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Rizobactérias da Caatinga: prospec¢do e promocao de crescimento de sorgo em
condicdes de estresse hidrico

RESUMO GERAL

A ampliacdo do conhecimento da comunidade microbiana na rizosfera de plantas
estabelecidas em ambientes aridos e semiaridos contribuem para o desenvolvimento de
tecnologias que auxiliam na tolerancia de plantas a seca. Dessa forma, foi realizada a
prospeccdo de rizobactérias de espécies endémicas da Caatinga no Nucleo de Desertificacdo de
Cabobro — PE, semiéarido brasileiro, com a finalidade de encontrar bactérias que detivessem
mecanismos de promocédo de crescimento de plantas e entdo realizar a inoculagdo em sorgo.
Para tanto, foram realizadas coletas do solo rizosférico de 5 espécies da Caatinga (Cnidoscolus
quercifolius; Poincianella pyramidalis [Tul.] L. P. Queiroz; Aspidosperma pyrifolium; Sida
galheirensis; Jatropha curcas) de dois sitios de coleta no semiarido de Pernambuco. O
isolamento e a purificacdo das coldnias de bactérias foram realizados em meio de cultura com
restricdo na atividade de agua (Aw= 0,957). Os isolados foram submetidos a caracterizacdo de
mecanismos diretos e indiretos de promocao de crescimento e protecdo a estresses ambientais,
como: formacao de biofilme; producdo de exopolissacarideos (EPS); solubilizacdo de fosfatos;
biossintese de &cido indolacético (AlA); crescimento em meio enriquecido com ACC como
unica fonte de nitrogénio; fixacdo assimbiotica de nitrogénio (FBN); halofilia e halotolerancia;
producdo de N-Amoniacal e produgéo de enzima extracelular (Catalase). De um total de 60
bactérias isoladas, as 20 BPCPs gue apresentaram 0 maior nimero de mecanismos diretos ou
indiretos foram selecionadas e inoculadas em plantas de Sorgo Forrageiro (IPA- SF — 15)
submetidas a umidades do solo referentes a 80 % (0,202 g g%), 50 % (0,126 g g*) e 30 % (0,076
g g1) da capacidade de pote (CP). A partir disso foram avaliados os pardmetros de biometria
das plantas, os pigmentos fotossintéticos e a fluorescéncia da clorofila a. As plantas inoculadas
com as BPCPs tiveram um ganho de biomassa fresca de até 200% quando comparadas com 0s
controles sem inoculacdo. A bactéria 1.4 aumentou em 75% a espessura do caule das plantas
de sorgo, quando se comparou as plantas com a umidade de 30% da CP com as de 80% da CP.
Os teores de clorofila a e clorofila total apresentaram os maiores acimulos nas plantas
inoculadas com as BPCPs 2.3 e 10.8. As plantas inoculadas com a bactéria 10.8 aumentou em
8 vezes os teores de carotenoides em comparagéo ao controle sem inoculacéo a 30% da CP. A
emissdo da fluorescéncia inicial da clorofila a foi menos intensa para a bactéria 7.2 (30% da
CP), sendo aproximadamente 40% menor que a emissao pelas plantas a 80% da CP. Assim
sendo, quanto a resposta ecofisiologica do Sorghum bicolor [L.] Moech observou-se que 11
bactérias (1.4, 1.10, 1.11, 2.3, 2.4, 4.2, 4.6, 6.1, 6.3, 7.2, 10.8) apresentaram grande relevancia
na melhora da homeostase das plantas em relagéo aos estimulos negativos do estresse ambiental
ao qual estavam expostas. As espécies vegetais de onde foram prospectados 0s microrganismos
xerofilos, apresentam grande potencial biotecnoldgico, por sustentarem uma comunidade
microbiana com uma gama diversa de mecanismos de promoc¢édo de crescimento e alivio de
estresse abidtico.

Palavras-Chave: Bactérias promotoras de crescimento. Estresse abiotico. Rizosfera.
Semiarido






Rhizobacteria of Caatinga: prospecting and growth promoting in Sorghum under stress
water

GENERAL ABSTRACT

The expansion and deepening of the knowledge of the microbial community in the
rhizosphere of common plants in arid and semi-arid environments contributes to the
development of technologies that assist in the tolerance of plants to drought. Thus, rhizobacteria
of endemic species from the Caatinga were carried out in the Desertification Nucleus of
Cabobr6 - PE, a Brazilian semiarid region, with the goal of finding bacterias that had
mechanisms for promoting plant growth and then carry out an inoculation in sorghum. For this
purpose, collections of rhizospheric soil were carried out from 5 species of the caatinga
(Cnidoscolus quercifolius; Poincianella pyramidalis [Tul.] L. P. Queiroz; Aspidosperma
pyrifolium; Sida galheirensis; Jatropha curcas) from two collection sites located in the semiarid
region of Pernambuco. Isolation and purification of bacterial colonies were carried out in a
culture medium with restriction in water activity (Aw = 0.957). The isolated ones were
subjected to the characterization of direct and indirect mechanisms to promote growth and
protect against environmental stresses, such as: biofilm formation; production of
exopolysaccharides; Phosphate solubilization; Biosynthesis of indolacetic acid (IAA); Growth
in medium enriched with ACC as the only nitrogen source; asybiotic nitrogen fixation (NFB);
Halophilia and Halotolerance; Production of N-Ammoniacal and Production of extracellular
enzyme (Catalase). From a total of 60 isolated, the 20 PGPBs that showed the greatest number
of direct or indirect mechanisms were selected and inoculated in Forage Sorghum plants (IPA-
SF - 15) and submitted to soil moisture referring to 80% (0.202 g g-1), 50% (0.126 g g-1) and
30% (0.076 g g-1) of the pot capacity (PC). From this, the biometric parameters of the plants,
the photosynthetic pigments and the chlorophyll a fluorescence were evaluated. Plants
inoculated with PGPBs had a fresh biomass gain of up to 200% when compared to controls
without inoculation. The bacterium 1.4 increased the thickness of the stem of sorghum plants
by 75%, when the plants were compared with the humidity of 30% of the PC with those of 80%
of the PC. The levels of chlorophyll a and total chlorophyll showed the highest accumulations
in plants inoculated with PGPBs 2.3 and 10.8. Plants inoculated with the bacterium 10.8
increased the levels of carotenoids by 8 times compared to the control without inoculation at
30% of PC. The initial fluorescence emission of chlorophyll a was less intense for bacterium
7.2 (30% of PC), being approximately 40% less than the emission by plants at 80% of PC.
Therefore, it is observed that of the 20 PGPBs evaluated regarding the ecophysiological
response of Sorghum bicolor [L.] Moech, 11 bacteria (1.4, 1.10, 1.11,2.3,2.4,4.2,4.6,6.1, 6.3,
7.2, 10.8) presented great relevance in improving the homeostasis of plants in relation to the
negative stimuli of environmental stress to which they were exposed. The plant species from
which xerophilic microorganisms were prospected have great biotechnological potential, as
they support a microbial community with a diverse range of mechanisms to promote growth
and relieve abiotic stress.

Keywords: Growth-promoting bacteria. Abiotic stress. Rhizosphere. Semiarid.
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1 INTRODUCAO GERAL

O planeta Terra vem passando por inimeras alteracdes nos ultimos séculos, grande parte
delas atribuidas as a¢des antrdpicas. Elevacdo nos niveis dos oceanos, aumento da incidéncia
dos raios ultravioleta, derretimento das calotas polares, periodos de estiagem mais intensos,
esses sdo alguns dos exemplos dos efeitos negativos que tem sobrecarregado o equilibrio do

nosso ecossistema, provocando estresses em plantas e animais.

Desde a década de 60 se discute a sustentabilidade da producdo agricola, como
alternativa a producdo secular que contribui com a aceleragdo desses efeitos ambientais
danosos. O homem do campo e os cientistas se uniram em uma forca tarefa para fomentar
metodologias e formas de produzir mais e com maior cuidado com a preservacdo do meio
ambiente. Assim, os estudos com biotecnologia foram se intensificando e cada vez mais se

pautando em novas tecnologias para que a agricultura se torne mais conservacionista.

A prospeccdo de microrganismos é uma pratica antiga, na qual, a partir das propriedades
e mecanismos que esses seres possuam sdo produzidos medicamentos, vacinas, substancia
sintéticas, inoculantes e uma infinidade de materiais bioldgicos que fazem com que o dia-a-dia

dos seres humanos sejam melhores.

Devido ao aumento da demanda agricola e a necessidade de préaticas sustentaveis no
mundo rural, a prospec¢do de microrganismos em ambientes extremos e o entendimento desse
genoma especifico e adaptado a condigdes restritivas foi a solucdo para esse bindbmio. A
observacdo do ambiente da Antéartida, desde as geleiras até o solo, area na circunvizinhanca de
vulcBes, até a investigacdo da zona radicular de forma mais intrinseca, foram os terrenos

desbravados.

Em se tratando de solo e rizosfera, percebeu-se o qudo intenso sdo os fenémenos que
ocorrem através do microcosmo criado nessa regido. Na interface critica existente entre a
pedosfera e a biosfera observa-se um grande conglomerado de reacbes e de substancias
sinalizadoras frente a distarbios no ambiente. Diante disso, 0s estudos se intensificaram e dali
surgiu a fonte gendmica para a melhora plantas e organismos que tenham que estar submetidos

a estresses abioticos ou bioticos.
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Um desses estresses é a seca, que provoca disturbios ecofisioldgicos que podem ser de
proporcdes fatais as algumas espécies de plantas. No planeta temos que cerca de 40% das areas

tem como caracteristica climatica a aridez.

Ao se observar a paisagem dessas areas encontramos diversas plantas estabelecidas,
embora as condi¢bes ambientais sejam desfavoraveis. Mas 0 que ocorre para que exista essa
resisténcia? Seria apenas as estruturas anatémicas e a fisiologia desses vegetais que induziriam

iss0? A resposta para essas questoes é néo.

O ambiente edafico dessas areas aridas e semiaridas possui um consideravel aporte
microbioldgico, devido a elevada diversidade e abundancia dos microrganismos que habitam
esses ecossistemas. Contribuindo assim com o estabelecimento de relagdes simbioticas para a

manutengdo da homeostase da planta.

No Brasil, a regido semiarida se localiza no recobrimento de toda a regido Nordeste e
abriga dois biomas caracteristicos o Cerrado e a Caatinga. O bioma Caatinga, possui uma
extensdo territorial que corresponde a 14% da Unidade Federativa. Conhecido pela sua rica
biodiversidade, apresenta uma caracteristica peculiar que é a baixa pluviometria, alta
evapotranspiracdo, temperaturas elevadas e areas bastante susceptiveis a degradacdo. Por se
tratar de uma area de bastante incidéncia de longos periodos de estiagem, a vegetacao é bastante
adaptada a esse ambiente.

Além de possuirem mecanismos de resisténcia ao estresse hidrico, as plantas endémicas
da Caatinga possuem a contribuicdo de diversos microrganismos que habitam o solo. Essa
microbiota apresenta varios mecanismos de inducdo de resisténcia sistémica, como por
exemplo: a producdo de exopolissacarideos, a formacao de biofilme, a sintese de fitohorménios,

atividade enzimatica antioxidante, antibiose a fitopatdgenos, entre outros.

Quando isolados, purificados e inoculados em cultivares agricolas comerciais, esses
microrganismos conferem a planta que recebeu os in6culos 0 aumento da adaptabilidade a
estresses abidticos e bioticos, pois induz uma resposta sistémica de tolerancia ecofisioldgica.
Esses microrganismos passam a ser chamados de promotores de crescimento, pois irdo agir
favorecendo o desenvolvimento do vegetal, preservando as membranas e estruturas celulares,

além de aliviarem o estresse através da clivagem de substancias reativas.

As respostas ecofisiologicas das plantas inoculadas perpassam pelo acimulo de solutos

organicos intracelulares como forma de reducdo no potencial osmotico e ajuste para que
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melhore a absorcdo de &gua pela planta, biossintese de auxinas para contribuicdo com o
crescimento e desenvolvimento, aumento da glutaniona e reducdo do etileno como alternativa
a protecdo contra a atuacdo de espécies reativas de oxigénio, preservacao do aparato
fotossintético, principalmente da membranas dos tilacoides para que haja a dissipacdo de

energia na forma de calor e aumento da producédo e acumulo dos pigmentos fotossintéticos.

Contudo, ainda é necessario o desbravamento de muitos questionamentos referente a
prospeccdo e uso de microrganismos promotores de crescimento. O entendimento de como
acontece o estabelecimento da relagdo planta-microrganismo para os mais diversos tipos de
genotipos agricolas, compreensdo da comunidade microbiana e 0s estresses ambientais aos
quais estdo expostas, resposta ecofisioldgica das plantas a inoculacdo com esses promotores de

crescimento, entre outros.

Dessa forma, esse trabalho pretende avaliar e discutir a prospeccdo de bactérias
promotoras de crescimento, observando 0s mecanismos que essas bactérias possuem até a
resposta fisiologica de plantas de sorgo forrageiro (IPA SF-15) expostas a estresse hidrico. Para

tanto essa tese foi composta por 2 capitulos, que sao:

1 — Prospeccdo de rizobactérias promotoras de crescimento de plantas em espécies endémicas
da Caatinga no Semiarido brasileiro e inoculacéo de Sorghum bicolor [L.] Moech em condicGes
de estresse hidrico;

2 - Fluorescéncia da clorofila a e pigmentos fotossintéticos em sorgo (Sorghum bicolor [L.]
Moech) inoculadas com bactérias promotoras de crescimento de plantas submetidas a estresse
hidrico.

1.1 Hipdteses

a. Plantas da Caatinga abrigam rizobactérias capazes de crescer em baixa atividade de
agua;

b. A seca contribui para a indugdo de uma resisténcia sisttmica na comunidade microbiana
do solo rizosférico de espécies endémicas de ambiente semiaridos;

c. A sintese de fitohormonios, atividade da enzima ACC deaminase, formacdo de
biofilmes, solubilizacdo de fosfatos, antibiose a fitopatdogenos e a presenca de enzimas

extracelulares, auxiliam no crescimento e desenvolvimento das plantas de sorgo
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submetidas a estresse hidrico, pois reduz os efeitos nocivos de espécies quimicas
inibidoras de crescimento e degradadoras de membranas de organelas citoplasmaéticas;
d. A umidade do solo interfere diretamente no desenvolvimento das plantas de sorgo,
assim como também na microbiota rizosférica. Evidenciando, que a interacao entre 0s
microrganismos e plantas, amplia a toleréncia aos distarbios provocados pelo estresse

hidrico.

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo Geral

Prospectar rizobactérias promotoras de crescimento de plantas em espécies da Caatinga
e avaliar o potencial dessas bactérias em promover o desenvolvimento do sorgo forrageiro

(Sorghum bicolor [L.] Moech) sob estresse hidrico.

1.2.2 Objetivos Especificos

a. Isolar bactérias da rizosfera de espécies endémicas da Caatinga em meio com atividade
de &gua reduzida;

b. Caracterizar os mecanismos diretos e indiretos de promocdo de crescimento das
rizobactérias prospectadas em espécies estabelecidas em ambiente semiéarido;

c. Analisar os parametros biométricos de plantas de sorgo forrageiro submetidas a estresse
hidrico;

d. Verificar a cinética da fotossintese e estimar os teores de pigmentos fotossintéticos de
plantas de Sorghum bicolor [L.] Moech inoculadas com BPCPs e submetidas a estresse

hidrico.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Aspectos gerais

Microbioma pode ser entendido como a relagdo estabelecida entre o individuo que
hospeda o microrganismo e o ambiente a sua volta, excluindo quaisquer passividades de ambos
(GERBER, 2014), pois existe interferéncia (direta ou indireta) da acdo da microbiota na
resposta as patologias (MENDES; GARBEVA; RAAIJMAKERS, 2013; MEHMOOQD et al.,
2020), aumento da adaptabilidade das espécies animais ou vegetais aos estresses ambientais a
que se submetem (NAVEED et al., 2014; SHIRIVASTAVA; KUMAR, 2015; KONG et al.,
2019), dentre outras.

Assim como 0s seres humanos que sdo equiparados a superorganismos por possuirem
um complexo interativo com um segundo genoma, as plantas também podem ser equiparadas
a essa definicdo devido a irrestrita presenca de microrganismos participantes do metabolismo
(MENDES; GARBEVA; RAAIUMAKERS, 2013). A interacdo simbiética entre planta e
microrganismos edaficos vai desde o auxilio no crescimento e desenvolvimento do vegetal até
a producdo de fotoassimilados e fonte energética para o microbioma (VORHOLT, 2012;
MENDES; GARBEVA; RAAIJMAKERS, 2013; MUELLER; SANCHS, 2015). A maioria das
interagcBes entre solo e microrganismos ocorre a nivel de sistema radicular, em uma faixa
estreita denominada rizosfera. Essa regido é um hotspot de (micro) organismos, considerado o
ecossistema mais complexo da Terra (MOMMER et al., 2016).

Estudos multidisciplinares abordam a importancia da rizosfera para a sustentacdo dos
vegetais, pois 0s microrganismos participam de diversos processos biogeoquimicos, como a
aquisicdo de nutrientes (ORTIZ-CASTRO; VALENCIA-CANTERO; LOPEZ-BUCIO, 2013),
ciclagem de nutrientes (KAVAMURA et al., 2013), absorcio de 4gua (CURA et al., 2017) e
sinalizacdo da rizosfera (VAN DAM; BOUWHEESTER, 2016).

Nesse sentido, com o aumento populacional do planeta Terra e elevacdo da demanda
por alimentos, tem-se problematizado a cada dia como se pode ampliar as fronteiras agricolas
com um menor impacto e sem 0 uso excessivo de insumos. Acredita-se que a relagéo entre as
espécies vegetais e 0s microrganismos edaficos sdo a chave para compreender este processo,
principalmente com o ambiente em constante alteracdo devido as intervengfes antropicas.

O aquecimento global, a desertificacéo, a salinizagé@o de areas agricultaveis, a supressao

vegetal, entre outras, sdo acOes que modificam o ambiente e provocam 0 estresse dos
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organismos que ali habitam, sendo importante quantifica-los e qualifica-los para que assim
sejam tracadas estratégias de mitigacdo, recuperacdo ou compensagao.

2.2 Estresses ambientais e sua interacdo com microrganismos edéaficos

A ecologia tem por objetivo avaliar as relacfes existentes entre 0 meio ambiente e
aqueles que o habita, levando em consideracdo a distribuicdo e abundancia dos organismos,
sejam elas pautadas nas diversidades bioldgicas, genéticas e/ou funcionais (VERMA, 2018).
Essa sinergia pode ser testavel e individualizada a partir de andlises estatisticas, levando em
consideracdo a complexidade e interatividade de cada evento ecoldgico (MENEZES et al.,
2016).

Com base na conceituacdo supracitada, pode-se vislumbrar os fatores ambientais, quer
seja no tempo ou no espago, como desestabilizadores dos organismos e/ou dos processos
ecossistémicos, refletindo em um severo metamorfismo que provocara o estresse no ambiente
anteriormente equilibrado (FREEDMAN, 2015).

Assim, faz-se necessario uma viséo holistica do ecossistema. Tal como propdem Lin
(2014) e Bockheim e Gennadyiev (2010), que sugerem a observacdo da Terra como a grande
sinfonia das esferas apresentando em seu centro uma zona critica.

Esse local de intensa atividade de relagcdes e reacOes, pode ser definido como um
ambiente heterogéneo com complexas interacdes, que regulam e determinam a disponibilidade
dos recursos naturais sustentadores da vida (NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 2001).
Baseados nessa visao, a Pedosfera (Solo) passa a ser considerada o maestro e o centro dessa
zona (LIN, 2014).

Para uma melhor compreensdo é preciso estabelecer que o solo é considerado um
sistema trifasico, dindmico, composto por camada(s) de material mineral e/ou organico
geralmente dispostos livres, sendo afetados por processos fisicos, quimicos e bioldgicos, capaz
de dar suporte a organismos animais e vegetais (VAN ES, 2017). Sendo assim, a Pedosfera se
posiciona como uma regido de intersecéo entre as reacgdes, tornando-se uma importante fonte

de material biogeoquimico (Figura 1).
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Figura 1. Perspectivas do solo quanto participante da zona critica, seja na sua interagdo com as
diversas esferas (Perspectiva ampla), seja na sua reatividade interna, no préprio complexo do
solo (Perspectiva focal) (Adaptado de LIN, 2014)

No ambito biolégico, o solo carrega em si uma grande biblioteca gendmica,
armazenando aproximadamente 10 trilhdes de genes por grama de solo. Diante disso, uma
pergunta pode ser realizada: “Com tamanha riqueza e abundancia genética, ndo é possivel
afirmar que existem outras camadas dentro dessa zona critica (Pedosfera)? A resposta a tal
indagacdo € sim. Essa camada intermediaria ou limitrofe se encontra nos ambientes extremos
e/ou estressados, que podem ser caracterizados pelo seu desequilibrio e desordem. Segundo
Freedman (2015), os estresses podem ser observados a partir do ambito climético, quimico,
fisico e bioldgico.

Os estresses ambientais em atuacdo, por diversas vezes, estdo em intersecdo, originando
uma zona limitrofe do estresse (ZLE) (Figura 2). Esta é uma regido altamente complexa, pois
depende da adaptabilidade dos organismos aos agentes estressores, como temperatura, clima,
patdgenos, salinidade, supressdo vegetal, queimadas, entre outros. No entanto, para que haja o
minimo de sustentacao da vida nesses lugares, organismos atenuadores/mitigadores de estresse

agem, dando origem a essa zona limitrofe.
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Figura 2. Relacdo entre os tipos de estresses ambientais e 0s agentes estressores, gerando na
intersecdo desses ativos e passivos uma regido denominada de Zona Limitrofe do Estresse
(ZLE)

Os microrganismos e as plantas sdo 0os maiores representantes naturais utilizados na
atenuacdo ao estresse ambiental, sendo que o primeiro, devido sua riqueza genémica, pode ser
considerado o principal componente da ZLE.

O que se tem observado ao longo do tempo, € o aumento no nivel da degradacédo
ambiental, pois desde a revolugéo verde, iniciada na década de 1960, o desenvolvimento de
tecnologia no setor agricola elencou a produtividade (ORTIZ-CASTRO; VALENCIA-
CANTERO; LOPEZ-BUCIO, 2013). Entretanto, esse aumento estimulou 0 uso de insumos o
gue encareceu bastante a producao, além de trazer disturbios ao meio-ambiente (ZHANG et al.,
2012; CAPORAL, 2016).

A dinamicidade do microbioma tem sido desafiador a comunidade cientifica, pois a
diversidade de microrganismos no sistema radicular das plantas é correlacionada com a melhora
na aptidao potencial do vegetal, estabilizando-os quando submetidos a ambientes perturbados
(MENDES; GARBEVA; RAAINMAKERS, 2013; KONG et al., 2019; MEHMOOD et al.,
2020). A desestabilizacdo dessas areas pode ser proveniente de a¢des naturais ou antropicas.
Contudo, a desordem provocada por agentes estressores de origem natural torna-se um evento

corriqueiro no contexto ambiental e ecossistémico, diferentemente das intervengdes antropicas
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sobre o ambiente que provocam reflexos maiores e mais intensos em paisagens equilibradas
(FREEDMAN, 2015; XIE et al., 2020).

Temperatura, acdo de fitopatdgenos, contaminacBes por hidrocarbonetos de petrdleo,
metais pesados, aumento dos sais soltveis no solo e diminuicdo da agua disponivel no solo sdo
exemplos de estressores ambientais.

