com producéo de 200 toneladas, em uma area de 202 hectares. Os
estados do Para e Ceara se destacaram em terceiro e quarto lugar com producgdes de 155 e 99
toneladas em areas plantadas de 170 e 264 hectares, respectivamente (IBGE, 2017). No entanto, a
producdo brasileira de gergelim, na safra 2021/22, possui estimativa de area plantada equivalente
a 143,5 mil hectares e produgéo de 78,5 mil toneladas (CONAB, 2022).

Nos ultimos dez anos a cultura tem despertado o interesse de produtores do Centro-Oeste

e na regido semiarida do Nordeste brasileiro, que tem condic¢Bes edafocliméticas propicias ao
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cultivo de gergelim, no entanto h4 uma reducdo de agua disponivel, o que impde restricdes as
safras agricolas da cultura (SILVA, 2014; LIMA, 2020).

3.4 Condicdes de cultivo do gergelim

Segundo Arriel et al. (2006), a cultura do gergelim caracteriza-se por nivel razodvel de
resisténcia as condicBes de baixa umidade e fertilidade do solo, nas quais é possivel obter
produtividades acima da média mundial. Apesar de cultivavel em diversos tipos de solo, a planta
atinge a plenitude em solos profundos, de pelo menos 60 cm, bem drenados e de boa fertilidade
natural, francos do ponto de vista textural, desde franco-arenosos até franco-argilosos,
descartando-se as texturas extremas.

Em solo brasileiro, o plantio dessa cultura ocorre especialmente nas propriedades do
Nordeste em condicbes de sequeiro. A regido também dispde de aguas salinas e tratando-se de
uma cultura como o gergelim, deve-se levar em consideracéo que néo tolera o pH do solo abaixo
de 5,5 ou acima de 8,0, sendo extremamente sensivel a salinidade e alcalinidade (GRILO JUNIOR;
AZEVEDO, 2013).

O gergelim extrai do solo quantidades elevadas de nitrogénio (N), fosforo (P) e potassio (K),
que variam conforme a producdo, o estado nutricional e a variedade. Em geral a planta precisa de
50 kg/ha de N, 14 kg/ha de P.Os e 60 kg/ha de K>O para produzir 1.000 kg/ha de sementes
(ARRIEL; BELTRAOQ, 2014).

3.5 Comportamento fisioldgico de plantas sob déficit hidrico

A escassez hidrica provoca alteracdes nas propriedades das membranas celulares, aumento
da respiracao, inibicdo da fotossintese, menor producdo de matéria seca, senescéncia prematura e,
consequentemente, reducio da producido (BELTRAO, 2001; TAIZ et al., 2017).

As respostas das plantas as condigdes de déficit hidrico variam de acordo com a espécie,
cultivar, tempo de exposicao, fatores edaficos, entre outros (CARVALHO et al., 2016). Como
resposta mais comum, a reducdo da produtividade, causada pela inviabilizacdo do processo
fotossintético é consequéncia das alteracGes na atividade de algumas enzimas, proteinas e no
crescimento da planta (FERRAZ et al., 2014; SANTOS et al., 2022). Sob restri¢do de agua no solo,
as plantas apresentam ajustamento osmotico por meio da acumulagdo ativa de osmolitos
compativeis como um importante mecanismo de adaptacdo a seca (BABITA et al., 2010;

OLIVEIRA NETO et al., 2016). Esse processo faz com que o acimulo de solutos promova a
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diminuicdo do potencial hidrico da planta e, consequentemente, garanta a manutencdo da
turgescéncia por meio da absorcdo de agua do solo, além de proteger as estruturas celulares e
estimular o crescimento das raizes (GONZALEZ et al., 2010; MENDES et al., 2013).

Além da restricdo na aquisicdo de nutrientes, o estresse hidrico provoca 0 estresse
oxidativo, pois conduz a producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio (EROs) (figura 1).
Essas espécies atuam como mensageiros de Varios processos celulares, incluindo a tolerancia aos
diferentes estresses ambientais, as quais dependem do equilibrio entre sua producdo e sua
eliminacdo (SHARMA et al., 2012).

Para eliminar o excesso de EROs, as plantas apresentam sistemas enzimaticos
antioxidantes e nao-antioxidantes que constituem importante defesa primaria contra os radicais
livres gerados sob condicdes de estresse, como a superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT)
e a ascorbato peroxidase (APX), bem como a osmoprotecdo por solutos compativeis e
removedores de radicais livres, como a prolina (PRO) (SZABADOS; SAVOURE, 2009; LISAR
etal., 2012; YANG et al., 2015).
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Figura 1. Rotas biosintéticas que regulam os niveis de espécies reativas de oxigénio (EROS) na

célula em plantas sob condicGes estressantes. Fonte: JONES et al. (2013), com adaptacdes.

A superdxido dismutase (SOD) é uma enzima antioxidante intracelular onipresente em
todos os organismos aerobios e em todos os compartimentos subcelulares propensos ao estresse
oxidativo mediada por EROs. A SOD atua removendo o radical superoxido (O+2), catalisando sua
dismutacdo a H>O,. A reagdo mediada por esta enzima tem uma taxa mais rapida do que a
dismutacdo espontanea, cerca de 10.000 vezes. Devido ao potencial desta enzima em catalisar a
dismutacdo do radical superoxido a oxigénio molecular e H2O», esta enzima € considerada o
antioxidante enzimatico intracelular mais eficaz (GILL; TUTEJA, 2010; ZHANG et al., 2014).

A SOD promove a dismutacdo do radical superoxido em H20», o qual é decomposto por

uma variedade de peroxidases em agua, utilizando varios substratos redutores no cloroplasto
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(ABOGADALLAH et al., 2010). Uma vez que as SODs sdo metaloproteinas, estas possuem
diferentes isoformas, com base nas espécies metalicas presentes nos seus locais ativos. As
isoformas mais comuns de SOD conhecidas na literatura sdo a superoxido dismutase contendo 0s
seguintes elementos: cobre-zinco (Cu/Zn-SOD), manganés (Mn-SOD), ferro (Fe-SOD) e niquel
(Ni-SOD) (ASHRAF, 2009). A SOD juntamente com a CAT é responsavel pela inativacdo do
radical superdxido (O™2) e do peroxido de hidrogénio (H202) respectivamente, e desse modo
impedem a formacéo da configuracdo mais reativa de EROs, o radical hidroxila (OH.) (KAMAL
etal., 2012).

As catalases tém uma funcdo importante no sistema de defesa da planta contra o estresse
oxidativo (ASHRAF, 2009). A reacdo tipica da catalase é a dismutacdo de duas moléculas de H>O>
para a 4gua e Oz (2H202 — 2H20 + O,) (MHAMDI et al., 2010). A enzima catalase tem uma das
maiores taxas de rotatividade dentre todas as enzimas: uma molécula de CAT pode converter
aproximadamente 6 milhdes de moléculas de H-02, em H2O e O, por minuto. E importante na
remoc¢do de H>O, gerado nos peroxissomas por oxidases envolvidos na B-oxidacdo dos acidos
graxos, fotorrespiracdo e catabolismo da purina (GILL; TUTEJA, 2010).

Além das catalases, 0 H2O- pode ser desintoxicado das células por peroxidases, como por
exemplo, a APX. As catalases apresentam uma menor afinidade a H2O, em relagao as peroxidases.
Dessa forma, a CAT € sugerida por ser envolvimento na elimina¢do em massa de H>O> enquanto
que as peroxidases estdo envolvidas em uma regulacédo fina de H20,. Com base nas propriedades
cinéticas da enzima, a remocdo de grandes quantidades de H,O2 é uma funcéo tipica da CAT
(ABOGADALLAH etal., 2010, MHAMDI et al., 2010). Catalases s&o produzidas principalmente
nos peroxisomos e glioxissomos (ASHRAF, 2009). O principal local de acdo CAT é conhecido
por ser o0s peroxissomos onde o H2O2 ocorre, proveniente da fase da fotorrespiragdo
(ABOGADALLAH et al., 2010). Como a CAT localiza-se predominantemente nos peroxisomos,
uma atividade satisfatoria desta enzima torna-se importante para metabolizar H.O, proveniente da
fotorrespiragdo, o qual, pode ser produzido em taxas mais elevadas em caso de déficit hidrico
(NOCTOR et al., 2014).

Esta enzima exerce um papel vital na defesa da planta contra o estresse oxidativo por
eliminacdo H>O, em diferentes compartimentos celulares (ZHANG et al., 2014). APXs sdo as
principais enzimas relacionadas com a eliminag&o de H>O> no cloroplasto e citosol das células de
plantas (KARUPPANAPANDIAN et al., 2011). S&o responsaveis por catalisar a oxidacdo do
acido ascorbico com o peroxido de hidrogénio (H202 + AA — 2H20 + DHA) originando o radical
monodehidroascorbato (MDA) (GILL; TUTEJA, 2010). E uma enzima do ciclo ascorbato-
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glutationa, a APX reduz H>O; e faz a desintoxicagédo utilizando ascorbato como um substrato
doador de elétrons (NEHNEVAJOVA et al., 2012).

3.6 Genes expressos em plantas sob estresse hidrico

Entre varios estresses abioticos, a seca é o fator mais prevalente que limita a producao
agricola. As plantas respondem a seca por uma combinacdo de mudancas morfologicas,
fisioldgicas, celulares e bioguimicas. Os sinais ambientais relacionados a seca sdo primeiramente
percebidos por receptores especificos que, apds a ativacdo, iniciam cascatas para transferir sinais
intercelulares para fatores de transcri¢do (FTs) que por sua vez ativam a expressdo de conjuntos
especificos de genes (Figura 2) (GUTTIKONDA et al., 2014).
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Figura 2. Exemplo de duas rotas de transducéo de sinais, ativadas por estresses abi6ticos que usam
quatro tipos de fatores de transcri¢do para ativar mecanismo de aclimatacdo. Fonte: LATA et al.

