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“Ha uma forga motriz mais poderosa que o vapor, a eletricidade e a
energia atdbmica: a VONTADE.”
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RESUMO

SILVA, E. S. Tolerancia a salinidade em plantas de Phaseolus vulgaris L.
Inoculadas com bactérias promotoras de crescimento oriundas do
semiérido baiano

Solos salinos sé@o frequentes em regides aridas e semiaridas em virtude do
baixo indice pluviométrico e também ocorrem em solos sob manejo de irrigacéo
inadequada e/ou uso excessivo de fertilizantes. Estudos com micro-organismos
tolerantes a salinidade e sua interagcdo com plantas em condicdes de estresse
salino, tem apresentado resultados positivos em relacdo a melhor tolerancia
das plantas a essa condi¢éo de estresse. Diversos mecanismos de adaptacéo
de plantas a estresses abioticos vem sendo estudados, incluindo a promocéao
de crescimento vegetal por bactérias diazotroficas. A producdo de
exopolissacarideo (EPS) e o acumulo de solutos inorganicos por micro-
organismos desempenham papel relevante como osmoprotetores das células.
Além desses, mecanismos como a fixacdo biolégica do nitrogénio (FBN),
solubilizacédo de fosfato, producdo de acido-indol-acético (AlA) e producdo da
enzima ACC deaminase (1-aminociclopropano-1-carboxilato), estéo
relacionados a promocéo do crescimento sob estresses abiodticos. O presente
trabalho teve o objetivo de avaliar os efeitos das bactérias diazotréficas
identicadas como: Bacillus licheniformis (isolados 1, 2 e 3), B. megaterium, B.
subtilis, Burkholderia cenocepacia, Cellulomonas pakistanensis, Enterobacter
oryzae e Rhizobium miluonense (isolados 1 e 2), no crescimento de plantas de
feijdo cultivadas em solo salino e ndo salino. Foi avaliado o efeito isolado e em
consorcio das mesmas bactérias, em ambas as condicbes com e sem
salinidade. Assim sendo, foi possivel observar que Rhizobium miluonense
(isolados 1e 2) e B. megaterium, reduziram os efeitos causados pelo estresse
salino e promoveram o aumento do numero de folhas no feijdo, na condicao de
estresse. Para a variavel comprimento das raizes e producdo de massa fresca
da parte aérea da cultivar BRS Estilo, R. miluonense (1) e B. licheniformis (2)
destacaram-se entre as demais e diferiram da testemunha. Os consércios entre
R. miluonense (2) e B. licheniformis (2) e entre R. miluonense (2) e B. subtilis
promoveram 0 aumento no comprimento das raizes, sob condicbes de
salinidade e reduziram a area foliar fotossinteticamente ndo ativa das plantas
de feijdo. Estes isolados bacterianos, em consorcio, sdo promissores para
promocdo de crescimento de tolerancia a salinidade em plantas de feijdo da
cultivar BRS estilo.

Palavras-chave: cultivo, feijao, estresse abi6tico, micro-organismos



ABSTRACT

SILVA, E. S. Salinity tolerance in Phaseolus vulgaris L. inoculated with
plant growth-promoting bacteria from the semiarid of Bahia

Saline soils are common in arid and semiarid regions because of low rainfall,
inadequate irrigation and excessive use of fertilizers. Studies with salinity
tolerant microorganisms and their interaction with plants in salt stress
conditions, has shown positive results in relation to better tolerance of plants to
this stress condition. Several plant adaptation mechanisms to abiotic stresses
have been studied, including the plant growth-promoting diazotrophs. The
production of exopolysaccharides (EPS) and inorganic solutes accumulation by
microorganisms performs an important role as osmoprotectors cells. Besides
these, mechanisms such as biological nitrogen fixation (BNF), phosphate
solubilization, Indole-3-acetic acid (JAA) and production of 1-
aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC) deaminase enzyme are related to
promoting growth under abiotic stresses. This study aimed to evaluate the effect
of the diazotrophic bacteria Bacillus licheniformis (isolates 1, 2 and 3), B.
megaterium, B. subtilis, Burkholderia cenocepacia, Cellulomonas pakistanensis,
Enterobacter oryzae and Rhizobium miluonense (isolates 1 and 2), on the
growth of bean plants cultivated in saline soil and not saline soil. The effect of
these bacteria isolated and in consortium was evaluated in both conditions, with
and without saline soil. It was observed that Rhizobium miluonense (1) and (2)
and B. megaterium reduced the effects caused by salt stress, and promoted an
increase in leaf number in beans grown under stress condition. For roots length
and fresh mass production of aerial part of BRS Estilo bean cultivar, R.
miluonense (1) and B. licheniformis (2) were pointed out among the other
bacteria as more efficient and were statistically different from the control
treatment. The consortia with R. miluonense (2) and B. licheniformis (2) and
also with R. miluonense (2) and B. subtilis promoted root length and reduced
leaf area photosynthetically not active in bean plants under salinity stress
conditions. These bacteria, isolated and in consortium are promising for plant
growth promotion and tolerance to salinity stress in bean plants, cultivar BRS
Estilo.

Keywords: cultivation, beans, abiotic stress, microorganisms



INTRODUCAO

A salinidade constitui um dos mais sérios problemas ambientais,
afetando o crescimento das culturas em todo o mundo. Solos salinos chegam a
reduzir a cada ano, cerca de 1-2% de areas que poderiam ser utilizadas para
agricultura, principalmente em regifes aridas e semiaridas (FAO, 2008). A
salinizacdo pode ocorrer por processos naturais ou pela acdo antrOpica, a
exemplo do acumulo de sais provenientes do manejo inadequado do solo ou
irrigacéo e, do uso excessivo de fertilizantes (RAVIKUMAR, 2008; LEITE,
2012). O estresse salino, por meio do efeito osmotico, causa reducdo na
disponibilidade de agua, toxicidade ou desbalanco nutricional, modificacdes
morfologicas, estruturais e metabdlicas, resultando na inibicdo do crescimento
vegetativo (VIANA et al., 2004).

Bactérias promotoras do crescimento de plantas podem ser Uteis no
desenvolvimento de estratégias para o crescimento de plantas em solos salinos
(MAYAK et al.,, 2004; KOHLER et al., 2009). As bactérias diazotroficas
apresentam mecanismos de adaptacdo ao estresse osmoético, possivelmente
relacionados ao acumulo intracelular de solutos orgéanicos, denominados
osmolitos (MADKOUR et al., 1990), os quais Sao responsaveis por aumentar a
pressao osmoética citoplasmatica, evitando a perda de agua para 0 meio e
também com acao na estabilizacdo de proteinas e membranas (McNEIL et al.,
1999).

Neste trabalho abordamos o estudo da salinidade para as quatro
principais cultivares de feijdo (Phaseolus vulgaris L.), conhecidas como feijao
carioca, que sdo as mais cultivadas no Brasil e, com indica¢des para a Bahia.
As cultivares BRS Amestista, BRS Estilo, BRS Notavel e Perola sao reportadas
na literatura cientifica, as caracteristicas de produtividade, resisténcia a
algumas doencas do feijoeiro e precocidade, mas os estudos com estresses
abidticos como salinidade ainda séo incipientes. Neste aspecto, realizamos
estudos in vitro com cinco concentracdes de NaCl que foram eficientes para
selecionar duas cultivares, a mais tolerante e a mais sensivel ao estresse
salino. A partir dessas analises foram feitos ensaios em casa de vegetacdo, em

solo com e sem NaCl, duas cultivares de feijao (Phaseolus vulgaris L.) e



bactérias diazotréficas identificadas e reportadas como promotoras de

crescimento de plantas



REVISAO DE LITERATURA

A SALINIZACAO DO SOLO

Solos afetados por sais, também conhecidos por solos halomorficos ou
solos salinos e sodicos, sao solos desenvolvidos em condigbes adversas de
drenagem e caracterizados pela presenca de sais soluveis, sédio trocavel ou
ambos, em horizontes ou camadas préximas a superficie (RIBEIRO, 2010). Os
solos salinos apresentam condutividade elétrica de saturacao igual ou superior
a 4 dS\m, equivalente a 40 mM de NaCl (USDA-ARS, 2008). A salinizacéo
consiste da acumulacéo de sais solaveis em agua no solo, incluindo os ions de
potassio (K*), magnésio (Mg®"), célcio (Ca*"), cloreto (CI"), sulfato (SO4%),
carbonato (CO5%"), bicarbonato (HCO®) e sédio (Na*) (ABROL et al., 1988).

A salinidade acarreta sérios problemas a qualidade dos solos e
consequentemente a agricultura. Pode-se afirmar que as trés principais fontes
naturais de sais no solo sédo o intemperismo mineral, a precipitacdo atmosférica
e os sais fosseis (remanescentes dos ambientes marinhos e lacustres). Os sais
também podem ser adicionados aos solos através de atividades humanas,
incluindo o uso de &gua de irrigacdo salmoura, altamente salina, ou de
residuos industriais (BOHN et al., 1985). Em decorréncia da salinizacdo, ha
uma reducdo da capacidade das plantas de absorverem agua, ocasionando
reducdo na taxa de crescimento e alteragcBes metabdlicas na planta, idénticas
as provocadas pelo estresse hidrico (MUNNS, 2002). Segundo Whitemore
(1975), o fendmeno de salinizacdo é notoriamente observado sob condicbes de
aridez. O mesmo autor relata que a alta taxa de evaporacdo e precipitacao,
aliada as caracteristicas do material de origem e as condi¢cdes geomorfoldgicas
e hidrolégicas, propiciam a formagéo de solos com teores elevados de sais
soluveis e sodio trocavel.

Em locais de clima semiarido observa-se com frequéncia solos com
elevadas concentracdes de sais e, em muitos casos, 0S mesmos encontram-se
salinizados, independentes da acdo do homem, ou seja, sdo naturalmente

salinos (JUNIOR; SILVA, 2010). Os solos salinos apresentam como



caracteristicas fisicas e hidricas, baixa permeabilidade, baixa condutividade
hidraulica e instabilidade dos agregados (SANTOS, 1995).

No Brasil, solos salinos e sbédicos ocorrem no Rio Grande do Sul, no
Pantanal Mato-Grossense e, predominantemente, na regido semiarida do
nordeste (RIBEIRO, 2010). De forma geral, cerca de 100 milhdes de hectares
de solos cultivados do Brasil sdo afetados pela alta salinidade (SZABOLCS,
1994; MONTEIRO, 2010). Este problema € mais predominante na regido
Nordeste, com area de 155 milhdes de hectares, sendo que 52% dessa
superficie é semiarida (HOLANDA et al., 2010). Dessas areas, 20 a 25% sé&o
irrigadas e/ou sdo préximas aos rios e riachos intermitentes, destacando-se os
solos aluviais, que apresentam problemas de salinidade e drenagem (FAO,
2008). Além dos solos salinos em areas irrigadas, também existem grandes
areas afetadas por causas naturais, equivalentes a 2,4% do total da area

terrestre do Brasil.