Os efeitos diretos da temperatura e precipitacdo provocam desordens na comunidade
edafica, principalmente na diversidade de microrganismos (WHITAKER et al., 2014). A faixa
de temperatura ideal para crescimento e desenvolvimento da comunidade microbiana encontra-
se entre 25 °C e 30 °C (Figura 3) (PIETIKAINEN; PETTERSSON; BAATH , 2005) e que uma
elevacdo de 2 °C, em uma faixa de 6 °C a 26 °C, provoca 0 aumento da atividade microbiana
edéafica entre 28 % a 15%, respectivamente (NOTTINGHAM et al., 2018).
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Figura 3. Relagdo de sensibilidade a temperatura para duas comunidades microbianas
hipotéticas (NOTTINGHAM et al., 2018).

De forma global, com o0 aumento da temperatura da Terra, o fendmeno de derretimento
das geleiras e dos permafrost sera corriqueiro, modificando a comunidade microbiana edéafica
pela intensidade de alagamento dos solos. Microrganismos anaerdbicos serdo beneficiados,
principalmente metanogénicos (producdo de CH4) (KNOBLAUCH et al., 2018). Tal processo,
contribuird ainda mais para as alteracdes climaticas globais (CAVICCHIOLI et al., 2019).
Voftiskova; Elberling; Priemé (2019) verificaram essa intensidade na mudanga dos

microrganismos do solo em zona de permafrost descontinua, com temperatura média de -3°C e
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concluiram que tanto fungos quanto procariotos sofreram reducdes devido as mudancas de
temperatura.

Sendo assim, o impacto da elevacdo ou reducdo da temperatura afeta diretamente a
comunidade microbiana e consequentemente a ciclagem de nutrientes, principalmente o
carbono do solo (KNOBLAUCH et al., 2018; NOTTINGHAM et al., 2018).

Além de alteracdes na temperatura, as mudancas climaticas globais tém influenciado e
impactado o regime de precipitacdo, ampliando cada vez mais areas susceptiveis a seca e a
salinidade, que em conjunto com as acdes antrOpicas pontuais aceleram processos de
degradacdo ambiental, como a desertificacdo e erosdo do solo. Tais fatores reduzem
consideravelmente o potencial produtivo de areas agricultaveis (UNCCD, 2009).

Aproximadamente 40% da superficie da Terra é afetada pela aridez, podendo até 2050
atingir cerca de 5 bilhdes de pessoas (UNCCD; FAO, 2020). De forma sucinta € necessario
recapitular que o status hidrico no ambiente pode ser descrito de duas formas: i) conteudo de
agua no solo; e ii) o potencial hidrico do solo, que esta atrelado a energia livre com que essa
agua se encontra no solo (YAN et al., 2015).

Quanto mais baixo o potencial de dgua do solo, maior serd a exigéncia por parte do
metabolismo microbiano repercutindo no processo de mineralizacdo da matéria organica
(PAUL et al., 2003; SLEUTEL et al., 2008; SORENSEN; GERMINO; FERIS, 2013). Esse
controle na decomposicao da matéria organica, provoca uma intensa pressao negativa sobre 0s
processos bioldgicos do solo, ocasionando a reducdo e/ou a inibicdo da atividade microbiana,
devido a baixa disponibilidade de substratos organicos (MGANGA et al., 2019). Além disso, a
restricdo hidrica eleva a concentracao de sais no solo, e consequente interferéncia na atividade
enzimatica, composicdo da comunidade e atividades gerais de bactérias e fungos, fatos
correlacionados com o acumulo intracelular de solutos organicos e eletrdlitos, vias para reducéo
do potencial intracelular e assim conseguir absorver &gua (TECOR; OR, 2017).

E importante salientar que embora haja baixa disponibilidade de 4gua em regides aridas
e semiaridas do planeta Terra, inimeras espécies vegetais conseguem resistir bravamente
devido a arquitetura da rizosfera pela intensa atividade simbiédtica associada com mecanismos
fisiologicos das plantas (KAVAMURA et al., 2013; ARAUJO et al., 2020). O rizodepdsito é
formado pela descamacgédo celular radicular, acuimulo de exsudatos hidrossolUveis e geéis
organicos (mucigel), que contribuem com a aderéncia do solo ao sistema radicular, construindo
um microcosmos essencial para a resposta adaptativa da comunidade microbiana e da planta ao
estresse hidrico (NAYLOR; COLEMAN-DERR, 2017; MGANGA et al., 2019). Entretanto,

mesmo 0 microcosmo possuindo tamanha influéncia na estrutura e atividade da comunidade



34

microbiana, ainda ocorre uma dependéncia com as medidas macroscopicas do estado energético
da &gua no solo (conteddo volumétrico, saturagdo dos poros ou capacidade de retencéo)
(GHEZZEHEI et al., 2019).

2.3 Mecanismos de adaptabilidade e resisténcia do microbioma edafico aos estresses
ambientais

Acredita-se que a comunidade microbiana sofre alteracbes com o0s regimes de
umedecimento e secagem do solo, onde durante o periodo chuvoso, 0s microrganismos antes
em estado de dorméncia se tornem ativos metabolicamente falando, permitindo que as unidades
se transportem através do fluxo da estacdo chuvosa pelo perfil do solo (BARNARD;
OSBORNE; FIRESTONE, 2014). Isto ¢, uma determinada comunidade quando submetida a
estresses recorrentes desenvolvem um tipo de memoria ambiental, fazendo com que as
respostas sejam evidentes a cada evento historico estressante (CANARI et al., 2019). No
entanto, geralmente em ambientes extremos, as plantas estdo mais susceptiveis aos efeitos
deletérios provocados pelos agentes estressores, demonstrando-os através de sintomas
ecomorfofisiologicos.

A avaliagdo da relacdo planta-microganismo-ambiente pode ser realizada a nivel
molecular, quando a producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO’s) torna-se elevada,
devido a intensidade do estresse ambiental ao qual a espécie vegetal foi exposta. Nesse interim,
uma cascata de moduladores hormonais é ativada e sinaliza a comunidade microbiana que se
encontra em simbiose com a planta, ativando diversos mecanismos de alivio do estresse (Tabela
1), ou seja, estabelecem uma relacdo simbidtica para manutencdo das suas atividades
metabolicas normais, em geral a partir &cidos organicos e fitohormonios (auxinas, citocinas e
giberilinas) (VACHERON et al., 2013; SUKUMAR et al., 2013).
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Tabela 1. Estudos de avaliacdo de mecanismos de promocao de crescimento de bactérias isoladas de planta estabelecidas em regido semiarida

Autores Localizacao Planta hospedeira  Regido de Prospeccdo = MPCP observados
EGAMBERDIYEVA, Semiarido — Gossypium L.; Raizes Atividade enzimatica (Oxidase, Catalase.
2005 Uzbesquistdo Triticum; Medicago Pectinase, Celulase e Urease); Producédo de AlA,
sativa,; Solanum Halotolerancia; Atividade antiflngica
lycopersicum
HYNES et al., 2008 Canada Lens esculenta; Raizes Producdo de AIA, sideroforos; Atividade da
Pisum sativum; Cicer ACC deminase; Antibiose a fitopatdgenos
arietinum
MINAXI etal., 2012  Semiarido — india  Vigna radiata Rizosfera Solubilizacdo de fosfatos; Atividade da ACC
deaminase; Atividade antifingica; Produgdo de
Amonia e AlA.
HUMAIRA et al., Semiarido — Zea Mays Rizosfera Producdo da Oxidase e Catalase; Producdo de
2013 Paquistéo sideroforos;  Atividade da  Bacteriocing;

solubilizacdo de fosfatos

MPCP — Mecanismos Promotores de Crescimento de Plantas

(Continua)
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Tabela 1: Estudos de avaliacdo de mecanismos de promogdo de crescimento de bactérias isoladas de planta estabelecidas em regido semiarida.

(Conclusoda)

Autores Localizacao Planta hospedeira Regido de Prospeccdo  MPCP observados
KAVAMURA et al., Semiarido— Brasil  Cereus jacamaru Rizosfera Producdo de Celulose, EPS; formacdo de
2013 biofilme; Producdo de HCN; Solubilizacdo de
fosfatos; Producdo de AIA; Atividade da ACC
deaminase
FERNANDES — Semiérido — Brasil ~ Tripogon spicatos Rizosfera Produgdo de AIA; Solubilizagcdo de fosfatos;
JUNIOR et al., 2015 Halotolerancia; Resisténcia intrieca a antibioticos
NIU et al., 2018 Semiarido- China Setaria italica L. Raizes Atividade da ACC deaminase
ANTUNES etal., 2019 Semiarido — Brasil  Cenchrus  ciliares; Raizes Producdo de AIA e Sideroforos; Solubilizacdo de
Sorghum  bicolor; fosfatos e fixacdo de nitrogénio
Cynodon spp
ARAUJO et al., 2020  Semiarido — Brasil  Mimosa bimucronata Rizosfera Producdo de EPS; formacdo de biofilme;
Atividade da nitrogenase; Solubilizacdo de
fosfatos; Producdo de AIA; Atividade da ACC
deaminase
MUKHTAR et al., Paquistédo Solanum Rizosfera Producdo de EPS, HCN, NHa, sideréforos;
2020 lycopersicum Solubilizacdo de fosfatos; Producdo de AlA;

Enzimas extracelulares (Protease, Amilase e
Catalase); Atividade da ACC deaminase

MPCP — Mecanismos Promotores de Crescimento de Plantas
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Em determinadas plantas, a associagdo com rizobactérias promotoras de crescimento
podem ampliar a absor¢édo de fosfatos, producdo de acido indolilacético (AlA), sideréforos e
fosfatases (RIBEIRO; CARDOSO, 2012; AMNA et al., 2019). O aumento na absorcdo de
fosfatos pode ser observado em microrganismos membros da familia Entrobacteriaceae, por
exemplo (KAVAMURA et al., 2013). Os anions fosfato, estdo diretamente ligados a producéo
de exopolissacarideos pelos microrganismos (Y1 et al., 2008), onde esses produtos tém a
capacidade de se ligar a ions, como o calcio, e assim disponibilizar o fosforo para a solucéo do
solo, diminuindo os efeitos deletérios de restricdo desse elemento para as plantas. Ha varios
relatos sobre solubilizacdo de fosfato exibida por uma variedade de espécies: Azotobacter sp.,
Pseudomonas sp., Bacillus sp., Burkholderia sp. (AHMAD; AHMAD ; KHAN, 2008;
OLIVEIRA et al., 2009).

Os exopolissacarideos (EPS) também trazem uma contribuicdo, principalmente em
condigdes estressantes, pois protegem o crescimento celular impedindo que os fatores
causadores dos disturbios possam agir e interferir na homeostase morfo-fisiologica das células,
auxiliando diretamente na sobrevivéncia aos fatores limitantes do ambiente (KAVAMURA et
al., 2013; SILAMBARASAN et al., 2018; AMNA et al., 2019).

Em condigdes de seca severa, as BPCPs contribuem com a producdo de uma substancia
denominada trealose, que € um composto molecular biologicamente ativo que auxilia na quebra
da tensdo osmética provocada pelo estresse hidrico (KHAN et al., 2016). As plantas submetidas
ao estresse hidrico podem recrutar as bactérias halofilicas presentes no solo, que irdo trabalhar
em duas estratégias com a finalidade de reduzir o potencial osmético, contribuindo a absorcéo
de agua. Uma delas é através de sistemas antiportes de Na*/H" ou bomba de Na* ativadas pela
respiracdo, e a segunda € a partir do acumulo intracelular de osmélitos compativeis, como
acidos organicos de baixo peso molecular, aminoacidos e carboidratos (OREN et al., 2008;
BEBLO-VRANESEVIC et al., 2017).

O funcionamento do recrutamento de BPCP’s pela planta que estdo sob atuag¢do do
estresse hidrico estdo sumarizados na Figura 4. Os microrganismos se utilizam de varios

mecanismos para estimular o alivio da seca.



38

Planta estressada

Quimiosinalizagdo

* Pequenas moléculas
sinalizadoras sdo emitidas
pelo sistema radicular da
planta  estressada para

estabelecer uma
comunicagao com a
comunidade microbiana
edafica.

Estabelecimento da Relagao
microrganismos — Planta

Adsorgdo ao sistema radicular;
Quorum sensing entre populagdes
microbianas;

Formac3o de biofilmes;

Ativacdo dos mecanismos de
promocdo de crescimento e alivio
de estresse.

Planta estressada com BPCP’s

Contribui¢des para a planta

Preservagdo de
membranas, proteinas e
moléculas;

Melhora da cinética da
fotossintese;

Clivagem de espécies
quimicas  danosas  as
fisiologia vegetal;

Crescimento e
desenvolvimento de
tecidos;

Acimulo de malato
prontamente  disponivel
no apoplasto.

Figura 4. Estabelecimento da relacdo simbiotica inter-reinos com a finalidade de mitigar os efeitos deletérios provocados pela seca
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2.4 Rizosfera: hotspot de alta complexidade para a triade solo-planta-microrganismos

A rizosfera circunda toda a raiz e é composta por trés zonas: o solo, o rizoplano e a
propria raiz (TAHAT et al., 2020). A area compreendida por essa regido de intensa atividade
microbioldgica vai de 2mm a 10 mm do rizoplano, porém na existéncia de relagdo simbidtica
entre planta e fungos micorrizicos essa area se amplia para além da zona de deplecdo da
superficie do sistema radicular da planta (PUSCHEL et al., 2020).

De todo o aporte de carbono produzido pelas plantas, uma fracdo entre 10 a 40% é
depositado no solo do sistema radicular (BAIS et al., 2006), formando um local especifico e
estimulante para a atividade microbiana que se encontra proximo as raizes das plantas. Em
ambiente com algum tipo de restricdo, seja agua, excesso de sais soluveis, fitopatdgenos, a
planta estabelecida nesse solo tende a modular genes capazes de produzir uma gama de
moléculas orgéanicas capazes de sinalizar a comunidade microbiana do solo a necessidade de
auxilio para romper as barreiras impostas pelo ambiente.

A sinalizacdo na rizosfera pode ser dividida em quatro categorias: entre plantas, entre
microrganismos, plantas e microrganismos, e de microrganismos para plantas (VAN DAM;
BOUWMEESTER, 2016, VENTURI; KEEL, 2016). Como exemplo da comunicacdo
intraespécies de microrganismos tem-se 0 quorum sensing (QS) e o quorum quenching (QQ).
O QS sincroniza os comportamentos da populacdo bacteriana, ndo limitando a producéo de
compostos derivados do seu metabolismo, apenas otimiza o crescimento e resisténcia em
diferentes ambientes. J& 0 QQ é conhecido por controlar 0 QS através da atividade de
degradacdo dos sinais enzimaticos (HAO TAN et al., 2015).

A comunicacdo existente entre plantas e microrganismos existe por meio de exsudatos
radiculares, em geral formado por metabdlitos primarios e secundarios (acgUcares, acidos
orgénicos, hormonios entre outros) (VAN DAM; BOUWMEESTER, 2016). Além dos
fitohorménios produzidos, que atuam também na sinalizagdo, outras moléculas sdo importantes,
como por exemplo, o etileno que em condicdes estressantes, a sua via é fortemente ativada.
Sendo assim, bactérias que produzem a ACC desaminase, também conhecidas como bactérias
AcdS", sdo capazes de reduzir os perfis volateis induzidos pelo estresse, protegendo a planta
danos provocados pelo estresse oxidativo (MATSUOKA et al., 2016; MOMMER et al., 2016).

Os microrganismos se comunicam com as plantas através das auxinas, que Sao
amplamente produzidos por bactérias e contribuem com o desenvolvimento radicular e
promovem o crescimento (SPAEPEN; VANDERLEYDEN; REMANS, 2007; ORTIZ-
CASTRO; VALENCIA-CANTERO; LOPEZ-BUCIO, 2013). O estimulo enviado pelas plantas
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para a biossintese das auxinas, como o acido indol-3-acetico (AlA) através de exsudatos, como
o triptofano e flavonoides (ORTIZ-CASTRO; VALENCIA-CANTERO; LOPEZ-BUCIO,
2013).

Até o momento, os estudos desenvolvidos envolvendo metabolémica, nos diferentes
sistemas de interacdo também denominados de zonas criticas, entre microrganismos e plantas
ampliam os horizontes de que muitas espécies utilizem rotas de comunicacao (sinalizacdo)
como estratégia de interagir e assim, possibilitar ao vegetal uma melhor adaptabilidade a
ambientes expostos a agentes que provoquem distdrbios morfo-fisiologicos (agentes

estressantes) ou com restricdo de nutrientes.

2.5 Relacgdo solo-planta e a resposta ecofisioldgica aos estresses abioticos

Ao se imaginar um ambiente semidrido, correlacionamos logo com pouca
disponibilidade de 4gua e quase nenhuma vida. Entretanto, essa construcdo virtual € um pouco
controversa, pois o solo dessas regiGes comporta uma infinidade de microrganismos resistentes
a restri¢do hidrica, a salinidade e a temperatura (KAVAMURA et al., 2013; ALHAITHLOUL
etal., 2019; ARAUJO et al., 2020). Esses habitantes contribuem com a vegetagdo, concedendo-
Ihes mecanismos alternativos de tolerancia aos estresses abidticos, formando um genoma

acessorio e eficaz.

O estresse ambiental é caracterizado por ser um evento de longo periodo de tempo, que
traz mudancas a nivel do solo (restricdo hidrica e acimulo de sais sollveis) como nas plantas
devido as alteracdes em processos fisioldgicos e na estrutura morfologica (LOMBARDINI;
ROSSI, 2019). Algumas alteragdes bioquimicas podem ser destacadas: afetar o status hidrico
da planta (MELO et al., 2020), reducdo na taxa fotossintética, acimulo de osmolitos
compativeis (PAULINO et al., 2020), sintese do &cido abscisico (ABA) e do etileno
(FRACETTO et al., 2017).

Ao serem expostos a ambientes com condigdes restritivas ou estressantes, 0s organismos
de forma geral buscam a sua adaptacao. Plantas e microrganismos possuem uma relagéo nesse
panorama, que é a sintese de algumas moléculas, como € o caso da ACC. Com a intensidade do
estresse, hormdnios como o etileno tem sua producdo aumentada e espécies reativas iniciam
seu processo de formacdo. Tais mudangas provocam a inibicdo do crescimento vegetal,
deformacéo de estruturas das organelas, degradacdo das membranas, peroxidagdo de lipideos,
entre outros (SHIMOKAUA et al., 1978; PAULINO et al., 2020).



41

O aparato fotossintético é formado por organelas e caso haja a deterioracdo das
membranas delas as enzimas do ciclo ascorbato - glutaniona (AsA-GSH) que participam na
desintoxica¢ao celular das ERO’s, acabam tendo sua atividade reduzida (IQBAL et al., 2017,
FATMA et al., 2021). Diante disso a atividade da enzima ACC desaminase, se torna de
fundamental importancia, pois ela age clivando o etileno em a-cetobutirato e amonia e aumenta
os niveis de glutaniona, protegendo assim as células vegetais do efeito agressivo do estresse
oxidativo, provocado pelos estresses abioticos (MUKHTAR et al., 2020).

A privagdo hidrica, temperatura elevada, excesso de sais solUveis no solo, intereferem
em outros parametros da fisiologia vegetal, além do aparato fotossintético (SHELDON et al.,
2017). O teor relativo de agua nas folhas, a condutancia estomatica, eficiéncia do uso da agua,
eficiéncia carboxilativa da Rubisco sdo diretamente afetados pelos estresses ambientais
(MONTEIRO et al., 2018; LINS et al., 2018; PAULINO et al., 2020).

2.6 Construcdo de cendrios futuros para a observacéo da interface critica do microcosmo
edéfico

Apesar de serem conceitos com caracterizacdes diferentes, a satide do solo e a qualidade
do sistema edafico caminham interligados. A saude do solo pode ser compreendida como uma
caracteristica intrinseca (TAHAT et al., 2020), onde a dinamicidade do solo ira predizer a sua
vitalidade dentro do ecossistema e dos limites de uso da terra para uma producédo sustentavel,
preservando e melhorando a qualidade de vida animal e vegetal (DORAN, 2002). Ja a qualidade
do solo €é caracterizada como extrinseca pois € a capacidade de funcionamento de um tipo
especifico de solo, dentro dos limites delimitados pelo homem (KARLEN et al., 1997; TAHAT
et al., 2020).

Entretanto, projecGes indicam que o mundo alcance a marca de 10,9 bilhdes de pessoas
até 2100 (ONU, 2015). Tal aumento populacional ira exercer uma pressdo negativa sobre o
meio ambiente, exigindo cada vez mais o aumento de fronteiras agricolas, produtos
manufaturados, emissdo de gases, se ndo for tomado ciéncia da necessidade de mudanca de

praticas do cotidiano desde o atual momento.

Acredita-se que aproximadamente 107,7 Pg de solo é perdido apenas pelo processo de
erosao no planeta todos os anos (BORRELLI et al., 2017). A salinidade aumenta seu potencial

de dano ao solo de regides agricolas em cerca de 40% ao ano (QADIR et al., 2014). O dltimo
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relatério da ONU (2015) sobre as condi¢des dos solos no mundo apontou para 0 agravamento
do problema da degradagéo desse recurso, onde foi evidenciado que a maioria dos recursos do

solo encontram-se em condicGes razoaveis, ruins ou péssimas.

Dessa forma, estudos cientificos que contribuam para a melhoria e manutencao de um
ambiente edafico equilibrado, para que consiga sustentar a vida de forma mais eficaz é
extremamente importante. A observacao de forma holistica para a mitigacdo de estresse € uma
alternativa, pois as diversas esferas que compde o planeta Terra tém influéncia direta uma sobre

as outras.

Assim avaliar a multibmica no cosmos radicular é de fundamental interesse para
planejamentos de cenarios futuros em estudos que envolvam a rizosfera, isto é, para se obter
uma conclusdo mais detalhada sobre o comportamento da microbiota no solo rizosférico deve
envolver metodologias que se pautam no uso de tecnologias 6émicas de alto rendimento
(BAKKER et al., 2020). DNA, RNA, proteinas e metabdlitos do microbioma edéfico
influenciam o crescimento e tolerancia das plantas a estresses bidticos e abidticos
(RAMAKRISHNA; YADAV; LI, 2019).

Como as plantas ndo podem acessar regides diferentes por serem sésseis, a microbiota
é que é responsavel por realizar essa mobilizacdo pelas circunvizinhangas proximas. Vale
salientar que a observacdo das linhagens de microrganismos de diversas plantas, sejam de
diferentes gendtipos ou espécies, é extremamente importante para aumentar o nivel de certeza
e grau de similaridade em softwares que comparam o genoma dessas cepas prospectadas, seja

no solo rizosférico, seja no solo adjacente as raizes.

O estresse oxidativo € um estresse secundario e corriqueiro em ambientes aridos e
semiaridos. Dessa forma, a insercdo de genes que codifiguem a producdo de enzimas que
diminuam o efeito tdxico nas plantas é uma solucdo prudente e viavel. Por exemplo, a enzima
ACC deaminase regulada pelo gene Acds bacteriano, teve suas observacdes contempladas de
forma mais enfatica apds o desenvolvimento de plantas com o gene ACCD (GUNJAN;
SHARMISTA, 2018).

Plantas estabelecidas em ambientes extremos possui uma resisténcia natural aos
eventos danosos que possam intervir na sua fixagdo nas areas, assim séo as plantas que compde
a paisagem do semiarido, principalmente as do bioma da Caatinga. Correspondente a 11% do
territorio brasileiro (QUEIROZ et al., 2017), a Caatinga € reconhecida pelo seu potencial

resiliente e resistente as interpéries ambientais. Em media o indice pluviométrico da regido
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chega a proximo de 600 mm e com uma evapotranspiracdo média de 2.100 mm, provocando
um déficit no balancgo hidrico (JACOMINE et al., 1973).

