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SILVA, Dobyas Maclen Marques da. Biopriming de sementes alivia o efeito do estresse
salino na soja. 2024. Trabalho de Conclusao de Curso (Bacharelado em Engenharia
Agronomica) — Faculdade de Ciéncias Agrarias, Universidade Federal da Grande Dourados,
Dourados, 2024.

RESUMO

O estresse salino ¢ uma condicdo preocupante pois afeta negativamente a germinagao das
sementes ¢ o desempenho morfofisioloégico das plantas como a soja. O condicionamento das
sementes com bioinsumos (biopriming) ¢ uma solugdo promissora para esse problema
ambiental. Objetivamos avaliar o potencial do biopriming isolado ou combinado de microalga
e diferentes microrganismos em aliviar o efeito estressante da salinidade na soja. As sementes
foram submetidas a seis biopriming: controle (sem biopriming), microalga Parachlorella sp.,
Bacillus subtilis, Trichoderma harzianum, Parachlorella sp. + B. subtilis e Parachlorella sp. +
T. harzianum. Posteriormente, as sementes foram submetidas a duas condigdes: 1) controle (0,0
MPa) e ii) estresse salino induzido por NaCl (-0,8 MPa). Foram avaliados os indicadores de
germinagdo, fotoquimicos e o desempenho de plantulas. A salinidade prejudicou a protrusao
radicular e a fisiologia da semente, resultando em maior porcentagem de plantulas anormais,
tornando-se uma condi¢do estressante. Entretanto, os biopriming aliviaram os efeitos negativos
da salinidade, especialmente com 7. harzianum, Parachlorella sp. + B. subtilis € Parachlorella
sp. + T. harzianum, resultando em maiores indicadores de germinagdo e plantulas normais.
Todos os biopriming, especialmente aqueles combinados contribuiram na redugao da supressao
de quenching nao fotoquimico, favorecendo o rendimento maximo do fotossistema IL
Observamos menores comprimentos, massas frescas e secas das plantulas na condicao salina
sem biopriming, enquanto que aquelas com Parachlorella sp. + B. subtilis e Parachlorella sp.
+ T. harzianum apresentaram maiores valores. Os biopriming das sementes, especialmente com
a associacao da microalga Parachlorella sp. ao B. subtilis ou T. harzianum aliviaram os efeitos
estressantes da salinidade.

Palavras-chave: Bacillus subtilis. Estresse salino. Insumos biologicos. Parachlorella sp..
Potencial osmético. Trichoderma harzianum.
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ABSTRACT

Salt stress is a concerning condition as it negatively affects seed germination and the
morphophysiological performance of plants such as soybean. Seed conditioning with bioinputs
(biopriming) is a promising solution to this environmental problem. We aimed to evaluate the
potential of isolated or combined biopriming of microalgae and different microorganisms in
alleviating the stressful effect of salinity on soybean. The seeds were subjected to six
biopriming: control (without biopriming), microalgae Parachlorella sp., Bacillus subtilis,
Trichoderma harzianum, Parachlorella sp. + B. subtilis, and Parachlorella sp. + T. harzianum.
Subsequently, the seeds were subjected to two conditions: 1) control (0.0 MPa) and ii) saline
stress induced by NaCl (-0.8 MPa). Germination and photochemical indicators, and seedling
performance were evaluated. Salinity impaired root protrusion and seed physiology, resulting
in a higher percentage of abnormal seedlings, making it a stressful condition. However,
biopriming alleviated the negative effects of salinity, especially with 7. harzianum,
Parachlorella sp. + B. subtilis, and Parachlorella sp. + T. harzianum, resulting in higher
germination indicators and normal seedlings. All biopriming, especially the combined ones,
contributed to the reduction of non-photochemical quenching suppression, favoring the
maximum yield of photosystem II. We observed shorter lengths, and lower fresh and dry masses
of seedlings under saline conditions without biopriming, whereas those with Parachlorella sp.
+ B. subtilis and Parachlorella sp. + T. harzianum showed higher values. Seed biopriming,
especially with the combination of the microalgae Parachlorella sp. with B. subtilis or T.
harzianum, alleviated the stressful effects of salinity.

