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e regulam a fisiologia do trigo exposto ao déficit hidrico. 2025. 51 f. Trabalho de Conclusio

de Curso (Bacharelado em Engenharia Agronomica) — Faculdade de Ciéncias Agrarias,

Universidade Federal da Grande Dourados, Dourados, 2025.

RESUMO

O déficit hidrico promove o aumento de espécies reativas de oxigénio, as quais prejudicam a
morfofisiologia das plantas de interesse socioecondmico como o trigo. Assim, tornam-se
necessarios estudos com a finalidade de estabelecer agentes com potencial anti-estressantes, ¢
nesse cenario os bioinsumos demonstram ser promissores. Objetivamos avaliar o potencial dos
bioinsumos em aliviar o estresse oxidativo e contribuir na fisiologia do trigo durante e apos a
exposicao ao déficit hidrico. As sementes foram inoculadas com os seguintes bioinsumos: 1)
microalga Parachlorella sp., i) Bacillus subtilis, iii) Trichoderma harzianum, iv)
Parachlorella sp. + B. subtilis, v) Parachlorella sp. + T. harzianum e vi) Parachlorella + B.
subtilis + T. harzianum, além da testemunha (sem bioinsumos), associados a dois regimes
hidricos: a) irrigado=irriga¢do realizada diariamente e b) déficit hidrico (DH): suspensdo da
irrigacdo. A analise das trocas gasosas foram avaliadas durante a fase de estresse e de pos-
estresse, e 0s pardmetros bioquimicos no estresse € peso de mil graos (PMG) no pos-estresse.
As plantas sob DH tiveram aumento no contetido de malondialdeido e peréxido de hidrogénio.
Por outro lado, as plantas inoculadas com Parachlorella sp. e Bacillus subtilis, isolados ou
associados, reduziram esses niveis, sugerindo memoria fisioldgica induzida por esses
bioinsumos, aliviando os danos oxidativos e maior eficiéncia do sistema de defesa pela ativacao
da superoxido dismutase e peroxidase, o que contribuiu na manutengdo da taxa fotossintética e
condutincia estomatica. Na fase pos-estresse, as plantas inoculadas apresentaram retomada
mais eficiente das trocas gasosas. A inoculacdo do 7. harzianum isolado ndo mitigou o estresse
oxidativo e a atividade fisiologica. O PMG nao foi influenciado pelos tratamentos, mas foi
numericamente inferior nas plantas em DH sem bioinsumos. A inoculagdo dos bioinsumos via
sementes ¢ uma pratica promissora na indugdo da tolerancia fisiologica do trigo ao déficit
hidrico.

Palavras-chave: Bacillus subtilis, enzimas antioxidantes, malondialdeido, Parachlorella sp.,

peroxido de hidrogénio, Trichoderma harzianum.
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regulate the physiology of wheat exposed to water deficit. 2025. 51 p. Undergraduate Thesis
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ABSTRACT

Water deficit promotes an increase in reactive oxygen species, which impair the
morphophysiology of plants of socioeconomic interest, such as wheat. Thus, studies are needed
to establish agents with anti-stress potential, and in this scenario, bio-inputs show promise. We
aimed to evaluate the potential of bio-inputs to alleviate oxidative stress and contribute to wheat
physiology during and after exposure to water deficit. The seeds were inoculated with the
following bio-inputs: i) microalgae Parachlorella sp., i1) Bacillus subtilis, iii) Trichoderma
harzianum, iv) Parachlorella sp. + B. subtilis, v) Parachlorella sp. + T. harzianum, and vi)
Parachlorella sp. + B. subtilis + T. harzianum, in addition to the control (without bio-inputs),
associated with two water regimes: a) irrigated = daily irrigation and b) water deficit (WD):
suspension of irrigation. Gas exchange was evaluated during the stress and post-stress phases,
and biochemical parameters were evaluated during stress and thousand-grain weight (TGW)
during post-stress. Plants under WD had increased malondialdehyde and hydrogen peroxide
content. On the other hand, plants inoculated with Parachlorella sp. and Bacillus subtilis, either
alone or in combination, reduced these levels, suggesting physiological memory induced by
these bio-inputs, alleviating oxidative damage and increasing the efficiency of the defense
system through the activation of superoxide dismutase and peroxidase, which contributed to
maintaining the photosynthetic rate and stomatal conductance. In the post-stress phase,
inoculated plants showed a more efficient resumption of gas exchange. Inoculation with
isolated 7. harzianum did not mitigate oxidative stress and physiological activity. PMG was not
influenced by the treatments, but was numerically lower in plants in DH without bio-inputs.
Inoculation of bio-inputs via seeds is a promising practice in inducing physiological tolerance

of wheat to water deficit.

Keywords: Bacillus subtilis, antioxidant enzymes, malondialdehyde, Parachlorella sp.,

hydrogen peroxide, Trichoderma harzianum.
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1. INTRODUCAO

O trigo (Triticum aestivum L., Poaceae) ¢ uma espécie de representatividade
socioeconomica. Segundo dados publicados pelo Departamento de Agricultura dos Estados
Unidos (USDA) e pela Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), verificou-se
aumento de 0,09% na area de producdo de trigo na safra de 2023/24 quando comparado ao ano
anterior, totalizando 222,7 milhdes de hectares mundial (CONAB, 2024). Nesse sentido, o
Brasil produz aproximadamente 10 milhdes de toneladas, alcangando o 14° lugar no ranking
mundial de produgdo (CONAB, 2024).

Dessa forma, ¢ imprescindivel potencializar a produgdo de trigo no Brasil. Entretanto,
frente as adversidades climaticas globais, acentuada pela alteragdo nos padrdes de precipitagdo
pluviométrica, ocorre a exposicdo das plantas ao estresse por deficiéncia ou escassez hidrica,
um dos fatores mais preocupantes no cenario agricola mundial. Isso, porque sob estresse ocorre
a superproducdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) como o peroxido de hidrogénio
(H207), promovendo o estresse oxidativo por peroxidagdo lipidica e danos nas membranas
celulares, o que reflete negativamente na eficiéncia fotossintética das plantas (Nicolai et al.,
2024; Lima et al., 2024).

Na perspectiva da ecofisiologia da produgao, a utilizagdo de bioinsumos vem ganhando
espaco no mercado devido aos seus diversos beneficios, se enquadrando nos objetivos do
desenvolvimento sustentavel (ODS). O Ministério da Agricultura e Pecuaria tem incentivado o
uso de bioinsumos a partir do Decreto n. 10.375, do Programa Nacional de Bioinsumos (Brasil,
2020), sendo considerada uma pratica promissora nos sistemas agricolas. No entanto, faltam
informagdes técnicas quanto a inoculagdo das sementes a diferentes bioinsumos isoladamente
ou em associacgdo e seu potencial como agentes anti-estressantes no trigo.

Dentre os bioinsumos disponiveis no mercado agricola, Bacillus subtilis ¢ Trichoderma
harzianum tem boa aceitacdo pelos produtores rurais, e sua inoculagdo pode conferir indugdo
da tolerancia aos estresses abidticos  (Steffen et al., 2018; Yang et al., 2024) pelos seus efeitos
na nutrifisiologia e bioquimica das plantas. O B. subtilis promove alteracdes benéficas nos
mecanismos morfofisioldgicos e enzimaticos e ndo enzimaticos (Khan et al., 2023), com agéo
bioestimulante, por ser capazes de produzir fitohormonios, como acido indolacético (AIA),

citocininas, giberelinas e etileno (Al-Tammar e Khalifa, 2022). Além disso, melhora a



eficiéncia no uso da 4gua no tecido e na capacidade de retencao de agua no solo (Bi et al., 2024),
pois formam um biofilme na raiz (Araujo et al., 2024) que auxilia na manuten¢do do turgor.

No que se refere ao 7. harzianum, geralmente estdo associados a fragdo organica e a
rizosfera da planta (Meyer et al., 2019). Esse grupo de microrganismo contribui no crescimento,
pois favorecem a produgdo de substancias promotoras de crescimento, como AIA (Machado et
al., 2011), também, atuam na nutri¢ao das plantas por favorecer na disponibilidade de nutrientes
(Oliveira et al., 2012). Além desses beneficios, de acordo com Vieira et al. (2017), o T.
harzianum atua na ativagdo de genes de aquaporinas (AQPs) e aquagliceroporinas (AQGPs),
que sdo proteinas auxiliares através da membrana ao transporte de dgua da planta, assim,
induzindo a tolerancia ao estresse hidrico.

As microalgas também sdo bioinsumos que estdo em crescente expansao no mercado
agricola, sendo classificadas como organismo fotossintetizante, constituida por organismos
protistas eucarioticos (fotoautotrofos) e cianobactérias procarioticas (Bello, 2021). No grupo de
microalgas, a Parachlorella sp., ¢ relativamente recente em uso agricola, mas em sua
constituicdo sdo ricas em nutrientes, poliaminas, fitohormdnios, enzimas, aminoacidos,
carboidratos, proteinas e vitaminas (Levasseur et al., 2020; Alvarez et al., 2021), e estimulam
as relacdes na microbiota do solo (Lee & Ryu, 2021). De modo geral, os beneficios das
microalgas na mitigagdo de estresses estdo relacionados aos mecanismos enzimaticos e nao
enzimaticos (Kusvuran, 2021).

