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O presente estudo objetivou avaliar as respostas bioquimicas de plantas de milho crioulo submetidas
ao déficit hidrico (déficit hidrico), adubadas com fosfato natural reativo (fnr) e inoculadas com
microrganismos promotores de crescimento de plantas (mpcp). O experimento foi conduzido em
vasos, em delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2 x 7, com cinco repeti¢cdes
por tratamento. O primeiro fator correspondeu as condi¢des hidricas: 100% da capacidade do vaso
(cp), caracterizando auséncia de déficit hidrico, e 50% da cp, caracterizando déficit hidrico. O
segundo fator foi composto por sete tratamentos: controle (sem inoculagdo e sem fnr), for isolado,
azospirillum brasilense (az), bacillus subtilis + bacillus megaterium (bsbm), microrganismos
eficientes (me), fnr + az, e far + bsbm. Os microrganismos foram aplicados nas sementes antes da
semeadura e diretamente no solo e nas plantas, com periodicidade semanal até 35 dias apds a
semeadura (das). Aos 35 das, no estadio v6, foram determinados os teores de proteinas, a atividade
da enzima guaiacol peroxidase (gpod), prolina e malondialdeido (mda) nas folhas e raizes. Os teores
médios de proteinas nas raizes das plantas submetidas ao déficit hidrico foram 66% superiores aos
teores das plantas nao submetidas ao déficit hidrico. O déficit hidrico incrementou a atividade da
gpod, mas reduziu os teores de prolina e mda nas raizes. O maior acuimulo de prolina foi observado
em plantas que receberam fnr+bsbm, porém, sob déficit hidrico, o tratamento bsbm induziu maior
acumulo de prolina nas folhas (3,7 vezes). Os niveis de mda (produto da peroxidacao lipidica) foram
maiores nas folhas no controle, az, bsbm ou fnr+bsbm de plantas sem déficit hidrico. Os bioinsumos
foram capazes de amenizar as alteragdes bioquimicas provocadas pelo déficit hidrico em plantas de
milho crioulo.
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The present study aimed to evaluate the biochemical responses of creole maize plants subjected to
water deficit (wd), fertilized with reactive natural phosphate (rnp), and inoculated with plant growth-
promoting microorganisms (pgpm). The experiment was conducted in pots in a completely
randomized design, arranged in a 2 x 7 factorial scheme, with five replicates per treatment. The first
factor corresponded to water conditions: 100% of pot capacity (pc), characterizing absence of water
deficit, and 50% of pc, characterizing water deficit (wd). The second factor consisted of seven
treatments: control (without inoculation and without RNP), RNP alone, Azospirillum brasilense
(Az), Bacillus subtilis + Bacillus megaterium (BsBm), efficient microorganisms (em), rnp + 4z, and
mp + BsBm. The microorganisms were applied to the seeds before sowing and directly to the soil
and plants on a weekly basis until 35 days after sowing (das). At 35 DAS, at the V6 stage, protein
contents, guaiacol peroxidase (gpod) enzyme activity, proline, and malondialdehyde (mda) were
determined in leaves and roots. The average protein contents in the roots of plants subjected to wd
were 66% higher than those of plants not subjected to wd. wd increased gpod activity but reduced
proline and mda contents in the roots. The highest proline accumulation was observed in plants that
received rmp+BsBm; however, under wd, the BsBm treatment induced greater proline accumulation
in the leaves (3.7-fold). mda levels (a product of lipid peroxidation) were higher in the leaves of
control, Az, BsBm, or mp+BsBm plants without wd. The bioinputs were able to mitigate the
biochemical alterations caused by wd in creole maize plants.
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INTRODUCAO

As condigdes ambientais afetam o desenvolvimento das
plantas, pois estas estdo sujeitas a diversos estresses abioticos
e bioticos, que se intensificam ao se somarem. Dentre estes, o
déficit hidrico ¢ um limitador do desenvolvimento de vegetais,
pois a agua ¢ fundamental para fun¢des metabolicas e
manutencdo da turgidez celular adequada. Assim, o aumento
da temperatura somado a baixa regularidade de precipitagao
pode provocar o déficit hidrico nos vegetais, afetando o
desenvolvimento de frutos e sementes (KUMARI et al., 2024).

Estudos tém mostrado uma tendéncia de incremento da
temperatura global com consequente aumento de regides
aridas, maior periodicidade de eventos de déficit hidrico, altas
temperaturas, toxicidade de nutrientes e salinidade
(SARDANS et al., 2024). Essas alteragdes implicam direta ou
indiretamente em areas de plantio e em questoes ambientais e
socioecondmicas (VIEIRA et al, 2023). Fenomenos
atmosféricos como El Nifio e La Nina tendem a se intensificar
e provocar periodos de estiagem e aumentar a intensidade de
chuvas nas regides afetadas (GENG et al., 2023).

Dentre as culturas de relevancia no mundo e no Brasil
estd o milho (Zea mays L.) tanto no aspecto de seguranga
alimentar quanto da nutricao animal e humana (CONTINI et
al., 2019). Trata-se de uma das principais fontes de renda dos
agricultores familiares, de acordo com o boletim de safra
brasileira do ano de 2023 (CONAB, 2023).