Palavras-chave: Bacillus subtilis. Salt stress. Biological inputs. Parachlorella sp. Osmotic
potential. Trichoderma harzianum.
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1. INTRODUCAO

O cenario atual de mudangas climaticas globais tem sido amplamente discutido por
fisiologistas e diversos profissionais ligados ao setor agricola, incluindo a produgdo de soja
(Glycine max L.), uma das commodities mais importantes no mercado nacional e internacional
devido aos seus multiplos usos. O estresse salino, resultante do excesso de ions como Na' e CI
, ¢ uma condicdo adversa que tem se intensificado nos ultimos anos, causando efeitos toxicos
que prejudicam a germinagdo das sementes, bem como o desempenho e o vigor das plantulas
(NATH et al., 2019; CHAKRABORTY et al., 2022).

Essa condic¢ao dificulta a absor¢ao de agua e intensifica o estresse osmotico induzindo
o déficit hidrico (IBRAHIMOVA et al., 2021; ZHOU et al., 2024). O estresse salino além de
reduzir o potencial osmoético, dificulta o metabolismo respiratério e de reservas para o eixo
embrionario (XU et al., 2023). Durante a formagao das plantulas ocorre a emissao das folhas
unifoliadas, as quais basicamente ainda dependem das reservas dos cotilédones. Entretanto,
acredita-se que a exposicao da semente a salinidade pode afetar os rendimentos fotoquimicos
nessas folhas mesmo na fase de plantulas, ou seja, dissipagdo de energia e reducdo dos
rendimentos fotoquimicos.

Assim, a adogao de praticas que possam aliviar o efeito estressante da salinidade tem
sido foco de pesquisas. O condicionamento das sementes com insumos bioldgicos também
conhecido como biopriming ¢ uma estratégia promissora para mitigacao dos efeitos negativos
decorrentes do estresse osmotico e oxidativo, melhorando as condigdes para a germinagdo de
sementes ¢ o desempenho morfofisiologico das plantas em modo geral, além de atender os
objetivos do desenvolvimento sustentavel.

Dentre as opc¢des de bioinsumos, as microalgas, organismos unicelulares e
fotossintetizantes como as do género Parachlorella sp. tem ganhado destaque por atuarem na
homeostase dos processos fisiologicos (ALVAREZ et al., 2021; SANTOS et al., 2024), pois
favorece o aumento de aminodcidos, ativando o sistema eficiente de prote¢ao (YOU etal., 2019;
LARA etal., 2022). Além disso, as microalgas contribuem na sintese de fitohormonios e outros
compostos nao antioxidantes (LU; XU, 2015).

Outros bioinsumos com potencial de mitigagdo do estresse salino sao 0s microrganismos
multifuncionais, com destaque para Bacillus subtilis e Trichoderma harzianum (BOAMAH et
al., 2021; MISHRA et al., 2021). Esses microrganismos estimulam a sintese de fitohormonios
e a atividade de enzimas e compostos antioxidantes (HASHEM et al., 2019; ALGHUTHAYMI
etal., 2022; PELAGIO-FLORES et al., 2022), além de aumentar a disponibilidade de nutrientes



(POVEDA; EUGUI, 2022), favorecendo a fisiologia da germinacao e das plantulas. Entretanto,
ainda ha lacunas nas informagdes sobre os mecanismos de prote¢do desses microrganismos
isolados ou associados a microalgas no biopriming em sementes de soja.

Hipotetizamos que embora a soja seja sensivel ao estresse salino, a inoculagdo da
microalga Parachlorella associada ou ndo a B. subtilis e T. harzianum mitigam os efeitos
negativos dessa condicao, refletindo na homeostase da fluorescéncia cinética e desempenho de
plantulas, induzindo tolerancia. Com isso, objetivamos avaliar o potencial do biopriming
1solado ou combinado de microalga e diferentes microrganismos em aliviar o efeito estressante

da salinidade na soja.



2. MATERIAL E METODOS

2.1.LOCAL DO EXPERIMENTO

O ensaio foi desenvolvido no Laboratorio de Tecnologia de Sementes, na Faculdade de
Ciéncias Agrarias, da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), Dourados — MS. No
ensaio foi utilizada a cultivar 64163 RSF IPRO (safra 2023-2024), proveniente de geragao S1,

cujo o peso de mil sementes (peneira 6,25) ¢ de 154 g.

2.2. BIOPRIMING DAS SEMENTES E SALINIDADE

As sementes foram submetidas a seis biopriming: sem biopriming, microalga
Parachlorella sp., Bacillus subtilis, Trichoderma harzianum, Parachlorella sp. + B. subtilis e
Parachlorella sp. + T. harzianum. Posteriormente, as sementes foram submetidas as seguintes
a duas condig¢des: 1) controle (0,0 MPa, agua destilada) e ii) salinidade, na qual as sementes
foram expostas ao potencial osmético de —0,8 MPa, induzido por cloreto de sodio (NaCl). O
delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, no qual os tratamentos
foram arranjados em esquema fatorial 6 biopriming x 2 condigdes de salinidade, com quatro

repeti¢des de 50 sementes. A caracterizagdo dos fatores em estudo encontra-se na Tabela 1.