IMPACTOS CAUSADOS AS PLANTAS PELA SALINIDADE

O estresse salino representa um sério problema a agricultura por limitar
o0 crescimento e a produc¢do, induzindo modificacdes morfoldgicas, estruturais e
metabdlicas em plantas superiores (1IZZO et al., 1991). A salinidade reduz o
crescimento e o desenvolvimento das plantas por efeito osmotico, ocasionando
estresse hidrico por problemas de ions especificos que acarretam a diminui¢éo
do potencial de agua no solo, restricdo de absorcdo de agua pelas raizes e
efeito toxico resultante da concentracdo de ions no protoplasma (SHANNON,
1997; TOBE; OMASA, 2000; OLIVEIRA et al., 2011).

Diversos trabalhos tém sido conduzidos para elucidar os efeitos
causados pela salinidade em diversas culturas. Coelho et al. (2013), avaliaram
os efeitos do estresse salino no solo e observaram reducdo na
evapotranspiracdo e potencial osmotico foliar do feijoeiro (Vigna unguiculata L.
(Walp.). Também em feijdo de corda, Abreu (2012), realizou analise fisioldgica,
bioquimica e protedmica de respostas ao estresse salino em diferentes
cultivares, sendo possivel inferir que a tolerancia diferencial pode estar
relacionada com a regulacdo dos niveis de proteinas, envolvidas nos passos

iniciais da fotossintese. Dantas et al. (2003), avaliaram a tolerancia de 14
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variedades da referida espécie, & 5 niveis de salinidade e encontrou diferencas
significativas na tolerancia das mesmas com relacdo aos niveis. Medeiros et
al. (2007), avaliaram o crescimento de hibridos de meloeiro submetidos a trés
niveis de salinidade da &agua de irrigacdo, concluindo que variaveis de
crescimento e producao, foram afetadas pelo aumento da salinidade da agua.
Bezerra; Willadino; Camara (2001), estudaram o efeito de concentragbes de
NaCl sobre calos embriogénicos de milho e afirma ter observado decréscimo
no crescimento dos calos, bem como reducdo nos teores de prolina,
provavelmente em funcdo de um aumento da fracdo ndo embriogénica dos
calos. Nobre at al. (2010), avaliaram o crescimento e floracdo do girassol em
funcdo da concentracdo salina das aguas de irrigacdo e afirmaram observar
reducdo na altura de planta, no diametro caulinar, na fitomassa seca da parte
aérea, e nos diametros externo e interno do capitulo, além de retardar o inicio
do florescimento das plantas.

O estresse salino pode acometer a reducéo do crescimento das plantas
em virtude dos efeitos adversos do excesso de sais sob a homeostase idnica, 0
balanco hidrico, a nutricdo mineral e o metabolismo de carbono fotossintético
(ZHU, 2001; MUNNS, 2002). Nesse contexto, Flowers; Flowers (2005) relatam
que além dos efeitos supracitados pode ocorrer também o efeito téxico de ions
especificos, como sodio, cloreto, boro e nitrato, dentre outros, que provocam
injurias, associadas a acumulacéo excessiva do ion especifico na planta.

A reducdo da agua associada com os efeitos téxicos dos sais interfere
no processo de absor¢cdo de agua pelas sementes, exercendo influéncia
também no desenvolvimento normal das plantas (REBOUCAS et al., 1989;
RHOADES et al., 2000), e em alguns processos biologicos, como a fixacao
biolégica de nitrogénio, pois prejudica a eficiéncia da simbiose (SHEREEN et
al., 1998). Uma das primeiras respostas das plantas ao estresse salino é a
reducdo da expansdo da superficie foliar, aliada a uma intensificacdo do
estresse (WANG; NIL 2000). O estresse salino afeta mecanismos tais como:
homeostase, balanco osmotico, sintese e acumulacdo de osmdlitos organicos
como: prolina, bataina, poliaminas e acucares solUveis que sdo reportados
como osmoprotetores (HASEGAWA et al., 2000; HASEGAWA; MATTHEW,
2005; DUCA; BARSAN, 2001; Grigore et al., 2011). Também causa aumento
na taxa de respiracdo, toxicidade de ions (SUDHIR; MURTHY, 2004),
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mudancas no metabolismo de C e N (KIM et al.,, 2004) e decréscimo na
biossintese de clorofila (KHAN, 2002).

A capacidade fotossintética é reduzida ou se torna ineficiente devido ao
estresse osmotico e fechamento estomatico parcial (MUNNS, 2002; MELONI et
al., 2003). Com o aumento de sais na raiz, muitos processos nas plantas séo
afetados em decorréncia do declinio do potencial de dgua do solo e até mesmo
nas folhas (LIMA et al, 1998). Ocorre o desbalanco nutricional nas plantas em
virtude da competicdo entre os sais e 0s nutrientes no processo de absorcéao e,
consequentemente, reducao na qualidade e produtividade vegetal (GRATTAN;
GRIEVE, 1999; DEMIRAL, 2005; NOBRE et al., 2010).

Diante de tantas variaveis que envolvem o comportamento das plantas
em condicdes de estresse abidtico, sobretudo salino, decorrem varios
mecanismos de resposta, caracterizando as plantas como tolerantes e
sensiveis. Tal diferenca se deve a capacidade osmética que algumas culturas
apresentam de manter a producdo, mesmo em condicdes elevadas de
salinidade (AYERS; WESTCOT, 1999). Entre as plantas cultivadas, a irrigacéo
(manejo e frequéncia) tem forte influéncia na salinidade do solo e os efeitos
tem sido reportados para cultivares de meldo (MEDEIROS et al., 2008), tomate
(MEDEIROS et al., 2012), milho UFVM 100 (FERREIRA et al., 2007), entre
outras. Para a maioria das cultivares de feijao do género Phaseolus, os estudos
remetem a influéncia da salinidade na producdo de vagens e germinacao de
sementes, considerando o efeito da irrigacdo com agua salina e evolugcdo na
condutividade elétrica do solo (SOUZA, 1995; RAHMAN et al., 2000; BAYUE-
LOS et al., 2002; SANTANA et al., 2003).

O FEIJAO Phaseolus vulgaris L.

O feijao (Phaseolus vulgaris, L.) € descrito como originario do Sul da
América, mas alguns autores o0 consideram de origem Asiatica e até
desconhecida (EMBRAPA, 2006). A cultura € considerada um dos mais
importantes constituintes da dieta da populacdo brasileira, sendo a base
alimentar da populagdo de muitos paises em desenvolvimento, além de ser
reconhecida como uma excelente fonte protéica, de carboidratos e de ferro

(VIEIRA et al., 2006). O Brasil € o maior produtor e consumidor mundial dessa
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leguminosa, com producdo em torno de trés milhdes de toneladas e
produtividade média de 1022 kg ha™* (IBGE, 2013).

Entretanto, a producdo de feijdo vem sendo prejudicada pelo processo
de salinizacédo dos solos e pela irrigacdo com agua salinizada. De acordo com
Ayers & Westcot (1991), quando cultivado em solo com salinidade no extrato
de saturacdo maior que 1,0 dS m™ a 25°C, o feijgo (Phaseolus vulgaris L.)
apresenta reducdo na producdo de graos. De maneira semelhante, quando
submetido & irrigacdo com &gua com valores acima de 2,4 dS m™* de
condutividade elétrica, pode haver uma reducdo de até 50% na producéo da
cultura (BERNARDO, 1996). Apesar de ser considerado como sensivel ao
estresse salino, o feijdo possui variedades com certa tolerancia a salinidade
que, por sua vez identificadas, poderdo ser usadas em estudos e em cultivos
comerciais em areas salinizadas (ARAUJO et al., 2010).

Costa et al. (2003), afirmam ter observado diferenca no grau de
tolerancia a salinidade em diferentes cultivares de feijdo caupi (Vigna
unguiculata (L.) Walp). Ao avaliar variedades de feijoeiro (Phaseolus vulgaris
L.), quanto a tolerancia a salinidade, Araudjo et al. (2010) diferenciaram dois
grupos: sensivel e tolerante, com base em variaveis de crescimento. Nesse
contexto, ressalta-se a importancia da realizagdo de testes que viabilizem a
confirmacdo e segregacao de cultivares sensiveis e tolerantes ao estresse
salino, como forma de otimizar o rendimento de cultivares que sejam tolerantes
e que possam ser recomendadas para em regides aridas e semiaridas,

predispostas a este estresse.

BACTERIAS PROMOTORAS DO CRESCIMENTO DE PLANTAS (BPCP)

As bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP)
compreendem um grupo de microrganismos benéficos as plantas devido a
capacidade de colonizarem a superficie das raizes, rizosfera, filosfera e tecidos
internos das plantas e produzirem substancias que promovem o crescimento
vegetal (DAVISON, 1988; KLOEPPER et al., 1989). Essas bactérias incluem as
denominadas de diazotréficas ou fixadoras de N,, que em associacdo com
diversas espécies de plantas e em diferentes graus de especificidade, recebem

a classificacdo como bactérias associativas, endofiticas, ou simbidticas ou
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podem ser de vida livre e apresentam a capacidade de fixar o nitrogénio
atmosférico, tornando-o disponivel para as plantas (HUNGRIA et al., 2007).
Estas pertencem principalmente ao grupo das [(-Proteobactérias e estdo
incluidas em diferentes géneros, podendo ser de vida livre, estar associados a
espécies vegetais, ou ainda, estabelecer simbiose com leguminosas (SABINO,
2007; MOREIRA et al., 2010).

Dada a habilidade destas bactérias em converter nitrogénio atmosférico
em amonia, que pode ser utilizada pela planta, elas sdo também consideradas
promotoras de crescimento vegetal. A capacidade destas bactérias de
sobreviver em ambientes deficientes em nitrogénio pode promover o
enriquecimento seletivo da rizosfera (DOBBELAERE et al, 2003). Em
ecossistemas naturais, a fixacdo bioldgica do nitrogénio (por diazotroficas de
vida livre, associativas e simbioticas) é considerada a fonte mais importante de
nitrogénio que varia de 0 a 60 Kg hegdano (CLEVELAND et al., 1999). Diversos
trabalhos tém demonstrado que a inoculacdo com bactérias diazotroficas pode
promover o melhor crescimento da planta hospedeira. Embora 0os mecanismos
de acdo das BPCPs ainda néo estejam bem esclarecidos, inimeros beneficios
estdo associados ao aumento de massa radicular, nutricdo nitrogenada,
aumento na eficiéncia de absorcdo de nutrientes do solo (BASHAN et al.,
2004), producdo de substancias reguladoras do crescimento vegetal
(DOBBELAERE et al., 2003) como auxinas (AlA), giberelinas e citocininas, as
quais sdo relatadas por contribuir com a melhoria da nutricdo mineral e
utilizacdo de agua pelas plantas (BAZZICALUPO; OKON, 2000), fixacdo
biolégica do nitrogénio e solubilizacdo de fosfatos inorganicos (VESSEY, 2003;
HARA; OLIVEIRA, 2004).