O milho demonstra elevada sensibilidade ao estresse
hidrico, o que compromete significativamente seu crescimento
ao desencadear desequilibrios nutricionais e fisioldgicos
(ABDELAAL et al., 2021). A falta de 4gua reduz a
disponibilidade de minerais no solo e limita o seu transporte e
absor¢ao pelos tecidos, dificultando a assimilacdo de
elementos como o fosforo (P), essencial para processos como
fotossintese e divisdo celular (ABDELAAL et al., 2021).
Embora os teores totais de P nos solos agricolas variem de 200
a 3.000 mg Kg*!' de solo, a concentragdo de P inorganico na
solugdo do solo varia de 0,1 a 10 umol L' (NOVAIS et al.,
2007). Menos de 0,1% do P total presente nos solos esta
disponivel na solugdo para absor¢do pelas raizes das plantas.
Consequentemente, as plantas absorvem este nutriente de
solugdes com baixas concentragdes (SOUSA et al., 2024). Nos
cultivos convencionais, geralmente aplicam-se adubos
fosfatados em quantidades superiores as necessidades das
plantas, sendo de fontes que possuem alto custo de importagao.

Desta forma, o fosfato natural (rocha fosfatica) constitui
uma fonte alternativa de fésforo com eficiéncia dependente da
reatividade do material, do tipo de solo (especialmente solos
acidos) e do manejo, podendo, em condi¢des favoraveis,
apresentar desempenho comparavel a fontes soliveis e atender
sistemas organicos e agroecoldgicos (HELLUMS et al., 2026).
Além disso, comparagdes experimentais entre superfosfato e
rocha fosfatica indicam que a eficiéncia e a disponibilidade de
P podem variar conforme o sistema de manejo (organico vs.
convencional) e as caracteristicas do solo, sustentando o uso do
fosfato natural como fonte alternativa em contextos especificos
(LENGNICK; KING, 1986)

Entre as estratégias utilizadas para o cultivo de plantas
sob condigdes de estresse abidtico destaca-se a aplicagdo de
microrganismos promotores de crescimento vegetal (Plant
Growth-Promoting  Microorganisms- PGPM.  Estudos
demonstram que as atividades de cepas microbianas adaptadas

exercem um efeito positivo no desenvolvimento das plantas
sob condigdes de déficit hidrico (ROLLI et al., 2015). A
atividade enzimatica e a sintese de proteinas podem ser
otimizadas pela utilizagdo desses microrganismos
(ABDELAAL etal., 2021). Rizobactérias dos géneros Bacillus
e Azospirillum sdo comercializadas como inoculantes para
culturas agricolas, como milho, trigo, soja, feijdo, cana-de-
acucar (MEENA et al., 2016; VEJAN et al., 2016) atuando
como bioinsumos.

Os estresses abidticos, como a deficiéncia de agua e de
nutrientes essenciais, como o foésforo, desencadeiam alteragdes
fisioldgicas nas plantas, entre as quais se destaca o aumento na
producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO). Embora
produzidas naturalmente nas células vegetais, o aumento
excessivo dessas espécies pode exceder a capacidade do
sistema antioxidante enzimatico € ndo enzimatico, levando ao
estresse oxidativo, ¢ a danos as biomoléculas, como lipidios,
DNA e proteinas (MITTLER et al., 2022).

Deste modo, o uso de microrganismos ¢ a aplicacdo de
fontes naturais de fésforo podem contribuir para a modulagao
de respostas bioquimicas associadas a tolerancia ao déficit
hidrico. Assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar as
respostas bioquimicas do uso de fosfato natural reativo (FNR)
e de microrganismos promotores do crescimento de plantas
(MPCP), em plantas de milho crioulo submetidas ao déficit
hidrico.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratoério de
Microscopia, Laboratério de Entomologia ¢ Bioquimica e na
casa de vegetagdo da Universidade Federal da Fronteira Sul,
campus Erechim. Rio Grande do Sul, Brasil. Durante o periodo
experimental (dezembro e janeiro de 2023), as condi¢des
climaticas médias na regido de Erechim (RS) foram
aproximadamente de 2628 °C para temperatura maxima, 17
°C para temperatura minima e 75—79% de umidade relativa do
ar, com base em séries climatoldgicas historicas para o
municipio. Foram utilizadas sementes de milho variedade
crioula obtidas junto ao Centro de Apoio ¢ Promogdo da
Agroecologia (CAPA — Erechim, RS) (Numero de registro no
SISGEN: A5A4971). Trés sementes foram semeadas em vasos
plasticos contendo 8 litros de substrato (solo + composto
organico + areia, na propor¢do 1:1:1). Apos 15 dias da
germinacao efetuou-se o raleio mantendo uma planta por vaso.
O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente
casualizado arranjado em esquema fatorial 2 x 7, com 5
repetigdes. No fator A testou-se os déficits hidricos (50 e 100%
CP) e no fator B testou-se os bioinsumos (Azospirillum, Az;
Microrganismos Eficientes, ME; BiomaPhos, BsBm) isolados
e combinados com o fosfato natural reativo (Tabela 1).

