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RESUMO

O morangueiro (Fragaria x ananassa Duch.) € uma planta pertencente a familia
Rosaceae, com grande relevancia econdmica, principalmente para a agricultura familiar. Além
disso, possui a capacidade, inclusive, de ser utilizada como ornamental, pela beleza das suas
folhas e flores. Dentre os estresses abioticos, 0 estresse salino € um dos mais severos que
restringem a producdo agricola, podendo causar impacto negativo nas plantas e interferir no seu
crescimento e desenvolvimento. Objetivou-se investigar a utilizacdo de bactérias promotoras
de crescimento em duas cultivares de morangueiro (Pircinque e BRS Estiva) submetidas ao
estresse salino por NaCl. Realizou-se a ativacdo e a inoculagdo de quatro microrganismos nas
plantas de morangueiro, sendo dois considerados tolerantes a salinidade (Streptomyces sp.,
Pseudomonas fluorescens) e dois isolados da folha do morangueiro (Rhizobium sp. e
Enterobacter sp.), para verificar o efeito destas bactérias inoculadas em plantas de morangueiro
visando mitigar o estresse ambiental. A interacdo existente entre as plantas e as bactérias foram
benéficas em diversos aspectos envolvendo as duas cultivares. Nos estudos envolvendo a
cultivar Pircinque, a Enterobacter sp. se mostrou eficaz no que diz respeito ao contetido de
pigmentos fotossintéticos (clorofila a, b, total e carotenoides) em plantas em contato com o sal
e inoculadas com este microrganismo. Os resultados apresentados pela cultivar BRS Estiva
foram ainda mais benéficos, uma vez que todas as bactérias apresentaram destaque em algum
momento, seja nas caracteristicas fitotécnicas ou no contetdo de pigmentos fotossintéticos. A
utilizacdo de bactérias promotoras de crescimento se apresenta como alternativa bioldgica e
sustentavel para ajudar na mitigacao dos efeitos negativos provocados pelo estresse salino em
plantas de morangueiro.

Palavras-chave: Bioestimulantes. Salinidade. Microrganismos.



ABSTRACT

The strawberry (Fragaria x ananassa Duch.) is a plant belonging to the Rosaceae family
with great economic relevance, mainly for family farming. In addition, it has the ability to even
be used as an ornamental because of the beauty of its leaves and flowers. Among the abiotic
stresses, salt stress is one of the most severe that restricts agricultural production, and can cause
a negative impact on plants and interfere with their growth and development. The objective was
to investigate the use of growth-promoting bacteria in two strawberry cultivars (Pircinque and
BRS Estiva) submitted to saline stress by NaCl. Activation and inoculation of four
microorganisms in strawberry plants was carried out, two considered tolerant to salinity
(Streptomyces sp., Pseudomonas fluorescens) and two isolates of the strawberry leaf
(Rhizobium sp. and Enterobacter sp.), to verify the effect of these bacteria stress inoculated in
strawberry plants to mitigate environmental stress. The existing interaction between plants and
bacteria was beneficial in several aspects involving the two cultivars. In studies involving the
cultivar Pircinque, Enterobacter sp. proved effective with regard to the content of
photosynthetic pigments (chlorophyll a, b, total and carotenoids) in plants in contact with salt
and inoculated with this microorganism. The results presented by the cultivar BRS Estiva were
even more beneficial, since all the bacteria showed prominence at some point, either in
phytotechnical characteristics or in the content of photosynthetic pigments. The use of growth-
promoting bacteria is presented as a biological and sustainable alternative to help mitigate the
negative effects caused by salt stress in strawberry plants.

Keywords: Biostimulants. Salinity. Microorganisms.
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1 INTRODUCAO

Mundialmente, em termos de estresse ambiental, o estresse salino é considerado o mais
severo de todos, afetando principalmente o solo e o crescimento das plantas, pois pode interferir
na disponibilidade e absor¢do de nutrientes pelas plantas (NUMAM et al., 2018). Dentre as
razBes para o acumulo de sal no solo, encontram-se a lixiviagdo e a drenagem insuficiente da
agua de irrigacdo (FRENKEL et al., 1978).

No Brasil, especificamente nas regides semiaridas, a agua utilizada na irrigacdo, na
maioria das vezes, apresenta elevada concentracdo de sais, comprometendo o solo e
principalmente o desenvolvimento das culturas (SILVA et al., 2017).

O estresse salino pode causar perturbacfes fisioldgicas e bioguimicas nas plantas,
resultando em disturbios nas relacdes hidricas e na fotossintese, contribuindo para o acimulo
de ions Na* e/ou CI" nos cloroplastos e afetando os processos envolvidos na fotossintese (TAIZ
et al., 2017). AlteracBes também ocorrem no acimulo de solutos organicos compativeis, tais
como N-aminossoluveis e carboidratos sollveis, refletindo na absor¢do e utilizacdo de
nutrientes essenciais pelas plantas (AMORIM et al., 2010).

O morangueiro é uma planta com pouca tolerancia a salinidade, e isso torna-se um fator
limitante & sua producéo, uma vez que a salinidade restringe seu crescimento e desenvolvimento
(KEUTGEN; PAWELZIK, 2009). O crescimento dessas plantas é influenciado pela
condutividade elétrica (CE), que se trata da medida indireta da concentracao salina existente no
solo e na solugdo nutritiva. O morangueiro néo tolera valores superiores a 1,4 dS m™. Sendo
assim, em cultivo utilizando substrato, recomenda-se a condutividade elétrica de 0,9 dS m™, e
em cultivo hidropdnico de 1,2 a 1,5 dS m* (MARTINEZ BARROSO; ALVAREZ, 1999;
ANDRIOLO et al., 2009; PORTELA et al., 2012).

As bactérias promotoras de crescimento de plantas podem se estabelecer na rizosfera
como organismos de vida livre, podendo colonizar a superficie das raizes das plantas (VEJAN
et al., 2016). A capacidade de promover o crescimento das plantas estd relacionada aos
mecanismos que atuam de forma direta ou indireta. Diretamente, por meio da ajuda no processo
de fixacdo bioldgica de nitrogénio, producdo e regulacdo de fitormonios e disponibilizagdo de
nutrientes do solo (KAUR et al., 2016). Indiretamente, por meio da capacidade que esses
microrganismos possuem de auxiliarem na protecdo vegetal contra patdogenos e danos

provocados por estresses abioticos (HASSEN et al., 2016).
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H& interacdo benéfica entre plantas e bactérias promotoras de crescimento, e esta
interacdo encontra ampla aplicabilidade biotecnol6gica, principalmente no desenvolvimento de
inoculantes, em substitui¢do ao uso de agroquimicos (PREININGER et al., 2018).