(2011), com adaptacdes).

Os FTs sdo, portanto, bons candidatos a engenharia genética para melhorar a tolerancia das
culturas a seca devido ao seu papel como reguladores mestres de agrupamentos de genes
(RABARA et al., 2014; DOSSA et al., 2016).

Nos Ultimos anos, muitas investigacGes foram realizadas para melhorar a compreensédo
sobre a base genética da tolerancia a seca usando abordagens de gendémica, transcriptbmica e
transgénese na planta modelo Arabidopsis thaliana (RAMIREZ et al., 2009; LATA et al., 2011;
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HARSHAVARDHAN et al., 2014). Esses estudos mostraram que os principais genes envolvidos
na tolerancia a seca foram os FTs. Em Arabidopsis, cerca de 1.500 FTs foram considerados
envolvidos na resposta ao estresse abidtico, relacionados a seca: foram identificados FTs
pertencentes ao ziper de leucina basico (HD-ZIP), AP2/EREBP, fator de ligacdo ABA (ABF),
MYC, MYB, NAM, ATAF1-2, NAC, dentre outros (ABE et al., 1997; BARTELS e SUNKAR,
2005; SAKUMA et al., 2006; NAKASHIMA et al., 2014; DOSSA et al., 2016).

Entre os diferentes FTs, tem-se os membros de ligacdo aos elementos responsivos a
desidratacdo (DREB), os fatores de transcricdo DREB1 e DREB2, que pertencem ao grupo
APETELA 2/Proteina de Ligacéo ao Elemento Responsivo ao Etileno (AP2/EREBP), se ligam ao
elemento responsivo a desidratacdo de acdo cis (DRE) na regido promotora de genes induziveis ao
estresse e regulam sua expressdo em resposta a diferentes estresses abidticos (DOSSA et al., 2016).

O gene DREBL1 pode aumentar significativamente a resisténcia a seca e ao sal no trigo
monocotileddneo (JIANG et al., 2014; ZHOU et al., 2020). Em soja, foi confirmado no estudo de
Chen et al. (2022) que a superexpressdo de DREB1 aumenta significativamente a resisténcia a
seca. Seja em trigo ou soja, a superexpressdo de DREB1 pode regular a expressdo de genes
semelhantes, incluindo genes relacionados a biossintese de melatonina e genes relacionados a
resisténcia ao estresse.

Segundo Dossa et al. (2016) a expressdo do gene DREB1, responsivo ao estresse hidrico
em plantas de gergelim, foi mais marcante no material tolerante a seca em comparacgao ao sensivel.
Foi também realizado uma pesquisa BLASTp contra o genoma de Arabidopsis mostrando que o
gene DREB1 mais expresso no trabalho é o ortdlogo de CBF4 (AT5G51990) descrito como
regulador da adaptacdo a seca em Arabidopsis (HAAKE et al., 2002), sugerindo que este gene
desempenha papel fundamental na tolerancia a seca em gergelim. Desde entdo, poucos acessos de
gergelim tém sido investigados, portanto, esses genes deveriam ser mais estudados em uma grande
amostra de materiais contrastantes para confirmar seu papel bioldgico na tolerancia a seca em
gergelim.

O FT Ziper de homeodominio-leucina (HD-ZIP) pertence a uma familia de FT bem
caracterizada, relacionada com crescimento, desenvolvimento e respostas ao estresse em plantas
(SHEN et al., 2019; MEHMOOD et al., 2022). A familia é composta por genes extensos,
conhecidos como homeobox (HB) (MUKHERJEE et al., 2006), é caracterizada por uma regiao
altamente conservada (~60 sequéncia de amino&cidos) conhecida como homeodominio (HD) para
ligacdo especifica de DNA e motivo menos conservado, chamado ziper de leucina (LZ) para
interacOes proteina-proteina através de homo- e/ou hetero-dimerizacdo (EBRAHIMIAN et al.,
2017).
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A HD-ZIP Classe | é caracterizado por um dominio HD altamente conservado, tem papéis
cruciais no crescimento das plantas, desenvolvimento e nas respostas ao estresse abidtico. Além
disso, também esta relacionado com a estabilidade da membrana celular e sinalizacdo do acido
abscisico (ABA) levando a reducdo do crescimento das plantas, especificamente sob estresse
hidrico (EBRAHIMIAN et., al 2017; SONG et al., 2016).

Ja a HD-ZIP classe 1l esta particularmente envolvida no crescimento e desenvolvimento
das plantas, e na resposta de auxina a estresse por seca. JA HD ZIP Classe I11 esta principalmente
envolvida no crescimento/desenvolvimento das plantas e nos processos de sinalizacdo redox/luz
(MUKHERJEE et al., 2006). Em contraste com as classes | e Il, o papel da classe Il € menos
compreendido no estresse abidtico como seca, estresse salino e tratamento ABA. A Classe 1V nédo
tem papel no estresse abiotico, tem importancia funcional na diferenciacdo celular, floracdo e
desenvolvimento da cuticula (DING et al., 2017).

Existem 48 e 49 genes HD-ZIP em A. thaliana e arroz (Oryza sativa L.), respectivamente
(MUKHERJE et al., 2009; JAIN et al., 2008; AGALOU et al., 2008). Através da andlise do
genoma, membros da familia de genes HD-Zip também foram identificados em muitas outras
espécies de plantas, incluindo uva (Vitis vinifera) (JIANG et al., 2015), milho (Zea mays)
(LESPINET et al., 2011) e soja (Glycine max) (ALI et al., 2014).

Wei et al. (2019) estudou sistematicamente a familia de genes HD-Zip em gergelim e
analisou suas relacdes filogenéticas, motivos conservados e estrutura génica, bem como padrdes
de expressdo em diferentes tecidos e em resposta a estresses abiéticos. Como resultado, um total
de 45 genes HD-Zip foram identificados no gergelim, e eles foram designados como SiHDZ1 -
SiHDZ45 de acordo com suas localizagbes cromossomicas nos grupos de ligagdo do gergelim
(LGs). O gene SiHDZ7, homologo a AtHB7 de Arabidopsis foi significativamente regulado por
estresse de seca, indicando que esses genes podem regular a tolerancia a seca através de uma via
dependente de ABA.

A luz de pesquisas anteriores, a reduc&o no alongamento celular e no crescimento da planta
pode ser inferida com a regulacdo positiva de SIHDZ7 em gergelim sob estresse hidrico. Muito
provavelmente, esta redugdo no alongamento celular e subsequente tolerancia a seca no gergelim
pode ser devido a inibi¢do da biossintese de giberilinas (GA), como AtHB12 ou sem a inibicéo da
biossintese de GA como AtHB7 em Arabidopsis. Além disso, como AtHB13 (Arabidopsis),
SiIHDZ7 pode conferir tolerancia a seca no estagio inicial de plantula, atuando como regulador
positivo de outros FTs como NAC (JUB1 ou seu homoélogo) no gergelim (EBRAHIMIAN et al.,
2017; MEHMOOD et al., 2022).
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Assim, pode-se especular que SiIHDZ7 pode funcionar de forma coordenada, alterando seus
niveis de expressao génica para ajustar 0s processos associado ao crescimento e estresse hidrico
em gergelim (CAPELLA et al., 2014). No entanto, a analise funcional do SIHDZ7 € necessario
para desenhar uma imagem melhor do gene ou da(s) rede(s) metabdlica(s) envolvida(s) no estresse
hidrico do gergelim (MEHMOOD et al., 2022).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Implantagéo e condugéo do experimento em casa de vegetacao.

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo na Embrapa Algodao, localizada em
Campina Grande, PB (07°13’S; 53°31°W) no periodo de setembro a dezembro de 2022. Foi
utilizado a cultivar de gergelim BRS Morena cultivada em vasos de plastico com capacidade para
18 L, preenchidos manualmente com substrato solo fertilizado.

O solo foi previamente analisado no Laboratorio de Solos e Nutricdo de Plantas da
Embrapa Algodao (Tabela 1), pelo método descrito por Silva (2009), corrigido com calcario
dolomitico com o PRNT de 100% (Figura 3), fertilizado com nitrogénio (N) para o tratamento
nitrogenado, distribuidos em duas aplicagdes, a primeira aos 10 dias apds a emergéncia (DAE) e
a segunda no inicio da floracdo (30 DAE), e na fundacdo com fosforo (P) e potassio (K) para os
demais tratamentos, conforme recomendacdes de Gomes e Coutinho (1998) com base na anélise

do solo.

Tabela 1. Anélise dos componentes fisico-quimicos do solo (Laboratdério de Solos e Nutricéo
dePlantas. Embrapa Algodao, Campina Grande, PB, 2022).

Fertilidade do solo

Complexo Sortivo (mmolc/dm®) %  mmolc/dm® mg/dm® g/kg
pH Ca+2 Mg+2 Na+ K+ S H+AI T V A|+3 P M O
51 9,1 6,9 09 21 190 330 520 36,5 3,0 3,2 15,8

pH — Concentracéo de hidrogénio em solugéo do solo; Ca*2 - Célcio; Mg*? - Magnésio; Na* - Sédio; K*- Potassio;
S - enxofre; H+AI - Acidez potencial ou total; T — Capacidade de troca catiénica (CTC) subtraida da soma de

bases (SB) mais o aluminio (Al); Al*® — Acidez trocavel; P — Fésforo; M.O. — Matéria organica.
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Figura 3. Correcdo do solo com calcario dolomitico. Fonte: Autor (2021)

O gendtipo de gergelim BRS Morena (BRS - sigla utilizada para caracterizar materiais
provenientes de melhoramento genético liderado pela EMBRAPA) possui caracteristicas voltadas
para um potencial de produtividade: Porte mediano, ciclo de 90 dias, habito de crescimento
ramificado, inicio da floracdo aos 30 dias apds a germinacdo, trés capsulas deiscentes por axila
foliar, sementes com colora¢do marrom, peso médio de mil sementes de 4,22 mg, teor de 6leo
variando de 50 a 52%, tolerancia a murcha de macrophomina, mancha angular e cercosporiose,
potencial para 1.600 kg/ha de sementes em condigdes ideais de solo, agua e manejo da cultura.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, estabelecido por processo
randémico em esquema fatorial 2 (regime hidrico-rega diéria e suspensdo temporéaria da rega) x 6
(fontes de variagdo), totalizando 12 tratamentos com 5 repeticbes. Os tratamentos foram
caracterizados em: (i)manejo com nitrogénio quimico (sulfato de amdnio, SAM; 21% de N) com
e sem aplicacdo de N (CN e SN); (ii) manejo com 4 inoculantes a base de bacilos (B. subtilis estirpe
pant001, cedido pela empresa Geoclean, ESA 13, ESA 402 e M143, estirpes cedidas pela Embrapa
Semiarido, Petrolina, PE).