A familia Fabaceae ¢ uma das mais abundantes da Caatinga, correspondendo a
aproximadamente 300 espécies endémicas (SILVA et al., 2019). Espécies como a Jatropha
curcas e a Ceasalpinia pyramidalis sdo amplamente estudadas com a finalidade de produtos
industrias (CAVALCANTI et al., 2017; SILVA et al., 2015). No entanto diversas outras
espécies que compde esse rico ecossistema tém sido negligenciadas, como é o caso da Sida

galheirensis, Aspidosperma pyrifolium e da Cnidoscolus quercifolius.

A tolerdncia a seca é um processo bioldgico apresentado em 0,2% das plantas
vasculares (BONATELLI et al., 2021), e varias delas podemos encontrar no bioma da Caatinga,
como € 0 caso das espécies endémicas supracitadas. Isso mostra o potencial biotecnoldgico
existente nesse bioma e o quanto € importante o detalhamento genémico da microbiota das
espécies nele estabelecidas. De posse desse mapeamento, podemos entender como funciona o
nosso ecossistema edafico e assim tracar rotas e metas visando a saude do solo, bem-estar

humano e melhoria da producéo agricola.

Dessa forma, podemos compreender que o uso da biotecnologia € extremamente
relevante e fara com que cada vez mais se produzam tecnologias e ferramentas mais precisas e

especificas com base no genoma de cada individuo, seja animal ou vegetal.
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CAPITULO 2

PROSPECCAO DE RIZOBACTERIAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO
DE PLANTAS EM SOLO RIZOSFERICO DO SEMIARIDO BRASILEIRO E
INOCULACAO EM Sorghum bicolor [L.] MOECH EM CONDICOES DE
ESTRESSE HIDRICO
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Prospeccdo de bactérias promotoras de crescimento de plantas em solo rizosférico do
semidrido brasileiro e inocula¢do em Sorghum bicolor [L.] Moech em condicdes de estresse
hidrico

RESUMO

Os ambientes acometidos por estresses bidticos e abioticos sdo considerados uma fonte
promissora para a prospec¢do de microrganismos tolerantes, principalmente quando capturados
no sistema radicular de plantas. A rizosfera e considerada um hotspot de vida microbiana e o
microcosmos criado nessa regido armazena 0s mais diversos tipos de mecanismos diretos e
indiretos de mitigagdo a estresses ambientais. Com objetivo de avaliar o potencial de
microrganismos presentes em regido com balanco hidrico do solo negativo foi coletado o solo
rizosférico de cinco espécies (Cnidoscolus quercifolius (Faveleira); Poincianella pyramidalis
[Tul.] L. P. Queiroz (Catingueira); Aspidosperma pyrifolium (Pereiro); Sida galheirensis
(Malva Branca); Jatropha curcas (Pinhdo Manso)) estabelecidas no Nucleo de Desertificacdo
no semiarido de Pernambuco. Bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCPs) foram
isoladas e foram determinadas suas capacidades de apresentar mecanismos diretos e indiretos
de promocao de crescimento e protecédo a estresses ambientais (formacéo de biofilme; producgéo
de exopolissacarideos (EPS); solubilizacdo de fosfatos; biossintese de &cido indolacético
(AlA); crescimento em meio enriquecido com ACC como Unica fonte de nitrogénio; fixacéo
bioldgica de nitrogénio (FBN); halofilia e halotolerancia; producédo de N-Amoniacal e producao
de enzima extracelular (Catalase)). Foram obtidas 60 bactérias isoladas em meio de cultura com
restricdo na atividade de agua (Aw= 0,957). As bactérias isoladas apresentaram uma resposta
expressiva aos mecanismos avaliados, em que 81% apresentou producao de exopolissacarideos,
78 % formacdo de biofilme, 92 % sintese de AlA, 65 % producdo de ACC deaminase, 63 %
FBN, 50 % halotolerancia, 77 % producdo de N-amoniacal, 60 % producdo da enzima catalase
e 44 % solubilizacdo de fosfato de calcio. Foram selecionadas as 20 BPCPs que apresentaram
0 maior nimero de mecanismos e seu potencial de crescimento foi avaliado em plantas de sorgo
forrageiro (IPA- SF — 15) submetidas a umidades do solo referentes a 80% (0,202 g g%), 50 %
(0,126 g g1) e 30% (0,076 g g*) da capacidade de pote (CP). A inoculagdo com BPCPs
contribuiu para a reducdo dos efeitos danosos da restri¢cdo hidrica. As umidades apresentaram
efeito signicativo (p<0.05), e na comparagao entre os controles sem inoculagdo e os tratamentos
com a umidade fixada em 30% da CP inoculados com as BPCPs, foi observado que a altura de
planta apresentou um acréscimo de 11 %, a massa fresca da parte aérea teve um ganho de 237
% e a biomassa seca apresentou aumento de 12 %. J& a espessura do caule das plantas
apresentou interacdo significativa (p<0.01) sendo que o didmetro de caule das plantas
inoculadas teve aumento de 75 %, em comparagdo com o controle sem inoculacdo. As bactérias
1.4 e 7.2 apresentaram contribuigcdes positivas para os parametros de biometria de plantas,
evidenciando a importancia da prospec¢do de BPCPs em ambientes extremos ou perturbados,
que tenham o potencial de mitigar estresses abidticos.

Palavras-chave: Bioprospecgéo. Promogéo de Crescimento. Microrganismos. Rizosfera. Seca.
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Prospecting for growth-promoting bacteria of plant in rhizosphere soil at Brazilian
semiarid region and inoculation in Sorghum bicolor [L.] Moech under water stress
conditions

ABSTRACT

The environments affected by biotic and abiotic stresses are considered a promising
source for prospecting tolerant microorganisms, especially when captured in the root system of
plants. The rhizosphere is considered a hotspot for microbial life and the microcosm created in
this region of the plant stores the most diverse types of direct and indirect mechanisms to
mitigate environmental stresses. In order to evaluate the potential of microorganisms present in
a region with negative soil water balance, rhizospheric soil from five species (Cnidoscolus
quercifolius (Faveleira); Poincianella pyramidalis [Tul.] L. P. Queiroz (Catingueira);
Aspidosperma pyrifolium (Pereiro); Sida galheirensis (Malva Branca); Jatropha curcas (Pinhéo
Manso)) in Desertification Nucleus in the semiarid region of Pernambuco was collected. Plant
growth-promoting bacteria (PGPB) were isolated and the direct and indirect mechanisms of
growth promotion and protection from environmental stresses, such as: Biofilm formation;
Production of exopolysaccharides ; Phosphate solubilization; Biosynthesis of indolacetic acid
(IAA); Growth in medium enriched with ACC as the only nitrogen source; Asybiotic nitrogen
fixation (NBF); Halophilia and Halotolerance; Production of N-Ammoniacal and Production of
extracellular enzyme (Catalase). From a total of 60 bacteria isolated in culture medium with
restriction in water activity (Aw = 0.957). The isolated bacteria showed an excellent response
to the mechanisms evaluated (81% showed exopolysaccharide production, 78% biofilm
formation, 92% IAA synthesis, 65% ACC deaminase production, 63% asymptomatic nitrogen
fixation, 50% halotolerance, 77% production of N-ammoniacal, 60% production of the enzyme
catalase and 44% solubilization of calcium phosphate). The 20 PGPBs that presented the largest
number of mechanisms were selected and their growth potential was evaluated in Sorghum
Forage plants (IPA-SF - 15) subjected to soil humidity of 80% (0.202 g g-1), 50% (0.126 g g-
1) and 30% (0.076 g g-1) of the pot capacity (PC). Inoculation with BPCPs contributed to
reducing the harmful effects of water restriction. The moisture content showed a significant
effect (p <0.05), and in the comparison between the controls without inoculation and the
treatments with the humidity fixed at 30% of the PC inoculated with the BPCPs, it was observed
that the plant height showed an increase of 11%, the fresh weight of the aerial part had a gain
of 237.35% and the dry biomass presented an increase of 12.66%. The stem thickness of the
plants, on the other hand, showed a significant interaction (p <0.01) between the factors, of the
stem diameter had an increase of 75.18%, in comparison with the control without inoculation.
Bacteria 1.4 and 7.2 showed positive contributions to the parameters of plant bimetry, showing
the importance of prospecting for PGPBs in extreme or disturbed environments with the aim of
mitigating abiotic stresses.

Keywords: Biological Screening; Growth promoting; Microorganisms; Rhizosphere; Drought.
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3.1 INTRODUCAO

Na pedosfera existe uma importante regido dindmica onde ocorrem inimeras reagdes
para a manutencdo e equilibrio do ecossistema. Esse lugar, chamado de rizosfera pode ser
conceituado como a interface entre as raizes das plantas e o solo, onde as interac6es entre uma
miriade de organismos edéaficos interferem na ciclagem de nutrientes, afetando assim, o
crescimento e desenvolvimento das plantas e a relagdo dos vegetais com estresses bioticos e
abidticos (SPOLAOR et al., 2016, ARAUJO et al., 2020).

Formas de mitigar os efeitos deletérios provocados pelos agentes estressantes sdo de
extrema valia para a agricultura, principalmente quando se leva em consideracdo o
desenvolvimento sustentavel. Nas Gltimas décadas, cientistas estdo buscando alternativas que
melhorem a producdo no campo e que reduzam danos ao meio ambiente. Para tanto, tem se
avaliado o uso de rizobactérias promotoras de crescimento de plantas. Elas podem estar
inseridas em um grupo de microrganismos que carregam em seu genoma o poder de contribuir
com o crescimento e desenvolvimento das plantas por meio de mecanismos diretos e/ou
indiretos. Para Hungria et al. (2010) essas bactérias, geralmente, estdo associadas as superficies

radiculares, na rizosfera e filosfera, além de coexistir entre os tecidos internos dos vegetais.

Ao sentir as primeiras modificacbes no ambiente, as plantas disparam uma descarga de
moléculas sinalizadoras no solo, que por quimioatracdo provoca a migracdo de bactérias do
rizoplano ou do solo adjacente e a adsorcdo delas na rizosfera (ANSARI et al., 2017). Com o
sistema de quorum sensing (QS), essas rizobactérias regulam a populacdo microbiana da
rizosfera, para que assim haja o inicio da ativacdo dos mecanismos que irdo contribuir com a
promocdo de crescimento e alivio de estresse da planta (SHARMA; SAHGAL; JOHRI, 2003;
KURAMAE et al., 2020).

Com a intensidade do estresse abiotico, o vegetal sofre um estresse interno, denominado
de estresse oxidativo. Espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo formadas e contribuem com o
desequilibrio iénico da solucéo, além da destruicdo de membranas e desnaturagdo de proteinas
(NGUMBI; KLOEPPER, 2016).

As EROs sdo formas moleculares reduzidas do oxigénio, extremamente reativas,
destacando-se o peroxido de hidrogénio (H202), que se acumula na célula vegetal, como
subproduto normal do metabolismo aerdbico e de processos fotoxidativos. O desbalanco dessas

espécies reativas tem, como consequéncia, alteracdes no metabolismo vegetal, devido a
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restricdo dos processos fotossintéticos (HASANUZZAMAN et al., 2018). Um dos agentes do
complexo antioxidativo no combate as EROs é a enzima catalase (CAT), que tem a capacidade

de degradar o peroxido de hidrogénio de maneira viavel.

Além disso, a sintese de acido indolacético (AlA) e 1-aminociclopropano 1-carboxilato
(ACC) estdo correlacionadas ao alivio de estresse, por auxiliar na clivagem do etileno, que €
um composto que contribui com a inibicdo do desenvolvimento vegetal (AHMED; KIBRET,
2014; ARAUJO et al., 2020). A enzima ACC deaminase, atua na clivagem do etileno em
subprodutos menos tdxicos como ¢é o caso do a-cetobutirato e ambnia (BARNAWAL et al.,
2016).

A amoénia produzida por bactérias pode ser utilizada pelas plantas como fonte de
nitrogénio para o seu crescimento, como constatado por Sood; Chanda; Singh. (2002), que
observaram o aumento significativo da atividade da enzima glutamina sintetase que juntamente
com a enzima glutamato sintetase participam da via primaria de assimilacdo de NH4" por

plantas além de suprimir a acdo de fitopatogénicos (SINGH et al., 2019).

Diversas plantas, principalmente as leguminosas, possuem a propriedade de realizar a
simbiose com microrganismos do solo, mais precisamente bactérias que auxiliam na fixacao do
nitrogénio. Essa ligagdo ocorre através de determinantes moleculares das plantas que sinalizam

a preferéncia por algumas cepas colonizadoras (FISCHER et al., 2011).

Uma planta pertencente a familia das leguminosas é a Catingueira (Caesalpinia
pyramidalis) que é endémica do bioma Caatinga e possui alto valor biotecnologico para a
industria, principalmente pela producéo de enzimas como a celulase e a L-asparaginase (SILVA
etal., 2015).

E importante salientar que foram isolados de rizobactérias da Catingueira, substancias
antioxidantes e antimicrobianas, estudadas principalmente pela industria farmacéutica.
Entretanto, com estudos incipientes na prospeccéo de bactérias promotoras de crescimento de
plantas (BPCP’s).

Outras espécies que sdo facilmente encontradas no Semiarido sdo a Cnidoscolus
quercifolius (Faveleira), a Aspidosperma pyrifolium (Pereiro), a Sida galheirensis (Malva
Branca), a Jatropha curcas (Pinhdo Manso). Todas elas com um potencial consolidado para a
industria farmacéutica, principalmente por possuir moléculas importantes para o tratamento que
vai desde o cancer ate ulceragdes cultaneas (SILVA et al., 2015; OLIVEIRA JUNIOR et al.,
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2018). Além disso, possuem alto poder antimicrobiano (ALMEIDA et al., 2012). Todavia, da
mesma forma do que acontece com a Catingueira, 0s estudos com essas espécies Sdo
negligenciados. Pouco se é conhecido, a nivel da rizosfera dessas plantas, quando se trata de
microrganismos promotores de crescimento e mitigadores de estresse biotico e abidtico em

plantas.

Dessa forma, é importante que sejam avaliados o potencial das bactérias encontradas na
rizosfera de plantas endémicas da Caatinga com vistas ao alivio de estresse ambiental. Assim,
0 objetivo desse trabalho foi realizar a prospeccéo de BPCPs de espécies endémicas da Caatinga
e selecionar os isolados que promovam o crescimento do sorgo forrageiro (Sorghum bicolor

[L.] Moech) submetido a estresse hidrico.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Caracterizacdo da area de coleta do solo rizosférico de plantas estabelecidas no

Semiarido

O solo foi coletado na Mesorregido do Sertdo do estado de Pernambuco, na cidade de
Belém de Sao Francisco (8°45°57°°S e 38°57°45°°W), proximo ao Assentamento de Manga de
Baixo, em duas areas contiguas em abril de 2019 (Figura 1). Os solos foram classificados em
Planossolo héplico (PH-1) e Planossolo Natrico (PN-2) de acordo com classificacdo da
Embrapa (2018) (Tabela 1) e descritos em Camara et al. (2021).
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Figura 1. Mapa de localizagdo do municipio de Belém de S&o Francisco — PE. Os pontos
vermelhos apontam para os locais onde as plantas estavam estabelecidas

Tabela 1. Coordenadas geograficas e altitude dos pontos de coleta do solo rizosférico

NOMECLATURA CLASSIFICACAO LOCALIZACAO ALTITUDE

- PLANOSSOLO 8° 42’ 08°’S 331m
HAPLICO 38°51° 307 W
PLANOSSOLO 8° 44’ 20’°S 325 m
PN2 NATRICO

38°51° 19”°W

Segundo a classificacdo de Kdppen, o clima da regido ¢ do tipo BShw’, semiarido quente
com temperatura media anual de 26 °C, precipitagdes pluviais da ordem de 400 a 600 mm e
evapotranspiracao de referéncia com média anual de 2.100 mm (JACOMINE et al., 1973). O
periodo chuvoso tem inicio no més de janeiro e término no més de Abril (APAC, 2021), com
precipitacdo acumulada para 2019, ano em que foi realizada a coleta do solo de 325,7 mm
(Tabela 2). A area é coberta por vegetacdo caducifdlia espinhosa de porte baixo e pouco densa.
A flora é ainda pouco conhecida (GIULIETTI et al., 2003). A partir da maior repeticdo na
paisagem, foram selecionadas 5 espécies: Cnidoscolus quercifolius (Faveleira); Poincianella
pyramidalis [Tul.] L. P. Queiroz (Catingueira); Aspidosperma pyrifolium (Pereiro); Sida
galheirensis (Malva Branca); Jatropha curcas (Pinhdo Manso).
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Tabela 2. Pluviometria média mensal e acumulada para o periodo correspondente aos meses
de janeiro a dezembro de 2019 para o municipio de Belém de S&o Francisco - PE, dados da
estacio IBO - CHESF (APAC, 2021)

Meses . Acumulado
(2019) Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez (mm)
PP*

(mm) 89,8 151,1 16,1 6,7 94 427 22 07 12 36 18 325,7

*PP — Precipitagdo pluviométrica mensal



Faveleira Pinhio

Malva Branca
(Cnidoscolus quercifolius) (Jatropha curcas) (Sida cordifolia)
Pereiro Catingueira
(Aspidosperma (Caesalpinia pyramidalis)
pyrifolium)

Figura 2. Espécies da caatinga selecionadas para a prospeccao de rizobactérias promotoras de crescimento
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3.2.2 Caracterizacao Quimica e Fisica do solo rizosférico

Na caracterizacao fisica (Tabela 3) determinaram-se a granulometria e a argila dispersa
em &gua na terra fina seca ao ar (TFSA) a partir do método do densimetro; densidade do solo
(método da torrdo parafinado) (EMBRAPA, 2018). A caracterizacdo quimica (Tabela 4)
realizou-se, na TFSA, o pH na relacdo solo : dgua na proporcdo 1: 2.5; os cations trocaveis
(Ca?*, Mg?*, Na* e K*), os cations divalentes foram extraidos em KCI 1 mol L e os cétions
monovalentes foram extraidos na presenca de uma solucdo duplo acida (Melich — 1)
(EMBRAPA, 2018). A soma de bases (SB) e a percentagem de Sodio trocavel (PST) foram

calculados a partir dos valores obtidos no complexo sortivo.

Tabela 3. Caracterizacdo fisica do solo rizosférico, coletado a uma profundidade de 0-20 cm,
por espécie da Caatinga do Nucleo de Desertificacdo de Cabrob6 — PE

Composi¢do granulométrica da TFSA (g Kg-1)

- Ds - > ADA GF GD
Espécies AT Silte Argila
(Kgdm-3) (2-0.05mm) (0.05-0.002mm)  (<0.002mm) (g Kg-Y) (%)
Cnidoscolus quercifolius 611.56 302.63 85.82 57 34 66
Caesalpinia pyramidalis 727.37 207.89 64.74 43 33 67
Aspidosperma pyrifolium  1.77+0.05 719.12 224.25 56.63 43 23 77
Sida galheirensis 826.01 114.69 59.30 50 16 84
Jatropha curcas 678.22 257.84 63.95 43 32 68

TFSA — Terra fina seca ao ar; Ds — Densidade do Solo (com desvio padrao); AT — Areia total; ADA — Argila
dispersa em Agua; GF — Grau de Floculacdo; Grau de Dispersdo

Tabela 4. Caracterizacdo quimica do solo coletado a profundidade de 0 — 20 cm na rizosfera
de plantas da Caatinga do Ndcleo de Desertificacdo de Cabrobd - PE

Espécies pH agua Ca Mg Na K SB H+Al CTC PST

(1:2,5) cmolc Kg-* (%)

Cnidoscolus quercifolius 7.25 3.32 0.50 008 011 4.01 0.93 4.94 1.54
Caesalpinia pyramidalis 7.29 2.80 0.40 0.11 0.08 3.39 1.03 4.42 242
Aspidosperma pyrifolium 6.85 2.73 0.36 0.07 011 327 2.10 5.37 1.29
Sida galheirensis 7.46 3.01 0.44 0.10 0.10 3.64 1.50 5.14 1.85
Jatropha curcas 8.17 4.59 0.68 009 015 551 0.97 6.48 1.44

SB — Soma de bases (SB = Ca + Mg + Na + K); CTC — Capacidade de troca catidnica (CTC = SB + (Al + H)); PST — Porcentual
de sodio trocavel (PST = (100*Na+)/CTC)
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3.2.3 Isolamento e purificagdo dos microrganismos promotores de crescimento

Foram selecionadas aleatoriamente 3 individuos de cada espécie e coletado o solo
rizosférico, tamizado em malha 4 mm e armazenado em freezer horizontal a -10 °C até a
realizacdo das analises. A partir desse material, 1 grama da terra fina foi colocada em 9 mL de
solucdo salina (NaCl a 0,85%) em condicGes estéreis.

Da solugdo em suspenséo foi realizada a diluicdo seriada decimal em concentragio 10!
a 103, com 3 repeticdes e inoculada em meio de cultura King B (KING; WARD; RANEY,
1954) (ANEXO 1) adicionado Sorbitol (285 g L), fazendo com que a atividade de dgua (Aw)

fosse equivalente a 0,957. As placas foram incubadas em estufa BOD por 72 horas a 28 °C.

Apo6s o crescimento das colbnias foram realizadas quantificacdo das unidades
formadoras de col6nia (UFCs), a caracterizacdo morfoldgica das coldnias, e posterior
isolamento e purificacdo das coldnias. Apos o processo de purificacdo foi preparado o estoque

celular em 1 mL de meio King B com 1 mL de glicerina e armazenado em freezer a -20 °C.

3.2.2.1 Anélise morfofisiologica das coldnias

Para a caracterizacdo morfofisioldgica foram analisados: velocidade de crescimento
[rapido — crescimento até 3 dias, intermediario — crescimento até 6 dias ou lento — crescimento
acima de 6 dias]; forma da col6nia [circular ou irregular]; transparéncia da coldnia [opaca,
transltcida ou transparente]; cor da col6nia [branca, amarela ou creme]; presenca de muco
[presente ou ausente]; quantidade de muco [muito, intermediario ou pouco]; tipo de muco
[viscoso, floculoso ou seco] e elevacdo [muito elevada, levemente elevada ou sem elevagao]
(HUNGRIA; ARAUJO, 1994).

De acordo com os dados observados um dendograma de similaridade (70 %) foi
construido, partindo de uma matriz binaria de todos os isolados. O agrupamento foi gerado no
software PAST 4.02 e partiu do método UPGMA baseando-se no indice de presenca e auséncia

de Jacard.
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3.2.4 Teste da Coloragdo Gram

Inicialmente se aplicou a Violeta de Genciana ou Violeta Cristal (1 minuto), e posterior
lavagem com &gua destilada estéril (ADE). Apos a lavagem pipetou-se o lugol (1 minuto), com
nova passagem de ADE. Alcool-cetona foi a outra solucéo aplicada sobre o material laminado
por 15 segundos e lavou-se em agua corrente. Por ultimo, a 1dmina foi coberta com fucsina de
gram por 30 segundos (GRAM, 1884; BOTTONE et al., 1988). Seguiu-se de nova lavagem e
leitura em microscopio (Figura 3).



Figura 3. Teste de coloracdo Gram em bactérias promotoras de crescimento isoladas da rizosfera de espécies endémicas da Caatinga
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3.2.5 Caracterizagdo dos mecanismos de promogao de crescimento das bactérias

3.2.5.1 Producao de Exopolissacarideos (EPS)

A produgdo de EPS é caracterizada visualmente a partir da formacéo de halos ao redor
da cultura, sendo determinada com auxilio da medigdo com paquimetro digital (KAVAMURA
et al., 2013). Faz-se necessario que a andlise seja realizada em triplicata pela variabilidade do

método.

Foram pipetados 5uL de suspensdo bacteriana de cada isolado formando circulos de
aproximadamente 5mm de diametro, em placa de Petri com meio de cultura modificado
(ANEXO I1). Os isolados foram incubados em estufa BOD por 72 horas a uma temperatura de
28 °C (GUIMARAES et al., 1999).