Assim como o uso de plantas melhoradas por meio da engenharia genética (producao
de plantas transgénicas), o uso das bactérias promotoras de crescimento pode ser Util no
desenvolvimento de estratégias para facilitar o crescimento de plantas em solos salinos, além

de se tornar uma opc¢éo sustentavel para p cultivo de plantas em condicdo de estresse ambiental.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1  Acultura do morangueiro

O morangueiro é uma planta frutifera pertencente a familia Rosaceae, resultante do
cruzamento entre espécies nativas de Fragaria virginiana, formando a espécie boténica
Fragaria ananassa, Duch. (FILGUEIRA, 2008). O morango € um dos frutos mais apreciados
no mundo devido ao seu sabor, coloracao, aroma e beneficios para a saude (BOMBARELY et
al., 2010). Além disso, apresenta grande relevancia socioeconémica, manifestando, inclusive,
capacidade de uso para fins ornamentais, quintais e canteiros (TIMM et al., 2009)

aespécie € nativa de regifes de clima temperado da Europa, Mediterraneo e das
Ameéricas (ANTUNES et al., 2011), mas que, ao longo do tempo, adaptou-se a diferentes
condicBes climaticas, sendo cultivado em todo mundo (SILVA et al., 2007). No Brasil, nas
regides Sul, Sudeste, Centro-Oeste e Nordeste, a cultura do morangueiro apresenta grande
relevancia com relacdo a area cultivada (PILLOT, 2012). O morango se tornou a base da
economia de muitos municipios, principalmente no Sul e Sudeste, onde juntos sdo responsaveis
por 90% da area cultivada do pais (NASCIMENTO; PEREIRA, 2016).

A planta é herbacea, estolonifera, rasteira e perene, mas que é cultivada como anual.
Seu sistema radicular € fasciculado e superficial, e a maior parte da raiz encontra-se nos cinco
primeiros centimetros do solo (FILGUEIRA, 2008). As folhas podem ser constituidas de trés a
cinco foliolos e as flores sdo agrupadas em inflorescéncias do tipo cimeria. O florescimento
depende de fatores ambientais e 0 processo de polinizagdo ocorre por insetos e pelo vento. O
fruto é classificado como ndo climatério e deve ser colhido no ponto de maturagdo (ANTUNES
etal., 2011).

2.2  Estresse salino em plantas

O estresse salino é considerado o mais severo de todos, afetando o solo, o crescimento
das plantas e organismos vivos (NUMAM et al., 2018). Aproximadamente 5,2 bilhdes de ha de
terras ao redor do mundo séo afetados pela salinidade, eroséo e degradacéo do solo, sendo que
aproximadamente 50% dessas areas sao afetadas pela salinidade, o que prejudica os produtores
(RIADH et al., 2010).

O estresse salino pode ser descrito como forgas osmoticas exercidas contra as plantas

guando as mesmas se encontram em ambientes com altos niveis salinos. A salinizagcdo ocorre
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quando s&o encontrados nos solos ions de sal soliveis em &gua como o sodio (Na), bicarbonato
(HCO3"), magnésio (Mg), sulfato (SO42), potassio (K), cloreto (CI), célcio (Ca) e carbonato
(CO37?) (ZHU et al., 2005). Dentre as razdes para o acimulo de sal no solo, encontram-se a
lixiviacdo e a drenagem insuficiente da agua de irrigacdo (FRENKEL et al., 1978). Estes ions
presentes em grandes quantidades sdo considerados toxicos para as plantas, podendo afetar
negativamente o crescimento das mesmas (ZHU et al., 2005).

Nas plantas, o estresse salino pode causar perturbacdes fisiologicas e bioguimicas,
resultando em distdrbios nas relacGes hidricas, particularmente na fotossintese, podendo inibir
o acumulo de ions Na* e/ou CI" nos cloroplastos, os quais afetam os processos envolvidos na
fotossintese (TAIZ et al., 2017). Também ocorrem altera¢des no acimulo de solutos organicos
compativeis, tais como N-aminossolUveis e carboidratos solUveis, refletindo na absorcéo e na
utilizacdo de nutrientes essenciais para as plantas (AMORIM et al., 2010). Também ocorre
aumento da taxa de fotorrespiracdo, aumentando as espécies reativas de oxigénio (ROS) no
interior das plantas (PARIDA; DAS, 2005).

2.2.1 Estresse salino em morangueiro

O morangueiro é sensivel a salinidade e um dos principais problemas para o seu cultivo
é a salinidade encontrada nos solos, que afeta negativamente o crescimento e rendimento
vegetativo (GARRIGA et al., 2015). A salinidade interrompe o crescimento do morangueiro e
pode estimular necrose foliar, senescéncia precoce e diminuicdo da area foliar fotossintética
(YAGHUBI et al., 2016). Além disso, o crescimento vegetativo, o teor relativo de agua nas
folhas, a quantidade de clorofila, a producdo e qualidade dos frutos, também sdo afetados
negativamente pela salinidade (GARRIGA et al., 2015). As respostas a salinidade no morango
variam com a duracdo e grau do estresse salino (leve, moderado, grave), do estigio de
desenvolvimento da planta e sistema utilizado para o plantio (CARDENOSA et al., 2015).

O crescimento do morangueiro é influenciado pela condutividade elétrica (CE), que se
trata da medida indireta da concentragcdo salina existente no solo e na solugéo nutritiva. O
morango n&o tolera valores superiores a 1,4 dS m™, em cultivo utilizando substrato recomenda-
se 0,9 dS m™ e em hidropdnico 1,2 a 1,5 dS m™* (MARTINEZ BARROSO; ALVAREZ, 1999;
ANDRIOLO et al., 2009; PORTELA et al., 2012).
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2.3 Bactérias promotoras de crescimento

As bactérias promotoras do crescimento vegetal podem se estabelecer na rizosfera como
organismos de vida livre, podendo colonizar a superficie das raizes das plantas (VEJAN et al.,
2016), e pertencem geralmente aos géneros de Bacillus e Pseudomonas.

A capacidade de promover o crescimento das plantas esta relacionada a mecanismos
que atuam de forma direta ou indireta. Diretamente, por meio da ajuda no processo de fixagédo
bioldgica de nitrogénio, producdo e regulacdo de fitormdnios e disponibilizacdo de nutrientes
do solo (KAUR et al., 2016). Indiretamente, por meio da capacidade que esses microrganismos
possuem de auxiliarem na protecdo vegetal contra patégenos e danos provocados por estresses
abioticos (HASSEN et al., 2016).

Ha interacdo benéfica entre plantas e as bactérias promotoras de crescimento, e esta
interagdo encontra ampla aplicabilidade biotecnol6gica, principalmente no desenvolvimento de
inoculantes, em substituicdo ao uso de agroquimicos (PREININGER et al., 2018). Podem ser
empregados como bioestimulantes, agentes de biocontrole, biofortificantes e biorremediacao
(NIA et al., 2012; ALORI; BABALOLA, 2018).