As sementes de gergelim foram desinfestadas com etanol 100% por 15 segundos,
hipoclorito de sédio 1% por 1 minuto e por fim lavadas 10 vezes com &gua destilada estéril para
retirada de qualquer tipo de residuo (VINCENT, 1970).

A semeadura foi realizada no dia 30 de setembro de 2021 e foram semeadas dez sementes
por vaso, apds 10 dias da emergéncia das plantulas foi realizado o desbaste, deixando-se apenas
duas plantas por vaso (Figura 4). No inicio da floracdo (30 DAE) (R1) suspendeu-se a rega e foi
estabelecido o estresse hidrico por 5 dias (Figura 5), mediante o fechamento estomatico proximo
a 90%, com o auxilio de um IRGA, quando se interrompeu o estresse e as plantas foram
reidratadas. No periodo da suspencdo da rega, apenas as plantas do controle foram irrigadas,
mantendo-se a umidade QUANTOS % proxima a capacidade de campo.
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Figura 4. Semeadura, emergéncia de plantulas e desbaste da cultivar T%RS Morena em casa de
vegetacdo. (A) Semeadura com auxilio de pinca; (B) Emergéncia das plantulas; (C) Plantas ap6s
15 dias de emergéncia. Fonte: Autor (2021).

Figura 5. Plantas de gergelim em casa de vegetacdo, antes (A) e apds (B) serem submetidas a um

periodo de 5 dias de estresse hidrico. Fonte: Autor (2021).

4.2 Cultivo das bactérias e preparo dos inoculantes

As estirpes (ESA 13, ESA 402 e M143) foram estriadas em meio sélido LB (Luria Bertani),
composto por caseina, extrato de levedura, triptona, NaCl e agar (EMBRAPA, 1999) e incubadas
por 24 horas a 28 °C. Em seguida, coletou-se uma coldnia bacteriana de cada estirpe e inoculou-
se em um tubo Falcon (50 mL) esterilizado, contendo 20 mL de meio liquido LB. As estirpes
foram entéo incubadas em Shaker a 28 °C, 180 rpm, por 72 horas.

A densidade oOptica (DO) foi avaliada em espectrofotdmetro a 540 nm. Uma aliquota de
1 mL de cada inoculante foi utilizada para mensurar as UFC mL™? das estirpes. Em uma
centrifuga as aliquotas com os inoculantes foram colocadas sob rotacdo constante de 6000 rpm
por 1 minuto. O sobrenadante foi descartado e ao pellet foi adicionado 1 mL de agua destilada



esterilizada, ap0s a solubilizagdo do pellet coletou-se 1 mL do solubilizado e aferiu-se os valores
em espectrofotdmetro. Os inoculantes ficaram padronizadas em 1 x 10° células mL*. O pH dos
inoculantes também foi analisado utilizando-se uma fita teste , conferindo pH 7 (neutro) para
todos.

As sementes previamente desinfestadas foram colocadas em placas de Petri e imersas
nos inoculantes. Apos incubacdo por 10 minutos, as sementes foram distribuidas em covasfeitos
manualmente no solo com aproximadamente 2 cm de profundidade, com auxilio de pingas
(Figura 4). Para evitar contaminacdo as pingas foramtrocadas a cada inoculante. Vale ressaltar
que o solo foi regado algumas horas antes do plantio das sementes inoculadas para evitar que a

alta umidade prejudicasse a associa¢cdo das estirpes com as sementes.

4.3 Variaveis Agrondmicas

Foram avaliadas as seguintes variaveis de crescimento no final do ciclo fenélogico (85
DAE): altura de planta (cm), medida desde a base até o apice da haste principal da planta
utilizando-se uma trena métrica; diametro do caule com um paquimetro, nimero de cépsulas por
planta; massa seca da parte aérea (g) e de raizes (g), determinadas pela secagem do material em
estufa com circulacdo de ar forcada a 65 °C, por aproximadamente 72 horas, até atingir massa

constante, e pesagem em balanca de precisdo; e massa de 1000 sementes.

4.4 Trocas gasosas
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As plantas de gergelim foram avaliadas no periodo da manh& entre 8:00 e 11:00 horas,

durante a fase de déficit hidrico, utilizando um analisador portéatil de fotossintese (IRGA - Infra

Red Gas Analyzer, modelo LCpro-SD), sem fonte artificial de carbono e com fonte luminosa

artificial de 1200 pmol m? m™. Foram avaliados as seguintes variavéis: condutancia estomatica

(gs) (mol m s™); fotossintese (A) (umol m s1); transpiracdo (E) (mmol m=2 s?) e concentragéo

interna de CO2 (Ci) (umol mol™). A partir dos dados obtidos foram calculadas a eficiéncia

instantanea da carboxilacdo (EiC) entre A e Ci (A/Ci) e a eficiéncia instantanea do uso da agua

entre A e E (A/E) (MAGALHAES FILHO et al., 2008).

Foram realizadas duas avaliagcdes no periodo da suspensdo hidrica (1D e5D; “D=Dias”).

Uma das finalidades das avaliagdes foi acompanhar o fechamento estomatico, quando as plantas

sob estresse hidrico atingiram préximo a 90% do fechamento estomatico, a rega foi retomada.



4.5 Anélise de nitrogénio em folha

A andlise de nitrogénio total da parte aérea das plantas foi baseada no método de
digestdo sulfurica desenvolvido por Kjeldahl e descrito por Bezerra Neto e Barreto (2011). Ao
final do experimento, a parte aérea das plantas foi coletada, armazenada em sacos de papel kraft
e colocada emestufa de circulacdo de ar forcada a 65 °C por 72 horas, depois triturada em
moinho. Uma aliquota do material vegetal seco (2 mg), 50 mg de sulfato de sdédio, 0,5 mg
sulfato de cobre (5%) e 5 mL de acidosulfurico foram misturados para a pré-digestao a frio em
temperatura ambiente durante 12 horas, em seguida a solugdo foi aquecida em um bloco
digestor a 350 °C até que toda matéria organica estivesse dissolvida e a solucéo clara. Uma
aliquota de 1 mL do extrato digerido foi adicionada em um baldo volumétrico (50 mL) contendo
40 mL de agua deionizada, 1 mL de hidroxido de sédio (10%), 1 mL de silicato de sddio (10%)
e 2 mL do reagente de Nessler, o volume foi completado com &gua deionizada para 50 mL. A
leitura foi realizada em espectrofotdmetro a 410 nm e a partir do teor de nitrogénio foi calculado
0 elementos acumulado na parte aérea, multiplicando o teor de nitrogénio pela massa seca da

parte aérea, de acordo com Alcantara et al. (2014).

4.6. Anélise de fésforo em folha

A anélise de fosforo foi baseada pelo método descrito por Silva (2009). Ao final do
experimento, a parte aérea das plantas foi coletada e colocada em estufa de circulacdo forcada
a 65°C por 72 horas e depois triturada em moinho de facas. Uma aliquota de material vegetal
seco (2 mg), 50 mg de sulfato de sédio, 0,5 mg sulfato de cobre (5%) e 5 mL de acido sulfurico
foram misturados para a pré-digestdo a frio em temperatura ambiente durante 12 horas, em
seguida a solucdo foi aquecida em um bloco digestor a 350 °C até que toda matéria organica
fosse dissolvida e a solugdo clara. Uma aliquota de 1 mL do extrato digerido foi adicionada a
um baléo volumétrico (50 mL) contendo 40 mL de 4gua deionizada, 1 mL de hidroxido de sodio
(10%), 1 mL de silicato de sadio (10%) e 2 mL do reagente de Nessler, o volume foi completado
com agua deionizada para 50 mL. A leitura foi realizada em espectrofotébmetro no comprimento
a 660 nm.
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4.7 Atividades enzimaticas

Uma amostra de folhas frescas foi coletada no quinto dia de restricdo hidrica do
experimento, imediatamente imersa em N liquido e em seguida armazenada a -80 °C para
posterior extragdo proteica. Para a extracdo de proteinas, 0,2 g das folhas foram maceradas em
N2 liquido e adicionados 3 mL de tampao fosfato de potéssio 0,1 M, pH 7,0, contendo EDTA
100 mM, L-4cido ascorbico 1 mM e 4% de polivinilpolipirrolidona (PVP). A quantificacdo
proteica foi feita pelo método de Bradford (1976) em espectrofotdmetro a 595 nm.

A atividade enzimaética da superoxido dismutase (SOD) foi determinada pelo método de
Giannopolitis e Ries (1977) com 40 pL de extrato proteico foliar, 1,5 mL de tampao fosfato de
potassio 100 mM pH 7,8, contendo EDTA 1 mM, metionina 13 mM, azul p-nitrotriazolio
(NBT) 75 mM e 460 pL de riboflavina 1 mM. A solu¢ao resultante foi realizada em triplicata
de amostras, exposta a luz fluorescente (75 W) e as mesmas condi¢fes no escuro, por 40
minutos e analisadas em espectrofotometro a 560 nm. Os resultados foram expressos em
atividade UA g MF* correspondendo a 50% da inibigdo da reducdo do NBT.

