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"Arrisque-se, cometa erros. Assim € que se cresce. A dor alimenta nossa coragem.
Precisamos falhar para praticar a coragem.”

(Mary Tyler Moore).

“Descobri como ¢ bom chegar quando se tem paciéncia, e para chegar onde quer que seja,
aprendi que n&o é preciso dominar a forca, mas a razao. E preciso antes de qualquer coisa,
querer.”

(Amyr Klink)

“ Tudo ¢ do pai, toda honra e toda gloria, é dele a vitoria alcangada em minha vida.”

(Padre Fabio de Melo)



vii

Dedico,

Aos meus pais, Francicleide Maria Gomes da Silva e Francisco Gongalves da Silva, minha
razao de viver.... “Que me deram a vida e me ensinaram a vivé-la com dignidade;
iluminaram meus caminhos com afeto e dedicacao, para que trilhasse sem medo e cheio
de esperanca; e se doaram inteiros renunciando aos seus sonhos, para que muitas das

vezes pudesse realizar os meus”. (Autor desconhecido)

Ofereco,

Ao meu amor, Janivan Fernandes Suassuna, pelo companheirismo, amor, paciéncia... Por

sempre me apoiar, incentivar e me tranquilizar com palavras sabias.



viii

AGRADECIMENTOS

A Deus, por me fortalecer diante de todas as barreiras, pelo dom da vida, por todas as
béngéos derramadas.

Aos meus pais, Francicleide Maria Gomes da Silva e Francisco Gongalves da Silva,
por simplesmente me apoiarem em todas as decisfes e situacOes, pelo amor, por serem
exemplos de pessoas, razao pela qual sempre luto por dias melhores.

Aos meus irmdos, Francisco Gongalves da Silva Filho e Flavio Gomes da Silva, por
me ajudarem em todos 0s momentos e pela uniéo e forga, apesar da distancia.

A minha avé, Olindina Maria Gomes, minha rainha, segunda mae, pelo o amor.
Minhas tias e tios, por me acompanharem, durante a minha vida académica, apoiando-me
no que for preciso.

As minhas orientadoras Maria Betéania e Julia Kuklinshky Sobral, sou grata por terem
me recebido de bracos abertos no grupo de pesquisa, pelas conversas, conhecimentos
repassados, carinho, atencdo, amizade, enfim, educadoras que ndo medem esfor¢cos para
ajudar o proximo.

Ao Laboratério de Genética e Biotecnologia Microbiana (LGBM): Isa, Adijailton,
Raquel, Tiago, Jesimiel, Jacy, Williane, Gilka, Lucianne, Bruno, Geraldo, Ricardo, Elvis,
Jéssica Rafaela, Gessyka Poliana, Aldo, Everthon, Gabriel, Amanda, Danubia e
Claudineide. Cada um com o seu jeitinho diferente, me cativou de forma especial. Jamais
esquecerei nossos momentos de alegrias, risos, preocupacgdes, conversas. Agradeco por ter
participado dessa familia.

Ao laboratorio de Quimica do solo, nas pessoas de: Karina Marie, Anderson,
Hidelblandi, Jacy, Henrique, Clarissa, Patricia, Jndnatha, Maércio, Cintia, Renisson, Jailson
e Guilherme. Obrigada por todo o apoio e conhecimentos compartilhados.

A0 meu noivo, Janivan Fernandes Suassuna, por me apoiar incondicionalmente em
todos 0s momentos, pelas palavras, principalmente nos momentos dificeis, me fortalecendo

diante das batalhas. Pelo o amor e carinho, sou grata.



As minhas amigas, irmas especiais, Adrielle, Isa e Quel: ndo existem palavras para
demonstrar 0 meu agradecimento durante a convivéncia que estivemos juntas. Todas as
conversas, momentos tristes e felizes, apoio incondicional, despedidas. Jamais esquecerei!

Aos meus amigos e amigas, Gerlani, Salatiel, Luanna, Sebastido Jr., Andrezza,
Cidinha, Alexson, Izaac, Nariane, Ellen, que apesar da distancia, jamais deixaram de me
apoiar. Aos amigos de Garanhuns, Waber, Marcos, Gustavo, por todo o apoio e momentos
juntos.

Aos colegas do mestrado, Elenize, Catinha, Jéssica, Apolo, Jairo, Abrdao, Luan,
Amanda, Allison e Izabelle, por todos os momentos.

Aos professores do mestrado em Producdo Agricola, por todos os conhecimentos
repassados durante essa caminhada.

A professora Josabete, por todo o apoio e atencdo nas analises fisioldgicas.
A Unidade Académica de Garanhuns/ Universidade Federal Rural de Pernambuco pela
oportunidade de cursar o mestrado em Producdo Agricola.

A Capes pela concessdo da bolsa.

Sou grata a todos que ajudaram direto ou indiretamente para a realizacdo deste trabalho!

Muito Obrigada!



BIOGRAFIA

Flaviana Gongalves da Silva, filha de Francicleide Maria Gomes da Silva e Francisco
Gongcalves da Silva, nasceu no dia 22 de agosto de 1991, na cidade de Catolé do Rocha,
Paraiba. No ano de 1996, ingressou no Ensino Fundamental na Escola Municipal Padre
Céndido de Aradjo Barreto, dando continuidade na Escola Municipal Luzia Maia, ambos
na cidade de Catolé do Rocha. Em 2006, iniciou o Ensino Médio e Técnico
profissionalizante em Agropecuéria na Escola Agrotécnica do Cajueiro, concluindo no ano
de 2008. No ano de 2009, iniciou o curso de graduacdo em Licenciatura em Ciéncias
Agrérias na Universidade Estadual da Paraiba, concluindo no ano de 2012. No mesmo ano,
ingressou no mestrado em Producdo Agricola na Unidade Académica de Garanhuns da
Universidade Federal de Pernambuco, concluindo em Julho de 2014. Em agosto de 2014
dara inicio ao doutorado em Agricultura e Biodiversidade na Universidade Federal de

Sergipe.



SUMARIO

RESUMO GERAL ...
GENERAL SUMMARY ...ttt

INTRODUGAQO GERAL ..ottt

CAPITULO |

BIOPROSPECC;AO, ISOI,_AMENTO E PROMO‘QAO DE CRESCIMENTO
VEGETAL POR BACTERIAS ASSOCIADAS AS PLANTAS DE Atriplex
nummularia L.

RESUMO ....oooooeeeeeveces e en s s
SUMMARY ....ooooevieieeeeesesiesseesses s sees s sess s ns s ssss s s s s
1. INTRODUGAD..........oomieeeeeeeeeeeeee e tes e nae s
2. MATERIAL E METODOS........ouiiieeieeeeeteeeeee st eeae s esas s
3. RESULTADOS E DISCUSSAO..........cooiveireeeeeieeisieeesssseessessisssssiessesssenssnsennees
4, CONCLUSOES........ooiieieeee ettt

5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ....coo oo e ee e

23

24

25

27

33

Xi



Xii

CAPITULO Il

REINOCULACAO DE BACTERIAS HALOTOLERANTES EM Atriplex
nummularia L. CULTIVADA EM AMBIENTE PROTEGIDO

RESUMO........ooiieveeeeieeeeeiessessssseesssss s ssss s sss s asssssssns s ssasss s ssssssnsens 61
SUMMARY ....oovoeveeievesieesissees s es s es st as s sssenss s st s s 62
1. INTRODUGAD..........coeeeeeeeeeeeeeeesee et ee e seeses s anae s s snaees 63
2. MATERIAL E METODOS........ooveiieeeeeeesessessesesseessssssssessesssessessessssssensenneons 65
3. RESULTADOS E DISCUSSAOQ..........ovveirisrisrissiisseossiiessesessessssssssnsessseensenns 70
4, CONCLUSOES........ooiieieieieteeee ettt 80

5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ....coe oo e a e 81



RESUMO GERAL

A salinidade constitui um fator limitante a agricultura e tem se tornado um problema
frequente em &reas sob clima arido e semiarido, onde as precipitacdes sdo reduzidas e mal
distribuidas. Nessas areas, a maioria das plantas ndo consegue de desenvolver, por isso, 0s
solos ficam desprotegidos e sdo degradados com o tempo. O aproveitamento de bactérias
promotoras de crescimento vegetal com certa tolerancia ao estresse salino pode indicar
alternativa biotecnoldgica que possibilite 0 uso desses micro-organismos como inoculantes,
podendo proporcionar efeitos benéficos na interacdo solo-planta. O cultivo da Atriplex
nummularia L. tem sido realizado com o objetivo de revegetar estes solos, promovendo a
melhoria de suas propriedades fisicas e quimicas, como técnica de fitorremediacéo de solos
afetados por sais. Com isso, objetivou-se isolar e selecionar bactérias promotoras de
crescimento vegetal associadas as plantas de Atriplex nummularia L. cultivadas em dois
experimentos instalados no estado de Pernambuco e avaliar os efeitos da reinoculacéo
destas bactérias em plantas de Atriplex cultivadas em ambiente protegido. Foi determinada
a densidade populacional das bactérias e em seguida as mesmas foram testadas quanto as
caracteristicas de promocdo de crescimento vegetal in vitro: solubilizacdo de fosfato
inorganico, fixacdo bioldgica de nitrogénio, sintese de acido indol acético, producdo de
exopolissacarideo e molécula quorum sensing. Foram também selecionadas algumas
bactérias para reinoculacdo em plantas de Atriplex cultivadas em ambiente protegido,
analisando-se nas plantas, aspectos como teor de clorofila a, b e total; condutancia
estomatica (gs); temperatura foliar; fitomassa verde, seca e total das partes fracionadas
(raiz, caule e folha) das plantas; conteidos e teores de sédio, potassio, calcio e magnésio;
nitrogénio total, proteina bruta de folhas e carbono organico total. Por meio do isolamento,
foi possivel obter 107 isolados bacterianos halotolerantes, com resultados positivos quanto
as caracteristicas de promocéo de crescimento vegetal. Em relacdo ao teor de clorofila a, b
e total, condutdncia estomatica e proteina bruta nas plantas, ndo houve efeito dos
tratamentos aplicados. A reinoculagdo com bactérias halotolerantes e promotoras de
crescimento vegetal influenciou o crescimento, teor e conteddo de nutrientes, nitrogénio
total e carbono orgénico total em plantas de Atriplex. Portanto, é possivel afirmar que
existem bacterias halotolerantes associadas as plantas de Atriplex, capazes de solubilizar
fosfato inorganico; fixar N; produzir AlA, EPS e molécula quorum sensing, havendo a
possibilidade destes micro-organismos, quando associados as plantas, contribuirem de
forma positiva em relacdo a promocao de crescimento vegetal. As linhagens bacterianas sao
promissoras no desenvolvimento vegetativo e nutritivo da Atriplex. No entanto, necessita-
se explorar melhor o efeito dos inoculantes bacterianos associados as plantas haléfitas,
dando condi¢6es para melhoria no processo de fitorremediagéo de solos salinos.

Palavras-chave: Bioprospeccdo, salinidade, Chenopodiaceae.
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GENERAL SUMMARY

Salinity is a limiting factor for agriculture and has become a frequent problem in areas
under arid and semi-arid region where rainfall is low and poorly distributed. However, the
exploitation of plant growth promoting bacteria with some salt tolerance, indicates
biotechnological alternatives that allow the use of these microorganisms as inoculants may
provide beneficial effects on soil interaction, plant. Salinity is a limiting factor for
agriculture and has become a frequent problem in areas under arid and semi-arid region
where rainfall is low and poorly distributed. However, the exploitation of plant growth
promoting bacteria with some salt tolerance, indicates biotechnological alternatives that
allow the use of these microorganisms as inoculants may provide beneficial effects on soil
interaction, plant. It also facilitates plant growth in saline soils, contributing to the
cultivation of Atriplex nummularia L. to assist in phytoremediation of soils with excess
salts.With that aimed to isolate and select plant growth promoting bacteria associated with
plants Atriplex nummularia grown in two experiments carried out in the state of
Pernambuco and evaluate the effects of re-inoculation of these bacteria in Atriplex plants
grown in greenhouse.The population density of the bacteria was determined and then the
same were tested in respect to plant growth promotion: solubilization of inorganic
phosphate, nitrogen fixation, synthesis of indole acetic acid, exopolysaccharide production
and quorum sensing molecule. Were also selected some bacteria to reinoculation in
Atriplex plants grown in protected environment, analyzing plants, aspects such as content
of chlorophyll a, b and total; stomatal conductance (gs); leaf temperature; green matter, dry
and total fractional parts (root, stem and leaf) of plants; content and levels of sodium,
potassium, calcium and magnesium; Total plant nitrogen, crude protein of leaves and total
organic carbon plant.Thus, through the isolation was possible to obtain 107 halotolerant
bacterial isolates, obtained positive results in respect to plant growth promotion. Regarding
the content of chlorophyll a, b and total, stomatal conductance and crude protein in plants,
there was no effect of treatments.The reinoculation with halotolerant bacteria and plant
growth promoters influenced the growth, form and content of nutrients, nitrogen and total
organic carbon in plants of Atriplex.Therefore, we can say that there are halotolerant
bacteria associated with plants of Atriplex, able to solubilize inorganic phosphate; N2
fixation; produce IAA, EPS and quorum sensing molecule, with the possibility of these
micro-organisms, when associated with plants, contribute positively in relation to plant
growth promotion. Bacterial strains are promising in vegetative and nutritional
development of Atriplex. However, it requires further explore the effect of bacterial
inoculants associated with halophytes, giving improved conditions for phytoremediation
process saline soils.

Keywords: Bioprospecting, salinity, Chenopodiaceae.
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INTRODUCAO GERAL

A salinidade é um termo que qualifica uma situacdo de excesso de sais solUveis no
solo ou no ambiente radicular onde as plantas estdo crescendo. Este processo € um dos
principais causadores de degradacdo dos solos em regides de clima arido e semiarido,
culminando em sérios prejuizos no rendimento agricola (LIMA JUNIOR et al., 2010;
MAPELLI et al.,, 2013). De acordo com a classificagdo do “UnitedSstates Salinity
Laboratory” (USSL, 1954), solos salinos sdo os que possuem condutividade elétrica do
extrato de saturacdo (CEes) superior a 4 dS m™. No entanto para a maioria das culturas,
quando a CEes é igual ou superior a 2 dS m™, ja implica em prejuizo ao desenvolvimento
das plantas (OLIVEIRA et al., 2010).

Esta problemética vem crescendo em todo o mundo, sendo que no Brasil, acontece
especialmente no Nordeste, resultando em abandono das terras por parte dos produtores,
principalmente nos perimetros irrigados. Essas areas tornam-se degradadas, limitando, ou
até impedindo o cultivo de plantas de interesse comercial, culminando com a formacéo de
manchas sem cobertura vegetal, por isso, alternativas devem ser estudadas para ajudar a
minimizar esses entraves. Selecionar espécies tolerantes para controlar a salinidade dos
solos em longo prazo € uma estratégia que vem sendo explorada com efeitos significativos
(FREIRE et al., 2010; SANTOS et al., 2011).

A utilizacéo de plantas haléfitas tem sido proposta como solugéo para recuperacéo de
solos afetados por sais pela técnica da fitorremediacdo (FREIRE et al., 2010; JHA et al.,
2011). Neste sentido, tem sido utilizada a Atriplex nummularia L., planta haléfita adaptada
a altos niveis de salinidade, com alta capacidade de acumular elevadas concentragdes de
sais em seus tecidos, e extraindo-os dos solos (SANTOS et al., 2013). Dessa forma, a
fitoextracdo de sais utilizando a Atriplex € uma alternativa de baixo custo na recuperacéao de
solos salinos e de melhoria significativa nas propriedades dos solos (BOUCHENAK et al.,
2012).
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Para contribuir com a recuperacao desses solos degradados, as bactérias promotoras de
crescimento vegetal tem se mostrado Uteis no desenvolvimento de estratégias para facilitar o
crescimento das plantas em solos salinos, com o intuito de melhorar a producdo de material
vegetal e, com isso, a extracdo de sais (NIA et al., 2012). Estes micro-organismos podem estar
associados ao cultivo da Atriplex em solos salinos, promovendo o crescimento vegetal por
ajuste de mecanismos diretos, como a solubilizacdo de nutrientes, fixacdo bioldgica de
nitrogénio, sintese de fitohormonios, producdo de exopolissacarideos, incluindo também a
expressao do biofilme pela molécula quorum sensing (HLA). Tais caracteristicas podem atuar
na solugdo de problemas nutricionais e fitossanitarios, como também diminuir a utilizacdo de
agroquimicos e evitar a salinizagdo dos solos, por excesso de adubos quimicos (PEDRINHO,
2009; COMPANT et al., 2010).

