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Amenizacdo do estresse salino em milho inoculado com bactérias promotoras de crescimento de
plantas e fungo micorrizico arbuscular

RESUMO GERAL

O milho (Zea mays L.) é um dos grdos mais consumidos no mundo, e além de serem
usados para alimentacdo humana e animal, se destaca na industria de matriz energética. Diante
da degradacdo e salinizacdo dos solos, é necessario a busca de tecnologias sustentaveis que
ajude a adaptacéo e tolerancia do milho e de demais plantas de interesse econdmico as vastas
condicdes edafoclimaticas limitantes. Em face aos problemas limitantes do solo salino, essa
pesquisa objetivou estudar o comportamento de 24 cepas de bactéria promotoras de crescimento
de plantas (BPCP), isoladas de uma lagoa temporario do semiarido, em diminuir danos
causados por estresse salino, beneficiando o desempenho agrondémico das plantas de milho e
favorecendo a associacdo simbiotica tripartite entre o fungo micorrizico arbuscular (FMA)
(Rhizophagus clarus) e planta de milho (IPA CMS 36). Para isso, as BPCP foram testadas em
meio halofilico para confirmar seu potencial de tolerdncia a salinidade, selecionando os 10
isolados que apresentaram melhor desempenho. Posteriormente, foi realizado um experimento
em substrato autoclavado em casa de vegetacdo por 60 dias a fim de verificar o potencial de
promocédo de crescimento in vivo, bem como, os teores de pigmentos fotossintéticos foliares e
parametros da emisséo da fluorescéncia da clorofila a (Fluorescéncia inicial [FO]; Fluorescéncia
variavel [Fv]; Fuorescéncia maxima [Fm]; Fluxo de elétrons do PSII [Fv/Fm]; Eficiéncia
quantica por centro de reacdo [EtO/CR]) das bactérias selecionadas do teste de halotolerancia
em diferentes concentracdes salina (0, 40, 80 mM). Desse experimento, foram selecionadas as
bactérias 28-7; 43; 46-1; 70; e 79-1, as quais demonstraram maiores parametros biométricos e
as bactérias 24-1; 46-1; 52; e 70, as quais apresentaram 0s melhores desempenhos de
parametros fotossintéticos. As bactérias 28-7; 43; 46-1; 70; e 79-1 foram utilizadas em um
segundo experimento com duracdo de 49 dias, obedecendo 0 mesmo padrdo do primeiro
experimento e submetendo os tratamentos a diferentes concentragdes salinas (0, 40, 80 mM).
Neste experimento, foi realizado a co-inoculacdo de Rhizophagus clarus, a fim de avaliar a
biomassa das plantas, os teores de nutrientes acumulados no tecido vegetal e taxa de
colonizacdo das raizes pelo FMA. O maior acréscimo de biomassa foi observado para as
bactérias 41-6; 70 e; 79-1 em consércio com o fungo. Para os teores de nutrientes, os resultados
sugerem uma maior tolerancia das plantas de milho ao estresse salino por meio da
osmoregulacdo mediada pelos microrganismos proporcionados pelas bactérias 28-7; 46-1; 70;
79-1 co-inoculadas com o fungo R. clarus. Os resultados alcangados por essa pesquisa aceitam
a hipotese inicial levantada que BPCP ajudam a aliviar os sintomas causados pelo estresse
salino e favorecem a simbiose entre planta-fungo, estabelecendo uma relacdo de sinergia
tripartite entre planta-fungo e bactéria. Dessa forma, evidencia o potencial biotecnoldgico dos
microrganismos para a bioprotecdo e biofertilizacdo de plantas em solos afetados por sais.

Palavras-chave: Estresse abidtico. Salinidade. Rizosfera. Fitomicrobioma. Bioprotecéo.
Simbiose tripartite



Alleviation of saline stress in corn inoculated with plant growth-promoting bacteria and
arbuscular mycorrhizal fungus

GENERAL ABSTRACT

Corn (Zea mays L.) is one of the most consumed grains in the world, and in addition to being
used for human and animal food, it stands out in the energy matrix industry. Faced with the
degradation and salinization of soils, it is necessary to search for sustainable technologies
that help the adaptation and tolerance of corn and other plants of economic interest to the
vast limiting edaphoclimatic conditions. In view of the limiting problems of saline soil, this
research aimed to study the behavior of 24 plant growth-promoting bacteria (PGPB) strains,
isolated from a temporary semi-arid pond, in reducing damage caused by saline stress,
benefiting the agronomic performance of the plants. corn plants and favoring the tripartite
symbiotic association between the arbuscular mycorrhizal fungus (AMF) (Rhizophagus
clarus) and the corn plant (IPA CMS 36). For this, the PGPB were tested in a halophilic
medium to confirm their salinity tolerance potential, selecting the 10 isolates that presented
the best performance. Subsequently, an experiment was carried out in an autoclaved
substrate in a greenhouse for 60 days in order to verify the potential for promoting growth in
vivo, as well as the levels of leaf photosynthetic pigments and parameters of chlorophyll a
fluorescence emission (Initial Fluorescence [FO]; Variable fluorescence [Fv]; Maximum
fluorescence [Fm]; PSII electron flux [Fv/Fm]; Quantum efficiency per reaction center
[EtO/CR]) of bacteria selected from the halotolerance test at different saline concentrations
(0, 40, 80 mM). From this experiment, bacteria 28-7 were selected; 43; 46-1; 70; and 79-1,
which showed higher biometric parameters and bacteria 24-1; 46-1; 52; and 70, which
showed the best performance of photosynthetic parameters. Bacteria 28-7; 43; 46-1; 70; and
79-1 were used in a second experiment lasting 49 days, following the same pattern as the
first experiment and submitting the treatments to different saline concentrations (0, 40, 80
mM). In this experiment, the co-inoculation of Rhizophagus clarus was carried out in order to
evaluate the plant biomass, the levels of nutrients accumulated in the plant tissue and the rate
of colonization of the roots by AMF. The greatest increase in biomass was observed for
bacteria 41-6; 70 and; 79-1 in consortium with the fungus. For nutrient contents, the results
suggest a greater tolerance of corn plants to salt stress through osmoregulation mediated by
microorganisms provided by bacteria 28-7; 46-1; 70; 79-1 co- inoculated with the fungus R.
clarus. The results achieved by this research accept the initial hypothesis raised that PGPB
help to alleviate the symptoms caused by saline stress and favor the symbiosis between
plant-fungus, establishing a tripartite synergy relationship between plant-fungus and bacteria.
Thus, it highlights the biotechnological potential of microorganisms for the bioprotection and
biofertilization of plants in soils affected by salts.

Keywords: Abiotic stress. Salinity. Rhizosphere. Phytomicrobiome. Bioprotection. Tripartite
symbiosis
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1 INTRODUCAO GERAL

O solo € Unico, de carater intrinseco. Sua extrema importancia passa por caracteristicas
Obvias e visiveis, como a de simples sustentacdo; até as imperceptiveis a olho nu e de grande
valia, como a ciclagem de nutrientes.

No ambiente edafico ocorrem os principais ciclos regulatérios presentes na natureza, o
que o torna peca fundamental para os principais processos de manutencdo da vida na Terra;
destacando principalmente a agricultura, indispensdvel para a evolucdo e perpetuacdo da
espécie humana.

Sendo vital, 0 ambiente do solo é intrigante e complexo, em razéo das inimeras reacoes
e interagOes que ocorrem de forma simultdnea em seu corpo tridimensional, que de modo
preponderante determina as propriedades do solo e influencia o crescimento e atividade das
plantas e organismos dependentes deste meio.

Muito dessa sinergia se deve a diversidade microbiana do solo. Esses microrganismos
tiveram uma influéncia intensa em todo o planeta durante bilhdes de anos, e essa capacidade de
influenciar processos importantes e regulatérios na Terra e na biodiversidade vem sendo
progressivamente reconhecida.

Ultimamente, ha um interesse crescente na abundancia e diversidade microbiologica do
solo, porque ele abriga populagdes de microrganismos que podem ser aproveitadas e usadas em
uma abordagem ecologicamente correta em diversas areas da biotecnologia.

De forma promissora, essas populagdes de microrganismos podem ser usadas em larga
producdo de medicamentos para humanos e animais. Além disso, a microbiota do solo vem
sendo utilizada como aporte para novas tecnologias na agricultura, servindo como agentes de
biocontrole, biorremediacéo e biofertilizacdo, melhorando a salde e a fertilidade do solo, o
rendimento das colheitas, e garantindo a sustentabilidade do meio ambiente, reduzindo os danos
causados pelo uso de agroquimicos.

A produtividade agricola, a qualidade da 4gua e as mudancas climaticas séo muito
influenciadas pelo fluxo de nutrientes, pelo carbono e pela energia trocados entre a matéria
organica do solo, a hidrosfera, a atmosfera e o préprio solo. Dessa forma, é importante que o
solo se mantenha saudavel e sempre em reparacao.

Contudo, as mudancas climéticas, o uso indiscriminado de agroquimicos, e praticas
agricolas inadequadas estdo levando a perdas expressivas do potencial produtivo do solo
agricultavel juntamente com o efetivo biotecnoldgico, pouco ou minimamente explorados, e

ocasionando um desequilibrio ecolégico.
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Atualmente, agentes estressores (bidticos e abioticos) estdo em evidéncia em pesquisas
cientificas por agravar a degradacdo dos ecossistemas e exaurir areas agricolas ao redor do
globo, colocando em perigo a seguranca alimentar e a biodiversidade. Dentre os agentes
estressores mais importantes, estd a salinidade do solo que limita a absorcdo de agua pelas
plantas, reduzindo o potencial osmotico, tornando mais dificil para a planta a extragdo de agua
através das raizes, além de causar efeitos de toxicidade de ions especificos, perturbando também
0 equilibrio nutricional das plantas.

As atuais abordagens de reabilitagdo do solo salino, como lixiviacdo ou aplicacdo de
aditivos organicos/inorganicos, que sdo usualmente empregadas na tentativa de recuperar solos
afetados por sais, levantam preocupagdes ambientais por exigirem agua de alta qualidade em
grandes volumes e ter elevados custos financeiros.

Entre as abordagens alternativas, as usadas frequentemente para remediar solos salinos,
estdo sendo estudadas a utilizacdo de microrganismos isolados da rizosfera das plantas. Esta
abordagem mais ecoldgica é adequada para a recuperagdo simultanea do solo salino e da
produtividade agricola. Bactérias Promotoras de Crescimento de Plantas (BPCP) e Fungos
Micorrizicos Arbusculares (FMA) utilizam varios mecanismos que melhoram as respostas
fisioldgicas, bioquimicas e moleculares das plantas para lidar com o estresse salino. Esses
mecanismos incluem varios ajustes osmoticos e oxidativos e mantém os parametros de
crescimento da planta através da sintese de fitohormdnios e outros metabdlitos.

Como as BPCP e os FMA sdo tolerantes ao sal e induzem uma melhor sobrevivéncia
das plantas sob salinidade, eles também possuem potencial para aumentar a produtividade e a
viabilidade agricola em areas afetadas por sais ou irrigadas com agua salobra ou com propensao
a salinizacéo.

Seguindo essa abordagem ecologica, o presente estudo pretende avaliar e discutir 0 uso
de um microcosmo formado entre bactérias promotoras de crescimento de plantas e um fungo
micorrizico arbuscular, observando 0s mecanismos que esses microrganismos propiciam em
sinergia com plantas de milho (IPA CMS-36) expostas a estresse salino.

Essa dissertacdo sera dividida em trés capitulos:

1 - Revisdo bibliografica

2 - Parametros biométricos e fotossintéticos de plantas de milho (Zea mays L.)
inoculadas com bactérias promotoras de crescimento de plantas sob estresse salino;

3 - Alivio do estresse salino em planta de milho (Zea mays L.) por co-inoculacdo de

fungos micorrizicos arbusculares e bactérias promotoras de crescimento de plantas.
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1.1 Hipoteses

a. A inoculacdo de BPCP produtoras da enzima ACC deaminase alivia os efeitos
causados pelo estresse salino.

b. O alivio dos sintomas de estresse causado pela salinidade, promovida pela producgéo
de ACC deaminase pelas BPCP, favorece o desenvolvimento da micorriza em plantas de milho.

c. O estabelecimento da simbiose planta-fungo micorrizico contribui para o alivio do
estresse causado pelo sal, favorecendo o desenvolvimento das plantas.

d. A interacdo planta-bactéria-fungo micorrizico favorece o desenvolvimento de plantas

de milho sob estresse salino.

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo Geral

Verificar se plantas de milho (Zea mays L.) inoculadas com BPCP, que sintetizam a
enzima l-aminociclopropano-1-carboxilato deaminase (ACC deaminase), tém o potencial de
diminuir danos causados por estresse salino, beneficiando o desempenho agronémico das
plantas de milho e favorecendo a associacdo simbidtica tripartite entre fungo micorrizico
arbuscular (Rhizophagus clarus), planta de milho e as BPCP selecionadas para o

desenvolvimento desse trabalho.

1.2.2 Objetivos Especificos

a. Avaliar se BPCP produtoras de ACC deaminase se adaptam a ambientes salinos, por
meio de testes em meios de culturas adaptados;

b. Avaliar se BPCP sdo capazes de diminuir sintomas nocivos produzidos a partir de
estimulos causados por estresse salino, facilitando o estabelecimento da simbiose do FMA com
as plantas de milho;

c. Analisar parametros biométricos e fotossintéticos das plantas de milho inoculadas
com BPCP submetidas ao estresse salino;

d. Verificar o papel do FMA no desenvolvimento das plantas e no alivio de sintomas

causados pelo estresse salino.



19

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Estrutura de estudo

Os solos afetados por sais sao um problema global. Dados recentes mostram que mais
de 1000 milhdes de hectares de terra ao redor do mundo séo afetados por sais (FAO, 2021).
Dente os estresses abioticos, a salinidade vem influenciando severamente a qualidade dos
alimentos por interferir diretamente no rendimento e produtividade das culturas agricolas
(SINGH et al., 2018); ameacgando a seguranca alimentar, impactando diretamente o preco de
commodities e aumentando o risco de migracdo de povos das areas afetadas (FAO, 2021).

A remocdo de sais do solo salino € um processo intensivo e requer muito tempo e
dinheiro (QADIR et al., 2014). Muitas variedades de culturas agricolas tolerantes ao sal estéo
sendo desenvolvidas por meio de técnicas transgénicas e de melhoramento genético. No
entanto, essas abordagens sdo trabalhosas e demoradas (KUMAR et al., 2020a). Abordagens
alternativas de reparacdo de areas degradadas pela salinidade estdo sendo amplamente
estudadas e, na ultima década, muitas pesquisas levam em consideracdo o fitomicrobioma em
busca de alternativas sustentaveis, rapidas e viaveis financeiramente.

Os microrganismos do solo tém o potencial de melhorar a tolerancia das plantas ao
estresse salino (YUAN et al., 2019) e o uso de bioinoculantes, incluindo bactérias promotoras
de crescimento de plantas (BPCP) e fungos micorrizicos arbusculares (FMA), podem ajudar no
crescimento e desenvolvimento das plantas sob condi¢es ambientais estressantes, produzindo
substancias promotoras de crescimento, aumentando a absor¢do de nutrientes e regulando a
absorcédo de ions (NADEEM et al., 2014).