A capacidade de pote (CP) foi determinada pelo método
gravimétrico, considerando-se a massa do conjunto vaso + solo
seco e, posteriormente, a massa apos saturacdo hidrica por
capilaridade e drenagem livre. A massa de agua retida a 100%
da CP foi obtida pela diferenga entre a massa do sistema
saturado e a massa do conjunto vaso + solo seco. Para os vasos
induzidos a 50% de restri¢ao hidrica foi fornecido volume de
agua correspondente a 50% da agua retida na condigdo de
100% da CP, mantendo-se constante a massa de solo. A
umidade foi monitorada diariamente por pesagem dos vasos,
com reposicdo da dgua evapotranspirada para manter os niveis
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hidricos estabelecidos inicialmente. Os potes sem as plantas
foram pesados com intervalo de dois dias, para determinar a
quantidade de dgua evaporada, sendo previamente conhecida a
massa dos vasos que contém plantas e dos que ndo contém
plantas. A reposi¢do da agua evaporada no periodo foi
realizada com uso de regador manual, mantendo-se os vasos
proximos a capacidade de pote para o tratamento controle
(100% CP) e omitindo-se a irrigacdo em 50% para o tratamento
de indugdo de déficit hidrico (50% CP). As plantas foram
submetidas ao déficit hidrico 16 dias apos a semeadura (DAS)
as quais permaneceram nesta condicdo até o estddio VO,
referente aos 35 DAS.

Tabela 1. Bioinsumos e niveis de déficit hidrico avaliados na
cultura do milho.

Tratamentos 100% CP 50% CP
Controle Controle (100% CP) Controle (50% CP)
Az Azospirillum, 100% Azospirillum, 50% CP
CP
ME ME 1:500, 100% CP ME 1:500, 50% CP
BsBm BiomaPhos, 100% BiomaPhos, 50% CP
CP
FNR+A4z FosfatotAzospirillum,  Fosfato+Azospirillum,
100% CP 50% CP
FNR+ BsBm  Fosfatot+BiomaPhos, Fosfato+BiomaPhos,
100% CP 50% CP
FNR+ME Fosfato+ME 1:500, Fosfato+ME 1:500,
100% CP 50% CP

Os microrganismos eficientes (ME) utilizados nesta
pesquisa foram obtidos e capturados de acordo com as normas
do Ministério da Agricultura da Pecudria e Abastecimento, por
meio das Fichas Agroecoldgicas (LEITE; MEIRA, 2016;
SANTIAGO et al., 2022) na area experimental da UFFS,
Campus Erechim (Numero de registro no SISGEN: A5A4971).
Os microrganismos, Azospirillum (Bioma mais®, Cepas
ABVS5/ABV6; UFC 2,5 X 10%) e Bacillus megaterium ¢ B.
subtilis (BiomaPhos®, Cepa BRM 2084; UFC 4 X 10°) foram
adquiridos comercialmente e os MPCP, na forma de solugdo
diluida (1:500) foram coletados, diluidos de forma artesanal
manualmente (ndo ha padronizagdo da concentragdo celular
(UFC/mL, apresentando uma limitagdo referente a auséncia de
quantificacdo de unidades formadoras de colonias (UFC)),
aplicados em tratamento de sementes e borrifados 4 mL por
vaso na planta e no solo, 2mL para o alvo bioldgico (folha) e
para o alvo fisico (solo). As sementes foram inoculadas
separadamente com solu¢des dos microrganismos na dilui¢do
1:500. As sementes permaneceram 30 minutos nesta solugéo e
em seguida foram retiradas e deixadas para secar em
temperatura ambiente por 24 horas.

As sementes foram previamente inoculadas antes da
semeadura. As aplicagdes via solo e parte aérea foram
realizadas semanalmente, sempre no periodo da tarde,
iniciando na primeira semana apods a semeadura (7 DAS) e
estendendo-se até o 35° DAS. No tratamento controle foi
borrifada apenas agua. O fosfato natural reativo foi
incorporado ao substrato na dose de 155 mg kg,
correspondendo a aproximadamente 1,24 g por vaso,
considerando 8 L de substrato por unidade experimental. A
dose foi estabelecida com base na andlise quimica do solo.

Os parametros bioquimicos foram obtidos aos 35 DAS,
no dia da ultima aplicagdo dos microrganismos, em que as
plantas foram coletadas, divididas em folhas e raizes as quais

foram imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e
armazenadas a -80 °C.

Tabela 2. Composicdo quimica da amostra de substrato
analisada.