Em relacdo a promocdo de crescimento vegetal, essas bactérias podem desempenhar
importante papel na ciclagem do fosforo (P) do solo, disponibilizando este nutriente através
de meios bioldgicos, sendo alternativa vidvel, com a substituicdo do fertilizante pelas
bactérias solubilizadoras de fosfatos (ALIA et al., 2013), podendo proporcionar a
disponibilidade de P para as plantas, através da hidrolise de formas organicas para formas
inorganicas (PO,), em decorréncia da agdo de enzimas hidroliticas, principalmente
fosfatases &cidas (SANTOS et al., 2012).

Além de promover a fixacdo biologica de nitrogénio, onde as mesmas tém a
habilidade de converter o nitrogénio atmosférico em amonia, beneficiando as plantas
(AHEMAD et al., 2013), as bactérias podem também sintetizar fitohormonios,
principalmente as auxinas que sdo capazes de exercer fungédo na regulagdo do crescimento
das plantas, afetando a morfologia das raizes, aumentando o comprimento, nimero de pélos
radiculares e melhorando a absor¢do de nutrientes. Ressalte-se, que dentre as auxinas, 0
acido indol acético é o mais estudado e mais produzido pelas plantas, principalmente no
meristema apical (gema) do caule e pelas bactérias por diferentes rotas, tais como, via
dependente e independente de triptofano (PEREIRA et al., 2012).

Inimeros micro-organismos tém a capacidade de produzir uma substancia chamada
de exopolissacarideos (EPS), e essa aptiddo permite a adaptacdo a varias situacOes de

estresses ambientais como o salino, varia¢es de temperatura e estresse hidrico. No entanto,
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0 EPS possibilita vida livre a bactéria, permitindo a aderéncia e colonizagdo as superficies
solidas onde os nutrientes se acumulam, ressaltando-se, ainda, que esta substancia envolve
as membranas das células protegendo-as do dessecamento e de outros estresses ambientais,
além de poder ajudar na fixagdo de nutrientes proximos a bactéria (BARRETO et al., 2011;
FLEMMING et al., 2010).

Outro mecanismo bastante explorado no campo biotecnoldgico é aquele em que
algumas bactérias regulam a expressdao de genes pelo processo de comunicacao
denominado de quorum sensing. Dentre 0s sistemas existentes, o inicializado pela molécula
N-acil homoserina lactona, AHL é o mais estudado, sendo responsavel pela producdo de
biofilme, mecanismo que facilita a colonizacdo dos micro-organismos que possuam tal
caracteristica (SILVA, 2012; ROSSELLO & BOUZA, 2013). Desse modo, a comunicagao
do quorum sensing esta relacionada com a formacao de biofilme, havendo uma protecédo
contra 0 ambiente, onde as bactérias encontram-se abrigadas em relativa homeostase,
gracas a presenca da matriz exopolissacaridica (RUMJANCK et al., 2004).

Desse modo, com o intuito de incrementar a técnica da fitorremediacdo, é
importante que haja um entendimento da interacdo planta-solo-micro-organismos, bem
como, inoculagdo em plantas de Atriplex, cultivadas a ambientes salinos. No entanto,
poucos relatos sdo disponiveis na literatura, abordando a promocéo de crescimento vegetal
em plantas de Atriplex (SANTOS, 2010) e concentracdes de nutrientes (SOUZA et al.,
2011; SOUZA et al.,, 2014), tornando-se escassas as informacGes, sobretudo quando
relacionadas a alteragdes morfofisioldgicas dessas plantas haldfitas. Nesse contexto,
percebe-se a importancia da exploragdo e desenvolvimento de novas técnicas
biotecnoldgicas que possam contribuir para o melhor entendimento da interacdo solo e
planta em solos salinos, facilitando a compreensdo dos mecanismos associados aos micro-
organismos nesses ambientes.

Diante do contexto exposto, objetivou-se bioprospectar, selecionar bactérias
promotoras de crescimento vegetal associadas as plantas de Atriplex nummularia L., em
solos salinos e estudar o efeito da reinoculacdo em plantas cultivadas em ambiente

protegido.
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BIOPROSPECCAO, ISOLAMENTO E PROMOCAO DE CRESCIMENTO
VEGETAL DE BACTERIAS ASSOCIADAS A PLANTAS DE Atriplex nummularia L



23

RESUMO

A salinidade do solo € um dos fatores que afeta o crescimento das plantas por promover a
degradacdo de solos, ocorrendo com maior frequéncia em regides aridas e semiaridas,
impossibilitando o0 uso dos solos no processo produtivo. Para o retorno da utilizagdo
agricola dos solos, € necessaria sua recuperacao, que envolve elevados custos e processos
de dificil realizagdo. A técnica da fitorremediacdo € uma alternativa, possibilitando a
extracdo de sais por plantas que se adaptam a solos afetados por sais e envolve baixo
investimento e a utilizacdo de bactérias promotoras de crescimento vegetal tem se mostrado
atil por facilitar o crescimento de plantas em solos salinos. A Atriplex nummularia tem sido
utilizada com esse objetivo, por ser uma hal6fita adaptada a solos salinos e produzir
elevada biomassa vegetal, possibilitando a extracdo significativa de sais dos solos. Assim,
com o intuito de melhorar a producdo desta planta, podendo contribuir com a
fitorremediacdo de solos afetados por sais, objetivou-se bioprospectar e selecionar bactérias
halotolerantes e promotoras de crescimento vegetal associadas as plantas de Atriplex
nummularia L.. Para a bioprospeccdo das bactérias, foram coletadas amostras em cinco
nichos: 1) solo sem cultivo da planta (testemunha); 2) solo sob cultivo de Atriplex; 3) solo
aderido a rizosfera da Atriplex; 4) raizes; e 5) folhas de plantas de Atriplex, em dois
experimentos de campo, um no municipio de Serra Talhada e outro em Ibimirim,
Pernambuco. Apos a coleta do material de estudo, foi realizado o isolamento das bactérias e
a selecdo das mesmas em relacdo aos mecanismos de promogédo de crescimento vegetal:
solubilizacdo de fosfato inorgénico, submetido a salinidade (0 e 5% NaCl) e tempo de
cultivo (3, 6 e 10 dias); fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN); sintese de acido indol
acético (AlA); producdo de exopolissacarideos (EPS) e expressdo da molécula quorum
sensing (AHL). Através do isolamento foram obtidas 107 linhagens bacterianas
halotolerantes, em que a densidade populacional destas bactérias foi proporcionada com
maior destaque na rizosfera da Atriplex. Também foi observado que a salinidade afetou o
indice de solubilizacdo de fosfato inorganico pelas bactérias, porém néo inibiu tal processo
em alta concentracdo salina, obtendo-se 65 e 25% de isolados positivos para as
concentracdes de NaCl utilizadas. Para as caracteristicas de fixacdo bioldgica de nitrogénio,
producdo de AIA, EPS e molécula quorum sensing (AHL), foram positivas para estas
variaveis, percentuais de 87; 100; 83,33 e 96,33% das bactérias, respectivamente. Portanto,
percebe-se a potencialidade das bactérias halotolerantes associadas as plantas de Atriplex,
havendo a possibilidade destes micro-organismos contribuirem de forma positiva com a
promocdo de crescimento vegetal da Atriplex, potencializando a fitorremediacdo de solos
afetados por sais, além de serem alternativas como inoculantes e colaboradores do
desenvolvimento de outras culturas sob salinidade.

Palavras-chave: Salinidade, micro-organismos, FBN.
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ABSTRACT

Soil salinity is one of the most important factors affecting plant growth, occurring more
frequently in semiarid regions, necessitating the alternatives that minimize this problem.
The use of plant growth promoting bacteria have been shown to be useful in developing
strategies to facilitate plant growth in saline soils, in order to improve agricultural
production, contributing to the cultivation of Atriplex and assist in the phytoremediation of
soils with excess salts. In this context, the objective was to select bioprospect and
halotolerant and plant growth promoting bacteria associated with Atriplex nummularia L.
plants in saline soils, with the aim of improving their development through the use of micro
-organisms. For bioprospecting of bacteria, samples were collected in four niches: soil with
and without plant cultivation; rhizosphere soil; roots and leaves in two field experiments
with plants of Atriplex nummularia L. cultivated in the districts of Sierra Hewn and
Ibimirim, Pernambuco. After collecting the study material, isolation of bacteria and
selecting the same in relation to the mechanisms of plant growth promotion was conducted:
solubilization of inorganic phosphate under salinity (0 and 5 % NaCl) and culture time (3,
6:10 days); biological nitrogen fixation (BNF); production of indole acetic acid (IAA);
exopolysaccharide (EPS) and quorum sensing molecule (AHL). 107 halotolerant by
isolating bacterial strains in the population density of the bacteria was provided with greater
emphasis on rhizosphere associated Atriplex were obtained. It was also observed that the
salinity affect the rate of solubilization of inorganic phosphate by the bacteria, but did not
inhibit this process in high salt concentration yielding 25% and 65 positive isolates for their
concentrations of NaCl. For the characteristics of biological nitrogen fixation, production of
IAA, EPS and quorum sensing (AHL) molecule, were positive for these variables,
percentage of 87; 100; 83.33 and 96.33% of the bacteria, respectively. Therefore, we see
the potential of halotolerant bacteria associated with plants of Atriplex, with the possibility
of these micro-organisms associated with halophytes, contribute positively to the promotion
of plant growth, allowing the phytoremediation of saline soils, and are alternatives as
inoculants employees and crop development under salinity.

Keywords: Salinity, micro -organisms, FBN.
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1. INTRODUCAO

A salinidade é um dos fatores abidticos que afeta negativamente o rendimento das
culturas, crescente em todo o mundo, especialmente em regiGes &ridas e semidridas
(SILINI-CHERIF et al., 2012). Este processo acontece devido ao manejo incorreto da
irrigacdo e fertilizacdo excessiva, tornando-se contribuintes intensos para 0o aumento de
areas com altas concentrac¢des salinas. Com o intuito de melhorar esses solos, é importante
adotar técnicas de recuperacdo e, dentre estas, existe a possibilidade do uso de plantas
halofitas com a funcdo de fitorremediacdo, das quais a Atriplex nummularia Lindl
representa uma espécie de grande importancia, devido a sua adaptabilidade a salinidade e
escassez hidrica (SOUZA et al., 2011; SANTOS et al., 2013).

O excesso de sais no solo desempenha uma problemaética importante, podendo ou ndo
interferir efetivamente nas comunidades microbianas do solo. Deste modo, selecionar
linhagens que suportem este tipo de estresse, bem como bioprospectar isolados bacterianos
associados a Atriplex com caracteristicas de promocdo de crescimento associados a
ambientes salinos, vem sendo uma estratégia que possibilita possiveis alternativas para
melhorar o desenvolvimento vegetal, além de beneficiar também as caracteristicas
bioldgicas e quimicas do solo (DOOD & PEREZ-ALFOCEA, 2012; UPADHYAY et al.,
2012; DAMODARAN et al., 2013).

Na agricultura sustentavel é importante encontrar tecnologias que aumentem o
rendimento e reduzam o uso de fertilizantes quimicos, portanto, uma alternativa viavel sdo
as bactérias halotolerantes com promocdo de crescimento vegetal (SALAMONE et al.,
2012). Como formas de contribuigéo para a agricultura, os micro-organismos podem atuar
expressando diferentes mecanismos, como a solubilizacdo de fosfato inorganico, fixacdo
biolégica de nitrogénio, sintese de fitohormonio, producdo de exopolissacarideo, como
também a expressdo da molécula quorum sensing. Estes processos sdo realizados por
diversas espécies de bactérias com habilidade em solubilizar o fosfato inorganico existente
no solo, deixando-o disponivel para os vegetais, e incluem, também, a conversdo de
nitrogénio atmosférico em amonia, producdo de auxinas capazes de exercer funcdo na

regulacdo do crescimento das plantas, protecdo do vegetal contra estresses, como salino,
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hidrico, e altas temperaturas. Estas a¢cdes dos micro-organismos refletem na diminuigdo do
uso de adubos quimicos, representando um beneficio econdmico e minimizando o0s
impactos de fertilizantes sobre o0 meio ambiente (FARIAS et al., 2012; LIRA-CADETE et
al., 2012; PEREIRA et al., 2012; SANTOS et al., 2012; DAWWAM et al., 2013).

Apesar de se encontrar nos solos a maior biodiversidade microbiana do planeta, os
estudos sobre o potencial biotecnoldgico de bactérias halotolerantes associadas aos vegetais
em solos salinos ainda s&o escassos (FLORES-FERNANDEZ et al., 2010). Mapelli et al.
(2013) ressaltam que a influéncia destas bactérias sobre o crescimento das plantas tem sido
reconhecida em habitats convencionais e extremos, onde a capacidade das bactérias de
facilitar a adaptacdo das plantas e promover o crescimento e a produtividade tem sido
comprovada.

As condigdes extremas aos quais esses micro-organismos sobrevivem desencadeiam
uma curiosidade enorme da parte da comunidade cientifica no conhecimento da fisiologia
destes organismos. No entanto, a grande forca impulsionadora destes estudos € o potencial
biotecnologico de mecanismos provenientes destas bactérias. Com isso, as interacdes de
solo-planta-micro-organismos desempenham um papel vital na mobilizacdo de nutrientes e
substancias, influenciando positivamente o rendimento de culturas, podendo contribuir
positivamente no cultivo da Atriplex e ajudando na recuperacao de solos salinos.

Nesse contexto, objetivou-se bioprospectar e selecionar bactérias halotolerantes e
promotoras de crescimento vegetal associadas as plantas de Atriplex nummularia L. em
solos salinos, com o intuito de melhorar o desenvolvimento deste vegetal atraves da

utilizacdo de micro-organismos.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material de estudo

Para a bioprospeccao das bactérias, as amostras foram coletadas em cinco nichos: 1)
solo da area sem cultivo de Atriplex (testemunha); 2) solo cultivado com Atriplex coletado
a uma distancia de 1 metro da planta; 3) solo sob cultivo da Atriplex coletado na rizosfera
das plantas; 4) raizes de plantas de Atriplex; e 5) folhas de plantas de Atriplex. As amostras
foram coletadas em dois experimentos de campo, com plantas de Atriplex nummularia L.
cultivadas em lotes nos perimetros irrigados: Cachoeira Il (Serra Talhada) e Moxoto
(Ibimirim), estado de Pernambuco.

As amostras coletadas da zona radicular e folhas foram utilizadas para a determinacéo
das bactérias endofiticas do material vegetal e, logo ap6s a coleta do material de estudo, as
amostras foram transportadas ao Laboratério de Genética e Biotecnologia Microbiana
(LGBM) da Unidade Académica de Garanhuns da Universidade Federal Rural de
Pernambuco, para que as analises pudessem ser procedidas.