Nesse sentido, considerando a escassez de informacgdes técnicas do uso dos bioinsumos
no trigo e seu potencial anti-estressante, hipotetizamos que embora o trigo seja sensivel ao
déficit hidrico, (i) a inoculagdo dos bioinsumos minimizam os efeitos estressantes, ativando
mecanismos de defesa, como a atividade de enzimas antioxidantes, modulando sua plasticidade
fenotipica, aliviando o estresse oxidativo sendo que, em conjunto, alteragdes essas irdo auxiliar
na resiliéncia fisiologica durante e pos-estresse. Por outro lado, (ii) acreditamos que as respostas
benéficas dos bioinsumos sdo varidveis ao seu uso isolado ou associados. Objetivamos avaliar
o potencial dos bioinsumos em aliviar o estresse oxidativo e contribuir na morfofisiologia do

trigo durante e ap6s a exposicao ao déficit hidrico.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Trigo

O trigo (Triticum aestivum L.), € uma espécie anual, autopolinizadora, pertencente a
tribo Triticeae da familia Poaceae (Levy & Feldman, 2022), sendo majoritariamente cultivado
em regides temperadas, mas também sendo implantadas em regides subtropicais e tropicais
(Feldman, 2001). Por sua vez é considerado um dos cereais mais cultivados no mundo, sendo
a base alimentar para inimeras pessoas, além da grande representacdo econdmica.

A Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB) publicou a analise mensal de
margo 2024 apresentados pelo Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA), que
teve uma area cultivada de cerca de 223 milhdes de ha mundialmente, tendo aumento quando
comparado a safra passada, e essa 4area cultivada estd com rendimento esperado de
aproximadamente 787 milhdes de toneladas. Segundo a Secretaria de Comércio e Relagdes
Internacionais (SCRI), nos ultimos anos, foram exportados US$1,3 bilhdes de trigo apenas pelo
Brasil.

A classificacdo comercial brasileira do trigo ¢ regulamentada pela IN Mapa n°® 38/2010,
escrita a fim de definir os padrdes para os principais usos e classificagdes da farinha de trigo.
Sao divididos em 2 grupos, sendo o primeiro voltado para a alimenta¢do humana e o segundo
grupo destinado a moagem e outras finalidades. Suas diferencas se ddo em sua finalidade, onde
distinguem, por exemplo, percentual do total dos defeitos danificados por calor, mofados e
ardidos, acima de 5% para o primeiro grupo e acima de 10% para o segundo; além de presenca
de insetos vivos ou mortos e percentual de matérias estranhas, impurezas e defeitos acima do
estabelecido para o trigo do primeiro grupo (MAPA, 2010).

O desenvolvimento da cultura trigo pode ser dividido basicamente em trés principais
fases: vegetativa, reprodutiva e enchimento de grios. A vegetativa ¢ o periodo desde a
semeadura até o estadio de duplo anel, passando pela germinagdo e emergéncia ¢ sendo
diferenciada apenas pelas folhas, ja a fase reprodutiva vai desde o estadio de duplo-anel até a
antese ou floracdo, onde ocorre a diferenciacdo de estruturas florais e por fim a fase de
enchimento de graos por sua vez vai desde a antese até a maturacdo fisiologica (Cunha et al.,
2002).

O trigo por ser uma planta Cs, é extremamente sensivel ao déficit hidrico e a altas

temperaturas (Ribeiro et al., 2022; Silva et al., 2025), o que prejudica o metabolismo foliar € o



crescimento das plantas, por isso sdo necessarios os estudos visando melhor compreensdo da
sua plasticidade fenotipica quando exposto a essas condigdes adversas e principalmente
estabelecer técnicas de manejo que podem induzir a tolerancia.

Segundo Santos et al. (2012) as plantas tendem a ser mais sensiveis ao déficit hidrico
no estagio de florescimento, e esses autores observam redugdo da produgdo de fitomassa e
produtividade na cultura do trigo. Por outro lado, em estudo realizado por Rodrigues et al.
(1998), os autores descreveram que a folha-bandeira apresentou maior sensibilidade e
consequentemente menor rendimento, o que levou ao menor niimero de graos por espiga,
afetando a produtividade final, indicando sensibilidade ao déficit hidrico.

Estudos recentes t€m mostrado que o déficit hidrico reduz taxa fotossintética devido a
menor abertura dos estomatos e condutincia estomatica em resposta a reducdo acentuada do
teor relativo de agua foliar, além da deplegdo de acidos orgénicos, o que reflete em aumento
exacerbado no conteudo de malondialdeido (MDA), indicando peroxidagao lipidica e danos
oxidativos (Sumitra et al., 2024; Schweiger et al., 2023).

De acordo com Wang et al. (2022), a limitada entrada de CO. — decorrente do
fechamento estomatico e da reducdo da transpiracdo — diminui a fotossintese. Esse efeito
também ¢ resultado do desequilibrio na atividade fotoquimica e no transporte de elétrons, que
leva ao excesso de energia de excitagdo, causando fotoinibigdo e, por fim, a reducdo da
fotossintese liquida da cultura. Além disso, a menor disponibilidade de CO., associada a
reducdo da fixacdo de carbono e a saturacdo do sistema de transporte de elétrons, favorece a
formagdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), resultando em estresse oxidativo e

peroxidagdo lipidica. (Krieger-Liszkay e Shimakawa et al., 2022; Hasanuzzaman et al., 2022).

2.2. Condicoes climaticas e déficit hidrico

Os estudos testando regimes hidricos sdo fundamentais nas ciéncias agrarias, pois
influenciam diretamente a produtividade das culturas agricolas e a sustentabilidade dos sistemas
de produgdo (Alotaibi et al., 2025). O regime hidrico refere-se a distribui¢do e disponibilidade
de agua no solo ao longo do tempo, considerando fatores como precipitagdo, evapotranspiragao,
infiltragdo e capacidade de armazenamento de agua no solo (Guerra et al., 2013), visando
atender a necessidade hidrica das culturas agricolas. No entanto, essa disponibilidade no solo

pode ser alterada por diversos fatores.



As mudangas climaticas globais tém se intensificado nas ultimas décadas, resultando
em transformagdes significativas nos padrdes climaticos, com repercussoes diretas e indiretas
para diversos setores, incluindo o setor agricola. As alteragdes no clima global sdo causadas
principalmente pela emissdao de gases de efeito estufa (GEE), que aumentam a temperatura
média global e alteram os ciclos naturais do clima (Singh et al., 2024). Esses fenomenos tém
implicacdes drasticas para a agricultura, que depende fortemente de condi¢des climaticas
previsiveis e favoraveis.

Uma das principais consequéncias das mudangas climaticas na produgéo agricola ¢ a
alteragdo nos regimes de precipitagdo e aumento da temperatura média. Em muitas regides,
observa-se o aumento da frequéncia e intensidade de eventos climaticos extremos, como secas
prolongadas e chuvas intensas. A irregularidade das chuvas pode comprometer a
disponibilidade de agua no solo, a absor¢ao de nutrientes, a fisiologia, afetando o crescimento
das plantas e a produtividade das culturas (Saraiva et al., 2023; Antonini et al., 2024; Silva et
al., 2025).

Sob condig¢des de estresse hidrico e térmico, as plantas ativam mecanismos fisiologicos
de defesa que reduzem a fotossintese. O fechamento estomatico, adotado para evitar a perda
excessiva de agua por transpiracdo e proteger o metabolismo celular, também limita a entrada
de CO-, reduzindo a eficiéncia fotossintética e, consequentemente, o potencial produtivo (Zuffo
etal., 2025).

Além de afetar o crescimento vegetal, o déficit hidrico desencadeia respostas
metabolicas associadas ao estresse oxidativo, onde ocorre quando ha um desequilibrio de
produgdo e eliminagdo de ERO, tais quais resultam em acimulo excessivo desses compostos
(Barbosa et al., 2023). ERO incluem moléculas reativas, como peréxido de hidrogénio (H20»),
radical superéxido (O2"), radical hidroxila (OH) e hidroperoxila (HO2), que quando ha reagdes
peroxidativas podem danificar membranas celulares e macromoléculas essenciais, como
proteinas, acidos nucléicos e lipidios (Silva et al., 2025).

O estresse hidrico desencadeia a produgdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), que
atuam na sinalizago intracelular e sistémica para promover ajustes no metabolismo vegetal e
permitir a sobrevivéncia em condi¢cdes adversas. Contudo, quando esses mecanismos sao
insuficientes, ocorre o acumulo excessivo de EROs, levando ao estresse oxidativo € a morte

celular. Nessas situagoes, a planta ativa seu sistema de defesa antioxidante para restabelecer o



equilibrio entre oxidantes e antioxidantes, processo que impacta diretamente os parametros

fisioldgicos, bioquimicos e nutricionais (Sousa et al., 2024).