Parametro Unidade Valor
Umidade (65°C) % 5,99
Nitrogénio total (N) % 1,53
Fosforo total (P20s) % 1,70
Potassio soluvel (K20) % 0,76
Carbono Organico Total (COT) % 8,48
pH (CaClz 0,01M) - 7,85
Relagdao C/N - 5,20
Condutividade Elétrica (CE) mS-cm™ 2,15

A atividade da enzima guaiacol peroxidase (GPOD), foi
determinada em amostras frescas de raizes e folhas de milho.
Um grama de tecido fresco foi homogeneizado em 3 mL de
uma solugdo tampdo de fosfato de sodio (pH 7,8) 0,05 M,
contendo 1 mM de EDTA e 2% (w/v) de polivinilpirrolidona
(PVP). O homogeneizado foi centrifugado a 10.000 rpm por 20
minutos a 4 °C e o sobrenadante foi utilizado para o ensaio. A
atividade das peroxidases nao especificas presentes no extrato
foi determinada utilizando-se o guaiacol como substrato
(ZERAIK et al., 2008).

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

A concentra¢do de proteinas soliiveis foi determinada

utilizando-se 0o método de Bradford (KRUGER, [s.d.]) com uso
de albumina sérica bovina como padréo. Os resultados obtidos
para os niveis de proteinas foram expressos em MDA g! de
matéria fresca (MF).
A peroxidagao de lipidios da membrana (TBARS) foi estimada
seguindo o método das substancias reativas ao acido
tiobarbitirico (EL-MOSHATY et al., 1993). Amostras frescas
de raizes e folhas (1 g) foram maceradas em nitrogénio liquido
e homogeneizadas em 10 mL de 0,2 M de tampao citrato (pH
6,5) contendo 0,5% de Triton X-100. O homogeneizado foi
centrifugado por 15 minutos a 20.000 x g. Um mL do
sobrenadante foi adicionado a 1 mL de acido tricloroacético
20% (w/v) contendo 0,5% (w/v) de éacido tiobarbitarico. A
mistura foi aquecida a 95 °C por 40 min e entdo resfriada por
15 min, centrifugada a 5.000 x g por 15 min. A absorbancia do
sobrenadante foi lida a 532 e 600 nm (para corrigir a turbidez
ndo especifica). A peroxidagdo lipidica foi expressa como
nmol MDA g™' de matéria fresca (MF).

Os dados foram submetidos a analise de variancia (teste
F) considerando as fontes de variacdo déficit, tratamentos e a
interagdo déficit x tratamentos. As médias dos tratamentos
foram comparadas pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade
de erro. As analises estatisticas foram realizadas utilizando o
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software genes e as analises de correlacdes foram obtidas por
meio do software GraphPad Prism 10.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise de variancia evidenciou interagao significativa
entre os tratamentos e a condigdo hidrica para a peroxidacdo
lipidica (TBARS) nas folhas (GL = 4; F = 0,22; p = 0,925).
Para as demais variaveis avaliadas, conforme apresentado na
Tabela 3, também foram observadas interagdes entre os fatores.
Adicionalmente, para a peroxidacdo lipidica nas raizes,
observou-se efeito significativo da condi¢@o hidrica (GL = 1;
F=11,78; p =0,003), enquanto os efeitos dos tratamentos (GL
=4; F =0,44; p=0,777) e da interacdo entre os fatores (GL =
4; F=0,41; p=0,798) ndo foram significativos.

No tratamento ME sob 100% da capacidade de vaso, o
teor de proteinas nas raizes foi de 11,34 mg g' MF valor
superior ao observado no controle na mesma condi¢do (TC =
2,10 mg g' MF) e inferior ao tratamento ME sob 50%
(37,77mg g MF). Essas diferencgas foram confirmadas pelo
teste de Tukey (p < 0,05), conforme indicado pelas letras

associadas as médias (Tabela 4). A redugdo dos teores de
proteinas soluveis pode ser atribuida ao aumento da atividade
das enzimas proteoliticas, responsaveis pela degradacdo das
proteinas de reserva das plantas (xing et al., 2023). Por outro
lado, em relagdo as proteinas das raizes foi observado um
incremento médio em plantas expostas ou ndao ao déficit
hidrico, em todos os tratamentos testados, quando comparado
com a média dos tratamentos controle (média entre 100% ¢
50% cp). A analise de variancia indicou efeito significativo dos
tratamentos (GL = 4; F = 6,31; p = 0,002), da condi¢éo hidrica
(GL =1; F =466,02; p <0,001) e da interacdo entre os fatores
(GL = 4; F = 6,15; p = 0,002). De modo geral, observou-se
aumento nos niveis de proteinas nas raizes em todos os
tratamentos. Sob condi¢ao de déficit hidrico, foram observadas
maiores concentracdes de proteinas (13,59 mg g MF) em
comparag¢do as plantas ndo submetidas ao estresse (4,75 mg g™
MF), indicando que o déficit hidrico induz alteragdes
metabodlicas no milho crioulo, possivelmente associadas ao
aumento da expressdo de proteinas com funcdo de defesa
envolvidas na remocdo de espécies reativas de oxigénio.