Dentre estas substancias reguladoras de crescimento
supramencionadas merece destaque a auxina, também denominada de &cido-
indol-3 acético, que € um hormdnio vegetal responsavel por regular varios
processos celulares e de desenvolvimento dos vegetais (KENDE; ZEEVAART,
1997). Este hormbnio é produzido no meristema apical das plantas, tendo a
func@o de promover o crescimento de raizes e caules através do alongamento
celular (CENTELLAS et al.,1999). A producao de AIA varia de acordo com 0s
géneros e espécies de bactérias. Ahmad et al. (2008), em testes quantitativos



para producdo de AIA, observaram maior producdo por isolados de
Pseudomonas sp., seguido por espécies de Bacillus e Azotobacter.

A inoculagdo com bactérias diazotroficas de vida livre tais como:
Azotobacter, Pseudomonas e Azospirillum, promoveu o aumento da producao
do arroz em 20-55% (YANNI, EL FATTAH 1999; MIRZA et al.,, 2006;
BALANDREAU 2002). Nessa mesma cultura, uma cepa de Burkholderia
promoveu o0 aumento da biomassa da planta em até 69% (KENNEDY et al.
2004). De acordo com German (2000), ao inocular plantas de feijdo com
Azospirillum brasiliense estirpe Cd, houve estimulo do crescimento e aumento
do acumulo de massa seca e da superficie especifica das raizes. Em um
trabalho realizado por Dardanelli at al., (2008) foi observado que a inoculacao
com Azospirillum brasilense promoveu ramificagdo de raizes em mudas de
feijdo e aumento da secrecdo de genes nod, bem como a indugéo da producgao
de flavonoides.

As plantas estdo constantemente sujeitas a condicdes severas de
estresses ao longo do seu ciclo de vida, tais como: baixas e altas temperaturas,
salinidade, seca ou inundacdo, estresse oxidativo, intoxicacdo por metais
pesados e ataques de patégenos, entre outros (MAHAJAN & TUTEJA, 2005).
Nesse contexto, Creus et al., (1998); (2004) observaram que plantas tratadas
com bactérias foram beneficiadas no seu crescimento, por apresentarem
potencial hidrico mais elevado do que as plantas n&o inoculadas, quando
submetidas a condi¢cdes de estresse hidrico, indicando melhor regulacdo do
balanco hidrico. Han & Lee, (2005) indicaram o potencial de aplicacdo dessas
bactérias em plantas sob condi¢cdes de estresse, tendo em vista a acdo destas
em promover maior tolerancia aos efeitos negativos causados pelo estresse,
garantindo maior fotossintese e abertura estomatica.

A inoculacdo de plantas de trigo com Bacillus thuringiensis AZP2 e
Paenibacillus polymyxa B, resultou na sobrevivéncia dessas plantas em 43% e
23% respectivamente, quando expostas a condicdes severas de estresse
hidrico (TIMMUSK et al. 2014). Adicionalmente, a inoculagdo com Bacillus sp.
(estirpes SF3 e SF4) e Achromobacter sp. (estirpe SF2) em mudas de girassol,
sob condi¢cbes de estresse, resultou em aumento no crescimento da parte
aérea e das raizes (WANG et al. 2012),. De acordo com Jha et al. (2011), as

bactérias Brachybacterium saurashtrense e Pseudomonas sp., isoladas de
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Salicornia brachiata, promoveram o crescimento desta cultura em condi¢cbes de
estresse salino. Em plantas de rabanete (Raphanus sativus), Yildirim; Turan &
Donmez (2005), relataram a tolerancia ao estresse salino promovido pelas
rizobactérias Staphylococcus kloosii e Kocuria erythromyxa. Segundo
Figueredo et al. (2008) rizobactérias promotoras crescimento de plantas
induzem a resisténcia sistémica (IST), promovem o crescimento de plantas sob
estresses abioticos através da producdo de diversos antioxidantes, resultando
na degradacdo de espécies reativas de oxigénio. Santos et al. (2014)
constataram o potencial de bactérias diazotroficas associadas ao sisal (Agave
sisalana Perrine ex engelm) em promover o crescimento de plantas de pepino
(Cucumis sativus) em condicdes de casa de vegetacdo. Estes mesmos autores
confirmaram para a maioria destes isolados bacterianos, a producao de AlA,
sideroforos, a reducédo do acetileno, como indicativo do potencial de fixacdo
biolégica de nitrogénio, a producdo de exopolissacarideos e da enzima ACC
deaminase. Estes estudos ilustram o potencial de BPCP, incluindo as
diazotréficas, para a promoc¢ao do crescimento e a maior tolerancia de plantas
a estresses abioticos, abrindo oportunidades para os estudos visando a
exploracdo racional destas para uma agricultura sustentavel, incluindo

agricultura em situacdes de estresse salino e hidrico.
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Tolerancia a salinidade em Phaseolus vulgaris L. inoculado com
bactérias promotoras de crescimento oriundas do semiarido da
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Tolerancia a salinidade em Phaseolus vulgaris L. inoculado com bactérias

diazotroficas do semiarido da Bahia

Eliane de Souza Silva, Ana Cristina Fermino Soares, Hans Raj Gheyi, Thiago Alves
Santos de Oliveira, Adailson Feitoza de Jesus dos Santos, Elizabeth Amélia Alves
Duarte

RESUMO

Avaliamos a tolerdncia a NaCl em quatro cultivares de feijado comum (Phaseolus
vulgaris L.) e selecionamos, in vitro, a cultivar BRS Ametista (mais sensivel) e Estilo
(mais tolerante) ao estresse salino para avaliacdo do efeito de bactérias diazotréficas na
tolerancia de plantas a salinidade (NaCl). A concentracdo de 60 mM de NaCl causou
estresse salino as plantulas. Em casa de vegetacdo fez-se um experimento com
delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 10 x 2 x 2+ 2, com 10
isolados de bactérias, 2 cultivares de feijao, em solo com e sem 60 mM de NaCl e as
testemunhas ndo inoculadas, e cinco repeti¢cbes. As plantas foram colhidas aos 45 dias
apos a germinacdo e avaliadas quanto ao numero de folhas, comprimento das raizes e
massa fresca e seca da parte aérea e das raizes. R. miluonense (isolados 1 e 2) e B.
megaterium promoveram o aumento do ndmero de folhas no feijdo, em condicdes de
estresse. O comprimento das raizes e a producdo de massa fresca da parte aérea da
cultivar BRS Estilo foram superiores nas plantas tratadas com B. licheniformis (2) e R.
miluonense (1), nessas condi¢cdes de estresse. Estas bactérias apresentam o potencial
para promogéo de crescimento e inducao de tolerancia das plantas ao estresse salino.

Palavras-chave: estresse salino, leguminosa, promocao de crescimento

Salinity tolerance in Phaseolus vulgaris L. inoculated with diazotrophcs bacteria
from the semiarid of Bahia

ABSTRACT

The NaCl tolerance in four common bean cultivars (Phaseolus vulgaris L.) and cultivers
BRS Ametista (more sensitive) and Estilo (more tolerant) to salt stress were selected in

vitro, for evaluation of the effect by diazotrophic bacteria on tolerance of bean plants to

20



salt conditions (NaCl). The concentration of 60 mM NaCl caused salt stress to bean
seedlings under in vitro conditions. Based on this result, an experiment was conducted
under greenhouse conditions, with a completely randomized design in a factorial design
of 10 x 2 x 2 + 2 (10 isolates of diazotrophic bacteria, two bean cultivars, absence and
presence of NaCl and the controls with and without salt), with five replications. Plants
were harvested at forty-five days after germination, and were evaluated for number of
leaves, root length and fresh and dry weight of shoots and roots. R. miluonense (isolates
1 and 2) and B. megaterium, promoted an increase in the number of leaves in bean
plants under stress condition. B. licheniformis and R. miluonense promoted the increase
in root length and fresh mass production of the aerial part of bean cultvar BRS Estilo
under salt stress conditions. These bacteria have the potential for growth promotion and
salinity tolerance in plants.

Keywords: salt stress, legumes, growth promotion

INTRODUCAO

A salinidade do solo causa perdas na producdo de diversas culturas, devido a
alteracbes na fisiologia da planta, induzidas por esse estresse, levando a reducdo da
absorcdo de 4&gua, nutrientes e do crescimento vegetal (Singh et al., 2011). A
recuperacdo de areas salinizadas para a producdo agricola com técnicas de manejo
sustentavel e que sejam eficientes e de baixo custo, ainda é um desafio para a
agricultura. Nesse contexto de busca por sistemas produtivos mais sustentaveis, e de
producdo agricola em ambientes sob condicBes de estresse, a exemplo de déficit hidrico
e estresse salino, as interagdes benéficas entre micro-organismos e plantas e o papel
destas na tolerancia das plantas a condicdes de estresse tém sido o foco de diversos
trabalhos cientificos (Rodriguez & Redman, 2008).

A maioria dos trabalhos reporta ao isolamento e identificacdo de bactérias com
potencial de promocao de crescimento e outras caracteristicas envolvidas na tolerancia a
fatores abioticos como o estresse salino (Barua et al., 2012; Nabti et al., 2010; Jha et al.,
2011; Santos et al., 2012; Upadhyay et al., 2012). Entretanto, o maior desafio ainda € o
estudo do efeito destas bactérias, isoladas e em consoércio, no crescimento e tolerancia a
estresses abioticos em culturas de interesse agronémico, a exemplo do feijdo comum.

No Brasil o feijdo comum representa 80% da producéo de feijdes, com destaque para

0 grupo comercial carioca (Del Peloso & Melo, 2005). Os esforgos dos programas de
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melhoramento s&o direcionados para langamento de cultivares com caracteres
agrondmicos (produtividade, precocidade, resisténcia a doencas e adaptagédo a colheita
mecanica direta) e qualidade comercial como tamanho, forma e cor (Del Peloso et al.,
2004; Faria et al.,, 2008; Melo, 2011; Pereira et al, 2012). Contudo, algumas
caracteristicas importantes desta cultura, a exemplo da produtividade, sdo afetadas pelo
estresse salino, devido ao desequilibrio nutricional, déficit hidrico e toxidez (Pennings
& Callaway, 1992), assim como outros fatores que influenciam no desenvolvimento
celular: processo de fotossintese, sintese de proteinas e metabdlitos (Esteves & Suzuki,
2008).