A atividade da catalase (CAT) foi determinada de acordo com Azevedo et al. (1998).
Uma aliquota de 100 pL do extrato proteico foliar foi misturada a 2,9 mL de tampao fosfato de
potéssio 100 mM, pH 7,0 contendo H>O2 40 mM. A leitura foi realizada em espectrofotémetro
a 240 nm.

Para determinar a atividade da ascorbato peroxidase (APX), aliquotas de 50 pL do
extrato proteico foliar foram adicionadas a 2 mL de tampao fosfato de potassio 50 mM, pH 6,0,
contendo acido ascorbico 5 mM, 100 uL. de H.O2> 4 mM e analisada em espectrofotdmetro a
290 nm, baseada no método de Nakano e Asada (1981).

4.8 Teor de Prolina livre total

Para o teor de prolina livre foi utilizada a metodologia descrita por Bates et al. (1973).
Uma curva padrao de prolina foi preparada com uma solucéo estoque a 10 mM e uma padréo a
1 mM, sendo a padrdo uma dilui¢do do estoque de 1:10 (v/v) (1 mL da solucéo estoque + 9 mL
de 4gua destilada). Para a extra¢do, 100 mg de tecido vegetal foi pesado em balanga de preciséo
e armazenado a -80 °C, em seguida foi macerado com auxilio de um cadinho e pistilo
acrescentando-se acido sulfossalicilico (3%), 9 g do acido foi homogeneizado em 290 mL de
agua destilada completando o volume final para 300 mL. Uma aliquota de 2 mL da solugéo

resultante foi transferida para um microtubo de 2 mL e centrifugada por 10 minutos a 2000 rpm
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em temperatura ambiente, coletando-se em seguida o sobrenadante. A ninhidrina &cida (2,5 mg)
foi dissolvida em 60 mL de &cido acético glacial P.A (99%) e 40 mL de acido fosférico 6 M,
em agitador magnético com auxilio de um bastdo magnético sob aquecimento de 40 °C por 5
minutos. A reacdo foi conduzida no escuro e no momento requerido para a utilizacdo da mesma.

A marcha analitica deu-se sequéncia submetendo as amostras a 100 °C, em tubos de
ensaio. Uma aliquota de 1000 pL do sobrenadante foi utilizada para reagir com 1000 pL de
ninhidrina acida e 1000 puL de acido acético glacial em um tubo de ensaio hermeticamente
fechado e aquecido durante 1 hora a 100 °C, em seguida resfriada em gelo. A leitura procedeu-
se adicionando 2 mL de tolueno para suspender o material orgénico o qual foi avaliado em
espectrofotometro a 520 nm. O volume final da solugédo compreendeu 5 mL (1 mL da amostra
+ 1 mL da ninhidrina + 1 mL do acido acético + 2 mL do tolueno).

Os teores de clorofila a, b e total (a+b) e de carotenoides foram determinados a partir do
método de extracdo em acetona 80% (LICHTENTHALER, 1987). Todo procedimento foi
realizado na presenca de luz verde, evitando assim a degradagdo da clorofila. Nessa
metodologia, 200 mg do tecido vegetal foram macerados em N2 liquido e depois solubilizados
em 10 mL de acetona 80%. Posteriormente, a solucdo foi filtrada em papel filtro qualitativo e

as seguintes absorbancias (ABS) foram determinadas : 470; 646,8; 663,2; e 710 nm.

4.9 Extracdo de RNA total e sintese de cDNA

Para as andlises de expressdo génica, no quinto dia de estresse (fechamento estomatico
préximo a 90%), folhas foram coletadas, imersas em N2 liquido e armazenadas em deep freezer (-
80°C). O RNA total de cada tecido foi extraido utilizando o Invisorb Spin Plant RNA Mini kit
(Invitec), a integridade do RNA foi analisada por eletroforese em gel de agarose 0,8% e a
concentracdo e pureza por espectrofotometria. Uma aliquota de 1 pg de RNA foi tratado com
DNase I. A sintese de cDNA foi feita utilizando o kit ImProm-11™ Reverse Transcription System
(Promega). Primeiramente, foi adicionado 10 uL de RNA total (1 pg) e 1 pL de Oligo dT1s (0,5
pg pL) em um microtubo de 1,5 mL, e incubado a 70°C por 5 minutos. Em seguida foi realizada
a reacdo de transcricao reversa nas seguintes condicdes: 5 pL da reagéo (RNA total + Oligo dTs);
4 uL de 5X Reaction Buffer; 2,4 pL de MgCl2 (25 mMol); 1 pL de dNTP (10 mMol); 2 pL de
Recombinant RNasin® Ribonuclease Inhibitor (40 U pL) e ImProm-II™ RT (25 U pL) em um
volume final de 20 pL. Finalmente, as amostras foram incubadas em termociclador: 25°C por 5

minutos, 42°C por 1 hora e depois a 70°C por 15 minutos.
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4.10 Analise da expressao dos genes DREB1 e SiIHDZ7 por RT-gPCR

As andlises quantitativas em tempo real (RT-qPCR) foram conduzidas no termociclador
QuantStudio™ 5 Real-Time PCR System (ThemoFischer) para amplificar fragmentos com
aproximadamente 180 pb e em temperatura de anelamento de 60°C. Para cada reacdo foram
utilizados 6 pL do GoTag® gPCR Master Mix (Promega), 0,4 pL de cada oligo (10 uM) (Tabela
1), 1,0 pL de cDNA (diluido 1:20, v/v) e dgua para um volume final de 12 pL. As condicGes de
amplificacdo foram: 95°C por 10 minutos e 40 ciclos de 95°C por 15 segundos, 60°C por 1 minuto
e por fim 72°C por 15 segundos. Os gréaficos, curva de Melt e Cgs foram gerados automaticamente
pelo termociclador QuantStudio™ 5 Real-Time PCR System (ThemoFischer) baseando-se no
método de normalizacdo com genes de referéncia, AACq (LIVAK et al., 2001) e para analise do
padrdo gerado foi utilizado a quantificacdo relativa. Reacdes com o gene constitutivo actina foram

realizadas como controle endogeno.

Tabela 2- Genes e sequéncias nucleotidicas dos oligonucleotidios utilizados.

Gene Sequéncia 5°—3’
DREB 1D F- AGGGAGCCCAACAAGA
R- TTAGCATTCGCAGACG
SIHDZ7 F- TCTAAGCAAATCGAGCAAGAG
R- TCTGTCTACCTGGGTGAGC
ACTINA F- CTGTCAACAGAATTGGGTG

R- GCAACTGGGATGATATGG

4.11 Anélises estatisticas

Para a estatistica univariada os dados dos experimentos foram analisados usando o programa
estatistico SISVAR versédo 5.6 (FERREIRA, 2014), submetidos a anélise de variancia (p<0,05) e
as medias comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05) para os tratamentos com os bacilos e o teste
de student (T) (p<0,05), para as condicdes hidricas. Os dados das variaveis originais foram
submetidos ao teste de normalidade Shapiro Wilk (Shapiro e Wilk, 1965).

Sobre a analise multivariada, quando os postulados de normalidade foram alcancados, 0s
dados de cada variavel foram padronizados para obter a varidavel Z com média nula (X = 0,0) e

variancia unitaria ( s?= 1,0).
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Os dados padronizados foram submetidos ao procedimento exploratério de Analise de
Componentes Principais (ACP). A escolha dos Componentes Principais (CPs) foi baseada em
autovalores superiores a um (A > 1,0), que explicaram um percentual superior a 10% da variancia
total (HAIR JUNIOR et al., 2009). Os dados originais de cada CP foram submetidos a analise de
variancia multivariada (MANOVA) pelo teste de Hotellng. statistica v. 7,0 (Statsoft Inc., 2004)

foi usado para realizar as anélises.



36

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Variaveis agronémicas

Durante o periodo de estresse hidrico (a partir dos 30 DAE, durante 5 dias), as plantas
apresentaram sinais de murcha, folhas curvadas. A seca provoca aumento na pressdo osmotica,
resultando em uma diminuicao na pressdo de turgor celular. Se a seca continuar além do limite de
murcha permanente, a planta pode sofrer danos irreversiveis e morte (PAMUNGKAS et al., 2022).

Ao analisar a altura (ALT) das plantas, ndo houve diferenga estatistica na condi¢do “nao
irrigada” entre os todos tratamentos (Figura 6A). As plantas sob estresse hidrico, com nitrogénio
e pant001 tiveram maiores médias para ALT, 150 cm e 156 cm, respectivamente. No entanto, as
plantas sem aplicacédo de nitrogénio foram as menores, em média 125 cm. Logo, as plantas tratadas
com os bacilos demonstraram uma interacdo positiva para a altura de planta, quando comparadas
com 0 manejo sem nitrogénio.

Nos tratamentos com pant001, M143 e nitrogénio, as plantas ndo irrigadas obtiveram
maiores médias quando comparadas ao seu respectivo tratamento na condicdo irrigada. Todavia,
ndo houve diferenca significativa.

Rizobactérias promotoras do crescimento de planta foram responsaveis por aumento na
emergéncia e crescimento de algoddo (HAFEEZ et al., 2004), milho (SHARMA; JOHRI, 2003) e
feijdo (OLIVEIRA et al., 2016), apés inoculagdo com B. subtillis, fato que também pode ser
observado para essa variavel (ALT) no presente estudo. Os autores atribuiram tal resultado ao

aumento na producdo de fitohormdnios pelas plantas.
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Figura 6. Variaveis agrondmicas: (A) Altura de planta (ALT); (B) Diametro do caule (DC); (C)

Massa seca da parte aérea (MSPA); (D) Massa seca da raiz (MSR). Letras mindsculas comparam

o0s tratamentos; letras maidsculas comparam os regimes hidricos dentro de cada tratamento.