O método quimico é realizado para confirmar a producédo de EPS, em que se mistura
uma al¢a de platina impregnada com a col6nia em 2 mL de alcool etilico a 95%. Caso o solvente
fique turvo, a producdo de EPS é negativa (PAULO et al., 2012).

3.2.5.2 Formacao de Biofilme

A avaliacdo da formacao de biofilme por parte dos microrganismos rizosféricos se da a
partir da capacidade com que as células tém de se aderir a superficie de determinado local
(O’TOLLE; KOLTER, 1998). In vitro a andlise foi realizada com o auxilio de tubos de

poliestireno com volume 2 mL.

Inicialmente a col6nia foi transferida para meio TSB (10%) (Anexo I11) e esperou-se até
se obter uma densidade de 108 UFC mL™ (DOsso nm = 0.1). Com isso, 100uL foi pipetado no
microtubo contendo 900uL de meio TSB (10%), e incubados por 96 horas a 40°C. Transcorrido
esse tempo o contetdo foi aspirado com auxilio de um pipetador automatico e o tubo foi lavado

por 3 vezes com (ADE).

Posteriormente, foi adicionado 1 mL de violeta cristal a 0,1 % por 15 min, procedendo-
se nova lavagem em ADE para tirar 0 excesso de corante apds o tempo. A quantificacdo foi
realizada em espectrofotbmetro (Agilent/HP 8453 UV-Visible Spectrophotometer G1103A),
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partindo da colocacdo de 1mL de &lcool etilico em cada tubo. Esta analise foi realizada em
triplicata.

3.2.5.3 Qualificacéo da solubilizacéo de fosfatos de Calcio e Aluminio

De acordo com o método proposto por Verma et al. (2001), em um meio de cultura para
solubilizadores de fosfato de calcio (Anexo 1V) foi inoculado 5 pL da suspenséo bacteriana em
trés pontos equidistantes da placa de Petri e colocado em incubagdo por 7 dias a 28 °C. A
solubilizacdo do P-Ca € percebida a partir da formacdo de um halo transparente ao redor da

col6nia, que é medida com auxilio de pagquimetro.

Assim como para a avaliacdo das bactérias solubilizadoras de calcio, foi inoculado o
mesmo volume de suspensdo bacteriana no meio para solublizadoras de aluminio (Anexo V),
incubado por 15 dias a 28 °C e aferido a formacdo e tamanho do halo ao redor da colénia
(HARA; OLIVEIRA, 2004).

A partir dos valores obtidos em triplicata, foi realizada a média aritmética e calculado o
indice de solubilizacdo (IS) (equacdo 1), e estabelecido a classificacdo (SILVA FILHO;
VILDOR, 2000).

@PHalo
IS =—
@Coldnia

(Equacéo 1)

Onde:
@Halo — Diametro do halo formado ao redor da colénia (mm);

@Colonia — Diametro da coldnia formada apds o periodo de incubacdo (mm).
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3.2.5.4 Sintese de fitohorménios - Producdo de Acido indolacético (AlA)

A producdo de AIA por parte dos microrganismos foi avaliada a partir do método
proposto por Gordon e Weber (1951), que consiste no principio da colorimetria como forma de
estimar se ha ou ndo producéo de AlIA (formacéo da cor rdésea intensa) e quantificar o teor a
partir da intensidade da absorbancia a 530 nm em espectrofotometro (Agilent/HP 8453 UV-
Visible Spectrophotometer G1103A) (HARTMANN; SINGH; KLINGMULLER, 1983).

Em tubos de ensaio, 100 pL de suspensdo bacteriana foram incubados com 10 mL de
meio TSB (10%) suplementado com 5mM de L-Triptofano pelo periodo de 96 horas a 28°C em
completo escuro e sob agitacdo intermitente de 150 rpm. Decorrido o periodo incubatdrio,
foram inoculados 1mL em tubo de poliestireno com volume de 2mL em fluxo laminar e
centrifugados a 10.000 rpm, o0 sobrenadante teve uma aliquota de
750 uL e foi transferido para outro microtubo e adicionado 750 L do reagente de Salkowski
(1 mL de FeClz 0,5M; 50 mL de ADE; 30 mL de H2SO4) e esperou-se 30 minutos para haver a

formacéo da cor.

A quantificacdo do AIA foi determinada pela comparacdo com curva padrdo com
concentracfes definidas a partir do horménio sintético comercial (0; 10; 30; 50; 75;
100 pg mL1), por meio da equagdo 2 (R2 = 0,998). De posse dos valores quantitativos os
isolados foram classificados conforme a Tabela 5 (KAVAMURA et al., 2013).

y =0,0122x — 0,0013 Equacéo 2

Tabela 5. Classificacdo da quantificagdo de &cido indolacético produzido por bactérias
promotoras de crescimento (KAVAMURA et al., 2013)

Concentragéo de AIA (ug mL™) CLASSIFICACAO
AlA<1 Baixa producao
1< AlA<11 Média producéo
11< AIA<50 Alta produgéo

AlA > 50 Elevada produgéo
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3.25.5 Presenca da enzima l-aminociclopropano 1-carboxilato deaminase (ACC-

desaminase)

A determinacdo é realizada a partir da observacao do crescimento de col6nias em meio
enriquecido com é&cido 1- aminociclopropano 1 — carboxilato (ACC) como Unica fonte de
nitrogénio (PENROSE; GLICK, 2003).

Os isolados foram colocados para crescer em meio TSB (100%) por 48 horas e
centrifugados a 12.000 rpm por 5 min. Apo6s isso, o sobrenadante foi descartado e o microtubo
lavado com solucéo salina estéril (NaCl a 0.85%) por 3 vezes. Depois de lavados, o material
foi resuspendido em &gua ultrapura (1mL) autoclavada e inoculados 20 pL em placas de Petri
contendo meio de cultura M9 (Anexo V1), com e sem ACC 3mM na composic¢do. Procedeu-se

a incubacdo do material em estufa BOD por 10 dias a uma temperatura de 28°C.

3.2.5.6 Crescimento de bactérias em meio NFb semissélido

Foram avaliadas a capacidade de crescimento de bactérias com potencial para a fixacao
de nitrogénio em meio semissolido livre de nitrogénio (NFb) (Anexo VII), de acordo com

metodologia proposta por Dobereiner; Baldani; Baldani (1995).

A técnica consiste em verificar a formacéo de pelicula abaixo da superficie do meio NFb
(Figura 4). Alem disso caso haja modificagdo de tonalidade do verde claro para o azul indica

alteracdo de pH por parte das bactérias avaliadas, fato que ndo foi observado no nosso trabalho.
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Figura 4. Comparativo dos frascos contendo o controle sem indculo e outro com inoculacéo
com cepa bacteriana formadora de pelicula, conforme marcacdo, evidenciando a possivel
potencialidade das bactérias em fixar nitrogénio de forma assimbiotica em meio semi-sélido
livre de nitrogénio (NFb)

3.2.5.7 Halofilia e halotolerancia das BPCP’s

Os isolados foram estriados em meio Agar-Halofilico (Anexo VIII) (VINOTHINI et al.,
2014) e incubados por 7 dias a 30°C em estufa BOD. Ap06s o periodo de incubagdo foi avaliada

a resisténcia das estirpes a salinidade.

De posse das observacdes no teste de halofilia, foi tragado um espectro de tolerancia dos
isolados bacterianos com concentragdes crescentes no meio Agar Halofilico (0; 1; 2.5; 5 Mol

de NaCl), confirmando as estirpes de bactérias halotolerantes (EBH).

3.2.5.8 Producao de aménia (N-amoniacal)

As células selecionadas foram incubadas por 48 horas a 28 °C, em 10 mL de agua
peptonada (1 % Peptona bacterioldgica; 0,5 % NaCl), pH 7,0. Apds a incubacdo, 500 pL do
Reagente de Nessler (10 %Hgl; 50 % KI em solucdo aquosa de NaOH a 32 %). A presenca de
N amoniacal foi verificada a partir da observacéo de precipitado amarelo-castanho (Figura 5).
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Quanto maior a concentracdo de N —amoniacal, mais intensa sera a coloragdo (CAPPUCCINO;
SHERMAN, 2014). A analise foi realizada em triplicata.

Figura 5. Formacéo das cores em gradiente de tonalidade, de acordo com a maior presenca
(micro tubo da esquerda - acastanhado) até a auséncia (microtubo da direita - amarelo claro) de
N-amoniacal

3.2.5.9 Presenca da enzima Catalase (CAT) em BPCP’s

Com auxilio de uma alga de platina as colonias foram transferidas para uma lamina
microscépica estéril e adicionado gotas de solucdo de peroxido de hidrogénio (H2 O2) a 3%,
sendo observada a formacdo de bolhas de gas (CAPPUCCINO; SHERMAN et al., 2014). O
teste é considerado positivo quando ocorre a alta formacao de bolhas (Figura 6A). Quanto mais
dispersas a formacéo de efervescéncia ou auséncia desta, considera-se negativa a producao de
Catalase (Figura 6B).
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Figura 6. Teste da producdo da enzima Catalase. A) Teste com resultado positivo devido a
intensa efervecéncia de bolhas de gas. B) Teste com observagdo negativa devido a presenca de
bolhas de forma dispersa e em baixa quantidade

3.2.6 Selecdo dos isolados para o teste de promocéo de crescimento em Sorghum bicolor
[L.] Moech

Dentre todos os isolados obtidos, 13 bactérias apresentaram o melhor desempenho na
producdo de compostos que contribuem para a promog¢do de crescimento e para o alivio de
estresses abidticos. Além dessas, 7 bactérias também foram consideradas por estarem
relacionadas com producdo de &cido indolacético (AIA) em conjunto com algum outro
mecanismo de tolerancia, seja producdo de enzimas extracelulares (catalase) ou halotolerancia.
Com isso, um total de 20 bactérias (1.4; 1.8; 1.10; 1.11; 2.1; 2.3;2.4;4.1; 4.2; 4.4, 4.6; 4.7; 6.1,
6.3; 7.2; 9.3; 10.8; 10.9; 12.2; 15.1) foram selecionadas para o experimento de inoculacéo nas
plantas de sorgo forrageiro (IPA - SF 15) submetidas a estresse hidrico.

2.2.6.1 Inoculacdo das BPCPs em Sorghum bicolor [L.] Moech. submetido a estresse
hidrico

Inicialmente, as sementes de sorgo passaram por um processo de desinfestacéo, a partir
da imersdo em alcool 70 % (3 min); posteriormente foram colocadas em hipoclorito de sodio
2,5 % (v/v) (7 min); novamente suspendidas em alcool 70 % (1 min); seguida de lavagem em
ADE. Apé6s a lavagem a ADE foi plaqueada em meio Agar-Agua para verificagio do

crescimento de algum microrganismo contaminante.
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As BPCP’s foram crescidas em meio King B, sob agita¢do a 150 rpm por 48 horas. Apods
atingirem uma densidade 6tica de 108 (DOssonm = 0,1), as sementes desinfestadas foram imersas
por duas horas (BISEN et al., 2015; KAVAMURA et al., 2013).

Ap0s esse procedimento foi continuada com a semeadura em substrato inerte estéril
(areia com vermiculita (2:1) autoclavadas). Aos 15 dias de aplicagdo do estresse hidrico, foi
realizada a reinoculacdo das BPCPs (1 mL) na base da planta, 0 mais proximo ao sistema

radicular.

3.2.6.2 Conducéo do experimento e manejo de irrigacéo e nutricional das plantas de Sorgo
(IPA SF 15)

O experimento foi conduzido em Casa de Vegetacao pertencente ao Programa de Pds-
graduacdo em Ciéncia do solo na Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), durante
0 periodo de 27 de outubro de 2020 a 15 de dezembro de 2020, perfazendo um total de 50 dias.

Os testes de capacidade de pote (CP) foram realizados em laborat6rio para estimar as
umidades utilizadas durante o experimento. A partir dessa estimativa foram mantidos 3 niveis
de estresse hidrico 80 % (0,202 g g %), 50 % (0,126 g g*) e 30 % (0,076 g g) da umidade
correspondente a CP. A irrigacdo foi realizada diariamente por meio de proveta graduada em
guantidade correspondente a agua perdida por evapotranspiracdo estimada por meio de

pesagens. Procedimento similar de manejo hidrico foi adotado por Aradjo et al. (2020)

Além disso, semanalmente era aplicada solucdo nutritiva (HOAGLAND; ARNON,

1950) (ANEXO IX) como forma de suprir a demanda nutricional das plantas.

3.2.6.3 Parametros de crescimento e desenvolvimento vegetal

Aos 50 dias apos a semeadura, foram realizadas as estimativas de altura de planta (AP);
didametro de caule (DC); Massa Fresca da parte aérea (MFPA); Massa seca da parte aérea
(MSPA).
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3.2.7 Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental foi em arranjo fatorial 21 x 3, consistindo de 20 BPCPs e
1 controle sem inoculagdo, além de 3 niveis de umidade do solo (80 %, 50 % e 30 % da
Capacidade de Pote - CP) em blocos ao acaso com 4 repeti¢des, formando um quantitativo de
252 unidades experimentais.

Foi realizada a analise de variancia (ANOVA) no software ASSISTAT 7.7 e aplicado a
comparacao das médias pelo Teste de Scott-Knot (p < 0.05). O cluster foi realizado com auxilio
do software PAST versdo 4.02, para observar os grupos formados a partir das caracteristicas

fenotipicas de cada isolado bacteriano

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Contagem das UFC’s prospectadas em solo rizosférico de espécies da Caatinga.

A populacdo bacteriana do solo rizosférico foi estimada a partir dos valores de UFC’s
apos o plaqueamento em meio com baixa atividade de agua (Aw= 0,957). Para o teste de média
de Skott-Knott ndo houve diferenca significativa a 5 % de probabilidade entre a abundancia de

bactérias cultivaveis em meio de cultura e as espécies vegetais de onde foi coletado o solo.

Os valores da populacio variaram entre 3,9 x 10%e 2,33 x 102, com um valor médio de
4,96 x 10°. As espécies Cnidoscolus quercifolius (Faveleira); Jatropha curcas (Pinhdo manso)
e Aspidosperma pyrifolium (Pereiro) apresentaram a maior quantificagdo de UFC’s, sendo
atribuidas a esses vegetais 21,18%, 20,52% e 19,52%, respectivamente, do total da populacédo

bacteriana rizosférica obtida.

3.3.2 Caracterizagdo morfofisiologica dos isolados bacterianos

De acordo com a avaliacéo dos isolados e realizacéo da caracterizacdo morfofisioldgica,
foi construido um dendograma, como forma de verificar o agrupamento dos isolados

bacterianos em grupos similares (Figura 7).
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Foram caracterizados um total de 61 bactérias e subdivididas em grupos. O Gupo |
formado por: 9.1,1.3,1.1,1.4,1.6,1.7,18,1.9,1.10,1.11,2.1,2.3,2.4,4.1,43,4.6,4.7,5.1,
5.3,5.4,5.6,6.1,6.3,7.3,10.5, 10.6, 10.9, 10.10, 10.11, 11.1, 12.1, 12.2, 13.2,15.1, 15.2, 15.3;
Grupo II: 1.5, 7.2; Grupo I11: 2.2; Grupo 1V: 4.2,4.4,5.2,55,6.2,7.1,7,4,81, 8.2,9.2, 9.3,
9.4,9.5,10.1,10.2, 10.3, 10.4, 10. 7, 10.8, 13.1, 13.3 e Grupo V: 1.2.

O grupo | e o grupo 1V agruparam a maior parte dos isolados em meio de cultura com
restricdo de agua, correspondendo juntos a 93,97 % do total de bactérias prospectadas em solo

rizosférico de diferentes espécies vegetais.

As principais caracteristicas observadas nos microrganismos que compdem o grupo |
foram: crescimento rapido (até 24 horas apds o plaqueamento) — 82,85 %; forma circular —
54,28 %; opacidade — 80 %; tonalidade creme — 60 %; todas produzem muco — 100 %; a
quantidade de muco produzida é média — 48,57 %; apresentam o muco seco — 42,85 % e sem

elevacdes das colbnias — 60 %.

O que diferenciou os dois maiores agrupamentos formados foram 3 caracteristicas
morfologicas observadas, a forma, a quantidade e a producdo de muco por parte das colonias
de bactérias. O grupo IV é formado em sua maioria por bactérias que apresentam forma
irregular — 90,91 %; e nenhuma producdo de muco - 95,45 %, que por consequéncia interfere
na Otica da quantidade de muco produzida.

Os demais grupos (11, 111 e V) corresponderam a apenas 6,03 % do total de isolados, isto
é, um total de 6 isolados. Sendo desses, 0 Unico que obteve expressividade para a conducéo dos
testes em casa de vegetacdo foi o isolado 7.2.
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Figura 7. Cluster construido com os isolados bacterianos prospectados na rizosfera de espécies da Caatinga, a partir do agrupamento das
estirpes que tiveram os mecanismos de promocao de crescimento mais similares
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3.3.3 Mecanismos diretos e indiretos de promocao de crescimento em bactérias xerofilas

Os mecanismos foram realizados em 52 bactérias das 61 anteriormente isoladas, pois
algumas colonias, 5.3; 5.4; 5.5; 7.4; 8.1; 7.1; 9.4; 9.5; 10.2; 10.4, ndo apresentaram vigor para

crescimento e desenvolvimento nos testes in vitro.

Com relagdo ao Teste de Gram (Tabela 6; coluna 2), as bactérias isoladas apresentaram
a pigmentacdo roxa devido a formagédo do complexo CV-I em maior quantidade, totalizando
75,51 % das cepas.
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Tabela 6. Mecanismos diretos e indiretos de promocao de crescimento do isolados bacterianos prospectados na rizosfera de espécies endémicas
da Caatinga do Nucleo de desertificacdo de Cabrobd — PE

Ccterin GRAM EPS %iggi::?ne Solubilizacdo (pgAr'nAL_l) ACC FBN Halotolerancia CAT NHs
(mm) Cas(POs)2 AI(PO) IM  25M 5M

11 + ++ (+) 0.1538+0.02¢ * * 1.01251+0.70 e + + + + ) t et
12 * +(+) 0.1418 +0.08 ¢ * * - ) + ) ) ) + et
13 3 +(+) 1.3612 £0.07 a i} 1.0733+0.05 ns - i} } } 3 3 + et
14 + ++ () 0.1154 +0.04 ¢ * * 3.03344+0.43d + ) + + ) + —
15 3 +H(+) 0.5482 +0.20 d * * - i} it } 3 3 + et
16 + +H+(+) 0.9399+0.21b 1.1126+0.04 b * - ) + + + ) + et
17 + FH+(+) 0.7330+0.14 ¢ 1.2529+0.24 b * 0.11215+0.06 e + + ) ) ) ) et
1.8 + +++(+) 1.3065+0.44 a * - B + + + - - ++ +++
19 * ++(+) 0.1779 £0.06 e * * 2.99928+0.41d + i + + } + it
1.10 + +H(+) 0.5514 +0.69 d * * 7.2705+2.20 ¢ } + + + ) + -+
111 + ++(+) 0.1554 +0.08 ¢ * * 6.6178+0.70 c + + + ) ) ) —
21 + +H(+) 0.6135+0.28 ¢ * * 6.9899+2.59 ¢ } it + n ; } o
29 ) FH+(+) 1.1931+0.03 a 1.3938+0.16 a * - + + ) ) ) ) —
23 + +H(+) 0.1049 +0.04 e * * 12.1845+4.91 ¢ } + + + ) + -+
24 + ++(+) 0.3816 +0.07d 1.275+0.09 b * 8.765+1.47 ¢ + + ) ) ) - ++
4.1 + +++(+) 0.9719+0.00b - - - + +++ - - - ++ +++
4.9 + +H+(+) 0.7600 £0.19 ¢ * } 15.2145+5.94 b + + + ++ ) - -t
43 + +(+) 0.1103+0.03 e 1.1663+0.16 b * - + } } ) ) ) it

(Continua)
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4.4
4.6
4.7
5.1
5.2
5.6
6.1
6.2
6.3
7.2
7.3
8.2
9.1
9.2
9.3
10.1
10.3
10.5
10.6
10.7
10.8

+++(+)
+++(+)
+H+(4)
+4+(-)
+H+(+)
+H+(4)
+H+(+)
+H+(4)
+++(-)
++(+)
+(+)
+H+(4)
+H+(4)
+++(+)
+H+(4)
+++(-)
+H+(4)
+++(+)
+H+(4)
+++(+)

+++(+)

1.0801%0.05b
0.2370+0.09 e
0.6941+0.12 ¢
0.8114+0.29 ¢
0.4371+0.08 d
1.2956+0.10 a
0.4572+0.18 d
1.1780+0.09
0.1523+0.08 ¢
0.1658 +0.07 ¢
x
0.5272+0.35d
0.6139+0.08 ¢
0.6244 +0.10 ¢
0.5521+0.30 d
0.7052+0.22 ¢
0.2013+0.07 ¢
0.6669 +0.19 ¢
0.6601 + 0.44 ¢
0.4891 +0.07 d
0.2081+0.11e

1.1670£0.02 b
1.3694+0.15 a
1.4123+0.15a
1.3589+0.11 a
1.2398+0.11 b
*
1.0357+0.04 b
1.1644+0.11 b
1.3218+0.14 a

*

1.1081+0.05 b
1.2531+0.11 b

*

*

1.2367+0.07 b
1.2339+0.08 b
1.1461+0.10 b

*

*

*

*

1.0336+0.02 ns

*

*

1.1290+0.07 ns

4.1046x4.05d

5.7734+0.50 d

1.74634+0.12 e

+++

++

++

++

++

++

++

++

++

++

++

++

++

+++

++

++

+++

+++
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Tabela 8. Mecanismos diretos e indiretos de promocao de crescimento do isolados bacterianos prospectados na rizosfera de espécies
endémicas da Caatinga do Ndcleo de desertificacdo de Cabrobd — PE
(Concluséo)

10.9 + +++(+) 0.3437£0.10d * * - + +++ + + - - ++
10.10 + +() 0.2169+£0.05 ¢ * * - + + ) ) ) + ++
10.11 " ++() 0.8478 £0.39 ¢ * * - + + + + ) + o
1.1 + ++(+) 0.5778 £0.009 d 1.2195+0.09 b * - + + i} i} i} + +
121 + ++() ) - * ) - - - - - ++ ++
12.2 + +H+(+) 0.6270 £0.04 ¢ * * - + + i} i} i} + +
13.1 ) +H+(+) 0.7143+0.33 ¢ 1.2153+0.13 b * 4.73412+0.26 d ) + + ) ) et
13.2 + +(+) 0.6590 +0.44 ¢ * * - + + + ) ) + o
13.3 ) +H+(+) 0.9407 £0.19b 1.2307+0.09 b * - ) ) ) ) ) - )

15.1 + () 0.4647 £0.01d 1.0843+0.02 b * 24.4298+4.22 a + it + + ) ) o
15.2 n ++(+) 0.6602 £0.29 ¢ } } - } } } ; ; } n

15.3 + FH+(+) 0.4795+0.19d 1.1510+0.08 b * ; + ) + ) ) + -t

EPS — Exopolissacarideos, entre parénteses confirmacao para o Teste Quimico; AIA — Acido Indolacetico; ACC — acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico;FBN — Fixa¢&o

bioldgica de nitrogénio; CAT — producéo da enzima Catalase; NHs; — Producdo de aménia; * - Auséncia de crescimento de coldnia no mecanismo testado
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A producdo de exopolissacarideos (EPS) pelas bactérias isoladas da rizosfera das
espécies estudadas foi quantificada a partir da formacdo de halo muscilaginoso ao redor das
colénias, podendo observar que 33 isolados positivaram para o teste (Tabela 6; coluna 3).
Destas, 81,81 % dos isolados produziram uma quantidade consideravel de EPS. E importante
salientar que os outros 19 isolados que também foram avaliados negativaram no teste quimico
que confirma se ha producéo é de EPS ou ndo, pois apenas a olho nu pode haver diversos falsos

positivos para o teste em meio de cultura.