Nas amostras de solo dos trés primeiros nichos (solo sem planta, solo com planta e
solo da rizosfera da planta) foram realizadas as analises quimicas e fisicas, no Laboratorio
de Quimica do Solo da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE). Foi obtido o
extrato de saturacdo dos solos para a medida da condutividade elétrica (CEes) e do pH,
determinando-se os teores de cations sollveis (Ca’* e Mg?*, por espectrofotometria de
absorcéo atdmica; Na'e K*, por fotometria de emissdo de chama), conforme USSL (1954).
Nestas amostras de solo mediu-se o0 pH em agua (1:2,5) e determinaram-se 0s teores de
carbono orgéanico total (conforme MENDONCA & MATOS, 2005); de P disponivel,
extraido por Olsen e dosado por colorimetria; dos cétions trocaveis (Ca®*, Mg?*, Na‘e K*),
extraidos por acetato de amonio 1mol L™ , dosando-se o Ca** e o Mg* por
espectrofotometria de absorcdo atdmica; e o Na* e o K* por fotometria de emissdo de
chama (THOMAS, 1982), cujos resultados encontram-se na Tabela 1.
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Tabela 1. Caracteriza¢do quimica dos solos utilizados no isolamento das bactérias

Serra Talhada Ibimirim

Atributo ssc! SCC® RIZO®  SsC scc’ RIzO®
pH agua (1: 2,5) 8,15 9,04 9,4 7.3 7,6 7,6
Ca®*  (cmol kg 6,45 499 531 2632 3662 171
Mg*  (cmol, kg™ 0,15 012 013 0,64 0,57 0,37
Na®  (cmol kg™) 10,72 9,93 5,98 7,77 8,32 3,19
K* (cmol, kg™ 0,53 0,49 0,67 0,72 0,82 0,51
P (mg kg™ 6,05 8,04 6,81 11,75 9,85 16,87
CEes (dSm?) 41,59 3873 1369 59,89 5444 4429
pHes 6,8 7,71 8,38 3,65 4,32 6,84
ca®*  (mmol. LY 270,32 2176 1608 4385 2298 1481
Mg*  (mmol, LY 44,66 19,66 3,83 991,66 904,16 383,33
Na*  (mmol. L% 160,08 88,6 1339 26345 23862 12745
K* (mmol, LY 0,41 0,44 0,15 0,76 0,85 0,67
COT  (dag kg™ 0,86 0,82 0,78 1,83 1,36 1,28

'Solo sem cultivo; “Solo com cultivo de Atriplex; * Solos da rizosfera de plantas de Atriplex.
2.2. Isolamento das bactérias associadas a Atriplex

Para o isolamento de bactérias do solo da area sem cultivo da planta, solo cultivado e
rizosférico, foram utilizadas cerca de 5 a 10 g de cada amostra, onde foram transferidos
para frascos Erlenmeyers (250 mL) contendo 5 g de pérolas de vidro (0,1cm de diametro) e
50 mL de tampéo fosfato salino-Phosphate Buffered Saline. Estes frascos foram mantidos
sob agitacdo constante a 90 rpm por 1h, em temperatura ambiente (28°C). Em seguida,
foram realizadas dilui¢Ges seriadas em tampédo PBS e 100 uL, logo apos foram inoculados
em placa de Petri contendo o0 meio de cultura TSA 10% (Triptone Soy Agar) acrescido de
5% de NaCl, suplementado com o fungicida Cercobyn 700 (50 pg ml™), e incubadas a 28°C
para sucessivas avaliaces. A populacdo bacteriana total por grama de solo fresco (UFC.g%)
foi estimada pela contagem de coldnias cultivadas em meio de cultura de acordo com
Santos (2010).
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No isolamento das bactérias endofiticas, foi realizada a desinfeccdo superficial das
amostras das raizes e folhas (aproximadamente 3 g), através de lavagem por 1 minuto em
etanol 70%; 2 minutos em hipoclorito de sédio (NaOCI) a 2% de cloro ativo (v/v) e 30
segundos em etanol 70%, seguido de duas lavagens em d&gua destilada esterilizada.
Posteriormente, os tecidos foram cortados em pequenos fragmentos e triturados em 10 mL
de tampéo Phosphate Buffered Saline (PBS) (ARAUJO et al., 2010; LIMA, 2012). Logo
apos, todo o material foi transferido para tubos Falcon de 15 mL e mantidos sob agitacdo
constante a 120 rpm por 40 minutos, em temperatura ambiente (28°C). Em seguida, foram
realizadas diluigdes em tamp&o PBS (100 uL) e sendo inoculados em meio de cultura TSA
10%, da mesma forma que o solo, sendo estimada a densidade populacional bacteriana por
grama de tecido vegetal fresco.

Depois da estimativa das coldnias bacterianas do solo, rizosféricas e endofiticas, as
coldnias caracteristicas de cada tipo morfol6gico foram repicadas das placas de isolamento,
purificadas pela técnica de esgotamento e mantidas a -20°C, em meio TSA 10% liquido

suplementado com 60% de glicerol, sendo armazenadas e estocadas, para testes posteriores.

2.3. Selegdo de bactérias solubilizadoras de fosfato inorganico

Na andlise de solubilizacdo de fosfato inorganico, as bactérias foram inoculadas em
meio de cultura sélido contendo fosfato insollvel, o fosfato de calcio bibasico, e logo
depois incubadas a 28°C. A presenca de area clara, ao redor das colbnias bacterianas,
indicaram a solubilizagdo do fosfato. Foram avaliadas, 107 linhagens bacterianas
provenientes do isolamento, referente aos ambientes e nichos: solo com e sem cultivo;
endofiticos de raiz e folha, associadas as plantas de Atriplex nas duas areas de coleta.
Também foi observada a solubilizacdo de fosfato nas concentracdes de 0 e 5 % de NaCl; e
em relacdo ao tempo de cultivo, fazendo leituras aos 3, 6 e 10 dias ap6s a inoculagdo. Em
seguida, foi calculado o indice de solubilizacdo (IS), expresso pela relacdo do didmetro
médio do halo de solubilizacdo pelo didmetro médio do halo da coldénia (SANTOS et al.,
2012; LIMA, 2012).
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2.4. Selecdo de bactérias fixadoras de nitrogénio

Para a avaliacdo de fixacdo bioldgica de N, foram avaliados 71 bactérias isoladas das
areas de Serra Talhada e Ibimirim, com 43 e 28 linhagens, respectivamente, provenientes
dos ambientes e nichos supracitados, ressaltando-se que, antecedendo a esse teste, essas
mesmas linhagens foram caracterizadas como positivas quanto a solubilizacao de fosfato na
concentracdo de 0% de NaCl. As bactérias foram inoculadas em tubos de ensaio contendo
10 mL do meio de cultura NFb semissélido sem nitrogénio com duas repeti¢cdes, incubadas
a 28°C, sendo avaliadas ap6s 7 dias de crescimento. O resultado positivo foi caracterizado
qualitativamente pela formacdo de pelicula ou halo de crescimento bacteriano de cor clara,
no interior do meio de cultura, indicando a capacidade de fixacdo bioldgica de nitrogénio
(SANTOS, 2010; PEREIRA et al., 2012).

2.5. Selecdo de bactérias produtoras de &cido indol acético (AlA)

Na selecdo e quantificagdo da producdo de &cido 3-indol acético (AlA), foram
avaliadas 57 linhagens bioprospectadas das areas de Serra Talhada (38 linhagens) e
Ibimirim (19 linhagens), sendo também positivas em relacdo a solubilizacdo de fosfato
inorganico. As bactérias foram inoculadas em tubos de ensaio contendo 3 mL do meio
liquido TSA suplementado com 5 mM de L-triptofano, utilizando trés repeticdes. Logo
apos, os tubos foram mantidos em agitacdo constante a 120rpm por um periodo de 16h, na
auséncia de luz. Quando foi constatado o crescimento bacteriano, realizou-se uma reacéo
com o reagente de Salkowski, na relacdo de 1:1 (ARAUJO, 2010). A reacdo foi mantida a
temperatura ambiente por 20 minutos, na auséncia de luz e logo apds foi submetida a
leitura da absorbancia em espectrofotdmetro, com comprimento de onda de 530nm
(PEREIRA et al., 2012).
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2.6. Selecdo de bactérias produtoras de Exopolissacarideos (EPS)

Para a selecdo e producdo de exopolissacarideos, as linhagens bacterianas foram
cultivadas em meio liquido (TSA) 10% e, logo apés realizou-se a inoculagdo de 5 pL do
inoculo cultivado em discos de 5 mm de didmetro em meio de cultura sélido modificado
(20 g L™ de extrato de levedura; 15 g L™ de K,HPO4; 0,2 g L™ de MgSOy; 0,015 g L™ de
MnSO4; 0,015 g L™ de FeSO4; 0,03 g L™ de CaCl,; 0,015 g L™ de NaCl; 15 g L™ de Agar)
e, em seguida, foram adicionados 10% da fonte de carbono, a sacarose, em pH 7,3, sendo
cultivadas por 24 horas, a temperatura de 28°C. O experimento foi realizado em triplicata,
utilizando 30 isolados bacterianos, oriundos das duas areas de estudo.

A producdo do EPS foi caracterizada visualmente pela presenca ou auséncia do halo
de producdo do mesmo, caracterizando como positivo ou negativo e, em seguida, foi feita
uma classificacdo de acordo com o tamanho do halo do EPS produzido, correspondendo:
(+) para halo com pouca producdo - halo de EPS < 10 mm de didmetro; (++) para halo com
média producdo - halo de EPS 10-14 mm de diametro; (+++) para halo com Gtima
producdo-halo de EPS > 14 mm de diametro. Para a medi¢do do halo foi utilizado um
paquimetro digital. Posteriormente, foi realizada a confirmacdo da producdo de EPS,
coletando-se materiais celulares das col6nias bacterianas com alca de platina e colocando-
se em tubos com 2 mL de alcool etilico. Quando o EPS precipita é expressa a producdo
positiva, enquanto que 0 meio turvo caracteriza a producdo negativa (KAVAMURA,
2012).
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2.7. Selecdo de bactérias produtoras da molécula quorum sensing (N-Acil homoserina

lactona, AHL)

A identificagdo de bactérias produtoras da molécula quorum sensing (N-Acil
homoserina lactona, AHL) foi realizada por meio da bactéria Agrobacterium tumefaciens,
biossensor de ALHs, em bioensaios com as bactérias testes. A. tumefaciens NT1 foi
inoculada linearmente na extremidade de placas de Petri contendo meio LB (Luria
Bertani), acrescido de X-gal (10 pgmL™) (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galacto-
pyranoside) por toda a superficie da placa. Os isolados bacterianos foram inoculados
transversalmente a A. tumefaciens, que contém o promotor TraR (fusdo do gene TraG ::
LacZ), formando um complexo que regula a expressdo do operon da LacZ. Na presenca de
ALHes, estas se ligam ao promotor TraR, ativando a expressdo do gene LacZ, codificando a
enzima [-galactosidase, a qual quebra a molécula X-gal, tornando a célula azul (SZENTHE
& PAGE, 2002; QUECINE, 2010). Dessa forma, ap6s a inoculacdo a 28°C por 48 h, a
observacao de colbnias de A. tumefaciens com pigmentacdo azul indicou a producao de
ALHs pelas bactérias avaliadas. Nesse teste, foram avaliadas 30 linhagens provenientes das

areas de isolamento, realizando-se o experimento em duplicata.

2.8. Analise Estatistica

Os dados obtidos para a densidade populacional de bactérias foram submetidos a
analise de variancia pelo teste F, a 5% de significancia e as médias foram comparadas pelo
teste de Tukey a 5%. Para as médias do indice de solubilizagdo de fosfato inorganico,
producdo de acido indol acético e exopolissacarideos, foi aplicado o teste de Scott-Knott,
com probabilidade de 5%, através do programa SISVAR 5.3. Os dados de frequéncia
relativa foram submetidos ao teste do Qui-quadrado (x?) para confirmar a influéncia dos
fatores area e nicho de colonizagdo bacteriana sobre a distribuicdo das linhagens
solubilizadoras de fosfato, fixadoras de nitrogénio e produtoras de AlA.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Isolamento das bactérias

Observa-se densidade populacional bacteriana, em ambas as areas e nichos, com uma
variagdo de 10%a 10’ UFC g de solo ou g™ de tecido vegetal fresco. Percebe-se diferenca
significativa entre os nichos, observando-se que a densidade populacional das bactérias do
solo rizosférico proporcionou valor médio de 10” UFC g™ de solo para as duas &reas
estudadas, seguindo com 10° e 10° UFC g™ de solo, no solo sem e com cultivo nas &reas de
Serra Talhada e Ibimirim. Ressalta-se ainda, que no nicho endofitico de folha, foi onde
ocorreu menor populacdo de bactérias isoladas (10%g ™ de tecido vegetal fresco) (Figura 1).

Diante destes resultados, percebe-se que a rizosfera se destaca em rela¢do aos demais
nichos, simplesmente pelo fato da grande parte dos micro-organismos evoluirem no sentido
de colonizarem a rizosfera das plantas, beneficiando-se assim dos compostos ricos em
carbono, que estdo ligados aos exsudados das raizes (UPADHYAY et al., 2009). Estes
compostos secretados pelas raizes das plantas atuam como atrativos quimicos para um
grande numero de comunidades heterogéneas e diversificadas. Possivelmente, a
comunidade microbiana pode variar em funcdo da espécie vegetal e tipo do solo, pois esses
influenciardo nos compostos organicos exsudados em quantidade e qualidade, os quais, por
sua vez, selecionardo ou favorecerdo grupos nutricionais de organismos especificos na
rizosfera (AHEDMA & KIBRET, 2013). Ressalva-se ainda, que o solo sem o cultivo da
Atriplex, com cultivo e solo rizosférico associado as plantas, sdo salinos (Tabela 1) e,
consequentemente, as bactérias destes ambientes formaram grupos com certa tolerancia a
este fator de estresse em cada nicho estudado.

Resultados semelhantes ao do presente trabalho foram encontrados por Santos
(2010), estudando a bioprospeccdo de bactérias associadas a Atriplex nummularia L. em
solo salino-sddico no Agreste de Pernambuco, revelando valores expressivos da densidade
populacional no nicho do rizoplano, seguido pela zona radicular. Em outro estudo, Jha et al.
(2011), avaliando bactérias halotolerantes e promotoras de crescimento vegetal associadas

as raizes da halofita Salicornia brachiata, observaram densidade populacional de bactérias,
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com até 10" UFC g™ de tecido vegetal fresco. J4 Mapelli et al. (2013), estudando bactérias
associadas a rizosfera da planta Salicornia em solos hipersalinos, perceberam valores
variando de 9x10* a 1,6x10" UFC g™* de solo, resultados superiores para densidade
populacional, comparando-se com este trabalho. Esses autores ainda relatam que a
interacdo com a planta e a presenca de exsudados radiculares podem ser responsaveis pela

maior abundancia de bactérias halotolerantes detectadas na rizosfera.
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Figura 1. Densidade populacional da comunidade bacteriana (Logl10
UFC g* de solo ou g™ de tecido vegetal fresco), de duas areas com
experimentos de Atriplex nummularia L. Letras iguais, ndo diferem
entre si dentro de cada area, de acordo com o teste de Tukey (p<0,05).
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3.2. Selecao de bactérias solubilizadoras de fosfato inorgéanico

Quanto a avaliacdo da solubilizacdo de fosfato inorganico, foram analisadas 107
bactérias provenientes do isolamento, dentre as duas areas e nichos. Observa-se a expressdo
desta caracteristica em duas concentracdes de NaCl, 0% e 5%, e tempos de cultivo de 3, 6
e 10 dias apos a inoculacdo (Figura 2).

Com isso, percebe-se que 65% das bactérias avaliadas sdo capazes de solubilizar
fosfato inorganico na concentracdo de 0% de NaCl e 25% na concentracdo de 5%,
indicando  certa tolerdncia desses  micro-organismos quanto a salinidade.
Consequentemente, concentragdes mais elevadas de sais, afetam 0 mecanismo de
solubilizacdo de fosfato inorganico (SFI), no entanto, ndo inibe essa atividade na maior
concentracdo testada nesse trabalho, o que confirma a existéncia de bactérias solubizadoras

halotolerantes associadas & Atriplex.

Foto: Flaviana Gongalves da Silva

Figura 2.1. Solubilizag&o de fosfato inorganico com meio
de cultura acrescido de 0 e 5% de NaCl.