Tabela 1. Caracterizagdo das condigdes para a germinagdo e vigor de plantulas de soja sob estresse salino
previamente submetidas ao biopriming de sementes isolado ou combinado de microalga Parachlorella sp.,
Bacillus subtilis e Trichoderma harzianum. UFGD, Dourados, MS — 2024.

Condic¢ao de salinidade Biopriming
Sem biopriming (CK)
Parachlorella sp. (M)
0.0 MPa Bacillus subtilis (Bs)
(Controle) Trichoderma harzianum (Th)

Parachlorella sp. + B. subtilis (M + Bs)
Parachlorella sp. + T. harzianum (M + Th)

Sem biopriming (CK)
Parachlorella sp. (M)
—0.8 MPa, NaCl Bacillus subtilis (Bs)
(Salinidade) Trichoderma harzianum (Th)

Parachlorella sp. + B. subtilis (M + Bs)
Parachlorella sp. + T. harzianum (M + Th)

2.3. CARACTERIZACAO DOS BIOINSUMOS E INOCULACAO

A microalga Parachlorella sp. apresenta 5 x 10 células mL!, pH of 7.5, e contém

0,62% de N e 2,02% de carbono organico na solugdo, além de aminoacidos e fitohormonios em



10

sua composi¢ao molecular (SANTOS et al., 2024). O Trichoderma harzianum utilizado foi o
isolado IB19/17 (2 x 10° conidios viaveis/g de produto formulado) e o Bacillus subtilis foi a
estirpe UVF S1 (1 x 108 UFC mL™). Para o preparo das solu¢des com os microrganismos foi
realizada a diluicdo dos produtos em dgua destilada conforme recomendacdes dos fabricantes,
utilizando a dose padrdo de 10 mL de solugdo por quilograma de semente.

Nos biopriming combinados, foi adicionado 5 mL da microalga + 5 mL do 7. harzianum
ou B. subtilis. As sementes foram acondicionadas em embalagens plasticas, inoculando o
tratamento correspondente utilizando micropipeta, homogeneizando e deixando em repouso

durante 45 minutos antes da semeadura.

2.4.AVALIACOES

Respostas fenotipicas — foram realizados registros fotograficos do aspecto visual da parte aérea
e raizes das plantulas aos 5 e 8 dias.

Germinacio — foi conduzido com quatro repeti¢des de 50 sementes, dispostas em rolo de papel
Germitest® previamente umedecidos com 4gua equivalente a 2,5 vezes a massa do papel seco.
Os rolos foram acondicionados em cdmara germinadora com temperatura de 25 °C na presenga
de luz branca em fotoperiodo de 12 horas, e contabilizada aos 8 dias apds a semeadura,
considerando as plantulas normais e anormais de acordo com os critérios descritos nas Regras
para Analise de Sementes (BRASIL, 2009). Ao final desse periodo, foram realizadas as analises
de fluorescéncia cinética e vigor baseado no desempenho de plantulas.

Protrusio radicular e primeira contagem — foi conduzido com o teste de germinacdo, no
qual aos 2 dias apés a semeadura foi contabilizado o numero que sementes que emitiram
radicula com comprimento > 1.0 cm. O registro das porcentagens de plantulas normais e
anormais foi realizado no quinto dia apo6s a semeadura conforme Brasil (2009).

Processos fotoquimicos: utilizou-se a técnica de fluorescéncia cinética por imagem, na qual as
plantulas foram submetidas a condi¢do de escuro durante 30 minutos com o intuito que os
centros de reagdo estivessem abertos. Posteriormente, as folhas foram acondicionadas no
Closed FluorCam FC 800-C (Photon Systems Instruments), constituido por painéis de LEDs
(Figura 1) como fonte de excitagdo com intensidade de luz actinica acima de 2.500 pmol m s’
!'e cAmera “charge-coupled device” (CCD). O registro visual da fluorescéncia na regido a partir
de 400 nm foi feito por imagem com resolucdo de 512 x 512 pixels a frequéncia maxima de 50

frames s™'.
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FIGURA 1. Painéis de LEDs n Closed FluorCam FC 80- (Photon Systems Instruments).
UFGD, Dourados — MS, 2024. Fonte: arquivo pessoal.