Santos et al., (2014) descreveram bactérias diazotroficas associadas a cultura do sisal
na regido semiarida da Bahia com tolerdncia a salinidade, a deficiéncia hidrica e
caracteristicas fisiologicas associadas a promocao de crescimento de plantas. O presente
trabalho teve como objetivo avaliar a tolerancia a salinidade de quatro cultivares de
feijdio comum, tipo carioca, selecionar duas variedades contrastantes em termos de
tolerdncia a salinidade, e avaliar caracteristicas relacionadas a promog¢do do
crescimento, sob condicdes de estresse salino com a inoculagédo do feijdo com bactérias

consideradas tolerantes a esse estresse abiotico.

MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi dividido em dois experimentos, sendo o primeiro realizado em
condigdes in vitro com quatro cultivares de feijao (‘BRS Ametista’, ‘BRS Notavel’,
‘BRS Estilo’ e ‘Pérola’), para a selecdo de duas cultivares contrastantes quanto aos
parametros analisados e a condicdo de salinidade aplicada. O segundo experimento foi
realizado em casa de vegetacdo para avaliar o efeito de bactérias diazotroficas na
promocdo de crescimento e/ou tolerancia ao estresse salino aplicado a ambas as

cultivares de feijao.

Tolerancia de feijéo a salinidade (in vitro)

Sementes das cultivares de feijdo (Phaseolus vulgaris L.) ‘BRS Ametista’, ‘BRS
Notavel’, ‘BRS Estilo” e ‘Pérola’, cedidas pela Embrapa Arroz e Feijdo, foram
submetidas a testes de germinacdo sob diferentes concentraces de NaCl (0, 40, 60 80 e

160 mM), com delineamento experimental inteiramente casualizado e arranjo fatorial 4
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X 5, com seis repeticdes. As sementes foram desinfestadas superficialmente transferidas
para tubos de ensaio contendo 10 mL do meio &gar-agua a 0,6%, contendo NaCl nas
concentragcdes supramencionadas e incubados a temperatura ambiente (28+2 °C), sob
luz fluorescente. Este ensaio foi avaliado diariamente quanto a emissdo da radicula e
germinacdo, por um periodo de sete dias. Apés este periodo, as plantulas foram
coletadas e avaliadas quanto ao comprimento da radicula, do caule e a massa fresca
total. Os dados foram analisados pelo teste de Scott-Knott a 0,05% de probabilidade.

Isolados bacterianos e preparo de inoculo

Foram testados dez isolados bacterianos oriundos da rizosfera e tecidos de plantas de
sisal (Agave sisalana Perrine ex Engelm) (Tabela 1), da colecdo de culturas da UFRB,
as quais ja tinham sido avaliadas quanto a presenca dos genes nifH, caracteristicas
associadas a promocao de crescimento vegetal e tolerancia a estresses abidticos (Santos
etal., 2014).

Tabela 1. Bactérias isoladas de diferentes tecidos vegetais e da rizosfera de plantas de sisal

no municipio de Conceicdo de Coité, Bahia, Brasil

Bactérias N° Acesso (GenBank) Ambiente de isolamento
Bacillus licheniformis (1) KR094742 Solo rizosférico
Bacillus licheniformis (2) KR094339 Folha
Bacillus licheniformis (3) KR093740 Solo rizosférico

Bacillus megaterium KR094748 Folha
Bacillus subtilis KR094743 Folha
Burkholderia cepacia KR094772 Solo rizosférico
Celullomonas pakistanensis KR094754 Solo rizosférico
Enterobacter oryzae KR094761 Caule
Rhizobium miluonense (1) KR094765 Raiz
Rhizobium miluonense (2) KR094766 Raiz

Para o preparo do in6culo, as bactérias foram cultivadas em meio caldo nutriente por
48 h, sob agitacdo de 150 rpm e a temperatura de 28+2 °C. Apos este periodo, as
culturas foram centrifugadas por 10 min a 6.000 rpm e ressuspendidas em solugéo
salina (0,85% NaCl). Em seguida fez-se a leitura da absorbancia dessas suspensdes em
espectrofotbmetro, no comprimento de onda de 600 nm, e as mesmas foram diluidas

com solucdo salina esterilizada até a obtencao da densidade éptica de 0,5.
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Plantio e crescimento de cultivares de feijdo inoculadas com bactérias em solo

salinizado e nao salinizado

Para o estudo do efeito das bactérias no crescimento do feijdo comum em solo salino
foram definidos em testes preliminares com feijdo germinado in vitro. A concentracdo
de 60 mM de NaCl correspondente a condutividade elétrica (CE) de 6 dS m™, a qual
causa estresse no feijdo, e as cultivares BRS Estilo e BRS Ametista, consideradas
contrastantes em termos de tolerdncia a salinidade. O experimento foi conduzido em
casa de vegetacdo em delineamento experimental inteiramente casualizado e esquema
fatorial de 10 x 2 x 2 + 2, (10 isolados bacterianos x 2 cultivares de feijdo x presenca e
auséncia de NaCl, com 2 testemunhas, ambas sem bactérias, com e sem sal) e quatro
repeticdes.

O solo foi coletado em area de pastagem na profundidade de 0 a 20 cm, no campus
de Cruz das Almas da UFRB e caracterizado quimicamente no Laboratorio de Irrigacédo
e Salinidade situado no Departamento de Engenharia Agricola da Universidade Federal
de Campina Grande-PB (Tabela 2).

Tabela 2. Caracterizacdo guimica do solo coletado em area de pastagem, no campus de
Cruz das Almas da UFRB, na profundidade de 0 a 20 cm

pH Al H Ca Mg Ca+Mg K C MO. N P* CEsus C.E.ext CI HCOy P.S.”

cmol/Kg % mg/100 mmhos/cm
512 06 10 19 1,57 3,47 01 113 194 011 131 0,11 0,54 2,75 0,9 22,66

pH em H,0: relacdo 1:2,5; pH em KCI: relagdo 1:2,5 ; C.E. sus= Condutividade elétrica - mmhos/cm (suspenséo
solo-a4gua); C.E. ext = Condutividade elétrica - mmhos, cm (extrato de saturagdo); P* = Fdsforo assimilavel;
**Porcentagem de saturacdo; Parametros de Carbonato(ausente) e de Sulfato (presente).

O solo foi peneirado em peneira de malha 2,5 mm e colocado em vasos plasticos
com capacidade para 3 L. Para a saturacdo do solo nos vasos foi utilizada a metodologia
descrita por Richards, (1954), considerando o resultado do extrato de saturacéo (Tabela
2). Nos vasos dos tratamentos com solo salinizado a solu¢do de NaCl foi adicionada
para a obtencdo do extrato de saturacdo no solo igual a 6 dSm™, equivalente a 60 mM.
Apbs a saturacdo os vasos foram pesados e esperou-se um periodo de 5-10 dias até que
atingissem a capacidade de campo. Nos vasos dos tratamentos sem estresse salino,
foram adicionados 680 mL de agua destilada.

As sementes de feijdo de ambas as cultivares (BRS Estilo e BRS Ametista) foram
desinfestadas superficialmente, inoculadas por imersdo na suspensdo bacteriana

(concentracdo ajustada para O.D. 600 nm= 0,5) por 30 minutos e semeadas nos vasos
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com e sem NaCl. A irrigacdo foi realizada exclusivamente com agua destilada para
evitar a alteracdo da concentragdo de sal no solo, com turnos de regas para manter a

umidade na capacidade de campo.

As plantas foram avaliadas quinzenalmente quanto ao nimero de folhas, o diametro e
a altura do caule e foram coletadas aos 45 dias apds a semeadura, sendo avaliados o
comprimento da raiz, 0 peso da matéria fresca e seca da raiz e da parte aérea. Para 0s
parametros de crescimento do feijdo que apresentaram diferenca significativa na
comparacdo dos tratamentos com bactéria e os controles, calculou-se o aumento em
porcentagem do comprimento da raiz e massa fresca da parte aérea. Os dados foram
submetidos a analise de variancia (Teste F) e as médias foram agrupadas pelo teste de
Scott Knott a 0,05% de probabilidade utilizando o programa Sisvar 5.3 (FERREIRA,
2011).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Tolerancia das cultivares de feijdo a condicGes de salinidade in vitro

Nos testes in vitro em meio agar-agua com NaCl observou-se que, de modo geral, a
cultivar BRS Estilo apresentou melhor comportamento, tanto na condi¢cdo normal de
salinidade quanto nas dosagens de 60 e 80 mM de NaCl. O comprimento da radicula
ndo permitiu diferenciar as cultivares em termos de possivel tolerancia a salinidade. O
comprimento do cauliculo e producdo de massa fresca permitiram separar as cultivares,
a partir das dosagens de NaCl abaixo de 80 mM. Foi selecionada a dosagem de 60 mM
de NaCl para os experimentos com as plantas inoculadas com as bactérias diazotréficas
por ser considerada uma dosagem que induziu estresse e permitiu visualizar diferencas
entre as cultivares BRS Estilo e BRS Ametista. O resumo da analise de variancia para

as variaveis estudadas encontra-se na tabela 3.

Tabela 3. Resumo da andlise de variancia, valores de quadrados médios para as
variaveis: comprimento de radicula (CR), comprimento do caule (CC) e peso fresco da
plantula (PFP)

FV GL CR CcC PFP
Valores quadrados médios
Concentragéo 4 7,86 55,29™ 3,67
Cultivar 3 188,04 503,51 0,117
Con. x cultivar 12 7,96 20,63 0,02
CV (%) 38,23 40,66 19,09

* @ ** significativo a 0,05 e a 0,01% de probabilidade respectivamente pelo Teste Scott Knott
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Os dados foram analisados pelo teste de agrupamento de Scott Knott uma vez que as
curvas de regressdo ndo se adequaram a nenhum modelo com explicacdo bioldgica
(Tabela 4).

Tabela 4. Efeito da salinidade no comprimento da radicula, do cauliculo e na producéo
de massa fresca de de plantulas de diferentes cultivares de feijdo germinadas in vitro,

em meio agar-agua com NaCl.