2.3. Bacillus subtilis

O Bacillus subtilis, ¢ uma bactéria gram-positiva, o qual exibe uma notavel resiliéncia.,
sendo dessa forma um dos promotores de crescimento de plantas mais estudadas do mundo.
Esse grupo de organismo, constituintes das Bactérias Promotoras de Crescimento de Plantas
(BPCP), tem potencial de promover o crescimento de plantas, além de ser um bioestimulante
capaz de produzir fitohormoénios, como acido indolacético, citocininas, giberelinas e etileno
(Al-Tammar e Khalifa, 2022). Além disso, atuam no biocontrole de patégenos, uma vez que
inibem os agentes fitopatogénicos por meio da produgdo de compostos bioativos, como
antibidticos, sideroforos (Shah et al., 2018), produg@o de antimicrobianos e desencadeamento
de resisténcia sistémica induzida, respectivamente (Blake et al., 2021).

Também verificou-se que esse grupo de bactéria pode potencializar a resisténcia da
planta ao estresse salino do solo, alterando a relagdo de K* para Na* (Hamid et al., 2021).
Hashem et al. (2019) descreveram que o Bacillus tem potencial de formar enddsporos que serdo
adaptavel a condi¢des adversas do ambiente e também secretam metabolitos que estimulam
crescimento e saude da planta, além da secrecdo de exopolissacarideos e siderdforos que
inibiram ou interromperam movimento de ions toxicos ajudando o equilibrio idnico,
consequentemente a absorcao de dgua pelas raizes.

As BPCP podem melhorar a resisténcia ao estresse hidrico e a tolerdncia salina-
alcalina das culturas como estudado pelo Bi et al. (2024), o qual os autores observaram que na
cultura do algoddo, B. subtilis promoveu aumento da capacidade de retengdo de agua do solo,
além de ajudar no processo de dessaliniza¢do. Também foi observado por Ferreira et al. (2018)
que quando inoculado esse grupo de bactéria no milho, mesmo em condi¢des salinas teve como
resultado um aumento no crescimento, induzindo tolerdncia a esse estresse por meio da
atividade enzimatica e¢ a produgdo de compostos organicos, como por exemplo a ACC
desaminase que metaboliza o 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) que ¢ um dos fatores
que causa salinidade e consequentemente estresse na planta diminuindo seu crescimento.
Ainda, esses autores relataram que, com a inoculagdo do Bacillus, as plantas apresentaram

maior teor de clorofila, resposta essa que esta associada a melhor conteudo de agua nas folhas.



Dessa forma, o B. subtilis, como a BPCP mais existente na natureza, vem sendo
comumente aplicada na agricultura devido sua promocao nas melhorias na rizosfera, absor¢do
de agua e nutrientes e o aumento da produtividade (Abbasi et al., 2011; Ahmad et al., 2014;
Duan et al., 2020; Fang et al., 2021; Bi et al., 2024). De acordo com estudos realizados por Hou
et al. (2018), foi observado que o B. subtilis tem potencial de melhorar a agrega¢do do solo,
ampliar a capacidade de retencdo de adgua, diminuir a salinidade do solo e, consequentemente,
potencializar a produtividade do trigo e a eficacia no uso da agua.

Diversos estudos relatam que a inoculagdo com B. subtilis melhora o desempenho
fisiologico de forma com que aumenta a taxa fotossintética, teor de clorofila, eficiéncia no uso
de agua e, absorc¢do de nutrientes essenciais (Arias et al., 2021; Zou et al., 2022), além de
estimular o sistema antioxidante como, maior atividade de enzimas superoxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), peroxidase (POD) e fenilalanina amonia-liase (PAL), que sdo
responsaveis por reduzir o acimulo de ERO, e consequentemente, minimizar os danos
oxidativos causados por estresse abidtico (Hashem et al., 2019; Guoyi et al., 2025). No caso do
déficit hidrico, a inoculagdo com B. subtilis tem sido associada & manuten¢do do potencial
hidrico foliar, com aumento da sintese de prolina e acticares soluveis, além de indugdo de genes
de tolerancia a restri¢@o hidrica, resultando em maior resiliéncia e recuperacdo apds o periodo

de estresse abiotico por seca (Lastochkina et al., 2020; Kuramshina et al., 2023).

2.4, Trichoderma spp.

Trichoderma harzianum é um fungo habitante do solo que habita no ambiente proximo
as raizes das plantas, a rizosfera (Carvalho et al., 2008). Pertencente a classe Sordariomycetes
do filo Ascomycota, esses fungos se reproduzem majoritariamente de forma assexuada,
variando de acordo com sua diversificagdo (Meyer et al., 2019).

O género Trichoderma possuem fungos que atuam como parasitas e decompositores de
matéria organica, além de possuir caracteristicas fenotipicas comuns, como ampla distribui¢ao
geografica, rapido crescimento e alta capacidade de parasitar, onde no caso de algumas espécies
podem estabelecer interagdes benéficas com plantas, o que gera promocgdo de crescimento e
inducdo de resisténcia ao estresse bidtico e abiotico (Nascimento et al., 2022).

Logo, ao que se diz a relagdo ao estresse hidrico, o Trichoderma pode promover o
crescimento vegetal através da produgdo de auxinas, que promove o crescimento através de

divisdo celular, diferenciacdo ¢ formagdo de orgdos e raizes secundarias, além de melhor



distribuicao das raizes (Galeano et al., 2024), dessa forma ampliando o potencial de absor¢éo
de dgua e nutrientes, logo, mitigando esse estresse induzido.

De acordo com Geng et al. (2025), o T. harzianum também ¢ capaz de regular sintese
de fitohormodnios esséncias, como acido abscisico (ABA), acido indol-3-acético (IAA),
aumentando a capacidade fisiologica da planta em resposta aos fatores estressores como o
estresse hidrico. Além disso, segundo esses autores esse grupo de microrganismos, atuam na
atividade antioxidante, reduzindo as ERO e danos oxidativos, melhorando o equilibrio redox
intracelular, absor¢ao de nutrientes, desenvolvimento radicular e metabolismo secundario.

Saha et al. (2025) demonstram os beneficios do fungo ao relatar que sua presenga
promove o acumulo de osmdlitos, aglicares soliveis e prolina nas plantas. Esse acimulo
contribui para o equilibrio osmético, prevenindo a desidratagdo. A prolina, além disso, atua
como agente protetor contra espécies reativas de oxigénio, auxiliando na estabilizagdo das
membranas celulares e na prote¢do de proteinas, reduzindo os danos ocasionados pelo estresse

oxidativo.

2.5. Microalgas

As microalgas sdo microrganismos que abrangem uma ampla morfologia e genética,
podendo ser representado por cianobactérias ou clorofitas (Victor et al., 2024). Sua coloragdo
variada € uma caracteristica oportunizada por pigmentos e mecanismos fotoautotrofico. Quanto
sua genética, as microalgas sdo compostas por espécies procarioticas ou eucarioticas, de acordo
com o periodo em que surgiram no planeta (Schmitz et al., 2012).

A biomassa das microalgas podem ser fonte potencial para a produgdo de bioprodutos,
como biofertilizantes, produtos farmacéuticos, produtos cosméticos, entre outros (Hachicha et
al., 2022), ou seja, contribuindo no aspecto da bioeconomia.

As microalgas apresentam elevada capacidade de sobrevivéncia em ambientes extremos
e possuem demanda relativamente baixa de nutrientes para seu crescimento. Por isso, podem
ser cultivadas em aguas residuarias, o que reduz significativamente os custos de produgdo
(Kumar et al., 2020). Dessa forma, o cultivo de biomassa microalgal pode ser integrado a
instalacdes tradicionais de tratamento de efluentes, permitindo um uso mais eficiente e
sustentavel das microalgas tanto na producao de biofertilizantes quanto no tratamento de aguas

residuais (Marks et al., 2019).



Na agricultura, as microalgas contribuem para a fertilidade do solo e promovem o
crescimento e a protecdo das plantas (Gongalves et al., 2023), oferecendo uma alternativa
sustentavel para reduzir a necessidade de fertilizantes e outros insumos quimicos. Elas podem
melhorar os parametros fisico-quimicos do solo, aumentar a capacidade de retencdo de agua,
favorecer a agregacao de particulas e, consequentemente, beneficiar o desenvolvimento vegetal
(Alvarez et al., 2021).

As microalgas produzem substancias bioativas, como fitohormdnios, que promovem o
crescimento das plantas ao induzir diversos processos fisiologicos em seu metabolismo
(Quintas-Nunes et al., 2023). Entre esses compostos destacam-se acidos abscisico, jasmonico e
salicilico, citocininas, giberelinas, estrigolactonas, brassinosteroides e etileno, além de
polipeptideos, aminoacidos, polissacarideos e sider6foros (Santos et al., 2023). Além disso, as
microalgas aumentam a atividade antioxidante, estimulam a produgdo de fitoquimicos e
promovem o incremento de pigmentos fotossintéticos, protegendo as plantas contra estresses
abidticos. Esses efeitos estdo associados a modulagao de processos metabolicos que mantém o
equilibrio redox celular e estimulam fungdes fisiologicas essenciais, resultando em plantas mais
vigorosas e resistentes (Fiorentino et al., 2025; Santos et al., 2025).