Ao se avaliar a frequéncia relativa isoladamente entre os nichos em cada area de
bioprospeccédo, quanto & SFI, percebe-se que houve diferenca significativa pelo teste do
qui-quadrado. Assim na area de Serra Talhada, a frequéncia relativa da SFI teve destaque
para as bactérias oriundas da rizosfera com 24,6% de positivos, enquanto que as endofiticas
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de folha expressaram menor intensidade (12,3%) (Figura 3A). Quanto a SFI na &rea de
Ibimirim, observa-se percentuais de 28,57 e 28,56%, para rizosfera e endofitica de folha,
respectivamente, se sobressaindo em relagdo a 21,42% das bactérias do solo com e sem
cultivo (Figura 3B).

Destaca-se, que as bactérias da rizosfera dentre as distintas areas, proporcionaram
uma alta frequéncia relativa de positivos na SFI, quando comparados aos demais. Tal
resultado pode ter sido influenciando pela quantidade de fésforo disponivel existente na
rizosfera, onde as bactérias foram bioprospectadas das distintas areas (Tabela 1). Silva et al.
(2011) relatam que a comunidade microbiana do solo é extremamente abudante na
rizosfera, e mostram que sua atividade bioguimica pode aumentar sensilvemente a absor¢éo
de fosforo pelas plantas. Dessa forma, o efeito positivo da atividade dos micro-organismos

neste nicho geralmente proporciona vantagens, tanto para o crescimento da planta, quanto
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Figura 3.1. Frequéncia relativa da solubilizacdo de fosfato inorganico em isolados
bacterianos de diferentes nichos associados as plantas de Atriplex nummularia L., na area
de Serra Talhada (A) e Ibimirim (B). (Analise pelo teste do XZ, revelou diferenca
significativa entre os tratamentos).
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Na Tabela 2, estdo apresentadas as médias equivalentes a avaliacdo do indice de
solubilizacdo de fosfato inorganico (IS), quanto aos dias de cultivo e concentracdes de
NaCl, percebendo-se diferenca significativa entre as linhagens testadas.

Evidencia-se que na auséncia de NaCl aos 3 dias de cultivo, a linhagem UAGAt 19
(Solo sem cultivo-Serra Talhada) expressou o0 maior 1S (9,0) comparando-se as demais. J& a
linhagem UAGALt 21, bioprospectada do solo sem cultivo da area de Serra Talhada,
expressou 0 menor IS (1,16) quando analisada neste tempo. Aos 6 dias de cultivo nessa
mesma concentracdo de NaCl, existiu um maior nimero de solubilizadoras comparando-se
com os 3 dias de cultivo. Deste modo, em torno de 53% das linhagens foram consideradas
positivas aos 6 dias de cultivo, tendo destaque as bactérias endofiticas de raiz da area de
Serra Talhada, com valor maximo de 9,73 (IS) pela linhagem UAGALt 34, enquanto que o
menor indice (1,28) foi obtido pela UAGALt 126 do nicho endofitico de folha na area de
Ibimirim.

Na anélise do IS aos 10 dias de cultivo, percebe-se um estacionamento na SFI pelas
linhagens de ambas as areas, havendo também agregacdo dos halos de solubilizacdo de
algumas bactérias impossibilitando a leitura dos mesmos. Todavia, analisando-se as
demais, pode-se observar variacdo do IS, com 5,57 e 1,0 para as linhagens UAGALt 01(Solo
sem cultivo-Serra Talhada) e UAGAt 104 (Solo com cultivo-lbimirim), respectivamente
(Tabela 2) .

Com a avaliacéo das bactérias na concentracdo de 5 % de NaCl em 3 dias de cultivo,
observa-se que ndo ocorreu SF pelas bactérias de nenhuma das areas e nichos, enquanto
que com 6 dias de cultivo, existiu uma solubilizacdo de 15% das linhagens testadas,
destacando-se as bactérias UAGAt 101 (Solo sem cultivo -lbimirim) e UAGALt 01 (Solo
sem cultivo-Serra Talhada) com IS equivalente a 4,10 e 3,48, respectivamente, diferindo
dos ISs das demais bactérias analisadas neste tempo de cultivo. Aos 10 dias de cultivo,
percebe-se um acréscimo do indice de solubilizacdo das bactérias cultivadas nesta
concentragdo de NaCl, obtendo 21,50% dos isolados positivos nessas condi¢Ges. No
entanto, a bactéria que expressou significativamente o maior valor de 1S comparando-se

com as demais, foi a UAGALt 89 (6,0) associada ao solo sem cultivo da area de Ibimirim,
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diferentemente da UAGALt 124 (Endofitico de folha-lbimirim) que proporcionou o menor
IS (1,28) (Tabela 2).

E importante enfatizar que algumas bactérias foram capazes de solubilizar fosfato
inorganico, expressando essa capacidade em maior quantidade quando foram testadas aos
10 dias de cultivo apds a inoculacdo, proporcionando expressivos ISs, principalmente na
concentracédo de 5% de NaCl.

Mediante os resultados obtidos quanto a SFI, percebe-se grande variacdo dos valores
de IS para a avaliacdo em relacdo a auséncia e presenca de NaCl, tempo de cultivo, entre
areas e nichos associados as plantas de Atriplex. Evidencia-se que varios fatores podem
interferir neste mecanismo. Pelos dados dispostos na Tabela 1 observa-se que o solos sem
cultivo da area de Ibimirim tem maior condutividade elétrica (59,89 dS/m), o que confirma
ser mais salino do que o solo sem cultivo da area de Serra Talhada (41,59 dS/m). Esses
dados podem justificar a predominancia de maiores ISs na area de Serra Talhada quando
testada na concentracdo de 0% de NaCl, enquanto que na concentracdo de 5% as bactérias
isoladas da &rea de Ibimirim se sobressai nessa caracteristica. 1sso ocorre devido a
formacdo de grupos mais adaptados a cada ambiente, obtendo-se a variacdo nos resultados
dentro da solubilizagéo de fosfato inorgénico.

Levando em consideracao o pH do solo sem cultivo das distintas areas, utilizado para
a bioprospeccao das bactérias, percebe-se uma reducdo desta caracteristica nesse ambiente.
Esse fato também pode estar associado aos maiores indices de solubilizacbes por estes
micro-organismos. Marra (2012) reporta que a capacidade de bactérias em solubilizar
fosfatos inorganicos insoltveis, tem sido atribuida a reducdo do pH ao seu redor,
promovendo uma maior solubilizagdo de fosfatos, como Caz (POy),, Cas(PO4); (OH), Cas
(PQO4),, entre outros.

Diversos micro-organismos sdo capazes de solubilizar fosfato inorganico, porém sua
capacidade transformadora pode associar-se as condi¢fes ecologicas, incluindo as
caracteristicas do solo e a vegetacdo. Quanto a expressao da solubilizacdo em condigdes de
salinidade associada a Atriplex, isto pode ser explicado, pelo fato do sal afetar
negativamente o crescimento e a proliferacdo de celulas microbianas, resultando numa

perda de eficiéncia deste mecanismo de promocéo de crescimento, podendo ser variavel
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entre as espécies bacterianas. Com isso, as bactérias tendem a se adaptar constantemente a
sua fisiologia para mudancas nos fatores fisico-quimicos do ambiente, que incluem a
acumulacdo de osmoprotetores, expressando mecanismos adaptativos para alcancar ajuste
osmatico e garantir a estabilizacdo de certas proteinas ativas. 1sso ocorre devido a alteracdo
na sua propriedade eletrostatica, diante das condi¢des de salinidade no meio (CHERIF-
SILINI et al., 2013).

Outros estudos envolvendo analise de bactérias quanto a solubilizacdo de fosfato
inorganico e salinidade ja foram desenvolvidos, a exemplo do trabalho realizado por Santos
et al. (2012), que, ao estudarem este mecanismo em bactérias diazotroficas associadas as
raizes de cana-de-agUcar, obtiveram valores do IS entre 1,00 a 2,33 para bactérias
endofiticas de raiz e 1,21 a 3,48 com bactérias da rizosfera. Neste aspecto, valores
superiores foram encontrados no presente trabalho quanto ao IS em bactérias halotolerantes
associadas as plantas de Atriplex. Em outra pesquisa, Nakbanpote et al. (2013), abordando a
tolerancia de bactérias promotoras de crescimento vegetal quanto a salinidade, observaram
bactérias solubilizadoras de fosfato inorganico em condic¢Ges de 8% de NaCl, confirmando
a halotolerancia desses micro-organismos. Ao estudarem bactérias solubilizadoras de
fosfato associadas as raizes de legumes, Alia et al. (2013) observaram IS variando entre 1,8
e 5,0.

Pode-se perceber que os ISs encontrados com as bactérias associadas a Atriplex neste
trabalho proporciona potencialidade para promocdo de crescimento vegetal, o que
demonstra a eficiéncia desses micro-organismos oriundos de solos salinos. No entanto, para
a maximagao do processo de solubilizagio de fosfato inorganico, ainda ha necessidade de
aprofundamento no conhecimento destes micro-organismos associados as plantas halofitas,
como a Atriplex em solos salinos, para que esse processo seja indicado com seguranga na

fitorremediacdo de solos e na agricultura sustentavel.



Tabela 2. Médias do indice de solubilizacdo de fosfato inorganico por bactérias halotolerantes associadas a Atriplex nummularia L.

0% de NaCl 5 % de NaCl 0% de NaCl 5 % de NaCl

Linhagem Nicho 3dias 6dias 10dias 3dias 6dias 10dias Linhagem Nicho 3dias 6dias 10dias 3dias 6dias 10 dias
UAGALt 01 SSC - 1,383d 5,573a - - 3,623b UAGAt72 RIZO - 1,453 d - - - -
UAGALt 02 SSC 2,410e 2,310c 2,260c - 3,486 a - UAGAt73 RIZO 2,126e 2,520c - - - -
UAGALt 06 SSC - 1,840d 2,316¢ - - - UAGAt75 RIZO 1,843e 2,090d - - - -
UAGAL 08 SSC 1880e 2513c 2,636¢C - - - UAGAt76 RIZO - 2,686 ¢ - - - -
UAGAL 09 SSC 1836e 2516c 2,633¢c - - - UAGAt 77 RIZO - 3,036 ¢ - - 2,796b 1,986¢c
UAGAL 13 SSC 1870e 2,806¢ - - - - UAGAL 89 SSC - 2,330c 2,683c - 1813c 6,020a
UAGAL 14 SSC 159%e 1576d 2,016d - 1420 ¢ UAGAL 92 SSC - 1,883d 2,590¢ - - 2,266 ¢
UAGAL 15 SSC 1,903e 2,140d 1,963d - - - UAGAL 93 SSC - 1,933d 1,900d - - -
UAGAL 19 SSC 9,570a - - - - - UAGAL 94 SSC - 1,796d 1,773d - - -
UAGAL 21 SSC 1,166e 1,943d - - 1,600c UAGALt 95 SSC 1,470e 1,753d - - - -
UAGAL 22 SSC - 2,446¢ - - 1,146 ¢ - UAGAL 98 SCC 1,853e 2,096d - - - -
UAGAL 23 SCC 1,523e - - - - - UAGAL 99 SCC - 2,203¢c 2,360c - - -
UAGAL 25 SCC 189%6e 2913c - 1503¢c 1,933c UAGAt101 SCC - 1,893d 2,013d - 4,103a 4,290Db
UAGAL 33 ER 2,670d 1,920d - - - 1453¢ UAGAt104 SCC - - 1,080d - - -
UAGAL 34 ER 6,823b 9,730 a - - - - UAGALt 107 SCC - 1,836d - - - -
UAGAL 35 ER 2,176 e - - - - 1596 ¢ UAGAt108 SCC 1,373e 1,430d - - 1,683 c

UAGAL 36 ER 2,043 e - - - - 1480c UAGALt113 EF 1,676e 1,946d - - - -
UAGAL 37 ER 2,156e 1,680d - - 1,136 ¢ UAGAL 114 EF 1590e 2,49c - - 2,410b -
UAGAL 38 ER - 1,996d - - - 1,643¢c UAGAt 115 EF - 1,180d - - - -
UAGAL 39 ER 2,720d 3,826b 2,920c - - - UAGAL 119 EF 1,646e 1,870d - - - 1,726 c
UAGAL 40 ER 3,803¢c 4,833b 4,193b - - - UAGAL 120 EF - 1,873d - - - 1,533 ¢
UAGALt 41 ER 3,750c 4,593b 4,823a - - - UAGAL 122 EF 1,830e 1,690d - - - 1,420c
UAGAL 42 ER 2,060 e 1,963d - - - - UAGAL 123 EF - 1,830d 2,170d - - 1470c
UAGAL 43 ER 3473¢c 4,363b 3,753b - - - UAGAL 124 EF 1,620e 1,910d - - - 1,280 c
UAGAL 45 ER 2,436e 2,763c 2,886¢C - - - UAGAL 125 EF - 1,463d 1,626d - - 1,333 ¢
UAGAL 51 EF - 2,193¢ 1,730d - - 1,650c UAGALt 126 EF - 1,287d - - - -
UAGAL 53 EF - 2,020d - - - 1,686c UAGALt 127 EF 1,176 e - - - - 1,610c
UAGAL 54 EF 2,046e 1,920d - - 1,103 ¢ - UAGAL 128 EF - - 1,976d - - -
UAGAL 61 EF - 2,353¢c 2,906 ¢ - - - UAGALt 133 RIZO - 1,546 d - - 1,610c -
UAGAL 63 EF - - - - - 1,673¢c UAGAt135 RIZO - 1,373d - - 1,496 c -
UAGAL 69 RIZO 1,746e - - - 2,503b 1,686c UAGAt140 RIZO 2,546d 1,693d - - 1,926 c -
UAGAL 71 RIZO 1950e 1,946d - - - - UAGALt 141 RIZO - 1,883d - - 2,593b 2,043¢c

CV 26, 80 24,22 19,45 34,39 28,08 CV 26, 80 24,22 19,45 34,39 28,08

Letras iguais nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade de significancia.
(SSC: Solo sem cultivo; SCC: Solo com cultivo; ER: Endofitica de raiz; EF: Endofitica de folha; RIZO: Rizosfera; Linhagens de nomenclatura de 01 4 80-Serra Talhada;
Linhagens de nomenclatura de 82 & 141- Ibimirim).



3.3. Selecéo de bactérias fixadoras de nitrogénio

Para a fixagdo biologica de nitrogénio (FBN), foram avaliados as 71 linhagens
bacterianas, correspondente aos 65% de linhagens positivas na auséncia de NaCl, em
relacdo a solubilizacdo de fosfato inorganico. Com isso, perbece-se que 87% das
bactérias analisadas sdo positivas quanto a fixacdo biolégica de nitrogénio in vitro
(Figura 4), tendo destaque com alta frequéncia, as bactérias do nicho de endofitico de

raiz (Serra Talhada) e folha (Ibimirim).

Foto: Flaviana Gongalves da Silva

Figura 4. Teste de fixacdo de nitrogénio em meio nfb,
livre de fonte nitrogenada. A) Linhagem positiva,
apresentando um halo de crescimento; B) Linhagem
negativa, auséncia de halo de crescimento.

Ao se analisar a FBN das linhagens bioprospectadas da area de Serra Talhada,
percebe-se frequéncia relativa superior de 27,9% para as bactérias no nicho endofitico
de raiz, comparando com os demais, porém as bactérias endofiticas de folha expressam
frequéncia inferior (13,94%) em relacdo as linhagens positivas (Figura 5A). Com isso,
observa-se variagdo deste mecanismo de promocdo de crescimento entre os diferentes
nichos associados as plantas de Atriplex nesta area de estudo. Quando analisada esta
frequéncia para as linhagens da area de Ibimirim, observam-se respostas distintas,
evidenciando-se valor expressivo no nicho endofitico de folha (42,85%), enquanto que
na rizosfera foi observado percentual de 6,28% na frequéncia relativa da FBN (Figura
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5B). Ao se comparar esta caracteristica entre as areas, observa-se que Serra Talhada se
sobressaiu em relacdo a Ibimirim, com valores de 60,55 e 39,43%, respectivamente
(Figura 5C).