Estudos estdo sendo realizados para verificar a utilizacdo de bactérias promotoras de
crescimento de plantas (BPCP) como nova estratégia para diminuir o efeito da salinidade
(DIMKPA et al., 2009). Esses estudos sugerem que a utilizacdo dessas bactérias se trata de

alternativa promissora para reducdo do estresse causado pela salinidade (YAO et al., 2010).

2.3.1 Mecanismos para a promocao do crescimento de plantas

Dentre os mecanismos utilizados para promocao do crescimento das plantas, encontra-
se a producio de diferentes fitormonios, como auxinas e citocininas (LOPEZ-BUCIO et al.,
2007; MANTELIN; TOURAINE, 2004). O papel desses microrganismos na promocao do
crescimento das plantas, gestdo de nutrientes e controle de doencas € crucial, pois atuam
colonizando a rizosfera e promovendo o crescimento das plantas por meio de mecanismos
diretos ou indiretos (NIA et al., 2012; RAMADOSS et al., 2013).

As bactérias promovem o crescimento das plantas por meio direto, geralmente
facilitando a aquisicéo de nutrientes como ferro, fosforo e nitrogénio, ou controlando os niveis
hormonais das plantas. E indiretamente, diminuindo os efeitos inibitérios de varios agentes
patogénicos. As plantas crescem mais facilmente na presenca de hormonios vegetais, como

citocininas, giberelinas, etileno, dentre outros, porém, € dificil entender como os fitormdnios
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produzidos pelas bactérias (auxinas, citocininas, dentre outros) agem no organismo da planta,
uma vez que as mesmas moléculas sdo produzidas simultaneamente (SALAMONE et al., 2001,
JOO et al., 2005).

Além do mecanismo citado, as bactérias promotoras de crescimento podem oferecer
protecdo as plantas contra o estresse salino e até mesmo o estresse hidrico, alterando a expresséo
do gene da planta para que a mesma ndo seja afetada por estas tensdes. Em varios estudos as
bactérias promotoras de crescimento aumentam a producéo vegetal dos metabolitos betaina,
prolina e treolase, assim como a sintese de enzimas e desintoxicam espécies reativas de
oxigénio como a superoxido desmutase (SOD) e catalase (CAT) (NAUTIYAL et al., 2013).

2.3.1.1 Producao de auxinas e citocininas

As auxinas ajudam no crescimento, divisao celular e enraizamento das plantas. Os niveis
de auxina e a quantidade de 4gua podem modificar o sistema radicular da planta (LOPEZ-
BUCIO et al., 2007). Grande namero de bactérias produz acido indol-3-butirico (AIB), &cido
indol-3-acético (AlA) e outra gama de precursores da auxina (MARTINEZ-MORALES et al.,
2003). O AIA é uma forma ativa de auxina, devido ao seu ciclo de vida, torna-se um importante
regulador no crescimento e desenvolvimento de plantas (OSTROWSKI; JAKUBOWSKA,
2008).

As citocininas sdo compostos derivados de purinas, envolvidas em processos de
formacdo de calos e rebentos, ajudam na divisdo celular e crescimento das células. Seu uso
possibilita manter as células totipotentes nos meristemas das raizes, viabilizando o crescimento
das plantas (HOWELL et al., 2003). O aumento do crescimento das plantas também pode ser

relacionado com a producdo de citocinina realizada pelas bactérias (ARKHIPOVA et al., 2005).

2.3.1.2 Enzima ACC desaminase

Estreses abidticos, como alto teor de sal, induzem a sintese do etileno em plantas e
inibem o crescimento das mesmas (ABELES et al., 1992). Um dos possiveis mecanismos
estudados € o da interacdo entre a enzima l-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC)
desaminase e 0 ACC derivado das plantas. A enzima ACC desaminase pode decompor o ACC
derivado de plantas, que é o precursor do etileno, abaixando assim, o nivel do etileno nas
plantas. 1sso possibilita compreender que as bactérias promotoras de crescimento em plantas,

que apresentam a expressdo da enzima ACC desaminase, podem diminuir todos os efeitos
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promovidos pelo etileno de forma mais intensa quando a planta é submetida ao estresse, como
a inibicéo do alongamento da raiz, murchamento de flor, absciséo foliar e inibicdo da interagéo
planta e fungos micorrizicos (ABELES et al., 1992; GLICK et al., 1998; GLICK et al., 2007).

A ACC desaminase esta presente em poucas bactérias e desempenha papel importante
no crescimento e desenvolvimento de plantas em condicOes de estresse, reduzindo o etileno
produzido pelas plantas devido ao estresse em que foram submetidas (ZAHIR et al., 2009). Por
meio da engenharia genética grande numero de plantas transgénicas ja expressam o gene ACDS
bacteriano (gene que codifica a enzima ACC-desaminase), que diminui os niveis de etileno nas
plantas e confere protecdo as mesmas (FARWELL et al., 2007; ZHANG et al., 2008).

Estudos realizados com isolados contendo a enzima ACC desaminase demonstraram,
como esperado, o aumento significativo na producdo de biomassa das plantas expostas ao
ambiente salino e a seca (MAYAK et al., 2004).

2.3.1.3 Compostos orgéanicos volateis

Os compostos organicos volateis possuem baixo peso molecular, a exemplo de cetonas,
aldeidos, alcoois e hidrocarbonetos, que entram na atmosfera como vapores e desempenham
papel muito importante na interacdo entre microrganismos e plantas (VESPERMANN et al.,
2007).

As bactérias promotoras de crescimento também podem produzir compostos volateis,
tais como o 2,3-butainodiol e acetoina, que podem ser usados para comunicacao entre bactérias
e plantas, e também promover o crescimento das plantas (ORTIZ-CASTRO et al., 2009). Além
disso, podem atuar também como bio-promotor por meio de mecanismos conhecidos como
resisténcia induzida sistémica (RIS), que é utilizado como defesa das plantas, geralmente
ativado quando héa ataque de patégenos (RYU et al., 2004).