A luz branca foi utilizada como fonte de excitacao, selecionando filtro somente para a
emissao da clorofila na regido de 680 nm, obtendo os valores do rendimento maximo do
fotossistema Il ap6s a adaptacdo ao escuro (QY Max) e a supressdo de quenching nao
fotoquimico (NPQ _Lss).

Comprimentos de plantulas — aleatoriamente foram medidas 10 plantulas, no qual o
comprimento da parte aérea foi determinado pela distdncia do coleto até a gema apical e o
comprimento da raiz determinado pela medida da inser¢do até a coifa da raiz primaria, ambas
utilizando régua milimetrada.

Biomassas frescas e secas — as plantulas foram separadas em parte aérea e raizes, e pesadas as
massas frescas em balanca de precisao milesimal (0,0001 g), e posteriormente os materiais
foram acondicionados em sacos de papel Kraft® e submetidas a secagem em estufa regulada a
60 °C com circulagdo forcada de ar durante 72 horas, e depois pesadas as biomassas secas e

calculada a biomassa total.

2.5.ANALISES DE DADOS

Os dados de protrusdo radicular, primeira contagem e germinagdo foram submetidos ao
teste de normalidade de Shapiro-Wilk, os quais apresentaram todos valores normais. Todos os
dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), e quando significativos pelo teste F
(p £0.05), as médias em funcao dos fatores isolados e das interagdes foram comparadas pelo
teste de Scott-Knott para os biopriming das sementes com a microalga e os microrganismos e

pelo teste t de Bonferroni para condic¢des (controle e salinidade), ambos a p <0.05 + erro padrao.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Observamos que a soja ¢ responsiva a salinidade induzida pelo NaCl, uma vez que
reduziu os indicadores de germinacdo, fotoquimicos e o desempenho de plantulas, mas os
biopriming com os bioinsumos aliviaram os efeitos estressantes dessa condicdo adversa,
confirmando nossa hipotese inicial. Além disso, constatamos que a microalga Parachlorella sp.
e o B. subtilis ou T. harzianum atuaram de maneira sinérgica entre eles, contribuindo
positivamente nas plantulas de soja. Na tabela 2 ¢ possivel verificar que para todas as
caracteristicas avaliadas nas sementes e plantulas de soja foram influenciadas pela interagao

entre condigdes x biopriming.

Tabela 2. Resultados da analise de variancia dos efeitos das condigdes de salinidade e
biopriming e da interagao sobre as caracteristicas avaliadas em sementes e plantulas de soja

p-valor

Caracteristicas

Salinidade (S)  Biopriming (B) S xB C.V. (%)
PR- Protusdo Radicular 0,0408 <0,0001 0,0012 4,62
PC- Primeira contagem 0,0001 0,1705 0,0137 5,60
PN - Plantulas Normais 0,6711 0,0001 0,0407 8,76
PA - Plantulas anormais 0,9021 0,0001 0,0509 49 .44
NPQ_Lss - Supressdo de quenching 0,0001 0,1705 0,0137 5,60
nao fotoquimico
QY_Max - Rendimento maximo do 0,0001 0,1705 0,0137 5,60
fotossistema II apos a adaptagdo ao
escuro
CPA- Comprimento da Parte Aérea <0,0001 <0,0001 0,0071 9,36
CR - Comprimento da Raiz 0,0385 0,0003 0,0372 13,34
CT - Comprimento Total 0,0003 <0,0001 0,0105 9,87
MFPA - Massa Fresca da Parte 0,2534 0,0013 0,0042 5,76
Aérea
MFR - Massa Fresca da Raiz <0,0001 <0,0001 <0,0001 14,92
MFT - Massa Fresca Total <0,0001 <0,0001 <0,0001 5,48
MSPA - Massa Seca da Parte Aérea 0,2534 0,0013 0,0042 5,76
MSR - Massa Seca da Raiz <0,0001 <0,0001 <0,0001 14,92
MST - Massa seca Total <0,0001 <0,0001 0,0001 5,48