Tabela 4. Efeito de interacdo entre as médias da variavel, concentracdo de proteinas das folhas e raizes de milho tratado com
bioinsumos (Az, Azospirillum; ME, microrganismos eficientes; BsBm, Bacillus subtilis mais Bacillus megaterium; FNR + Az,
fosfato natural reativo mais Az; FNR + BsBm,; FNR + ME) ou ndo (TC, tratamento controle) e cultivado na presenga (Capacidade
de vaso 50%) ou ndo (Capacidade de vaso 100%) de restricao hidrica. Médias seguidas pela mesma letra maitiscula na horizontal
dentro de cada condig@o/capacidade de vaso, e mintiscula na vertical dentro de cada condi¢do. Médias seguidas pela mesma letra
maitscula na horizontal dentro de cada condi¢do/capacidade de vaso, e mintscula na vertical dentro de cada condigéo.

Bioinsumos ndo diferem entre si pelo teste Tukey a p <0,05.

Proteina (mg mL™)

Bioinsumos Folhas Raizes
100% 50% 100% 50% X geral
(100%:50%)
TC 1,971 a A 1,830 a A 2,10aB 28,08a A 15,09 g
Az 1,431 ab A 1959 a A 540aB 30,51a A 17,94 f
ME 0,930 b B 1,911 a A 1134aB 37,77 a A 24,57 e
BsBm 1,401 ab A 1,740 a A 1464aB 4239a A 28,53 d
FNR + 4z 1,740 ab A 2061 a A 1971aB 46,352 A 33,03 c
FNR + BsBm 1,911 ab A 0360 b B 2196aB 48,57a A 35,25 b
FNR + ME 1,959 a A 1,830 a A  2457aB 51,63a A 38,10 a
Média 1,740 1,830 1425 B 40,77 A
CV (%) 24,056 3,554

EPM (parte aérea) = 0,0699

EPM (raiz) = 0 0,2496

Sob condig¢des de déficit hidrico e limitagdo nutricional,
como a baixa disponibilidade de fésforo, plantas podem
apresentar alteracdes na expressdo proteica, refletindo ajustes
metabolicos associados a adaptacdo ao estresse (ZHANG et al.,
2023). Nesse contexto, pode ocorrer tanto a supressdo quanto
a estimulagdo da biossintese de proteinas envolvidas em
processos de defesa e manutengdo celular (MA; DIAS;
FREITAS, 2020; MANNINO et al., 2020). Os microrganismos
promotores do crescimento de plantas (MPCP) modulam a
sintese proteica e ativam enzimas as quais destoxificam
perdxidos em plantas estressadas, ajudando-as a responder
adaptativamente a homeostase celular (JOSHI et al., 2016).
Portanto, os dados do presente estudo mostraram que a
aplicacdo dos MPCP associado ou ndo ao FNR impactaram na
concentragdo de proteinas soliveis em milho sob diferentes
condigdes hidricas, com destaque para o papel crucial dos

bioinsumos na resposta adaptativa das plantas ao déficit
hidrico. Os dados sugerem que os bioinsumos melhoram a
capacidade das plantas em manter a homeostase celular sob
estresse, evitando danos nas biomoléculas. O aumento de
186% na concentragdo de proteinas soluveis nas raizes sob
restri¢ao hidrica reforga a hipotese de que a sintese proteica ¢
intensificada para estabilizar membranas celulares e facilitar a
sinalizagdo associada ao estresse (SHARMA et al., 2019).
Portanto, a aplicacdo dos bioinsumos ¢ uma estratégia eficaz
para mitigar os efeitos negativos do déficit hidrico,
promovendo uma resposta adaptativa robusta e eficaz no
milho. Ademais, analises morfofisioldgicas conduzidas no
mesmo delineamento experimental demonstraram que a
inoculacdo com bioinsumos favoreceu a manutengdo de
parametros fisiolodgicos, incluindo trocas gasosas, bem como
incremento na altura das plantas sob condi¢des de déficit
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hidrico (SANCHES et al., 2025), fornecendo suporte
complementar aos efeitos metabolicos observados no presente
estudo.

Antioxidantes sdo mobilizados nas células vegetais como
mecanismo de defesa contra os efeitos deletérios das espécies
reativas de oxigénio (ERO), cujas concentragdes tendem a
aumentar sob variados estresses ambientais (MITTLER et al.,
2022). Os sistemas de defesa antioxidante em plantas sdo
classificados como enzimaticos e ndo enzimaticos e t€ém como
objetivo manter a homeostase durante condigdes de estresse
(BHAT et al., 2022; SOARES et al., 2019). Esses sistemas sao
fundamentais para remover as espécies reativas de oxigénio
(ERO), que podem causar danos oxidativos a proteinas,
lipidios, organelas, DNA e RNA (MITTLER, 2017; XING et
al., 2023). A atividade antioxidante aumenta em plantas sob
condicdes de estresse, tal como o déficit hidrico, demonstrando
que a resposta antioxidante favorece a capacidade das plantas
para superar esses estresses ¢ melhorar seu desempenho
(BHAT et al., 2022; NADARAJAH, 2020). Entre as enzimas
envolvidas na degradagdo de ERO e que compde o sistema de
defesa antioxidante estdo a catalase (CAT), a ascorbato
peroxidase (APX), a superoxido dismutase (SOD), a guaiacol
peroxidase (GPOD), entre outras (SOARES et al., 2019). As
peroxidases, pertencentes ao grupo das oxidorredutases,
catalisam diversas reacdes oxidativas em plantas, utilizando
peroxido como substrato ou, em certos casos, oxigénio como
aceptor de hidrogénio (MITTLER et al., 2022).