Avaliou-se a formacdo de biofilme pelas bactérias, e houve efeito significativo
(p < 0,01) para a quantidade de biofilme aderida nas paredes dos microtubos de poliestireno. A
maioria dos isolados apresentou alta e média formacao de biofilme, correspondendo a 78,85 %
do total avaliado (Tabela 6; coluna 4). Apenas dois isolados (7.3 e 12.1) apresentaram auséncia

desse mecanismo de crescimento.

Os isolados apresentaram efeito significativo para o teste de solubilizacdo de fosfato de
calcio (p <0,01) e ndo significativo para fosfato de aluminio (p < 0,05). De acordo com o indice
de solubilizagdo do anion fosfato, todas as bactérias estudadas apresentaram um poder de
solubilizacdo baixo, seja célcio ou aluminio (Tabela 6; colunas 5 e 6). Para o fosfato de célcio,
apenas 23 bactérias conseguiram solubilizar, o que corresponde a 44,23 %, menos da metade
dos isolados testados. Ja 0 mecanismo de solubilizacdo de fosfato de aluminio apenas 3 isolados

apresentaram o desenvolvimento de halo ao redor da col6nia, que foram: 1.3; 6.3 e 9.3.

Na producdo de AlA por parte das bactérias avaliadas foi observado efeito significativo
(p < 0,01). A correspondéncia de 92,85 % dos isolados bacterianos apresentaram alta e média
producdo de AIA (Tabela 6; coluna 7), o que equivale a 13 dos 14 isolados que desenvolveram
aptiddo para o mecanismo. Ainda assim, se comparado ao montante de bactérias obtidas, 26,92

% dos isolados é que apresentaram o mecanismo de producéo de AlA.

A partir disso se avaliou a producdo da 1 amino- 1ciclopropano carboxilato (ACC), ja
gue o AlA é um precursor da ACC deaminase. Aproximadamente 65 % dos isolados sintetizam
a ACC como unica fonte de nitrogénio no meio (Tabela 6; coluna 8). Desses, 3 isolados
apresentaram destaque para a sintese, estes foram: 4.6; 4.7; 6.3. Foi observado nessas bacterias
o0 desenvolvimento 6timo das col6nias nesse meio, evidenciando que elas possuem atividade
enzima da ACC deaminase, a qual participa na clivagem do etileno produzido durante o estresse

oxidativo celular.
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Para o crescimento das bactérias com potencial fixacdo assimbidtica de nitrogénio em
meio livre desse elemento, 10 isolados apresentaram a densa formac&o de pelicula no centro
dos tubos de penicilina, equivalendo a 19,23 % do total das bactérias isoladas (Tabela 6; colunas
9). Outros 44,23 % das bactérias apresentaram uma formacéo de pelicula no centro do frasco,

porém em menor intensidade que os isolados citados anteriormente.

Outro importante mecanismo a que os isolados foram submetidos a testes in vitro, foi o
de halofilia e halotolerancia em meio de cultura com concentracdes crescentes de sal (NaCl)
(Tabela 6; colunas 10, 11 e 12). Observou-se que todos (100%) os isolados apresentaram
crescimento e desenvolvimento de coldnias em meio Agar — Halofilico, indicando que eles s&o
halofilicos, ou seja, tem afinidade em lugares com teores elevados de sais soliveis no meio. Ja
para o teste de halotolerancia pode-se inferir que 50 % das bactérias isoladas apresentam
resisténcia em meios com concentracdo de NaCl a 1 M, e que 30,77 % resistem a meios
concentrado de NaCl a 2,5 M. As bactérias aqui analisadas ndo apresentaram desenvolvimento

de col6nias em meio de cultura com concentracdo de NaCl a5 M.

Por se tratar de mecanismos indiretos, um ligado ao alivio do estresse oxidativo e outro
com a antibiose a fitopatdgenos, foram avaliados a producdo da enzima Catalase e de N-
Amoniacal pelos microrganismos isolados (Tabela 6; colunas 13 e 14). Aproximadamente 60
% dos isolados foram capazes de produzir catalase, dessas 15 bactérias apresentaram a
formagé&o de bolhas gasosas durante o teste, conforme mostrado na figura (6A). A producéo de
amonia foi elevada em 16 isolados e média para 24 cepas, equivalendo a 30,77 % e 46,15 % do

total de bactérias, respectivamente.

3.3.4 Promocédo de crescimento em Sorghum Bicolor [L.] Moech submetido a estresse
hidrico

As BPCPs apresentaram interacdo significativa com os niveis de umidade
(p <0,01) para a avaliacdo do diametro de caule das plantas de sorgo forrageiro (Figura 8). Em
comparacédo realizada entre as plantas inoculadas com as BPCPs e as plantas controle sem
inoculacdo, ndo foi observada diferenca significativa entre as médias dos tratamentos com
umidade fixada em 80 % da CP. Ja para 50 % e 30 % observa-se diferenca entre as médias dos

tratamentos inoculados e sem inoculagao para esse parametro analise biométrica.
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Ao se comparar as medias de didmetro de caule das plantas inoculadas com a bactéria
1.4 observa-se 0 maior aumento da espessura do caule do sorgo. Para a umidade de 30 % da CP
houve um acréscimo significativo de 75,18 % quando comparado com o controle sem

inoculacdo, nessa mesma umidade (Figura 8 C).

As plantas inoculadas com as bactérias 1.10, 4.7, 6.3, 7.2, 10.8 foram as que
apresentaram as menores medias para o parametro de diametro de caule, isto &, ao se comparar
os tratamentos de umidade entre si, observou-se que essas bactérias reduziram a espessura do
caule com a diminuicdo da disponibilidade hidrica do ambiente. No entanto, a bactéria 7.2
apresentou comportamento peculiar ao se avaliar a umidade de 50 % da CP. Observou-se um
aumento significativo na espessura do caule das plantas de aproximadamente 57 % e 18 % ao
se comparar as plantas com 50 % da CP com as plantas submetidas as umidades de 80 % e

30 %, respectivamente.
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Figura 8. Média e desvio padrdo do diametro de caule de plantas de sorgo forrageiro (IPA SF
- 15) inoculados com BPCPs e submetidas a estresse hidrico. (Letras minasculas comparacéo
entre os tratamentos com a inoculacdo das bactérias; Letras mailsculas comparacao entre 0s
tratamentos com os niveis de umidade a que estava mantido o substrato das plantas. As médias
seguidas da mesma letra ndo diferem entre si para o teste de Scott — Knott (p < 0,05)
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A altura das plantas de sorgo ndo apresentou interacdo significativa entre as BPCPs x
umidade, mas houve efeito significativo para o fator umidade isolado (p < 0,05) (Figura 9). As

plantas de sorgo tiveram sua altura de planta afetada com a reducdo da disponibilidade de agua.

N N W W b
o uu o uvi O

B Umidade

Altura de planta (cm planta-')
= [
o (0] o [9,]

80% da CP 50% da CP 30% da CP

Figura 9. Média e desvio padrdo da altura de plantas de sorgo forrageiro (IPA SF - 15)
inoculados com BPCP's e submetidas a estresse hidrico. As médias seguidas da mesma letra
ndo diferem entre si para o teste de Scott — Knott (p < 0,05)

Néo foi observada interacdo significativa (p < 0,05) entre os fatores inoculacdo versus
umidade para a massa da matéria vegetal fresca das plantas de sorgo forrageiro. Entretanto, para

a umidade quanto fator isolado houve efeito significativo (p < 0,05) (Figura 10).

A massa de material fresco apresentou 0 mesmo comportamento da altura das plantas,
onde observou-se reducdo do parametro biométrico com a reducdo da umidade do substrato.
No entanto, o material vegetal apresentou ganho de massa significativo (p < 0,05) para todas as
umidades das plantas inoculadas quando comparadas com as plantas controle sem inoculagao

bacteriana.

Em comparagdo com os controles (sem inoculacdo) 80 % da CP, 50 % da CP e
30 % da CP observa-se que a MFPA das plantas que foram inoculadas com BPCPs aumentou
em 51,55 %, 94,46 % e 237,85 %, respectivamente. Isto é, as BPCPs contribuiram com a
manutencdo hidrica dos tecidos vegetais, refletindo diretamente no ganho de massa fresca da

planta.
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Figura 10. Média e desvio padrdo da massa do material vegetal fresco da parte aérea de plantas
de sorgo forrageiro (IPA SF - 15) inoculados com BPCP's e das plantas controle sem
inoculacdo, submetidas a estresse hidrico. (As médias seguidas da mesma letra ndo diferem
entre si para o teste de Scott — Knott a 5% de probabilidade)

A massa seca da parte aérea ndo apresentou interagdo significativa (p < 0.05) para com
BPCPs x umidade do solo. Porém, para o fator umidade isoladamente foi observado efeito
significativo (p < 0,01), ou seja, quanto maior a intensidade do estresse hidrico, menor foi a

massa seca da parte aérea (Figura 11).

Pode-se estimar que a contribuicdo foi positiva e na ordem de 59,31 % (80 % da CP),
36,32 % (50 % da CP) e 12,66 % (30 % da CP) quando se compara a umidade dos tratamentos

inoculados com os controles sem inoculagéo.
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Figura 11. Média e desvio padrdo das médias da massa do material vegetal fresco da parte
aérea de plantas de sorgo forrageiro (IPA SF - 15) inoculados com BPCPs e das plantas controle
sem inoculacao, submetidas a estresse hidrico. (As médias seguidas da mesma letra ndo diferem
entre si para o teste de Scott — Knott a 5% de probabilidade)

3.4 DISCUSSAO

3.4.1 UFC’s prospectadas em solo rizosférico de espécies endémicas da caatinga

A prospeccdo na rizosfera de espécies endémicas da Caatinga em meio de cultura com
atividade de agua reduzida (Aw = 0,957) encontrou 61 isolados viaveis. Tal feito, pode atribuir
as bactérias encontradas nesse estudo o principio de tolerancia a seca, indicando que as cepas
isoladas do sistema radicular de cada espécie endémica tém caracteristicas de xerofilia

O crescimento de coldnias em meio restritivo com atividade de agua reduzida tende a
selecionar os isolados mais adaptaveis a condi¢des extremas de seca se tornando um indicativo
para a xerofilia. A atividade de agua entre 0,957 e 0,844 no meio de cultura restringe o
desenvolvimento de bactérias mais sensiveis (KAVAMURA et al., 2013). Ao prospectar
bactérias na rizosfera de Mimosa bimucronata de uma lagoa temporaria no Semiarido brasileiro
Aradjo et al (2020) encontraram que 30 isolados em meio com
Aw = 0,957.
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3.4.2 Mecanismos diretos e indiretos de promocgao de crescimento em bactérias xerofilas

Os microrganismos foram prospectados da zona radicular de plantas no Semiérido
brasileiro. Nesta regido, o acumulado de chuvas anual é de no maximo 600 mm (JACOMINE
et al., 1973). Dessa forma, a comunidade que habita a rizosfera dessas plantas tende a ser mais
resistente a periodos de seca (JOCHUM et al., 2019). Essa resisténcia e tolerancia provém de

mecanismos adaptativos que essas rizobactérias apresentam.

Ao todo, 9 mecanismos de promocdao de crescimento foram avaliados (EPS; Biofilme;
Solubilizacao de fosfatos de célcilo e aluminio; AIA; ACC; FBN; Halotolerancia; Producao de
N-amoniacal; Catalase). As rizobactérias apresentaram taxas que expressam esses mecanismos
acima de 50 %, exceto solubilizacdo de fosfato (taxa de solubilizagcdo de aproximadamente 40

%), indicando o forte potencial delas para promocéo de crescimento de plantas.

As bactérias prospectadas apresentaram alta taxa de substancias poliméricas
extracelulares (81 %) e formacdo de biofilme intensa (78 %), geralmente esses parametros
possuem uma correlacdo positiva pois participam do mesmo complexo de ativacdo frente a
exposicdo da comunidade bacteriana detentora desse mecanismo a ambientes extremos
(KURAMAE et al., 2020). A planta inicia um processo de quimioatracdo das bactérias a partir
da exsudacao de moléculas que por afinidade bioquimica faz com que os microrganismos sejam
aderidos a superficie radicular, como também penetrem o tecido caso sejam endofiticos
(ANSARI et al., 2017).

Os compostos poliméricos extracelulares formam uma camada ao redor do sistema
radicular parcialmente regulada pelo quorum sensing (QS). Existem diversos sistemas desse
tipo de comunicacdo microbiana, no entanto, a maioria se vale de pequenas moléculas
sinalizadoras que direcionam e regem a mobilidade e a composicdo da populacdo. Apos atingir
a conformacéo necessaria, a bactéria que iniciou o processo detecta e inicia a regulacao génica
de outros mecanismos apostos (SHARMA et al., 2003; KURAMAE et al., 2020).

Ao observar o mecanismo de solubilizagdo de fosfato, o P-Ca foi disponibilizado por
aproximadamente 44 % das bactérias isoladas. Percentual semelhante ao observado por Araujo
et al. (2020), que isolaram rizobactérias de espécies fixadas em lagoa temporaria no Semiarido

brasileiro.

Os solos situados na Caatinga, mais precisamente os da classe dos Planossolos,

apresentam baixa disponibilidade de fosforo, por estarem uma fracdo associados a apatita e
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outra ao P-Ca (SILVEIRA et al., 2006). Dessa forma, enzimas como, as fosfatases nao-
especificas, P liases e fosfonatases, expressas pelas bactérias solubilizadoras de fosfato,
contribuem com a liberacdo o anion fosfato do complexo inorganico a partir da atuacdo de
acidos organicos, que sera absorvido pelas plantas na sua forma disponivel (LUGTENBERG,;
KAMILOVA et al., 2009; CARVALHO et al., 2016).

Além do déficit no macronutriente fésforo, a intensa restricdo hidrica torna-se uma
barreira natural que impede o crescimento das plantas. Assim, as BPCPs capazes de auxiliar na
sintese e producgdo de fitohormonios, producdo de enzimas como a ACC deaminase, trazem

contribuicdes expressivas para o desenvolvimento vegetal.

Das espécies vegetais estudadas, a que apresentou as BPCPs com maior potencial para
a sintese de AIA foi a Catingueira. Essa espécie faz parte da familia das leguminosas que séo
conhecidas pela sua relacdo com a biossintese de fitohormdnios de forma mais intensa
(CAMERINI et al., 2008; GLICK et al., 2012). O AlA interfere diretamente nos processos de
desenvolvimento das plantas, contribuindo com a divisdo e multiplicacdo celular em diversos
processos de crescimento da planta (AHEMAD; KIBRET, 2014). Geralmente é ativado por
uma molécula precursora, o triptofano que atua na modulacao da biossintese desse fitohormonio
(ZAIDI et al., 2009).

Neste estudo, 11 bactérias apresentaram ambos 0s mecanismos de producdo de sintese
de AIA e producéo de ACC deaminase, correspondendo a 21 % do total de BPCPs isoladas. O
AIlA pode estar correlacionado com a expressdo do gene ACS que é ativado para induzir a
producdo de ACC na planta, fornecendo um aporte nutricional para as bactérias que utilizam o
1-aminociclopropano 1 - carboxilato como fonte de nitrogénio (POEL; STRAETEN, 2014;
BONATELLI et al., 2021).

3.4.3 Promocdo de crescimento em Sorghum bicolor [L.] Moech submetido a estresse
hidrico

Ao serem selecionadas, 20 bactérias tiveram seu potencial de adaptabilidade e
resisténcia testados como forma de fonte de material biologico para inoculacdo em Sorghum
bicolor [L.] Moech. As plantas de sorgo forrageiro, apesar da inoculagéo, apresentaram reducéo
nos parametros de biometria de planta com o aumento da restricdo hidrica, exceto para o

diametro de caule das plantas.
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A espessura dos caules dessas plantas aumentou em até 75 % se comparadas com as
plantas controle sem inoculacéo. Fato provavelmente atribuido com a sintese de AIA, producédo
de ACC deaminase, fixacdo biologica de nitrogénio, producao de enzimas extracelulares como
a catalase e a sintese de N-amoniacal. A bactéria 1.4 foi a que apresentou maior efeito de
tratamento para o pardmetro de didmetro de caule. A bactéria 7.2 apresentou um
comportamento peculiar, pois o tratamento com a umidade fixada em 50 % da CP teve um
percentual de ganho em espessura de caule maior que as plantas submetidas as umidades de
80% e 30% da CP. Essas bactérias, além de produzir ACC, ainda possui outros mecanismos
acessorios, como por exemplo, a sintese de N-amoniacal e a producao de catalase, mecanismos
ligados ao alivio do estresse oxidativo e melhora das respostas de crescimento de plantas
expostas a agentes ambientais estressores. De qualquer modo € um resultado positivo, pois 50

% e 30 % da umidade na CC sao considerados estresses hidricos, quando comparado a 80%.

Em diversas culturas como feijdo (KANG et al., 2020), milho (KAVAMURA et al.,
2013; JOCHUM et al., 2019; ARAUJO 2020), girassol (ARIF et al., 2016) e sorgo (ANTUNES
et al.,, 2019; SANTANA et al., 2020), as BPCPs prospectadas na rizosfera de plantas que
convivem em ambientes semiaridos apresentaram correspondéncia com o auxilio do alivio de
estresse hidrico (BONATELLI et al., 2021).

Apesar da reducdo da altura de planta, biomassa seca e fresca das plantas de sorgo
inoculadas com o aumento do estresse, um fato importante deve ser destacado: ao se comparar
as plantas controle sem inoculagdo com as plantas que tiveram em seu sistema radicular a
insercdo de BPCPs, observou-se o desenvolvimento superior das plantas inoculadas. Tal
circunstancia foi observada principalmente nas plantas com umidade fixada em 30 % da CP,
que tiveram um ganho de altura de planta na ordem de 11,27 % e na biomassa das plantas que
apresentaram um acréscimo acima de 200 %. Isso evidencia 0 quanto essas rizobacterias

promovem ajustes morfofisiologicos para que a cultura se desenvolva homeoestaticamente.

Por se tratar de um estresse agressivo, as plantas podem ter utilizado o aporte de carbono
produzido pelas BPCPs modulando o acumulo de aglcares simples no caule ao inves da
producdo de biomassa da planta (SANTANA et al., 2020).

As espécies endémicas da caatinga utilizadas de matrizes para a prospeccdo dos
microrganismos xeroéfilos, estavam em ambiente degradado ja que se tratava de um nucleo de
desertificacdo, e além disso a regido de estabelecimento dos vegetais é de baixo indice

pluviométrico médio anual e alta demanda evaporativa (JACOMINE et al, 1973).
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Sendo assim, as bactérias isoladas, além de resisténcia e adaptacdo a ambientes com
restricdo hidrica conseguem estabelecer uma interagdo com uma cultura comercial de sequeiro,
que € o caso do Sorgo forrageiro. As BPCP’s provavelmente contribuiram com a sintese de

fitohormonios, formacéo de biofilme e acimulo de substancias poliméricas extracelulares.

Aproximadamente 81 % das bactérias estudadas produzem EPS e outras 78 % atuam
formando biofilme. Essa observacdo é de grande valia pois baliza as bactérias na reducdo da
perda de agua pela planta, contribuindo com o equilibrio do potencial osmético, reduzindo os

danos provocados pelo estresse abidtico.

E importante observar que as praticas de cultivo de uma planta e o seu genétipo pode
influenciar a interacdo microrganismo — planta e seu reflexo no desenvolvimento e crescimento
vegetal. Em diferentes genétipos de sorgo inoculados com aproximadamente 180 bactérias
prospectadas na rizosfera do proprio sorgo sacarino e em condicdes de restricdo hidrica, que o
crescimento € uma consequéncia multi-fatorial da intra-relacdo do manejo agronémico e a
planta submetida a esses fatores (HEIJO et al., 2020), confirmando o postulado do nosso estudo

cientifico.
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3.5 CONCLUSOES

As bacterias 1.8, 4.1, 4.2, 4.4, 6.1, 10.9 apresentaram 0 maior numero de mecanismos
promotores de crescimento;

Apesar do decaimento no crescimento e desenvolvimento do sorgo forrageiro devido o
estresse hidrico a inoculacdo de BPCPs, principalmente as 1.4, 4.6, 4.7, 6.3, 7.2 e 15.1,
prospectadas em Nucleo de Desertificacdo no semiarido brasileiro sdo uma alternativa
positiva e sustentavel para a cultura do sorgo forrageiro;

Espécies vegetais estabelecidas na Caatinga, principalmente a Cnidoscolus quercifolius
(Faveleira); Caesalpinia pyramidalis (Catingueira); Jatropha curcas (Pinhdo manso),
sdo uma promissora fonte para a prospeccdo de microrganismos promotores de

crescimento e que contribuam para o alivio de estresses ambientais.
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CAPITULO 3

FLUORESCENCIA DA CLOROFILA A E PIGMENTOS FOTOSSINTETICOS EM
SORGO INOCULADO COM BACTERIAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO DE
PLANTAS CULTIVADO SOB ESTRESSE HIDRICO
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Fluorescéncia da clorofila a e Pigmentos fotossintéticos em Sorgo [Sorghum bicolor ( L.)
Moech] inoculadas com bactérias promotoras de crescimento de plantas submetidas a
estresse hidrico

RESUMO

Diante de um panorama mundial de mudancas climéticas e irregularidade nos regimes
de chuva, faz-se necessario o desenvolvimento de estratégias sustentaveis para a producdo de
alimentos. A rizosfera é uma verdadeira biblioteca genémica, armazenando os mais diversos
tipos de mecanismos diretos e indiretos de mitigacdo a estresses ambientais em seus habitantes.
Com isso, bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCPs) foram prospectadas na
rizosfera de cinco espécies (Cnidoscolus quercifolius (Faveleira); Poincianella pyramidalis
[Tul.] L. P. Queiroz (Catingueira); Aspidosperma pyrifolium (Pereiro); Sida galheirensis
(Malva Branca); Jatropha curcas (Pinhdo Manso)) no Nucleo de desertificacdo de Cabrob6 no
Semiarido brasileiro. De um total de 60 bactérias isoladas em meio de cultura com restricdo na
atividade de agua (Aw= 0,957), foram selecionadas 20 bactérias que apresentaram o maior
nimero de mecanismos de promocdo de crescimento e inoculadas em plantas de Sorgo
Forrageiro (IPA- SF — 15) com umidade fixada em 80 %, 50 % e 30 % da capacidade de pote
(CP). Os teores de pigmentos fotossintéticos foliares e parametros da emissdo da fluorescéncia
da clorofila a (Fluorescéncia inicial [Fo]; Fluorescéncia variavel [Fy]; Fuorescéncia maxima
[Fm]; Fluxo de elétrons do PSII [Fu/Fm]; Eficiéncia quantica por centro de reacdo [Eto/CR])
foram avaliados. A inoculacdo com a bactéria 2.3 favoreceu a um aumento no teor de clorofila
a de 45 % no tratamento de 30 % da CP em comparacdo as plantas inoculadas com essa bactéria
e umidade de 80 % da CP. A clorofila b teve um acumulo de aproximadamente 80% para as
plantas inoculadas com a bactéria 2.4 (30 % da CP) ao se comparar com as plantas com umidade
de 80 % da CP. Os teores de carotenoides aumentaram em até 8 vezes em compara¢ao ao
controle sem inoculacdo para a bactéria 10.8. Para os parametros de fluorescéncia, as bactérias
identificadas como 1.10, 4.2, 6.3 e 7.2 apresentaram a maior preservacao das membranas e
moléeculas do aparato fotossintético, mesmo que as plantas estivessem sob condicdes de déficit
hidrico mais intenso (30 % da CP). Diante disso, a inoculacdo com BPCPs, principalmente as
bacterias 1.10, 1.11, 2.3, 2.4, 4.2, 6.1, 6.3, 7.2, 10.8 garantiu a estabilizacdo e manutengéo das
organelas proporcionando maior eficiéncia fotoquimica. Isto implica na evidéncia que
ambientes extremos ou perturbados sdo importantes quanto fonte de indculos para mitigacdo
dos efeitos deletérios do estresse em plantas.