Concentragdo de NaCl (mM)

Cultivares 0 40 60 80 160
Comprimento da radicula (cm)
Ametista 5,10 b 2.85Db 2,15a 1,50 a 0,43a
Estilo 8,75a 3,80b 2,80 a 230a 0,55a
Notével 6,15b 3,05b 2,90a 1,90a 046a
Perola 555h 5,05a 2,65a 130a 050a
Comprimento do cauliculo (cm)
Ametista 835¢ 6,80 ¢c 2,80¢ 2,05b 083a
Estilo 12,55 a 8,15a 8,10 a 535a 1,05a
Notavel 11.15b 7.35b 5,55b 385a 0,72a
Perola 8,55 ¢ 9,45 a 3,50 ¢c 2,00b 0,80a

Massa fresca total das plantulas (g)

Ametista 131a 1,08 b 0,73b 0,65 a 0,60 a
Estilo 123a 1,09 b 1,022 0,782 0,50
Notavel 126 a 0,97 b 0,74 b 0,69 a 0,45 a
Perola 1284 140a 0,84 b 0,67 a 0,53 a

Para o comprimento do cauliculo houve diferenca significativa entre as cultivares
germinadas em condi¢Oes de 40, 60 e 80 mM de NaCl (Tabela 4). Com 40 mM de NaCl
as cultivares BRS Estilo e Pérola diferiram das demais, apresentando maior
comprimento do cauliculo. A cultivar BRS Ametista apresentou o menor crescimento,
sendo esta considerada a mais sensivel a salinidade e a BRS Estilo considerada a mais
tolerante. Estas duas cultivares foram selecionadas para os testes em solo salinizado em

condicdes de casa de vegetacao.

Avaliagdo do potencial das bactérias em promover tolerancia ao estresse salino em

plantas de feijéo cultivadas em vaso

N&o foram observados resultados significativos para a interacdo entre bactérias e
salinidade, referente a massa fresca e seca das raizes e massa seca da parte aérea do
feijoeiro. Entretanto, a inoculagdo com as bactérias promoveu efeito significativo

quanto ao numero de folhas nas plantas cultivadas em solo salinizado e ndo salinizado,
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como pode ser observado na interacdo bactéria, salinidade e dias de crescimento da
planta (Tabela 5). No inicio do crescimento da planta (15 dias), ndo foram observados
efeitos da salinidade e nem da inoculacdo de bactérias em termos do nimero de folhas.
Com 30 dias de cultivo as plantas tratadas com Bacillus licheniformis (isolados 2 e 3),
B. megaterium. B. subtilis e Rhizobium miluonense (isolados 1 e 2), em condicdes de
estresse salino apresentaram o nimero de folhas superior ao controle e, estatisticamente
igual ao numero de folhas das plantas cultivadas em solo sem salinidade (Tabela 5).
Tabela 5. Namero de folhas em plantas de feijdo (Phaseolus vulgaris L.), cultivado
em solo salino e n&o salino e inoculadas com bactérias diazotroficas, aos 15, 30 e 45

dias ap6s a germinacao

Dias 15 30 45
Condutividade Elétrica (dS m™)*do Solo
Bactérias 0 6 0 6 0 6
N° de Folhas

Controle 4,88 aA 4,34 aA 8,88 aA 4,75 bB 14,00 aA 3,00 cB
Bacillus licheniformis (1) 5,00 aA 5,00 aA 9,00 aA 6,14 bB 1557aA 10,00 aB
B. licheniformis (2) 4,75 aA 5,00 aA 7,50 aA 8,00 aA 12,00 bA 7,50 bB
B. licheniformis (3) 5,00 aA 4,63 aA 8,29 aA 7,75 aA 13,57 aA 8,00 bB
B. megaterium 5,00 aA 4,50 aA 9,38 aA 8,13 aA 13,25 aA 10,88 aB
B. subtilis 5,00 aA 4,88 aA 7,86 aA 7,25 aA 12,14 bA 9,88 aB
Burkholderia cepacia 5,00 aA 3,63 aA 7,13 aA 6,13 bA 12,43 bA 7,67 bB
Cellulomonas pakistanensis 5,00 aA 4,33 aA 9,13 aA 6,00 bB 12,43 bA 8,67 bB
Enterobacter oryzae 4,86 aA 4,86 aA 9,14 aA 6,14 bB 13,29 aA 10,29 aB
Rhizobium miluonense (1) 5,00 aA 5,00 aA 8,25 aA 8,00 aA 1329aA 10,40 aB
R. miluonense (2) 5,00 aA 4,50 aA 8,63 aA 7,17 aA 13,88 aA 9,40 aB

Médias seguidas pelas mesmas letras maidsculas nas linhas, para 0 mesmo periodo de crescimento, néo
diferem entre si pelo teste F e seguidas pelas mesmas letras minusculas nas colunas ndo diferem entre si
pelo teste de Scott Knott a 0,01% de significancia.

* 6 dS m'=60 mM de NaCl

Aos 45 dias de avaliacdo verificou-se que todos os isolados bacterianos promoveram
aumento do numero de folhas nas plantas de feijdo, com destaque para as bactérias
Bacillus lichenifornis (isolado 3), B. subtilis, Enterobacter oryzae, e R. miluonense
(isolados 1 e 2), na presenca do estresse salino. Ressalta-se ainda que as plantas tratadas
com as bactérias para todos os isolados bacterianos apresentaram maior nimero de
folhas, quando comparadas ao controle sem bactéria (Tabela 5). Na auséncia do estresse
os isolados Bacillus lichenifornis (2), B. subtilis, Burkholderia cepacia e Cellulomonas
pakistanensis causaram a reducdo no numero de folhas, quando comparados ao
tratamento sem bactéria (controle) e aos tratamentos com os demais isolados

bacterianos. Porém, tal reducdo no numero de folhas influenciado por estas bactérias
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ndo foi observado nas plantas cultivadas em solo salinizado. Este feito causado pela
Burkholderia foi observado em um estudo com feijdo (Phaseolus vulgaris) com B.
phymatum GRO1N cuja agdo simbiotica promoveu o aumento da tolerancia ao sal, alem
de atuar na fixacdo bioldgica de nitrogénio (Talbi et al. 2013). Sob condic¢des de estresse
hidrico e salino é comum ocorrerem adaptagdes morfologicas das plantas,
caracterizando uma forma de minimizar as perdas de agua por transpiracao; dentre essas
adaptacOes se destacam reducGes no tamanho e no nimero de folhas (Fageria, 1989).

Updhyay et al. (2011) relataram maior producdo da parte aerea e massa seca de
plantas também apos 45 dias de co-inoculacdo com Bacillus pumilus e B. coagulans e
B. pumilus, Enterobacter Sp. e Bacillus coagulans. Estes autores s6 observaram efeito
de toleréncia a salinidade com a co-inoculagdo de um consorcio de bactérias e
atribuiram esse efeito da reducdo na absorcdo de Na* pela planta & producdo de
exopolissacarideos (EPS) pelas bactérias e 0 aumento na populacdo destas na rizosfera.
Os EPS formam ligagGes com o Na® impedem a sua absorcio pelas plantas e também
favorecem o aumento da populagdo de bactérias na rizosfera (Updhyay et al., 2011). Os
dez isolados bacterianos avaliados no presente trabalho sdo produtores de EPS (Santos
etal., 2014).

Para o comprimento das raizes houve efeito significativo apenas para a interacdo
cultivar e bactéria. Conforme observado no estudo in vitro das quatro cultivares (Tabela
4), o comprimento da raiz ndo permitiu diferenciar o efeito do estresse salino. Essa
observacao se confirmou neste estudo com o crescimento das plantas de feijdo em solo
salinizado e ndo salinizado. Entretanto, observou-se um efeito benéfico das bactérias no
comprimento de raizes para a cultivar BRS Estilo (Tabela 6).

Na cultivar BRS Estilo a inoculacdo com Bacillus licheniformis (isolados 1 e 2),
Bacillus subtilis, Enterobacter oryzae, Rhizobium miluonense (1 e 2) promoveu 0 maior
comprimento da raiz, quando comparado ao controle, com incrementos variando de
38,3% a 65%. A cultivar Ametista ndo respondeu de forma significativa a inoculacdo
com as bactérias. Estes isolados bacterianos sdo produtores de acido indoleacético
(Santos et al., 2014), um regulador de crescimento de plantas que estimula o
alongamento celular.

Estes isolados bacterianos s&o produtores de acido indoleacético (Santos et al.,

2014), um regulador de crescimento de plantas que estimula o alongamento celular.
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Tabela 6. Comprimento da raiz em (cm) de plantas de feijao (Phaseolus vulgaris L.),

cultivadas em solo salino e ndo salino e inoculado com bactérias diazotroficas

Bactérias Ametista Incremento (%) Estilo Incremento (%)
Controle 29,93aB - 39,18bA -*
Bacillus licheniformis (1) 37,00 aB - 54,18 aA 38,28
B. licheniformis (2) 32,12 aB - 64,66 aA 65,03
B. licheniformis (3) 23,78 aB - 42,02 bA -
B. megaterium 25,31 aB - 48,06 bA -
B. subtilis 25,93 aB - 55,87 aA 42,59
Burkholderia Cepacia 33,50 aB - 52,16 bA -
Cellulomonas pakistanensis 35,64 aB - 46,28 bA -
Enterobacter oryzae 24,92 aB - 63,75 aA 62,71
Rhizobium miluonense (1) 26,33 aB - 64,50 aA 64,62
R. miluonense (2) 31,70 aB - 55,50 aA 41,65

Médias seguidas pelas mesmas letras maitsculas nas linhas ndo diferem entre si pelo teste F (comparagdo entre as
cultivares) e seguidas pelas mesmas letras mindsculas nas colunas néo diferem entre si pelo teste de agrupamento de
Scott Knott, ambos a 5% de significancia. *O aumento em porcentagem foi calculado apenas quando houve diferenca
significativa na comparac8o entre as plantas tratadas com as bactérias e o controle.

Né&o foi quantificada a populagédo bacteriana na rizosfera das plantas. Entretanto,

a inoculacdo da cultivar BRS Estilo apresentou respostas significativas para o
crescimento da planta, demonstrando que houve efeito destas no crescimento das
plantas e tolerdncia destas a salinidade. Tem sido relatado o acumulo de ions
inorganicos em concentracdes elevadas nas células bacterianas, mantendo dessa forma a
integridade celular, possibilitando a sobrevivéncia destes em solos salinos e sodicos
(Stamford et al., 2005).

Os isolados bacterianos ndo promoveram efeito significativo na producdo de massa
fresca da parte aérea das plantas de feijao cultivadas em solo ndo salinizado (Tabela 7).