Estudos realizados com a espécie Arabidopsis thaliana, a respeito dos compostos
organicos volateis emitidos por esses microrganismos, demonstraram que eles estimularam
muitos sinais hormonais, que incluia auxina, citocininas, giberelinas, acido salicilico e
brassinosteroides (ZHANG et al., 2008; RYU et al., 2004).
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ARTIGO1 BACTERIAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO NA MANUTENCAO
DE PIGMENTOS FOTOSSINTETICOS EM PLANTAS DE
MORANGUEIRO SUBMETIDAS AO ESTRESSE SALINO

RESUMO

O morangueiro € uma planta com pouca tolerancia a salinidade, isso se torna um fator
limitante & sua produgdo. A salinidade afeta diretamente o crescimento das plantas e o acumulo
de sais no cloroplasto, podendo interferir na sintese de pigmentos e induzir sua destruicdo. O
objetivo do trabalho foi obter bactérias promotoras de crescimento de plantas que melhorem a
sintese de pigmentos fotossintéticos em plantas de morangueiro submetidas ao ambiente salino.
O estudo foi constituido de seis tratamentos, sendo dois controles (zero e salino) e quatro
contendo as bactérias (Pseudomonas fluorescens, Streptomyces sp., Rhizobium sp.,
Enterobacter sp.). Plantas de morangueiro cultivar Pircinque oriundas do cultivo in vitro foram
inoculadas com as bactérias e transferidas para vasos de 2L contendo substrato comercial
Tropstrato HA Hortalicas acrescido de 50 uM de NaCl. Apés 90 dias, foram avaliados clorofila
a, b e total e carotenoides e comprimento de parte area, comprimento de raiz, nimero de folhas,
massa fresca e seca de plantas. A bactéria Enterobacter sp. foi a mais promissora em todos o0s
parametros testados, teores de clorofila a, b, total e carotenoides. Com relacdo aos parametros
fitotécnicos as bactérias ndo demonstraram ser eficientes na contencdo dos danos provocados
pelo estresse. O microrganismo ndo proporcionou maior tolerancia das plantas de morangueiro
a salinidade. Porém, a bactéria selecionada Enterobacter sp. pode ser utilizada em plantas de
morangueiro na cultivar Pircinque que venham sofrer com salinidade, a fim de minimizar os
impactos dos ions salinos na sintese de pigmentos fotossintéticos.

Palavras chaves: Microrganismos. Salinidade. Fotossintese.

ABSTRACT

Strawberry is a plant with little tolerance to salinity, this becomes a limiting factor for
its production. Salinity directly affects plant growth and the accumulation of salts in the
chloroplast, which can interfere with pigment synthesis and induce its destruction. The
objective of this work was to obtain plant growth-promoting bacteria that improve the synthesis
of photosynthetic pigments in strawberry plants subjected to saline environment. The study
consisted of six treatments, two controls (zero and saline) and four containing the bacteria
(Pseudomonas fluorescens, Streptomyces sp., Rhizobium sp., Enterobacter sp.). Strawberry
plants cultivar Pircinque from in vitro cultivation were inoculated with the bacteria and
transferred to 2L pots containing commercial substrate Tropstrato HA Hortalicas added with
50 uM of NaCl. After 90 days, chlorophyll a, b and total and carotenoids and length of area,
root length, number of leaves, fresh and dry mass of plants were evaluated. The Enterobacter
sp. was the most promising in all tested parameters, chlorophyll a, b, total and carotenoid
contents. Regarding the phytotechnical parameters, the bacteria did not prove to be efficient in
containing the damage caused by stress. The microorganism did not provide greater tolerance
of strawberry plants to salinity. However, the selected bacteria Enterobacter sp. can be used in
strawberry plants of the Pircinque cultivar that may suffer from salinity, in order to minimize
the impacts of saline ions in the synthesis of photosynthetic pigments.
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1 INTRODUCAO

O morangueiro é uma espécie frutifera, pertencente a familia Rosaceae, originaria da
Europa ocasionada pelo cruzamento entre espécies selvagens Fragaria chiloenses e Fragaria
virginiana, resultando na espécie Fragaria x ananassa Duch. (VIGNOLO et al., 2016). Os
paises que se destacam na producdo do morango sdo Estados Unidos, Coréia do Sul, Espanha,
Japdo e Poldnia (CERUTTI et al., 2018). Pircinque é uma cultivar de morangueiro originaria
da Italia e, desde que foi introduzida no Brasil seu desenvolvimento vem sendo estudado nas
condicdes do pais (CAMARGO et al., 2020). Fagherazzi et al. (2017) compararam essa cultivar
com outras utilizadas no planalto sul catarinense e concluiram que a cultivar italiana pode ser
considerada promissora para os produtores brasileiros.

Dentre 0s estresses abidticos existentes, o estresse salino é considerado um dos mais
prejudiciais as culturas (ZHU; GONG, 2014). Uma vez que a saliniza¢do dos solos restringe
significativamente toda a producéo agricola, devido ao estresse osmotico provocado pelos sais,
causando impacto negativo no crescimento e desenvolvimento das plantas e afetando
diretamente o rendimento da producdo (ZHAO et al., 2016).

O morangueiroquando exposto ao estresse salino é afetado negativamente, reduzindo o
crescimento da cultura, estimulando necroses foliares, senescéncia, diminuicdo do teor relativo
de 4gua nas folhas, quantidade de clorofila, producéo e qualidade dos frutos (YAGHUBI et al.,
2016; GARRIGA et al., 2015). O acimulo de ions salinos como o Na* e Cl-afetam diretamente
0s pigmentos fotossintéticos das plantas, como a clorofila a, b, total e contetdo de carotenoides,
que tendem a diminuir com o0 aumento da concentracao desses ions nas plantas. O contetdo de
clorofila é afetado pela presenca de sais em excesso nos tecidos vegetais que podem causar
desequilibrio homeostatico, restringindo, dessa maneira, o ferro, que é um elemento essencial
para a sintese da clorofila (SABIR et al., 2012).

Estudos estdo sendo realizados a fim de investigar se bactérias promotoras de
crescimento de plantas podem aumentar o nivel de tolerancia ao sal, j& que as bactérias se
mostram capazes de melhorar a resposta fisioldgica da planta e o seu potencial antioxidante
(NUMAM et al., 2018). Sendo assim, o objetivo do trabalho foi obter bactérias promotoras de
crescimento de plantas que melhorem a sintese de pigmentos fotossintéticos em plantas de

morangueiro submetidas ao ambiente salino.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1  Multiplicacdo e enraizamento do material vegetal

As fases de multiplicacdo e enraizamento in vitro do material vegetal foram realizadas
no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais do Departamento de Agricultura da
Universidade Federal de Lavras, Lavras-MG. No experimento foram utilizadas plantas de
morangueiro da cultivar Pircinque.

Primeiramente, as plantas foram multiplicadas em frascos contendo 50 mL de meio de
cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) acrescido de 1 mg L' de BAP (6-
benzilaminopurina), e permaneceram por 30 dias em sala de crescimento com iluminacédo
artificial fornecida por lampadas de LED branca e irradiancia média de 49,4 umol m2 s, com
fotoperiodo de 16 horas e temperatura de 25 £ 2 °C Em seguida, as plantas foram transferidas
para frascos contendo 50 mL do meio de cultura MS sem regulador de crescimento e mantidas
em sala de crescimento com iluminacédo artificial fornecida por lampadas de LED branca e
irradiancia média de 49,4 pmol m? s, com fotoperiodo de 16 h e temperatura de 25 + 2 °C por

30 dias para o enraizamento.