Palavras-chave: Ecofisiologia do estresse. Fotossintese. Rizobactérias. Rizosfera. Seca.
Caatinga.
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Fluorescence of chlorophyll a and photosynthetic pigments in sorghum [Sorghum bicolor
(L.) Moech] inoculated with plant growth promoting bacteria submitted to water stress

ABSTRACT

In face of with a global panorama of climate change and irregular rainfall patterns, it is
necessary to develop sustainable strategies for food production. The rhizosphere is a true
genomic library, storing the most diverse types of direct and indirect mechanisms to mitigate
environmental stresses in its inhabitants. As a result, plant growth-promoting bacteria (PGPBS)
were prospected in the rhizosphere of five species (Cnidoscolus quercifolius (Faveleira);
Poincianella pyramidalis [Tul.] L. P. Queiroz (Catingueira); Aspidosperma pyrifolium
(Pereiro); Sida galheirensis (Malva Branca); Jatropha curcas (Pinhdo Manso)) in the Cabrobo
desertification center in the Brazilian semiarid region. From a total of 60 bacteria isolated in
culture medium with restriction in water activity (Aw = 0.957), 20 bacteria were selected, which
presented the highest number of growth promotion mechanisms and inoculated in Forage
Sorghum plants (IPA-SF - 15) subjected to a water deficit of 80%, 50% and 30% of the pot
capacity (PC). The levels of foliar photosynthetic pigments and emission parameters of
chlorophyll a fluorescence (Initial fluorescence [Fo]; Variable fluorescence [Fv]; Maximum
fluorescence [Fm]; Electron flow of PSII [Fv / Fm]; Quantum efficiency by center of reaction
[Eto / CR]) were evaluated. Inoculation with bacterium 2.3 favored an increase in chlorophyll
content of 45% in the treatment of 30% of PC compared to plants inoculated with this bacterium
and humidity of 80% of PC. Chlorophyll b had an accumulation of approximately 80% for
plants inoculated with bacterium 2.4 (30% of PC) when compared to plants with humidity of
80% of PC. The carotenoid content increased by up to 8 times its content compared to the
control without inoculation for the bacterium 10.8. For the fluorescence parameters, the bacteria
identified as 1.10, 4.2, 6.3 and 7.2 showed the greatest preservation of the membranes and
molecules of the photosynthetic apparatus, even if the plants were under conditions of more
intense water deficit (30% of PC). Therefore, the use of PGPBs, mainly bacteria 1.10, 1.11, 2.3,
2.4, 4.2, 6.1, 6.3, 7.2, 10.8, guaranteed the stabilization and maintenance of the organelles
providing greater photochemical efficiency. It implies the evidence that extreme or disturbed
environments are important as a source of inoculants to mitigate the harmful effects of stress
on plants.

Keywords: Ecophysiology. Photosynthesis. Rhizobacteria. Rhizosphere. Drought. Semiarid.
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4.1 INTRODUCAO

A humanidade estd exigindo cada dia mais dos recursos naturais para manter a
sobrevivéncia no planeta, o que sobrecarrega os ecossistemas e causa alteragdes climaticas
severas (MCNEAR JR, 2013). Uma das alternativas para mitigar os efeitos deletérios das
mudancas climaticas globais é a prospeccdo de microrganismos na rizosfera de plantas em
ambientes afetados por algum agente estressor, como por exemplo, a seca, salinidade ou
temperatura (ARAUJO et al., 2020; MUKHTAR et al., 2020; ALKAHTANI et al., 2020).

A rizosfera é a zona de interface entre a planta e o solo (HILTNER, 1904), onde 0s
processos biogeoquimicos ocorrem de forma intensa. Essa regido estacionaria é extremamente
rica no aporte de compostos organicos de alto e baixo peso molecular, fazendo com que exista
uma grande diversidade de microrganismos (MCNEAR JR, 2013) onde, a interacédo deles com

0s metabdlitos gerados na rizosfera condiciona a comunidade microbiana rizosférica.

A colonizacdo com diversas espécies de rizobactérias, além de contribuir com o
crescimento e desenvolvimento, auxilia também na adequacdo do vegetal as condicGes
ambientais adversas (PRIYA; PATIL; KUMAR, 2016; GOVINDASAMY et al., 2017; TULU
2020). Existem muitas cepas de Bactérias Promotoras de Crescimento de Plantas (BPCP’s),
pertencentes aos géneros Bacillus, Azotobacter, Azospirillum, Pseudomonas, Klebsiella,
Enterobacter. Rhizobium e Serrantia, que podem ser usadas para melhorar o crescimento das
plantas mesmo sob varios fatores de estresse (XU et al., 2018; ALKAHTANI et al., 2020).

Em regibes aridas e semiaridas, o uso de BPCPs tem sido difundido como forma de
atenuar os efeitos provocados pelos estresses bidticos e abidticos (SHAMAR; SHAMAR, 2017,
FRACASSO et al., 2017), por meio de sinalizagio de cascatas de fitohormonios e exsudatos
radiculares que formam uma espécie de zona limiar de alivio dos danos provocados nas espécies
vegetais cultivadas ou endémicas dessas regides (KAUSHAL; WANI, 2016) Dessa forma, se
faz necessario uma forga tarefa cientifica para ampliar cada vez mais o entendimento da
interacdo entre os microrganismos no alivio do estresse provocado nos ecossistemas,
principalmente observagdes cientificas que visam o equilibrio natural a partir da preservacdo
das comunidades e populagdes que os habitam, em conjunto com a inoculagdo em commodities

agricolas.

Uma cultura agricola que apresenta uma potencialidade produtiva expressiva em regides

semiaridas € o sorgo, pois possui tolerancia a diversos estresses abiéticos, sendo o principal
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deles aseca (SCHITTENHELM; SCHROETTER, 2014; CLOUTIER et al., 2020). Em 2020/21
estima-se que a produtividade dessa cultura aumente em 2,4% (FAO, 2020), consolidando o 5°

lugar de cereal mais produzido a nivel mundial.

Devido a expressividade do sorgo, diversos estudos envolvendo biotecnologia vem
sendo desenvolvidos, como por exemplo, a prospeccao de rizobactérias que podem contribuir
na formulacdo de um bioherbicida (TULU, 2020), avaliacdo do comportamento da comunidade
microbiana radicular na presenca de estresse ambiental (XU et al., 2018), avaliacdo da co-
inoculagdo de BPCPs e fungos micorrizicos arbusculares (FMA) no desenvolvimento das
plantas (KUMAR et al., 2012), estimativa da correlacdo entre a producdo de metabdlitos
secundarios exsudados pelo sistema radicular e a flutuacdo da comunidade microbiana
(CLOUTIER et al., (2020). Além disso, existe a contribuicdo na observacdo da comunicacdo
entre planta-microrganismo através da cascata de moduladores hormonais que sinaliza ao
microcosmos edéafico sobre a necessidade de ativagdo dos diversos mecanismos de alivio do
estresse, a clivagem do etileno, até a ativacdo de genes para a producdo de substancias
captadoras de sider6foro-ferro e outros ions metalicos (PAGE, 2013; KAVADIA et al., 2020).

Em situacBes de restricdo hidrica severa, a homeostase fisiolégica da planta é
comprometida, surgindo diversas disfungdes, principalmente interligadas a liberacdo de
espécies reativas de oxigénio (ERO’s). Esse estresse secundario também denominado de
oxidativo pode provocar alteracbes em lipideos, proteinas e membranas (BARREIROS;
DAVID; DAVID, 2006; XU et al., 2018). Diante disso, estudos que avaliaram as respostas
morfofisioldgicas em diversas espécies de plantas inoculadas com BPCPs, tais como milho
(KHAN et al., 2020), sorgo (ZHANG et al., 2019), trigo (JOCHUM et al., 2019) e pimentdo
(ALKAHTANI et al., 2020) submetidas a déficit hidrico apontaram ganhos consideraveis no
crescimento e desenvolvimento das culturas, principalmente na preservacdo dos pigmentos
fotossintéticos. Esses resultados apontam como uma proposta promissora para adaptacdo de
culturas agricolas em areas vulneraveis a atuagdo de fendbmenos climatologicos intensos, como

a seca por periodos mais longos.

E importante que para o aumento da resiliéncia do ecossistema exista a construcéo de
um ambiente edafico saudavel frente a submisséo a eventos climaticos extremos. 1sso vai desde
a preservacao da cobertura vegetal até a utilizacdo da biotecnologia, prezando sempre pela
maior especificidade do agente mitigador com a regido afetada pelos efeitos danosos (TIRADO;
COTTER, 2010; OMOTAYO; BABALOLA et al., 2021). Assim sendo, a bioprospeccéo de

rizobactérias com mecanismos de promog&o de crescimento e alivio de estresse em plantas em
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Ndcleo de Desertificagdo no Semiarido brasileiro foi realizada e posteriormente inoculadas em
plantas de sorgo, com a finalidade de avaliar a potencialidade das bactérias na performance dos
parametros fisiologicos do aparato fotossintético quando a cultura estiver submetida a restri¢éo

hidrica.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Caracterizacdo da area de coleta do solo rizosférico e espécies endémicas da

Caatinga.

Os solos foram coletados em duas &reas na cidade de Belém de S&o Francisco
(8°45°57°’S e 38°57°45°W), proximo ao Assentamento de Manga de Baixo, na mesorregido
do sertdo do estado de Pernambuco em abril de 2019. Os solos foram classificados em
Planossolo Héplico (PH-1) (8°42°08’°’S e 38°51°39’W) e Planossolo Natrico (PN-2)
(8°44°20°S e 38°51°19°’W) de acordo com classificacdo da Embrapa (2018) e descritos em
Camara et al. (2021).

Segundo a classificagdo de Koppen o clima da regido ¢ do tipo BShw’, semiarido quente
com temperatura média anual de 26 °C, pluviometria acumulada em 2019 de 325,7mm (APAC,
2021) e evapotranspiracdo de referéncia com média anual de 2.100 mm (JACOMINE et al.,
1973). A érea é coberta por vegetacdo caducifolia espinhosa de porte baixo e pouco densa. A
flora é ainda pouco conhecida (GIULIETTI et al., 2003). A partir da maior repeticdo na
paisagem, foram selecionadas as 5 espécies que sdo: (Cnidoscolus quercifolius (Faveleira);
Poincianella pyramidalis [Tul.] L. P. Queiroz (Catingueira); Aspidosperma pyrifolium

(Pereiro); Sida galheirensis (Malva Branca); Jatropha curcas (Pinhdo Manso).

Em campo foram escolhidas de forma aleatéria 3 individuos de cada espécie que tiveram
seu solo rizosférico coletado, seco ao ar e tamizado em peneira de 2 mm (TFSA). Apos isso
foram caracterizados fisica (Tabela 1) e quimicamente (Tabela 2) de acordo com EMBRAPA

(2018) e conforme descricdo no capitulo anterior.

Na caracterizacao fisica (Tabela 1) determinaram-se a granulometria e a argila dispersa
em agua na terra fina seca ao ar (TFSA) a partir do método do densimetro; densidade do solo
(método do torrdo parafinado) (EMBRAPA, 2018). A caracterizagdo quimica (Tabela 2)
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realizou-se, na TFSA, o pH na relacdo solo : &gua, na proporcao 1: 2.5; os cations trocaveis
(Ca?*, Mg?*, Na* e K*), os cations divalentes foram extraidos em KCI 1 mol L e os cétions
monovalentes foram extraidos na presenca de uma solucdo duplo &cida (Melich — 1)
(EMBRAPA, 2018). A soma de bases (SB) e a percentagem de Sodio trocavel (PST) foram

calculados a partir dos valores obtidos no complexo sortivo.

Tabela 1. Caracterizagéo fisica do solo rizosférico coletado na profundidade de 0 — 20 cm, por
espécie da Caatinga do Ndcleo de Desertificacdo de Cabrobo.

Composi¢do granulométrica da TFSA (g Kg-1)

- Ds - s ADA GF GD
Espécies AT Silte Argila
(Kgdm-%) (2-0.05mm) (0.05-0.002 mm) (<0.002mm) (g Kg - (%)
Cnidoscolus quercifolius 611.56 302.63 85.82 57 34 66
Caesalpinia pyramidalis 727.37 207.89 64.74 43 33 67
Aspidosperma pyrifolium  1.77+0.05 719.12 224.25 56.63 43 23 77
Sida galheirensis 826.01 114.69 59.30 50 16 84
Jatropha curcas 678.22 257.84 63.95 43 32 68

TFSA — Terra fina seca ao ar; Ds — Densidade do Solo (com desvio padrao); AT — Areia total; ADA — Argila
dispersa em Agua; GF — Grau de Floculacdo; Grau de Disperséo

Tabela 2. Caracterizagdo quimica do solo coletado na rizosfera de plantas da Caatinga do
Nucleo de Desertificacdo de Cabrobd

Espécies pH agua Ca Mg Na K SB H+Al CTC PST

(1:2,5) cmolc Kg-* (%)

Cnidoscolus quercifolius 7.25 3.32 0.50 008 011 4.01 0.93 4.94 1.54
Caesalpinia pyramidalis 7.29 2.80 0.40 0.11 0.08 3.39 1.03 4.42 2.42
Aspidosperma pyrifolium 6.85 2.73 0.36 0.07 0.11 3.27 2.10 5.37 1.29
Sida galheirensis 7.46 3.01 0.44 0.10 0.10 3.64 1.50 5.14 1.85
Jatropha curcas 8.17 4.59 0.68 009 015 551 0.97 6.48 1.44

SB — Soma de bases (SB = Ca + Mg + Na + K); CTC — Capacidade de troca catidnica (CTC = SB + (Al + H)); PST — Porcentual
de sodio trocavel (PST = (100*Na+)/CTC)

4.2.2 Isolamento e purificacdo das bactérias promotores de crescimento

Na area de coleta foram selecionadas aleatoriamente 3 individuos de cada espécie e
coletado o solo rizosférico, tamizado em malha 4 mm e armazenado a -10°C até a realizagdo
das analises. A partir desse material, 60 isolados foram obtidos em meio King B (KING;
WARD; RANEY, 1954) (ANEXO 1) com atividade de agua reduzida (Aw= 0,957), sendo
avaliado dessas cepas 0s principais mecanismos diretos e indiretos de promocao de crescimento

e alivio de estresse (Tabela 3).
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Dentre todos os isolados purificados, 13 bactérias apresentaram o melhor desempenho
na producdo de compostos que contribuem para o alivio de estresses abidticos. Além dessas, 7
bactérias também foram consideradas por estarem relacionadas com producdo de &cido
indolacético (AIA) em conjunto com algum outro mecanismo de tolerancia, seja producéao de
enzimas extracelulares (Catalase) ou halotolerancia. Com isso, um total de 20 bactérias (1.4;
1.8; 1.10; 1.11; 2.1; 2.3; 2.4; 4.1; 4.2; 4.4; 4.6; 4.7; 6.1; 6.3; 7.2; 9.3; 10.8; 10.9; 12.2; 15.1)
foram selecionadas para o experimento de inoculacdo nas plantas de Sorgo Forrageiro (IPA -

SF 15) submetidas a estresse hidrico.
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Tabela 3. Mecanismos diretos e indiretos de promocao de crescimento do isolados bacterianos prospectados na rizosfera de espécies endémicas

da Caatinga do Nucleo de desertificacdo de Cabrobd — PE

Solubilizacio

Halotolerancia

Bacteria EPS Biofilme Cas(POR: Al(PO2) AlA ACC FBN ™ 25M EM CAT NHs
1.1 ++ (+) 0.1538 (+) * * - + + + + - ++ +++
1.2 +(+) 0.1418 (+) * * - - + - - - + +++
13 +(+) 1.3612 (+++) 1.073 (BAIXA) - - - - - - + +++
1.4 ++ (-) 0.1154 (+) * + + - + + - + ++
15 ++(+) 0.5482 (++) * - - +++ - - - + +++
1.6 +++(+) 0.9399 (++) 1.113 (BAIXA) * - - + + + - + +++
1.7 +++(+) 0.7329 (++) 1.256 (BAIXA) * - + + - - - +++
1.8 +++(+) 1.3065 (+++) * ++ + + - - ++ +++
1.9 ++(+) 0.1779 (+) - + +++ + + - + +++
1.10 ++(+) 0.5514 (++) + - + + + - + ++
1.11 ++(+) 0.1554 (+) + ++ + + - - - ++
2.1 ++(+) 0.6135 (++) + - +++ + + - - ++
2.2 +++(+) 1.1930 (+++) 1.394 (BAIXA) - + + - - - - ++
2.3 ++(+) 0.1049 (+) * + - + + + - + ++
2.4 ++(+) 0.3825 (++) 1.124 (BAIXA) + + + - - - ++ ++
4.1 +++(+) 0.9719 (++) - - - + +++ - - - ++ +++
4.2 +++(+) 0.7600 (++) * - + + + + ++ - ++ +++
4.3 +(+) 0.1103 (+) 0.718 (BAIXA) * - + - - - - - +++
4.4 +++(+) 1.0801 (+++) 1.167 (BAIXA) * + + + - - - ++ ++
4.6 +++(+) 0.2370 (++) 1.369 (BAIXA) * - +++ + - - - ++ ++
4.7 +++(+) 0.6941 (++) 1.412 (BAIXA) * - +++ + - - - ++ +
5.1 +++(-) 0.8114 (++) 1.359 (BAIXA) * - - + + - - + ++
5.2 +++(+) 0.4371 (++) 1.240 (BAIXA) * - - + + - - - ++
5.6 +++(+) 1.2056 (+++) * * - - - + + - + ++
6.1 +++(+) 0.4572 (++) 1.036 (BAIXA) * - ++ +++ + - - ++ +++
6.2 +++(+) 1.1780 (+++) 1.164 (BAIXA) * - + - - - - ++
6.3 +++(-) 0.1525 (+) 1.322 (BAIXA) 1.034 (BAIXA) + +++ + - - - ++ +
7.2 ++(+) 0.1658 (+) - * + + - + + - ++ +
7.3 +(+) 0.3263 (++) - * - - +++ - - - - +

(Continua)
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Tabela 4. Mecanismos diretos e indiretos de promocao de crescimento do isolados bacterianos prospectados na rizosfera de espécies endémicas
da Caatinga do Ndcleo de desertificacdo de Cabrobé — PE

(Conclusao)

8.2
9.1
9.2
9.3
10.1
10.3
10.5
10.6
10.7
10.8
10.9
10.10
10.11

111
121
12.2

13.1
13.2
13.3
15.1
15.2
153

+++(+)
+++(+)
+++(+)
+++(+)
+++(-)
+++(+)
+++(+)
+++(+)
+++(+)
+++(+)
+++(+)
+()
++(-)
++(+)
++()
+++(+)
+++(+)
+(+)
+++(+)
+++(-)
++(+)

+++(+)

0.5272 (++)
0.6139 (++)
0.6243 (++)
0.5521 (++)
0.7052 (++)
0.2013 (++)
0.6669 (++)
0.6601 (++)
0.4891 (++)
0.6242 (++)
0.3427 (++)
0.2169 (++)
0.8478 (++)
0.5778 (++)

0.0561 (-)
0.6770 (++)

0.7143 (++)
0.6590 (++)
0.9407 (++)
0.4647 (++)
0.6602 (++)
0.4795 (++)

*

1.108 (BAIXA)
1.234 (BAIXA)

*

*

1.237 (BAIXA)
1.234 (BAIXA)
1.146 (BAIXA)

*
*
*
*

*

1.219 (BAIXA)

*

1.215 (BAIXA)
*

1.231 (BAIXA)

1.084 (BAIXA)

1.151 (BAIXA)

*
.
.

1.128 (BAIXA)
.
.
.

*

*

+ + +

+

++
++

++

+

+++

+++

+ 4+ o+

+

+

++ +

- +

- ++

- ++

- ++

- +++

- +++

- ++

- ++

- ++

++ ++

++

++
++ ++
+ ++

- +++

+ ++

++ +

- ++

- +

+ +++

EPS — Exopolissacarideos; AIA — Acido Indolacetico; ACC — &cido 1-aminociclopropano-1-carboxilico;FBN — Fixagéo bioldgica de nitrogénio; CAT — produgéo da enzima

Catalase; NHs;— Producédo de aménia; * - Auséncia de crescimento de col6nia no mecanismo testado.
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4.2.3 Inoculacédo das BPCPs em Sorghum bicolor L. Moech. submetido a estresse hidrico

As sementes de sorgo passaram por um processo de desinfestacdo, a partir da imersao
em alcool 70% (3 min); posteriormente colocadas em hipoclorito de sédio 2,5% (v/v) (7 min);
novamente suspendidas em alcool 70% (1 min); seguida de lavagem em &gua destilada estéril
(ADE). Ap6s a lavagem, a ADE foi plagqueada em meio Agar-Agua para verificacdo do

crescimento de algum microrganismo contaminante.

As BPCP’s foram crescidas em meio King B (King et al., 1954), sob agitagdao a 150 rpm
por 48 horas. Ap6s atingirem uma densidade otica de 10® (DOsso nm = 0,1), as sementes
desinfestadas foram imersas por duas horas (BISEN et al., 2015; KAVAMURA et al., 2013).

Apds esse procedimento foi continuada com a semeadura em substrato inerte esteril
(areia com vermiculita (2:1) autoclavadas). Aos 15 dias de aplicacdo do estresse hidrico, foi
realizada a reinoculacdo das BPCPs (1 mL) na base da planta, 0 mais proximo ao sistema

radicular.

4.2.4 Conducao do experimento e manejo de irrigacdo e nutricional das plantas de Sorgo
(IPA SF 15)

O experimento foi conduzido em ambiente protegido pertencente ao Programa de Pds-
graduacao em Ciéncia do solo na Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), durante
0 periodo de 27 de outubro de 2020 a 15 de dezembro de 2020, perfazendo um total de 50 dias.

Os testes de capacidade de pote (CP) foram realizados em laboratério para estimar as
umidades utilizadas durante o experimento. A partir dessa estimativa foram mantidos 3 niveis
de estresse hidrico 80 % (0,202 g g%), 50 % (0,126 g g*) e 30 % (0,076 g g*) da umidade
correspondente a CP. A irrigacdo foi realizada diariamente por meio de proveta graduada em
quantidade correspondente a agua perdida por evapotranspiracdo estimada por meio de
pesagens. Procedimento similar de manejo hidrico foi adotado por Araujo et al. (2020).

Além disso, semanalmente era aplicada solugdo nutritiva completa (HOAGLAND;
ARNON, 1950) (ANEXO IX) como forma de suprir a demanda nutricional das plantas.
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4.2.4.1 Avaliacdo dos parametros fisiologicos

Os parametros da emissdo da fluorescéncia da clorofila a (Fluorescéncia inicial [Fo];
Fluorescéncia variavel [Fy]; Fluorescéncia maxima [Fm]; Eficiéncia quantica do fotossistema 11
[Fv /Fm]; Fluxo de elétrons por centro de reagdo [ETo /CR]) foram estimados aos 30 dias apds
0 estresse (DAE) com auxilio do aparelho fluorémetro FluorPen F100. As medicdes se deram
na primeira folha totalmente expandida e saudavel, ap6s um periodo de aclimatacéo no escuro
(30 minutos) como forma de provocar a oxidacao total do centro de reacao do fotossistema Il
(PSI).