Observamos que a exposi¢ao a salinidade induzida por NaCl refletiu negativamente nas
respostas fenotipicas das plantulas de soja, na qual nessa condicdo as plantulas apresentaram

menor vigor aos 5 dias, especialmente de parte aérea e raiz (Figura 2). Entretanto, pode-se
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observar que o biopriming com os bioinsumos, especialmente a Parachlorella sp. + B. subtilis,
Parachlorella sp. + T. harzianum resultou em plantulas com maior desenvolvimento das raizes
laterais e da raiz. Na condi¢do controle ainda aos 5 dias, as sementes que receberam biopriming
com T. harzianum e Parachlorella sp. + B. subtilis refletiram em plantulas com maior

comprimento e volume radicular.
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FIGURA 2. Aspecto visual de plantulas de soja proveniente de sementes submetidas ao
biopriming com microalga e microrganismos e expostas a estresse salino. CK: controle (sem
biopriming), M: microalga Parachlorella sp., Bs: Bacillus subtilis, Th: Trichoderma
harzianum, M+Bs: microalga Parachlorella sp. + Bacillus subtilis, M+Th: microalga
Parachlorella sp. + Trichoderma harzianum, aos 5 dias. UFGD, Dourados, MS — 2024.

Fonte: arquivo pessoal.

Aos 8 dias apds a semeadura, as plantulas expostas a salinidade tiveram menores
respostas fenotipicas. O biopriming com o 7. harzianum, Parachlorella sp. + B. subtilis,
Parachlorella sp. + T. harzianum resultou em plantulas melhores em sua parte aérea, no qual
observamos a abertura dos cotilédones e emissdo das primeiras folhas gémulas e em sua
formagao de raiz principal e raizes laterais (Figura 3). A salinidade ocasionada pelo NaCl ¢ uma
condi¢do adversa que reduz drasticamente o potencial osmotico e de turgor (NAVADA et al.,
2020; MUHAMMAD et al., 2024), prejudicando o vigor das plantas, especialmente nas

caracteristicas fisiologicas das sementes e plantulas, refletindo nas respostas fenotipicas, tal
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como observado em nosso estudo e no trabalho de Soares et al. (2015), no qual descreveram

que plantulas de soja tiveram respostas fenotipicas negativas quanto expostas ao estresse salino.
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FIGURA 3. Aspecto visual de plantulas de soja proveniente de sementes submetidas ao
biopriming com microalga e microrganismos e expostas a estresse salino. CK: controle (sem
biopriming), M: microalga Parachlorella sp., Bs: Bacillus subtilis, Th: Trichoderma
harzianum, M+Bs: microalga Parachlorella sp. + Bacillus subtilis, M+Th: microalga
Parachlorella sp. + Trichoderma harzianum, aos 8 dias. UFGD, Dourados, MS — 2024.

Fonte: arquivo pessoal.

Embora ndo tenha verificado diferenca estatistica para primeira contagem entre a
condicdo controle comparada a salinidade nas sementes sem biopriming, observamos que o uso

do biopriming com os bioinsumos na condi¢do controle contribuiram positivamente. Sob

salinidade os biopriming com 7. harzianum, Parachlorella sp. + B. subtilis € Parachlorella sp.
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+ T. harzianum favoreceram a Primeira Contagem (PC) diferindo estatisticamente aos demais
biopriming nessa mesma condicdo (Figura 4A).

A exposicao das sementes a salinidade promove efeitos que dificultam o potencial
germinativo, pois a embebi¢do das sementes ¢ prejudicada devido a reducao do potencial
osmotico (IRIK e BIKMAZ, 2024), alterando o padrdo de vigor de plantulas normais. Estes
efeitos sdo acarretados devido ao excesso de cloreto e sddio nos quais resultam em estresse
i0nico, osmotico e oxidativo (HASEGAWA et al., 2000). Esses estresses desencadeiam
espécies reativas de oxigénio que afetam o metabolismo respiratério, a fisiologia da semente e
a integridade do genoma (HORBACH et al., 2018; PAGANO et al., 2019).

Com relagdo a protusdo radicular observou-se que na condi¢ao de salinidade obteve
valores maiores nos tratamentos com T. harzianum, Parachlorella sp. + B. subtilis e
Parachlorella sp. + T. harzianum, enquanto que ao realizar os demais biopriming os valores
foram menores (Figura 4B). A percentagem de plantulas anormais aumentou de maneira
acentuada sob a condi¢do salina nas sementes sem biopriming, diferindo estatisticamente dos
biopriming isolados ou combinados (Figura 4C). No que se refere as plantulas normais nao
verificamos variagcdo estatistica na condi¢do controle, mas na condi¢ao salina apenas as

sementes sem o biopriming tiveram menor valor (Figura 4D).
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FIGURA 4. Primeira contagem (A), protusdo radicular (B) plantulas anormais (C) plantulas
normais (D) de plantulas de soja provenientes de sementes submetidas ao biopriming com
microalga e microrganismos e expostas a estresse salino. CK: controle (sem biopriming), M:
Parachlorella sp., Bs: B. subtilis, Th: T. harzianum, M+Bs. Parachlorella sp. + B. subtilis,
M+Th: Parachlorella sp. + T. harzianum. UFGD, Dourados, MS — 2024.