Os dados referentes ao desdobramento da atividade da
gpod estdo apresentados na tabela 5. Os tratamentos com bsbm
ou fnrtaz ou fartme induziram uma redugdo de
aproximadamente 30% na atividade da enzima gpod em folhas
de milho cultivado sem déficit hidrico (100% cp). Por outro
lado, em plantas cultivadas com déficit hidrico (50% cp) os
niveis da atividade da gpod foram incrementados com a
aplicacdo de todos os bioinsumos, sendo o valor observado
para o tratamento for+bsbm 29 vezes maior se comparado com
o tratamento controle (50% cp). Isso indica que os bioinsumos

aplicados melhoraram a eficiéncia dos mecanismos de defesa
antioxidante das plantas, reduzindo a necessidade de alta
atividade de gpod do milho cultivado sem déficit hidrico e
aumentando a atividade dessa enzima sob déficit hidrico. Por
outro lado, sob condi¢des de déficit hidrico, os bioinsumos
incrementam a atividade da gpod aumentando a capacidade de
remoc¢ao dos oxidantes gerados durante o estresse. Tais dados
ndo sdo corroborados nos niveis de proteinas (tabela 4),a s
quais seguiram um padrdo diferente daquele observado para a
atividade da gpod (tabela 5). Além disso, as analises de
correlacdo de pearson mostraram correlacdes significativas
negativas entre gpod e proteinas tanto para as folhas (-0,677)
quanto para as raizes (-0,721) (figura 1). Isso sugere que as
proteinas das raizes induzidas sob déficit hidrico, sdo proteinas
de defesa antioxidante ndo determinadas neste estudo, como
catalase e ascorbato peroxidase.

Assim, antioxidantes ndo enzimaticos e osmolitos sdo
produzidos pelas plantas como parte do processo de defesa e
remoc¢do dos oxidantes danosos aos componentes celulares
produzidos durante o déficit hidrico. Dentre os antioxidantes
esta a prolina, um aminoacido que além de antioxidante possui
propriedades de osmoprote¢do (ZHANG et al., 2025). A
prolina desempenha um papel vital nas plantas expostas a
estresses extremos, como seca € salinidade e, atua como um
dos principais constituintes das proteinas da parede celular,
conferindo resisténcia devido a sua estrutura (ZHANG et al.,
2025). A prolina desempenha um papel vital nas plantas
expostas a estresses extremos, como seca ¢ salinidade e, atua
como um dos principais constituintes das proteinas da parede
celular, conferindo resisténcia devido a sua estrutura. O grupo
a-amino ¢ uma amina secunddria que proporciona rigidez
conformacional excepcional as proteinas, fundamentais no
processo de lignificagdo dos ramos (KAVI KISHOR, 2015),
além de atuar no ajustamento osmotico e favorecer o aumento
da tolerancia na planta quando expostas a certos niveis de
estresse, como o déficit hidrico (ZULFIQAR; ASHRAF,
2023).

Tabela 5. Atividade da enzima Guaiacol Peroxidase — GPOD — das folhas e raizes de milho tratado com bioinsumos (Az,
Azospirillum; ME, microrganismos eficientes; BsBm, Bacillus subtilis mais Bacillus megaterium; FNR + Az, fosfato natural
reativo mais Az; FNR + BsBm,; FNR + ME) ou ndo (TC, tratamento controle) e cultivado na presenga (Capacidade de vaso 50%)

ou ndo (CP 100%) de restricdo hidrica. Médias seguidas

pela mesma letra maitscula na horizontal dentro de cada

condicdo/capacidade de vaso, e minuscula na vertical dentro de cada condigdo. Bioinsumos néo diferem entre si pelo teste Tukey

ap<0,05.
GPOD (umol de tetraguaiacol min! mg™! proteina)
Bioinsumos Folhas Raizes
100% 50% 100% 50%

TC 618,13 ab A 117,12 ¢ B 766,72 a A 70,67 a B
Az! 846,12 a A 60643 b A 35597 b A 60,37 a B
ME 928,19 a A 59267 b B 18342 A 53,04 a B
BsBm 176,43 c B 78499 b A 14502 «cd A 4366 a B
FNR + 4z 214,02 c B 61027 b A 112,73 «cd A 41,40 a B
FNR + BsBm 174,57 c B 337278 a A 10931 cod A 39,93 a B
FNR + ME 240,18 bc B 68796 b A 8645 d A 38,34 a A
CV (%) 21,81 30,64

EMP (Parte aérea)= 0,0889

EPM (Raiz)= 0,1521
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Figura 1. Analises de correlagdo de Pearson entre as concentragdes de proteinas e atividade da enzima guaiacol peroxidase
(POD) das folhas (A) e raizes (B) de de milho tratado com bioinsumos (A4z, Azospirillum; ME, microrganismos eficientes; BsBm,
Bacillus subtilis mais Bacillus megaterium; FNR + Az, fosfato natural reativo mais 4z; FNR + BsBm, FNR + ME) ou néo (TC,
tratamento controle) e cultivado na presenca (Capacidade de vaso 50%) ou ndo (Capacidade de vaso 100%) de restrig@o hidrica.