A extracdo quimica dos teores de pigmentos fotossintéticos (Clorofila a, b e
Carotenoides) seguiu a metodologia proposta por Lichtenthaler e Buschmann (2001). Tal
extracdo foi realizada nas mesmas folhas que foi realizada a medicdo da fluorescéncia da
clorofila a como forma de haver uma melhor correlagdo com as medidas de cinética da

fotossintese das plantas inoculadas e submetidas a déficit hidrico.

4.2.4.2 Delineamento experimental e andlise estatistica

O delineamento experimental foi em arranjo fatorial 21 x 3, consistindo de 20 isolados
com 1 controle sem inoculacéo e 3 niveis de umidade do solo (80%, 50% e 30% da umidade
referente a Capacidade de pote) em blocos ao acaso com 3 repeticdes, formando um quantitativo

de 189 unidades experimentais.

Foi realizada a analise de variancia (ANOVA) no software ASSISTAT 7.7 e aplicado a
comparacdo das médias pelo Teste de Scott-Knott (p < 0.05). A raiz quadrada dos dados de
pigmentos fotossintetizantes foi calculada, como forma de transformagé&o direta visando atender

todos os requisitos da estatistica paramétrica.

A analise de componentes principais (ACP) foi realizada com auxilio do software PAST
versdo 4.02, para observar as caracteristicas extraidas dos dados a partir de combinacdes

lineares mais representativas.
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4.3 RESULTADOS

4.3.1 Pigmentos fotossintéticos em Sorghum bicolor [L.] Moech submetidos a estresse
hidrico inoculados com BPCPs

A analise de variancia mostrou que para a clorofila a e a clorofila total ndo houve
interacéo entre os fatores (BPCPs x umidade). No entanto, os tratamentos de forma isolada
apresentaram efeito significativo tanto para bactérias (p<0,01) como para a umidade (p < 0,05).
Na figura 1, observa-se que as plantas inoculadas com a bactéria 2.3 e 10.8, apresentaram maior

teor de clorofila a (Chla) e clorofila total (Chlotal).

A inoculacdo com BPCPs influenciou positivamente a producdo e acumulo dos
pigmentos fotossintetizantes, como é o caso da Chla. Ao comparar os tratamentos controle sem
inoculacdo com as plantas inoculadas, observou-se diferenca significativa entre a médias das
plantas de sorgo inoculadas com o isolado 2.3, que apresentaram um acreéscimo nos teores de
Chla de 38,81 % (50 % da CP) e 44,87 % (30 % da CP). Na umidade de 80 % da CP houve
decréscimo de 2,77 % da Chla (Figura 1A).

Da mesma forma, pode ser observado a diferenca significativa entre as médias,
correspondendo a um acréscimo de clorofila a nas plantas inoculadas com a bactéria 10.8, nos
tratamentos de menor umidade (50 % e 30 % da CP) (Figura 1A). Ao comparar as plantas
inoculadas com essa bactéria e o controle sem inoculacdo, pode ser observado que para a
umidade de 50 % da CP houve acréscimo de 38,64 % para a Chla e 73,18 % para Chliotal; € para
a umidade de 30 % houve acréscimo de 72.72 % para a Chla e 71,16 % para Chlita (Figura 1B).
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Figura 1. A) Valores médios dos teores dos pigmentos fotossintéticos Clorofila a (Chla); B)
Valores médios da Clorofila total (Chltotal) em plantas de sorgo forrageiro (IPA - SF - 15)
submetidas a estresse hidrico e inoculadas com BPCPs. As médias seguidas da mesma letra ndo
diferem entre si para o teste de Scott-Knott a 5 % de probabilidade. *BPCP — Bactérias
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a disponibilidade de agua (Figura 2). Por mais severo que tenha sido o estresse, foi observado
0 aumento da Chla para o estresse de 30 % da CP, que foi na ordem de 36,12 % quando realizada

Para o parametro do teor foliar de Chlj, as plantas de sorgo sofreram influéncia quanto

a comparagdo com o controle sem inoculagdo mantido a essa mesma umidade.
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Figura 2. Valores médios das umidades a que foram submetidas as plantas de sorgo forrageiro
(IPA - SF - 15) inoculadas com BPCPs. As médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre
si para o Teste de Scott-Knott a 5 % de probabilidade

A clorofila b (Chly), os carotenoides (Chlx+n) e 0 pardmetro de relacdo entre os
pigmentos fotossintéticos (Relacdo Chla /Chly), apresentaram interacdo significativa
(p<0,01).

O comportamento do acimulo nos teores de pigmentos fotossintéticos se repete para a
Chly (Tabela 4), para os tratamentos com as bactérias 2.3, 2.4 e 10.8, evidenciando que quanto
maior for o estresse hidrico aplicado na planta maior a quantidade de pigmento fotossintetizante
sera produzido.

A Chly no sorgo inoculado com a 2.4 apresentou diferenca significativa entre as médias
dos tratamentos, sendo observado acréscimos na ordem de 122 % (50 % da CP) e 79,92 %
(30 % da CP), ao ser comparado com o0s tratamentos controles nas suas respectivas umidades
do substrato. Partindo do mesmo pressuposto comparativo, a bactéria 10.8 houve incrementos
de 65,04 % (50 % da CP) e 69,34 % (30 % da CP) em relac&o aos controles sem inoculacdo. Ja
a bactéria 2.3 contribuiu em 320 % (bactéria 2.3) com o aumento da Chl, nas plantas de sorgo
submetidas a umidade de 50% da CP, quando comparadas com o controle sem inoculacédo a
50% da CP.

As plantas inoculadas com a bactéria 6.1 apresentou diferenca significativa entres as
médias dos tratamentos, sendo observado o aumento mais expressivo de Chly dentre as plantas

de sorgo submetidas a umidade de 50 % da CP. Quando comparadas com o controle sem
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inoculacdo nessa mesma umidade (50 % da CP), a bactéria 6.1 aumentou em 183,66 % (bactéria
6.1) producéo de clorofila b nas plantas de sorgo forrageiro.

Tabela 5. Média e desvio padrdo da Clorofila b (Chlb) em plantas de sorgo forrageiro
inoculadas com BPCP’s e submetidos a estresse hidrico e que apresentaram interacao
significativa entre os fatores a 5% de probabilidade

Chl, (mg g*)
Tratamentos 80% da CP 50% da CP 30% da CP
14 0.3271 £ 0.0950 aA 0.3366 + 0.0576 bA 0.3460 + 0.1536 cA
1.8 0.5144 + 0.3537 aA 0.4119 + 0.1554 bA 0.3384 + 0.0398 cA
1.10 0.5521 + 0.3285 aA 0.4416 + 0.1789 bA 0.6469 + 0.05130 bA
1.11 0.4980 + 0.2600 aA 0.4202 + 0.0903bA 0.4425 + 0.1514 cA
2.1 0.3948 + 0.0967 aA 0.3028 + 0.0713 bA 0.2873 + 0.0497 cA
2.3 0.3908 + 0.2189 aB 0.9846 + 0.3131 aA 0.7055 + 0.2163 bA
2.4 0.0392 £ 0.0372 bB 0.5204 + 0.2426 aA 0.6119 £ 0.1821 bA
4.1 0.3453 + 0.1097 aA 0.3795 + 0.0333 bA 0.3557 + 0.0587 cA
4.2 0.2458 + 0.0496 aA 0.4114 + 0.4269 bA 0.3756 + 0.1540 cA
4.4 0.4042 £ 0.1727 aA 0.5621 + 0.2658 aA 0.5842 + 0.0682 bA
4.6 0.3135 + 0.0980 aA 0.3890 + 0.1724 bA 0.2688 + 0.0158 cA
4.7 0.3626 + 0.0707aA 0.2946 + 0.0295 bA 0.3843 + 0.2416 cA
6.1 0.3713 £ 0.0579 aB 0.6649 + 0.2784 aA 0.2857 + 0.0008 cB
6.3 0.3010 + 0.0098 aA 0.3669 + 0.0952 bA 0.4170 + 0.1432 cA
7.2 0.3704 + 0.1209 aA 0.2622 + 0.0686 bA 0.5205 + 0.2215 bA
9.3 0.2687 + 0.1415 aA 0.3266 + 0.1366 bA 0.3740 +0.1486 cA
10.8 0.6523 + 0.0847 aB 0.6705 + 0.0459 aB 1.1096 + 0.3907 aA
10.9 0.2897 + 0.1052 aA 0.3806 + 0.0952 bA 0.3249 + 0.0708 cA
12.2 0.3290 £ 0.1216 aA 0.1714 + 0.0043 bA 0.3494 +0.0478 cA
15.1 0.3300 + 0.0350 aA 0.2321 + 0.0375 bA 0.3499 + 0.0882 cA
CT 0.3357 + 0.0785 aA 0.2344 + 0.0186 bA 0.3401 + 0.1150 cA
CV(%) 19.11

Letras mindsculas comparagao entre os tratamentos com a inoculagao das bactérias; Letras maitsculas comparagao
entre os tratamentos com os niveis de umidade. As médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si para o
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Os teores de carotenoides evidenciaram diferencga significativa entre as médias dos
tratamentos para as plantas inoculadas com as BPCPs 1.11, 2.1, 4.6, 12.2 e 15.1 (Tabela 5).
Para esses isolados a plantas apresentaram um acrescimo de 200 %, 345,24 % e 213,41 %,
respectivamente, ao se comparar o tratamento de menor umidade (30 % da CP) com o de maior
agua disponivel (80 % da CP). As plantas inoculadas com a bactéria 10.8 apresentaram o maior
acumulo de carotenoides, aproximadamente 8 vezes maior que o teor de carotenoides do

controle sem inoculacéo a 30 % da CP.
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Tabela 6. Média e desvio padrdo da Carotenoides (C(x+b)) em plantas de sorgo forrageiro
inoculadas com BPCP’s e submetidos a estresse hidrico € que apresentaram interagao
significativa entre os fatores a 5% de probabilidade

Cub) (Mg gt)

Tratamentos 80% da CP 50% da CP 30% da CP

14 0.0108 £ 0.0073 bA 0.0474 + 0.0367 aA 0.0288 + 0.0182 bA
1.8 0.0909 + 0.0730 aA 0.0881 + 0.0183 aA 0.0473 + 0.0186 bA
1.10 0.0176 £ 0.0101 bA 0.0400 £ 0.0251 aA 0.0217 + 0.00319 bA
1.11 0.0362 + 0.0305 bB 0.0408 + 0.0203 aB 0.1086 + 0.0505 aA

2.1 0.0270 + 0.0146 bB 0.1188 + 0.0301 aA 0.0633 + 0.0081 aB

2.3 0.0320 + 0.0107 bA 0.0914 + 0.0815 aA 0.0229 + 0.0106 aA

2.4 0.1473 + 0.0439 aA 0.0089 + 0.0033 bB 0.0238 + 0.0007 bB

4.1 0.0326 + 0.0343 bA 0.0682 + 0.0730 aA 0.0743 + 0.0623 aA

4.2 0.0362 + 0.0320 aA 0.0631 + 0.0456 aA 0.0514 + 0.0477 bA
4.4 0.0043 + 0.0021 bA 0.0260 + 0.0232 bA 0.0121 +0.0107 bA
4.6 0.0252 £ 0.0421 bB 0.0083 + 0.0055 bB 0.1122 + 0.0239 aA

4.7 0.0339 + 0.0240 bA 0.0133 + 0.0065 bA 0.0414 + 0.0003 bA
6.1 0.0060 + 0.0033 bA 0.0512 + 0.0805 bA 0.0394 + 0.0422 bA
6.3 0.0592 + 0.0219 aA 0.0765 + 0.0492 aA 0.0115 +0.0141 bB

7.2 0.0187 £ 0.0183 bA 0.0514 + 0.0274 aA 0.0239 + 0.0069 bA
9.3 0.0435 + 0.0393 bA 0.0825 + 0.0621 aA 0.0185 + 0.0024 bA
10.8 0.0572 + 0.0224 aA 0.0376 + 0.0057 aA 0.1475 + 0.0257 aA

10.9 0.0459 + 0.0197aA 0.0021 + 0.0008 bB 0.0181 + 0.0021 bB

12.2 0.0189 + 0.0021 bB 0.0786 + 0.0074 aA 0.0179 + 0.0104 bB

15.1 0.0276 + 0.0269 bB 0.0418 + 0.0057 bB 0. 0865 + 0.0092 aA
CT 0.0949 + 0.0533 aA 0.0757 + 0.0136 aA 0.0182 + 0.0159 bB

CV(%) 39.31

Letras mindsculas comparacao entre os tratamentos com a inoculagdo das bactérias; Letras maitsculas comparacao
entre 0s tratamentos com os niveis de umidade a que estava mantido o substrato das plantas. As médias seguidas

da mesma letra ndo diferem entre si para o teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade

Ao se observar a matriz composta pelos autovetores e autovalores dos teores de
pigmentos fotossintéticos foliares em plantas de sorgo e os tratamentos experimentais, estima-
se que os maiores autovalores associados apresentaram uma correspondéncia de =~ 88 %,
demonstrando que o componente principal e secundario foram os mais significativos entre as

dimensGes dos dados (Figura 3).

Os teores de Chla, Chly e Chl a1 apresentaram maiores influéncias sobre as variaveis na
analise para o componente principal (Figura 3 — Elipse verde). Ja os teores foliares de
Carotenoides (Cx+b) € a razdo entre as clorofilas (Chla/ Chly) apresentaram maior significancia

para a analise das variaveis no componente secundario.
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As plantas inoculadas com o isolado 2.3 apresentaram o maior teor de pigmentos
fotossintetizantes, independente da umidade do solo, como demonstrado no agrupamento com
0 eixo 1. Os teores de clorofila foliar dos tratamentos inoculados com as bactérias 4.6, 4.7, 10.9,
12.2,15.1, e os controles sem inoculacéo 50 % e 30 % da CP apresentaram correlacao negativa,
apontando para uma possivel reducdo no teor dos pigmentos fotossintéticos das plantas (Figura

3 — Elipse amarelo).
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Figura 3. Grafico da analise dos componentes principais (ACP) da analise de teores de
pigmentos fotossintetizantes em plantas de sorgo forrageiro (IPA SF 15) inoculados com cepas
bacterianas promotoras de crescimento. (Chla a — Clorofila a; Chl b — Clorofila b; C(x+b) —
Carotenoides; Rel Chla/Chlb — razé&o entre os teores de clorofila).

4.3.2. Emissdo da fluorescéncia da Chla em sorgo forrageiro (IPA — SF 15) sob estresse

hidrico e inoculado com bacterias promotoras de crescimento

Para os parametros de fluorescéncia da clorofila a tais como: a fluorescéncia inicial (Fo)
e a fluorescéncia maxima (Fm) houve interacéo significativa (p<0,05). J& para os pardmetros da
eficiéncia na absorcéo de fotons (Fv/Fm) e fluxo de elétrons por centro de reacdo (ETo/ CR)

nédo houve interagéo significativa para nenhum dos tratamentos analisados.
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Para a fluorescéncia inicial, as plantas inoculadas com as bactérias 1.10, 4.2, 6.3 e 7.2
apresentaram diferenca significativa entre as médias dos tratamentos de umidade. Ao comparar
os valores médios da umidade mais baixa (30 % da CP) com a umidade mais alta (80 % da CP)
foi observado uma reducdo significativa da emissdo da fluorescéncia inicial de 17,12 %
(bactéria 1.10), 21,83 % (bactéria 4.2), 16,47 % (bactéria 6.3) e 39,97 % (bactéria 7.2).

Tabela 7. Médias e desvios padrdo dos parametros da cinética da emissao da fluorescéncia
inicial (Fo) que apresentou interacdo entre as bactérias e o estresse hidrico induzido a que as
plantas de sorgo foram submetidas

Fo
Tratamentos 80% da CP 50% da CP 30% da CP
1.4 6014 + 65 Aa 6805.3 + 845.8 aA 6588.6 + 589.8 aA
1.8 6664.3 + 56 aA 6356 + 547.5 aA 5982 + 562.9 aA
1.10 6859.3 + 472.3 aA 6794 +£ 195 aA 5685 + 741 aB
1.11 6772.7 £276.2 aA 6458.7 + 369.6 aA 6545.3 + 187.6 aA
2.1 6418 £ 938.9 aA 7032.7 £514.5 aA 7303.7 £947.2 aA
2.3 6935 + 341.6 aA 6500 + 778.6 aA 5789.7 £ 562.1 aA
2.4 7065.3 £ 391.8 aA 6881 + 541.6 aA 6713.5+601.5aA
4.1 5999 + 878.1 aA 6500 + 720.6 aA 5917.7 £ 1167.8 aA
4.2 6843 + 244 aA 6778.5 + 3415 aA 5349 + 344 aB
4.4 6396 + 619.1 aA 6306.7 + 485.4 aA 6458.7 £ 432.8 aA
4.6 6458.7 + 262.7 aA 6077.5 + 4245 aA 6074.7 + 484.7 aA
4.7 6989.7 + 829.5 aA 6744.7 £ 1033.2 aA 6131.3 £ 665.7 aA
6.1 6291.3 £ 483.1 aA 6469 + 490 aA 6276 + 307 aA
6.3 6635.3 + 984.1 aA 6881.3 + 1164.1 aA 5542.7 + 690.8 aB
7.2 6803.3 £ 1251.7 aA 5857.5 + 254.5 aA 4083.5 + 1800.5 bB
9.3 6696.7 + 801 aA 6686 + 650.3 aA 5982.7 + 449.9 aA
10.8 6610.3 + 701.1 aA 6588.3 + 385.2 aA 6166 + 390 aA
10.9 6154 + 463.3 aA 6783.3 £ 952.4 aA 6011.7 + 306.5 aA
12.2 6648.7 + 531.1 aA 5830 + 541.8 aA 6244.3 + 651.4 aA
15.1 6355.5 + 194.9 aA 6256 + 782.4 aA 6379 + 915 aA
CT 5748 £ 21.2 aA 6123.5 £ 580.5 aA 7637.5+1697.8 aA
CV (%) 10.13

Letras mindsculas comparacao entre os tratamentos com a inoculacdo das bactérias; Letras mailsculas comparacéo
entre 0s tratamentos com os niveis de umidade a que estava mantido o substrato das plantas. As médias seguidas

da mesma letra ndo diferem entre si para o teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade

As plantas inoculadas com as BPCP’s 2.3, 4.2, 6.3 e 7.2 apresentaram diferenca
significativa entre as médias dos tratamentos de umidade, refletindo em um decréscimo de
22,41% [2.3]; 16,39% [4.2]; 17,48% [6.3] € 44,97% [7.2], na taxa da fluorescéncia maxima das
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plantas submetidas a umidade de 30% da CP quando comparadas com as plantas a 80% da CP
(Tabela 7).

Tabela 8: Médias e desvios padrdo do pardmetro da fluorescéncia maxima (Fm), que
apresentou interacdo entre as bactérias e o estresse hidrico induzido a que as plantas de sorgo

foram submetidas

Fm
Tratamentos 80% da CP 50% da CP 30% da CP
1.4 24686 + 2029.5 aA 23938.3 £ 1738 aA 23613.3 £ 3252.5 aA
1.8 23201.7 + 835.8 aA 22475.7 £ 1535.3 aA 23753.6+ 2218.6 aA
1.10 23548.3 £+ 22723.1aA  23261.5+ 406.5 aA 21712 + 3890.5 aA
1.11 23873.7 + 3197 aA 22356 + 639.1 aA 23526.7 £ 1168.7 aA
2.1 23363.3 £ 1593.7 aA 26019 + 1144.9 aA 26106 + 2429.2 aA
2.3 26669.3 £ 2935.4 Aa  22840.3 £ 3190.2 aB 20693.6 + 946.4 bB
2.4 24437.3 £1957.3aA  26853.7 + 2828.5 aA 26804.5 £ 3397.5 aA
4.1 23185 + 5231.8 aA 22746.7 £ 3743.7 aA 23887.3 £ 3137.5aA
4.2 21857 + 488 Aa 24480.5+ 9425 aA 18275 + 2592 bB
4.4 23479.7 £ 5029.8 aA 24632 + 29425 aA 23331.3 £ 3496 aA
4.6 24372 + 2206.3 aA 22578 + 503 aA 23683.6 £ 1774.2 aA
4.7 20579 + 5083.4 aA 22543 + 4320 aA 22145.6 £1394.6 aA
6.1 21574.7 £ 1592.9 aA  23537.3 + 3469.8 aA 22726 + 618.6 aA
6.3 23611.3+£1048.3aA  23884.3 + 1577.9 aA 19484.6 + 2440.9 bB
7.2 24493.3 + 3469.3 Aa 21955 + 1257 aA 13479.5 + 6839.5 cB
9.3 24112 +1962.1 aA 24512.7 £ 1447.3 aA 24899.6 + 2516.4 aA
10.8 22692 + 715 aA 22497.3 £ 1691.8 aA 23754.3 £ 3089.4 aA
10.9 20144.7 £ 3065.4 aA 23971 + 633.9 aA 23020 + 830.1 aA
12.2 25596.3 £ 2121.2 aA  21709.3 + 2904.3 aA 23126.670 aA
15.1 22334.5 £ 1258.2 aA 22155 + 2838.9 aA 20046.3 + 3164.4 bA
CT 20977 + 4017.8 aA 22039.5 £ 2532.1 Aa 16349.6 + 7313.6 aA
CV (%) 11.05

Letras mindsculas comparagao entre os tratamentos com a inoculagéo das bactérias; Letras maitsculas comparagao
entre 0s tratamentos com os niveis de umidade a que estava mantido o substrato das plantas. As médias seguidas

da mesma letra ndo diferem entre si para o teste de Scott - Knott a 5% de probabilidade

Uma vez preservado os centros de reagdo do PSII, o fluxo de elétrons (ETo/CR)
permanece continuo que eleva a eficiéncia na absorcdo dos fotons de luz (Fv/ Fm), j& que as

membranas dos tilacoides ndo sofreram danos pelas espécies reativas de oxigénio (ERO’s).
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Para os tratamentos estudados ndo houve interacdo significativa entre os fatores a 5 % de
probabilidade, tanto para Fv/ Fm como para ETo/CR..

Entretanto, € importante destacar o tratamento 9.3 30 % da CP que apresentou a maior
eficiéncia na absorcdo de fétons (Fv/ Fm = 0.7590), evidenciando um acréscimo de 31,56%
quando comparado com o controle sem inoculacdo na umidade de 30 % da CP.

Ja o menor valor observado de Fv/ Fn (0.6767) foi o do tratamento da bactéria 15.1 com
30 % da CP. No entanto, quando se compara esse tratamento (15.1 30 % da CP) com o controle
sem inoculacdo de 30 %, é percebido um acréscimo de 18.07 %, ratificando assim a forte
interacao existente entre a inoculagcao de BPCP’s com o alivio dos efeitos deletérios provocados

pela restricdo hidrica.

Como forma de estimar os danos no aparato fotossintético provocado pelo estresse
abiotico aplicado nas plantas de sorgo foi realizado a ACP (Figura 4), onde a componente
primaria e secundaria (PC1 e PC2) explicaram 89,98 % do efeitos provocados no fotossistema
Il (PSII) em folhas de sorgo. Observou-se que a Fluorescéncia maxima (Fm), Fluorescéncia
variavel (Fv), a eficiéncia quantica do PSII (F/ Fm) e o fluxo de elétrons por centro de reagédo
(ETo/CR) apresentaram maior significAncia das variaveis no componente primario. A
fluorescéncia inicial (Fo) é representado pelos maiores valores das variaveis no componente

secundario.