Em contexto nacional, o Ministério da Ciéncia, Tecnologia, Inovacdo e Comunicacdo
(MCTIC) tem investido milhdes de reais em programas de pesquisa, desenvolvimento e
inovagao voltados a producdo de bioprodutos a partir de microalgas (Santos et al., 2023). Nesse
cenario, as microalgas mostram-se promissoras na agricultura como bioestimulantes, uma vez
que seus compostos bioativos — como fitohormonios, aminoacidos soliveis e nutrientes —
promovem o crescimento vegetal, aumentam a produtividade e melhoram a disponibilidade de
nutrientes essenciais, além de conferir maior resisténcia das plantas a estresses ambientais,
conforme demonstrado em estudos com aplicagdo de extratos de microalgas no cultivo de
tomate (Parmar et al., 2023; Cakirsoy et al., 2022).

No entanto, estudos com Parachlorella sp. ainda sdo insuficientes e até escassos quando
direcionados a fisiologia do estresse vegetal como agentes anti-estressante ou até mesmo com

acdo biofertilizante ou bioestimulante, refor¢ando a necessidade de pesquisas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Condigdes gerais

O experimento foi desenvolvido no periodo de fevereiro a julho de 2025, na Faculdade
de Ciéncias Agrarias (22,19662° S, 54,93385° O), da Universidade Federal da Grande
Dourados-UFGD, em Dourados, Mato Grosso do Sul, Brasil. Foram utilizados vasos plasticos
de 8 kg previamente preenchidos com Latossolo Vermelho Distroférrico, de textura argilosa,
cujos os atributos quimicos foram: pH H,O: 5,34, P: 27,61 mg dm>, K, Ca, Mg, Al, H + Al,
soma de bases e capacidade de troca catidnica: 0,106; 3,37; 1,47; 0,24; 7,92; 4,94 ¢ 12,87 cmol.
dm3, pH SMP: 5,69 e satura¢do por bases (V%): 45,5.

Os vasos foram mantidos em ambiente com estrutura revestida com cobertura superior
e lateral de plastico de alta densidade de 150 micras para evitar precipitagdes pluviométricas,
favorecendo o manejo da indugdo ao déficit hidrico. Os valores de temperatura e umidade

relativa durante o experimento foram registrados com termo-higrometro e estdo apresentados

na Figura 1.
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FIGURA 1. Temperatura e umidade relativa (UR) durante o experimento avaliando o efeito da
inoculacdo de bioinsumos em sementes de trigo e seu reflexo morfofisiologico
durante e apds a exposicdo ao estresse pelo déficit hidrico (DH). FO: fotossintese
proximo a zero, PE: final do pos-estresse. Os dados foram apresentados na figura
por decéndio
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3.2. Descricao dos bioinsumos

A microalga Parachlorella sp. usada neste estudo foi produzida no fotobiorreator tipo
Raceway de 4.000 L em um meio de cultura adaptado de Ribeiro et al. (2020), acondicionada
em estufa fechada com luz natural, fotoperiodo de 12/12 (claro/escuro) e aeracdo constante. A
cultura da microalga Parachlorella sp. foi utilizada sem prévia diluigdo, e continha 5x10°
células mL™, pH de 7,5, 0,62% de nitrogénio e 2,02% de carbono organico, além de
aminoacidos e fitohormonios (dados n3o apresentados). Utilizou-se o isolado IB19/17 de
Trichoderma harzianum (2 % 10° conidios viaveis g) e a cepa UVF S1 de Bacillus subtilis (1
x 10® UFC mL™), previamente preparado em 5,0 g L™! ¢ 14,0 mL L', respectivamente,

conforme recomendacéo dos fabricantes.

3.3. Inoculagio dos bioinsumos e regimes hidricos

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos casualizados, no qual os
tratamentos foram constituidos de quatorze condi¢des de cultivo provenientes da associacdo da
inoculagdo de diferentes bioinsumos aos dois regimes hidricos, com quatro repeticdes. A
unidade experimental foi constituida de um vaso com quatro plantas.

As sementes de trigo cv. Gralha azul foram submetidas a inoculagdo com os seguintes
bioinsumos isolados ou associados: i) microalga Parachlorella sp., ii) B. subtilis, iii) T.
harzianum, iv) Parachlorella sp. + B. subtilis, v) Parachlorella sp. + T. harzianum e vi) B.
subtilis + Parachlorella sp. + T. harzianum, além da testemunha sem bioinsumo (CK, vii). A
inoculagdo foi realizada utilizando uma micro pipeta adicionando a dose total de 10 mL kg
semente™! (Silva et al., 2024) de cada tratamento, deixando-as em descanso durante 30 minutos
antes da semeadura.

A capacidade de reteng@o de agua (CRA) no solo de cada vaso foi mantida em 70% de
acordo com a metodologia de Souza et al. (2000). Decorridos 15 dias ap6s a emergéncia foi
feito o desbaste, deixando quatro plantas por vaso. Ao atingirem o estagio de emborrachamento,
0 que ocorreu aos 98 dias apos a semeadura (DAS), as plantas foram divididas em dois grupos
de regimes hidricos: i) irrigado (CK), mantendo as plantas com 70% CRA, e ii) déficit hidrico

(DH), caracterizado pela suspensao total da irrigagao (Figura 2).
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FIGURA 2. Esquema ilustrativo experimental avaliando o efeito da inoculagdo de bioinsumos
em sementes de trigo e seu reflexo morfofisioldgico durante e apds a exposicao
ao estresse pelo déficit hidrico. DAS: dias ap6s a semeadura, FO: fotossintese
proximo a zero

Na semeadura foi feita adubagdo de base com NPK conforme recomendagdo de
Schneider et al. (2023), utilizando as fontes ureia, superfosfato triplo e cloreto de potasssio,

respectivamente.

3.4. Fases de avaliacao

As avaliagdes das trocas gasosas foram realizadas no periodo da manha, nas folhas
bandeiras, quando as plantas de algum dos tratamentos sob suspensdo da irrigagdo (SI),
caracterizado como fase estresse, apresentassem valor de fotossintese proximo a zero (F0), o
que ocorreu aos 10 dias de SI (108 DAS) (Figura 1). Nesse momento também foram realizadas
as determinacdes dos marcadores do estresse oxidativo e do metabolismo de protecdo e o
registro visual das caracteristicas fenotipicas.

Apos esse periodo, todas as plantas foram submetidas a retomada da irrigagdo (REI),
caracterizando a fase de pos-estresse, até que as plantas previamente submetidas a SI

apresentassem valores de 4 > 1,00 pmol CO> m2 s7!, ocorrendo aos 12 dias de REI (120 DAS).

3.5. Caracteristicas avaliadas

3.5.1. Trocas gasosas

A determinagio dos valores de fotossintese (4, umol CO> m~2 s7!), transpiragdo (£,

2

mmol H,O m s7!) e condutincia estomatica (gs, mol H,O m2 s7") foi feita no periodo matutino,

utilizando sistema portatil de analise de gas por infravermelho (IRGA) — LCI Pro-SD ADC Bio
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Scientific Ltd., com radiagdo fotossinteticamente ativa > 900 pmol fotons m=2 s7'. A partir
desses dados foi calculada a eficiéncia no uso da dgua (EUA=A/E, umol CO2 mmol HoO m™2 s~
). Antes de realizar a suspensdo da irrigagdo, denominado tempo zero, foi feita uma

caracterizacao inicial da fotossintese em fungao de cada inoculacdo (Tabela 1).

TABELA 1. Valores médios de fotossintese (4) em plantas de trigo provenientes de sementes
inoculadas com bioinsumos isolados ou associados um dia antes da suspensdo da
irrigacdo. UFGD, Dourados — MS, 2025

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7
A (umol CO, m2s7!)
5,20 4,69 3,98 4,79 4,02 4,95 4,70

T1: controle (sem bioinsumos), T2: microalga Parachlorella sp., T3: Bacillus subtilis, T4: Trichoderma
harzianum, T5: Parachlorella sp. + B. subtilis, T6: Parachlorella sp. + T. harzianum e T7: Parachlorella sp. + B.
subtilis + T. harzianum

Para as determinac¢des dos marcadores do estresse oxidativo e do metabolismo de

protecdo, as folhas frescas (MF) foram coletadas e previamente congeladas em N liquido.

4.5.2. Marcadores do estresse oxidativo

Para obtencdo do extrato, o material foi macerado em Nitrogénio liquido. Apds a
centrifugacdo (10.000 rpm, 10 minutos) foi realizada a leitura da absorbéancia do sobrenadante
em espectrofotdmetro (Metash V-5000) em 535 e 600 nm para malondialdeido (MDA, nmol g~
' MF™) e 390 nm para peroxido de hidrogénio (H20, umol g-' MF), determinados seus
contetidos conforme metodologia de Heath e Packer (1968) e Alexieva et al. (2001),

respectivamente.

4.5.3. Proteinas totais e atividade de enzimas antioxidantes

A maceragdo de 0,3 g de folhas foi feita em 6,0 mL de solugdo, contendo 0,3 g
polivinilpirrolidona diluida em 100 mL de solugdo tampao de fosfato de potassio, centrifugando
as amostras a 12.000 rpm durante 20 minutos ¢ o sobrenadante foi utilizado como extrato
enzimatico. O conteudo de proteinas totais foi determinado conforme metodologia de Bradford
(1976), no qual a leitura da absorbancia foi realizada em 595 nm, utilizando espectrofotometro,
resultados expressos em mg g-! MF-'. A atividade da peroxidase (POD, pmol min™' mg™!

proteina) e da superdxido dismutase (SOD, ng g ! proteina) foi determinada conforme
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metodologia de Broetto (2014) e Giannopolitis e Reis (1977) em 470 e 560 nm,

respectivamente.