2.2  Reativagdo e inoculagéo de isolados bacterianos

Nessa etapa foram utilizados quatro isolados bacterianos, sendo dois considerados
tolerantes a salinidade (Streptomyces sp., Pseudomonas fluorescens), que vieram da Colegéo
de Cultura de Microbiologia Agricola (CCMA) da UFLA, e dois isolados da folha do
morangueiro (Rhizobium sp. e Enterobacter sp.). Para a reativagdo, os isolados foram
transferidos de um Eppendorf para placas de Petri contendo o meio agar nutriente (5 g L™ de
peptona, 3 g L de extrato de levedura, 1 g L™ de extrato de carne e 15 g L* de &gar), onde
foram mantidos por 24 hem BOD a 30 °C. Apds o crescimento das colonias, pequenas amostras
dos isolados foram transferidas para 1000 mL do meio Caldo Nutriente (5 g L de peptona, 3
g L7 de extrato de levedura e 1 g L™ de extrato de carne) onde ficaram em agitacdo e em
temperatura de 30 °C por 24 h. A inoculacgéo foi realizada expondo as plantas em contato com
a solucdo final durante 5 min. Para quantificar o conteddo de microrganismos do caldo, foi
realizada a medicdo da densidade 6ptica (OD), que contabilizou a OD de 0,319 correspondendo
aproximadamente a viabilidade de 10 segundo a tabela proposta por Madgan et al. (2016).
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2.3 Exposicdo do material ao estresse salino

Primeiramente, as plantas oriundas do cultivo in vitro passaram pelo processo de
aclimatizacdo, sendo transferidas para bandejas contendo substrato comercial Tropstrato HA
Hortalicas (a base de casca de pinus, turfa, vermiculita, superfosfato simples enitrato de
potéssio) durante 30 dias em casa de vegetacdo. Posteriormente, as plantas oriundas da
aclimatizacdo foram inoculadas com os microrganismos e transferidas para vasos de 2 L
contendo 0 mesmo substrato descrito anteriormente acrescido de 50 uM de NaCl, onde
permaneceram por 90 dias. A concentracdo salina foi determinada através de um pré-teste,
onde, a melhor concentragdo encontrada para o objetivo desse estudo foi de 50 UM de NaCl.

2.4 Andlises fitotécnicas

As andlises fitotécnicas foram realizadas no Laboratério de Cultura de Tecidos do
Departamento de Agricultura da ESAL/UFLA. Para tal, foram avaliados comprimento de parte
area, comprimento de raiz, niamero de folhas, massa fresca e seca de plantas. Para tais analise
foram utilizadas oito amostras bioldgicas. Para as mensura¢cdes de comprimento de parte aérea
e comprimento de raizes foi utilizada régua, e para analise de massa fresca e seca, a balanca
analitica de precisdo. Em seguida, as plantas foram levadas para a estufa de circulacdo forcada

de ar a temperatura de 40 °C até peso constante.

2.5  Analises de pigmentos fotossintéticos

Para a analise foram utilizados 0,05 g de material vegetal fresco, que, em seguida foram
colocados em tubos de ensaio contendo 10 mL de acetona 80% para extracdo dos pigmentos.
Os tubos foram envoltos por papel aluminio para evitar o contato da amostra com a luz, evitando
a degradacao da clorofila. Apos 24 h em geladeira, foi mensurado a absortividade das amostras
em espectrofotbmetro nos comprimentos de onda de 470, 645, 652 e 663 nm (SCOPEL;
BARBOSA,; VIEIRA, 2011). A andlise foi realizada em triplicata com quatro repeticdes
bioldgicas por tratamento, sendo trés repetices técnicas para cada repeticdo bioldgica. As
equac0es utilizadas no célculo das clorofilas a, b, total e de carotenoides foram as propostas
por Li, Tang e Xu (2013).
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2.6 Delineamento experimental e andlise estatistica

O delineamento foi inteiramente casualizado, constituido de seis tratamentos, sendo dois
tratamentos controle (controle 0, controle salino) e quatro contendo bactérias (Streptomyces sp.,
Pseudomonas fluorescens, Rhizobium sp. e Enterobacter sp.) acrecidos de 50 M de NaCl, com
dez repeti¢bes contendo uma planta por repeticéo.

Os dados foram submetidos a analise de variancia e, posteriormente, ao teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade por meio do software SISVAR (FERREIRA, 2011).

3 RESULTADOS
A Figura 1 permite a avaliacdo visual sobre o efeito das bactérias promotoras de
crescimento nas plantas de morangueiro da cultivar Pircinque submetidas as condi¢des de

estresse salino.

Figura 1 - Visualizacdo do efeito de bactérias promotoras de crescimento em morangueiro cv.
Pircinque sob concentracdo de 50uM de NaCl.

Controle 0 Controle Salino Streptomyces sp.
=)

Rhizobium Sp. Enterobacter Sp. Pseudomonas .ﬂuorescens

Fonte: Da autora (2021).
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3.1  Efeito das bactérias promotoras de crescimento nos pigmentos fotossintéticos

Os teores de clorofila a, b e total foram influenciadas positivamente pela interacdo entre
as plantas e as bactérias promotoras de crescimento no ambiente de estresse salino (FIGURA
2).

Figura 2 - Efeito das bactérias promotoras de crescimento no conteudo de clorofila a, b, total e
carotenoides de morangueiro da cultivar Pircinque sob concentracdo de 50uM de
NaCl.

1,4 -

a
12 - I

1 4

a
b
0,8 - b { b
b
064 b b I b I
0,4 A C
C b I a

b b b
0,2 - b b b I b

I I ic]:b L |z I I 1 I
0_ T I II T T

o

Teor de pigmentos (mg g-1)
Q

Controle 0 Controle Sal  Streptomyces Rhizobium sp. Enterobacter Pseudomonas
sp. sp. fluorescens
Tratamentos
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*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott
Fonte: Da autora (2021).

Com a utilizacdo da Enterobacter sp. os niveis de clorofila a, b e total foram
consideravelmente maiores do que as demais, inclusive maior do que o teor apresentado pelo
controle 0. Isso demonstra que a mesma obteve maior eficiéncia na ajuda da manutencdo da
sintese desses pigmentos.