Atualmente, varios pesquisadores estdo fortemente engajados com a eficacia e
aplicabilidade de bactérias e fungos isolados do microcosmo rizosférico com o intuito de aliviar
os efeitos dos estresses abiodticos. Kumar et al. (2020b) relataram que o crescimento e a
produtividade do feijao sdo otimizados pela aplicacdo de um consorcio com BPCP contra o
estresse salino; Ali et al. (2022) evidenciaram a melhoria do crescimento das plantas de milho,
incremento na biomassa e aumento nos pigmentos fotossintéticos sob estresse salino apos a
inoculacdo da Enterobacter cloacae PM23; Parvin et al. (2020) observaram os efeitos de um
consorcio de FMA inoculados em arroz, propiciando o aumento de massa da raiz, aumento de
pigmentos fotossintéticos e do rendimento geral da cultura; Wang et al. (2022) mostraram a
eficiéncia de FMA de aumentar a toleréncia de Gleditsia sinensis a salinidade e melhorar

parametros bioquimicos e biometricos.
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Embora existam muitos estudos sobre a aplicacdo de microrganismos do solo no alivio
de estresse salino, poucos estudos exploraram o potencial de co-inoculacdo de BPCP e FMA
de forma simultanea e sinérgica. Nesse sentido, se faz necessario a busca por mais informacgoes

sobre o comportamento das plantas em uma simbiose tripartite.

2.2 Salinidade do solo e 0 panorama mundial

O actmulo de sais nos solos somados a problemas de ma drenagem tem assolado a
agricultura irrigada ao longo dos séculos. Registros historicos dos Gltimos 6.000 anos revelam
gue numerosas sociedades baseadas na agricultura irrigada tiveram problemas relacionados a
salinidade, como a antiga Mesopotamia, agora Iraque (JACOBSEN; ADAMS, 1958; SHAHID;
ZAMAN; HENG, 2018). Apds 5000 anos de agricultura irrigada bem sucedida, a civilizagdo
suméria entrou em colapso, e esse declinio foi atribuido a inundagdes, irrigagdo excessiva,
infiltracdo, assoreamento e o aumento do lengol freatico (GELBURD 1985; SHAHID;
ZAMAN; HENG, 2018), que associados ao material de origem e ao clima arido, causaram a
salinizacdo da area (JACOBSEN; ADAMS, 1958).

Nos dias atuais, segundo o Global Map of Salt-affected Soils (GSASmap), mais de 424
milhdes de hectares de solo superficial (0-30 cm) e 833 milhdes de hectares de subsuperficie
(30-100 cm) sao afetados por sais (FAO, 2021). De acordo com o banco de dados alimentado
por 118 paises, cerca de 37 % desses solos estdo localizados em desertos e outros 27 % séo
distribuidos em areas de clima semiarido (FAO, 2021). No Brasil, sdo poucas as informac6es
sobre as areas salinizadas, porém ha estimativas de que 20 a 25 % das areas irrigadas, sobretudo
as que se encontram em solos aluviais, apresentam problemas de salinidade e/ou de drenagem
(MOTA et al., 2012; PEDROTTI et. al., 2015). As areas mais susceptiveis a salinizacdo estéo
localizadas no Semiéarido brasileiro por apresentar irregularidade na distribuicdo de chuvas
associadas a elevadas taxas de evapotranspiracdo e temperatura, produzindo longos periodos
secos (FERREIRA et al., 2016). Além disso, essa regido tem uma forte ocorréncia de solos
rochosos com carater sddico e solos solodicos de drenagem deficiente (SOUZA et al., 2014;
COSTA; HERRERA, 2016), favorecendo grandes riscos de salinizacdo do solo em perimetros
irrigados (HOLANDA et al., 2016).

Por definicdo, os solos afetados por sais sdo aqueles que contém sais sollveis ou seus
fons em pelo menos um de seus horizontes em quantidades que estdo acima do limite de
toxicidade. Os principais solutos que compreendem os sais minerais dissolvidos sdo os cations:

sddio (Na®), calcio (Ca?*), magnésio (Mg?"), potassio (K*) e os anions: cloreto (CI), sulfato
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(SO4?), bicarbonato (HCO3), carbonato (COs?) e nitrato (NO3) (TANJI, 1990; FERREIRA et
al., 2016). Nos solos brasileiros, predominam cloretos e sulfatos de calcio, magnésio e sédio
(FREIRE et al., 2016).

Os critérios mais utilizados para diagnostico e caracterizagdo do risco de salinidade séo
os descritos nos livros “Classification and Diagnostics of Soils of the USSR, 1977 e
“Diagnosis and improvement of saline and alkali soils, USDA Agriculture Handbook, 1954”.
Segundo o USDA Agriculture Handbook (1954), os solos afetados por sais sdo caracterizados
por uma condutividade elétrica (CE) especifica, obtida através da leitura do extrato de saturagdo
do solo. Quando essa leitura é acima de 4 deciSiemens por metro (dS/m), a uma temperatura de
25 °C, o solo é considerado salino. A percentagem de saturacdo por sédio trocavel (PST) e a
relacdo de adsorcdo de sodio (RAS) séo inferiores a 13 e 15, respectivamente. O pH também &
aferido e tomado para fins de classificacdo. A CE de solos s6dicos pode variar, mas geralmente
é inferior a 4 dS/m a 25 °C. Solos sodicos tém porcentagem de sédio trocavel (ESP) superior a
15, enquanto o pH pode ser de 8,2 a 10,5 (Tabela 1) (USDA, 1954).

Tabela 1. Critérios e limites para classificacdo de solos salinos.

Critérios Tipos de solos
Normal Salino Sadico Salino-Sadico
CE dSm™ 25°C <4 >4 <4 > 4
PST (%) <15 <13 > 15 > 15
RAS <13 <15 > 13 > 13
pH <85 <85 >85 >85

USDA Agriculture Handbook, 1954

Para o Sistema Brasileiro de Classificagdo do Solo (EMBRAPA, 2018), o solo tem
carater Salino quando a condutividade elétrica (CE) for igual ou maior que 4 dS/m e menor que
7 dS/m, a 25 °C (Tabela 2).

Tabela 2. Atributos diagndsticos para solos halomorficos.

Tipos de Solos Atributos
Salico* CE>7dSm?
Salino* CE>4<7dSm?
Solddico PST 6 — 15%
Sadico PST > 15%

*Propriedade referente a presenca de sais mais solGveis em &gua fria que o0 CaSO4. EMBRAPA, 2018
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Existem muitas causas para a salinidade e as fontes podem ser naturais e/ou
antropogénicas. As mais comuns sao: intemperismo do material de origem, dgua de irrigacao
salobra e salina, intrusdo de dgua do mar em terras costeiras, drenagem ineficiente e lencol
freatico ascendente, evapotranspiracdo excessiva, uso excessivo de fertilizantes, uso de lodo de
esgoto e/ou efluente de esgoto tratado (SHAHID; ZAMAN; HENG, 2018)

Segundo Oppenheinmer et al. (2019), os Gltimos relatérios do IPCC revelam que as
mudancas climaticas também estdo contribuindo para a salinizacdo dos solos através da
elevacdo do nivel do mar e consequente intrusdo de dgua salgada nas aguas subterraneas.

Por fim, os danos causados pelo aumento da salinidade do solo podem gerar perdas na
biodiversidade e perturbacéo do ecossistema, conjuntamente com o aumento do risco de erosdo
e abandono de terras agricolas anteriormente produtivas, causando o declinio da produtividade
das culturas (SHAHID, 2013).

2.3 Estresse salino e sua influéncia na interface solo-planta

A aptiddo agricola de um solo depende muito da formacdo e estabilidade de agregados
do solo, teor de umidade, porosidade, taxa de infiltracdo de agua, drenagem, biota e fertilidade
do solo. A salinidade pode afetar o crescimento das plantas indiretamente pelo efeito do sédio
na degradacdo das condi¢do quimicas, como o aumento do pH, bioldgicas, e principalmente
fisicas.

Em solos salinos, geralmente as propriedades fisicas sdo normais. No entanto, em solos
sodicos, as reacdes fisico-quimicas afetam a estrutura do solo aumentando a densidade,
causando a impermeabilizacdo da superficie e/ou subsuperficie, diminuindo a condutividade
hidraulica (SEELIG, 2000). Além disso, a floculacéo das argilas nesses solos podem apresentar
estrutura macica (prismatica ou colunar) que tende a acentuar a dispersao de argila e inibir a
organizacao das particulas em agregados (RIBEIRO; RIBEIRO; JACOMINE, 2016).

Esse efeito acontece por acdo dos ions de sdédio (monovalentes, carregados
positivamente e com maior raio hidratado), cuja atracdo pela particula de argila carregada
negativamente, em razéo do raio hidratado maior, causa repulsdo das demais particulas (vide
camada de Stern e Dupla camada difusa). Uma vez que os solos sédicos sdo dominados por
cations monovalentes, as particulas de argila sdo dispersas, reduzindo assim, o tamanho dos
poros e eliminando macroporos, consequentemente, reduzindo a percolacéo de dgua (SEELIG,

2000). Segundo Pedrotti et al. (2015), quanto maior for a presenca de sodio trocavel na solucéo


https://en.wikipedia.org/wiki/Soil_aggregate_stability
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do solo em relagdo a outros cations, principalmente os divalentes, maior serd a tendéncia a
dispersao de argila.

Além de afetar as propriedades fisico-quimicas do solo, a matéria organica, o nitrogénio,
0 carbono organico e o carbono da biomassa microbiana séo altamente afetados pela salinidade
(XU et al., 2020). Ademais, a respiragdo, a decomposicdo de residuos, a nitrificacdo, a
desnitrificacdo, a biodiversidade do solo e a atividade microbiana sofrem um declinio pela
presenca excessivas de sais no solo (SCHIRAWSKI; PERLIN, 2018). Assim, a salinizacdo do
solo é reconhecida como uma grande ameaga a atividade agricola, recursos humanos e salde
(SHRIVASTAVA; KUMAR, 2015).

Para as plantas, uma maior concentracdo de sal no solo pode apresentar um duplo efeito:
osmotico e ibnico. Quando a concentracdo de sal atinge niveis altos, ocorre a restricdo da
absorcéo de agua e nutrientes essenciais pelas raizes das plantas, causando o estresse osmotico
(AKYOL et al., 2020). Alem disso, 0 excesso de sais dentro da célula causa varios distarbios
fisiologicos e bioguimicos, podendo reduzir a germinacdo de sementes, o crescimento de
plantulas, floracdo e frutificacdo, levando as plantas a morte (SINGH et al., 2015). O efeito
osmotico, conjuntamente com o i6nico, causa a diminuicdo do contetdo de pigmento de
clorofila das folhas, a area foliar e a eficiéncia fotossintética, em decorréncia da inibi¢do da
atividade do fotossistema | e |1, que € um dos principais sitios da cadeia de transporte de elétrons
(KALAIJI et al., 2016; SHAHID et al., 2020). O estresse salino também induz indiretamente o
acumulo de espécies reativas de oxigénio (ERO), radicais livres, superoxidos e H20., sendo a
cadeia de transporte de elétrons no cloroplasto e nas mitocondrias, os principais locais de
producéo de ERO sob condicdes de estresse salino (HAMEED et al, 2021).

As plantas podem ser classificadas como glicofitas ou haldfitas e, dependendo da sua
capacidade de crescer em ambientes salinos, a sua resposta ao estresse difere em termos de
absorcdo de ions toxicos, compartimentacdo e/ou exclusdo de ions, regulacdo osmotica,
assimilacdo de CO., transporte de elétrons, contetdo de clorofila e fluorescéncia, geracdo de
ERO e defesas antioxidantes (TANG et al., 2015; ACOSTA-MOTOS et al., 2017). Essa
tolerancia das plantas ao sal pode ser medida por meio de um limiar de salinidade (CEt)
(MAAS; HOFFMAN., 1977) e a produtividade relativa da cultura ndo é afetada até que o limiar
de salinidade seja excedido. Para a maioria das culturas, esse limiar pode variar de 0,4 a 11,4
dS/m (MISHRA; MISHRA; ARORA, 2021). O efeito nocivo da salinidade nas plantas ainda
sofre variacdo atraves das condigdes climaticas, intensidade da luz, espécies de plantas ou
condigdes do solo (TANG et al., 2015).
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2.4 Uso de microrganismos como alternativa no alivio de estresse salino

Lundberg et al. (2012) sugerem que uma planta crescendo em condic¢des de campo nao
sdo apenas um individuo e sim uma comunidade complexa. As plantas, por sua vez, estdo
sempre associadas a uma comunidade bem estruturada e regulada de microrganismos
(BULGARELLI et al., 2015), dando origem ao fitomicrobioma (SMITH et al., 2017).

O estabelecimento do fitomicrobioma ajudou as plantas terrestres a enfrentarem
desafios diversos, como o auxilio na aquisicao de nutrientes, aclimatacdo a condi¢cdes novas e
desfavoraveis e a resistir a ataques de patdégenos (SMITH et al., 2015), levando ao entendimento
que o crescimento geral das plantas, a produtividade e a fitossanidade, dependem da relagéo
planta-microrganismos (HTWE et al., 2019; MASOOD et al., 2020).

Nesse sentido, 0 uso de microrganismos halotolerantes para aumentar o crescimento de
culturas sob estresse salino é uma estratégia alternativa as praticas convencionais para melhorar
a tolerancia das plantas ao sal (KUMAR et al., 2020a). As arquéias, bactérias e fungos sao
capazes de se adaptar a uma faixa variavel de niveis de osmolaridade externa (RUPPEL et al.,
2013), podendo promover beneficios para plantas expostas ao estresse salino.

As BPCP podem estimular o crescimento das plantas por meio de mecanismos diretos
e indiretos, estabelecendo, dessa forma, relacGes favordveis ao crescimento e desenvolvimento
das plantas hospedeiras (EGAMBERDIEVA et al., 2016). Os mecanismos diretos incluem
fixacdo biologica de nitrogénio, solubilizacdo de fosfato, sintese de acidos organicos e
substancias quelantes (sidero6foros), modulacdo da sintese de fitohormonios e atividade da
enzima aminociclopropano-1-carboxilico deaminase (GLICK, 2012). Os mecanismos indiretos
incluem a inibicdo do crescimento de fitopatdgenos, antibiose, compostos organicos volateis e
enzimas liticas, inducdo do sistema de defesa das plantas e melhoria das propriedades fisico-
quimicas do solo (SANTOYO et al., 2021).

Durante condicGes de estresse, a BPCP também tem potencial para aumentar a
imunidade das plantas, induzindo a resisténcia sisttmica adquirida (RSA) e a resisténcia
sistémica induzida (RSI), através da sinalizacdo de hormonios tradicionalmente associados ao
crescimento vegetal, incluindo auxinas, acido abscisico (ABA), citocininas, giberelinas, etileno
e &cido jasménico (BUKHAT et al., 2020).

Além de atuar na modulagdo de horménios, ajudam as plantas a acumular metabdlitos
que auxiliam a mitigar o estresse (agucares sollveis, glicina betaina, prolina), e auxiliam na

regulacdo positiva de enzimas antioxidantes como ascorbato peroxidase (APX), catalase
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(CAT), superoxido dismutase (SOD), acido ascorbico, glutationa, a-tocoferol e glutationa
redutase (AGAMI et al., 2016; BUKHAT et al., 2020).

Na presenga escessiva de sais no solo, as BPCP ainda promovem a absorgdo de
nutrientes e a homeostase dos ions, além de aumentar a atividade antioxidante, ao mesmo tempo
em gue promove o crescimento das plantas (HASHEM et al., 2016).

Diversas pesquisas tém mostrado a eficiéncia do uso de BPCP para melhoria e
beneficiamento das praticas agricolas sustentaveis. Bioinoculantes de Acetobacter,
Azospirillum, Bacillus, Micromonospora, Paenibacillus, Enterobacter, Pseudomonas,
Herbaspirillum, Serratia, Rhodococcus e Streptomyces aumentaram a producdo em diversas
culturas agricolas (MARTINEZ-HIDALGO et al., 2014; ZAHEER et al., 2016; HTWE et al.,
2019; HAKIM et al., 2021).

Ja a inoculacdo de FMA pode aumentar significativamente a concentracdo de varios
macronutrientes e micronutrientes, elevando a producdo de seiva elaborada (fotossintatos) e,
consequentemente, aumentando o acimulo de biomassa vegetal (CHEN et al., 2017; MITRA
et al., 2019). Além disso, a simbiose com FMA aumenta o0 acuimulo de osmoprotetores, regula
a atividade de enzimas antioxidantes e promove mudangas no ecossistema da rizosfera
(BARZANA et al., 2015; CALVO-POLANCO et al., 2016; YIN et al., 2016; BEGUM et al.,
2019).