Este efeito benéfico fez com que a producdo de massa fresca da parte aérea das
plantas ndo diferisse no cultivo em solo salino em comparacdo ao cultivo em solo nao
salinizado. N&@o houve efeito positivo das bactérias no crescimento do feijdo, quando
cultivado em solo ndo salinizado e nem efeito deletério destas. Pode-se sugerir um
efeito de aumento da tolerancia ao estresse salino promovido por estes isolados
bacterianos.

O aumento na producdo de biomassa pode ocorrer pela melhoria na nutricdo da
planta ou por alteragbes fisioldgicas, enzimaticas e bioquimicas induzidas pelas

bactérias promotoras de crescimento (Han & Leu, 2005; Updhyay et al., 2011).
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Tabela 7. Efeito da inoculacdo de bactérias diazotroficas, no rendimento em
porcentagem na massa fresca da parte aérea em plantas de feijdo (Phaseolus vulgaris
L.), cultivares BRS Ametista e BRS Estilo

Bactérias 0 CE* Incremento (%) 6 CE Incremento (%)

Controle 10,34 aA S 3,35¢cB Sl

Bacillus licheniformis (1) 9,72 aA - 8,34 bA 148,95
B. licheniformis (2) 10,06 aA - 13,34 aA 298,21
B. licheniformis (3) 10,77 aA - 4,70 cB 40,20
B. megaterium 8,66 aA - 7,05 cA 110,45
B. subtilis 12,68 aA - 5,24 cB 56,42
Burkholderia Cepacia 10,83 aA - 6,31 cB 88,35
Cellulomonas pakistanensis 10,76 aA - 8,03 bA 139,70
Enterobacter oryzae 10,65 aA - 4,47 cB 33,43
Rhizobium miluonense (1) 12,98 aA - 5,77 cB 72,24
R. miluonense (2) 11,63 aA - 9,80 bA 192,54

Meédias seguidas pelas mesmas letras minusculas nas colunas pertencem ao mesmo grupo pelo teste de Scott-Knott e
seguidas pelas mesmas letras mailsculas nas linhas ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste F a 0,01% de
significancia. * CE = Condutividade Elétrica (dS m™)*do Solo; **O aumento em porcentagem para aumento da
massa fresca da parte aérea foi calculado apenas quando houve diferenca significativa entre as bactérias e a
testemunha.

Bactérias diazotrdéficas podem produzir osmolitos como a prolina, glutamato e
trialose, com o0s exudatos radiculares que promovem o crescimento dessas bactérias e,
dessa forma apresentar mecanismos de osmoregulacdo que promovem a melhoria da
producdo agricola nas regides semiaridas e aridas (Madkour et al., 1990). Bactérias
produtoras de EPS, quando inoculadas em plantulas de trigo causaram a reducdo na
absorcdo de Na" minimizando o estresse salino e ainda promovendo o crescimento da
planta (Ashraf et al., 2004).

No presente trabalho, constatou-se um efeito benéfico de bactérias diazotréficas na
tolerancia de plantas de feijao a salinidade, mas sem efeito significativo na producao de

massa seca da planta de feijao.

CONCLUSAO

1- R. miluonense (isolados 1 e 2), B. megaterium e B. licheniformis (isolado 2)
apresentam potencial como bactérias promotoras de crescimento e indutoras de

tolerancia ao estresse salino em feijdo comum.
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CAPITULO 2

Bactérias diazotroficas isoladas e em consoércio na tolerancia

de plantas de feijao Phaseolus vulgaris L. a salinidade
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Bactérias diazotroficas isoladas e em consorcio na tolerancia de feijao Phaseolus
vulgaris L. a salinidade
Eliane de Souza Silva, Ana Cristina Fermina Soares, Hans Raj Gheyi, Antonia Edina de
Souza Silva, Elizabeth Amélia Alves Duarte, Adailson Feitoza de Jesus dos Santos
Resumo

O feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) constitui o alimento basico para a maioria da
populacdo brasileira. Contudo, a salinidade dos solos afeta a produtividade desta
cultura. Neste trabalho, avaliou-se o efeito isolado e em consorcio de bactérias
diazotroficas sobre a cultivar de feijdo BRS Estilo, em solo salino. As bactérias Bacillus
licheniformis (isolado 2), B. subtilis, e Rhizobium miluonense (isolados 1 e 2) foram
inoculadas isoladamente e em consorcio, no feijdo, em condic¢des de casa de vegetacao,
em solo salinizado e ndo salinizado. Houve efeito significativo entre as bactérias e a
salinidade. O consorcio entre Rhizobium miluonense (2) e B. lichenifromis (2),
promoveu aumento de 25% no comprimento da raiz em solo salino, seguidos dos
consorcios R. miluionense (1) e o isolado (2) de B. licheniformis e R. miluonense (1)
com o B. subtilis, promovendo aumentos de 7%, 54% e 6,90% respectivamente. Para
massa seca da raiz, na auséncia do estresse, os melhores tratamentos foram com B.
licheniformis (isolado 2) e o consorcio entre R. miluonense (isolado 1) e B. subtilis,
promovendo aumentos de 19,44% e 18,75% respectivamente. As bactérias mostraram-
se mais eficientes quando inoculadas em consorcio, promovendo tolerancia ao estresse e
promocao de crescimento.

Palavras-chave: estresse, microorganismos, leguminosa, promocao de crescimento

Diazotrophic bacteria isolated and in consortium for salinity tolerance of beans
Phaseolus vulgaris L.

Abstract

The common bean (Phaseolus vulgaris L.) is the staple food for most of the population.
However, the salinity of the soil affects the productivity of the crop. In this work, was
evaluated the isolated effect and consortium diazotrophs on the bean cultivar BRS
Estilo, grown in saline and non-saline soil. The bacteria Bacillus licheniformis (isolated
2), B. subtilis, and Rhizobium miluonense (isolates 1 and 2) were inoculated alone and
in consortium, in beans, home conditions of vegetation in salinated soil and not
salinated. Significant differences were observed between bacteria and salinity. The
consortium between Rhizobium miluonense (isolate 2) and B. lichenifromis (isolate 2),
promoted an increase of 25% in root length, under salt stress conditions, followed by
the consortia of R. miluonense (isolate 1) with B. licheniformis (isolate 2), and of R.
miluonense (isolate 1) with B. subtilis, promoting increases of 7%. 54% and 6.90%
respectively. For root dry mass in the absence of stress, the best treatments were with
B. licheniformis (isolate 2) the consortium of R. miluonense (isolate 1) and B. subtilis,
promoting increases of 19.44% and 18.75 % respectively. The bacteria were more
efficient when inoculated in a consortium, promoting tolerance to stress and growth
promotion of bean plants.

Key words: stress, microorganisms, legumes, growth
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INTRODUCAO

O Brasil é o maior produtor e consumidor mundial de feijdo comum (Phaseolus
vulgaris L.), com uma producdo anual superior a trés milhdes de toneladas, que
corresponde a praticamente 20% da producdo mundial, sendo colhida em cerca de
quatro milhdes de hectares (Conab, 2013). Assim como o feijdo-caupi (Vigna
unguiculata (L.) Walp), guandu (Cajanus cajan (L.) Mills.), o feijdo comum (Phaseolus
vulgaris L.) sdo constituintes importantes da dieta brasileira, devido ao nivel de
proteinas, alto teor de carboidratos e importante fonte de ferro (Borém & Carneiro,
1999). No entanto, assim como outras culturas, a produtividade do feijdo vem sendo
prejudicada em decorréncia da salinidade dos solos.

A salinidade do solo é caracterizada por dois aspectos: baixos potenciais osmoticos e
altas concentracdes de Na* e outros fons especificos (CI, SO42, HCOs, etc.), que
podem ser tdxicos as plantas (Toppa & Brambilla, 2011). Com relacdo a solos salino,
Freire; Freire (2007) os caracteriza pelo acimulo de sais em horizontes ou camadas
proximas a superficie. Segundo os autores, estes solos possuem em alguma de suas
camadas, condutividade elétrica do extrato de pasta saturada superior a 4 dS m™. Sendo
considerado um dos principais fatores limitantes da produtividade em leguminosas em
regides aridas e semiaridas, o estresse salino acarreta efeitos nocivos diretos em
numerosas espécies de plantas (Lluch et al., 2007). Nesse contexto, Singleton &
Bohllol (1984) relatam a reducdo na produtividade das culturas, a influencia na
nodulagéo e no teor de nitrogénio total em plantas leguminosas.

Segundo Mayak et al. (2004), as principais estratégias para melhorar o cultivo em
solos salinos, resumem-se ao uso de melhoramento tradicional, utilizacdo da engenharia
genética para producdo de plantas transgénicas halotolerantes e aplicacdo de
rizobactérias halotolerantes e promotoras do crescimento de plantas (PGPR).

A informacdo sobre PGPR halotolerantes ainda € limitada. Alguns exemplos de
PGPR reportadas por melhorarem a tolerancia das plantas a salinidade, incluem
Azospirillum halopraeferens (Reinhold et al., 1987), Salitolerans swaminathania
(Loganathan & Nair, 2004), Azospirillum brasilense estirpe NH (Nabti et al., 2007),
Burkholderia phymatum estirpe GRO1 (Talbi et al., 2012), Rhizobium (Zahran, 1999),
Pseudomonas putida e Enterobacter cloacae (Nadeem et al., 2013) e Bacillus subtilis
(Zhang et al., 2008).
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A co-inoculacdo com Azospirillum brasilense e Rhizobium tropici em plantas de
feijdo sob estresse salino em cultivo hidroponico promoveu o melhor desenvolvimento
radicular, fixacdo de nitrogénio, producao de flavonoides e alivio dos efeitos negativos
causados pelo NaCl (Dardanelli et al., 2008). Segundo Mayak et al. (2004) o tratamento
com a bactéria Achromobacter piechaudii, aumentou significativamente o peso da
matéria seca de mudas de tomateiro cultivados em 172 mM de NaCl. De acordo com
estes autores, a bactéria causou uma reducdo nos niveis de etileno, mas nao reduziu o
conteddo de sédio e promoveu aumentos no conteudo de potassio e fésforo, que devem
ter contribuido para o alivio do estresse.

A co-inoculagdo de bactérias diazotroficas em plantas cultivadas sob estresse salino,
pode auxiliar as mesmas na tolerdncia ao estresse, e promover incrementos na
produtividade das culturas. O presente trabalho teve por objetivo avaliar o efeito isolado
e consorciado de bactérias diazotréficas na tolerancia a salinidade em plantas de feijdo

(Phaseolus vulgaris L.).