Com relacdo ao teor de carotenoides, houve interacdo benéfica entre as plantas e as
bactérias quando comparadas ao controle salino, tendo também como destaque a Enterobacter

sp., a qual apresentou niveis significativos de carotenoides.
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3.2  Efeito das bactérias promotoras de crescimentos nas caracteristicas fitotécnicas

3.2.1 Comprimento de parte aérea e raiz

O comprimento da parte aérea foi afetado negativamente pela quantidade de sal
existente no solo e a maioria das bactérias ndo demonstrou a capacidade efetiva de ajudar as
mudas de morangueiro a suportar a salinidade (FIGURA 3). Isso pode ser percebido pela
diferenca existente entre as plantas do controle 0 e as demais, uma vez que os resultados das
plantas inoculadas com as bactérias foram semelhantes aos valores encontrados no controle
salino. Com excecdo das plantas tratadas com Pseudomonas fluorescens que apresentaram
resultado mais proximo as plantas do controle 0. Esse fato pode ter ocorrido devido ao alto grau
de estresse que as plantas foram submetidas tanto através do contato com o NaCl quanto pelo
estresse provocado pela colonizacdo do sistema radicular pelas bactérias, até as mesmas se
estabelecerem e entrarem em sintonia com a planta.

Para o comprimento da raiz, ndo houve diferenca significativa entre todos os tratamentos
(FIGURA 3).

Figura 3 - Efeito das bactérias promotoras de crescimento no comprimento de raiz e parte aérea
de morangueiro da cultivar Pircinque sob concentragdo de 50uM de NaCl.
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Controle 0 Controle Sal Streptomyces Rhizobium Enterobacter Pseudomonas
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*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott
Fonte: Da autora (2021).
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3.2.2 NuUmero de folhas

A interacdo significativa ndo foi observada entre o teor de NaCl e as bactérias

promotoras de crescimento (FIGURA 4). Isso demonstra que a utilizacdo dos microrganismos

ndo teve influéncia positiva no desenvolvimento de nimero maior de folhas.

Figura 4 - Efeito das bactérias promotoras de crescimento no nimero de folhas de
morangueiro da cultivar Pircinque sob concentracao de 50uM de NaCl.
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*Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott

Fonte: Da autora (2021).

3.2.3 Massa fresca e seca

Para a massa fresca e seca foi possivel observar que a interagdo entre as plantas

inoculadas com as bactérias promotoras de crescimento e o substrato contendo sal ndo surtiram

efeito positivo esperado (FIGURA 5). As plantas foram afetadas consideravelmente pela

presenca de sal e as bactérias e ndo demonstraram eficacia na diminuigdo dos efeitos do sal,

tanto na massa seca quanto na fresca, ja que os resultados obtidos ndo diferiram

significativamente do controle salino.
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Figura 5 - Efeito das bactérias promotoras de crescimento no conteldo de massa fresca e seca
de morangueiro da cultivar Pircinque sob concentragéo de 50uM de NacCl.
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*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott
Fonte: Da autora (2021).

4 DISCUSSAO

O efeito negativo do estresse salino no crescimento de plantas tem grande relagdo com
a diminuicdo da atividade fotossintética (HAJLAQUI et al., 2006). O estresse salino pode
prejudicar diretamente a fotossintese, uma vez que o acimulo de fons salinos como Na* e CI
no cloroplasto pode comprometer a sintese de pigmentos fotossintéticos, e, inclusive, induzir a
sua destruicdo (SABIR et al., 2012). Além disso, para que haja sintese adequada desses
pigmentos & necessario que exista balanco hidrico na planta. Esse balanco tende a ser
prejudicado quando a planta se encontra em niveis consideraveis de sal, pois interfere na
atuacdo de ions-chave na formacdo de pigmentos, como o ferro, que ndo consegue ser anexado
a molecula de protoporfirina na formacéo da clorofila (SABIR et al., 2012).

Em plantas superiores sdo sintetizados e se localizam geralmente nos cloroplastos
(MANE et al., 2010). Estes pigmentos possuem duas func¢Oes importantes, ajudam na protecéo
do cloroplasto contra o estresse oxidativo e na capitacdo de luz de parte da radiacdo que ndo
consegue ser absorvida pelas clorofilas (ARMSTRONG; HEARST, 1996). O estresse
provocado pela salinidade faz com que haja reducdo no teor de carotenoides encontrado nas
folhas das plantas (PARIDA; DAS, 2005).

No que diz respeito ao teor de pigmentos fotossintéticos, os resultados obtidos no

presente trabalho foram muito significativos. O aumento provocado pela utilizacdo da
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Enterobacter demonstrou que é possivel que a interacéo existente entre planta e microrganismo
tenha favorecido a manutencdo do balanco hidrico da planta, evitando, dessa forma, a
diminuicdo da sintese ou a degradacdo dos pigmentos fotossintéticos. I1sso pode ter conferido
bom nivel de tolerancia a salinidade das plantas de morangueiro da cultivar Pircinque, e ndo
permitindo que as mesmas tivessem seu crescimento prejudicado.

Mohamed e Gomma (2012) estudaram o efeito de duas bactérias promotoras de
crescimento (Bacillus subtilis e Pseudomonas fluorescens) no crescimento e composicao de
pigmentos em plantas de rabanete, e também encontraram resultados positivos. Os quais
corroboram com os dados encontrados no presente estudo a respeito dos microrganismos. Além
disso, Mohamed e Gomma (2012) também observaram que a relacdo clorofila a, b, a/b e
conteddo de carotenoides nas folhas de plantas de rabanete diminuiram significativamente com
0 aumento da quantidade de sal (NaCl), porém, quando houve inoculacao das bactérias, ocorreu
aumento significativo da concentragdo de clorofila a, b, a/b e carotenoides.

Abd_Allah et al. (2018) também encontraram resultados positivos em seus estudos
envolvendo plantas de grdo de bico submetidas ao estresse salino e a bactéria Bacillus subtilis
(BERA 71), nos quais a inoculacdo do microrganismo resultou em aumento na sintese de
pigmentos fotossintéticos (clorofila a, b e carotenoides) quando comparado as plantas ndo
inoculadas expostas somente ao estresse, que obteve decréscimo nos niveis de pigmentos.
Chegando a conclusdo de que a utilizagdo do microrganismo aliviou significativamente o
declino da sintese de pigmentos que foi induzida pelo NaCl.

Muito se sabe que diferentes tipos de bactérias promotoras de crescimento de plantas
possuem a capacidade de ajudarem no combate de patdgenos e promoverem o crescimento de
plantas, isso pode ocorrer por meio de diferentes mecanismos, sendo eles diretos ou indiretos,
por meio da producdo de fitormonios, mineralizagdo, melhorando a disponibilidade de
nutrientes e a decomposicdo de matéria organica (VALENCIA-CANTERO et al., 2007).
Algumas pesquisas também apontam que 0s microrganismos possuem a capacidade de
aumentar o nivel de tolerancia das plantas, pelo fato de melhorar sua resposta fisioldgica e seu
potencial antioxidante (NUMAN et al., 2018).

Sendo assim, por meio das analises de crescimento realizadas nesse estudo, foi
observado que as bactérias promotoras de crescimento ndo foram capazes de aumentar 0s
parametros de crescimento das plantas de morangueiro submetidos ao ambiente salino, uma vez
gue as plantas inoculadas se assemelharam as plantas que estavam somente em contato com o
sal e tiveram parametros inferiores ao das plantas utilizadas como testemunhas. Esse fato pode

ter ocorrido porque as plantas passaram por dois tipos de estresse, o provocado pelo sal, e pela
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propria tentativa da bactéria de colonizar a planta, o que poderia ter prejudicado ainda mais seu

crescimento.