4.5.4. Producao de biomassa e atributos quimicos do solo

Aos 30 dias apds a REI (140 DAS) as plantas foram retiradas inteiras dos vasos,

lavando as raizes, acondicionando-as em estufa com circulacdo for¢ada de ar (60 °C + 5) por

aproximadamente 72 horas, e também foi realizada a avaliagcdo de peso de mil graos (PMG).

Nesse mesmo periodo, foram coletadas amostras compostas de solo em fun¢do de cada

tratamento (inoculacdo e regimes hidricos) para caracterizagdo (Tabela 2), utilizando a

metodologia proposta por Silva (2009).

TABELA 2. Atributos quimicos do solo utilizado no cultivo de trigo cv. Gralha azul
proveniente de sementes inoculadas com bioinsumos isolados e associados, e
submetidos a dois regimes hidricos (controle - irrigado e déficit hidrico), aos 140
DAS. UFGD, Dourados — MS, 2025

pH P K Ca Mg Al H+Al SB CIC V%
CaCl: mgdm? cmolc dm?
Controle
T1 5,15 5,16 0,047 343 1,62 0,024 230 5,10 7,4 68,9
T2 5,01 15,25 0,069 3,81 1,79 0,024 2,53 5,68 8,21 69,2
T3 4,97 3,83 0,062 3,07 1,37 0,024 2,75 4,51 7,26 62,1
T4 4,95 3,43 0,056 3,41 1,57 0,024 2,58 5,04 7,62 66,1
T5 4,95 4,04 0,039 3,61 1,58 0,024 2,50 523 7,773 67,7
T6 4,91 4,34 0,047 3,39 1,48 0,024 220 493 7,13 69,1
T7 4,89 3,32 0,043 3,16 1,42 0,024 222 463 6,85 67,6
Déficit hidrico

T1 5,47 6,08 0,060 3,24 1,41 0,024 3,19 4,72 791 59,7
T2 5,38 3,32 0,051 2,99 1,40 0,024 245 445 6,9 64,5
T3 5,32 5,46 0,054 3,01 1,40 0,024 225 447 6,72 66,5
T4 5,23 7,60 0,066 3,28 1,41 0,024 2,09 4,76 6,85 69,5
TS5 5,19 2,20 0,034 3,11 1,47 0,024 1,86 4,62 6,48 71,3
T6 5,12 5,16 0,054 3,40 1,53 0,024 2,00 499 6,99 71,4
T7 5,12 3,32 0,073 3,53 1,59 0,024 227 520 7,47 69,6

T1: controle (sem bioinsumos), T2: microalga Parachlorella sp., T3
harzianum, T5: Parachlorella sp. + B. subtilis, T6: Parachlorella sp. + T. harzianum e T7: Parachlorella sp. + B.
subtilis + T. harzianum

. Bacillus subtilis, T4: Trichoderma
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3.5.5. Plasticidade fenotipica

O indice de plasticidade fenotipica (IPF) para MDA na fase estresse e para A na fase de
estresse e pos-estresse foi calculado utilizando metodologia proposta por Valladares et al.
(2006). Com o objetivo de verificar o potencial mitigador dos bioinsumos sobre o déficit
hidrico, o calculo foi realizado utilizando apenas os valores das plantas sob déficit hidrico, sem

ou com inoculagdo dos bioinsumos em comparagao as plantas irrigadas sem inoculagdo (T1).

3.6. Analise de dados

Os dados obtidos em cada fase (estresse e pos-estresse) foram analisados
individualmente, ou seja, ndo comparando-as estatisticamente. Todos os dados foram
submetidos a analise de varidncia, e quando significativos pelo teste F (p <0,05), as médias em
funcdo dos quatorze tratamentos foram comparadas pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05) £ erro
padrdo, utilizando o software SISVAR. Os dados de IPF foram apresentadas de maneira
descritiva, ou seja, sem comparagdo estatistica. A partir dos dados das caracteristicas avaliadas
nas duas fases foi calculado o indice similaridade entre os tratamentos baseados na distancia
Euclidiana, utilizando o método Classical pelo agrupamento UPGMA, utilizando o software

PAST.
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4. RESULTADOS
4.1. Fase de Estresse

4.1.1. Marcadores do Estresse Oxidativo e Metabolismo de Protecao

As plantas de trigo expostas ao déficit hidrico (DH) ndo inoculadas (CK) e aquelas com
T. harzianum e a associagdo Parachlorella sp. + B. subtilis + T. harzianum apresentaram
maiores conteidos de MDA (> 9,00 nmol g' MF'), especialmente em comparagdo as
irrigadas, enquanto as plantas com as demais inoculagdes também sob DH tiveram menores
valores (Figura 3A). Na condicdo irrigadas, todas as plantas inoculadas apresentaram menor

contetiddo de MDA em comparagdo as sem inoculagao.

A 15 4 Fase estresse
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FIGURA 3. Contetdo de malondialdeido — MDA (A) e de peroxido de hidrogénio — H20> (A)
em folhas de trigo cv. Gralha azul provenientes de sementes inoculadas com
bioinsumos isolados ou associados e submetidas a diferentes regimes hidricos, na
fase de estresse. UFGD, Dourados — MS, 2025. Letras iguais ndo diferem

estatisticamente pelo teste de Skott-Knott (p < 0,05 =+ erro padrdo). T1: controle (sem
bioinsumos), T2: microalga Parachlorella sp., T3: Bacillus subtilis, T4: Trichoderma harzianum,
T5: Parachlorella sp. + B. subtilis, T6: Parachlorella sp. + T. harzianum e T7: Parachlorella sp.
+ B. subtilis + T. harzianum.
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As plantas irrigadas provenientes da inoculagdo com Parachlorella sp. e T. harzianum
¢ as nao inoculadas sob déficit hidrico tiveram maiores conteudos de H>O» (27,14; 23,75 ¢ 22,21
umol g-!' MF-!, respectivamente), diferindo estatisticamente das demais condigdes, inclusive
das plantas ndo inoculadas irrigadas (Figura 3B). Na condicdo de DH as plantas provenientes
da inoculagdo com bioinsumos tiveram menores contetdos de H>O:, especialmente quando
comparadas as sem bioinsumos nesse mesmo regime hidrico.

No que se refere ao conteudo de proteinas totais, as plantas ndo inoculadas e irrigadas e
todas em condi¢do de déficit hidrico, exceto as inoculadas com Parachlorella sp. + B. subtilis
(30,18 mg MF!), apresentaram maiores valores, diferindo estaticamente das plantas nas demais

condicdes (Figura 4A).
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FIGURA 4. Contetdo de proteinas (A), atividade da superdxido dismutase — SOD (B) e da
peroxidase — POD (C) em folhas de trigo cv. Gralha azul provenientes de sementes
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inoculadas com bioinsumos isolados ou associados e submetidas a diferentes
regimes hidricos, na fase de estresse. UFGD, Dourados — MS, 2025. Letras iguais

nao diferem estatisticamente pelo teste de Skott-Knott (p < 0,05 £ erro padrao).
T1: controle (sem bioinsumos), T2: microalga Parachlorella sp., T3: Bacillus subtilis, T4:
Trichoderma harzianum, T5: Parachlorella sp. + B. subtilis, T6: Parachlorella sp. + T. harzianum
e T7: Parachlorella sp. + B. subtilis + T. harzianum.

A atividade da POD foi maior nas plantas provenientes da inoculacdo de 7. harzianum
nos dois regimes hidricos (> 0,040 umol min~' mg~! proteina), diferindo das demais condigdes
(Figura 4B). Na condicdo irrigada, as plantas com inoculagdes combinadas de microalga com
os demais microrganismos resultaram em menor atividade da POD, enquanto que sob DH foram
as plantas ndo inoculadas e aquelas com Parachlorella sp. + B. subtilis (0,027 ¢ 0,020 umol
min~! mg~! proteina, respectivamente).

Verificamos aumento da atividade da SOD nas plantas ndo inoculadas sob DH em
comparagado as irrigadas também sem bioinsumo (Figura 4C). Além disso, na condicdo de DH
as plantas inoculadas com Parachlorella sp. + B. subtilis tiveram maior atividade enzimatica
em comparagdo com as demais nesse mesmo regime hidrico. Ressaltamos que em geral a
inoculagdo dos bioinsumos nas sementes favoreceu aumento da atividade da SOD nas plantas

irrigadas.