Em relacdo ao estresse salino, o0s FMA podem dispor de inmeros mecanismos para
aumentar a tolerancia das plantas ao sal: mantem a relacdo K/Na mais favoraveis, diminuindo
os efeitos dos ions toxicos (ESTRADA et al., 2013); facilita a absorcao de agua e nutrientes
através de hifas extra-radiculares (CHANDRASEKARAN et al., 2014); acumula mais prolina
e outros solutos organicos reduzindo o estresse osmético (PORCEL et al., 2015); aumenta a
sintese e eficiéncia de algumas enzimas para mitigar os danos oxidativos (RUIZ-LOZANO et
al., 2012); induz a expressao génica de proteinas relacionados ao estresse (AROCA et al., 2009);
melhora a qualidade do solo facilitando a retencdo de agua, sendo essenciais em solos arenosos
e regibes aridas (CHEN et al., 2018).

Vaérias respostas ja foram observadas a inoculacdo de FMA em plantas expostas a
estresses abidticos, destacando seus inimeros beneficios na satde do solo e na produtividade
das culturas agricolas. Diferentes géneros foram usados em biofertilizantes: Funneliformes,
Paraglomus, Rhizophagus, Septoglomus, Gigaspora, Glomus e Claroideoglomus
(GRUMBERG et al., 2015; PAL; PANDEY, 2016; ZHANG et al., 2018; HASHEM et al., 2018;
BEGUM et al., 2019).
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O estudo das interacdes sinergicas entre as BPCP e os FMA podem levar a uma maior
tolerancia das plantas quando se encontram em ambientes estressantes e consequentemente

aumentar seu potencial produtivo (MOREIRA et al., 2016).

2.5 Cultura do milho (Zea mays |.)

A cultura do milho foi domesticada pela primeira vez a cerca de 7.000 a 10.000 anos
atras no centro-sul ou sudoeste do México. Apos a domesticacdo, o milho se espalhou
rapidamente pelas Américas, chegando ao nordeste dos EUA e sudeste do Canada um pouco
antes dessa aérea ser colonizada pela Europa. Dados histdricos sugerem que a introducao do
milho na Europa se deu por Colombo em seu retorno a Espanha depois da primeira viagem as
Américas na primavera de 1493 (GOODMAN; GALINAT,1988).

Desde entdo, o milho é considerado um alimento basico em muitas partes do mundo,
com consumo mundial préximo a 1,2 bilhdo de toneladas (USDA - safra 2021/22). No Brasil,
a area plantada é estimada em 20.895,6 mil hectares, com produtividade proxima a 112.342,8
mil toneladas (CONAB - safra 2021/22), totalizando um valor estimado de R$156.624,5
milhdes (MAPA, 2022).

Devido a presenca de nutrientes e fitoquimicos benéficos a saide humana, o milho é um
alimento saudavel. Rico em vitaminas do complexo B, vitaminas A, C e K, que juntos ao beta-
caroteno e selénio ajudam a melhorar o sistema imunoldgico, podendo agir até mesmo com
atividade anti-HIV devido a presenca de galanthus nivalis aglutinin (GNA), uma lectina de
aglutinina conhecida como GNA do milho (SHAH; PRASAD; KUMAR, 2016).

Sendo uma importante matéria prima para a industria, aproximadamente 70-80 % do
total de grdos de milho cultivados no mundo é usado para producéo de ragcdo animal (SAH et
al., 2016). O grdo também é usado para extracdo comercial de amido, farinha de milho, extracao
de 6leo de milho, flocos de milho e preparagdo de xarope de milho, enquanto o p6 de sabugo
de milho é aproveitado na fabricacdo de plasticos, colas, adesivos, resina, vinagre e couro
artificial (SAH et al., 2020).

Os rendimentos das culturas do milho sdo fortemente afetados por estresses bioticos e
abioticos, e com o advento das mudancas climaticas esse quadro pode se tornar mais
preocupante (JACKSON; TIAN; ZHANG, 2022). Nesse sentido, é necessario a pesquisa e
desenvolvimento de tecnologias sustentaveis que visem o aumento da producdo sem extensdo
das areas agricolas existentes e aproveitamento das areas abandonadas por degradacgéo do solo.
Uma boa abordagem para contornar o problema seria 0 uso de microrganismos isolados da

rizosfera, como descrito nessa dissertacéo.
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3PARAMETROS BIOMETRICOS E FOTOSSINTETIICOS DE PLANTAS DE MILHO
(Zea mays L.) INOCULADAS COM BACTERIAS PROMOTORAS DE
CRESCIMENTO DE PLANTAS SOB ESTRESSE SALINO

Resumo

A salinidade do solo emergiu como uma das maiores restricdes de produtividade das
culturas agricolas ao redor do mundo. Nas Ultimas décadas, as atividades antropicas
exacerbaram a taxa de salinizagcdo do solo, colocando em risco a seguranga alimentar e a
biodiversidade. Uma fonte alternativa para aumentar o rendimento e as chances de
sobrevivéncia das culturas agricolas em ambientes estressores é a utilizacdo de bactérias
promotoras de crescimento de plantas (BPCP). Essas bactérias associadas as raizes sdo
adaptadas a flutuacfes ambientais desfavoraveis e oferecem condicGes de sobrevivéncia as
plantas hospedeiras contra flutuacbes ambientais e outros estresses abiodticos, como seca,
salinidade ou polui¢do por metais pesados. Sendo assim, 24 cepas de BPCP isoladas do solo
rizosférico de Mimosa bimucronata de uma lagoa temporéaria do Semiarido foram inoculadas
em plantas de milho com o objetivo de comprovar o potencial de promocao de crescimento sob
estresse salino. Inicialmente, as BPCP foram testadas in vitro para assegurar a caracteristica de
halotolerancia. Posteriormente, dez isolados foram escolhidos com os melhores desempenhos
de sobrevivéncia ao meio halofilico para serem inoculadas em plantas de milho (IPA CMS-36):
24-1; 28-7; 28-10; 43; 46-1; 52; 59-3; 70; 79-1; 85. As plantas inoculadas foram submetidas a
gradientes de concentragdo de solucéo salina distintas (0 mM, 40 mM e 80 mM de NacCl) para
simular o estresse salino. O experimento foi conduzido em condigdes de casa de vegetacéo,
obedecendo o arranjo experimental de blocos ao acaso, com 5 repeti¢Ges, além dos controles
sem inoculagdo para cada dose, totalizando 165 unidades experimentais. Os parametros
biométricos, os teores de pigmentos fotossintéticos foliares e pardmetros da emissdo da
fluorescéncia da clorofila a (Fluorescéncia inicial [FO]; Fluorescéncia variavel [Fv];
Fuorescéncia maxima [Fm]; Eficiéncia Quantica do PSII [Fv/Fm]; Eficiéncia quantica por
centro de reacdo [Et0/CR]) foram avaliados aos 60 dias ap0s o inicio do experimento. Todos
os parametros foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas
utilizando o teste Skott-Knott a 5 % de probabilidade, por meio do programa SISVAR versdo
5.1. Como resultado foi observado um incremento na altura das plantas associado a inoculagéo
das bactérias em 41,01 % (40 mM) e 36 % (80 mM). Para a biomassa seca da parte aérea o
estimulo da inoculagdo foi de 65,76 % e 75,20 % para a concentracdo 40 mM e 80 mM,
respectivamente. A massa radicular teve um aumento de 23,77 % para a concentracéo de NaCl
de 40 mM e 32,74 % para a maior concentracdo (80 mM). Nos parametros do didmetro do caule
a contribuicdo positiva da inoculacao foi de 95,15 % (80 mM) e 88,19 % (40 mM). O numero
de folhas teve um aumento de 3 a 4 folhas por planta inoculada em relagéo ao controle nas duas
doses de NaCl aplicadas como rega, se aproximando de um total de 134 % de incremento na
maior concentragéo e 171,5 % na dose de 40 mM. As BPCP 28-7; 43; 46-1; 70 e 79-1 foram as
mais promissoras, promovendo o crescimento do milho em condigdes de estresse salino, sendo
indicadas para experimentos posteriores. As bactérias 24-1; 46-1; 52; e 70 demonstraram boa
performace na protecdo do aparato fotossintético quando promoveram o acumulo de
carotendides na ordem de 110,07 %; 227,13 %; 289,92 %; e 117,82 %, indicando a
possibilidade de aproveitamento em biotecnologias voltadas para mitigacdo de estresses
bidticos e abidticos de maneira sustentavel.

Palavras-chave: Salinidade. Fotossintese. Rizosfera.
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3 BIOMETRIC AND PHOTOSYNTHETIC PARAMETERS OF CORN PLANTS (Zea
mays L.) INOCULATED WITH GROWTH-PROMOTING BACTERIA OF PLANTS
UNDER SALINE STRESS

Abstract

Soil salinity has emerged as one of the biggest productivity constraints of agricultural
crops around the world. In recent decades, human activities have exacerbated the rate of soil
salinization, putting food security and biodiversity at risk. An alternative source to increase the
yield and the chances of survival of agricultural crops in stressful environments is the use of
plant growth-promoting bacteria (PGPB). These root-associated bacteria are adapted to
unfavorable environmental fluctuations and provide host plants with conditions for survival
against environmental fluctuations and other abiotic stresses such as drought, salinity or heavy
metal pollution. Therefore, 24 strains of PGPB isolated from the rhizospheric soil of Mimosa
bimucronata from a temporary lake in the semiarid region were inoculated in corn plants with
the objective of proving the potential for promoting growth under saline stress. Initially, the
PGPB were tested in vitro to ensure the halotolerance characteristic. Subsequently, ten isolates
were chosen with the best survival performances in the halophilic medium to be inoculated in
corn plants (IPA CMS-36): 24-1; 28-7; 28-10; 43; 46-1; 52; 59-3; 70; 79-1; 85. Inoculated
plants were subjected to distinct saline concentration gradients (0 mM, 40 mM and 80 mM
NaCl) to simulate saline stress. The experiment was carried out under greenhouse conditions,
following the experimental arrangement of randomized blocks, with 5 replications, in addition
to the controls without inoculation for each dose, totaling 165 experimental units. Biometric
parameters, leaf photosynthetic pigment content and chlorophyll a fluorescence emission
parameters (initial fluorescence [FO0]; variable fluorescence [Fv]; maximum fluorescence [Fm];
PSII electron flux [Fv/Fm]; Efficiency quantum per reaction center [EtO/CR]) were evaluated
at 60 days after the beginning of the experiment. All parameters were submitted to analysis of
variance (ANOVA) and the means compared using the Skott-Knott test at 5% probability, using
the SISVAR version 5.1 program. As a result, an increase in plant height associated with
bacterial inoculation was observed in 41.01% (40 mM) and 36 % (80 mM). For shoot dry
biomass, the inoculation stimulus was 65.76% and 75.20% for the 40 mM and 80 mM
concentrations, respectively. Root mass increased by 23.77% for NaCl concentration of 40 mM
and 32.74% for the highest concentration (80 mM). In the stem diameter parameters, the
positive contribution of inoculation was 95.15% (80 mM) and 88.19 % (40 mM). The number
of leaves had an increase of 3 to 4 leaves per inoculated plant in relation to the control in the
two doses of NaCl applied as irrigation, approaching a total of 134% increase in the highest
concentration and 171.5% in the dose of 40 mm BPCP 28-7; 43; 46-1; 70 and 79-1 were the
most promising, promoting maize growth under saline stress conditions, being indicated for
further experiments. Bacteria 24-1; 46-1; 52; and 70 showed good performance in protecting
the photosynthetic apparatus when they promoted the accumulation of carotenoids in the order
of 110.07%; 227.13%; 289.92%; and 117.82%, indicating the possibility of using
biotechnologies aimed at mitigating biotic and abiotic stresses in a sustainable way.

Keywords: Salinity. Photosynthesis. Rhizosphere
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3.1 Introducgéo

A rizosfera € um ambiente edafico, descrito por Hiltner (1904) pela primeira vez como
a porcao de solo em torno das raizes das plantas que é habitada por uma populacédo singular de
microrganismos influenciados pelos exsudatos radiculares resultantes da atividade metabdlica
das plantas. Sendo assim, é um ambiente dinamico, autossustentavel e heterogéneo no qual uma
comunidade diversificada de microrganismos pode coexistir (ARORA et al., 2020),
representando um ponto critico (hotspot) para as transformacgdes biogeoquimicas que estdo
incluidas no processo de formagéao do solo, no ciclo de elementos, e na produtividade final dos
ecossistemas terrestres (ZHALNINA et al., 2018).

O microbioma que se forma na rizosfera é fortemente dependente dos metabdlitos
derivados das plantas (exsudatos radiculares) (HANEY et al., 2015; MAHMUD et al., 2021).
A partir desses metabdlitos, as plantas conseguem modular a comunidade microbiana no local,
recrutando ou repelindo microrganismos alvo (GLICK, 2015).

Em contrapartida, os microrganismos na rizosfera também beneficiam as plantas por
meio de compostos bioquimicos, que juntos aos exsudatos radiculares, formam os
rizodepositos, onde sdo encontrados proteinas, lipidios, carboidratos, fitohorménios e outros
metabdlitos primarios e secundarios como vitaminas, compostos fenolicos, derivados de
esteroides e antibidticos (MASHABELA et al, 2022).

Entre os microrganismos associados as plantas, as BPCP (Bactérias Promotoras de
Crescimento de Plantas) tém se mostrado muito eficazes para aumentar a resisténcia dos
vegetais aos estresses biodticos e abioticos, além de ser um recurso ecologicamente correto
(GLICK, 2014). Dessa forma, a inoculacdo de BPCP em plantas agricolas, pode resultar no
desenvolvimento de mecanismos diretos e indiretos de promocao de crescimento das plantas,
produzindo compostos estimulantes, melhorando a absor¢éo de nutrientes do solo e protegendo
as plantas da infeccdo por patoégenos (OROZCO-MOSQUEDA et al., 2018).

O uso de BPCP em ambientes estressados vem ganhando atencdo de pesquisadores ha
décadas, devido a sua capacidade de melhorar o desenvolvimento das plantas (KHATOON et
al., 2020). Em solos afetados por sais, culturas agricolas apresentam sinais de deficiéncia de
nutrientes, toxicidade ibnica, estresse oxidativo, atividade fotossintética reduzida e taxa de
germinacdo diminuida, resultando em menor produtividade (KUMAR et al., 2020).

Segundo Zhu et al. (2015), as plantas estressadas inoculadas por BPCP preferem a

absorcéo de osmadlitos liberados pelas BPCP quando expostas a condi¢Ges de alto teor de sal.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2214662821000153#!
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Assim, muitos simbiontes microbianos podem ser usados como biofertilizantes, liberando
nutrientes adicionais para a planta por meio de mecanismos sinérgicos, que incluem a fixacao
de nitrogénio, solubilizacdo de fosfato, atividade celulolitica, acidificacdo do solo e producéo
de sideréforos (BHATTACHARYYA; JHA, 2012; OROZCO-MOSQUEDA et al., 2021),
producdo de fitohormdnios, exopolissacarideos, compostos organicos volateis e enzimas
antioxidantes, desencadeando genes responsivos ao estresse sob altas concentragdes de sal
(BHAT et al., 2020).

Em pesquisas recentes, cepas de varios géneros bacterianos, como Pseudomonas,
Bacillus, Rhizobium, Alcaligenes, Azospirillum, Tsukamurella e Burkholderia, demonstraram
seu potencial em diminuir os efeitos do estresse salino e promovendo o crescimento de varias
plantas, incluindo soja, alface, arroz, milho e amendoim (YASMIN et al., 2020; VERMA et al.,
2020; FATIMA et al., 2020; ABDEL LATEF et al., 2020; XU et al., 2022).