Fonte: arquivo pessoal.

Além de afetar diretamente a germinagdo, a protusdo radicular tendem a expressar
efeitos andlogos ao déficit hidrico, afetando de forma negativa o desenvolvimento das plantulas
normais e atrasar sua emissao e do estande de producao (ZHANG et al. 2018; SINGH et al.,
2022; XIAO e ZHOU, 2023).

O actimulo de Na" e CI" ¢ um fator resultante para estes efeitos, nos quais resultam em
alteracdo do equilibrio de ions e a oferta de nutrientes minerais a semente, diminuindo a divisao
celular e no desenvolvimento do embrido (MOSS e HOFFMAN, 1997; MER et al., 2000;
OLIVEIRA, 2020). Além disso, os sais de maior solubilidade tendem a ser nocivos, causando
efeitos toxicos ou limitantes que podem resultar em disturbios fisioldégicos e minimizar a
germinagdo nao permitindo expressar seu potencial maximo (LIMA et al., 2001; SAINI et al.,
2018; ZHAO et al., 2024). Similarmente, os efeitos negativos da salinidade sobre a germinagao
(plantulas normais) também foram observados em outras espécies tais como feijao (VASO et
al., 2021) e girassol (PACHECO et al., 2020).

Os valores de rendimento méaximo do fotossistema II apds a adaptacdo ao escuro
(QY_Max) ndo variaram estatisticamente na condigao controle. No entanto, quando submetidas
a salinidade, os valores de QY Max reduziram de maneira acentuada nas plantulas ndo
submetidas ao biopriming. Em contraste, as plantulas inoculadas com os bioinsumos isolados,
especialmente Parachlorella sp. + B. subtilis ou T. harzianum, mostraram uma menor redugao
nos valores de QY Max (Figura 5A).

Em relacao a supressao de quenching nao fotoquimico (NPQ_Lss), verificamos aumento
nas plantulas provenientes dos biopriming com B. subtilis e com Parachlorella sp. + B. subtilis,
enquanto os biopriming das sementes contendo 7. harzianum tiveram menor valor, ambas na
condig¢do controle (Figura 5 B). Observou-se que sob salinidade as plantulas provenientes sem
biopriming tiveram maior valor de NPQ Lss em comparagao as demais nessa mesma condi¢ao
e quando comparada a condi¢do controle também sem biopriming (Figura 5B). As plantulas
provenientes das sementes com biopriming contendo B. subtilis isolado ou associado a

microalga na condic¢ao salinidade tiveram menor valor em comparagdo a condic¢ao controle.
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FIGURA 5. Rendimento maximo do fotossistema I apds a adaptacao ao escuro — QY Max (a)
e a supressdo de quenching ndo fotoquimico — NPQ Lss (b) de plantulas de soja proveniente
de sementes submetidas ao biopriming com microalga e microrganismos € expostas a
salinidade. CK: controle (sem biopriming), M: microalga Parachlorella sp., Bs: Bacillus
subtilis, Th: Trichoderma harzianum WM+Bs: Parachlorella sp. + B. subtilis, M+Th:
Parachlorella sp. + T. harzianum. UFGD, Dourados, MS — 2024.

Fonte: arquivo pessoal.

Sob estresse salino ocorre alteragdo na integridade das membranas celulares, uma vez
que nessa condicao a taxa de extravasamento de eletrdlitos ¢ maior devido a superproducao de
EROs (ZHANG et al., 2024). Entretanto, a inoculagdo dos bioinsumos favorecem a homeostase
do aparato fotoquimico das plantulas, sugerindo melhor aproveitamento dos elétrons, evitando
sua dissipacdo, pois embora ndo tenhamos determinado, esses produtos modulam a sintese
aminoacidos que favorecem a osmorregulacdo e o aumento da atividade de enzimas
antioxidantes, ambos atuando na desintoxicacdo (HASHEM et al., 2019; ALGHUTHAYMI et
al.,, 2022; PELAGIO-FLORES et al., 2022), refletindo na redu¢ao de plantulas anormais
conforme observado em nosso estudo.