5 CONCLUSAO

Os microrganismos ndo foram benéficos em promover a tolerancia do morangueiro a
salinidade. Porém, a bactéria selecionada Enterobacter sp. pode ser utilizada em plantas de
morangueiro da cultivar Pircinque que venham a sofrer com salinidade, a fim de minimizar os
impactos do efeito homeostatico e, por consequéncia, dos ions salinos na sintese de pigmentos
fotossintéticos.
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ARTIGO 2 BACTERIAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO INDUZEM
TOLERANCIA AO ESTRESSE SALINO EM PLANTAS DE
MORANGUEIRO

RESUMO

O morango é um fruto de grande importancia econbémica, e a maior parte da sua
producdo é realizada no sistema convencional. Dentre 0s estresses abioticos que acometem as
plantas, o estresse salino é um dos que causam maior nivel de dano, prejudicando desde o
crescimento até a produtividade da cultura. O objetivo do trabalho foi verificar se bactérias
promotoras de crescimento seriam benéficas as plantas de morangueiro submetidas ao estresse
salino. O estudo foi constituido de seis tratamentos, sendo dois controles (zero e salino) e quatro
contendo as bactérias (Pseudomonas fluorescens, Streptomyces sp., Rhizobium sp.,
Enterobacter sp.) acrescido de 50 UM de NaCl. Plantas de morangueiro cultivar BRS Estiva
foram inoculadas com as bactérias e transferidas para vasos de 2L contendo substrato comercial
acrescido de 50 M de NaCl, onde permaneceram por 90 dias. Foram realizadas duas aplicacGes
do sal e inoculacdo das bactérias em intervalo de 45 dias. Posteriormente, foram avaliados
comprimento de parte aérea e raiz, numero de folhas, massa fresca e seca e clorofila a, b, total
e carotenoides. As bactérias se destacaram positivamente em todos os parametros fitotécnicos
analisados. Ja com relacdo ao contetdo de pigmentos, o microrganismo Rhizobium sp.
apresentou destaque na clorofila a e total. Efeito positivo no teor de clorofila foi observado em
todas as bactérias utilizadas. Maior teor de carotenoides ocorreu quando se utilizou o
microrganismo Rhizobium sp. As bactérias promotoras de crescimento mitigaram os efeitos da
salinidade nas plantas de morangueiro cultivar BRS Estiva, fazendo com que o seu crescimento
e producdo fotossintética ndo fossem comprometidas pela toxicidade do NaCl.

Palavras chaves: Bioestimulantes. Salinidade. Morango.
ABSTRACT

Strawberry is a fruit of great economic importance, and most of its production is carried
out in conventional system. Among the abiotic stresses that affect plants, salt stress is one of
those that cause the highest level of damage, impairing from growth to crop productivity. The
objective of this work was to verify if growth-promoting bacteria would be beneficial to
strawberry plants subjected to salt stress. The study consisted of six treatments, two controls
(zero and saline) and four containing the bacteria (Pseudomonas fluorescens, Streptomyces sp.,
Rhizobium sp., Enterobacter sp.) plus 50 uM of NaCl . Strawberry plants, cultivar BRS Estiva,
were inoculated with the bacteria and transferred to 2L pots containing commercial substrate
plus 50 uM of NaCl, where they remained for 90 days. Two applications of the salt and
inoculation of bacteria were carried out within a 45-day interval. Afterwards, shoot and root
length, number of leaves, fresh and dry mass and chlorophyll a, b, total and carotenoids were
evaluated. Bacteria stood out positively in all phytotechnical parameters analyzed. Regarding
the pigment content, the microorganism Rhizobium sp. featured prominently in chlorophyll a
and total. Positive effect on chlorophyll content was observed in all bacteria used. Higher
content of carotenoids occurred when the microorganism Rhizobium sp. The growth-promoting
bacteria mitigated the effects of salinity in strawberry plants, cultivar BRS Estiva, making its
growth and photosynthetic production not compromised by the toxicity of NaCl.
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Keywords: Biostimulants. Salinity. Strawberry.

1 INTRODUCAO

O morangueiro (Fragaria x ananassa Duch) pertence a familia Rosaceae e a subfamilia
Maloideae (DE ANDRADE et al.,, 2019) e apresenta grande relevancia econdmica,
manifestando a capacidade para fins ornamentais devido sua beleza boténica floral e foliar
(TIMM et al., 2009). Os paises que possuem relevancia na producdo da cultura séo os Estados
Unidos, Poldnia, Jap&o, Coreia do Sul e Espanha. No Brasil, a cultura comegou a ser vista como
importante em meados do século XX, que chegou no Rio Grande do Sul e depois foi
disseminado por todo pais, principalmente pelos estados de Sdo Paulo, Minas Gerais, Santa
Catarina, Parané e Distrito Federal (CERUTTI et al., 2018).

As bactérias promotoras de crescimento vegetal, que sdo geralmente microrganismos de
solo que possuem a capacidade de promover o crescimento de plantas por meio de diferentes
mecanismos, como producdo direta e indireta de fitormonios, facilitar a assimilacédo e fixacéo
de nutrientes como o nitrogénio, ferro e fosforo (VALENCIA-CANTERO et al., 2007). Estes
microrganismos, como ja foi mencionado, podem ser utilizados como bioestimulante, assim
como para o biocontrole e biofertilizacdo. Acredita-se que tais bactérias possuem a capacidade
de ajudar em diferentes estresses bidticos e abidticos como o estresse salino (KUMAR,;
VERMA, 2017).

O estresse salino € um dos estresses abidticos mais severos as plantas, pois quando o
solo encontra-se com niveis elevados de sal, pode acarretar impacto negativo nas mesmas, Como
por exemplo induzir a escassez de agua por meio do estresse osmotico provocado pela alta
concentracdo de ions salinos, afetando, dessa forma, o crescimento, desenvolvimento e a
producdo das culturas (ZHAO et al., 2017).

No morangueiro, assim como nas demais plantas, o estresse salino afeta negativamente
a cadeia produtiva da planta, podendo causar necroses foliares, senescéncia precoce das folhas
e diminuicdo da area foliar fotossintética (YAGHUBI et al., 2016). Além disso, crescimento
vegetativo, teor relativo de agua nas folhas, quantidade de clorofila, producdo e qualidade dos
frutos também séo afetados negativamente pela salinidade (GARRIGA et al., 2015). Tendo
esses fatores em vista, o objetivo foi obter bactérias promotoras de crescimento que possuam a
capacidade de melhorar o crescimento de plantas de morangueiro submetidas ao estresse salino
provocado pelo NaCl.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1  Obtencéo do material vegetal

Plantas de morangueiro cultivar BRS Estiva, oriundas da multiplicagéo in vitro, foram
adquiridas da empresa Multiplanta Tecnologia Vegetal, localizada em Andradas-MG. As
plantas foram enviadas para o Laboratorio de Cultura de Tecidos Vegetais do Departamento de
Agricultura da ESAL/UFLA e, em seguida, transferidas para a casa de vegetacdo onde foi

realizado o experimento.