Sabe-se que a salinizacdo do solo em &reas agricultaveis € um dos principais fatores de
restricdo ao desenvolvimento das plantas e da produtividade agricola (particularmente em areas
aridas e semiaridas do mundo), representando assim, uma séria ameaca a seguranca alimentar,
ao meio ambiente e a biodiversidade (ARORA et al., 2021). Sendo assim, se faz necessario
mais pesquisas e aplicagdes do uso de BPCP prospectadas de solos de regibes aridas e semi-
aridas do mundo, visando o aumento da produtividade e remediagdo de areas degradadas por
salinidade por meio de biotecnologias que garantam sustentabilidade dos sistemas naturais.

Dessa forma, bactérias promotoras de crescimento de plantas, isoladas de uma lagoa
temporaria de uma regido semiarida do Brasil, foram inoculadas em plantas de milho com o

objetivo de se avaliar seu desempenho na mitigacéo dos efeitos do estresse salino.
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3.2 Material e Métodos

3.2.1 Selecéo de cepas de BPCP

Para a realizacdo desse estudo, foram utilizadas cepas de BPCP isoladas anteriormente
de um solo coletado em uma lagoa temporaria sem alteracdo antrépica, localizada no distrito
de Veneza, pertencente ao municipio de Parnamirim — PE, Brasil (Figura 1) (ARAUJO et al.,
2020).

Figura 1. Localizacdo da lagoa temporaria e pontos de coletas de amostras do solo rizosférico

e do solo adjacente do Mimosa bimucronata no municipio de Parnamirim —PE
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Localizacdo geogréfica do municipio de Parnamirim, Pernambuco, Brasil. (A) Distribuicdo dos pontos de
amostragem (B) em lagoa temporéria. Fonte: Araujo et al. (2020)

Para a realizacdo desse trabalho, foram escolhidas 24 BPCP (Tabela 1), e todas elas
apresentaram producdo da enzima 1-aminociclopropano 1-carboxilato deaminase (ACC

deaminase), acido indol-3-acético (AlA) e também considerados xerotolerantes (crescimento
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em meio com atividade de 4gua reduzida - Aw) em testes conduzidos em laboratério (ARAUJO,
et al., 2020).

Tabela 1. Caracteristicas de bactérias promotoras de crescimento de planta para os testes de
tolerancia a salinidade, isoladas da rizosfera e solo de Mimosa bimucronata de uma lagoa
temporéaria do Semiéarido do Brasil

Isolados AlA ACC Aw
13-3 Média Produtor 0,957
16-2 Média Produtor 0,957

24 Média Produtor 0,957
24-1 Elevada Produtor 0,957
28-7 Elevada Produtor 0,957

28-10 Elevada Produtor 0,844

38 Alta Produtor 0,957

43 Média Produtor 0,957
43-1 Média Produtor 0,957
46-1 Elevada Produtor 0,844

52 Alta Produtor 0,957

59 Elevada Produtor 0,897
59-3 Elevada Produtor 0,844
59-6 Alta Produtor 0,957
66-1 Média Produtor 0,957
66-2 Alta Produtor 0,957
66-3 Alta Produtor 0,957
67-1 Alta Produtor 0,844

70 Alta Produtor 0,844
76-1 Média Produtor 0,957
79-1 Elevada Produtor 0,957

82 Alta Produtor 0,957

84 Alta Produtor 0,897

85 Elevada Produtor 0,957

AlA; 1 - I1pg.mL -1 (média); 11 - 50pg.mL -1 (alta) e > 50pg.mL -1 (elevada); IS: x (ndo solubiliza); IS < 2
(baixo); IS 2 - 4 (médio) e IS > 4 (alto); ACC: produtor; Aw: crescimento em meio com reduzida atividade de
agua (ARAUJO et al., 2020)

Ap0ds selecdo inicial, levando em consideracéo os critérios de nivel de producéo de AlA,
producdo de ACC deaminase e restricdo de dgua no meio de cultura (AlIA, ACC e Aw,
respectivamente) (Tabela 1), as bactérias isoladas foram testadas em Meio Agar-Halofilico
segundo metodologia proposta por Vinothini, Hussain, Jayaprakashvel (2014) (Anexo 2), com
suplementacao de NaCl nas seguintes concentracfes: OM; 0,1M; 0,5M e 2,5 M. O objetivo do

ensaio foi testar o nivel de tolerancias das cepas a salinidade.
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O crescimento das bactérias em meio halofilico foi verificado apds 72 horas de
crescimento em BOD a 30 °C e avaliado conforme a capacidade de sobrevivéncia dos isolados
em cada concentragdo de NaCl, seguindo o critério de: crescimento 6timo (+++), crescimento

médio (++), crescimento fraco (+) e nenhum crescimento (-) (Tabela 2).

Tabela 2. Teste de resisténcia a salinidade in vitro com 24 cepas de bactérias promotoras e
crescimento de plantas isoladas da rizosfera e solo de Mimosa bimucronata de uma lagoa
temporaria do Semiarido do Brasil, em teste in vitro em meio halofilico.

Isolados oM 0,1M 0,5M 2,5M
13-3 o+ o+ ++ -
16-2 +++ ++ ++ -

24 ++ + - -
24-1 +++ +++ ++ -
28-7 +++ ++ + -

28-10 +++ ++ + -

38 ++ + + -

43 +++ +++ +++ -
43-1 o+ ++ + -
46-1 +++ ++ ++ -

52 o+ ++ ++ -

59 o+ ++ + -
59-3 +++ ++ ++ +
59-6 +++ ++ + -
66-1 +++ +++ ++ -
66-2 +++ ++ + -
66-3 +++ + + -
67-1 +++ ++ ++ -

70 +++ +++ +++ -
76-1 + - - -
79-1 +++ +++ ++ -

82 +++ + ++ -

84 +++ +++ +++ -

85 +++ ++ +++ -

Crescimento 6timo (+++); Crescimento médio (++); Crescimento fraco (+); Nenhum crescimento (-)

3.2.2 Selecao de cepas para compor o teste de promocéao de crescimento em plantas de milho
(Zea mays 1.)

Apbs o teste in vitro para avaliar o crescimento das bactérias, foram selecionadas 10

cepas para compor o primeiro experimento em casa de vegetacao, a fim de avaliar os parametros
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biométricos. Além disso, foram coletados dados de fluorescéncia da clorofila e pigmentos
fotossintéticos.

A principio, foram escolhidas as estirpes com o crescimento 6timo ou médio em meio
agar-halofilico. Posteriormente, foi observado as bactérias que apresentaram producédo de AlA
elevada ou alta. Diante desses fatores, as bactérias escolhidas para o teste de promocéo de
crescimento em plantas de milho (IPA CMS-36) foram: 24-1; 28-7; 28-10; 43; 46-1; 52; 59-3;
70; 79-1 e 85. Todas as cepas eram produtoras da enzima 1-aminociclopropano 1-carboxilato

deaminase (ACC deaminase).

3.2.3 Inoculagéo de BPCP em sementes de milho (Zea mays |.) para teste de promocéo de
crescimento

As sementes de milho (IPA CMS-36) passaram por um procedimento de limpeza para
desinfestacdo de possiveis microrganismos que pudessem interferir nos resultados. Foi
realizada a imersdo das sementes de milho em alcool 70 % por 3 min; em seguida foram
colocadas em hipoclorito de sédio 2,5 % (v/v) por um periodo de tempo de 7 min; ao passar
esse tempo foram novamente mergulhadas em &lcool 70 % por 1 min; por fim, as sementes
foram lavadas em agua destilada estéril.

Depois de devidamente desinfestadas, as sementes foram colocadas em placa de petri
com meio de cultura Agar-Agua com objetivo de verificar o crescimento de algum
microrganismo contaminante. Ao decorrer de cinco dias, as placas foram observadas sem
indicios de contaminantes.

Para preparacao do indculo, as cepas de BPCP escolhidas foram adicionadas em meio
King B liquido (Anexo 1) e ficaram sob agitagdo dentro de erlenmeyer em mesa agitadora em
uma rotagéo de 150 rpm por 48 horas.

Quando atingiram uma densidade 6tica de 108 (DOssonm = 0,1), as sementes previamente
desinfestadas foram colocadas dentro dos erlenmeyer e agitadas por duas horas em mesa
agitadora (BISEN et al., 2015; KAVAMURA et al., 2013). Apds duas horas de agitacao, foi
realizada a semeadura das sementes inoculadas em substrato estéril (areia lavada e vermiculita
autoclavadas (1:1) (v/v)). Ao decorrer 15 dias ap6s a semeadura, foi realizada a re-inoculacao

das BPCP aplicando 1 mL de indculo o mais proximo possivel da raiz das plantas de milho.
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3.2.4 Montagem e conducao do experimento em casa de vegetacio

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo na Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE) durante o periodo de 19 de outubro de 2020 a 18 de dezembro de 2020,
totalizando 60 dias de experimento.

O plantio foi realizado em vasos de 2 litros de capacidade, utilizando substrato estéril
de vermiculita e areia na proporgéo de 1:1 (v/v), com 3 sementes por vaso. Um desbaste foi
realizado 15 dias apds a semeadura (DAS) deixando apenas uma planta por vaso.

A irrigacdo foi realizada duas vezes por semana com agua salina em duas concentragdes
de NaCl: 40 mM e 80 mM, seguindo o critério de necessidade da cultura. A rega de algumas
unidades experimentais foi feita com agua destilada com condutividade hidraulica aferida e
monitorada a quem foi atribuido, para fins de identificacdo, a nomenclatura de 0 mM. Toda a
agua destilada usada no experimento passou pelo processo de esterilizacdo em autoclave por 1
hora a 120 °C.

Junto a rega salina, era feita também a administracdo de solucdo nutritiva completa
(HOAGLAND; ARNON, 1950) para garantir a nutricdo das plantas de milho durante a

conducao do experimento (Anexo 3).

3.2.5 Parametros de crescimento vegetal e parametros fotossintéticos

Durante a conducédo do experimento, a cada quinze dias foram medidos 0s parametros
para estimar a altura de planta (AP) (cm), diametro do caule (DC) (cm), namero de folhas (NF).
No final do experimento, a planta foi recolhida e a parte aérea separada da raiz. As folhas,
caules e raizes foram secos em estufa de circulacao forcada a 65 °C e depois pesadas em balanca
analitica para obtencdo da biomassa seca da parte aérea (BSPA) e biomassa seca da raiz (BSR).

Aos 60 DAS, foi realizada a avaliacdo dos parametros da emissao da fluorescéncia da
clorofila a (Fluorescéncia inicial [FO]; Fluorescéncia variavel [Fv]; Fluorescéncia maxima

[Fm]; Eficiéncia quéntica do fotossistema Il [Fv /Fm]; Fluxo de elétrons por centro de reagdo
[ETO/CR]), com auxilio do fluordbmetro FluorPen, modelo F100 (Photon Systems Instruments).
Todas as medicdes foram realizadas na segunda folha superior totalmente expandida e saudavel.
Foi feita uma aclimatacéo da folha selecionada no escuro por 30 minutos, para oxidagao da
cadeia de elétrons do fotossistema Il (STRASSER; STRASSER, 1995).
As folhas recolhidas para a analise de pigmentos foram colocadas em nitrogénio liquido

e levadas ao laboratorio para a extragdo quimica dos teores de pigmentos fotossintéticos
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(Clorofila a, b e Carotenoides) de acordo com a metodologia proposta por Lichtenthaler e
Buschmann (2001).

3.2.6 Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental foi em blocos ao acaso, com cinco repeticdes e um
controle absoluto para cada concentracdo da solugdo salina (0 mM; 40 mM; 80 mM). Na
configuracdo de cada bloco (cinco blocos no total) continha vasos inoculados com as dez
bactérias (tratamentos) em separado e um controle absoluto sem inoculagéo; e cada unidade
experimental recebia a rega com solucéo salina (0 mM; 40 mM; 80 mM) especifica. Ao todo,
0 experimento contou com 165 unidades experimentais. Todos os pardmetros foram submetidos
a analise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas utilizando o teste Skott-Knott a 5 %

de probabilidade, por meio do programa SISVAR versdo 5.1

3.3 Resultados e Discussao

3.3.1 Halotolerancia

As 24 BPCP escolhidas para o desenvolvimento desse trabalho apresentaram diferentes
graus de crescimento quando submetidas a um gradiente de concentracgdo salina variando de 0
a 2500 mM de NaCl (2,5 M). Apenas uma das cepas sobreviveu a maior concentracéo (2,5 M)
denotando natureza halotolerantes e ndo halofilicas, ja que cresceram a uma salinidade menor
(VINOTHINI et al., 2014). Na concentracdo de 500 mM (0,5 M de NaCl), 22 cepas
demonstraram carater de tolerancia a salinidade, das quais, 10 (41,7 %) alcancaram um
desenvolvimento considerado médio; 3 (12,5 %) crescimento 6timo; 9 crescimento fraco (37,5
%); e 2 (8,3 %) nenhum crescimento (Figura 2).
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Figura 2. Taxa de sobrevivéncia de bactérias promotoras de crescimento de plantas, isoladas
da rizosfera e solo de Mimosa bimucronata de uma lagoa temporaria do Semiarido do Brasil,
em teste in vitro em meio halofilico.

Concentracéo de NaCl de OM Concentracdo de NaCl de 0,1M

Nenhum 3 W

Fraco Utimo

Otimo

Concentracao de NaCl de 0,5M Concentragdo de NaCl de 2,5M

Otimo Fraco

Fraco

Nenhum

O comportamento das bactérias em meio salino foi satisfatorio, apesar das cepas usadas
nesse trabalho serem oriundas de prospeccao em um solo do semiarido e passarem por periodos
prolongados de seca. Isso pode ser explicado pelos mecanismos de resisténcia a seca e
salinidade empregados por esses organismos se assemelharem (MISHRA; ARORA, 2018;
BULGARI; FRANZONI; FERRANTE, 2019; ARORA et al., 2020 ). Muitas vezes, em regides
aridas e semidridas, seca e salinidade ocorrem simultaneamente dentro dos agrossistemas,
causando sintomas de estresse que se sobrepde nas plantas (ARORA et al., 2020).

O baixo desempenho com o aumento da concentragcdo de NaCl é justificado pela
mudanc¢a no potencial osmético do meio. Os sais sollveis presentes no meio aumentam o
potencial osmético ocasionando a retirada da agua das células bacterianas. Esse ambiente
hipertonico leva a diminuicdo do metabolismo e, consequentemente, a uma baixa producéo de
enzimas. O choque osmotico pode causar a morte celular e uma reversao desse quadro tem um
alto custo energético, reduzindo o crescimento e atividade dos microrganismos sobreviventes
(BENSIDHOUM; BESSAI; NABTI, 2019)

As estratégias empregadas para sobreviver a habitats salinos sdo diversas e envolvem
desde mecanismos celulares complexos, como o alto teor de guanina-citosina, a propriedades
de composicdo da membrana ou parede celular. Essas modificagOes ajudam a regular as

concentracdes de ions intracelulares bombeando ions toxicos para fora da célula promovendo
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0 ajuste osmatico; acumulando solutos compativeis como sacarose, trealose, e glicina betaina
por biossintese enddgena que ajudam a sobrevivéncia em ambientes estressores; produzindo
exopolissacarideos (EPS) que evitam a perca de dgua para 0 meio de maior concentragdo de
sais (GUNDE-CIMERMAN et al., 2018).

As bactérias halotolerantes tém a capacidade de se desenvolver em ambientes de alta
concentracdo de sais podendo manter suas atividades metabdlicas se retiradas de seu habitat
salino (KHAN et al., 2016). Diante da forte habilidade de adaptacdo, como demonstrando pelas
cepas de BPCP, fica evidente o potencial destas para uso na agricultura como bioprotecéao e
biofertilizag&o.