4.1.2. Trocas Gasosas

A taxa fotossintética (4) nas plantas CK (sem inoculag@o) e com 7. harzianum ambos
sob défict hidrico apresentaram menores valores (0,75 e 0,59 pmol CO; m2? s,
respectivamente) (Figura 5SA), enquanto as plantas com as demais inoculagdes nessa mesma
condicdo apresentaram valores superiores. Ressaltamos que as plantas com microalga
Parachlorella sp., B. subtilis ¢ Parachlorella sp. + T. harzianum mesmo sob déficit hidrico

apresentaram valores que ndo diferiram estatisticamente das plantas CK irrigadas (Figura 4A).
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FIGURA 5. Taxa fotossintética — 4 (A), condutancia estomatica — gs (B), transpiracdo — £ (C)
e eficiéncia no uso d’agua — EUA (D) em folhas de trigo cv. Gralha azul
provenientes de sementes inoculadas com bioinsumos isolados ou associados e
submetidas a diferentes regimes hidricos, na fase de estresse. UFGD, Dourados —
MS, 2025. Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Skott-Knott (p
< 0,05 * erro padr@o). T1: controle (sem bioinsumos), T2: microalga Parachlorella sp., T3:

Bacillus subtilis, T4: Trichoderma harzianum, T5: Parachlorella sp. + B. subtilis, T6:
Parachlorella sp. + T. harzianum e T7: Parachlorella sp. + B. subtilis + T. harzianum

A condutincia estomatica (gs) ndo variou estatisticamente entre os tratamentos na

condicdo irrigada, com valores proximos de 0,10 mmol H-O m2 s™' (Figura 5B). Entretanto,

em déficit hidrico, observou-se reducdo acentuada em alguns tratamentos, especialmente nas

plantas CK e com 7. harzianum apresentaram os menores valores de gs, diferindo

estatisticamente dos demais tratamentos nessa condicao, os quais foram superiores (Figura 5B).

As plantas irrigadas e inoculadas com T. sarzianum tiveram menor valor de transpiragdo

(E), enquanto os demais ndo apresentaram diferencga estatistica nessa condigdo (Figura 5C).

Entretanto, sob déficit hidrico, houve redugao na maioria dos tratamentos, sendo que as plantas

de trigo com o tratamento de 7. harzianum e sem tratamento, CK, atingiram menor valor,

diferindo estatisticamente dos demais. As plantas com Parachlorella sp., B. subtilis e suas
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combinagdes (T2, T3, TS5, T6 e T7) mantiveram os valores de £ superiores (acima de 1,0 mol
H20 m? s") em comparagdo a CK e com 7. harzianum também em DH (Figura 5C).
Observamos que as plantas irrigadas apresentaram valores de eficiéncia no uso da dgua
(EUA) que nao diferiram estatisticamente entre as inoculagdes nessa condi¢do, mas que sob DH
as plantas CK e aquelas com Parachlorella sp. e T. harizuanum foram maiores, e os demais
nessa condicao foram semelhantes estatisticamente, exceto Parachlorella sp. + T. harzianum,

aos observados nas plantas irrigadas (Figura 5D).

4.1.3. Aspecto Visual das Plantas

De modo geral as plantas expostas ao DH foram afetadas negativamente em comparacao
as irrigadas, pois apresentaram caracteristicas fenotipicas que sugerem sensibilidade a essa
condi¢do estressante, evidenciada por intensa clorose foliar, redu¢cdo no porte e sinais de
senescéncia precoce (Figura 6). Em contrapartida, sob DH, a inocula¢do da microalga e as
associacdes de Parachlorella sp. + B. sutbilis e Parachlorella sp. + T. harzianum mantiveram

os aspectos de coloragdo e turgescéncia, especialmente a microalga isolada.
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Microalga Bacillus subtilis

g

FIGURA 6. Aspecto visual das plantas de trigo provenientes da inoculagdo com diferentes
bioinsumos isolados ou associados e submetidas a diferentes regimes hidricos, um
dia ap6s a avaliagdo da fase de estresse. UFGD, Dourados — MS, 2025. CK:
controle irrigado. DH: déficit hidrico

4.2. Fase Pés-Estresse
4.2.1. Trocas Gasosas

A taxa de assimilacdo de CO: (A4) variou entre os tratamentos, especialmente sob
condicoes de déficit hidrico. As plantas irrigadas mantiveram valores de 4 elevados, ndo
diferindo estatisticamente entre as inoculagdes nessa condi¢do, exceto no tratamento
Parachlorella sp. + B. subtilis, que apresentou menor valor (Figura 7A). Nas plantas
previamente expostas ao DH, embora os valores de 4 tenham aumentado nas plantas CK e com
T. harzianum no pos-estresse (1,35 € 1,05 umol CO, m™2 s7!, respectivamente), esses ainda

continuaram sendo inferiores as plantas com as demais inoculagdes nessa condi¢do. Ainda, nas
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plantas previamente expostas ao DH, todas as inoculacdes, exceto com B. subtilis, apresentaram

valores (> 2,50 umol CO2 m™ s7) que ndo diferiram estatisticamente das plantas na condigio

irrigada (Figura 7A).
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FIGURA 7. Taxa de assimilacdo de CO2 — 4 (A), condutancia estomatica — gs (B), transpiragao
— E (C) e eficiéncia no uso d’agua — EUA (D) em folhas de trigo cv. Gralha azul
provenientes de sementes inoculadas com bioinsumo isolados ou associados e
submetidas a diferentes regimes hidricos, na fase de pos-estresse. UFGD,
Dourados — MS, 2025. Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de

Skott-Knott (p < 0,05 + erro padrdo). T1: controle (sem bioinsumos), T2: microalga
Parachlorella sp., T3: Bacillus subtilis, T4: Trichoderma harzianum, T5: Parachlorella sp. + B.
subtilis, T6: Parachlorella sp. + T. harzianum e T7: Parachlorella sp. + B. subtilis + T. harzianum.

Os valores de gs ndo variaram estatisticamente em funcdo dos (p > 0,05) (Figura 7B).
Diante do exposto, notamos numericamente tendéncia de redugdo em alguns tratamentos nas
plantas previamente expostas ao DH, como por exemplo o CK (T1) (Figura 7B). Para E, na
condi¢do irrigada ndo houve diferenga estatistica entre os tratamentos, enquanto que as plantas
CK e T. harzianum previamente sob DH apresentaram menores valores, diferindo dos demais,

os quais ndo diferiram das plantas irrigadas (Figura 7C). Em relagdo a EUA os maiores valores
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ocorreram nas plantas CK e com Parachlorella sp. + B. subtilis + T. harzianum,

respectivamente (Figura 7D), diferindo de todos os outros tratamentos.

4.2.2. Aspecto Visual das Espigas

As espigas das plantas irrigadas, Parachlorella sp. + B. subtilis (T5) e Parachlorella sp.
+ B. subtilis + T. harzianum (T7), apresentam tamanho reduzido e baixa densidade de graos em
comparagdo aos demais tratamentos (Figura 8). Nas plantas previamente expostas ao DH, todas

espigas tiveram menor tamanho em comparacao as irrigadas.

IRl T2 13 T4 5 T6 T/

FIGURA 8. Aspecto visual das espigas de plantas de trigo provenientes de sementes inoculadas
com bioinsumos isolados ou associados e submetidas a diferentes regimes

hidricos, ao final da fase pds-estresse. UFGD, Dourados — MS, 2025. T1: controle
(sem bioinsumos), T2: microalga Parachlorella sp., T3: Bacillus subtilis, T4: Trichoderma
harzianum, T5: Parachlorella sp. + B. subtilis, T6: Parachlorella sp. + T. harzianum e T7:
Parachlorella sp. + B. subtilis + T. harzianum.

Os valores de massa seca de raiz e o peso de mil grdos ndo foram influenciados pelos

tratamentos (p > 0,05).

4.3. Plasticidade Fenotipica e indice de Similaridade
Os maiores valores de IPF para MDA e fotossintese na fase estresse e pds-estresse foram

observados nas plantas CK e com 7. harzianum (T1 e T4, respectivamente) em comparagao aos
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demais tratamentos (Figura 9). Para MDA e 4 na fase de estresse o padrdo de resposta das
plantas com Parachlorella sp. e B. subtilis foram semelhantes, com baixos valores de IPF em

comparagdo com CK (sem inoculacao, T1).
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FIGURA 9. Indice de plasticidade fenotipica (IPF) para malondialdeido (MDA) e taxa
fotossintética (A4) na fase de estresse (F0) e pos-estresse (PE) em folhas de trigo
proveniente de sementes inoculadas com bioinsumos isolados ou associados e
submetidas ao déficit hidrico. UFGD, Dourados — MS, 2025. TI: controle (sem

bioinsumos), T2: microalga Parachlorella sp., T3: Bacillus subtilis, T4: Trichoderma harzianum,
T5: Parachlorella sp. + B. subtilis, T6: Parachlorella sp. + T. harzianum e T7: Parachlorella sp.
+ B. subtilis + T. harzianum.

Na analise de agrupamento pela distdncia Euclidiana (coeficiente de cofenética: 0,91),
observamos que as plantas sem inoculagdo (T1: DH) e com 7. harzianum (T4: DH) expostas
ao déficit hidrico formaram um grupo distante dos demais tratamentos, especialmente do
irrigado sem inoculagdo (T1 CK) (Figura 10). Por outro lado, as plantas cultivadas mesmo em
DH mas inoculadas com B. subtilis, Parachlorella sp. + T. harzianum ¢ Parachlorella sp. (T3,
T6 e T2, respectivamente) apresentaram maior proximidade com T1 CK, ou seja, menor
distancia Euclidiana (Figura 10).