Na condicdo controle ndo houve diferenca estatistica entre os biopriming para
nenhuma dessas caracteristicas avaliadas (Figura 6). Em geral, observamos reducao dos
comprimentos das plantulas na condic¢ao salina sem o biopriming, especialmente comparada a

condi¢do controle. Para o comprimento da raiz sob salinidade os maiores valores foram
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observados nas plantulas provenientes das sementes que receberam o biopriming com
Parachlorella sp. + B. subtilis (Figura 6A).

Em geral, os efeitos dos bioinsumos testados aqui em nosso trabalho sdo variados
e apresentam diferentes mecanismos de a¢do. A microalga Parachlorella sp. apresenta em sua
composicao fitohormdnios que como o 4cido abscisico e giberélico que embora nao tenha
contribuido isoladamente sobre os indicadores de germinacgao, mas favoreceram a fisiologia da
semente, atuando de maneira eficiente no desempenho de plantulas por atuar no alongamento
celular e de promover o crescimento radicular das plantas (TARAKHOVSKAYA et al., 2007,
LU; XU, 2015; STIRK; STADEN, 2020). Quieregati et al. (2024) descrevem que os
polissacarideos presentes nas microalgas, sdo grupos funcionais que atuam na ligagdo com
outros microelementos importantes na nutricdo das plantas, sugerindo agdo biofertilizante e
bioestimulante. Na microalga por exemplo, em sua composi¢ao contém aminoacidos que atuam
na osmorregulacdo (LARA et al., 2022), tornando-se um importante mecanismo de tolerancia.

A inocula¢do com B. subtilis favorece a regulacdo do crescimento das plantas,
especialmente por contribuir no crescimento radicular (MIRIAN et al., 2024). Isso, porque na
literatura esse grupo de bactérias favorece a sintese de auxina, além de secretar algumas
enzimas que atuam de maneira conjunta no metabolismo de protecdo e induzem expansao
radicular (POWAR ¢ JAGANNATHAN, 1982; ARIAS et al., 2021; ALI et al., 2022). Contém
produgdo de fitohorménios durante seu desenvolvimento, proporcionando o estimulo no
desenvolvimento radicular (MIRIAN et al., 2024).

No que se refere ao 7. harzianum, auxiliam na germinagdo de sementes (TRIBONI
et al., 2021). Além disso, diferentes estudos demonstram que a ativagdo do acido jasmonico,
auxina e outras vias induzindo tolerancia (MEDINA et al., 2017; WOO et al., 2022) e outros
osmolitos e aumentar a atividade de enzimas antioxidantes, protegendo do estresse oxidativo
por eliminar EROs e reciclar o ascorbato e a glutationa anteriormente oxidados pelo fator
estressor (CHENG et al., 2023; MASTOURI et al., 2012; AHMAD et al., 2015), como também
pode auxiliar a planta na reten¢ao de agua (WOLKWEIS et al., 2023).

Considerando os efeitos benéficos dos biopriming da associagdo da microalga com
os demais microrganismos, levantamos o seguinte questionamento: como a microalga
Parachlorella sp. e os microrganismos B. subtilis e T. harzianum atuaram de maneira sinérgica?

De acordo com Solomon et al. (2023) a relacdo entre esses bioinsumos ¢ benéfica,
pois as microalgas produzem O> e produtos quimicos extracelulares como carboidratos,
proteinas, entre outros, enquanto que as bactérias fornecem as microalgas didéxido de carbono,

vitaminas, nutrientes ¢ outros constituintes de interesse em troca, mantendo essa relagao
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amigavel. Ambos os constituintes sintetizados pelos diferentes bioinsumos sao disponibilizadas
as plantulas (SALOMON et al., 2023), atuando de maneira benéfica no seu crescimento.

Em nosso estudo, observamos que essa associagao foi positiva € na maioria das
vezes melhor dos que os insumos isolados, atuando na indugao da tolerancia da soja a salinidade
devido a presenga das biomoléculas sintetizadas e disponibilizadas por esses bioinsumos,
refletindo no melhor desempenho de plantulas.