As bactérias escolhidas para o teste de promoc¢éo de crescimento em plantas de milho
(IPA CMS-36) foram: 24-1; 28-7; 28-10; 43; 46-1; 52; 59-3; 70; 79-1 e 85.

3.3.2 Efeito de promogdo de crescimento de BPCP em plantas de milho (Zea mays. L)
submetidas a estresse salino

Os sintomas do estresse sentido pelas plantas de milho mantidas sob rega com solucao
salina repercutiu diretamente nos parametros biométricos. A altura das plantas sofreram uma
reducéo de 27 % - 28 % se comparados os dados do controle absoluto (0 mM) com os demais
controles (40 mM e 80 mM).

A altura das plantas de milho variou de 21,69 cm a 34,7 cm na auséncia de solucéo de
NaCl. Nas concentracdes de 40 mM e 80 mM, o comprimento da parte aérea variou entre 19,23
cm e 30,12 cm e entre 18,96 cm e 30,33 cm, respectivamente (Figura 3).

No geral, o incremento associado a inoculagcdo das bactérias em relacdo ao controle
dentro da mesma concentracéo salina foi de 41,01 % para a dose de 40 mM e 36 % para a dose
de 80 mM. Os tratamentos apresentaram diferencas significativas (p < 0,05) em relagdo ao
controle, exceto para as bactérias que ndo foram submetidas ao estresse salino (solucao de rega
sem adicao de sal).

Os melhores resultados obtidos individualmente na variavel de altura de plantas foram
observados nas bactérias 28-7; 43; 46-1; 70; 79-1, onde na maior concentracdo (80 mM) tiveram
0s maiores desempenhos. Um recorte do experiemento em casa de vegetacdo pode ser
observado na figura 5.
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Figura 3. Média e desvio padréo da altura de plantas de milho (IPA CMS-36) inoculados com
bactérias promotoras de crescimento de plantas, isoladas da rizosfera e solo de Mimosa
bimucronata de uma lagoa temporaria do Semiarido do Brasil, submetidas a estresse salino
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Letras mindsculas comparam entre os tratamentos com a inoculacdo das bactérias; Letras mailsculas comparam
entre as concentracdes da solugdo salina de rega (0 mM, 40 mM, 80 mM). As médias seguidas da mesma letra ndo
diferem estatisticamente entre si para o teste de Scott — Knott (p < 0,05)
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Apesar dos sintomas do estresse terem interferido no crescimento das plantas, a
inoculacdo das bactérias influenciou positivamente o nimero de folhas, diametro do caule,

biomassa seca da raiz e da parte aérea em comparagao ao controle ndo inoculado (Figura 4).

Figura 4. Média e desvio padrdo de pardmetros biométricos de plantas de milho (IPA CMS-
36) inoculados com bactérias promotoras de crescimento de plantas, isoladas da rizosfera e solo
de Mimosa bimucronata de uma lagoa temporaria do Semiarido do Brasil, e submetidas a
estresse salino
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(A) Numero de folhas por planta; (B) Didmetro do caule (mm); (C) Biomassa seca da parte aérea (g); (D) Biomassa
seca de raiz (g). As médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si para o teste de Scott —
Knott (p < 0,05)

Mesmo ndo sendo observada interacdo significativa (p < 0,05) entre as bactérias
inoculadas versus concentracdo da solucdo salina para os parametros biométricos da Figura 3,
quando comparados de forma isoladas dentro de cada concentracéo, € possivel visualizar o
efeito significativo (p < 0,05) da inoculacdo das bactérias nas plantas de milho (Figura 5).

O incremento da inoculagdo na biomassa seca da parte aérea foi de 65,76 % e 75,20 %
para a concentracdo 40 mM e 80 mM, respectivamente. Houve também um sensivel aumento
da massa radicular de 23,77 % para menor concentracdo de NaCl (40 mM) e 32,74 % para a
maior concentracdo (80 mM). Nos parametros do didmetro do caule e nimero de folhas foram

observados os maiores acréscimos em relagdo ao controle, estimando uma contribuicdo positiva
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de 95,15 % no didmetro do caule na maior concentracdo (80 mM) e 88,19 % na concentracao
de 40 mM.

Para o numero de folhas, o acréscimo aconteceu de 3 a 4 folhas por planta inoculada em
relagdo ao controle nas duas doses de NaCl aplicadas como rega, se aproximando de um total
de 134 % de incremento na maior concentragdo e 171,5 % na dose de 40 mM.

A inibigdo do crescimento das plantas e devido a lesdo osmotica e ibnica, bem como
distdrbios nutricionais induzidos pelo NaCl em excesso (ZHOU et al., 2018). Para manter a
taxa de crescimento, a planta necessita da expansdo e divisao celular, porém, em contato com
acentuadas concentracOes de sal, a divisdo celular diminui (ZELM et al., 2020). As cepas
selecionadas para realizacdo desse trabalho sdo produtoras de AIA e ACC deaminase, e como
tal, podem proteger as plantas de milho através da diminui¢cdo dos niveis de etileno e,
simultaneamente, permitir que o AlA promova a expansao e divisdo celular (GLICK, 2012),
justificando o acréscimo nos parametros biométricos.

Estudos recentes demonstram achados semelhantes. Dixit et al., (2020) associam cepas
de Alcaligenes e Bacillus produtoras de AIA e ACC deaminase a uma melhor promoc¢édo do
crescimento de plantas de milho, aumentando a area e 0 comprimento da superficie radicular
melhorando a tolerancia ao estresse salino. Fatos equivalentes foram observados por Azeem et
al., (2022), quando plantas de milho inoculadas com uma bactéria halotolerante reduziu o efeito
deletério do estresse salino e aumentou o comprimento da raiz e da parte aérea das plantas em

varias concentragdes de sal.

Figura 5. Plantas de milho de (Zea mays L) inoculadas com BPCP. (A) Plantas controle e
inoculadas com bactérias 43 e 52 (0 mM); (B) Plantas controle e inoculadas com bactérias 70
e 28-7 (40 mM); (C) Plantas controle e inoculadas com bactérias 59-3 e 70 (80 mM)

V74
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Foto pelo autor
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3.3.3 Pigmentos fotossintético e parametros de emissdo da fluorescéncia da Clorofila a de
plantas de milho (Zea mays. L) submetidas a estresse salino e inoculadas com BPCP

Para os pigmentos fotossintéticos, a analise de varidncia mostrou valores significativos
de interacdo dos tratamentos com as concentracdes salinas da 4gua de irrigacdo.

Tanto nas plantas inoculadas, como nas ndo inoculadas foi percebido o declinio dos
pigmentos fotossintéticos no aumento do gradiente de concentracdo da solucdo de NaCl.
Portanto, o sal induziu uma diminuicdo significativa da concentracdo de clorofila deste
par@metro nas folhas (Tabelas 3, 4 e 5), bem como os valores de Fv/Fm ( Tabela 6 ).

No entanto, os dados mostram também que o efeito do sal no teor de clorofila foi mais
acentuado nas plantas ndo inoculadas. Nos dados de clorofila a (Tabela 3), o acréscimo
estimado foi de 138 %, comparando o maior valor apresentado pela cepa 28-10 na dose 0 mM
com o controle ndo inoculado. Na dose 40 mM, a bactéria 24-1 se destacou em relagdo as demais
com um acréscimo estimado de 170,86 % de clorofila a em relacdo ao controle ndo inoculado.
Na maior concentragdo salina (80 mM), as bactérias 24-1; 46-1; 52 e 59-3 mostraram uma
tendéncia a um maior acumulo de pigmentos, padrdo que se repetiu em clorofila b e

carotendides (p < 0,05).

Tabela 3. Teores de Clorofila aem plantas de milho (IPA CMS-36) submetidas a estresse salino
e inoculadas com bactérias promotoras de crescimento de plantas, isoladas da rizosfera e solo
de Mimosa bimucronata de uma lagoa temporaria do Semiarido do Brasil.

Clorofilaa (mg g )

Isolados 0mM 40 mM 80 mM
24-1 1,4489 bB 1,9781 aA 1,0731 cC
28-7 1,4333 bA 1,4344 bA 0,5367 eB

28-10 2,4091 aA 0,9495 cB 0,9613 cB
43 1,5400 bA 1,5817 bA 0,5231eB
46-1 1,0347 cB 1,0917 cB 1,6109 bA
52 1,4235 bB 1,4439 bB 1,8503 aA
59-3 0,9848 cB 0,6612 dB 1,0308 cA
70 0,7902 dB 0,9472 cA 0,7955 dB
79-1 1,0594 cA 0,9095 cA 0,5593 eB
85 1,5442 bA 1,4676 bA 0,7813 dB

Controle 1,0094 cA 0,7303 dB 0,4363 eC

CV% 9,76

Letras mindsculas comparam entre os tratamentos com a inoculagéo das bactérias; Letras maidsculas comparam
entre as concentracdes da solucdo salina de rega (0 mM, 40 mM, 80 mM). As médias seguidas da mesma letra ndo
diferem estatisticamente entre si para o teste de Scott — Knott (p < 0,05)

Para os teores de clorofila b as cepas que se destacaram foram: 46-1; 52 e 70 (Tabela

4). Estas aumentaram significativamente (p < 0,05) o teor de pigmentos com o aumento do



51

gradiente de concentragdo. O incremento que essas bactérias proporcionaram na dose maxima
de NaCl, foram respectivamente, 215,67 %; 279,99 %, 124,30 %.

Tabela 4. Teores de Clorofila b em plantas de milho (IPA CMS-36) submetidas a estresse salino
e inoculadas com bactérias promotoras de crescimento de plantas, isoladas da rizosfera e solo
de Mimosa bimucronata de uma lagoa temporaria do Semiarido do Brasil.

Clorofilab (mg g )

Isolados 0mM 40 mM 80 mM
24-1 0,9121 fB 1,1020 cA 0,7228 dC
28-7 1,4279 bA 1,4308 aA 0,3960 gB
28-10 1,7638 aA 0,6956 fB 0,6967 dB

43 1,3365 cA 1,2116 bB 0,5751 fC
46-1 1,0863 dC 0,6593 fB 1,1377 bA
52 1,0132eB 0,7040 fC 1,3695 aA
59-3 0,7102 gA 0,5482 gA 0,6458 eB
70 0,6822 gB 0,7757 eA 0,8084 cA
79-1 1,0979 dA 0,9422 dB 0,5840 fC
85 1,0340 eB 1,1225 cA 0,6619 eC

Controle 1,0277 eA 0,7209 fB 0,3604 gC

CV% 4,10

Letras mindsculas comparam entre os tratamentos com a inoculagdo das bactérias; Letras mailsculas comparam
entre as concentragdes da solucdo salina de rega (0 mM, 40 mM, 80 mM). As médias seguidas da mesma letra néo
diferem estatisticamente entre si para o teste de Scott — Knott (p < 0,05)

Os teores de carotendides (Tabela 5) foram aumentados na concentracdo 80 mM por
quatro cepas: 24-1; 46-1; 52; e 70, quando estas sdo comparadas ao controle ndo incoculado na
mesma dose. O acréscimo para cada bactéria em relacéo ao controle nédo inoculado foi de 110,07
%; 227,13 %; 289,92 %); e 117,82 %, respectivamente. Porém com o aumento da dose de NaCl,
as bacterias 46-1; 52; e 70 diferiram significativamente (p < 0,05), aumentando o teor de
carotenoide da dose 0 mM para 80 mM em 12,23 %; 34,13 %; e 11,95 %, respectivamente.

Esse comportamento sugere uma maior protecdo ao aparato fotossintético por meio da
influéncia das bactérias. As plantas utilizam antioxidantes de baixo peso molecular, como
carotenoides, flavonoides e ascorbato, assim como sistemas antioxidantes compostos por SOD,
CAT, APX, formando uma via alternativa de dissipacdo de energia pela eliminacdo do ROS
(ZHANG et al., 2015) ,e os resultados apresentados sugerem um aumento desses antioxidantes

pelas bactérias inoculadas.
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Tabela 5. Teores de carotenodides em plantas de milho (IPA CMS-36) submetidas a estresse
salino e inoculadas com bactérias promotoras de crescimento de plantas, isoladas da rizosfera
e solo de Mimosa bimucronata de uma lagoa temporaria do Semiarido do Brasil.

Carotenoides (mg g )

Isolados 0 mM 40 mM 80 mM
24-1 0,0498 eB 0,0432 bA 0,0271 cC
28-7 0,0498 bA 0,0499 aA 0,0145 gB
28-10 0,0650 aA 0,0256 B 0,0257 dB

43 0,0477 cA 0,0442 bB 0,0197 fC
46-1 0,0376 dB 0,0253 fC 0,0422 bA
52 0,0375 dB 0,0285 eC 0,0503 aA
59-3 0,0254 fA 0,0197 gB 0,0246 eA
70 0,0251 fB 0,0279 eA 0,0281 cA
79-1 0,0381 dA 0,0327 dB 0,0202 fC
85 0,0388 dB 0,0410 cA 0,0237 eC

Controle 0,0357 eA 0,0252 fB 0,0129 hC

CV% 2,29

Letras mindsculas comparam entre 0s tratamentos com a inoculacdo das bactérias; Letras maitsculas comparam
entre as concentrac@es da solugdo salina de rega (0 mM, 40 mM, 80 mM). As médias seguidas da mesma letra ndo
diferem estatisticamente entre si para o teste de Scott — Knott (p < 0,05)

Quando todos os centros de reagdo do Fotossistema Il (FSII) estdo abertos pode-se
estimar a eficiéncia quantica maxima da atividade fotoquimica (Fv/Fm). Essa relacdo tem sido
utilizada em pesquisas para observar perturbagdes no sistema fotossintético causada por
estresses bidticos e abidticos, pois sua diminuicdo indica a inibi¢&o da atividade fotoquimica.

De acordo com os dados da eficiéncia quantica maxima do FSII (Fv/Fm) (Tabela 6)
obtidas nesse trabalho, observa-se que as folhas de plantas da concentragdo 0 mM de NacCl,
tratadas com BPCP ou ndo tratadas, mantiveram seus niveis altos no parametro, mas ndo
apresentaram diferengas significativas (p < 0,05) dentro da mesma dose. Para as demais
concentracdes, 40 mM e 80 mM observa-se um declinio nos valores das plantas ndo inoculadas,
diferindo estatisticamente (p < 0,05) entre si. A inoculacdo foi responsavel por um acréscimo
de 104,59 % na dose de 40 mM e de 100,91 % promovidas pelas bactérias 70 e 85,
respectivamente.

O estresse hiperiénico e hiperosmético surge devido ao acimulo de ions Na* e Cl ~
causando diminuicdo drastica na fotossintese e aumento das ROS, frequentemente associado a
danos na membrana e morte celular (ZELM et al., 2020). Concentra¢es mais altas de sal
também impBem estresse hidrico nas plantas e o acumulo intracelular de ions de sal pode causar
danos extensos as mitocondrias e cloroplastos afetando a homeostase redox celular (ACOSTA-
MOTOS et al., 2017).


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/homeostasis
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Tabela 6. Médias do pardmetro de eficiéncia na absorcéo de fotons (Fv/Fm) de plantas de milho
(IPA CMS-36) submetidas a estresse salino e inoculadas com bactérias promotoras de
crescimento de plantas, isoladas da rizosfera e solo de Mimosa bimucronata de uma lagoa
temporéria do Semiérido do Brasil.