Para o diametro caulinar (DC) (Figura 6B), em média todos os tratamentos tiveram plantas

com 10 mm de espessura. Nao houve diferenca estatistica entre os bacilos e 0 manejo com

nitrogénio, nas condicdes irrigado e ndo irrigado. Todavia, as plantas sem nitrogénio e néo

irrigadas tiveram menor espessura, consequentemente diferiram estatisticamente do seu

tratamento irrigado.
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Em relacdo a massa seca da parte aérea (MSPA) (Figura 6C) na condic¢do ndo irrigada, as
plantas inoculadas com o pant001 tiveram a maior média (48 g). As plantas com nitrogénio, sob
estresse, diferiram estatisticamente, com mais de 10% de aumento quando comparadas ao
tratamento irrigado. Por outro lado, o tratamento ndo irrigado com ESA 13 obteve a menor MSPA
com média de 20 g, o que corresponde a 50% de diminui¢do quando comparado ao tratamento
irrigado.

Buchelt et al. (2019), avaliaram a inoculagéo do B. subtillis na cultura do milho em trabalho
realizado a campo e observaram que a aplicacdo desse microorganismo aumentou a massa seca da
parte aérea em aproximadamente 15%, dados semelhantes ao presente estudo. I1sso provavelmente
ocorreu devido ao maior tempo de contato do microorganismo com as raizes, aumentando a
colonizacdo, o que favoreceu o crescimento e desenvolvimento das plantas.

Sobre a massa seca da raiz (MSR) (Figura 6D), o Unico tratamento que diferiu
estatisticamente na condicdo de irrigacdo, foi com a estirpe ESA 402. Houve incremento de 27%
na condigdo nédo irrigada. De modo geral, a maioria das plantas inoculadas com os bacilos
aumentaram a MSR. Este resultado era esperado, ja que aplicacdo do bacilos nas plantas provoca
a inducdo da sintese e aumento do teor de fitohormdnios, como acido indolacético, acido abscisico,
giberelinas e citocininas, o que favorece o crescimento radicular e 0 aumento do nimero de pelos
radiculares, aumentando a massa radicular (ARAUJO et al., 1999).

Quanto a producdo de graos, foram realizadas medidas de peso de 1000 sementes (PMS),
namero de capsulas (NC) e peso total de sementes (PTS). No PTS, (Figura 7A) todas as plantas
inoculadas com bacilos e com o nitrogénio quimico, na condi¢do ndo irrigado, produziram mais
do que as plantas sem nenhum fertilizante. Os tratamentos ESA 402 (11 g), pant001 (12 g) e M143
(11 g) ndo diferiram estatisticamente entre as condic¢Ges hidricas, porém na condicdo ndo irrigado
obtiveram médias superiores.

Em relacdo ao NC (Figura 7B), os tratamentos pant001, ESA 402 e M143, obtiveram médias
superiores na condicao ndo irrigada, o que sugere que esses biofertilizantes podem ter ajudado na
producéo de capsulas, mesmo a planta estando sob estresse hidrico. As plantas inoculadas com o
pant001 tiveram um incremento de 21% na condicdo ndo irrigada, quando comparadas ao
tratamento irrigado.

Kakhki (2020) estudou a inoculagdo de PGRP em sementes de gergelim e observou que a
aplicacdo de biofertilizantes aumentou a producdo de capsulas nas plantas, o que corrobora com o
nosso estudo. O autor afirmou que os micro-organismos no solo melhoram o crescimento das

plantas através da producgéo e secre¢do de substancias estimulantes do crescimento.
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Figura 7. Variaveis agrondmicas: (A) Peso total de sementes (PTS); (B) NUmero de capsulas
(NC); (C) Peso de 1000 sementes (PMS). Obs.: Letras minusculas comparam os tratamentos; letras

maiusculas comparam os regimes hidricos dentro de cada tratamento

Ao analisar o peso de 1000 sementes (Figura 7C), os tratamentos com os biofertilizantes
pant001, ESA 402 e M143 e com 0 nitrogénio quimico, na condi¢do ndo irrigada, ndo tiveram
diferenga estatistica quando comparado a condigdo irrigada. Na condicdo ndo irrigada, oS
tratamentos tiveram os seguintes resultados: B. Subtillis (3,28 g); ESA 13 (2,70 g); ESA 402 (2,95
g); M143 (3,26 g); CN (2,84 g) e SN (2,58 g). Jadhav et al. (2015) avaliaram a fertilizagdo com
PGRP em gergelim e encontraram 2,87 g para a PMS. Campos et al. (2014) avaliaram as
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caracteristicas biométricas de plantas de gergelim e encontraram para a PMS 3,8 g. Esses
resultados séo indicios de que os inoculantes bioldgicos sdo capazes de manter as plantas sob
condicdes de restricdo hidrica e favorecer a produtividade de forma positiva, uma vez que as
variaveis agronémicas, além da producéo, também foram favorecidas. Na tabela 3 esta apresentado

o0 resumo da andlise de variancia para PMS.

Tabela 3. Resumo do quadrado da altura de plantas (ALT), massa seca da parte aérea (MSPA),
massa seca da raiz (MSR) e peso de mil sementes (PMS) do gergelim BRS Morena inoculado com

bacilos, sob restri¢do hidrica.

Fonte de variacao GL Variaveis

ALT MSPA MSR PMS
Regime Hidrico 1 290,4000 188,1864 0,5635  2,0350*
Tratamentos 5 302,0666 440,6816* 1,1639  0,3684*
Regime Hidrico X tratamentos 5 1255,4400* 176,1719* 0,1285  0,1073
Erro 48 225,7916 50,0077 0,7207  0,1053
CV (%) 10,58 19,91 18,32 10,40
Média Geral 142,03 35,51 2,15 3,12

*Significativo (P<0,01).

5.2 Analise de nitrogénio e fosforo no tecido vegetal

Ao analisar o elemento quimico, nitrogénio, em folhas (Figura 8A), no final do
experimento, o tratamento com nitrogénio, em ambas as condi¢6es hidricas, foi o que teve maior
concentracdo, diferindo estaticamente dos outros tratamentos, o que ja era esperado, indicando que
as plantas absorveram o elemento durante o desenvolvimento.

Outro tratamento que teve um aumento significativo do N em folhas foi o com pant001 sob
condicdo ndo irrigada quando comparado a condicdo irrigada, esse incremento corresponde a 34%.
Satapute (2012) e Hashem (2019) sugerriram que o B. subtilis pode ser explorado como inoculante
de solo e pode ser usado para fixacdo de nitrogénio em solos com alta concentracéo de sal e em
ambientes que gerem estresses abidticos.

Em relacdo ao elemento fésforo (Figura 8B), os tratamentos com pant001, ESA 13, ESA
402 e nitrogénio, tiveram diferenca estatistica quando comparada as condicées hidricas. As plantas
n&o irrigadas e inoculadas com pant001 tiveram maior concentragdo (0,45 dag Kg™), um aumento

de 75%, comparada ao seu tratamento irrigado.
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Walia et al. (2019) em estudo com tomates e aplicagéo de biofertilizantes contendo B.

subtillis, observou um aumento de 57% no teor de fésforo. Para os autores o B. subtillis tem uma

alta capacidade de melhorar o crescimento e o rendimento das plantas com base no aumento da

capacidade das raizes de mobilizar e absorver nutrientes e substancias para a aptiddo reprodutiva

geral das plantas.
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Figura 8. Acumulo de nitrogénio (A) e fésforo (B) em folhas de gergelim inoculadas com bacilos,

sob restricdo hidrica. Obs.: Letras minusculas comparam o0s tratamentos; letras maidsculas

comparam os regimes hidricos dentro de cada tratamento.

Tabela 4. Resumo do quadrado do teor de nitrogénio e fosforo do gergelim BRS Morena inoculado

com bacilos, sob restricdo hidrica.

Fonte de variacéo GL Variaveis

Teor de N Teor de P
Regime Hidrico 1 0,0017 0,0215*
Tratamentos 5 0,5187* 0,0309*
Regime Hidrico X tratamentos 5 0,1183* 0,0355*
Erro 48 0,0030 0,0007
CV (%) 5,87 18,96
Média Geral 1,37 0,14

*Significativo (P<0,01).
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5.3 Respostas fisiologicas

Para o carbono interno (Ci) (Figura 9A), observou-se diferenca significativa nos
tratamentos com bacilos e com nitrogénio quimico, quando comparados os regimes hidricos. Na
condicdo ndo irrigada, o Unico tratamento que teve significancia foi o ESA 402, em relagéo as
plantas sem nitrogénio na mesma condi¢do. Houve diminui¢do na Ci nas plantas ndo irrigadas,
com pant001, ESA 13 e com nitrogénio.

DiminuicBes na Ci apresentam limitacdo estomatica, pois quanto maior a abertura
estomatica, maior a difusdo do dioxido de carbono para a cdmara subestomatica (TAIZ et
al., 2017). Numa situacao onde a taxa fotossintética é considerada menor, a concentragdo de CO-
tende a ser maior, existindo uma relacdo inversamente proporcional entre Ci e taxa fotossintética
(CONCENCGCO et al., 2008). Logo, a assimilagdo do CO- ¢é apenas um dos muitos fatores que
influenciam o crescimento e desenvolvimento vegetal. A concentracdo do carbono interno (Ci) é
um pardmetro que pode predizer o status fotossintético do vegetal. A maior concentracdo de CO>
é um indicio de que a fotossintese esta baixa ou inoperante, enquanto baixas concentragdes de CO>
sugerem o contrario.