Para os tratamentos 7.2 & 30 % da CP, 4.2 a4 30 % da CP, 6.3 a 30% da CP, 2.3 a30 %
da CP,4.1a50 % da CP, 15.1 450 % da CP e 15.1 & 30 % da CP, além dos controles negativos
com umidade 50 % e 80 % da CP (Figura 4 — elipse verde), houve uma correlagcdo negativa

com a emissdo da Fo.
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Figura 4: Gréfico da andlise dos componentes principais (ACP) da analise dos parametros de

emissdo da fluorescéncia da clorofila a em plantas de sorgo forrageiro (IPA SF 15) inoculados
com cepas bacterianas promotoras de crescimento.



121

4.4 DISCUSSAO

4.4.1 Pigmentos fotossintéticos em Sorghum bicolor L. Moech submetidos a estresse
hidrico inoculados com BPCPs

As plantas com menor umidade (50% e 30% da CP) e que foram inoculadas com a
maioria das BPCPs (15 bactérias) apresentaram uma melhor resposta, no que concerne a
producdo de pigmentos fotossintéticos, apontando para o fato de que 0s microrganismos sao

recrutados pela planta, formando uma zona limitrofe de alivio de estresse.

Zhang et al. (2019) ao estudarem a morfologia dos cloroplastos de plantas de Sorgo
submetidos a inoculacdo com BPCPs, perceberam que as plantas inoculadas e sob estresse
abidtico apresentaram a estrutura anatdmica do cloroplasto preservada, com sua forma
elipsoidal e a estrutura mitocondrial intacta, porém sem suas cristas. Fato que evidencia a
contribuicdo de BPCPs para a preservacao dos componentes do aparato fotossintético vegetal.
Esse estudo ainda mostra que os teores de clorofila total e clorofila b aumentaram nos
tratamentos com inoculacdo quando comparados com o tratamento controle sem bactéria,

corroborando os resultados encontrados com o presente estudo.

Em variaveis de milho sensiveis ou resistentes a seca e submetidas a déficit hidrico e
inoculadas com BPCPs apresentaram 0 aumento de 40% nos teores de clorofila foliar, para o
gendtipo sensivel. Khan et al. (2020) ao estudarem o efeito da inoculagcdo de BPCPs com e sem
acido salicilico em plantas de trigo submetidas a estresse hidrico observaram que os individuos
vegetais apenas inoculados reduziram as perdas dos teores de pigmentos foliares em
aproximadamente 9 %, ja os que foram inoculados e aplicado o &cido salicilico aumentou 0s

teores de pigmentos em 12 %.

Neste estudo foram encontrados aumentos de até 44,87 % (Bactéria 2.3) nos teores de
clorofila a, apontando para o potencial das bactérias obtidas da rizosfera de plantas endémicas
da Caatinga utilizadas no experimento. Inclusive, ao se observar as 5 BPCPs (isolados 4.6; 4.7;
10.9; 12.2; 15.1) que apresentaram a maior reducdo nos teores de pigmentos neste estudo, pode-
se inferir que o fendmeno esteja correlacionado com o fechamento estomatico provocado pelo

estresse hidrico mais severo e a menor eficiéncia dos microrganismos que foram testados.

Outra observacdo importante é que dentre as plantas inoculadas, o tratamento com maior

umidade (80 % da CP) que recebeu o isolado 2.3 e apresentou reducdo na clorofila a e
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carotenoides, pode ter correlagdo com a repressdo de genes de protecdo a seca por parte do
vegetal, visto que se tratava das plantas que apresentavam mais agua disponivel em seu
substrato. Isto é, devido ao substrato encontrar-se sempre com maior umidade, pode implicar
na supressdao do gene SbDHN, que é responsavel pela codificacdo de proteinas hidroliticas e
preservacao de membranas (FRACASSO et al., 2017), visto que outros mecanismos de alivio
mais simples e com menor gasto energético podem ser utilizados para a prote¢cdo da planta

contra o estresse ambiental a que ela esteja submetida.

No que tange a observacdo desses mecanismos a bactéria 2.3, que apresentou uma
contribuicdo relevante no alivio do estressse das plantas de sorgo, devido a producdo de
exopolissacarideos, de AIA (acido indolacético) e da enzima Catalase (CAT). Ambos se
correlacionam com a mudanca da arquitetura do sistema radicular e diminuicao dos efeitos
deletérios das ERO’s, devido a clivagem dessas espécies reativas gerando produtos menos
danosos as membranas e proteinas da planta (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006;
CARLSON et al., 2020; GOWTHAM et al., 2020).

Mecanismos como a producdo de EPS, em geral, pode ser atribuida a cepas do género
Bacillus, que atuam no crescimento e desenvolvimento das plantas, além da hidratacdo dos
tecidos (ALKAHTANI et al., 2020). Esta bactéria também possui correlagdo com a elevacéo

da atividade de enzimas que sequestram o oxigénio reativo (GOVINDASAMY et al., 2017).

Outros exemplos, s@o a Staphylococcus edaphicus e Streptomyces alboflavus, que
contribuem na producéo de ACC deaminase, enzima que participa na clivagem da molécula de
etileno em o — cetobutirato e amonia, substancias que contribuem principalmente para o
desenvolvimento radicular (ARAUJO et al., 2020).

A seca provoca um estresse secundario, denominado estresse oxidativo, que provoca a
formacéo e liberacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO’s), que degradam as membranas
celulares (BARREIROS et al., 2006). Além disso, a peroxidacédo lipidica e desnaturacdo de
proteinas dos cloroplastos em conjunto com a reducgéo nas concentracdes dos teores de clorofila

acentuam os efeitos do estresse sobre o vegetal (XU et al., 2018).

Com a intensidade do estresse, algumas BPCPs avaliadas contribuiram com o aumento
expressivo do teores de carotenoides, que é um pigmento acessorio para o suporte do aparato
fotossintético aos danos agressivos dos estresses abidticos, que atuam dissipando ou

absorvendo o excesso de energia na forma de calor (SHARMA et al., 2012).



123

Carlson et al. (2020) ao avaliarem a indugédo do sistema de defesa de plantas de sorgo
inoculadas com 5 estirpes de rizobactérias promotoras de crescimento e submetidas a estresse
hidrico, perceberam que 0s carotenoides provenientes da degradacdo do B- caroteno séo

positivamente regulados, fato provavelmente interligado ao potencial das RPCPs estudadas.

Plantas de sorgo submetidas a estresse hidrico e co inoculadas com Fungos micorrizicos
arbusculares e rizobactérias (Azospirilium e Azotobacter), apresentaram um acréscimo maximo
de carotenoides de aproximadamente 26 % (KAMALI; MEHABARAN, 2020), enquanto no
nosso estudo a bactéria 10.8 em condi¢des de estresse severo apresentou um acrescimo de 710
% em relacdo a planta controle sem inoculagdo com umidade fixada em 30 % da CP. Essa
observacao confirma a expressividade dessa bactéria na inducdo da resposta sistémica das

plantas de sorgo forrageiro (IPA SF-15) expostas a seca.

4.4.2 Emissao da fluorescéncia da Chla em sorgo forrageiro (IPA — SF 15) sob estresse

hidrico e inoculado com bacterias promotoras de crescimento.

A emissdo da fuorescéncia inicial denota quando o aceptor de elétron primario do PSII
em total oxidacdo é exposto a luz, indicando a ativacao das rea¢des bioquimicas do centro de
reacdo. Caso haja algum dano nesse aparato ocorre 0 aumento na fluorescéncia, implicando na
degradacdo da membrana dos tilacoides devido a perdxidacao lipidica e atuacdo da enzima
clorofilase (NEVES; SPAT, 2013). Tal circuntancia pode ser observada pelo agrupamento da
maioria dos tratamentos acima do eixo do componente principal um (PC1) (Figura 6)

principalmente para todos os tratamentos com as bacterias 2.1 e 2.3.

As bactérias que apresentaram maior protecdo do aparato fotossintético, estdo
correlacionadas a mecanismos promotores de crescimento. Das 4 BPCP’s, 3 indculos (4.2, 6.3,
7.2) tem como mecanismo a producdo de ACC deaminase, enzima que contribui para a protecédo
aos danos provocados pelo etileno formado durante o estresse oxidativo (GOWTHAN et al.,
2020). Em nivel do cloroplasto, as alteragcBes induzidas por esse hormonio ocorrem
principalmente nas membranas internas, além de provocar protuberancias na parte periférica da
organela (SHIMOKAWA; SAKANOSHITA; HORIBA, 1978). Com a deterioracdo das
membranas do tilacdides as enzimas do ciclo ascorbato - glutaniona (AsA-GSH) que participam
na desintoxicac¢do celular das ERQO’s, acabam tendo sua atividade reduzida, pois encontram-se

no estroma (IQBAL et al., 2017). Porém a ACC deaminase contribui para a diminuicdo dos
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efeitos do etileno e aumenta os niveis de glutaniona (GSH) como forma de aliviar o estresse
abiotico ao qual a planta esteja exposta (FATMA et al., 2021).

A bacteéria 1.10, que ndo possui 0 mecanismo da ACC, possui outros mecanismos como
a producdo de AIA, que ativam as vias de defesa inddlica a partir de aminoacidos, como o
triptofano (DI et al., 2016). A producdo de AIA por parte das rizobactérias, sdo responsaveis
por modificar a arquitetura radicular das plantas de Sorgo , a partir da supraregulacdo de
fitohormoénios (CARLSON et al., 2020).0Outros mecanismos que estdo presentes em todas essas
bacterias é a producdo de EPS e biofilme, que estdo interligados com a sobrevivéncia,
crescimento e desenvolvimento de plantas em ambientes extremos (ANSARI et al., 2017).

Além das mudancas a nivel de membrana celular, € importante abordar as disfuncées
fisioldgicas a nivel de estruturas foliares, como é o caso dos estbmatos, que por a¢do do agente
estressor ambiental tem sua condutancia reduzida provocando a diminui¢do na absorcao de agua
e na difusio de CO para os cloroplastos (MULLER et al., 2018). O resultado desses
decréscimos ocasiona a supressdo da taxa fotossintética, além de provocar a fotoinibi¢do do
PSII, que reflete diretamente no declinio no rendimento quantico (Fv/Fm), elevando assim, a

emisséo da fluorescéncia inicial (Fo).

Entretanto, observacdo divergente aconteceu em nosso trabalho. Embora a reducéo na
emisséo da fluorescéncia inicial da clorofila a, fato relacionado a preservagdo das membranas
dos tilacéides, as bactérias 2.3, 4.2, 6.3 e 7.2 apresentaram redu¢do na Fm, indicando que as
plantas submetidas a estresse abiodtico estavam fotoinibidas, pois provavelmente as quinonas
(QA) dos centros de reacdo ndo encontravam-se reduzidas implicando na diminuicdo da

intensidade das reacGes fotoquimicas (SILVA et al., 2015).

Segundo Tezara et al. (2005), em plantas sob condicdes estressantes o valor médio do
rendimento quantico foi abaixo de 0,8 (F\/Fm< 0,8) 0 que significa dizer que ha uma reducéo
na eficiéncia quantica maxima, situagcdo também observada nas plantas de sorgo forrageiro (IPA
SF-15). No entanto, se comparadas com o0s tratamentos controle, as plantas inoculadas
apresentaram aumento no rendimento quantico do PSII apontando para uma redugéo dos efeitos

deletérios da seca no aparato fotossintético das plantas inoculadas.

Em nivel molecular, é provavel que as bactérias que ndo apresentam uma resposta
significativa entre a inoculacdo e a mitigacdo do estresse estejam correlacionadas com a
repressdo da codificagdo de enzimas importantes para planta com ciclagem C4 submetidas a
seca, como a SONADP-ME e ShCA, por falta de moléculas especificas que se ligam aos éperons
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impedindo o avanco da RNA polimerase sobre 0 DNA. Essas enzimas sdo responsaveis pela
prevencdo a seca e conservacdo da agua, além da regulacdo da condutancia estomaética
(FRACASSO et al., 2017). Esses pesquisadores, ainda concluiram que para 0 Sorgo a expressao
do gene SbDHN codifica proteinas globulares hidroliticas que se acumulam na célula
protegendo a membrana celular e o equilibrio i6nico, fato observado por nosso estudo onde o0s
valores de aumento nos teores de pigmentos fotossintéticos e do rendimento quéntico
evidenciaram a preservacdo das membranas dos tilacoides dos tratamentos inoculados com

BPCPs submetidos a seca.

Segundo Miiller et al (2018), durante a assimilagédo de C, as plantas tendem a armazenar
fotoassimilados nas folhas, dentre eles o malato. Esse composto tem participacdo nos
movimentos estomaticos da planta, pois o seu Carbono pode ser metabolizado pela planta
durante a noite ou conforme a demanda energética aumente. Assim uma planta que ndo possua
0 malato prontamente disponivel tende a fechar os seus estbmatos e assim provocar 0s danos
nas membranas, reducdo nos pigmentos fotossintéticos, aumento na emissdo da fluorescéncia,

tudo relacionado com o estresse oxidativo.

4.5 CONCLUSAO

Com a utilizacéo de variaveis que envolvem a performance do aparato fotossintético,
como pigmentos fotossintetizantes e parametros da fluorescéncia da clorofila a foi possivel
identificar bactérias promotoras de crescimento de plantas com capacidade adaptativa para
condicGes de estresse hidrico. Dentre as 20 bactérias avaliadas, destacaram-se as bactérias 1.10,
1.11, 2.3, 2.4, 4.2, 6.1, 6.3, 7.2, 10.8 e 15.1 que podem ser estudadas com possibilidade de

utilizacdo biotecnoldgica para inoculacdo em plantas submetidas a estresses abidticos.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Diante das necessidades de uma producdo agricola sustentavel, a biotecnologia surge
como uma fonte promissora de preservacdo do ecossistema terrestre. O avanco de estudos
cientificos e a observacdo da interacdo simbidtica entre plantas e microrganismos eleva o

patamar de equilibrio entre esses reinos.

No bioma Caatinga, caracterizado por sua peculiaridade na resisténcia e resiliéncia a
longos periodos de estiagem. Podem ser encontrados diversos mecanismos de tolerancia,
principalmente os relacionados com a promocao de crescimento de plantas e alivio de estresse
vegetal. Ao serem avaliadas algumas espécies desse bioma, no ambito da mitigacao de estresse
abidtico, € possivel supor que provavelmente haja a existéncia de um genoma secundario na
rizosfera das plantas que conferem uma adaptabilidade ecofisiolégica dos vegetais nessas areas
com restricdo na disponibilidade hidrica. Além disso, as bactérias prospectadas apresentam bom
desempenho na associacdo com plantas de sorgo forrageiro, pois contribuem com o

crescimento, desenvolvimento e prote¢do das funcdes fisioldgicas dessas plantas.

Contudo, além do que foi observado, sugere-se que a avaliacdo metagendmica do solo
rizosférico de espécies, como a Faveleira, a partir da identificacdo de cada espécie de
microrganismo rizosférico e seus genes funcionais, seja realizada pois é de suma importancia
para que se possa atribuir e correlacionar os fenbmenos desencadeados nas plantas e na
comunidade microbiana quando estas forem expostas a estresses ambientais, como € o caso do

estresse hidrico.



132

ANEXO |
Meio King B (KING et al., 1954)

Para confeccdo de 1 Litro de meio de cultura:

REAGENTES QUANTIDADE
Peptona bacterioldgica 20 g
Sulfato de Magnésio (MgSO4 7H;0) 15¢
Fosfato de potassio monobasico (K2HPO4 159
Agar bacterioldgico 159
Glicerina 10 ml

*0O meio foi preparado com a adi¢do de sorbitol devido a necessidade de restringir a atividade

de 4gua (Aw = 0,957), assim foi adicionado 285 g de Sorbitol.

ANEXO Il
Meio Modificado (GUIMARAES et al., 1999)

Para confeccdo de 1 Litro de meio de cultura:

REAGENTES QUANTIDADE
Extrato de levedura 20 ¢
Sulfato de Magnésio (MgSO4 7H;0) 0,29
Fosfato de potassio monobasico (KoHPOg) 159
Sulfado de Manganés (MnSQOa4) 0,015¢
Sulfato Ferroso (FeSOa) 0,015¢g
Cloreto de Calcio (CaCl.) 0,039
Cloreto de Sadio (NaCl) 0,015¢
Agar bacterioldgico 159

*0O meio foi preparado com a adi¢do de Sacarose a 10%
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ANEXO 111
Meio TSB (Tryptic Soy Broth)

Para confecgédo de 1 Litro de meio de cultura:

REAGENTES QUANTIDADE
Peptona de soja 179
Peptona de casaina 30
Fosfato de potassio monobasico (K2HPO4) 259
NaCl 59
Glicose 250

*Para a analise de AIA o meio é enriquecido com L-Triptofano 5 mM.; **pH 7.3

ANEXO IV
Meio Solubilizacao de Célcio

Para confeccdo de 1 Litro de meio de cultura:

REAGENTES QUANTIDADE
Glucose (Dextrose) 109
Sulfato de Magnésio (MgSO4 7H-0) 1g
Fosfato de calcio monobaésico (CaHPO4) 49
Cloreto de Aménio (NH4CI) 59
Cloreto de Sadio (NaCl) 1lg
Agar bacterioldgico 159

*pH 7.2
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ANEXO V

Meio Solubilizadora de Aluminio

Para confeccdo de 1 Litro de meio de cultura:

REAGENTES QUANTIDADE
Manitol 109
Extrato de levedura 1lg
Cloreto de Aluminio (AICI; 6H20) 49
Fosfato de potassio monobasico (KoHPO4) 5¢g
Agar bacterioldgico 159
*pH 4,5
ANEXO VI
Meio M9
Para confeccdo de 1 Litro de meio de cultura:
REAGENTES QUANTIDADE
Fosfato de s6dio monobasico (NazHPO4) 69
Sulfato de Magnésio (MgSO4 7H20) 0,1M 1mL
Fosfato de potassio monobasico (KoHPO4) 39
Agar bacteriol6gico 159
Cloreto de sédio (NaCl) 059
Cloreto de Calcio (CaCl,) 1M 10mL
Glicose 29

*0O meio foi preparado com a adicdo de ACC 3 mM devido a necessidade de observar o

crescimento de colénia em meio onde o ACC fosse a Unica fonte de nitrogénio.



ANEXO VII

Meio NFb

Para confeccdo de 1 Litro de meio de cultura:

CONCENTRA(;AO PIPETAR
REAGENTES
(%0) (mL L?)
KH2PO4 10 1
NaCl 10 5
CaCL; 2H20O 1 5
MgSO4 7H.0 10 2
Azul de Bromotimol* 0,5 2

*Azul de Bromotimol em KOH 2N; ** Inserir Acido Malico 5 g L™

Preparacao da solugéo estoque de micronutrientes e FeEEDTA — Solugéo estoque 1000

mL

SOLUCAO ESTOQUE

Micronutrientes

CONCENTRAGCAO (%)  PIPETAR (mL L)

H3BO3 0,14
MnSO4 H.0O 0,1175
ZnSO4 7H20 0,12 2
CuSO4 5H20 0,04
Na2MoO4 2H20 0,1
Fe—EDTA 1,64 4
SOLUCAO ESTOQUE .
CONCENTRACAO (%) PIPETAR (mL LY
Vitaminas
Biotina 0,01
Piridoxol — HCI 0,02 .
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ANEXO VIII

Meio Agar - Halofilico (VINOTHINI et al., 2014)

Para confeccdo de 1 Litro de meio de cultura:

REAGENTES QUANTIDADE
Peptona bacterioldgica 20 g
Sulfato de Magnésio (MgSO4 7H;0) 69
Extrato de levedura 30
Cloreto de Calcio (CaCl,) 0,19
Cloreto de Sadio (NaCl) 30¢g
Cloreto de Potassio (KCI) 59
Agar 20 g
ANEXO IX

Solugéo Nutritiva (Hoagland e Arnon, 1951) — Solucéo estoque 1000 mL

- CONCENTRACAO PIPETAR
SOLUCAO ESTOQUE
(LY (mL L)
KH2PO4 136,09 1
KCI 74,56 5
CaClL2 2H.0 147,02 5
MgS04 7H,0 247,47 2
(NH4)2SO4 132,14 2
Micronutrientes 1
FeEDTA 1
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Preparacao da solugéo estoque de micronutrientes e FeEEDTA — Solugéo estoque 1000

mL

SOLUCAO ESTOQUE

) ) CONCENTRAQAO (o] L) PIPETAR (mL L)
Micronutrientes

H3BOs3 2,86
MnSO4 H20 1,55
ZnCl; 0,1 1
CuSO4 5H,0 0,08
(NH4)sM07024 0,02
FeSO4 7H20 24,9
EDTA 33,2 1

NaOH [1 mol L] 89
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APENDICE |

Quadro de analise de variancia para os parametros de biometria de plantas de sorgo

forrageiro (IPA — SF 15) inoculadas com bactérias promotoras de crescimento (BPCPs) e

submetidas a estresse hidrico

Quadrado Médio

Fonte de _
L GL Altura de Diametro de
Variagao MFPA MSPA
planta caule

Bactéria (B) 20 75.21823"™ 0.53891** 1.13807"™ 0.04157 ™
Umidade (U) 2 178.68824* 2.77346** 21.08887** 0.22752**
BxU 40 59.24319"™ 0.38034** 0.90152" 0.04324 ™
Residuo 53.79449 0.19348 0.72492 0.02981
Total 251
CV (%) 26.27 16.31 36.69 34.90

MFPA — Massa Fresca da Parte Aérea; MSPA — Massa Seca da Parte Aérea

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0,01); * significativo ao nivel de 5% de probabilidade (0,01

<p <0,05) ; ns ndo significativo (p > 0,05)
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APENDICE II

Quadro de analise de variancia para os teores de pigmentos fotossintéticos em plantas de
sorgo forrageiro (IPA — SF 15) inoculadas com bactérias promotoras de crescimento e

submetidas a estresse hidrico

Quadrado Médio

Fonte de GL

Variacgéo Chla Chlb Chl total Cx+b Rel Chl a/ Chl b
Bactéria (B) 20 0,06491**  0,07647**  0,12973**  0,01777** 0,47095**
Umidade (U) 2 0,07096*  0,06938** 0,13039* 0,00682 ™ 0,25719*
BxU 40 0,02273"™  0,03011**  0,03414™  0,01872** 0,56377**
Residuo 0,01950 0,01403 0,02945 0,00580 0,07532
Total 188
CV (%) 20,36 19,11 18,47 39,31 23,64

Chla — Clorofila a; Chlb — Clorofila b; Chl total — somatério entre as clorofilas a e b; Cx+b — Carotendides; Rel

Chla/Chlb — Razao entre os teores de clorofila foliar.

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0,01); * significativo ao nivel de 5% de probabilidade (0,01

<p <0,05) ; ns ndo significativo (p > 0,05)

Quadro de andlise de variancia para os parametros de emissdo da fluorescéncia da
clorofila a em plantas de sorgo forrageiro (IPA — SF 15) inoculadas com bactérias

promotoras de crescimento e submetidas a estresse hidrico

Fonte de Quadrado Médio

Bactéria (B) 20  665378.4™  12426234.3™  16233632.7"  0.00132" 0.01057™
Umidade (U) 2 4020558.8™  5533870.0™ 16707414.8™  0.00168™ 0.042270"

BxU 40 635161.4" 7781579.5 116830.7" 0.00101" 0.01127m
Residuo 417387.7 5014226.1 6474036.7 0.00084 0.01024
Total 188

CV (%) 10.13 13.46 11.04 4.02 9.42

FO — Fluorescéncia inicial; Fv — Fluorescéncia variavel; Fm — Fluorescéncia méxima; Fv/Fm — Eficiéncia na

absorcéo de fotons; ETO/CR — Fluxo de elétrons por centro de reacéo.

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0,01); * significativo ao nivel de 5% de probabilidade (0,01

<p <0,05) ; ns ndo significativo (p > 0,05)