Fv/iFm
Isolados 0mM 40 mM 80 mM
24-1 0,7500 aA 0,7266 aA 0,7100 aA
28-7 0,7233 aA 0,7366 aA 0,7466 aA
28-10 0,7300 aA 0,7366 aA 0,7400 aA
43 0,7066 aA 0,6666 aA 0,7133 aA
46-1 0,7666 aA 0,7366 aA 0,7333 aA
52 0,7366 aA 0,7400 aA 0,7433 aA
59-3 0,6866 aA 0,7366 aA 0,7233 aA
70 0,7466 aA 0,7433 aA 0,7166 aA
79-1 0,7300 aA 0,6466 aA 0,7300 aA
85 0,7600 aA 0,7266 aA 0,7500 aA
Controle 0,7500 aA 0,3633 bB 0,3733 bB
CV% 21,95

Letras mindsculas comparam entre os tratamentos com a inoculacdo das bactérias; Letras mailsculas comparam
entre as concentragGes da solugdo salina de rega (0 mM, 40 mM, 80 mM). As médias seguidas da mesma letra ndo
diferem estatisticamente entre si para o teste de Scott — Knott (p < 0,05)

Em geral, o Na* influencia a fotossintese, interrompendo a forca préton-motriz
necessaria para a producdo de energia nos cloroplastos e interferindo nas enzimas fixadoras de
CO2 (ZELM et al., 2020), porém, inumeros trabalhos j& correlacionam a produgdo e acimulo
de osmolitos e fitohormonios no cloroplasto em resposta a sinais de estresse, protegendo as
enzimas e lipidios que s@o necessarios para manter o fluxo de elétrons atraveés das membranas
dos tilacoides e a assimilagdo continua de CO> (KUREPIN et al., 2017).

Algumas BPCP sdo capazes de produzir enzimas antioxidantes, osmoprotetores, e
auxiliar as plantas a acumular osmolitos podendo induzir varias alteracdes quimicas nas plantas,
e aumentar a toleréncia ao estresse (SARKAR et al., 2018). Em pesquisa recente, Ali et a.
(2022), associaram Enterobacter cloacae PM23 produtoras de ACC deaminase, AlA e outras
substancias promotoras de crescimento, a niveis elevados de enzimas antioxidantes e
osmoprotetores (aminoacidos livres, glicina betaina e prolina), melhorando o crescimento das
plantas, biomassa e pigmentos fotossintéticos sob estresse salino, corroborando os resultados
observados nessa pesquisa. As BPCP usadas para a realizagdo desse trabalho produziram in
vitro substancias promotoras de crescimento, AIA e ACC deaminase, compativel com 0s
resultados obtidos nos ensaios de casa de vegetacao.

Shahid et al. (2019) encontraram bons resultados no manejo do estresse oxidativo
causado por salinidade em plantas de milho com a inoculagéo de cepas de Staphylococcus. Os

autores descreveram que as cepas demonstraram potencial substancial para solubilizagédo de
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fosfato, atividade de ACC deaminase e producdo de AlA, responsaveis pelo bom desempenho
no crescimento de plantas de milho, juntamente com aumento da atividade de enzimas
antioxidantes e diminuicé@o dos niveis de especies reativas de oxigénio, enfatizando o potencial
de BPCP em mitigar os efeitos causados pelo estresse salino.

Taj e Challabathula (2021) discutiram sobre a inoculagdo de Staphylococcus sciuri
ET101 halotolerante em plantas de tomate e arroz, promovendo maiores taxas de fotossintese,
aumento da eficiéncia quantica (®PSII) e maxima produtividade quéntica (Fv/Fm) do
fotossistema Il em plantas inoculadas durante o estresse salino, resultados semelhantes ao
encontrados no presente estudo.

Para os demais parametros de fluorescéncia da clorofila a, fluorescéncia inicial (FO),
fluorescéncia maxima (Fm) e fluxo de elétrons por centro de reacdo (ETO/ CR), ndo houve

interacdo significativa (p<0,05) para nenhum dos tratamentos analisados.

3.4 Conclusotes

O presente estudo demonstrou o potencial halotolerantes de bactérias isoladas da
rizosfera de Mimosa bimucronata em uma lagoa temporéaria no Semiarido do Brasil. As cepas
apresentaram um notavel potencial de promocao de crescimento em plantas milho em condigdes
controladas de estresse salino, principalmente as cepas 28-7; 43; 46-1; 70; 79-1.

As cepas 24-1; 46-1; 52; e 70 demonstraram boa performace na protecdo do aparato
fotossintético elevando os niveis dos parametros e indicando a viabilidade de aproveitamento
para fins biotecnoldgicos na busca por alivio de estresses bidticos e abioticos
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4 ALIVIO DO ESTRESSE SALINO EM PLANTA DE MILHO (Zea mays L.) POR CO-
INOCULACAO DE FUNGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES E BACTERIAS
PROMOTORAS DE CRESCIMENTO DE PLANTAS

Resumo

O crescente avanco da salinizacdo dos solos agricultaveis pelo mundo impacta
negativamente a producdo agricola, representando uma grave ameaca a seguranca alimentar.
Diante do problema causado por esse e outros estresses abidticos, formou-se uma necessidade
urgente por tecnologias focadas na melhoria da qualidade e fertilidade do solo em prol do
aumento do rendimento agricola. Explorar o potencial biotecnolégico do solo tem sido uma
alternativa sustentavel para mitigar sintomas de estresse salino e elevar a producgdo agricola,
como o uso de fungos micorrizicos arbusculares (FMA) e bactérias promotoras de crescimento
de plantas (BPCP). Os FMA facilitam o crescimento vigoroso das plantas hospedeiras sob
condicgdes estressantes, mediando uma série de eventos complexos de comunicacao entre a
planta e o fungo, elevando a quantidade de &gua e nutrientes nos tecidos; enquanto as BPCP
sintetizam enzimas, proteinas, lipideos, carboidratos, vitaminas e outros que desempenham
papéis importantes na planta, favorecendo a tolerancia ao estresse. Diante do exposto, esse
trabalho tem como objetivo avaliar a inoculacdo de FMA e BPCP como meios do alivio do
estresse salino em plantas de milho (IPA CMS-36). Um experimento foi instalado em casa de
vegetacdo, em delineamento de blocos ao acaso, mantendo as plantas por 49 dias submetidas a
gradientes de concentragdo de solucdo salina distintas (0 mM, 40 mM e 80 mM de NacCl) para
simular o estresse salino. Ao todo, o0 experimento contou com 105 unidades experimentais. Os
tratamentos consistiram na inoculagdo de cinco isolados de BPCP e do FMA Rhizophagus
clarus, além dos controles apenas com micorriza e um controle absoluto sem inoculagdo. Foram
analisados os teores de nutrientes nos tecidos da parte aérea, acimulo de biomassa vegetal e
taxa de colonizacéo dos tecidos radiculares pelo fungo. Todos os parametros foram submetidos
a analise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas utilizando o teste Skott-Knott a 5 %
de probabilidade, por meio do programa SISVAR versdo 5.1. Os resultados revelaram que as
bactérias usadas na co-inoculagdo junto com o FMA auxiliaram o processo de simbiose
tripartite, podendo ser classificadas como bactérias auxiliares da micorriza (MHB), pois houve
intensificacdo da colonizacdo em todas as concentragdes de NaCl com um aumento na ordem
47,09 % na concentracdao 0 mM; 15,61 % na concentracdo 40 mM; e 45,45 % na concentracédo
80mM A biomassa acumulada aumentou nos tratamentos em que houve a co-inoculacéo de
FMA e BPCP, com destagque para as bactérias 41-6; 70; e 79-1 se mostraram mais eficientes
junto ao FMA em acumular biomassa vegetal no aumento das doses de sal. Em relagéo a dose
controle de 0 mM, as bactérias citadas apresentaram adicéo de 36,38-47,50 %; 40,57-20,66 %;
36,57-27,41 %, respectivamente. O controle micorrizado também aumentou o conteudo de
material vegetal produzido pelas plantas de milho, acrescendo em 18-50 — 21,17 % a biomassa
vegetal. O teor dos nutrientes nos tecidos das plantas inoculadas com FMA e BPCP sugerem
que houve osmoregulacdo mediada pelos microrganismos, com destaque para as bactérias 28-
7; 46-1; 70; 79-1 co-inoculadas com o fungo R. Clarus mostraram os melhores valores da
relacdo Na*/K* na dose 80 mM, elevando a relagdo em 155,30 % em comparagdo com o controle
ndo inoculado e de 142,71 % em relacdo aos demais consorcios. Esses resultados sugerem o
aumento da tolerancia das plantas de milho ao estresse salino mediada pelos microrganismos
inoculados.

Palavras-chave: Bactérias auxiliares da micorriza. Promogé&o de crescimento. Osmoregulagéo.
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RELIEF OF SALT STRESS IN CORN (Zea mays L.) BY CO-INOCULATION OF
ARBUSCULAR MYCORRHIZAL FUNGI AND PLANT GROWTH-PROMOTING
BACTERIA

Abstract

The growing advance of salinization of arable soils around the world has a negative
impact on agricultural production, representing a serious threat to food security. Faced with the
problem caused by this and other abiotic stresses, there was an urgent need for technologies
focused on improving soil quality and fertility in order to increase agricultural yield. Exploring
the biotechnological potential of soil has been a sustainable alternative to mitigate saline stress
symptoms and increase agricultural production, such as the use of arbuscular mycorrhizal fungi
(AMF) and plant growth promoting bacteria (PGPB). AMF facilitate the vigorous growth of
host plants under stressful conditions, mediating a series of complex communication events
between the plant and the fungus, increasing the amount of water and nutrients in the tissues;
while PGPB synthesize enzymes, proteins, lipids, carbohydrates, vitamins and others that play
important roles in the plant, favoring stress tolerance. Given the above, this work aims to
evaluate the inoculation of AMF and PGPB as a means of relieving saline stress in corn plants
(IPA CMS-36). An experiment was installed in a greenhouse, in a randomized block design,
keeping the plants for 49 days subjected to different saline concentration gradients (0 mM, 40
mM and 80 mM NaCl) to simulate saline stress. In all, the experiment had 105 experimental
units. The treatments consisted of inoculation of five isolates of PGPB and AMF Rhizophagus
clarus, in addition to controls with only mycorrhiza and an absolute control without inoculation.
Nutrient contents in shoot tissues, plant biomass accumulation and rate of colonization of root
tissues by the fungus were analyzed. All parameters were submitted to analysis of variance
(ANOVA) and the means compared using the Skott-Knott test at 5% probability, using the
SISVAR version 5.1 program. The results revealed that the bacteria used in the co-inoculation
together with the AMF helped the process of tripartite symbiosis, and can be classified as
mycorrhizal auxiliary bacteria (MAB), as there was an intensification of colonization at all
concentrations of NaCl with an increase in the order 47.09% at 0 mM concentration; 15.61% at
40 mM concentration; and 45.45% at 80mM concentration The accumulated biomass was
increased in treatments in which AMF and BPCP were co-inoculated, with emphasis on bacteria
41-6; 70; and 79-1 proved to be more efficient together with AMF in accumulating plant
biomass in increasing salt doses. In relation to the control dose of 0 mM, the mentioned bacteria
presented addition of 36.38-47.50%; 40.57-20.66%; 36.57-27.41%, respectively. Mycorrhizal
control also increased the content of plant material produced by corn plants, adding 18-50 —
21.17% to plant biomass. The nutrient content in the tissues of plants inoculated with AMF and
PGPB suggest that there was osmoregulation mediated by microorganisms, especially bacteria
28-7; 46-1; 70; 79-1 co-inoculated with the fungus R. Clarus showed the best values of the
Na*/K" ratio at the 80 mM dose, increasing the ratio by 155.30% compared to the non-
inoculated control and 142.71% compared to the other consortia. These results suggest an
increase in the tolerance of corn plants to saline stress mediated by the inoculated
microorganisms.

Keywords: Mycorrhiza helper bacteria. Growth promotion. Osmoregulation.



62

4.1 Introducéo

Diante das descobertas mais importantes na pesquisa bioldgica da Gltima década esta a
contribuigdo massiva das comunidades microbianas que, associadas ao hospedeiro, proporciona
mudancas na saude dos organismos multicelulares (HANEY et al., 2015). No solo nédo é
diferente, a diversidade de microrganismos associados as raizes das plantas chega a ordem de
dezenas de milhares de espécies, formando uma complexa comunidade e se mostrando crucial
para a sanidade das plantas (BERENDSEN; PIETERSE; BAKKER, 2012).

Em ambientes naturais € comum a presenca de varias condic¢Ges de estresse abidtico e
deficiéncia de alguns nutrientes minerais. Diante desse contexto, muitas pesquisas corroboram
o fato de que as plantas que apresentam associa¢Ges micorrizicas tem uma vantagem seletiva
em relacdo aos individuos ndao micorrizados da mesma espécie quando encontradas em
situacdes de estresse (CHEN et al., 2018). Essa vantagem seletiva se da pelo auxilio dos fungos
as plantas hospedeiras na regulacdo dos mecanismos de tolerancia e na prevencao de danos nas
principais vias metabdlicas (BEGUM et al., 2019).

O termo micorriza é derivado do grego, significando “fungos-raizes”, sendo introduzido
em 1885 por Albert Bernard Frank para descrever a interacdo simbidtica mutualista entre
plantas e fungos do solo. Atualmente, sete tipos de micorrizas sé@o conhecidas e dentre elas, 0s
fungos micorrizicos arbusculares (FMA) (VALADARES; MESCOLOTTI; CARDOSO, 2016).
O FMA se associa com a maioria das espécies de vegetais terrestres, representando quase 80 %
de todos as espécies e que dependem desses fungos principalmente para aumentar a captacao
de nitratos e fosfatos quando esses estdo com disponibilidade reduzida no solo (VAN DER
HEIJDEN et al.,2015).

Alguns estudos mostram evidéncias geolégicas sugerindo que a relacdo benéfica entre
fungos e plantas € anterior ao surgimento da agua, indicando que a simbiose envolvendo FMA
permitiu varias adaptacfes importantes durante a evolugdo das plantas terrestres (SELOSSE;
LE TACON, 1998; FADUJI et al., 2022). Além disso, sua aplicabilidade na agricultura aumenta
o rendimento das culturas induzindo mudancas no metabolismo secundario, levando a melhores
valores nutracéuticos, influenciando o desenvolvimento da planta como biorreguladores e
induzindo tolerancia a estresses por meio de bioprotecdo (CHEN et al., 2018).

Entretanto, plantas estressadas tendem a acionar seu sistema de defesa e também
produzir fitohormonios acima dos niveis basais, prejudicando o crescimento fungico e o
estabelecimento da simbiose (FRACETTO et al., 2013). Por sorte, as plantas hospedam um

conjunto diversificado de microrganismos em todos os seus compartimentos formando
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interacbes mutualisticas tripartidas benéficas. Esses microrganismos podem interatuar
diretamente com a planta hospedeira ou indiretamente, por meio de modifica¢cbes em um dos
parceiros, ou ainda, modulando o habitat em comum entre os parceiros (AFKHAMI et al.,
2020). Dessa forma, algumas bactérias sdo capazes de promover o estabelecimento da simbiose
de FMA com as plantas hospedeiras sendo chamadas de bactérias auxiliares da micorriza
(MHB). Esse processo se da através da producédo de fatores de crescimento, desintoxicagdo de
substancias nocivas e inibicdo de competidores e/ou antagonistas, resultando no aumento do
contato entre planta-fungo, aumento na extensdo micelial e elevando a chance de sobrevivéncia
do FMA em condigdes adversas (FREY-KLETT; GARBAYE; TARKKA, 2007).

Os mecanismos utilizados pelas bactérias que estimulam o crescimento do FMA ainda
sdo pouco conhecidos, porém, existem evidéncias de que a sintese da enzima 1-
aminociclopropano 1-carboxilato deaminase (ACC deaminase) pode diminuir os niveis de
etileno nos tecidos das plantas, fortalecendo o estabelecimento da micorrizagdo (GAMALERO
et al. 2008). O fitohorménio AIA também exerce um fator positivo na micorrizagdo,
estimulando a colonizacdo das raizes (GUILLOTIN et al.,2016) e a formacdo de arbdsculos
(ETEMADI et al., 2014).