Sob déficit hidrico, as plantas fecharam os estdmatos, com reducao drastica da condutancia
estomatica para diminuir a perda de adgua (Figura 9B). Havendo diferenca estatistica em relacédo as
condic@es hidricas. Este resultado foi acompanhado pela diminuicdo da taxa de transpiracdo e taxa
fotossintética (Figuras 9C e D, respectivamente). Oliveira et al. (2017), ao investigarem a
condutancia estomatica como indicador de estresse hidrico, relataram que a condutancia possui
estreita relacdo com o estadio fenoldgico, temperatura e transpiracdo. Plantas com menor
condutancia estomatica possuem maior economia no uso da agua.

No fator transpiracdo (Figura 9C), todas as plantas na situacdo ndo irrigada tiveram uma
diminuicdo, quando comparadas a sua condigéo irrigada, diferindo estatisticamente. Mesmo sob
estresse hidrico, as plantas inoculadas com o pant001 foi o que teve melhor valor, 1,42 mmol m™
s, A transpiracio é proporcional ao déficit de pressdo de vapor de agua na atmosfera e seu
controle ¢é feito pelo fechamento do poro estomético. Porém, o controle da transpiragdo esta
intimamente relacionado ao suprimento de CO- a folha, desse modo, a conduténcia pode variar ao
longo do tempo de forma a garantir o minimo de perdas de 4gua para uma maxima assimilacédo de
CO; (PIMENTEL, 2004).

Em relacdo a fotossintese (Figura 9D), as plantas estressadas tiveram uma menor taxa

fotossintética, 0 que ja era esperado. No entanto, o pant001 conseguiu manter essas plantas na
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mesma faixa das irrigadas, onde ndo houve diferenca entre as condi¢des hidricas, obtendo um
maior valor (4,82) quando comparado aos outros tratamentos estressados. Na condicdo irrigada, o
tratamento com M143, foi 0 que mais se destacou com valores em média de 21,55 pmol m?s 2,
esse valor correspondeu a 14% de incremento em relacdo as plantas irrigadas, sem nitrogénio.

Tiepo et al. (2018) observaram que inoculagdo de bacilos induziu a aumentos na taxa
fotossintética e eficiéncia instantanea da carboxilacdo quando as plantas foram submetidas a seca
moderada. De forma similar, Lima et al. (2019) observaram que cepas de B. subtillis foram capazes
de atenuar o estresse hidrico em milho e feijdo por meio da manutencdo da taxa fotossintética
similar as plantas sem deéficit hidrico, uso mais eficiente da dgua e maior taxa de carboxilagdo
instantanea.

A relacdo entre fotossintese (A) e o carbono interno (Ci) implica na eficiéncia instantanea
de carboxilacdo (EiC) (Figura 9E), pode se observar que houve diferenca significativa entre todas
condic@es hidricas, sob estresse hidrico. O tratamento com pant001 promoveu a melhor eficiéncia
(0,02) em relacdo aos demais tratamentos. Ja na condicdo irrigada, 0 M143, se destacou como o
melhor, similar a fotossintese. Este efeito benéfico sobre a EiC para plantas ndo esta relacionada
necessariamente a fatores estomatais, mas também a manutencdo ou aumento na atividade das
enzimas presentes no ciclo de Calvin, como a ribulose 1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase (RHO
e KIM, 2017).

A eficiéncia de carboxilacdo, velocidade em que o CO; fixado é processado, é limitada
principalmente pela quantidade e atividade enzimatica e pela disponibilidade de CO>. A eficiéncia
de carboxilacdo é influenciada por vérios outros fatores: concentracdo do aceptor, temperatura,
grau de hidratacdo do protoplasma, suprimento de substancias minerais (especialmente fosfato) e
grau de desenvolvimento e atividade da planta. Os fitohormonios, como o &cido abscisico que
regula o fluxo ibnico, também intervém na eficiéncia de carboxilacdo (TAIZ et al., 2017).

Sobre a eficiéncia instantanea no uso da agua (EUA) (Figura 9F), que é uma relacdo entre
(A/E), apenas os tratamentos: ESA 402, M143, e sem N, diferiram estatisticamente das condi¢des
hidricas. Sob estresse hidrico, as plantas inoculadas com M143 e com pant001 foram as que
tiveram melhores médias, 3,88 e 3,44, respectivamente. A EUA € de grande importancia para a
sobrevivéncia em condicGes de baixa disponibilidade, por ser um bom indicador para tolerancia a
falta de agua (PIMENTEL, 2004). A diminui¢cdo EUA para a producédo de massa fresca vegetativa
e reprodutiva € decorrente da desproporcionalidade entre a producdo de massa fresca e a
quantidade de agua fornecida as plantas (PEREIRA et al., 2019) e do fato da restri¢cdo hidrica

diminuir a area foliar e consequentemente a taxa de transpiracdo (TAIZ et al., 2017)
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Figura 9. Andlises fisiologicas em plantas de gergelim, submetidas a estresse hidrico. A)
concentragio interna de carbono (Ci) (umol mol™); B) condutincia estomatica (gs) (mol m? s?);
C) transpiracdo (E) (mmol m2 st); D) fotossintese (A) (umol m™ s%); E) eficiéncia instantanea da
carboxilacdo (EiC) a partir da relagéo (E/Ci); F) eficiéncia do uso da dgua (EUA) a partir da relacéo
entre (A/E). Obs.: Letras mindsculas comparam os tratamentos; letras maiusculas comparam 0s

regimes hidricos dentro de cada tratamento.

Todavia, os efeitos dos microrganismos sobre as trocas gasosas, em certa medida séo
dificeis de caracterizacdo, tendo em vista que sua atuacdo na rizosfera pode gerar enzimas,
horménios, acidos organicos e diversas substancias que podem promover a bioativacao do solo,
alterar as comunidades microbianas e os atributos quimicos do solo, os quais, em ultima instancia
pode afetar o metabolismo geral da planta (VACHERON et al., 2013; ETESAMI et al., 2017;
AQUINO et al., 2019; SANTANA et al., 2020).

Tabela 5. Resumo do quadrado das respostas fisiolégicas em plantas de gergelim, submetidas a
estresse hidrico. A) concentragio interna de carbono (Ci) (umol mol™); B) condutancia estomatica
(Gs) (mol m2 s1); C) transpiragdo (E) (mmol m? s!); D) fotossintese (A) (umol m? s?); E)
eficiéncia instantanea da carboxilacdo (EiC) a partir da relagdo (E/Ci); F) eficiéncia do uso da dgua
(EUA) a partir da relagéo entre (A/E).

Fonte de variacao GL Variaveis

Ci Gs E A A/Ci A/E
Regime Hidrico 1 19548,15* 3,0962* 100,6733* 1352,35* 0,0251* 15,8826*
Tratamentos 5 10312,17* 0,0689* 0,2614 81,1601* 0,0029* 10,4941*
Regime Hidrico X tratamentos 5  11455,35* 0,0598* 0,6869 116,005* 0,0037* 10,2983*
Erro 48 562,27 0,0061 0,1534 2,7506  0,0000 0,8467
CV (%) 8,55 19,27 18,12 21,51 22,66 21,32
Média Geral 277,31 0,26 2,16 7,71 0,03 3,22

*Significativo (P< 0,01).
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5.4 Analises Bioguimicas

Para a analise de prolina livre no tecido vegetal (Figura 10A), observou-se um aumento da
concentracdo deste aminoacido em todos os tratamentos da condi¢do ndo irrigada, diferindo
estatisticamente da condicdo irrigada. A prolina é um aminoacido com importante papel no
ajustamento osmdtico, auxiliando na manutencéo da integridade das membranas celulares contra
os efeitos deletérios das espécies reativas de oxigénio e na manutengdo da turgescéncia celular
(TAIZ et al., 2017), podendo ser acumulado na planta para proporcionar tolerancia a estresses
abioticos, principalmente o hidrico e salino (GIL; TUTEJA, 2010).

As plantas ndo irrigadas e tratadas com pant001 e nitrogénio quimico, tiveram maior
concentragdo de prolina, correspondendo a um incremento de 63% e 67%, respectivamente,
guando comparada as plantas sem nitrogénio sob estresse hidrico. Pode-se inferir que este
aumento, estimulou o mecanismo de osmorregulacdo, indicando que o gergelim acumula este
aminoacido quando exposto a baixas quantidades de &gua, com o intuito de proteger as estruturas
celulares dos danos provocados durante o periodo de estresse.

Gusain et al. (2015) investigou algumas estirpes de bacilos em cultivares de arroz (Oryza
sativa L.) sob diferentes niveis de estresse hidrico e relatou que a maioria das plantas inoculadas,
em ambas cultivares avaliadas, apresentaram, maiores teores de prolina.

A analise bioquimica da atividade da SOD indicou uma concentracdo mais alta para 0s
tratamentos sob o estresse hidrico, implicando um ajustamento das plantas ao déficit hidrico
(Figura 10B), havendo também diferenca significativa nessas condicdes hidricas. As plantas sob
estresse hidrico, inoculadas com M143, obtiveram maior concentragdo da enzima, com um
aumento de 50% quando comparada a condicdo irrigada. Corroborando com este resultado,
Gholinezhad et al. (2020) observaram o mesmo comportamento em gergelim associado a
inoculacdo micorrizica com restri¢do hidrica.

A SOD ¢ considerada a enzima antioxidante intracelular mais eficaz, sendo onipresente em
todos os organismos aerobios e em todos 0s compartimentos subcelulares propensos ao estresse
oxidativo mediado por EROs. A SOD atua removendo o radical superéxido (Os+?) catalisando sua
dismutagdo a H202 (GILL; TUTEJA, 2010).

Sobre a atividade da APX (Figura 10C), apenas houve diferenca estatistica no tratamento
ESA 13, quando comparado as condicGes hidricas. As plantas inoculadas com pant001 tiveram
maiores médias, com incremento de 34%, comparada ao tratamento sem nitrogénio.