Mediante os resultados, ressalta-se que a existéncia de bactérias fixadoras de
nitrogénio associadas aos diferentes nichos e areas € bastante variavel. Alguns autores
(SANTI et al., 2013; ESPOSITO-POLESI, 2011) relatam que as bactérias endofiticas
podem ter vantagens sobre as bactérias rizosféricas, porque elas colonizam o interior
das raizes das plantas, e consequentemente podem se estabelecer em nichos que
oferecam condi¢Ges mais apropriadas para a efetiva fixacdo de nitrogénio, sofrendo
menos competicdo do que as bactérias presentes no solo e, possivelmente, excretam
parte do nitrogénio, ocorrendo a transferéncia do nitrogénio fixado para a planta. Tal
fato pode ter ocorrido com as bactérias endofiticas de raiz testadas neste trabalho,
destacando-se no mecanismo de fixagdo bioldgica de nitrogénio.

No trabalho realizado por Santos (2010) é mencionada a existéncia de bactérias
halotolerantes fixadoras de nitrogénio associadas as plantas de Atriplex, em que se
observou maior numero de bactérias com esta caracteristica no nicho endofitico de raiz,
resultado semelhante ao encontrado descrito no presente trabalho. Pereira et al. (2012)
estudando bactérias endofiticas de cana-de-actcar em relacdo a salinidade, observaram
a fixacdo bioldgica de nitrogénio nas linhagens testadas, expondo a importancia de
explorar bactérias tolerantes a salinidade, para que possam ser usadas como inoculantes,
com o intuito de minimizar o uso de fertilizantes quimicos e, consequentemente,

acrescente salinizacdo de solos.
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Figura 5. Frequéncia relativa da fixacdo bioldgica de nitrogénio em isolados
bacterianos dentro dos nichos em Serra Talhada (A); Ibimirim (B) e entre as areas (C),
associados as plantas de Atriplex nummularia L. (Anélise pelo teste do %% revelou

diferenca significativa entre os tratamentos).
3.4. Selecdo de bactérias produtoras de Acido indol acético (AIA)

Em relagdo a producdo de &cido indol acético (AlA), observa-se que 100% das
linhagens bacterianas testadas sdo capazes de sintetizar este fitorménio (Figura 7). Os
valores da producdo de AIA, variaram entre 61,10 pgmL? e 1,0 pgmL™?
correspondente as linhagens UAGALt 21 (Solo com cultivo-Serra Talhada) e UAGAL
119 (Endofitico de folha-lbimirim) respectivamente, existindo diferenca significativa
entre as bactérias avaliadas (Tabela 3). No entanto, evidencia-se que as linhagens do
solo cultivado com a planta e endofiticas de raiz, proporcionaram um maior nimero de
produtoras de AIA comparando-se com os demais nichos. Ja para as linhagens do solo

sem cultivo e da rizosfera foi quantificada baixa producéo deste fitohorménio.



Foto: Flaviana Gongalves da Silva

Figura 7. Indicativo da sintese de &cido indol
acetico por bactérias associadas a Atriplex
nummularia L (Coloragdo résea indica maior
producdo de AlA).
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Tabela 3. Médias da producdo de é&cido indol acético inorganico por bactérias

halotolerantes associadas a Atriplex nummularia L.

Linhagem Linhagem Linhagem
bacteriana  AIA pug.mL™ bacteriana AIA pug.mL™  bacteriana  AIA pg.mL™
UAGAL 01 3.82e UAGALt 37 3,22¢ UAGAL 75 10,72 d
UAGAL 02 15,38d UAGAL 38 24,62 c UAGAL 89 291e
UAGAL 06 313e UAGAt39  11,88d UAGALt 90 6,79 e
UAGAL 08 1,36 e UAGAL 40 21,80d UAGALt 92 21,76 d
UAGAL 09 3,04e UAGAt41  16,67d UAGALt 95 240e
UAGAL 12 442e UAGAL 42 1,23 e UAGAL 99 1,23 e
UAGAL 13 3,73 e UAGAL 43 14,77 d UAGALt 101 1,49e
UAGAL 14 18,35d UAGAL 45 39,19b UAGALt 107 2,39e
UAGAL 15 11,67 d UAGALt 51 1,83 e UAGAL 113 6,19e
UAGAL 19 7,57e UAGAL 53 31,77 ¢ UAGALt 114 252¢e
UAGALt 21 61,10 a UAGAL 54 240e UAGAL 115 1,10e
UAGAL 22 6,15e UAGAt61  27,41c UAGAL 119 1,01e
UAGAL 23 21,72 d UAGAL 63 14,95d UAGAL 120 1,10e
UAGAL 25 53,25a UAGAL 66 1,79 e UAGAL 122 1,58 e
UAGALt 27 442¢e UAGALt 74 4,38¢e UAGALt 123 19 e
UAGAL 34 41,64 b UAGALt 77 7,14 ¢ UAGALt 124 1,58 ¢
UAGAL 33 2,14 e UAGAL 93 9,94 d UAGAL 125 16,33 d
UAGAL 35 42,59 b UAGAL 71 334e UAGAL 126 15,25d
UAGAL 36 2,05e UAGAt73  11,45d UAGALt 127 5,63 e
UAGALt 128 42,68 b

(C.V: 23,84%) Letras iguais nas mesmas colunas néo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5%
de probabilidade de significancia.
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Ao se observar a producdo de AIA na Figura 6A, percebe-se pela frequéncia
relativa que, 31,57% das linhagens positivas para esta caracteristica da area de Serra
Talhada sdo pertencentes ao nicho endofitico de raiz, destacando-se em relacdo aos
demais ambientes estudados. Observa-se em seguida valores de 23,68; 15,78; 15,78 e
13,15%, para solo sem cultivo, rizosfera, solo com cultivo e endofitica de folha,
respectivamente. Na figura 6B, correspondente a area de Ibimirim, ocorreu o oposto da
outra area estudada, havendo destaque para as bactérias endofiticas de folha, que
tiveram frequéncia relativa de linhagens positivas de 63,15%. Quando observado esta
producdo entre as areas, percebe-se 0 maior nimero de linhagens positivas (66,66%) em
Serra Talhada, em relacéo a Ibimirim (33,33%).

Em relacdo a intensa associacdo das raizes de Atriplex com a comunidade
bacteriana, esta acdo pode estar relacionada com os compostos exsudados pelo sistema
radicular, ricos em acucares, polissacarideos, compostos fendlicos e alifaticos que
atraem estes micro-organismos, havendo consequentemente maior interacdo dessas
bactérias com a planta. Dessa forma, had maiores condi¢cbes para a sintese do
fitohormonio acido indol acético (COMPANT et al., 2010; AHEMAD ET AL., 2013).

Sobre este aspecto, Kuklinsky- Sobral et al. (2004), mencionam que 0 habitat
associado a planta é um ambiente dindmico, podendo acontecer interferéncia de alguns
fatores na composicdo da comunidade bacteriana, o qual coloniza os nichos associados
as plantas. Existem evidéncias de que 0s micro-organismos podem selecionar uma via
metabolica diferenciada, dependendo do ambiente, e consequentemente pode revelar
resultados interessantes.

Em consonancia com outros resultados obtidos por Jha et al. (2011), em estudo
com bactérias halotolerantes e promotoras de crescimento vegetal, foi observado que
todos os isolados testados produziram o acido indol acético em quantidades que variam
de 30 a 100 pg.mL™. Em outro trabalho, Ashraf et al. (2011) observaram o potencial da
producdo de &cido indol acético em bactérias da rizosfera associada a cana-de-agucar,
obtendo producdo maxima de AIA de 4,49 ug.mLcom o isolado A17. J4 Sgroy et al.
(2009), estudando bactérias endofiticas associadas a haldfita Prosopis strombulifera,

obtiveram os maiores valores para a producéo de AIA de 2,2 pg.mL™. Nesse contexto,
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0s resultados encontrados neste trabalho, sdo expressivos para a producgéo de acido indol

acetico por bactérias halotolerantes com via dependente de triptofano.
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Figura 6. Frequéncia relativa da producdo de acido indol acético em isolados
bacterianos dentro dos nichos em Serra Talhada (A); Ibimirim (B) e entre as areas (C),
associados as plantas de Atriplex nummularia L. (Anélise pelo teste do % revelou
diferenca significativa entre os tratamentos).
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3.5. Selecdo de bactérias produtoras de Exopolissacarideo (EPS)

Foram testadas 30 linhagens bacterianas quanto a producdo EPS, sendo 14
bactérias da area de Serra Talhada e 16 de Ibimirim, obtendo-se 83,33% isolados
positivos e apenas 16,66% isolados negativos para esta caracteristica. Com este
resultado, foi possivel confirmar a producdo de EPS pelas bactérias halotolerantes

associadas a Atriplex (Figura 8).

Figura 8. Bactéria negativa (A); Bactéria positiva (B); Confirmacdo da producdo de EPS

(negativo: turvo/ tubo a esquerda; positivo: precipitado/tubo a direita) (C).

De acordo com a classificagdo descrita na Tabela 4, observa-se que cinco
linhagens (16,66%), mostraram-se negativos quanto a producdo de EPS, enquanto
13,33% proporcionaram pouca producdo, 10% média e 60% 6tima producdo de EPS.
Dessa forma, € importante destacar que a observacdo de Otima producdo dessa
substancia é mais visivel nas bactérias bioprospectadas da area de Ibimirim. Por
conseguinte, isso se deve ao fato das bactérias estarem associadas a ambientes mais
estressantes, em relacdo a salinidade do solo, e desse modo, existe a possibilidade
desses micro-organismos se expressarem de forma mais acentuada, com o intuito de
proteger o vegetal ali cultivado contra o estresse e também contribuir com a agregacgéo

das particulas do solo, melhorando os fatores fisico-quimicos do solo.

Foto: Flaviana Gongalves da Silva
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Tabela 4. Classificagdo da producdo de exopolissacarideo pelas bactérias

promotoras de crescimento vegetal associadas a Atriplex.

Producédo de Exopolissacarideo

Linhagem Linhagem

bacteriana Pouca  Média Otima bacteriana Pouca  Média  Otima
UAGAL 08 - - - UAGALt 71 +++
UAGAL 09 +++  UAGAL 75 +++
UAGAL 14 + UAGAL 77 ++

UAGAL 21 ++ UAGAL 89 +++
UAGAL 22 - - - UAGAL 90 +++
UAGAL 25 ++ UAGAL 92 +++
UAGAL 33 +++ UAGAL 93 +

UAGAL 35 +++ UAGAL 95 - - -
UAGAL 37 +++ UAGAL 99 +++
UAGALt 51 +++ UAGAL 101 +++
UAGAL 53 + UAGAL 107 +++
UAGAL 54 + UAGALt 114 +++
UAGAL 63 +++ UAGAL 122 +++
UAGAL 66 - - - UAGAL 125 +++
UAGAL 69 - - - UAGAL 128 +++

(+ para halo com pouca producdo - halo de EPS < 10 mm de didmetro; ++ para
halo com média producdo - halo de EPS 10-14 mm de diametro; +++ para halo

com 6tima producdo-halo de EPS > 14 mm de didmetro).

Pelas medias apresentadas na Tabela 5, percebe-se diferenca significativa entre as
linhagens, quanto & producdo de EPS. A linhagem UAGALt 89, bioprospectada do solo
sem cultivo da area de Ibimirim proporcionou o maior valor médio, com o halo de
producdo de 60,33 mm, diferindo dos demais, com excecdo de UAGAt 90 e 128.
Percebe-se ainda, que os isolados que proporcionaram maior diametro do halo sdo
provenientes do solo sem cultivo e endofiticos de folha da area de Ibimirim, o que
confirma o resultado exposto na classificagdo disposta na Tabela 4.

Por estes resultados, acredita-se que as bactérias tenham sido induzidas a produzir
0 EPS em grandes quantidades, pois a acumulacdo ou formacéo desta substancia tende a
aumentar a partir do momento em que o estresse salino ou outro tipo de estresse se

expressa de forma mais pronunciada no ambiente (BARRETO et al., 2011). Deste modo
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a bactéria produz essa substancia com a finalidade de proteger a planta contra fatores
causadores de estresse, como estresse salino, hidrico, térmico, entre outros,
beneficiando o crescimento e desenvolvimento vegetal, sobretudo em solos salinos, no
qual ocorre a Atriplex.
Sobre a producgéo de EPS, Qurashi et al. (2012) ao estudarem esse mecanismo sob
a influéncia de estresse salino, relataram que o aumento da producdo de EPS em niveis
mais elevados de salinidade, favorece a formacdo de biofilme e protege o vegetal por
meio da manutencdo de uma camada de agua ao redor das células, contribuindo
significativamente para a melhoria da fertilidade do solo e o crescimento vegetal.
Ashraf et al. (2005) avaliando bactérias produtoras de EPS, observaram aumento na
agregacao do solo ao redor das raizes das plantas de trigo inoculadas, cultivadas em solo
salino, afetando positivamente suas caracteristicas fisico-quimicas. Os autores
perceberam ainda que para compensar o estresse imposto pela salinidade, a producdo de
exopolissacarideos sdo estratégias significativas para auxiliar no metabolismo do sal nas
bactérias tolerantes.
Tabela 5. Médias da producéo de exopolissacarideo pelas bactérias promotoras de

crescimento vegetal associadas a Atriplex.

Linhagem  Nicho Halo de EPS (mm) Linhagem Nicho  Halo de EPS (mm)
UAGAL 09 SSC 16,78 g UAGAL 77 RIZO 10,67 g
UAGAL 14 SSC 7,469 UAGAL 89 SSC 60,33 a
UAGAL 21 SSC 10,65 g UAGAL 90 SSC 57,08 a
UAGAL 25 SCC 10,86 ¢ UAGAL 92 SSC 18,42 f
UAGAL 33 ER 23,26 ¢ UAGAL 93 SSC 8,009
UAGAL 35 ER 27,76 d UAGAL 99 ScC 41,00 c
UAGALt 37 ER 20,30e UAGALt 101 SCC 25,66 e
UAGALt 51 EF 18,05 f UAGALt 107 ScC 50,38 b
UAGAL 53 EF 9,83¢g UAGALt 114 EF 14,12 f
UAGAL 54 EF 7,729 UAGALt 122 EF 17,67 e
UAGAL 63 EF 39,75¢ UAGAL 125 EF 53,96 b
UAGAt71  RIZO 29,83d UAGAL 128 EF 60,28 a
UAGAt75 RIZO 31,63d

CV (%) 14,54
Letras iguais nas mesmas colunas ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade de significancia.
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3.6. Selecdo de bactérias produtoras da molécula quorum sensing (N — acil

homoserina lactona/AHL)

Para a producdo da molécula quorum sensing (AHL), foi constatado que as
linhagens testadas mostraram-se positivas, pois as colbnias da bactéria A. Tumefaciens
apresentaram a pigmentacdo azul (Figura 9), exceto a bactéria UAGALt 77 pertencente a
rizosfera da area de Serra Talhada. Com isso, pode ser destacado o alto indice de
bactérias produtoras da molécula AHL, ficando em torno de 96,33%, fato que evidencia
a adaptacdo das bactérias testadas ao ambiente salino com o cultivo da Atriplex.

Associando-se os resultados encontrados neste trabalho aos dispostos na literatura,
percebe-se um percentual superior de bactérias produtoras da molécula quorum sensing
(AHL). Leite (2012), estudando bactérias halotolerantes associadas a cana-de-acUcar e
analisando a producdo de quorum sensing, entre 102 isolados testados, obteve 49%
positivos para essa caracteristica. Ja Bhattacharyya et al. (2008) afirmam que, as
condi¢cdes ambientais muitas vezes mudam rapidamente e as bactérias precisam
responder muito rapido a essa mudanca, a fim de sobreviver. Estas respostas podem ser
de diferentes formas, incluindo a adaptacdo, disponibilidade de nutrientes e defesa
contra outros micro-organismos. No entanto, a comunicacdo quorum sensing ajuda as
bactérias a coordenar o seu comportamento diante de condi¢Ges adversas existentes no
ambiente.