Pesquisas recentes revelam o papel desempenhado pela simbiose tripartite (planta-
fungo-bactéria) na produgdo abundante de proteinas e metabolitos envolvidos no estresse
oxidativo que resultou na reprogramacao de varias vias relacionadas a melhoria do crescimento
das plantas e da produtividade das culturas (YADAV; CHAKRABORTY; RAMAKRISHNA,
2022), sugerindo que 0 uso desses microrganismos em conjunto pode minimizar os danos
causados pelo estresse salino. Moreira et al. (2020) descreve que a inoculagdo de Pseudomonas
reactans EDP28 e Pantoea alli ZS 3-6 junto ao fungo micorrizico Rhizoglomus irregulare
mitigaram os desequilibrios ibnicos em plantas de milho submetidos a um gradiente de NaCl,
promovendo o crescimento do milho e melhoria do estado nutricional.

Além da aplicabilidade de mitigacdo de efeitos deletérios em condigdes de estresse,
existem evidéncias de que a combinacdo de FMA e BPCP pode melhorar o estado nutricional
das plantas, otimizando seu desenvolvimento, se mostrando uma alternativa viavel e ecoldgica
ao uso de fertilizante quimico (MASSA et al., 2020).

Diante do exposto, esse capitulo objetivou explorar a interacdo sinérgica planta-BPCP-
FMA a fim de contribuir para o estabelecimento de uma comunidade de microrganismos
potencialmente benéficos para as plantas de milho, induzindo o aumento da tolerdncia a

salinidade, e por sua vez, ao estresse sisttmico. A aplicacdo dessa biotecnologia pretende


https://link.springer.com/article/10.1007/s00572-013-0523-x#ref-CR27
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/chemical-fertiliser
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potencializar a producgdo agricola de forma limpa e sustentavel, perturbando minimamente os

sistemas naturais.

4.2 Material e Métodos

4.2.1 Propagacéo de in6culo micorrizico

A producdo do inoculo micorrizico foi realizada a partir de material propagativo da
espécie de FMA Rhizophagus clarus (figura 1), cedido pelo Instituto Agrondémico de
Pernambuco — IPA. A areia utilizada para preenchimento dos vasos foi lavada e
esterilizada junto com vermiculita (2:1, v/v) em autoclave a 120 °C por 1 hora, sendo o
processo repetido apds 24 horas. Apds o resfriamento, o substrato foi distribuido em vasos de
plastico, com capacidade aproximada de 3 Kg, previamente desinfestados com hipoclorito
de sodio a 0,5 % por 20 minutos. Em cada vaso foi colocado cinco sementes de milho da
variedade CMS-36 fornecida pelo IPA, para servirem como planta hospedeira. As
sementes do milho foram limpas e desinfestadas em &lcool 70 % por 3 min; em seguida
foram colocadas em hipoclorito de sodio 2,5 % (v/v) por um periodo de 7 min; ao passar esse
tempo foram novamente mergulhadas em alcool 70 % por 1 min; por fim, as sementes foram
lavadas em agua destilada estéril. Apds a emergéncia das folhas verdadeiras do milho foi
realizado a inoculagdo com dez gramas do material cedido pelo IPA contendo material

propagativo de R. clarus.

Figura 1. Esporos do fungo micorrizico arbuscular Rhizophagus clarus

Foto do autor



65

O cultivo foi conduzido em casa de vegetacdo e permaneceu por trés meses sendo
regado com &gua destilada e solucdo nutritiva completa (HOAGLAND; ARNON, 1950)
(Anexo 3). Ao final desse periodo, o corte da parte aérea da planta hospedeira e a suspensédo da
irrigacdo foram feitos a fim de estimular a esporulacdo. Apds 15 dias, o indculo foi armazenado
em geladeira até a montagem e conducdo do experimento. Posteriormente, foi realizado a
observagdo dos esporos, com a finalidade de conferir a viabilidade do material, pelo método de

peneiramento Umido seguindo a metodologia descrita por Gerdemann e Nicolson (1963).

4.2.2 Selecao de cepas de BPCP para compor a dupla inoculacéo e preparagao das sementes

de milho (Zea mays L.) para teste de promocéo de crescimento

Para selecdo das cepas de BPCP, as quais foram testadas com a inoculagdo conjunta
com o FMA, foram levados em consideragéo os dados de biomassa e biometria das plantas do

experimento descrito no Capitulo 2 dessa dissertacdo (Tabela 1).

Tabela 1. Caracteristicas bactérias promotoras de crescimento de plantas, isoladas da rizosfera
e solo de Mimosa bimucronata de uma lagoa temporaria do Semiarido do Brasil, selecionadas
para compor experimento em casa de vegetacdo

Isolados ACC Aw AlA 0OM 0,1M 0,5M 2,5M
28-7 Produtor 0,957 Elevada +++ ++ + -
43 Produtor 0,957 Média +++ +++ +++ -
46-1 Produtor 0,844 Elevada +++ ++ ++ -
70 Produtor 0,844 Alta +++ +++ +++ -
79-1 Produtor 0,957 Elevada +++ +++ ++ -

AIA; 1 - 11pgmL -1 (média); 11 - 50ug.mL -1 (alta) e > S0pg.mL -1 (elevada); 1S: x (ndo solubiliza); IS <2 (baixo); IS 2 - 4
(médio) e IS > 4 (alto); ACC: produtor; Aw: crescimento em meio com reduzida atividade de agua (ARAUJO, 2019).
Crescimento 6timo (+++); Crescimento médio (++); Crescimento fraco (+); Nenhum crescimento (-)

As cepas de BPCP escolhidas foram cultivadas em meio King B liquido (Anexo 2) e
permaneceram sob agitagéo dentro de erlenmeyer de 250 mL em mesa agitadora por 48 horas
em rotacdo de 150 rpm. Quando o meio de cultivo contendo as bactérias multiplicadas atingiu
densidade otica de 108 (DO550nm = 0,1), as sementes de milho, anteriormente desinfestadas,
foram colocadas dentro dos erlenmeyer e agitadas por duas horas em mesa agitadora para fins
de contato e inoculacdo (BISEN et al., 2015; KAVAMURA et al., 2013).

Decorridas as duas horas de agitacdo, as sementes inoculadas foram semeadas em
substrato estéril (areia lavada e vermiculita autoclavadas (1:1) (v/v)). Sete dias apds a
semeadura (DAS), foi realizada a re-inoculacdo das BPCP aplicando 1 mL de in6culo 0 mais
proximo possivel da raiz das plantas de milho
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4.2.3 Montagem e conducéo do experimento em casa de vegetacio

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo na Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE) durante o periodo de 19 de abril de 2021 a 07 de junho de 2021,
totalizando 49 dias de experimento.

O plantio foi realizado em vasos de 2 litros de capacidade, utilizando substrato estéril
de vermiculita e areia na proporg¢éo de 1:1 (v/v), com 3 sementes de milho IPA CMS-36 por
vaso. Quando o experimento completou 7 DAS foi realizado a co-inoculagdo com o FMA e a
reaplicacéo de 1 mL de suspensao dos tratamentos de BPCP. Um desbaste foi realizado 15 DAS
deixando uma planta por vaso.

A irrigacdo foi realizada duas vezes por semana com agua salina em duas concentragdes

de NaCl: 40 mM e 80 mM, para induzir o estresse salino. A rega de algumas unidades
experimentais era feita com agua destilada com condutividade elétrica aferida e monitorada a
quem foi atribuido, para fins de identificacdo, a nomenclatura de 0 mM. Toda a &gua destilada
usada no experimento passou pelo processo de esterilizacdo em autoclave por 1 horaa 120 °C.
Junto a rega salina, também foi aplicado solucdo nutritiva completa duas vezes por
semana (HOAGLAND; ARNON, 1950) para garantir a nutricdo das plantas de milho durante

a conducdo do experimento (Anexo 3).

4.2.4 Biomassa vegetal e teor de nutrientes

Apds 49 dias, ao final do experimento, as plantas foram separadas em parte aérea e raiz
e secos em estufa de circulacdo forcada a 65 °C e para pesagem posterior em balanca analitica,
onde se obteve a biomassa seca da parte aérea (BSPA). As plantas foram moidas e submetidas
a extracdo dos elementos quimicos presentes no tecido vegetal por um processo sem digestdo
utilizando solucdo de HNOs a 1mol/L (EMBRAPA, 2009). As amostras resultantes da extragdo
foram analisadas por meio de técnicas de determinacdo de elementos quimicos distintas,
conforme descritas no Manual de Analises Quimicas de Solos, Plantas e Fertilizantes
(EMBRAPA, 2009). A determinagdo de Na* e K* foi realizada por fotdmetro de chama e as

leituras de Ca®* e Mg?* foram obtidas pelo espectrofotdmetro de absorcdo atémica.

4.2.5 Coloracao das raizes e taxa de micorrizacéo

Para avaliacdo da colonizacdo micorrizica, as raizes das plantas de milho foram tratadas

com solucdo de KOH 10 % a 90 °C em banho maria por 20 min e transferidas para uma solugéo
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de 5 % de tinta de caneta diluida em solug&o de acido acético 5 % a 90 °C durante 1 min, lavadas
e armazenadas com lactoglicerol (BRUNDRETT et al., 1996). Apos a coloragdo, as raizes
foram observadas em placas reticuladas usando um microscopio estereoscopico para
determinacdo da taxa de colonizacdo através da presenca de estruturas fungicas no tecido
cortical, segundo método descrito por Giovanetti e Mosse (1980).

4.2.6 Delineamento experimental e analise estatistica

Os vasos foram inoculados com os tratamentos e sorteados totalmente ao acaso
obedecendo o delineamento experimental de blocos ao acaso, com cinco repeti¢cdes e um
controle absoluto para cada concentracdo da solucgéo salina (0 mM; 40 mM; 80 mM). Em cada
bloco havia vasos inoculados apenas com 0 FMA,; e plantas inoculadas com as cincos cepas de
BPCP em separado com adicdo da co-inoculacdo de FMA, todos submetidos as trés
concentragcOes da solucdo salina; controles sem inoculagdo que recebia a rega com solucdo
salina em todas as concentragdes (0 mM; 40 mM; 80 mM). Ao todo, o experimento contou com
105 unidades experimentais. Todos os parametros foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) e as médias comparadas utilizando o teste Skott-Knott a 5 % de probabilidade, por
meio do programa SISVAR verséo 5.1.

4.3 Resultados e Discussao

4.3.1 Taxa de micorrizagao

A taxa de micorrizacdo das raizes do milho revelaram, de forma geral, que as bactérias
auxiliaram no estabelecimento da simbiose tripartite. A figura 2 apresenta imagem ampliadas
de raizes de milho com presenca e auséncia de estruturas fungicas.

Os dados da Tabela 2 mostram uma interacdo significativa (p < 0,05) entre os
tratamentos versus concentracdo salina da agua de rega, apesar de ndo representar abundancia
na colonizagdo radicular por apresentar taxas inferiores a 70 % sugerindo uma possivel
limitacdo de crescimento entre 0s microrganismos ou de sinalizacao entre as partes.

Investigando isoladamente a associacédo das bactérias ao fungo usadas no experimento,
percebe-se uma intensificacdo da colonizacdo em todas as concentragfes de NaCl com um
aumento na ordem 47,09 % na concentragcdo 0 mM; 15,61 % na concentracdo 40 mM; e 45,45
% na concentracdo 80mM.

Os tratamentos 28-7; 70 e 79-1 aumentaram significativamente (p < 0,05) a porcentagem

da colonizacao das células das raizes das plantas ao longo do gradiente de concentragéo salina
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e se destacaram em relacdo aos demais tratamentos. O acréscimo em relacdo a dose 0 mM foram
na ordem de 19,40%; 44,79%; e 29,09%, respectivamente.

Tabela 2. Coloniza¢do micorrizica de Rhizophagus clarus em plantas de milho co-inoculadas
com bactérias promotoras de crescimento de plantas, isoladas da rizosfera e solo de Mimosa

bimucronata de uma lagoa temporéaria do Semiarido do Brasil.

Tratamentos 0mM 40 mM 80 mM
28-7+M 54,05% aA 55,82% aA 44,99% aA
43+M 53,51% aA 48,15% aA 32,12% bB
46-1+M 53,60% aA 60,16% aA 33,21% bB
70+M 65,40% aA 60,28% aA 49,97% aA
79-1+M 59,78% aA 43,04% aA 54,27% aA
Controle 44,46% aA 52,14% aA 37,31% bB
CV% 26.58

Letras mindsculas comparam entre os tratamentos com a inoculagéo das bactérias; Letras maidsculas comparam
entre as concentragcfes da solucdo salina de rega (0 mM, 40 mM, 80 mM). As médias seguidas da mesma letra ndo
diferem estatisticamente entre si para o teste de Scott — Knott (p < 0,05)

Muitos estudos evidenciam que componentes especificos exsudados pelas raizes de
plantas estressadas favorecem o recrutamento de microrganismos benéficos. Esta remodelagédo
da rizosfera envolve multiplos mecanismos visando produzir substratos para o crescimento
microbiano, provocando respostas quimiotaticas e facilitando a colonizacdo das raizes pelos
organismos recrutados (ROLFE; GRIFFITHS; TON, 2019).

Figura 2. Imagem ampliadas 70 vezes em microscépio estereoscépico de raizes de milho com
presenca (B) e auséncia (A) de estruturas fungicas

Foto do autor
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No caso de FMA, as estrigolactonas mediam a interagdo planta-fungo induzindo a
ramificacdo das hifas, processo necessario e que precede a colonizacdo de raizes (BEGUM et
al., 2019). As estrigolactonas sdo um hormdnio vegetal derivado de carotendides, responsavel
por ramificacdo de brotos e arranjo da arquitetura radicular, em interacdo com outros
hormonios, como auxina, acido abscisico e citocinina (WATERS et al., 2017; KIM etal., 2022).
Sabendo que o estresse salino afeta diretamente os pigmentos da fotossintese, como
discutido anteriormente, a baixa dos teores de carotendides nas plantas podem ter ocasionado
declinio na sinalizacdo entre planta-fungo ocasionando a baixa taxa de colonizacdo das raizes.
Othman et al. (2022) observaram resultados semelhantes encontrados nesse trabalho, em
inoculacdo de plantas de gérberas. Os autores observaram a diminuigdo de colonizacao de raizes
e estruturas fungicas com o aumento do gradiente de concentracéo salina, junto com diminuicao
dos teores de clorofila.

Hou et al. (2021) em estudo realizado para explorar a diversidade e a estrutura das
comunidades bacterianas e fangicas do solo em solos salinos coletados em campos de milho,
observaram uma maior suscetibilidade de declinio da comunidade fungica em relacdo as
bactérias. O artigo sugere que a maior sensibilidade dos fungos aos gradientes de salinidade se
da pela dificuldade de aclimatacdo das células a pressdo osmotica exercida pela maior
concentracdo salina. Foi observado também que as estruturas fungicas diminuiram ao longo do
aumento das concentracGes salinas, fato que corrobora os resultados encontrados nessa

dissertacéo.

Figura 3. . Biomassa vegetal de plantas de milho (Zea mays L) inoculado com Rhizophagus
clarus e BPCP.

Bactéria 43
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Foto do autor
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4.3.2 Biomassa vegetal e teores de nutrientes na parte aérea

A co-inculacdo de BPCP e FMA promoveu aumento significativo (p < 0,05) da
biomassa vegetal (Tabela 3) entre os gradientes de concentracao salina. Nas doses de 40 mM e
80 mM, os acréscimos do material vegetal em relacdo ao controle ndo inoculado foi de 53,38
% e 132,77 %, respectivamente. Na dose de 0 mM, o maior valor de matéria seca se deu no
controle micorrizado.

As bacterias 41-6, 70 e 79-1 se mostraram mais eficientes junto ao FMA em acumular
biomassa vegetal no aumento das doses de sal. Em relacéo a dose controle de 0 mM, as bactérias
citadas apresentaram adicdo de 36,38-47,50 %; 40,57-20,66 %; 36,57-27,41 %,
respectivamente. O controle micorrizado também aumentou o contetdo de material vegetal
produzido pelas plantas de milho, acrescendo em 18-50 — 21,17 % a biomassa vegetal.