O aumento na atividade da APX mostrou a importancia dos antioxidantes como mecanismo

de defesa em resposta ao agravamento do deficit hidrico, prevenindo o estresse oxidativo
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(NIKOLAEVA et al., 2017). Os resultados obtidos nesta pesquisa indicam ativacdo de sistemas
de defesa no gergelim, uma vez que as enzimas do mecanismo antioxidativo das plantas estdo
presentes em diferentes compartimentos celulares e contribuem efetivamente para o controle das
EROs, 0 que confere a homeostase redox no sistema, destacando-se entre essas enzimas a APX,
responsavel pela remocdo de peroxido de hidrogénio do sistema (GIL; TUTEJA, 2010).

A atividade da CAT (Figura 10D) foi maior nos tratamentos com pant001, com nitrogénio
e sem nitrogénio, sem irrigacdo, diferindo estatisticamente da condicdo irrigada. Sob estresse, as
plantas com ESA 402 foram as que tiveram menor concentracdo da enzima. A CAT é uma proteina
que catalisa a detoxificacdo de H.O> gerado durante a fotorrespiragdo, a p-oxidagdo dos &cidos
graxos das células e o catabolismo de purinas (GILL e TUTEJA, 2010; BARBOSA et al., 2014;
TAIZ et al., 2017), convertendo o peroxido de hidrogénio a H.O e Oz sem a necessidade de um
agente redutor para a remoc¢do do H20, (SHARMA et al., 2012), o que pode favorecer maior

eficiéncia na remogéo de altas concentracdes de H.O, em estresse severo (DUBEY, 2011)
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Figura 10. Concentracdo de prolina livre (A), SOD- Superoxido dismutase (B), APX- Ascorbato
peroxidase e catalase (CAT) em funcgdo do déficit hidrico em plantas de gergelim. Obs.: Letras
minusculas comparam os tratamentos; letras maitsculas comparam os regimes hidrico dentro de

cada tratamento.

Apesar da restricdo hidrica, os tratamentos com pant001, M143 e com nitrogénio,
mostraram uma interacdo positiva aumentando a concentracdo de clorofila a, b e totais (Figura

11A, B e C, respectivamente). Na condicdo irrigada, o melhor tratamento, para os trés tipos de
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clorofilas, foi com ESA 402, tendo um aumento em torno de 55% em relagdo as plantas sem
nitrogénio.

As clorofilas sdo pigmentos verdes fundamentais no processo fotossintético, uma vez que
sdo responsaveis pela absorcédo e converséao da radiacdo luminosa em energia (ATP e NADPH) no
ciclo bioldgico das plantas (LARCHER, 2000). Portanto, a maior concentracao desses pigmentos
nas plantas submetidas ao déficit hidrico representa maior capacidade de tolerancia ao estresse por
causa da relacdo intrinseca entre clorofilas, potencial fotossintético e produtividade (O’NEILL et
al., 2006).

Kim e colaboradores (2017) investigaram a interacdo de bacilos com plantas de soja
submetidas a salinidade e observaram um aumento no teor de clorofila, o que refletiu no bom
funcionamento e manutencdo do aparelho fotossintético. Além disso, essa alta concentracdo de
clorofila encontrada sugere mais centros de reacdo, consequentemente uma maior captacéo de luz,
logo, a plastoquinona é altamente oxidada e assim seguira o fluxo de transporte de elétrons e uma
maior producdo de ATP obtidos na respiracdo, promovendo o crescimento das plantas
(SAMANIEGO-GAMEZ et al., 2016).

Sobre a concentracdo de carotenoides (Figura 11D), observou-se que que a maioria das
plantas sob déficit hidrico aumentaram a producéo deste pigmento, havendo diferenca significativa
entre as condicOes hidricas. O tratamento com pant001 foi o que teve melhor média, quando
comparado aos demais tratamentos ndo irrigados.

No trabalho de Kumar et al. (2021), a inoculacdo de Bacillus sp. apresentou adaptacédo
positiva e melhor desempenho de crescimento do arroz em comparagdo ao nao inoculado em
condicBes semelhantes. O teor de carotendides que é considerado uma parte importante do

transporte de elétrons e fotossintese nas folhas.
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Figura 11. Analise de pigmentos fotossintéticos clorofila a (A), b (B), clorofila total (C) e
carotenoides (D) em plantas de gergelim inoculadas com bacilos e sob condicao de deficit hidrico.

Obs.: Letras minusculas comparam os tratamentos; letras maitsculas comparam os regimes hidrico
dentro de cada tratamento.
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5.5 Anélises moleculares

Durante o estresse hidrico, algumas proteinas podem ser reguladas negativa ou
positivamente. Aquelas induzidas durante a seca protegem as plantas na adaptacéo ao estresse e
aumenta a resisténcia. Assim, muitos estudos tém se dedicado em caracterizar e compreender esses
genes, neste trabalho foram selecionados dois: DREB1D e SIHDZ7 (Figura 12), ambos

apresentaram alta expressdo na maioria dos tratamentos sob estresse hidrico.
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Figura 12. Padrdo de expressdo tecido-especifico dos genes DREB1D e SIHDZ7 no 5° dia de
déficit hidrico em plantas de gergelim (90% de fechamento estomatico), inoculadas com estirpes

de bacilos. CN- com nitrogénio; SN- sem nitrogénio.
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Os genes de ligacdo ao DRE - DREB1 e DREB2 - sdo FTs que se ligam a regido promotora
de genes responsivos a desidratacdo, desta forma induzindo sua expressdo em resposta a diferentes
estresses abioticos (DOSSA et al., 2016).

Todas as plantas sob condicéo de déficit hidrico apresentaram uma expressao significativa
do gene DREB 1D (Figura 13A), as inoculadas com a estirpe ESA 402, foi o tratamento que obteve
maior expresséo, sendo oito vezes maior que o tratamento n&o irrigado, sem nitrogénio. Outro
tratamento que teve alta expressdo foi com nitrogénio quimico, na condicdo ndo irrigado,
apresentando uma expressdo Seis vezes maior que o tratamento sem nitrogénio na mesma
condicéo.

Segundo Dossa et al. (2016) a expressdo do gene DREB1, responsivo ao estresse hidrico
em plantas de gergelim, foi mais marcante no material tolerante a seca em comparacgéo ao sensivel,
sugerindo que este gene desempenha papel fundamental na tolerancia a seca em gergelim. Em
soja, foi confirmado no estudo de Chen et al. (2022) que a superexpressdo de DREB1 aumenta
significativamente a resisténcia a seca.

Bandeppa et al. (2019) estudando inoculacdo de Bacillus sp., em plantas de mostarda sob
condicdes de déficit hidrico, observou aumento na expressdo de genes tolerante a seca como o
DREB 1, logo aumentou da expressdo desses genes mediado por rizobactérias, conferindo a planta
tolerancia a seca através do aumento da expressao de fatores de transcri¢do envolvidos na via de
tolerancia ao estresse independente de ABA.

Ambos os tratamentos ESA 402 e nitrogénio também obtiveram aumento no teor de prolina
(Figura 10A) o que pode indicar que este gene também esteja associado a producdo de
osmoprotetores, ajudando a mitigar os estresses abidticos como a seca. Estudos anteriores em arroz
demonstraram que a superexpressdo de genes DREB resultou na melhora da tolerancia a condicdes
estressoras e também no acumulo de osmoprotetores como a prolina (ITO et al., 2006) Isso indica
possiveis novas funcdes deste gene que desempenha papel essencial na tolerancia ao estresse
abiotico em plantas e pode ser um excelente candidato para a engenharia de melhoramento de

gergelim com melhor tolerancia ao estresse hidrico.
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Figura 13. PCR em tempo real do gene DREB 1D (A) e SIHDZ7 (B) em plantas de gergelim sob
estresse hidrico e inoculadas com estirpes de bacilos. CN- Com nitrogénio; SN- sem nitrogénio.

As proteinas Homeo-Leucine Zipper (HD-Zip) sdo uma classe de fatores de transcricdo
exclusivos das plantas superiores e estdo envolvidas nas respostas ao estresse das plantas e na
regulacdo do crescimento e desenvolvimento (EBRAHIMIAN et al., 2017)

O gene SiHDZ7, homdlogo a AtHB7 de Arabidopsis, foi significativamente expresso, em
todas as plantas estressadas (Figura 13B). As plantas com nitrogénio tiveram maior expresséo,
sendo sete vezes maior que as plantas sem nitrogénio, na condi¢do ndo irrigada. O tratamento com
ESA 402 e ESA 13, também obtiveram aumento significativo

Jiao et al. (2022) observaram aumento significativo na expressao do gene HDZ7 em plantas
de milho sob condicgéo de seca, os autores afirmaram que o0 gene pode promover o crescimento das
raizes e as atividades de uma série de enzimas de eliminacdo de ROS. Além disso, a
superexpressdo ativou a expressdo de genes criticos na via de sinais de ROS e via dependente de
ABA sob toleréncia a seca. O que corrobora com este trabalho, no qual foi observado que a
concentracdo de SOD (Figura 10) foi aumentada no mesmo tratamento em que o gene SHDZ7 foi
altamente expresso.

Os resultados deste trabalho mostraram-se promissores em relagdo aos objetivos propostos
e podem ser utilizados como base para nortear outros estudos em campo, sabendo-se previamente
do comportamento do genotipo de gergelim (BRS Morena) em relagdo a inoculagdo com os bacilos
sob restri¢ao hidrica. O resumo das variaveis agronémicas, fisioldgicas, bioquimicas e moleculares
esta descrito na Figura 14, onde pode se observar 0 aumento ou diminuicdo da variavel comparada

ao tratamento sem nitrogénio nao irrigado.
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Figura 14. Resumo do comportamento das varidveis agronémicas, fisiolégicas, bioquimicas e
moleculares em gergelim, inoculado com bacilos e submetidos a restri¢cdo hidrica. Os resultados
foram comparados ao tratamento sem nitrogénio ndo irrigado. ALT- Altura de plantas, DC-
Diametro caulinar, MSPA- Massa seca da parte aérea, MSR- massa seca raiz, NC- NUmero de
capsulas, PTS- Peso total de sementes, PMS- peso 1000 sementes, N- nitrogénio, P- Fosforo, Ci-
Carbono interno, gs- Condutancia estomética, A/E — Eficiéncia do uso agua, A/Ci — Eficiéncia da
carboxilacéo, A- Fotossintese, E- Transpiragcdo, SOD- Superoxido dismutase, PRO- Prolina, APX-
Ascorbato peroxidase, CAT- catalase, CLa- Clorofila A, CLa- Clorofila B, CLt- Clorofila totais,
CRT- Carotendides.