Além disso, as plantas com os tratamentos associados (TS5, T6 e T7) tanto irrigados
quanto em DH apresentaram maior proximidade entre si, formando grupos mais coesos e
situando-se em regides intermediarias do dendrograma. Entretanto, as inoculagdes isoladas com
Parachlorella sp. e com B. subtilis apresentaram agrupamentos proximos entre as condi¢des de
déficit hidrico e irrigada, porém inferior quando comparado aos que tem associacdo de

bioinsumos.
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FIGURA 10. Dendograma de similaridade pelos grupos hierarquicos baseado na distancia

Euclidiana para as caracteristicas do trigo proveniente de sementes inoculadas
com bioinsumos isolados ou associados e submetidas a diferentes regimes
hidricos, avaliado na fase de estresse ¢ pds-estresse. T1: controle (sem bioinsumos),
T2: microalga Parachlorella sp., T3: Bacillus subtilis, T4: Trichoderma harzianum, T5:
Parachlorella sp. + B. subtilis, T6: Parachlorella sp. + T. harzianum e T7: Parachlorella sp. +
B. subtilis + T. harzianum. CK: irrigado, DH: déficit hidrico
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5. DISCUSSAO

O trigo ¢ sensivel ao déficit hidrico, apresentando alteragdes fisiologicas e bioquimicas
durante e apds o estresse. Nesse contexto, observou-se aumento do contetido de H.O: e MDA
e reducdo da fotossintese em algumas plantas sob estresse. Por outro lado, algumas inoculagdes
— especialmente com B. subtilis e a microalga Parachlorella sp., isoladas ou combinadas,
incluindo combinagdes com 7. harzianum — auxiliaram na manutencdo da taxa fotossintética
(A) e da condutancia estomatica (gs), associadas a redugdo de EROs e peroxidacdo lipidica,
indicando alivio do estresse oxidativo ¢ confirmando nossa hipdtese inicial. Associamos as
respostas positivas dos bioinsumos ao seu potencial de ativacdo antecipada para preparacao ao
estresse, a qual denominamos “induc¢do de sinalizacdo bioquimica e/ou fisiologica — ISBF”. Na
fase pds-estresse os valores de trocas gasosas em tratamentos com os bioinsumos se mantiveram
ou elevaram, indicando uma recuperacdo de maneira mais eficiente.

De modo geral, foi possivel compreender de forma mais ampla os mecanismos de a¢ao
de cada microrganismo que refletem em seu papel funcional na mitigacao dos efeitos do estresse
abidtico, destacando-se os efeitos benéficos das inoculagdes de Parachlorella sp. e B. subtilis,
conforme também observado em trabalhos de Lastochkina et al. (2020), Lastochkina et al.
(2023) e Kusvuran et al. (2021). Segundo esses autores, a inoculagdo de B. subtilis e microalga
resultaram em diversos beneficios as plantas, como manutengdo fisioldgica, e hidrica,
diminuindo a peroxidagao lipidica.

No que se refere as proteinas, os menores valores observados nas plantas tratadas com
bioinsumos sob irrigacdo podem estar associados ao redirecionamento energético e a ativagdo
de vias de defesa. Por outro lado, o aumento geral de proteinas em plantas submetidas a
deficiéncia hidrica pode representar uma estratégia de protecdo. Sob estresse, como a seca,
ocorre a sintese de proteinas de choque térmico (HSPs), como HSP90, HSP70 ¢ HSP60, que
participam da manutencdo de proteinas sinalizadoras, do dobramento e desdobramento de
proteinas e da protecdo contra desnaturagdo proteica (Biffi et al., 2024). Além disso, esses
mecanismos aumentam a estabilidade das membranas e reduzem os efeitos nocivos das espécies
reativas de oxigénio (ERO), contribuindo para a estabilidade fisiologica da planta e
desempenhando papel fundamental na tolerancia a estresses hidrico, oxidativo e outros bioticos

e abioticos (Ul Haq et al., 2019).
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Sob deficiéncia hidrica, o estresse oxidativo ocorre quando ha desequilibrio entre
compostos oxidantes e antioxidantes, em fator de uma alta produg¢ao de forma acelerada de
ERO, induzidos por condigdes estressantes do ambiente, conforme observado em nosso estudo
pelo aumento exacerbado de H»O,. Dentre essas ERO, podem se destacar peroxido de
hidrogénio (H20>), radicais superoxido (O2") e radical hidroxila (OH) (Guimaraes et al., 2022;
Hasanuzzaman et al., 2022).

O aumento do contetido de H.O: em plantas submetidas a déficit hidrico, especialmente
naquelas sem bioinsumos ou apenas com 7. harzianum, ocorre devido ao estresse oxidativo
causado pela limitagdo hidrica. Esse estresse pode saturar o sistema de transporte de elétrons,
fazendo com que elétrons se liguem a O: e H', promovendo a superproducdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) (Carvalho e Neto et al., 2016). A presenca excessiva de EROs
compromete a integridade das membranas celulares, resultando em extravasamento de
eletrolitos (Zhang et al., 2022; Silva et al., 2023; Khan et al., 2022; Costa et al., 2024). Essa
resposta leva a peroxidacao lipidica, indicada pelo aumento do conteudo de MDA, prejudicando
a funcionalidade do aparato fotossintético, como observado em nosso estudo com trigo, e
impactando negativamente a fotossintese.

O MDA ¢ utilizado como marcador bioquimico de estresse na planta, esse composto €
um dos principais produtos finais do processo de peroxidacdo lipidica que causa danos
estruturais as membranas (Barbosa et al., 2023). Outro ponto a ser destacado € que o aumento
de MDA nas plantas com 7. harzianum sob déficit hidrico esteja associado a outras ERO néo
determinadas em nosso estudo, pois o contetido de H>O» ndo foi tdo expressivo ao passo de
acompanhar a peroxidacao lipidica.

Ainda em relacdo ao H202, embora seja uma espécie reativa de oxigénio (ERO), em
pequenas concentragdes ele pode ser benéfico, atuando como sinalizador de estresse e
induzindo a ativagdo de mecanismos antioxidantes para protecdo da planta (Kumar et al., 2023;
El-Sharkawy et al., 2025). No entanto, quando ocorre sua superprodu¢do, o H2O2 provoca danos
as membranas celulares, comprometendo sua integridade e podendo causar perda de solutos,
como a prolina (Kokebie et al., 2024). Vale ressaltar que a resposta da planta pode variar de
acordo com as condi¢des de cultivo e a intensidade do estresse.

Por exemplo, na condigdo irrigada houve aumento de H>O; nas plantas com microalga
Parachlorella sp. e T. harzianum, inclusive maiores niveis do que as sob déficit hidrico.

Levantamos o seguinte questionamento: essas plantas mesmo irrigadas mas com esses
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bioinsumos estdo estressadas? Embora tenha sido observada elevacao nos teores de H-0O- nesses
tratamentos, ndo foi acompanhado pelo aumento de MDA nem redugdo da taxa fotossintética,
0 que sugere que o aumento dessa ERO ndo promoveu danos oxidativos, mas sim a uma
resposta adaptativa, podendo indicar uma sinalizagdo de ativacdo do sistema antioxidante
promovida pelos bioinsumos.

Por outro lado, na condicdo de DH as plantas com Parachlorella sp. e B. subtilis
apresentaram menores niveis de MDA, demonstrando papel desses bioinsumos em aliviar a
peroxidacdo de lipideos. Essa reducdo pode ser explicada pelo fato de que microalgas do género
Chlorella sp., proxima a Parachlorella em nosso estudo, e o Bacillus spp. produzem e/ou
liberam compostos bioativos que participam nas rotas de defesa ativando diferentes
mecanismos antioxidantes enzimaticos € ndo enzimaticos, sendo eles SOD, CAT e¢ POD ou
ascorbato, glutationa, prolina ou compostos fendlicos ¢ flavonoides (Fonseca et al., 2022;
Parmar et al., 2023; Moon et al., 2024), atuando diretamente ou indiretamente nas rotas de
defesa e inducdo da tolerancia.

Similarmente, Lastochkina et al. (2020) observaram diminui¢ao no conteudo de MDA
em aproximadamente duas vezes quando inoculadas com Bacillus subtilis. Alguns autores
associam a mitigacdo da peroxidagdo lipidica com esse grupo de bactéria pela ativacdo do
sistema antioxidante, como a atividade de enzimas SOD, POD e CAT (Siddika et al., 2024).

Em geral, a maior atividade de SOD nas plantas ndo inoculadas e expostas ao déficit
hidrico em comparagdo as irrigadas ¢ uma estratégia de aliviar os efeitos do estresse oxidativo.
Isso porque a SOD catalisa a dismutagao de O>~em H>O; e oxigénio (Mishra et al., 2023), mas
vale ressaltar que mesmo aumentando a SOD nas plantas em DH sem bioinsumos e aquelas
com T. harzianum e Parachlorella sp. + B. subtilis + T. harzianum, o aumento de MDA nessas
plantas aumentaram de maneira pronunciada, evidenciando que n3o mitigou a peroxidacdo
lipidica. Entretanto, os tratamentos com bioinsumos, exceto 7. harzianum isolado, mantiveram
os valores de 4 um pouco mais elevados, demonstrando que outras vias também foram ativadas
mesmo ndo sendo determinados em nosso estudo.