Os comprimentos da parte aérea e total seguiram a mesma tendéncia de resposta. As
plantulas submetidas ao biopriming com Parachlorella sp. + B. subtilis e Parachlorella sp. +
T. harzianum apresentaram os maiores valores, seguidas estatisticamente pelo T. harzianum e
pela microalga isolados para CPA, sem diferencas estatisticas em relagdo a condi¢do controle
nesses mesmos biopriming (Figura 6B). No comprimento total, apenas as sementes que nao

receberam nenhum biopriming mostraram valores menores (Figura 6C).
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FIGURA 6. Comprimento de raiz (A), da parte aérea (B) e total (C) de plantulas de soja
proveniente de sementes submetidas ao biopriming com microalga e microrganismos e expostas
a estresse salino. CK: controle (sem biopriming), M: Parachlorella sp., Bs: B. subtilis, Th:
Trichoderma harzianum, M+Bs: Parachlorella sp. + B. subtilis, M+Th: Parachlorella sp. + T.
harzianum. UFGD, Dourados, MS — 2024
Fonte: arquivo pessoal.

As massas frescas das plantulas, na condi¢do controle apresentaram maiores valores

quando se utilizou o biopriming com a microalga e com Parachlorella sp. + B. subtilis e
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Parachlorella sp. + T. harzianum (Figuras 7A, C, E). Na condicdo salina, todas as massas
frescas com os biopriming incluiram maior valor, especialmente da associagdo da microalga

com o B. subtilis ou T. harzianum, diferindo estatisticamente das sementes biopriming.
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FIGURA 7. Massa Fresca Raiz (A), Massa Seca da Raiz (B) Massa Fresca da Parte Aérea (C)
Massa Seca da Parte Aérea (D) Massa Fresca Total (E) Massa Seca Total - (F) de plantulas de
soja proveniente de sementes submetidas ao biopriming com microalga e microrganismos e
expostas a estresse salino. CK: controle (sem biopriming), M: Parachlorella sp., Bs: B. subtilis,
Th: Trichoderma harzianum, M+Bs: Parachlorella sp. + B. subtilis, M+Th: Parachlorella sp.
+ T. harzianum. UFGD, Dourados, MS — 2024

Fonte: arquivo pessoal.

A massa seca da raiz foi maior na condicdo salina nas plantulas provenientes das
sementes com biopriming de Parachlorella sp. + T. harzianum, diferindo estatisticamente das

sementes sem biopriming (Figura 7B). Embora as plantulas tenham reduzido os valores em

compara¢do a condi¢do controle, aquelas condicionadas a microalga, B. subtilis isolados e
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microalga associada ao B. subtilis e ao T. harzianum obtiveram valores que ndo diferiram da
condig¢do controle.

A massa seca da parte aérea e total registraram a mesma tendéncia de resposta, no
qual na condic¢ao controle o biopriming com B. subtilis € T. harzianum isolados contribuiram
no aumento dessas caracteristicas (Figura 7D e 7F). Sob salinidade os biopriming com
Parachlorella sp. + B. subtilis € Parachlorella sp. + T. harzianum alcangaram maiores valores,
diferindo estatisticamente dos demais biopriming nessa mesma condi¢ao, mas se comparada as
controle os valores foram semelhantes estatisticamente. Ressalta-se que os biopriming com B.
subtilis ¢ T. harzianum isolados embora menores que aos valores daquelas associadas a
microalga, foram maiores que as plantulas provenientes das sementes sem biopriming. Gul et
al. (2022) observaram aumento da biomassa de Tritium aestivum L. sob estresse salino, € os
autores associaram essa resposta a sinalizagdo e sintese hormonal, que contribui na
diferenciagdo celular e acumulo de fotoassimilados.

No contexto pratico, os biopriming contribuem com a melhoria na fisiologia da
semente, € consequentemente na germinagao das sementes e emergéncia das plantulas,
refletindo no estabelecimento mais rdpido e uniforme da cultura no campo. Ainda, os
bioinsumos aqui testados sdo amplamente disponiveis no mercado e de pregos acessiveis.
Dentre os beneficios, os bioinsumos atuam na prote¢do contra fatores bidticos e abidticos,
favorecendo a indug¢do da tolerancia, além de contribuir com os objetivos do desenvolvimento
sustentavel e na bioeconomia. Em perspectivas futuras, sugere-se novos estudos nessas
condicoes visando a determinacdo da atividade de enzimas antioxidantes com o intuito de
conhecer os modos de agdo desses bioinsumos sobre o metabolismo de protecdo que induzem

a tolerancia a salinidade.
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4, CONCLUSAO

A soja cv. 64163 RSF IPRO ¢ responsiva e sensivel ao estresse salino induzido por NaCl
reduzindo o vigor das plantulas. Os biopriming com os bioinsumos aliviaram os efeitos
estressantes da salinidade, especialmente de microalga Parachlorella sp. associado a T.
harzianum ou B. subtilis, regulando os rendimentos fotoquimicos e contribuindo no

desempenho de plantulas.
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