No presente estudo, a comparagdo entre as médias da
concentragdo de proliomena em folhas de milho tratadas com
bioinsumos e cultivadas sob déficit hidrico ou ndo, sdo
ilustrada na Figura 02. Os resultados mostraram que, nos
tratamentos sem déficit hidrico, as variagcdes na concentragao
de prolina em relacdo ao tratamento controle (TC) foram
significativas apenas no tratamento utilizando FNR+BsBm (=
9,0 umol g™ MF) em comparagdo ao controle (TC = 3,5 umol
g MF), sendo este o Unico a diferir significativamente,
conforme indicado pelas letras associadas as médias (Figura 2).
Sob condigdes de déficit hidrico, o tratamento BsBm
apresentou maior concentragdo de prolina (= 12,5 umol g
MF) em relagdo ao controle (= 3,5 pmol g! MF), também
evidenciado pelas diferencas nas letras. Em relagdo as
condigdes (100 e 50% CP) testadas , os tratamentos com BsBm
(= 6,0 vs 12,5 pmol g* MF) e FNR+BsBm (= 9,5 vs 2,5 pmol
g ! MF) diferiram significativamente, conforme indicado pelas
letras maitsculas associadas as médias. Por outro lado, o
tratamento com FNR+BsBm induziu um incremento na
concentragdo de prolina livre em plantas sem déficit hidrico
quando comparado com o mesmo tratamento de plantas com
déficit hidrico. O acumulo de prolina ¢é relatado na literatura
como uma resposta ao estresse causado pela desidratagdo,
especialmente em condicdes de limitagdo  hidrica
(ZULFIQAR; ASHRAF, 2023). No presente estudo, o
acumulo de prolina sob déficit hidrico foi verificado apenas no
tratamento BsBm, sugerindo que a inoculagdo com Bacillus
subtilis  + Bacillus megaterium desempenhou papel
determinante na ativagdo de mecanismos osmoprotetores em
milho crioulo. Em contraste, a associacdo BsBm + FNR
promoveu incremento de prolina apenas sob condi¢do de 100%
de capacidade de vaso, sem efeito adicional em déficit hidrico
(50% da capacidade de vaso), indicando que a resposta esteve
majoritariamente vinculada ao consércio bacteriano. A
redu¢cdo nos niveis de prolina em alguns tratamentos sob
estresse hidrico reforga a complexidade das interagdes entre
bioinsumos e mecanismos de defesa, evidenciando que a
modulagdo osmética ndo foi generalizada, mas dependente da
inoculagdo especifica.

A peroxidagdo lipidica em tecidos vegetais, como as
folhas e raizes de milho pode ser avaliada através do método

TBARS (Thiobarbituric Acid Reactive Substances). Este
protocolo ¢ utilizado para avaliar a extensdo da degradagdo
oxidativa dos lipidios, proporcionando uma estimativa indireta
dos danos celulares causados pelo estresse oxidativo.
Alteragdes no sistema redox das células vegetais podem
desencadear a producdo de compostos como o perdxido de
hidrogénio (H»0,), levando a peroxidagdo lipidica (AKTER et
al., 2021). A falta de 4gua no solo intensifica o estresse
oxidativo e a produc¢do de ERO, resultando em peroxidacdo
lipidica e danos subsequentes as membranas celulares
(SACHDEV et al, 2021). Diversos subprodutos que
intensificam os danos oxidativos sdo gerados pela peroxidacdo
lipidica, tal como o malondialdeido (MDA), sendo o principal
e mais investigado. O MDA ¢ amplamente utilizado como
marcador para identificar a peroxidagdo lipidica. As ERO,
incluindo o H>O», podem se formar nos cloroplastos, onde o O
gerado reage com elétrons excedentes formando O,
(FOYER; HANKE, 2022).

Os niveis de TBARS nas folhas de milho variaram de
6,16 a 9,67 nmol MDA g! MF na condi¢do de 50% e de 6,70
a 9,67 nmol MDA g! MF na condi¢do de 100% da capacidade
hidrica, sem diferenga significativa entre os tratamentos dentro
de cada condigdo, conforme indicado pelas letras associadas as
médias (Tabela 6). As diferengas observadas ocorreram entre
as condi¢des de irrigagdo em alguns tratamentos, evidenciando
que a reducdo para 50% da capacidade de vaso resultou em
menores valores em comparagdo a 100%. Além disso, para os
niveis de TBARS das raizes, observou-se efeito significativo
da condi¢do hidrica, com valores médios de 2,01 nmol MDA
g MF sob 100% da capacidade de vaso e 1,46 nmol MDA g
MF sob 50%, conforme indicado pelo teste de Tukey (p <0,05)
(Tabela 6). Diferengas entre as condi¢des hidricas foram
evidenciadas pelas letras associadas as médias, indicando
maiores valores sob 100% em comparacdo a 50%. Esses
resultados observados sugerem que, sob déficit hidrico, as
plantas apresentaram menores niveis de peroxidagdo lipidica
quando comparadas a condi¢do de 100% da capacidade de
vaso, evidenciado pelos menores niveis de MDA.