5.6 Analise estatistica multivariada

Quatro CPs (componentes principais) com A > 1 e 6 > 10% foram formados a partir da
combinacdo linear das 18 variaveis originais devido a frequéncia de irrigacdo (IR) e inoculantes
(IN) com 78,74% do total de 6. CP1 representa 26,81% de ¢, composto pela combinacéo de Clb,
Clb, Clt, A/E, Alci, A, E, PRO. CP; representa 22,86% de o2, formado por ALT, PTS, Ci, gs, SOD,
CRT. PCs representa 16,61% de 6® composto DC, MST, PSR, NC, CRT. PC4 representa 11,40%
composto apenas por Ci. As variaveis PMS, CAT, APX, N e P ndo coincidiram em nenhum CP g,
portanto, foram excluidas da APC para serem avaliadas por uma andlise univariada. Houve
interacdo significativa entre os fatores IR, IN e a intera¢do IR x IN nos quatro CPs (resultados da
MANOVA) (Tabela 4).

Na projecéo bidimensional dos dois primeiros CPs (Figuras 15A-B), pode se observar que
as condicdes de irrigacdo diferiram estaticamente. Para o CP1 houve diferenca nos tratamentos néo
irrigado com nitrogénio (NI-CN), e ndo irrigado com ESA 402 (NI-E402), quando comparados ao
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tratamento ndo irrigado sem nitrogénio (NI-SN). Entretanto, todos os tratamentos da condi¢do néo
irrigada, desencadearam processos bioquimicos como o aumento do teor de prolina (PRO). Para a
condicdo irrigada, as plantas inoculadas com a estirpe ESA 402, proporcionaram um aumento nos
pigmentos fotossintéticos (Cla, Clb, CIt) e também um incremento na eficiéncia do uso da agua
(A/E).

O aumento de prolina estimula o mecanismo de osmorregulagdo, indicando que o gergelim
acumula este aminoacido quando exposto a baixas quantidades de agua, com o intuito de proteger
as estruturas celulares contra danos provocados durante o periodo de estresse. Gusain et al. (2015)
investigou algumas estirpes de bacilos em cultivares de arroz (Oryza sativa L.) sob diferentes
niveis de estresse hidrico e relatou que a maioria das plantas inoculadas, em ambas cultivares
avaliadas, apresentaram maiores teores de prolina.

A alta concentracdo de pigmentos fotossintéticos encontrada neste trabalho sugere mais
centros de reacdo, consequentemente uma maior captacdo de luz, logo, uma maior producdo de
ATP obtidos na respiracdo, promovendo o crescimento das plantas (SAMANIEGO-GAMEZ et
al., 2016).

Para o CP», (Figura 15A, B) observou-se que para as plantas nédo irrigadas inoculadas com
0 pant001 (NI-P1) e ESA 402 (NI-E402) diferiram do tratamento NI-SN. Nas plantas ndo irrigadas
com a estirpe M143 (NI-M43) e NI-P1 houve incremento na concentragcdo de carotenoides.
Entretanto, nas plantas estressadas, o tratamento N1-P1 foi o que obteve maiores médias nas
variaveis agrondmicas (ALT, DC, NC, PTS, PR e MST) quando comparado ao tratamento N1-
SN. Para a condig&o irrigada o tratamento com nitrogénio (I-CN), proporcionou as plantas uma
maior producdo de sementes (PTS).

Segundo Samaniego-gamez et al. (2016) os carotenoides sdo menos sensiveis a queda de
valores sob estresse hidrico que as clorofilas, o que corrobora com o presente trabalho. A menor
suscetibilidade dos carotenoides ao estresse hidrico pode estar ligada a funcdo protetora nos
centros de reacdo do PSI e PSII. Além de absorver a energia luminosa em excesso para direcionar
para os centros de reacdo, eles protegem contra danos causados pela luz e pelo oxigénio,
diminuindo a formacdo das EROS (TAIZ et al., 2017).

Para o CP3 (Figura 15C, D), pode se observar que os tratamentos N1-P1 e N1-CN diferiram
dos demais tratamentos da condi¢cdo néo irrigada, essas plantas tiveram incrementos significativos
nas variaveis NC, ALT, MST, PR, proporcionando um melhor incremento do inoculante no
aspecto agronémico para as plantas estressadas.

A inoculacdo de PGPR em sementes de gergelim aumenta a producdo de capsulas nas

plantas, os micro-organismos no solo melhoram o crescimento das plantas atraves da producéo e
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secre¢édo de substancias estimulantes do crescimento (KAKHKI et al., 2020). Em culturas como o
milho, Sharma & Johri (2003) observaram que a aplicagdo desses microrganismos aumentou a
massa seca da parte aérea e altura das plantas em aproximadamente 15%. Os autores atribuiram

tal resultado ao aumento na producéo de fitohormdnios pelas plantas.
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Tabela 6. Correlacdo entre varidveis originais e componentes principais, autovalores, variancia
explicada e acumulada e probabilidade de significAncia do teste de hipdtese nos quatro primeiros
componentes de interacdo principais (PCs 1, 2, 3 e 4) entre niveis de irrigacao e inoculantes com

bacilos em plantas de gergelim.

Componentes Principais
CP; CP; CPs CP,

Variaveis analisadas

ALT- Altura de plantas -0,18 -0,28"° 056 -0,33
DC- Diametro caulinar -0,13 -0,32 054" -0,09
MST- Massa seca total -0,00 -048 057" -0,28
PR- Peso seco raiz 03 -0,19 0,71° -0,09
NC- Numero de capsulas 0,09 -043 066" -0,12
PTS- Peso total de sementes -0,17 -0,59° 027 0,16
Ci- Carbono interno 0,22 -066° 0,08 0,67
gs- Condutancia estomatica -0,44 -0,75" -0,19 0,32
A/E — Eficiéncia do uso agua -0,70° 0,19 -0,11 -0,58
AJCi — Eficiéncia da carboxilacéo -0,81° -0,11 -0,28 -0,45
A- Fotossintese -0,87° -0,23 -0,22 -0,35
E- Transpiracéo -0,72° -0,60 -0,21 0,09
SOD- Superodxido dismutase 0,27 069" -0,19 0,06
PRO- Prolina 057" 0,28 0,36 -0,44
CLa- Clorofila A -0,71" 0,48 0,36 0,36
CLa- Clorofila B -0,69° 0,49 0,37 0,37
CLt- Clorofila totais -0,71" 0,48 0,36 0,36
CRT- Carotendides -0,30 0,66© 0,63° 0,05
A — Autovalores 4,83 411 3,13 2,05
S? (%) — Variancia explicada 26,81 22,86 17,41 11,40
$? (%) — Variancia acumulada 26,81 49,67 67,08 78,48
MANOVA Probabilidade de significancia (p)

Teste de Hotellng para fator irrigagdo (IR) <0.01 <0.01 <0.01 <0.01

Teste de Hotellng para fator inoculantes (IN) <0.01 <0.01 <0.01 <0.01

Teste de Hotellng para interagdo (IR X IN) <0.01 <0.01 <0.01 <0.01

*Variaveis consideradas na formacao do PC.
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Figura 15. Projecdo bidimensional dos escores fatoriais (A e C) e varidveis (B e D) nos quatro
primeiros componentes de interagcdo principais (CPs 1, 2, 3 e 4) entre niveis de irrigacdo e
inoculantes com bacilos em plantas de gergelim. Tratamentos irrigado (I) (azul), tratamento nédo
irrigado (NI) (vermelho); SN- sem nitrogénio, CN- com nitrogénio, P1- pant001, E13- ESA 13,
E402- ESA 402, M143; ALT- Altura de plantas, DC- Diametro caulinar, MST- Massa seca total,
PR- Peso seco raiz, NC- Numero de capsulas, PTS- Peso total de sementes, Ci- Carbono interno,
Gs- Condutancia estomatica, A/E — Eficiéncia do uso agua, A/Ci — Eficiéncia da carboxilacdo, A-
Fotossintese, E- Transpiragdo, SOD- Superdxido dismutase, PRO- Prolina, CLa- Clorofila A, CLa-

Clorofila B, CLt- Clorofila totais, CRT- Carotendides.
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6. CONCLUSOES

O gendtipo BRS Morena foi semi-tolerante ao déficit hidrico, uma vez que foi possivel
observar um ajustamento morfofisioldgico e bioquimico, sendo a inoculagdo com estirpes um fator

relevante para os resultados obtidos.

Considerando a andlise bioguimica, a SOD foi a enzima que mais respondeu em Varios
tratamentos com inoculantes e o teor de prolina livre total aumentou em todos os tratamentos sob

estresse hidrico.

Os tratamentos inoculados com pant001, ESA 402, e o0 manejo nitrogenado favoreceram o

aumento dos pigmentos fotossintéticos no genétipo durante o estresse hidrico.

Em relacdo a expressdo dos genes de tolerancia a seca, os tratamentos inoculados com ESA

13, ESA 402 e com nitrogénio, obtiveram uma superexpresssao dos genes DREB 1D e SIHDZ7.

Considerando a producdo final, a estirpe pant001 e M143 estabeleceu uma melhor interagao
com incremento de 24% e 21%, respectivamente, para o peso de mil sementes, quando comparado

ao tratamento sem nitrogénio, sob déficit hidrico.
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