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo do Centro de Ciéncias Agrarias,
Ambientais e Biologicas (CCAAB) da Universidade Federal do Reconcavo da Bahia,
campus de Cruz das Almas, BA. Para este estudo utilizou-se a cultivar de feijdo BRS
Estilo e quatro bactérias diazotroficas identificadas a nivel de espécie como: Rhizobium
miluonense (isolado 1 e 2), ambos obtidos de tecidos internos de raiz de sisal, Bacillus
licheniformis (isolado 2) e Bacillus subtilis, ambos obtidos de tecidos internos de folhas
de sisal (Santos et al., 2014). Todas as bactérias foram inoculadas isoladamente e cada
um dos isolados de Rhizobium foi consorciado com Bacillus licheniformis (isolado 2) e
Bacillus subtilis. O experimento foi instalado em delineamento inteiramente cazualizado

com cinco repeticles, oito tratamentos e os controles sem inoculac@es das bactérias.

Preparo do inoculo

As bactérias foram cultivadas em meio caldo nutriente durante 48 h, sob temperatura
de 28+2 °C e agitacédo orbital de 150 rpm. Para o preparo do inoculo, as culturas foram
centrifugadas por 10 min a 6.000 rpm e ressuspendidas em solucédo salina (0,85%). Em
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seqguida, fez-se a leitura da absorbancia das suspensbes bacterianas em
espectrofotdbmetro, no comprimento de onda de 600 nm, e as suspensdes foram diluidas
em solucdo salina até a obtengdo da densidade Optica de 0,5 (0.D.600nm= 0,5).

Desinfestagdo das sementes

As sementes de feijdo cultivar BRS Estilo foram desinfestadas superficialmente,
por imersdao em alcool 70% (1 min), hipoclorito de sédio (2 min) e trés lavagens
seguidas com &gua destilada esterilizada. Em seguida, as sementes foram imersas na
suspensdo bacteriana (O0.D.600nm= 0,5) por 30 minutos. As sementes inoculadas foram

semeadas nos vasos contendo o solo salinizado e ndo salinizado.

Inducdo da salinidade do solo

O solo foi coletado em &rea de pastagem, no campus de Cruz das Almas da UFRB na
profundidade de 0 a 20 cm e caracterizado quimicamente no Laboratério de Irrigacdo e
Salinidade situado no Departamento de Engenharia Agricola da Universidade Federal
de Campina Grande-PB. Para inducdo da salinidade, determinou-se a saturacdo e as

caracteristicas quimicas do solo (Tabela 1).

Tabela 1. Caracterizacdo quimica do solo coletado em area de pastagem, no campus de
Cruz das Almas da UFRB na profundidade de 0 a 20 cm

pH Al H Ca Mg Ca+Mg K C M.O. N P* C.Esus CE.ext CI° HCO;y P.S.”

cmol/Kg % mg/100 mmhos/cm
512 06 1,0 1,9 1,57 3,47 01 1,13 19 0,11 131 0,11 054 275 09 2266

pH em H,0: relagdo 1:2,5; pH em KCI: relagdo 1:2,5 ; C.E. sus= Condutividade elétrica - mmhos/cm (suspensdo
solo-a4gua); C.E. ext = Condutividade elétrica - mmhos, cm (extrato de saturacdo); P* = Fdsforo assimilavel;
**Porcentagem de saturacdo; Parametros de Carbonato(ausente) e de Sulfato (presente).

Foram adicionados 4 kg de solo em vasos de plastico, e foi preparada a solucdo de
NaCl para garantir que o extrato de saturacdo no solo fosse igual a 6 dSm™, equivalente
a 60 mM. Os vasos para os tratamentos com solo salinizado foram saturados com a
referida solugcdo e para os tratamentos com solo ndo salino, os vasos foram saturados
com agua destilada. Apds a saturacéo, os vasos foram pesados e esperou-se um periodo

de 5 a 10 dias até que atingissem a capacidade de campo, para implantacdo do
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experimento (Richards, 1954). A irrigacdo foi realizada apenas com agua destilada, para
evitar a alteracdo da concentracdo de sal pré-estabelecida.

As plantas foram cultivadas em solo salinizado e ndo salinizado, por um periodo de
50 dias. Apds esse periodo as plantas foram coletadas, sendo avaliados 0s seguintes
parametros: comprimento da raiz, massa fresca e seca de raiz e parte aérea e a area
foliar, utilizando o aparelho Win Dias. Para os parametros de crescimento do feijdo que
apresentaram diferenca significativa, quando comparados os tratamentos com bactéria
em relacdo aos controles, calculou-se 0 aumento em porcentagem para 0 comprimento e
massa seca da raiz. As plantas também foram avaliadas quinzenalmente para as
principais carateristicas morfoldgicas de crescimento: nimero de folhas, didmetro e

altura do caule. Os dados foram analisados no programa Sisvar (Ferreira, 2011).
RESULTADOS E DISCUSSAO
Para numero de folhas, diametro e altura do caule, houve feito significativo apenas

para a interagéo sal x dias (Tabela 2).

Tabela 2. Efeito da salinidade no namero de folhas, didmetro e altura das plantas de
feijdo (Phaseolus vulgaris L.) cultivar BRS Estilo, cultivada em solo salino e nédo
salino. Avaliacdo aos 15 e 30 dias

Dias 0CE* 6 CE*

NUmero de folhas

15 9,24 bA 5,77 bB

30 27,02 aA 14,42 aB
Didmetro do caule

15 0,36 bA 0,30 bB

30 0,52 aA 0,41 aB

Altura da planta (cm)
15 11,84 bA 8,18 hB
30 25,79 aA 12,48 aB

Médias seguidas pelas mesmas minusculas nas colunas e mailsculas nas linhas ndo diferem estatisticamente entre si
pelo teste F a 0,01% de probabilidade. * CE = Condutividade Elétrica (dS m™)*do Solo

Em ambas as avaliagdes (15 e 30 dias), os valores referentes ao nimero de folhas,
diametro e altura da planta foram superiores nas plantas sem estresse salino.
Provavelmente, isto se deve aos efeitos diretos do estresse salino sobre os processos de
divisdo e expansdo celular (Munns, 2008). Quando submetidas ao estresse salino,

diversas culturas apresentam alteracfes morfoldgicas e anatdmicas e reduzem a
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transpiracdo como alternativa para manter a absorcdo de agua, sendo uma dessas
alteracOes, a reducdo do numero de folhas (Silva et al., 2008). Além da redugdo no
numero de folhas, a reducdo no diametro do caule também vem sendo observada por
diversos autores, em outras culturas (Beckmann-Cavalcante et al., 2008). Como
observado por Andrade et al. (2013) feijdo-caupi, cultivar ‘Quarentinha’, aroeira
(Myracrodruon urundeuva) (Silva et al. 2000) e milho (Zea mays L.) (Oliveira et al.,
2009).

O contato de raizes com o ambiente salino contribui com a absorcdo do sal,
interferindo no crescimento do didmetro do caule. Como consequéncia, ocorre o
comprometimento do desenvolvimento e rendimento de fitomassa das plantas.

Para 0 comprimento e a massa seca da raiz houve efeito da interagdo bactéria x sal
(Tabelas 3 e 4).

Tabela 3. Efeito da interacdo bactéria x sal, no comprimento da raiz em (cm) de feijdo
(Phaseolus vulgaris L.) cultivar BRS Estilo, cultivado em solo salino e ndo salino e

inoculado com bactérias diazotréficas

.. 0CE Aumento 6 CE Aumento
Bacterias
(%) (%)
Controle 41,00 bA -* 37,60 cA -*
Bacillus licheniformis (2) 44,40 bA - 36,00 cB -
Bacillus subtilis 44,00 bA - 33,00 cB -
R. miluonense (1) + B. licheniformis 52,20 aA 27,41% 40,40 bB 7,54%
R. miluonense (1) + B. subtilis 48,40 aA 18,14% 40,20 bB 6,90%
R. miluonense (2) 44,00 bA - 35,60 cB -
R. miluonense (2) + B. licheniformis 44,20 bA - 47,00 aA 25%
R. miluonense (2) + B. subtilis 48,00 aA 17,07% 34,80 cB -
Rhizobium miluonense (1) 47,60 aA 16,19% 33,00 cB -

Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas nas colunas pertencem ao mesmo grupo pelo teste de Scott-Knott e
seguidas pelas mesmas letras maiusculas nas linhas ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste F a 0,05% de
probabilidade. *O aumento em porcentagem no comprimento das raizes foi calculado apenas quando houve
diferenca significativa entre as bactérias e a testemunha. * CE = Condutividade Elétrica (dS m™)*do Solo.

Na presenca do estresse salino, apenas o consorcio R. miluonense (2) + B.
licheniformis (2) diferiu dos demais tratamentos, com 25% de aumento no comprimento
da raiz. R.miluonense (1) + B. licheniformis(2), e R. miluonense (1) + B. subtilis
também foram benéficos ao crescimento da raiz, com aumento de 7,54% e 6,90%
respectivamente, comparados ao controle. Na auséncia do estresse salino, Rhizobium
miluonense (1) proporcionou aumento em até 16,19% e os consorcios Rizobium

miluonense (2) + B. subtilis, R. miluonense (1) + B. Licheniformis (2), e R. miluonense
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(1) + B. subtilis, proporcionaram um aumento do comprimento das raizes em 17,07,
27,41; e 18,14% respectivamente.

O desdobramento da interagdo sal x bactérias indica que na maioria dos tratamentos
houve diferenca significativa entre a auséncia e presenca do estresse. Entretanto, para o
consorcio R. miluonense (2) + B. licheniformis (2) nao foi observada diferenca entre a
condigdo com e sem estresse salino. Este é um resultado significativo, visto que estes
isolados em associagcdo promovem o mesmo efeito no comprimento das raizes nas
plantas com e sem o estresse.

Bactérias com atividade de ACC deaminase (1-aminociclopropano-1-carboxilato)
reduzem o0s niveis de estresse causado por etileno na planta, resultando na promoc¢éo do
crescimento da planta (Glick et al., 2007). Acido-indol-acético (AlA) e ACC deaminase
estimulam o crescimento das raizes de forma coordenada (Glick et al., 2007). Todos os
isolados testados apresentaram producdo de AlA e a maioria deles apresentou atividade
de ACC Deaminase.

O crescimento das raizes é mais afetado que o da parte aérea, na presenca do sal,
possivelmente devido ao estresse causado pelo etileno que interfere na atividade
metabolica e processos fisioldgicos nas raizes e também devido ao contato mais
proximo com o sal (Mayak et al., 2004). Bal et al. (2003) sugerem que é de se esperar
que a utilizacdo de bactérias com varias caracteristicas de promog¢do de crescimento
vegetal deve auxiliar no aumento da produtividade das culturas de forma mais
sustentavel e estes devem ser os motivos para proteger a planta dos efeitos inibitorios do
sal no seu crescimento, como foi observado para o arroz inoculado com bactérias
tolerantes a salinidade.