Os melhores resultados das trocas gasosas nas plantas com a presenga da microalga
Parachlorella sp. isolada ou associada, por exemplo, podem estar associado a sua constituigdo
de biomassa, na qual contém elevados teores de prolina, valina, cisteina (dados ndo
apresentados), aminoacidos que atuam na osmorregulacdo, e podem ter atuado na estabilidade

hidrica, mantendo os valores normalizados de A.
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Em contrapartida, o aumento da SOD nas plantas com Parachlorella sp. e B. subtilis
em DH embora semelhante estatisticamente ao CK contribuiu em aliviar o conteudo de H20».
Além disso, associamos o efeito mitigador desses bioinsumos pela a¢do conjunta da SOD e
POD, sugerindo um sistema antioxidante mais eficiente e menos sobrecarregado, uma vez que,
as duas enzimas e outros osmolitos estdo atuando na desintoxicagdo das ERO. Similarmente,
em estudo realizado por Fonseca et al. (2022) em plantas de cana-de-agtcar inoculadas com B.
subtilis, observou-se redugdo de SOD, POD e prolina, indicando uma condi¢do menos
estressante, as quais reduziram os impactos negativos dos danos oxidativos, aumentando a taxa
fotossintética e EUA, o que corrobora com os resultados obtidos no nosso.

A redugdo dos valores de A4 sob déficit hidrico ocorreu devido ao fato de que nessa
condi¢do ocorre sinalizagdo hormonal e ajustes de transpiracdo. Liu et al. (2022) descrevem
que na exposicao a deficiéncia hidrica ocorre aumento de ABA na raiz, o qual ¢ sinalizado para
parte aérea, atuando no fechamento estomatico. Em nosso estudo, em DH houve menor £ como
mecanismo de evitar a perda excessiva de agua, mas ao mesmo tempo reduziu a gs, 0 que
dificulta a entrada de CO», limitando a fotossintese.

Ressaltamos ainda que o decréscimo da A4, especialmente das plantas de trigo sem
bioinsumos e aquelas com 7. harzianum, pode ser explicado pelo aumento acentuado de H>O,,
o que refletiu em MDA, indicando danos ao aparato fotossintético e sua funcionalidade,
conforme também observado por Illescas et al. (2022) e Sah et al. (2025). Entretanto, a
manuten¢do fisiologica com os demais bioinsumos mesmo em DH ¢ reflexo dos efeitos
benéficos que esses agentes promovem, sugerindo indugdo da tolerancia a seca.

Essas respostas se devem ao uso eficiente da agua e as atividades enzimaticas como a
POD e SOD determinados em nosso estudo conforme supracitado anteriormente, mas também
outras como a catalase, ascorbato peroxidase, outros compostos ndo enzimaticos ¢ horménios,
os quais ndo foram avaliados. Por exemplo, segundo Vasconcelos et al. (2025) o B. subtilis ¢
capaz de sintetizar hormdnios vegetais como acido indolacético (AIA) e melatonina, que
regulam a abertura estomatica, melhoram a eficiéncia no uso da agua e promovem o
crescimento radicular, facilitando a absor¢ao de agua e nutrientes.

Nas plantas inoculadas com Trichoderma spp., os elevados valores de atividade da POD,
acompanhados por altas concentracdes de malondialdeido (MDA), indicam que, embora o
microrganismo tenha promovido a indu¢do da atividade antioxidante, essa resposta ndo foi

suficiente e eficiente para a completa desintoxicacdo das ERO. Contudo, observamos efeitos
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positivos do 7. harzianum quando ¢é associado a outros bioinsumos, resultando em menores
teores de MDA e, consequentemente, maior eficiéncia no controle dos danos oxidativos,
sugerindo efeito positivo e sinérgico.

A pouco variagdo para 4 em funcao dos bioinsumos na condi¢ao irrigada se deve ao fato
de todas as plantas estarem em condi¢des Otimas. Destacamos que embora sem diferenca
estatistica houve tendéncia de aumento dos valores de 4 em funcdo da melhor EUA com os
bioinsumos. Ainda, embora tenha ocorrido reducdo dos valores de gs ¢ E nessa condigdo, ndo
chegou a influenciar os valores de 4.

Apos retomada da irrigagdo, plantas inoculadas com Parachlorella sp., B. subtilis e as
combinagdes, apresentaram recuperacao mais rapida dos valores de 4, gs ¢ EUA, indicando
maior capacidade de retomada da atividade fotossintética. Essa resposta pode ser atribuida a
protecdo do aparato fotossintético e a manutencdo do turgor foliar, resultantes da acdo
bioestimulante dos inoculantes (Parmar et al., 2023; Moon et al., 2024). A recuperagdo dos
parametros fisiologicos na fase pos-estresse reforca o potencial dos bioinsumos em conferir
resiliéncia e memoria fisiologica adaptativa, aspecto intrinseco da planta, mas que a inoculagdo
atua de maneira mais eficiente e rapida.

Associamos os resultados benéficos do alivio estresse oxidativo a funcdo priming dos
bioinsumos, o qual reflete em um sistema de defesa eficiente. O efeito priming em plantas
refere-se a um estado fisioldgico induzido por um sinal que ndo ativa plenamente as defesas de
imediato, mas prepara a planta para responder de forma mais rapida e/ou mais intensa a um
estressor subsequente; essa preparacdo envolve alteragdes fisiologicas, transcricionais,
metabolicas e epigenéticas que funcionam como uma “memoria” celular (Mauch-Mani et al.,
2017; Hilker; Schmiilling, 2019), refor¢ando o papel dos bioinsumos na ISBF no trigo.

Ainda, esses autores descrevem que essa memoria pode ser duradoura e, em alguns
casos, até hereditaria, o que a torna uma estratégia promissora para melhorar a resisténcia e a
tolerancia das culturas sem os altos custos associados a defesas constitutivas. Essas informagoes
corroboram com as observadas em nosso estudo, pois associamos que a inoculagdo dos
bioinsumos nas sementes foi uma maneira efetiva de ativagdo prévia do metabolismo de
protecdo, facilitando sua completa ativagdo mais rapidamente durante a exposicao ao estresse.

O aumento dos valores de IPF para MDA e A nas plantas ndo inoculadas e com T.
harzianum indica maior nivel de sensibilidade ao estresse por deficiéncia hidrica, pois nesses

tratamentos precisaram se ajustar mais para assegurar sua sobrevivéncia. Por outro lado, os
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menores valores dessas caracteristicas nas demais condi¢des reforga o papel mitigador das
inoculagdes, isto €, precisando realizar menos ajustes fisioldogicos, possivelmente pela
homeostase fisiologica, a qual refletiu melhor tolerancia a essa condi¢do adversa.

De forma geral, o efeito da Parachlorella sp., e do B. subtilis em aliviar o estresse
oxidativo foi confirmado pelo dendodrama de similaridade e préximos ao controle irrigado, o
qual mantiveram a estabilidade fisioldgica e ainda favoreceu a recuperagdo fotossintética apos
o estresse. Reforcando, esses achados estdo alinhados com estudos recentes que destacam o
potencial do uso de bioinsumos como estratégia sustentavel para aumentar a tolerancia aos
fatores estressores como o hidrico (Fonseca et al., 2022) e salino (Silva et al., 2024).

A partir dos resultados observados em nosso estudo, a utilizagdo desses agentes
biologicos visa permitir que o trigo mantenha bom desempenho produtivo, mesmo sob
condi¢des de déficit hidrico, reduzindo as perdas associadas a escassez de agua. Além disso,
destaca-se a importancia de aprofundar as pesquisas relacionadas a repeti¢do de ciclos de
estresse ao longo do desenvolvimento da cultura e avaliacdo de outras vias de defesa, para
otimizar as respostas fisiologicas induzidas pelos bioinsumos.

Do ponto de vista pratico, nosso trabalho poderd auxiliar na ado¢do de estratégias
biologicas que favorecam a indugdo de sinalizagdo bioquimica e/ou fisiologica, possibilitando
maior estabilidade produtiva em ambientes sujeitos a variabilidade climatica e contribuindo

para a seguranga alimentar e a sustentabilidade da produc¢ao de trigo.



32

6. CONCLUSAO

A inoculagdo de sementes de trigo com os bioinsumos Parachlorella sp. e Bacillus
subtilis, isolados ou combinados, atenuou os efeitos do déficit hidrico durante e apos o estresse.
Esse efeito foi evidenciado pela redug@o dos contetidos de malondialdeido (MDA) e perdxido
de hidrogénio (H20:), resultante da ativacdo de um sistema antioxidante eficiente, que também
contribuiu para a manutengao das trocas gasosas das plantas.

O tratamento com Trichoderma harzianum isolado apresentou baixa eficiéncia na
mitigacdo e recuperagdo do estresse, apesar de estimular a atividade antioxidante. Em
contrapartida, as associacdes de bioinsumos, especialmente Parachlorella sp. + B. subtilis,
demonstraram efeito sinérgico, promovendo maior resiliéncia e vigor das plantas sob déficit
hidrico. Esses resultados reforgam o potencial do uso integrado de bioinsumos como estratégia
sustentavel para aumentar a tolerancia do trigo ao estresse hidrico, por meio da sinalizagdo

bioquimica e fisiologica.
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