Assim, a importancia da deteccdo de quorum sensing, especialmente a molécula
AHL, na adaptacdo de micro-organismos em geral, e particularmente em ambientes
salinos, é indispensavel. Porém o papel desta molécula na biosfera microbiana ainda é
relativamente desconhecido, necessitando de mais estudos para fins biotecnolégicos na

agricultura.
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Figura 9. A) Auséncia da coloracédo azul (negativo); B) Presenca da coloracéo azul
indicadora da expressdo da molécula quorum sensing (AHL).

De acordo com as caracteristicas de promocdo de crescimento vegetal das
bactérias descritas na tabela 6, vale ressaltar que das 107 linhagens estudadas neste
trabalho, 18 bactérias foram positivas em relagdo as seis caracteristicas testadas.
Convém relatar, também, que existiu uma quantidade acentuada de bactérias que
expressaram capacidade de fixacdo bioldgica de nitrogénio, producdo de acido indol
acético e solubilizacdo de fosfato inorganico (0% de NaCl), simultaneamente,
resultando em 53 bactérias que atuaram com 0s mesmos mecanismos, equivalente a
49,53% dos isolados testados.

A utilizacdo de micro-organismos promotores de crescimento vegetal é uma das
alternativas para a agricultura moderna, com o intuito de enfrentar o desafio de
promover o aumento da producéo de culturas gerando sustentabilidade e melhorando as
propriedades dos solos agricolas. Portanto, ndo s6 0s mecanismos responsaveis pela
promocdo do crescimento devem ser investigados, mas também uma compreensédo
completa de todas as etapas envolvidas na coloniza¢do destes micro-organismos em
plantas e solos deve viabilizar a eficiéncia e confiabilidade das bactérias como

potenciais inoculantes.

Foto: Andreza Raquel Barbosa de Farias



Tabela 6. Caracteristicas de promogéo de crescimento vegetal de bactérias halotolerantes associadas a Atriplex nummularia L.

Solubilizacdo Solubilizagéo

Solubilizacdo Solubilizacdo

Linhagem Producdo  de Fosfato de Fosfato  Produgdo  Producdo Linhagem Producdo de Fosfato de Fosfato  Produgéo Producéo

bacteriana FBN de AIA 0% NaCl 5% NaCl EPS de HLA bacteriana FBN de AIA 0% NaCl 5% NaCl EPS de HLA
UAGAL 01 - + + - UAGAL 70 - -

UAGALt 02 - + + + UAGAL 71 + + + + + +
UAGAL 04 - - UAGAL 72 + + -

UAGAL 05 - - UAGAL 73 + + + -

UAGAL 06 - + + - UAGAL 74 + + + -

UAGAL 07 - - UAGAL 75 + + + - + +
UAGAL 08 + + + - - + UAGALt 76 + + -

UAGAt09  + + + - + + UAGAL 77 + + + + + +
UAGAL 12 - + + - UAGALt 78 - -

UAGAL 13 - + + - UAGALt 79 - -

UAGALt 14 + + + + + + UAGAL 80 - -

UAGAL 15 + + + - UAGAL 82 - -

UAGALt 17 - - UAGAL 84 - -

UAGAL 18 - - UAGAL 88 - -

UAGAL 19 + + + - UAGAL 89 + + + + + +
UAGAL 20 - - UAGAL 90 + + + - + +
UAGAL 21 + + + + + + UAGALt 92 + + + + + +
UAGAL 22 + + + + - + UAGAL 93 + + + - + +
UAGAL 23 + + + - UAGAL 94 + + +

UAGAL 24 - - UAGAL 95 + + + - - -
UAGAL 25 + + + + + + UAGAL 98 + + -

UAGAL 26 - - UAGAL 99 + + + - + +
UAGAL 27 + + + - UAGAL 101 + + + + + +
UAGAL 28 + + - UAGAL 104 - -

UAGAL 29 - - UAGAL 105 - -

UAGAL 30 - - UAGAL 107 + + + + + +
UAGAL 32 - - UAGAL 108 + + +

UAGAL 33 + + + + + + UAGALt 111 - -

UAGAL 34 + + + - UAGALt 112 - + -

UAGALt 35 + + + + + + UAGAL 113 + + + -

UAGALt 36 + + + UAGALt 114 + + + + + +
UAGALt 37 + + + + + + UAGAL 115 + + -
UAGAL 38 + + + - UAGAL 119 + + + -
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Continuacao da tabela 6. Caracteristicas de promocéo de crescimento vegetal de bactérias halotolerantes associadas a Atriplex nummularia L.

Solubilizacdo Solubilizacdo

Solubilizacdo Solubilizacdo

Isolado Producdo de Fosfato de Fosfato  Producéo Producédo Isolado Producdo de Fosfato de Fosfato  Producéo Producédo
bacteriano FBN de AIA 0% NaCl 5% NaCl EPS de HLA  bacteriano  FBN de AIA 0% NaCl 5% NaCl EPS de HLA

UAGAL 39 + + + - UAGALt 120 + + + -

UAGALt 40 + + + - UAGALt 122 + + + - + +
UAGAt 41 + + + - UAGALt 123 + + + -

UAGAL 42 + + + - UAGALt 124 + + + -

UAGALt 43 + + + - UAGAL 125 + + + + + +
UAGAL 44 - - UAGALt 126 + + + -

UAGAL 45 + + + - UAGALt 127 + + + -

UAGAL 46 - - UAGALt 128 + + + - + +
UAGALt 49 - + - UAGALt 129 - -

UAGALt 51 + + + + + + UAGALt 130 - -

UAGAL 53 + + + + + + UAGAt 131 - -

UAGAt54  + + + + + + UAGALt 132 - -

UAGALt 61 + + + - UAGALt 133 + +

UAGAL 62 - - UAGALt 135 - + +

UAGAL 63 + + + + + + UAGALt 137 - -

UAGAL 64 - UAGALt 138 - -

UAGAL 65 - - UAGALt 139 - -

UAGAL 66 + + + - - - UAGALt 140 + + +

UAGALt 67 - - UAGALt 141 - + +

UAGAL 68 - - UAGAL 142 + + +

UAGAL 69 + + + - -
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4., CONCLUSOES

A existéncia de bactérias halotolerantes associadas as plantas de Atriplex com
caracteristicas de promocao de crescimento vegetal foi confirmada no presente estudo.

A maior densidade populacional de bactérias foi encontrada na rizosfera associada as
plantas de Atriplex.

A salinidade do meio de cultivo afetou o indice de solubilizacdo de fosfato inorganico
pelas bactérias, porém ndo inibiu essa caracteristica para algumas bactérias avaliadas na
concentracédo de 5% de NacCl.

As bactérias endofiticas de raiz proporcionaram o maior nimero de fixadoras biolégicas
de nitrogénio e produtoras de acido indol acético.

As bactérias halotolerantes tém alto potencial para producdo de exopolissacarideos e
molécula quorum sensing (HLA).

As bactérias halotolerantes sdo promissoras para uso como inoculantes e eficientes no

auxilio do desenvolvimento vegetal da Atriplex e na recuperacdo de solos salinos.
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CAPITULO Il

REINOCULACAO DE BACTERIAS HALOTOLERANTES EM Atriplex nummularia L.
CULTIVADA EM AMBIENTE PROTEGIDO
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RESUMO

Altas concentragdes de sais se constituem em um dos maiores fatores causadores de estresse
ambiental, requerendo alternativas viaveis para reduzir seus efeitos negativos na producédo
agricola. Com isso, a exploracdo de bactérias promotoras de crescimento vegetal com certa
tolerancia ao estresse salino, traz um leque de aplicages biotecnoldgicas que possibilitam o
uso desses micro-organismos como inoculantes, podendo proporcionar efeitos benéficos na
interacdo solo-planta. Nesse contexto, objetivou-se analisar os efeitos da reinoculagdo de
bactérias halotolerantes com promocdo de crescimento vegetal em plantas de Atriplex
nummularia L. cultivadas em ambiente protegido. As bactérias utilizadas foram isoladas de
plantas de Atriplex cultivadas em solos salinos, e caracterizadas previamente como bactérias
halotolerantes, e os tratamentos consistiram em T1: Testemunha, sem inoculagdo; T2:
UAGAL22; T3: UAGAL25; T4: UAGAL35; T5: UAGAL53 e T6: Mix de todas as bactérias. O
experimento foi realizado em ambiente protegido, na UAG/UFRPE, adotando-se o
delineamento estatistico inteiramente casualizado, com 6 tratamentos e 5 repeti¢es, totalizando
30 unidades experimentais. As variaveis analisadas foram: Teor de clorofila a, b e total;
condutancia estomatica (gs); temperatura foliar; fitomassa verde, fitomassa seca total e das
partes fracionadas (raiz, caule e folha) das plantas; contetdos e teores de sddio, potassio, calcio
e magnésio; nitrogénio total, proteina bruta de folhas e carbono orgéanico total vegetal. Nao
houve influéncia dos tratamentos de inoculagdo para os teores de clorofila a, b, total e
condutancia estomatica. A reinoculacdo incrementou a massa verde das folhas, com
expressividade do tratamento 4 (indculo UAGALt 35). Os teores dos nutrientes analisados nas
folhas das plantas nao sofreram influéncia, enquanto que nas partes fracionadas de raiz e caule,
os teores de Na, K, Mg aumentaram significativamente. Os conteddos de Na e Mg tiveram
acréscimo nas raizes da Atriplex a partir da reinoculacdo. Em relacdo ao nitrogénio total
vegetal, ocorreu diferenca significativa entre os tratamentos apenas no caule das plantas, sendo
proporcionado pelo mix das bactérias. O carbono organico total teve aumento significativo no
caule e folhas da Atriplex. A reinoculacdo com bactérias halotolerantes e promotoras de
crescimento vegetal contribuiram com o crescimento e nutricdo das plantas de Atriplex,
demonstrando a viabilidade destas linhagens bacterianas como inoculantes, tornando-se
alternativa promissora para aplicacdo em campo, com o principio de colaboracdo no
desenvolvimento vegetal e fitorremediacao de solos salinos.

Palavras-chave: Promocao de crescimento, halofita, nutriente.
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ABSTRACT

High concentrations of salts constitute one of the major causes of environmental stress,
requiring viable alternatives to reduce its negative effects on agricultural production. Thus, the
exploitation of plant growth promoting bacteria with some salt tolerance, brings a range of
biotechnological applications that enable the use of these microorganisms as inoculants may
provide beneficial effects on soil-plant interaction. In this context, the objective was to analyze
the effects of reinoculation of halotolerant bacteria with plant growth promotion in plants of
Atriplex nummularia L. grown in a greenhouse. The bacteria used were isolated from Atriplex
plants grown in saline soils, and previously characterized as halotolerant bacteria, and the
treatments consisted of T1: control without inoculation; T2: UAGAt22; T3: UAGAL25; T4:
UAGAL35; T5: T6 UAGAL53: Mix all bacteria. The experiment was conducted in greenhouse
at UAG/UFRPE, adopting the completely randomized design with 6 treatments and 5
replications, totaling 30 experimental units. The variables analyzed were: content of
chlorophyll a, b and total; stomatal conductance (gs); leaf temperature; green biomass, total dry
biomass and fractional parts (root, stem and leaf) of plants; content and levels of sodium,
potassium, calcium and magnesium; total nitrogen, crude protein of leaves and total organic
carbon plant. No influence of the inoculation treatments for the contents of chlorophyll a, b,
and total stomatal conductance. The re-inoculation increased the mass of green leaves, with
expression of the 4 treatment (inoculum UAGALt 35). The nutrient content analyzed in leaves
were not affected, while the fractional parts of roots and stems, the levels of Na, K, Mg
significantly increased. The contents of Na and Mg were increased in roots of Atriplex from
reinoculation. In relation to total plant nitrogen, significant difference between treatments only
in the stems of plants, being provided by the mix of bacteria. The total organic carbon increased
significantly in the stem and leaves of Atriplex. The reinoculation with halotolerant bacteria
and promoting plant growth contributed to the growth and nutrition of plants of Atriplex,
demonstrating the viability of these bacterial strains as inoculants, making it a promising
alternative for application in the field, with the principle of collaboration in plant growth and
phytoremediation saline soils.

Keywords: Promotion of growth, halophyte, nutrient



63

1. INTRODUCAO

A utilizacdo dos micro-organismos na forma de inoculantes biologicos podem ajudar o
mercado agricola, se destacando como uma das tecnologias mais eficientes em substituir
métodos tradicionais de adubacdo. Entre a diversidade desses micro-organismos, existem as
bactérias halotolerantes, capazes de viver na presenca de sais, habitando ambientes salinos e
também associadas a plantas haléfitas. Essas bactérias podem possuir caracteristicas de
promogdo de crescimento vegetal, com multiplas aplicacbes biotecnoldgicas (FLORES-
FERNANDEZ et al., 2012; HEIDARI et al., 2012; SALAMONE et al., 2012).

As bacteérias halotolerantes isoladas da mesma variedade da planta que se deseja inocular
sdo mais eficientes, especialmente quando a populagdo nativa esta presente. Aliado a isso, ha
necessidade de selecionar micro-organismos promissores, capazes de fixar nitrogénio,
solubilizar fosfato inorganico e produzir substancias promotoras de crescimento de plantas para
serem reinoculados na planta hospedeira (ROESH et al., 2005). Estas bactérias podem
colonizar diferentes 6rgdos das plantas e exercer efeitos benéficos sobre elas, podendo
promover aumento na taxa de crescimento, no desenvolvimento de 6rgédos, contribuir com a
nutricdo, favorecendo o rendimento das culturas. Com isso, torna-se uma rentavel estratégia
para promover o crescimento das plantas sob estresse salino, sendo cultivadas em casa de
vegetacdo e no campo (AAMIR et al., 2013).

Para incrementar o estudo destas bactérias em ambientes salinos, juntamente com plantas
tolerantes, € importante analisar aspectos agronémicos, fisioldgicos e nutricionais, que possam
contribuir satisfatoriamente com a producdo de biomassa vegetal. Dessa forma, este pode ser
um caminho promissor, criando-se novas possibilidades na exploracdo biotecnologica de
inoculantes (FARISSI et al., 2014). E relevante enfatizar ainda, que a Atriplex nummuralia L.,
se destaca com sua abundante producdo de fitomassa foliar, apresentando teores elevados de
proteina e tendo um bom rendimento forrageiro, além de tolerar déficit hidrico e ambientes
altamente salinos, representando uma fonte de alimentacdo complementar para animais
(FREIRE et al., 2010).
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Diante disto, alguns trabalhos tém tornado evidente que em varias culturas, como cana-
de-acucar (BENEDUZI et al., 2013), milho (CANGAHUALA-INOCENTE et al., 2013), feijao
(FARIAS et al., 2012), arroz (ARAUJO et al., 2013) e outras, ha respostas positivas a
inoculagdo com linhagens bacterianas. Todavia, informagdes sobre o uso de inoculantes com
bactérias halotolerantes, ainda sdo escassas, assim como sao restritos os trabalhos com plantas
de Atriplex nummularia L.

Dessa forma, torna-se necessario o estudo da reinoculacdo e de seus efeitos no cultivo
desta planta haléfita, com a finalidade de aprimorar seu manejo cultural, dando condic¢des para
beneficiar o processo de fitorremediagdo em solos salinos e colaborar com a sustentabilidade

socioambiental.
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2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido em ambiente protegido durante o periodo de fevereiro a
setembro do ano de 2013, em instalacBes pertencentes & Unidade Académica de Garanhuns da
Universidade Federal Rural de Pernambuco, no municipio de Garanhuns — PE, situado a 8° 53’
27’ de latitude S e 36° 48’ de longitude, a uma altitude de 841 m. O clima da regido é
classificado como subtropical, com regime de chuvas de outono-inverno, segundo classificacdo

de Koppen, com temperatura média anual de 21,2 °C.

2.1. Tratamentos e delineamento estatistico

Os tratamentos consistiram em: T1: Testemunha, sem inoculo; T2: Inoculo 1 (UAGALt
22); T3: Inoculo 2 (UAGAL 25); T4: Inoculo 3 (UAGALt 35); T5: Inoculo 4 (UAGAL 53); e T6:
Inoculo 5 (Mix de todas as bactérias: UAGALt 22, 25, 35 e 53). O delineamento estatistico
adotado foi inteiramente casualizado com 6 tratamentos e 5 repeti¢des, totalizando 30 unidades

experimentais.