Revista Verde 21:1 (2026) 24-32



30 Fosfato natural e microrganismos promotores do crescimento de plantas atenuam o estresse...

Esse resultado indica que nao 20

houve intensificagdo do dano 100%  ®50%
oxidativo as biomoléculas nas 18 aA

condigdes avaliadas. Esse 16

comportamento ¢ acompanhado pela 14

média dos niveis de proteinas, a qual 12 aA

apresentou valores menores nas
raizes de plantas ndo submetidas ao
déficit hidrico. A concentra¢do de
malondialdeido (MDA) ¢é um
indicador de estresse oxidativo em
plantas, resultante da peroxidagdo
lipidica, processo no qual os lipidios
das membranas celulares sdo
danificados pela ag@o de radicais
livres. Nava et al. (2021) observaram
uma correlagdo entre o teor de
prolina, APX e TBARS na parte
aérea, em que o malondialdeido
estaria relacionado a manutengio da
atividade enzimatica de Baccharis
trimera (Less.). No presente estudo, o
tratamento FNR + ME apresentou
valores de TBARS nas folhas de 6,70
nmol MDA g™ MF sob 100% e 6,12
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Figura 2. Concentracdo de prolina de folhas de milho tratado com bioinsumos (Az,
Azospirillum; ME, microrganismos eficientes; BsBm, Bacillus subtilis mais Bacillus
megaterium; FNR + Az, fosfato natural reativo mais Az; FNR + BsBm,; FNR + ME)
ou ndo (TC, tratamento controle) e cultivado na presenga (Capacidade de vaso 50%)
ou ndo (CP 100%) de restri¢ao hidrica. Médias seguidas pela mesma letra maiuscula
na horizontal dentro de cada condigdo/capacidade de vaso, ¢ mintscula na vertical
dentro de cada condigdo. Bioinsumos ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 95%
de confianga (p < 0,05). ™ Nao significativo pelo mesmo teste.

%\“‘*

nmol MDA g' MF sob 50% da capacidade de vaso, enquanto
o controle (TC) apresentou 7,80 e 6,16 nmol MDA g MF,
respectivamente. Apesar das diferengas numéricas, ndo houve

diferenca estatistica entre os tratamentos dentro de cada
condigdo hidrica, conforme indicado pelas letras associadas as
médias (Tabela 6).

Tabela 6. Niveis de peroxidagio lipidica (TBARS) em folhas e raizes de milho tratado com bioinsumos (Az, Azospirillum; ME,
microrganismos eficientes; BsBm, Bacillus subtilis mais Bacillus megaterium; FNR + Az, fosfato natural reativo mais 4z; FNR
+ BsBm; FNR + ME) ou ndo (TC, tratamento controle) e cultivado na presenca (Capacidade de vaso 50%) ou ndo (CP 100%) de
restri¢ao hidrica. Médias seguidas pela mesma letra maitiscula na horizontal dentro de cada condigdo/capacidade de vaso, e
minuscula na vertical dentro de cada condi¢ao. Bioinsumos ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 95% de confianga (p < 0,05).
" Nao significativo pelo mesmo teste.

TBARS (nmol MDA ¢! MF)

Bioinsumos Folhas Raizes
100% 50% 100% 50% X geral
(100%:50)
TC 7,80 ab A 6,16 ab B 2,23 1,54 3,46 bc
Az 9,67 a A 5,93 ab B 1,83 1,71 5,17 bc
ME 7,23 b A 7,88 a A 1,95 1,66 5,47 bc
BsBm 8,49 ab A 6,93 ab B 2,24 1,38 9,08 a
FNR + A4z 7,50 b A 7,91 a A 1,85 1,09 4,32 be
FNR + BsBm 7,76 ab A 5,22 b B 1,89 1,22 6,26 ab
FNR + ME 6,70 b A 6,12 ab A 2,09 1,66 2,80 c
Média 7,76 6,16 2,01 A 1,46 B
CV (%) 11,15 12,75
EPM (Parte aérea)= 0,4664 EPM (Raiz)=0,1280
CONCLUSAO AGRADECIMENTOS
A associagdio entre fosfato natural reativo e A UFFS pelo auxilio financeiro e bolsas concedidas. A

microrganismos estimulou o0 aumento de proteinas radiculares FAPERGS pela bolsa concedida.
e a estabilidade dos niveis de MDA, indicando ativacdo do
sistema de defesa e preservacdo das membranas sob restricdo
hidrica. Esses efeitos concentraram-se no sistema radicular,
evidenciando a modulagdo do metabolismo bioquimico por
microrganismos promotores de crescimento em plantas de

milho crioulo, independentemente do regime hidrico.
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