Os dados referentes a interacdo significativa para a varidvel massa seca das raizes
podem ser visualizados na tabela 4.

O estresse afetou negativamente o desenvolvimento das plantas, com reducéo de
massa seca das raizes. Entretanto, ndo houve efeito significativo da inoculagdo com
bactérias na producdo de massa de raiz.

Na auséncia do sal, Bacillus licheniformis (2), R.miluonense (2) e 0s consorcios R.
miluonense (1) + B. subtilis e R. miluonense (2) + Bacillus subtilis, diferiram dos
demais tratamentos e tambem das plantas controles, contribuindo em 19,44 e 16,67%
(Tabela 4).
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Tabela 4. Efeito da interacdo bactéria x sal, na producdo de massa seca (g) da raiz de
feijdo (Phaseolus vulgaris L.) cultivar BRS Estilo, cultivado em solo salino e ndo salino
e inoculado com bactérias diazotroficas

Bactérias 0CE Aumento 6 CE Aumento
(%) (%)
Controle 1,44bA -* 0,49aB -*
Bacillus licheniformis (2) 1,72aA 19,44 0,44aB -
Bacillus subtilis 1,32bA - 0,42aB -
R. miluonense (1)+B. subtilis 1,71aA 18,75 0,41aB -
R. miluonense (1) 1,40bA - 0,42aB -
R. miluonense (1)+B. licheniformis (2) 1,09cA - 0,48aB -
R. miluonense (2)+Bacillus subtilis 1,54aA 6,94 0,70aB -
R.miluonense (2) 1,68aA 16,67 0,62aB -
R.miluonense (2)+B. licheniformis (2) 1,47bA 2,08 0,44aB -

Meédias seguidas pelas mesmas letras minusculas nas colunas pertencem ao mesmo grupo pelo teste de Scott-Knott e
seguidas pelas mesmas letras mailsculas nas linhas ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste F a 5% de
significancia.*O aumento em porcentagem no aumento de massa seca das raizes foi calculado apenas
quando houve diferenga significativa entre as bactérias e a testemunha.* CE = Condutividade Elétrica (dS m’
H*do Solo; **O aumento em porcentagem para massa fresca da parte aérea foi calculado apenas quando houve
diferenca significativa entre as bactérias e a testemunha.

Para os consorcios, a contribuicdo foi de 18,75 e 6,94% para massa seca das
raizes de feijdo respectivamente.

Estudando estresse salino em feijoeiro, Beckmann-Cavalcante (2008) observou que
com aumento da salinidade de 0,0 para 7,5 dSm™, houve reducdo para massa seca das
raizes em Phaseolus vulgaris, quando comparado com Vigna unguiculata. Parida
(2004), afirma que o estresse causado pelo aumento de Na+ e CI" em determinadas
plantas, faz com que esses elementos sejam acumulados em maior quantidade nas
folhas, seguidos pelas raizes. Nesse contexto, h& redugdo significativa tanto no
comprimento como na fitomassa de raizes de culturas submetidas ao cultivo sob
estresse salino.

Para massa fresca e seca da parte aérea ndo houve efeito significativo das interacoes,
havendo efeito apenas para o fator isolado sal, com uma média de 17,42g de massa
fresca e 1,87g de massa seca das plantas cultivadas em condi¢cfes de estresse salino.
Enquanto em solo ndo salinizado, as médias obtidas foram de 36,959 e 4,579 de massa
fresca e seca respectivamente.

Coelho et al. (2013) observaram reducdo na biomassa seca da parte aérea do feijdo
Vigna em solos salinizados. Estudando a qualidade fisiologica de sementes de arroz
tratadas com solucdo salina, Larré et al., (2011) verificaram reducdo significativa de

matéria seca da parte aérea na presencga de 100 mM do NaCl.
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Avaliou-se a area foliar fotossinteticamente ativa, a area foliar ndo ativa (afetada) e a
area foliar total. Na presenca de salinidade, a area foliar fotossinteticamente ativa foi de
543,53 cm® e sem sal foi de 1605,17 cm® O estresse salino causou reducdo na area
foliar fotossintetizante das plantas. Entretanto, na quantidade de &rea foliar néo
fotossintetizante, observou-se um efeito benéfico da bactéria Bacillus subtilis, e os
consorcios R. mluonense (2) + B. licheniformis (2) e R. mluonense (2) + B. subtilis,
proporcionando menor quantidade de area foliar ndo ativa, o que evidencia o potencial
das mesmas neste caso, em minimizar os efeitos fitotoxicos e as doencas, ja que em
condicdes de estresse as plantas encontram-se mais vulneraveis (Tabela 5).

Na presenca do estresse, algumas bactérias diferiram entre si em termos de seus
efeitos na diminuicdo da area foliar fotossinteticamente inativa. Sem o sal, as plantas
ficam menos suscetiveis a doencas e apresentam menor quantidade de area foliar ndo

fotossintetizante (Tabela 5).

Tabela 5. Efeito da interacdo (bactéria x sal), para area foliar fotossinteticamente
inativa (AFFI) em (cm?) em folhas de feijio (Phaseolus vulgaris L.), cultivar BRS

Estilo, cultivado em solo salino e ndo salino e inoculado com bactérias diazotroficas

Bactérias 0 CE* 6 CE*
Controle 3,13aB 52,62 aA
Bacillus licheniformis (2) 8,06 aB 86,19 aA
Bacillus subtilis 27,72 aA 19,13 bA
Rhizobium miluonense (1) 2,47 aB 52,51 aA
R. miluonense (2) 7,59 aB 61,65 aA
R. miluonense (1)+B. licheniformis (2) 10,54 aB 73,94 aA
R. mluonense (1)+B. subtilis 0,83 aB 70,43 aA
R. mluonense (2)+B. licheniformis (2) 6,41 aA 22,80 bA
R. mluonense (2)+B. subtilis 12,92 aA 37,11 bA

Médias seguidas pelas mesmas letras mindsculas nas colunas pertencem ao mesmo grupo pelo teste de Scott-Knott e
seguidas pelas mesmas letras mailsculas nas linhas ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste F a 0,01% de
probabilidade. * CE = Condutividade Elétrica (dS m™)*do Solo

Os motivo pelo qual as plantas inoculadas com estes microrganismos apresentaram
menor area foliar fotossinteticamente inativa, em condicdo do estresse salino, ndo estdo
claramente elucidados na literatura. Contudo, a capacidade de estimulo do crescimento
das plantas pode ocorrer por mecanismos diretos, através da fixacdo de nitrogénio ou
producdo de fitormbnios e por mecanismos indiretos, atuando no antagonismo contra
patdgenos ou resisténcia a drogas. Podem ainda aumentar os niveis de AlA (&cido-

indol-acético) e citocininas, reduzir os niveis de etileno na planta, aumentar a resisténcia

43



a doencas aumentando a produtividade das culturas ou produzindo substancias analogas
aos fitohorménios (Luzzivoto, 2008).

Apenas o fator salinidade apresentou efeito significativo para a avaliacdo de area
foliar total, com 596,46 cm? para as plantas sob estresse salino e 1614,02 cm? para as
plantas sem estresse. As plantas cultivadas em solo salino apresentaram reducédo da area
foliar total, visto que o estresse salino afeta diretamente caracteristicas morfologicas das
plantas. Araujo et al. (2010) também observaram decréscimo na area foliar de
variedades de feijoeiro (Phaseolis vulgaris L.), com o incremento da salinidade nas
solucdes. Existem relatos de que a reducédo no crescimento foliar das plantas submetidas
a salinidade deve-se aos efeitos osméticos da aplicagdo do sal, provocando efeitos
similares aos observados em plantas sob estresse hidrico (Munns, 2008).

CONCLUSOES

O estresse salino influenciou significativamente todas as varidveis estudadas, havendo

reducao no crescimento na presenca do estresse.

As bactérias mostraram-se mais eficientes quando inoculadas em consércio,

promovendo tolerancia ao estresse e promocao de crescimento.

Os consorcios entre R. miluonense (2) e B. licheniformis (2) promoveram o
comprimento das raizes sob a salinidade, bem como reduziram a é&rea foliar
fotossinteticamente ndo ativa, assim como o consorcio entre R. mluonense (2) e B.
subtilis para esta ultima variavel. Sendo o consorcio com estes isolados bacterianos
considerado promissor para promogao de crescimento e tolerancia de plantas de feijdo a

salinidade.
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CONSIDERACOES FINAIS

A salinidade limita a produtividade de indmeras culturas, e tem maior
predominancia nas regides aridas e semiaridas. Os efeitos deletérios compreendem os
efeitos tdxicos e osmdticos, influenciando negativamente o crescimento de plantas
como observado no presente trabalho. A inoculacdo de plantas com bactérias
halotolerantes pode aumentar a tolerdncia destas ao estresse salino. Estes micro-
organismos também atuam na promocdo do crescimento das plantas, por diversos
mecanismos a exemplo da fixacdo bioldgica do nitrogénio, producdo de acido indole
acetico (AlA), solubilizacdo de fosfato e producdo de horménios reguladores de
crescimento.

Alguns isolados utilizados neste trabalho aliviaram os efeitos causados pelo
estresse salino. B. licheniformis (isolado 2) promoveu incrementos no comprimento de
raizes, da cultivar BRS Estilo. Assim como o0s R. miluonense (isolados 1 e 2),
promoveram 0 aumento do numero de folhas, com e sem o estresse, comprimento da
raiz da cultivar BRS Estilo e a fitomassa fresca da parte aérea de ambas as cultivares.

O efeito de bactérias na promogdo do crescimento de plantas e tolerancia a
estresses abioticos pode ser incrementado pelo consércio dessas bactérias, devido ao
efeito sinergético destas. No presente trabalho, as bactérias promoveram tolerancia ao

estresse e promocdo de crescimento do feijdo, quando inoculadas em consorcio. Este
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proporcionou 0 melhor crescimento das raizes e aumento de massa seca das plantas de
feijao.

Os consorcios entre Rhizobium miluonense (2) e B. lichenifromis (2); R.
miluionense (1) e B. licheniformis (2); R. miluonense (1) e B. subtilis, promoveram
aumento do comprimento das raizes na presenca do estresse salino. Estes consorcios
podem ser utilizados no cultivo do feijdo em solos salinizados. Contudo, sugere-se que a
associacao destes isolados com Rhizobium tropici pode favorecer além de tolerancia ao
estresse salino, maior eficiéncia na nodulagéo e na fixacdo bioldgica do nitrogénio, com

o melhor crescimento da planta e aumento na produtividade da cultura.

48