2.2. Preparo dos inoculos

Antecedendo a reinoculacdo das bactérias nas plantas de Atriplex, foram realizadas
analises microbiologicas no Laboratdrio de Genética e Biotecnologia Microbiana
(UAG/UFRPE) das linhagens para a posterior reinoculagdo, sendo utilizadas para este
procedimento 4 linhagens bacterianas isoladas de plantas de Atriplex nummularia L.,
associadas ao solo com cultivo da planta e os nichos, endofitico de raiz e folha. As bactérias
possuem caracteristicas comprovadas de promocéo de crescimento vegetal, tais como fixadoras
de nitrogénio biologicamente, solubilizadoras de fosfato em meio rico com sal (5% NacCl),
produtoras de acido indol acético, exopolissacarideos e expressdo da molécula de quorum
sensing (Tabela 1). Dessa forma, colbnias bacterianas isoladas, foram repicadas em meio TSA

liquido acrescido de 5% de NaCl. Depois do crescimento bacteriano, as culturas bacterianas
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foram diluidas em solucdo salina e em seguida foi realizada a densidade ética dos isolados

bacterianos em espectrofotdbmetro com comprimento de onda de 600 nm.

Tabela 1. Caracteristicas de promocdo de crescimento vegetal das bactérias halotolerantes

utilizadas para a reinoculacgdo nas plantas de Atriplex nummularia L.

Solubilizacdo Solubilizacdo

Linhagem Produgcdo de Fosfato de Fosfato  Producgdo de Producéo de
bacteriana Nicho FBN de AIA 0% NacCl 5% NaCl EPS HLA
UAGAL 22 ssc + + + + - +
UAGAL 25 scc + + + + + +
UAGALt 35 ER + + + + + +
UAGAt 53 EF + + + + + +

(SSC: Solo sem cultivo; SCC: Solo com cultivo; ER: Endofitica de raiz; EF: Endofitica de folha)

2.3. Instalacéo e conducéo do experimento

Para a instalacdo do experimento, foram formadas mudas de Atriplex a partir de estacas
provenientes de plantas matrizes coletadas em um experimento instalado na cidade de
Ibimirim-PE (Figura 1). Para o preparo das mudas, foi utilizado como substrato, humus
comercial (100% natural) em sacos de polietileno. Quando a planta obteve altura aproximada
de 20 cm de altura, realizou-se o transplantio das mesmas para vasos com capacidade
volumétrica de 10 L, os quais foram preenchidos com substrato composto de himus comercial
e um material de solo na proporcdo de 1:1, cuja caracterizacdo fisico-quimica do solo encontra-
se na Tabela 2.

A reinoculacdo foi realizada 3 meses apos a formacdo de mudas, sendo distribuidos 200
mL do inoculo equivalente a cada tratamento, em pontos equidistantes proximos a planta em
cada vaso. A irrigacdo foi realizada diariamente durante o experimento, utilizando uma
quantidade de 200 mL da solucéo salina, com condutividade elétrica equivalente a 5 dSm™,

preparada com NaCl.
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Tabela 2. Caracterizacdo quimica e fisica do solo utilizado para o cultivo da Atriplex
nummularia Lindl.

Atributos quimicos

pH! p? K* Na* ca* Mg AP H+Al  COT?
mg dm’ ——F— cmol dm*—— gkg*
511 45,26 0,11 0,06 0,8 0,5 0,3 3,51 7,84
Atributos fisicos
Areia Silte Argila Dp* Ds®
Fina Grossa
kg kg* —gom®—

0,1534  0,6984 0,0283 0,1295 2,7 1,55

T pH em agua (1:2,5); % Fésforo disponfvel (Mehlich-1); * Carbono organico total;  Densidade das particulas;
¥ Densidade do solo

Foto: Flaviana Gongalves da Silva

Figura 1. Planta matriz (A), estacas da Atriplex B), formacdo de mudas (C), transplantio
para vasos (D), plantas formadas (E), plantas podadas para posterior reinoculacdo das
bactérias halotolerantes (F).
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Ao final do experimento (90 dias apos a reinoculagdo), foram coletadas amostras de solo,
no qual as plantas de Atriplex foram cultivadas, a fim de se avaliar os atributos quimicos apds o
cultivo. Avaliou-se fosforo disponivel no solo, nitrogénio total e carbono organico total do solo.
Para a determinacédo de fdosforo, foi utilizada a metodologia descrita por Olsen et al. (1954). O
nitrogénio total e carbono organico total foram analisados a partir da metodologia proposta por
Mendonca e Matos (2005). A partir dos resultados de nitrogénio e carbono organico, foi obtida

a relacdo C/N do solo (Tabela 3).

Tabela 3. Atributos quimicos do solo cultivado com Atriplex
nummularia Lindl reinoculadas com bactérias halotolerantes.

Teor de P Relacdo C/N
Atributos quimicos mg/kg™
T1-Testemunha 37,93 1,525
T2- Isolado UAGALt 22 39,29 0,885
T3- Isolado UAGALt 25 35,15 1,529
T4-Isolado UAGAL 35 37,01 1,186
T5- Isolado UAGAL 53 29,23 1,422
T6- MIX 4454 1,147

2.4. Variaveis analisadas

2.4.1. Analises fisioldgicas e morfoldgicas

A0s 2 meses apoOs a reinoculacdo, no horario das 08:00 as 09:00 da manhd foram
mensurados o teor de clorofila a, b e total, em folhas intermediarias das plantas, através do
medidor eletronico de teor de clorofila, CLOROFILOG CFL1030, da marca FALKER. Na
mesma ocasiao foram realizadas as leituras da condutancia estomatica (gs) e temperatura foliar,
sendo determinadas com o uso de um pordmetro de equilibrio dindmico (LICOR, modelo LI-
1600).
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Ao final do experimento, aos 90 dias apos reinoculagdo, foram analisadas a fitomassa
verde de raiz, caule, folha e total das plantas, utilizando uma balanca de precisdo e em seguida
foi feita a determinacdo da fitomassa seca, através da secagem do material vegetal em estufa a
60 °C até alcancar a massa constante (SANTOS, 2012).

2.4.2.Teor de nutrientes

Apdbs a obtencdo da massa seca de todas as plantas, as partes fracionadas (raiz, caule e
folha), foram utilizadas para a andlise de nutrientes. A fitomassa correspondente as trés partes
do vegetal foram moidas em moinho (Willey) e realizada a digestdo nitroperclérica (SILVA,
2009). Logo apds a determinacdo dos teores de sodio e potassio foi efetuada por fotometria de
emissdo de chama; e os teores de calcio e magnésio, por absorcdo atdmica (SOUSA et al.,
2011). Com os dados de producéo de fitomassa seca e dos teores dos elementos na folha, caule
e raiz, foram calculados os contetidos extraidos pela planta (SILVA, 2009).

Para a determinacdo do nitrogénio total vegetal, as amostras passaram pela digestdo
sulfurica a quente e a determinacédo foi realizada pelo método semi-micro-Kjeldahl de acordo
com a metodologia descrita por Silva (2009). O teor de proteina bruta das folhas (PB) foi
estimado a partir dos dados de nitrogénio pelo fator de conversédo de 6,25 (GALVANI &
GAERTNER, 2006).

2.4.3 Determinacao de Carbono Orgénico vegetal
O carbono orgénico vegetal das amostras de raiz, caule e folha foi determinado através da

oxidacdo da matéria organica em presenca de acido sulfurico e dicromato de potéssio, seguindo

a metodologia descrita por Bezerra Neto & Barreto (2011).
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3. Analise estatistica

Os dados obtidos para cada variavel foram submetidos a analise de variancia pelo teste F,
até 5% de significancia e as meédias foram comparadas pelo teste de Tukey utilizando o
programa estatistico SISVAR 5.3.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Analises fisiolégicas e morfoldgicas

A reinoculagdo de plantas utilizando micro-organismos com promog¢éo de crescimento é
umas das alternativas que possibilita o incremento da biomassa vegetal, teor e contetdo de
nutrientes entre outras caracteristicas fisiologicas ou morfoldgicas. Dessa forma, na Tabela 4,
encontram-se as médias das varidveis analisadas, percebendo-se que ndo ocorreu efeito entre os
tratamentos, em relacdo a clorofila a, b e total; condutancia estomatica (gs) e temperatura foliar
em plantas de Atriplex nummularia L.

Desse modo, provavelmente, ndo houve influéncia da inoculacdo sobre a producdo dos
pigmentos avaliados, o que consequentemente, manteve os teores constantes de clorofila,
havendo uma maior presenca de pigmentos da clorofila a do que de b. De acordo com Gomes
et al. (2013), pode ter acontecido degradacdo da clorofila b, aumentando relativamente a
quantidade da clorofila a. Kappes et al. (2013) estudando inoculagdo de bactérias diazotréficas
observaram um maior indice de clorofila quando aplicou o tratamento com inoculacdo na
cultura do milho, relatando ainda que essa possivel reposta tem relagdo com os mecanismos de
promoc¢do do crescimento das bactérias, incrementando a capacidade das plantas em absorver
nutrientes do solo.

Na condutancia estomatica (gs), é importante ressaltar que no tratamento 3 (UAGAL 25)
apesar de ndo ser diferente estatisticamente dos demais, percebe-se valor minimo para a gs e
maximo para a temperatura foliar. Dessa forma, este processo pode ter acontecido pela indugéo
ao fechamento estomaético, reduzindo a transpiracdo e consequentemente minimizando a perda

de agua para o ambiente. Com o fechamento estomatico, a diminui¢do na transpiracdo pode
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também causar insuficiente resfriamento da folha que leva ao aumento da temperatura da foliar
(ALVES et al., 2011).

Dessa forma, observa-se no presente trabalho que a bactéria UAGALt 25 destacou-se
quanto a essa caracteristica. Possivelmente, ocorreu a colaboracdo dessa bactéria, caracterizada
como promotora de crescimento vegetal, ajudando no crescimento e desenvolvimento vegetal,
com provaveis contribuicdes no comportamento fisioldgico desta haldfita. Todavia, mais
estudos devem ser realizados buscando compreender a relacdo da fisiologia e inoculantes

bacterianos interagindo com plantas de Atriplex.

Tabela 4. Médias da clorofila a, b, total (mg g™), condutancia estomatica (umol ms?)
e temperatura foliar (°C) de plantas de Atriplex nummularia L., reinoculadas com

bactérias halotolerantes.

Clorofila Temp.
Tratamento Clorofilaa Clorofilab total gs foliar
T1-Testemunha 37,70 a 14,4 a 52,11 a 0,0748a 26,90a
T2- Isolado UAGAL 22 37,48 a 13,70 a 51,18 a 0,0953a 26,18a
T3- Isolado UAGAL 25 35,76 a 11,94 a 47,70 a 0,0559a 27,00a
T4-1solado UAGAL 35 37,36 a 13,30 a 50,66 a 0,0951a 25,60a
T5- Isolado UAGAL 53 35,56 a 11,30 a 46,86 a 0,0863a 26,58 a
T6- MIX 35,86 a 12,32 a 48,18 a 0,0951a 26,98a
C.V. (%) 9,6 23,88 13,11 25,24 3,88

Meédias seguidas de letras distintas na coluna diferem pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Na tabela 5, estdo dispostas as medias das variaveis analisadas para a fitomassa verde,
seca e total das plantas de Atriplex, onde as mesmas ndo tiveram diferenca significativa pelo
teste de Tukey (p<0,05) em funcdo dos tratamentos de reinoculagédo, exceto para a fitomassa

verde das folhas.



72

Para a analise da fitomassa verde das folhas, o tratamento 4 (inoculo UAGAt 35),
expressou o maior valor médio (123,87 g planta™) em relagdo aos demais, enquanto a
testemunha ficou em torno de 104,65 g planta™. Para as demais analises, mesmo ndo sendo
significativo estatisticamente, pode-se observar que os maiores valores foram expressos quando
aplicados os tratamentos com os inoculos bacterianos.

Diante dos resultados ressalta-se, que as linhagens bacterianas que foram inoculadas nas
plantas de Atriplex sdo eficientes na fixacdo bioldgica de nitrogénio, sintese de acido indol
acetico e solubilizadores de fosfato inorganico (0 e 5% de NaCl), produtoras de EPS e quorum
sensing (Tabela 1). Deste modo, tal resposta pode ser justificada pelas caracteristicas de
promocao de crescimento associadas as plantas haldfitas. No entanto, bactérias promotoras de
crescimento vegetal podem estimular o crescimento influenciando no rendimento e na absor¢édo
de nutrientes pela planta, e assim disponibilizando alguns nutrientes como, nitrogénio e fésforo,
além de sintetizar fitohormdnios e proteger o vegetal contra estresses ambientais (HEIDARI et
al., 2012). Ressalva-se ainda que de acordo a andlise quimica do solo cultivado com Atriplex,
percebe-se maiores valores para teor de fosforo e relacdo C/N no solo quando foi submetido a
reinoculacdo das bactérias, dessa forma, esses resultados podem ter contribuido com a maior
disponibilidade de nutrientes contribuindo com o crescimento da planta (Tabela 3).

No entanto, neste trabalho é importante ressaltar também que 0s menores valores para
producdo de fitomassa verde das raizes das plantas consistiram nos tratamentos com 0s
indculos, UAGAt 25 (53,25 pg.mL™) e UAGAt 53 (31,77 pg.mL™), com as respectivas
producdes de AlA in vitro. Contudo, a resposta das plantas as auxinas liberadas pelas bactérias
pode variar do efeito benéfico ao inibitorio, dependendo da concentragdo. Quando sé&o
produzidas altas quantidades de auxinas exogenas, pode ocorrer inibi¢cdo do desenvolvimento
das raizes, provocando efeitos negativos de crescimento das plantas (BIANCHET et al., 2013).
Este fato pode ter ocasionado uma reducdo da fitomassa nas plantas de Atriplex quando
submetidas a reinoculacdo com estas linhagens, o que aconteceu ao contrario com a bactéria
UAGAL 22 (6,15 pug.mL™), que apesar de diferir estatisticamente das demais, proporcionou a
maior formacdo de fitomassa verde da raiz (Tabela 5).
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Tabela 5. Médias da fitomassa verde de folhas (FVF), fitomassa verde de caule (FVC), fitomassa
verde de raiz (FVR), fitomassa verde total (FVT), fitomassa seca de folhas (FSF), fitomassa seca de
caule (FSC), fitomassa seca de raiz (FSR), fitomassa seca total (FST) de plantas de Atriplex
nummularia L., reinoculadas com bactérias halotolerantes.

TRATAMENTO FVF(g) FVC(g) FVR (g) FVT (g) FSF (g) FSC (g) FSR(g) FST(g)
T1-Testemunha 104,65ab 167,19a 70,97 a 287,52 a 34,88 a 51,17 a 18,70a  86,05a
T2- Isolator UAGAt22 102,19ab 17192 a 90,61 a 279,30 a 34,63 a 48,84 a 23,02 a 83,47 a
T3- Isolado UAGAt25 99,85ab 150,70 a 65,34 a 287,52 a 33,99 a 50,32 a 27,35 a 84,31 a
T4-Isolado UAGAt35 123,87a 161,70a 89,43 a 305,15a 38,86 a 53,59 a 21,35a 92,46 a
T5- Isolado UAGAt53 82,97b 149,88 a 63,09 a 246,54 a 30,12 a 39,73 a 21,97 a 69,86 a
T6- MIX 109,65ab 185,96 a 82,064 a 310,45 a 36,18 a 51,744 a 19,14a 8792a
C.V. (%) 15,02 19,58 37,52 15,22 16,45 16,18 31,25 15,91

Meédias seguidas de letras distintas na coluna diferem pelo teste de Tukey (P < 0,05).