Curiosamente, os acréscimos foram observados ao longo do gradiente de concentracao,
ou seja, com o0 aumento das doses para todos os tratamentos.

O efeito positivo da co-inoculagdo na biomassa vegetal pode ser explicado pela

producdo de AIA e ACC deaminase pelas bactérias utilizadas no experimento.

Tabela 3. Biomassa vegetal (g planta?) de plantas de milho inoculadas com Rhizophagus
clarus e bactérias promotoras de crescimento de plantas, isoladas da rizosfera e solo de
Mimosa bimucronata de uma lagoa temporéria do Semiarido do Brasil.

Tratamentos 0 mM 40 mM 80 mM

28-7+M 12,16 aA 15,08 aA 14,90 aA
43+M 12,73 aA 15,94 aA 15,51 aA
46-1+M 12,23 aB 16,68 aA 18,04 aA
70+M 12,10 aB 17,01 aA 14,60 aA
79-1+M 10,58 aB 14,45 aA 13,48 aA
Controle Micorrizado 13,08 aA 15,50 aA 15,83 aA
Controle 12,47 aA 11,09 bA 7,75 bB

CV% 18.48

Letras mindsculas comparam entre os tratamentos com a inoculagdo das bactérias; Letras mailsculas comparam
entre as concentracGes da solugdo salina de rega (0 mM, 40 mM, 80 mM). As médias seguidas da mesma letra nao
diferem estatisticamente entre si para o teste de Scott — Knott (p < 0,05)

Para os teores de nutrientes extraidos do tecido vegetal de plantas de milho inoculadas
com FMA e BPCP foram observados a eficiéncia da sinergia entre planta-fungo-bactéria no
que diz respeito ao balanco nutricional. Na Tabela 5, os dados mostram que em comparagao ao
controle na maior dose salina (80 mM) néo inoculado que recebeu rega salina, todas as plantas
inoculadas com a dupla de microrganismos tiveram a alta absor¢do de Na* inibida, e os

tratamentos diferiram estatisticamente entre si (p < 0,05).
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As plantas inoculadas apenas com as micorrizas apresentaram menores valores de
acimulo de sédio em comparacdo ao controle sem inoculacdo que recebeu nas duas doses
salinas, mostrando interacéo significativa entre doses diferiram estatisticamente entre si (p <
0,05). Com o aumento da concentracdo de sal de 40 mM para 80 mM houve uma sensivel
diminuicdo do acimulo se Na* nos tecidos nas plantas com a dupla inoculacéo e nas plantas
apenas com a inoculagdo micorrizica, sugerindo uma selegdo de ions por parte do fungo
Rhizophagus clarus.

A relacdo K*/ Na* (Tabela 4) das bactérias 28-7 e 43 co-inoculadas com FMA sugerem
um maior efeito na homeostase de ions, quando comparados ao controle ndao inoculado na dose
80 mM, diferindo estatisticamente entre si (p < 0,05), elevando a relagcdo em 11,49 % e 14,94
% em comparacao com o controle ndo inoculado. O tratamente composto apenas com 0 FMA
apresentou o maior valos na dose 80 mM em comparacdo ao controle sem inoculacdo,
mostrando o melhor resultado em relagdo aos demais tratamentos. Em comparagcdo com o

controle ndo inoculado o acréscimo foi de 47,12 % na maior concentracao.

Figura 4. Plantas de milho de (Zea mays L) inoculadas Rhizophagus clarus e co-inoculadas
com BPCP. A — Plantas controle, micorrizada e co-inoculadas com bactéria 79-1 (0 mM); B —
Plantas controle, micorrizada e co-inoculadas com bactéria 43 (40 mM); C - Plantas controle,
micorrizada e co-inoculadas com bactéria 43 (80 mM)

$0mM

Foto do autor
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Tabela 4. Relacdo de nutriente extraidos de plantas de milho inoculadas com Rhizophagus
clarus e bactérias promotoras de crescimento de plantas, isoladas da rizosfera e solo de
Mimosa bimucronata de uma lagoa temporaria do Semiarido do Brasil.

Tratamentos K*/ Na* (g kg ) Ca*/Mg* (g kg )
0 mM 40 mM 80 mM 0 mM 40 mM 80 mM
28-7 10,12 bA | 0,97 aB 0,97 bB 14,00 aA | 13,94aA | 17,04 aA
43 5,42 dA 0,69 cC 1,00 bB 16,25aA | 10,57 aA | 12,01 aA
46-1 8,38 CA 0,50 cC 0,88 cB 14,22 aA | 12,08aA | 11,35aA
70 8,50 cA 0,74 bB 0,79dB 13,17aA | 17,18aA | 14,10 aA
79-1 10,27 bA | 1,05aB 0,80 dB 11,65aA | 13,73aA | 15,16 aA
Controle 15,13bA | 1,09aB | 0,87cB | 14,03aA | 13,15aA | 15/49aA
Controle Mic | 22,11 aA | 0,99 aB 1,28 aC 12,80 aA | 14,02aA | 15,25aA
CV% 22,37 16,03

Letras mindsculas comparam entre os tratamentos com a inoculacdo das bactérias; Letras maiusculas comparam
entre as concentragdes da solucdo salina de rega (0 mM, 40 mM, 80 mM). As médias seguidas da mesma letra ndo
diferem estatisticamente entre si para o teste de Scott — Knott (p < 0,05)

As concentracGes de calcio e magnésio (tabela 5) foram semelhantes entre os
tratamentos, diferindo sensivelmente apenas nos teores de célcio para o conjunto da bactéria
79-1 com o FMA. Analisando os tratamentos separadamente, observa-se um aumento dos
teores em relagdo ao controle ndo inoculado.

Os resultados desse estudo sugerem que a colonizacdo das raizes das plantas com BPCP
e FMA aumenta a tolerancia das plantas a salinidade por meio da indugdo da osmorregulacéo e
modulacdo do impacto do estresse salino, repercutindo principalmente no aumento da biomassa
vegetal, pois a razdo K*/Na" pode ser usada como um indicador fisiolégico de tolerancia ao sal
(GARG; PANDEY, 2014)

Uma menor relacdo K*/Na* pode levar a baixa pressdo de turgescéncia, toxicidade
ibnica e mau funcionamento de proteinas necessarias para 0 crescimento (GARG;
PANDEY, 2014). As maiores razdes K'/Na* em haldfitas sdo uma das caracteristicas
proeminentes para uma maior tolerancia ao limitar de absor¢do excessiva de ion sédio e
distribuicdo desses ions dentro da planta (SHABALA et al., 2016).

Os FMA podem absorver seletivamente elementos, como K*, Ca*" e Mg?", evitando
a absorcdo em excesso de Na*. Varios estudos mostraram que a simbiose com FMA pode
impedir a transferéncia de Na* para os tecidos da parte aérea em condicOes salinas, enquanto
sistematicamente aumenta a captacdo de K™ (ESTRADA et al., 2013).

Chang et al. (2018) observaram achados semelhantes ao desse estudo, onde a biomassa
das plantulas de E. angustifolia foi aumentada pela inoculagdo com Rhizophagus
irregularis. Os autores apontaram ainda o potencial do FMA em proteger a plantas contra
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danos causados pelos efeitos deletérios do estresse salino aumentando o acimulo de K*, Ca?* e
Mg?".

Moreira et al. (2019) relacionou o aumento do crescimento de plantas de milho em
condigdes salinas ao efeito sinérgico entre FMA e BPCP, corroborando os resultados do
presente estudo. Porém, 0s autores associaram o acréscimo na biomassa vegetal ao aumento no
teor de K* acompanhado por uma diminuicéo efetiva de Na* nos tecidos vegetais.

Chen et al. (2022) associa bacterias do solo a Rhizophagus irregularis para alivio de
estresse salino em plantas de milho. Os autores encontraram uma correlacdo positiva entre a
taxa de colonizagdo de FMA e a biomassa da parte aérea evidenciando uma contribui¢do
positiva de R. irregularis para o crescimento das plantas de milho e evidenciam o papel

sinérgico entre as bactérias e o FMA usados no trabalho.
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Tabela 5. Dados detalhados dos teores de nutrientes extraidos da biomassa vegetal de plantas de milho inoculadas com Rhizophagus clarus e
bactérias promotoras de crescimento de plantas, isoladas da rizosfera e solo de Mimosa bimucronata de uma lagoa temporaria do Semiarido do

Brasil.
Tratamentos Na* (g kg 1) K*(g kg 1) Ca**(gkg ™) Mg?* (g kg )

0mM 40 mM 80 mM 0mM 40 mM 80 mM 0mM 40 mM 80 mM 0mM 40 mM | 80 mM
28-7+M 3,90aB | 30,30 aA | 23,80 bA | 39,50 aA | 29,50aB | 23,30bB | 14,69aA | 12,40aA | 14,15aA | 1,07aA | 0,89aA | 0,90 aA
43+M 5,90aC | 40,90 aA | 19,60 bB | 32,00 aA | 28,40 aA | 19,60bB | 12,31aA | 11,21 aA | 10,73aA | 0,86 aA | 1,06 aA | 0,96 aA
46-1+M 4,40 aB | 34,50 aA | 26,30 bA | 36,90aA | 17,40aB | 23,20bB | 13,09aA | 11,90aA | 10,55aA | 0,96 aA | 1,04aA | 0,95 aA
70+M 4,20aB | 32,80 aA | 27,50 bA | 35,70aA | 24,30aB | 21,80bB | 12,74 aA | 13,40aA | 10,87aA | 0,98aA | 0,81aA | 0,81 aA
79-1+M 3,60aB | 24,00 aA | 38,10 aA | 37,00 aA | 25,20 aA | 30,50aA | 12,03aA | 13,11aA | 9,28aB | 1,06 aA | 0,95aA | 0,61 aA
Controle 2,30aB | 37,50 aA | 43,90aA | 34,80 aA | 40,90aA | 38,30aA | 14,12aA | 10,72aA | 10,66aA | 1,00aA | 0,92aA | 0,70 aA
Controle Mic | 1,80aB | 31,30 aA | 23,70 bA | 39,80aA | 31,20aA | 30,40aA | 9,70aA | 11,40aA | 11,26 aA | 0,83aA | 0,86aA | 1,72aA

CV% 22,40 16,16 10,27 11,48

Letras mindsculas comparam entre os tratamentos com a inoculacao das bactérias; Letras mailsculas comparam entre as concentracdes da solugdo salina de rega (0 mM, 40
mM, 80 mM). As médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si para o teste de Scott — Knott (p < 0,05)
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4.4 Conclusodes

As bactérias usadas na co-inoculagdo junto com o FMA auxiliaram o processo de
simbiose tripartite podendo ser classificadas como bactérias auxiliares da micorriza (MHB).

A co-inoculacdo de FMA e BPCP aumentaram a biomassa das plantas, com destaque
para as bactérias 46-1; 70 e; 79-1.

O teor dos nutrientes nos tecidos das plantas inoculadas com FMA e BPCP sugere o
aumento da tolerancia das plantas de milho ao estresse salino por meio da osmoregulagédo
mediada pelos microrganismos. Destacando as bactérias 28-7 e 43 co-inoculadas com o fungo
Rhizophagus clarus.

A inoculacdo do fungo solteiro também apresentou resultados positivos, evidenciando

uma caracteristica de selecdo de ions pelo fungo.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Diante do cenario atual de grandes transformacdes ambientais devido as mudancas
climéticas é cada vez mais latente a busca de ferramentas que possam elevar a seguranca
alimentar, aumentando a producdo de alimentos com tecnologias limpas e que promovam o
equilibrio entre os ecossistemas.

Para isso, € necessario elucidar os mecanismos do aumento de tolerancia dos vegetais
as intempéries através de estudos multidisciplinares no campo dos conhecimentos fisiolégicos,
bioquimicos e moleculares.

Ao decorrer dessa pesquisa foi possivel identificar que o uso de bactérias isoladas da
rizosfera de plantas do semiarido podem contribuir para o alivio de estresse salino quando
aplicadas a uma cultura de interesse econdmico. As cepas 28-7; 43; 46-1; 52; 59-3; 70; e 79-1
demosntraram potencial de promocgdo de crescimento em condi¢Ges controladas de estresse
salino e, ainda, apresentaram boa performace na protecdo do aparato fotossintético, indicando
a viabilidade de aproveitamento para fins biotecnoldgicos na busca por alivio de estresses
bioticos e abioticos.

Quando as bactérias foram consorciadas com o FMA Rhizophagus clarus mostraram
uma tendéncia a aumentar a colonizagdo das raizes do hospedeiro, sendo classificadas como
bactérias auxiliares da micorriza (MHB). A co-inoculacdo de FMA e BPCP levaram ao aumento
da matéria seca vegetal, destacando os efeitos sinérgicos das cepas 41-6; 70 e; 79-1 junto com
0 FMA.

O efeitos sinérgicos da co-inoculagdo se estendem ainda ao teor dos nutrientes nos
tecidos vegetais das plantas, sugerindo o aumento da tolerancia das plantas de milho ao estresse
salino por meio da osmoregulacdo mediada pelos microrganismos. Nessa funcédo se destacam

as bactérias 28-7; 46-1; 70; 79-1 co-inoculadas com o fungo Rhizophagus clarus.

Para melhor explanacéo e entendimento dos resultados alcancados nessa pesquisa, faz-
se necessaria 0 uso de técnicas de abordagens dmicas. As abordagens 6micas ganharam
destaque nas pesquisas nos Ultimos anos, dando luz a mecanismos de expressdo génica, rotas
bioquimicas e sinalizacdo, ajudando a um esforco mais direcionado e eficiente na selecdo de
tecnologias ecologicamente vidveis como selecdo de melhores espécies atraves do

melhoramento genético e selecdo de microrganismos benéficos no ambiente edéafico.
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Por fim, é possivel indicar as cepas de BPCP e FMA usados nesse trabalho como recurso
biotecnoldgico para trabalhos posteriores ou até mesmo para o desenvolvimento de produtos

como biofertilizantes e bioprotetores contra possiveis ambientes estressores.
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ANEXO 1

Meio King B (KING et al., 1954)
Para confeccdo de 1 Litro de meio de cultura:

Peptona bacterioldgica - 20 g

Sulfato de Magnésio (MgSO4 7H20) - 1,5¢
Fosfato de potassio monobasico (K:HPO4) - 1,59

Agar bacterioldgico - 15 g
Glicerina - 10 ml

ANEXO 2

Meio Agar - Halofilico (VINOTHINI et al., 2014)
Para confeccdo de 1 Litro de meio de cultura:

Peptona bacterioldgica - 20 g

Sulfato de Magnésio (MgSO4 7H20) -6 g

Extrato de levedura - 3 ¢
Cloreto de Célcio (CaCl2)-0,1 g
Cloreto de Sédio (NaCl) - 30 g
Cloreto de Potassio (KCI) -5g
Agar-20g

ANEXO 3

Solugdo Nutritiva (Hoagland e Arnon, 1951)
Para confeccdo da Solucéo estoque - 1000 mL

SOLUCAO ESTOQUE CONCENTRACAO (gL PIPETAR (mL L%
KH2PO4 136,09 1
KCI 74,56 5
CaCl, 2H.0 147,02 5
MgSO4 7H20 247 47 2
(NH4)2S04 132,14 2
Micronutrientes * 1
FeEDTA * 1

*Preparagao da solucdo estoque de micronutrientes e FEEDTA — Solugéo estoque 1000 mL

Micronutrientes (pipetar 1mL para fazer 1L)

HsBOs - 2,869
MnSO4 H20 - 1,559
ZnClz - 0,19

CuSO4 5H,0 - 0,089
(NH4)6|\/|07024 -0,02¢9

FeEDTA (pipetar 1mL para fazer 1L)

FeSO4 7H20 - 24,99
EDTA - 33,29
NaOH [1 mol L] - 89g
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