4.2. Teor de nutrientes

Os teores médios de céalcio, magnésio, sédio e potassio nas partes fracionadas das

plantas de Atriplex (folha, caule e raiz), encontram-se discriminados na Tabela 6. Ndo ocorreu

efeito significativo (Tukey, p<0,05) dos tratamentos reinoculados sobre os teores dos elementos

analisados na fitomassa seca da fracdo folha das plantas avaliadas.

Quanto aos teores de nutrientes no caule em funcgéo dos tratamentos, percebe-se que nao

houve diferenca para os teores de célcio, sodio e potassio. No entanto, para 0 magnésio,

constatou-se resultado superior no tratamento 5 (UAGALt 53), destacando-se em relagdo aos

demais com valor de 0,430 dag/kg planta™® para este elemento, enquanto que nas plantas

testemunha esse valor foi da ordem de 0,408 dag/kg ™.

Na fracdo raiz, ndo foi verificado efeito significativo em relagdo ao teor de célcio,

porém, observou-se diferenca significativa para os demais elementos. A reinoculagéo
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conseguiu incrementar o teor de sodio nas plantas de Atriplex, destacando-se o tratamento 5
(UAGAL 53) com valor de 34,40 dag/kg™. Isso pode ter ocorrido, por ser a Atriplex uma
halofita, necessitando de concentracdes satisfatdrias de sais no seu metabolismo (SOUSA et al.,
2013), fato que justifica a maior concentracdo de sédio na raiz da planta. Destaque-se, que esta
linhagem utilizada no tratamento, é oriundo do nicho endofitico de folha e produtora do
fitorménio, acido indol acético; com isso acredita-se, que esta bactéria contribuiu,
incrementando o crescimento da raiz, por meio da elongacdo celular e melhorando a absorcéo
dos nutrientes, e consequentemente ocorrendo um maior acimulo de sodio nos tecidos
radiculares da planta, diferentemente da testemunha. Como esta bactéria é endofitica, pode ter
acontecido uma interacdo mais rapida desta com a planta, facilitando a promocdo de
crescimento, diante das outras linhagens testadas neste experimento.

Em relacdo a concentracdo de potassio na raiz, a testemunha resultou no valor de 52,20
dag/kg™, ndo diferindo dos tratamentos 2-UAGALt 22 (50,20 dag/kg planta™), 3-UAGAt 25
(40,20 dag/kg planta™), 4-UAGAt 35 (49,60 dag/kg planta™) e 5-UAGALt 53 (51,80 dag/kg
planta™), reinoculados com bactérias halotolerantes. Para o teor de magnésio na raiz, percebe-
se efeito significativo entre os tratamentos, de modo, que o valor de 0,642 dag/kg planta™ da
testemunha foi o maior, porém néo diferiu dos tratamentos 2-UAGALt 22 (0,638 dag/kg planta™)
e 3-UAGAL 25 (0,636 dag/kg planta™®), enquanto o Mix de bactérias proporcionou o menor teor
deste nutriente (0,384 dag/kg planta™).

Mediante aos resultados expostos, ressalta-se ainda que conhecimentos dos teores de Ca,
Mg, Na e K na folha, caule e raiz da Atriplex nummularia L, fornece informag6es importantes
para um programa de manejo em areas salinizadas, contribuindo com a extragdo de sais nos
solos. Outros autores avaliando teores de nutrientes nas culturas de cafeeiro (PIMENTEL et al.,
2008), abacaxizeiro (BALDOTTO et al., 2010) e tomateiro (BARRETTI et al., 2008)
inoculadas com bactérias promotoras de crescimento vegetal, perceberam que as bactérias
promoveram elevadas concentragbes de Ca, K e Mg, influenciando positivamente o
desenvolvimento destas culturas.

Diante da importancia destas bactérias como inoculantes, percebe-se a contribuicdo
destas para a eficiéncia nutricional e rendimento das plantas. No entanto, alguns micro-

organismos participam ativamente na captacdo de nutrientes através da rizosfera, fato este que
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beneficia a mobilizacdo de elementos minerais, disponibilizando para a planta. Os mesmos séo
capazes de captar nutrientes em sitios de forma moleculares que as raizes ndao conseguem.
Consequentemente com a reinoculacdo de bactérias promotoras de crescimento vegetal nas
plantas de Atriplex, a tendéncia é fornecer nutrientes para este vegetal e a atividade microbiana
se beneficiar através do exsudados radiculares da mesma (HIRATA et al., 2011). J& Pereira et
al. (2004), abordam a importancia do cultivo da Atriplex em solo salino, concluindo que a
presenca desta haldfita influencia positivamente a atividade microbiana do solo associada as

plantas e indiretamente contribui para a recuperacdo do mesmo.

Tabela 6. Teores de nutrientes das fracbes de plantas de Atriplex nummularia Lindl reinoculadas com
bactérias halotolerantes.

FOLHA CAULE RAIZ
TRATAMENTO
Ca Na K Mg Ca Na K Mg Ca Na K Mg
dag/kg
T1-Testemunha 8,086a 91,600a 40,000a 1,718a 6,122a 43,200a 85400a 0,408ab 2514a 31,800a 52,200a 0,642a

T2- Isolado UAGAL 22 7952a 93,000a 38600a 1460a 5912a 43400a 80,000a 0/422ab 2444a 32,600a 50,200a 0,638a
T3- Isolado UAGAL 25 7620a 87,200a 32800a 1414a 5858a 38200a 70,200a 0,346b 2596a 30,600a 40,200a 0,636 ab
T4- Isolado UAGAL 35 7,862a 93,400a 39,400a 1426a 6,026a 40600a 82,000a 0410ab 1,742a 17,000b 27,200b 0,410c
T5- Isolado UAGAL 53 7,708a 93,000a 36,600a 1,388a 5926a 43,600a 82000a 0430a 1,768a 34,400a 49,600a 0,424 bc
T6- MIX 7,788a 96,200a 40,200a 1448a 5936a 44,600a 77,200a 0,384ab 1628a 31,400a 51,800a 0,384c

C.V. (%) 5,34 5,15 16,99 15,53 3,0 14,52 10,71 10,0 79,24 13,53 14,59 20,88

Meédias seguidas de letras distintas na coluna diferem pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Em relacdo aos conteudos de nutrientes, observa-se na Tabela 7, que ocorreu efeito
significativo entre os tratamentos, apenas para os nutrientes, Na e Mg na fracdo raiz. As
maiores extracOes de Na, ocorreram com o tratamento 3 (indculo UAGALt 25), chegando a
acumular 8,20 g-planta® de sédio, enquanto que o conteldo de Mg na raiz, também se
expressou de forma acentuada com o inoculo UAGALt 25, com valor maximo de 0,016 g-
planta’. Este inoculo (UAGAt 25), proporcionou os resultados mais relevantes para 0s
contetdos de Na e Mg nas plantas de Atriplex, consequentemente por ser um promotor de
crescimento, estimulando o desenvolvimento de plantas pela sintese de fitohorménio, como a

auxina.
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Sousa et al. (2011) estudando a fitoextragdo de sais pela Atriplex nummularia L. sob
estresse hidrico, cultivada em ambiente protegido, observaram valores elevados dos teores de
nutrientes nas partes fracionadas desta planta, mostrando o potencial desta planta como
fitoextratora. Lucio et al. (2013), relatam no estudo com inocula¢do de fungos micorrizicos
arbusculares em meloeiro, aumento nas concentrac@es e contetdos dos elementos, N, P e K em
plantas inoculadas com FMA sob condicdes de salinidade, tanto em condi¢bes controladas

COmo no campo.

Tabela 7. Contetdos de Ca, Mg, Na, e K em folha, caule e raiz de plantas de Atriplex nummularia
Lindl, reinoculadas com bactérias halotolerantes.

FOLHA CAULE RAIZ
TRATAMENTO
Ca Na K Mg Ca Na K Mg Ca Na K Mg
-1
g-planta
T1-Testemunha 283a 3194a 1360a 060a 3,13a 2259a 440la 0,20a 052a 589ab 951a 0,011lab

T2-Isolado UAGAt22 2752  323a 1325a 050a 288a 212la 3905a 020a 049a 749ab 1156a 0,014ab
T3-Isolado UAGAt 25 259a 29,71a 11,12a 047a 295a 194la 3554a 0417a 070a 820a 11,06a 0016a
T4-Isolado UAGAt35  305a 3648a 1514a 056a 3,22a 2207a 4428a 022a 038a 377b 595a 0,009 b
T5- Isolado UAGAt53  232a  27,92a 11,00a 041® 235a 17,27a 3274a 017a 0037a 7,10ab 10,32a 0,0086b

T6- MIX 28la 3488a 1454a 052a 306a 2291a 3995a 019a 03la 586ab 974a 0,0073b

C.V. (%) 18,63 1814 2029 2585 1696 2651 224 1812 2405 3256 3526 3299
Meédias seguidas de letras distintas na coluna diferem pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Na Tabela 8, apresentam-se os valores médios para o nitrogénio total nas partes
fracionadas das plantas de Atriplex e teor de proteina bruta nas folhas. Quanto a anélise de
nitrogénio total das partes fracionadas das plantas, a reinoculagdo incrementou essa
caracteristica influenciando positivamente no teor deste nutriente apenas no caule das plantas,
ndo havendo, entretanto, diferenca estatistica para folha e raiz.

De acordo com a Tabela 8, percebe-se que o tratamento Mix, composto de todas as
bactérias proporcionou 0,198 g/kg de nitrogénio total para o caule das plantas, obtendo o
maior valor em relacdo aos demais. Ja o tratamento T3, referente ao inoculo UAGALt 25

expressou o valor minimo equivalente a 0,053 g/kg de nitrogénio total. Esses dados sugerem,
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em parte, a contribuicdo da fixacdo biologica de N, e do aumento de volume do sistema
radicular promovido pelas bactérias halotolerantes, permitindo assim que a planta explore
maior volume de solo, consequentemente aumentando a concentracdo de N no caule das
plantas de Atriplex.

A inoculagdo com misturas de bactérias pode ser uma estratégia para a melhoria na
associacdo planta-bactéria, promovendo o crescimento e desenvolvimento vegetal. Dessa
forma, Pereira et al. (2013), analisando o teor de nitrogénio total em variedades de cana-de-
acucar cultivadas em campo, observaram respostas positivas quanto a inoculacdo com bactérias
diazotréficas, tendo destaque a mistura de bactérias, expressando valor maximo de 5,16 kg ha™
de N, na variedade RB867515. Em outro trabalho, Moreira et al. (2103), relatam que as
bactérias também assimilam as formas inorganicas de N tornando-as constituintes organicos de
suas células e tecidos. Entdo, os compostos sintetizados pelos micro-organismos podem entéo
ser parcialmente mineralizados tornando-se disponivel para as plantas.

O teor de proteina bruta, ndo diferiu estatisticamente entre os tratamentos, porém
observa-se valores elevados deste teor nas folhas da Atriplex, variando de 15,19 a 19,46%
(Tabela 8). Esses valores podem ter sido incrementados também com a promocdo de
crescimento vegetal dos inoculos bacterianos utilizados na reinoculagéo das plantas. Barroso et
al. (2006), observaram teor de proteina bruta médio em folhas de Atriplex de 15,11%. Santos
(2012) obtiveram resultados de 14,44 a 15,31% de proteina bruta em folhas e ramos de
Atriplex. Portanto, € importante relatar que as folhas sdo detentoras de bons teores de proteina
bruta, que podem ser comparados ao de algumas leguminosas e outras especies utilizadas
frequentemente na alimentacdo animal. Silva (2010) relata que essa planta pode apresentar
teores de proteina bruta oscilando entre 8,8 a 25%, mas que dependem do tipo de tecido, da

idade da planta e estacdo do ano.
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Tabela 8. Teor de nitrogénio total e proteina bruta de plantas de Atriplex nummularia
Lindl, reinoculadas com bactérias halotolerantes.

Teor de N Total Teor de Proteina Bruta
Tratamentos 1L I —— %

Raiz Caule Folha Folhas
T1-Testemunha 0,131 a 0,154 ab 243 a 15,19 a
T2- Isolado UAGALt 22 0,131 a 0,156 ab 2,73 a 17,09 a
T3- Isolado UAGALt 25 0,126 a 0,053 b 3,13 a 19,46 a
T4-Isolado UAGALt 35 0,168 a 0,137 ab 3,10 a 19,42 a
T5- Isolado UAGALt 53 0,173 a 0,176 ab 2,81la 17,57 a
T6- MIX 0,173 a 0,198 a 2,73 a 17,06 a
CV 27,32 29,2 23,27 23,26

4.3. Carbono organico total vegetal

Os resultados obtidos para a concentracdo de carbono organico vegetal (COT) nas plantas
de Atriplex demonstraram a influéncia dos tratamentos de reinoculacdo apenas para as partes
fracionadas de folha e caule. Quanto a andlise do COT nas folhas de Atriplex, percebe-se que o
tratamento correspondente a linhagem bacteriana UAGAt 35 se destacou em relacdo aos
demais, proporcionando valor de 14,40 dag/kg®, seguindo o isolado UAGAt 22 (13,68
dag/kg"), enquanto a testemunha obteve valor minimo de 3,2 dag/kg™ de COT (Figura 3).

Na parte fracionada do caule da planta, observa-se que a testemunha e os tratamentos 2-
UAGALt 22 e Mix proporcionaram valores significativamente iguais (24,36; 17,16 e 16,56
dag/kg™) respectivamente, diferindo dos demais (Figura 4) para a concentracdo de carbono
organico total vegetal. O maior acimulo de carbono nas folhas e caule foi diretamente
associado com a maior alocacdo de biomassa das folhas e parte aérea para esse componente.
Mediante a isto, € importante salientar que as folhas e raizes desempenham importante funcéo
no processo de acumulagdo de carbono, através da fotossintese e pela liberacdo de carbono via
exsudados das raizes.

Todavia, as bactérias aqui estudadas, atuaram com 0s mecanismos de promocao de
crescimento vegetal, e em troca, ocorreu a troca de beneficios entre as plantas e micr-
organismos, permitindo o acumulo de carbono orgéanico nos tecidos vegetais. Caldeira et al.

(2003) relatam também que nas folhas encontra-se a maioria das células vivas, que tendem
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acumular maiores quantidades de nutrientes em funcdo dos processos transpiracdo e
fotossintese. Corroborando com estes resultados, Sausen (2011), estudando o estoque de
carbono organico em Eucalyptus saligna, observaram a maior concentracao deste, no caule das
plantas, representando um dos principais componentes de estoque de carbono.

Portanto, para promover o crescimento das plantas sob condigdes salinas, uso direto de
bactérias tolerantes ao sal tem atraido interesse de pesquisa consideravel tanto na producgéo
agricola como na industria. Fica evidente pelo exposto, a importancia destes micro-organismos
na interacdo com as plantas, bem como em ambientes salinos, salientando-se a importancia de
realizacdo de futuros estudos, que visem aprimorar ainda mais o conhecimento da relacao entre
plantas hal6fitas e bactérias, quanto ao desenvolvimento vegetal, acimulo de nutrientes e

carbono organico vegetal no tecidos vegetais.
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Figura 3. Carbono organico total de folhas de plantas de
Atriplex nummularia L. reinoculadas com bactérias
halotolerantes.
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Figura 4. Carbono organico total de caule de plantas de
Atriplex nummularia L. reinoculadas com bactérias
halotolerantes.

5. CONCLUSOES

A reinoculacdo com bactérias halotolerantes nao influenciou nos aspectos fisioldgicos das
plantas de Atriplex, sem alterac6es nos teores de clorofila e condutancia estomatica.

Os teores dos nutrientes, sddio, magnésio e potassio nas plantas de Atriplex aumentaram
devido a inoculagdo com bactérias promotoras de crescimento vegetal.

O mix de bactérias e a linhagem UAGAt 35 se destacaram proporcionando valores
expressivos em teores de nitrogénio e carbono orgéanico total vegetal nas plantas de Atriplex.

As linhagens bacterianas sdo promissoras no desenvolvimento vegetativo e nutritivo da
Atriplex, podendo serem explorados como inoculantes bacterianos associados a plantas

halofitas.
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