2.2  Reativacdo e inoculacdo de isolados bacterianos

Nessa etapa foram utilizados quatro isolados bacterianos, sendo dois considerados
tolerantes a salinidade (Streptomyces sp. e Pseudomonas fluorescens), que vieram da Colecao
de Cultura de Microbiologia Agricola (CCMA) da UFLA e dois isolados da folha do
morangueiro (Rhizobium sp. e Enterobacter sp.). Para a reativagdo os isolados foram
transferidos de um Eppendorf para placas de Petri contendo o meio agar nutriente (5 g L™ de
peptona, 3 g L de extrato de levedura, 2 g L™ de extrato de carne e 15 g L de agar), onde
foram mantidos por 24 hem BOD a 30 °C. Apds o crescimento das coldnias, pequenas amostras
dos isolados foram transferidas para 1000 mL do meio Caldo Nutriente (5 g L™ de peptona, 3
g L™ de extrato de levedura e 2 g L™ de extrato de carne) onde ficaram em agitacio e em
temperatura de 30 °C por 24 h. Para quantificar o contetdo de microrganismos do caldo, foi
realizada a medicdo da densidade Optica (OD), que contabilizou uma OD de 0,319
correspondendo aproximadamente a viabilidade de 10® segundo a tabela proposta por Madgan
et al. (2016) . Posteriormente, foi realizada a inoculacao, expondo as plantas em contato com a

solucéo final durante 5 minutos.

2.3 Exposicdo do material ao estresse salino

Primeiramente as plantulas oriundas do cultivo in vitro passaram pelo processo de
aclimatizacdo, onde foram transferidas para bandejas contendo substrato comercial por um
periodo de 30 dias em casa de vegetacdo. Posteriormente, as plantas oriundas da aclimatizacéao

foram inoculadas com os microrganismos e transferidas para vasos de 2L contendo substrato
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comercial Tropstrato HA Hortalicas (a base de casca de pinus, turfa, vermiculita, superfosfato
simples e nitrato de potassio) acrescido de 50 UM de NaCl, onde permaneceram por 90 dias.
Ap0s 45 dias, houve a segunda inoculacdo de microrganismos e a segunda aplicacéo de

solucéo salina contendo 50 uM de NaCl.

2.4  Andlises fitotécnicas

As andlises fitotécnicas foram realizadas no Laboratorio de Cultura de Tecidos do
Departamento de Agricultura da ESAL/UFLA. Para tal, foram avaliados comprimento de parte
area, comprimento de raiz, numero de folhas, massa fresca e seca de plantas. Para a analise
foram utilizadas oito amostras bioldgicas. Para as mensuragdes de comprimento de parte aérea
e comprimento de raizes foi utilizada uma régua, e para analise de massa fresca e seca foi
utilizada balanca analitica de precisdo, e em seguida, as plantas foram levadas para a estufa de
circulacdo forcada de ar a temperatura de 40 °C até peso constante.

2.5  Analises de pigmentos fotossintéticos

Para a andlise foram utilizados 0,05 g de material vegetal fresco, que em seguida foram
colocados em tubos de ensaio contendo 10 mL de acetona 80% para extracdo dos pigmentos.
Os tubos foram envoltos por papel aluminio para evitar o contato da amostra com a luz, evitando
a degradacdo da clorofila. Apds 24 h em geladeira a + 4 °C, foi mensurado a absortividade das
amostras em espectrofotdbmetro nos comprimentos de onda de 470, 645, 652 e 663 nm
(SCOPEL; BARBOSA; VIEIRA, 2011). A analise foi realizada em triplicata com quatro
repeticGes por tratamento. As equacdes utilizadas no célculo das clorofilas a, b, total e de

carotenoides foram as propostas por Li, Tang e Xu (2013).

2.6 Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento foi inteiramente casualizado, constituido de seis tratamentos com dez
repeticdes, sendo dois tratamentos controle (controle 0, controle salino) e quatro contendo
bactérias (Streptomyces sp., Pseudomonas fluorescens, Rhizobium sp. e Enterobacter sp.)
acrescido de 50 uM de NaCl .

Os dados foram submetidos a analise de variancia e, posteriormente, ao teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade através do software SISVAR (FERREIRA, 2011).
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3 RESULTADOS
3.1  Efeito das bactérias promotoras de crescimentos nas caracteristicas fitotécnicas
Abaixo, pode-se avaliar visualmente o efeito das bactérias promotoras de crescimento
nas plantas de morangueiro da cultivar BRS Estiva, que foram submetidas a concentracéo de

50uM de NaCl (FIGURA 6).

Figura 6 - Visualizacdo do efeito de bactérias promotoras de crescimento em morangueiro cv.
BRS Estiva sob concentragdo de 50puM de NaCl.

Controle Salino Streptomyces sp.

.

Rhizobium sp. Enterobacter sp. Pseudomonas fluorescens
Fonte: Da autora (2021).

3.1.1 Comprimento de parte aérea e raiz

A utilizagdo dos microrganismos provocou resultados positivos no crescimento das
plantas de morangueiro (FIGURA 7). Com relacdo ao comprimento da parte aérea, trés
tratamentos se destacaram, Streptomyces sp. e Rizobium sp. (14,00; 12,93 cm), que
apresentaram comprimentos superiores aos apresentados tanto pelo controle zero e salino

(10,47; 10,42 cm). Resultado positivo também foi encontrado para o tamanho da raiz,
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destacando-se 0 microrganismo Streptomyces sp., que apresentou o melhor resultado (44,08 e

cm).

Figura 7 - Efeito das bactérias promotoras de crescimento no comprimento da raiz e parte aérea
de plantas de morangueiro cv. BRS Estiva submetidas ao estresse salino.
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*Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott
Fonte: Da autora (2021).

3.1.2 NuUmero de folhas

Assim como para 0 comprimento da parte aérea das plantas de morangueiro, as bactérias
promotoras de crescimento afetaram positivamente o numero de folhas das plantas de
morangueiro que foram submetidas ao estresse salino (FIGURA 8). As quatro bactérias
utilizadas se destacaram, Pseudomonas fluorescens, Streptomyces sp., Rhizobium sp. e
Enterobacter sp. (6,33; 6,00; 5,5; 5,5).
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Figura 8 - Efeito das bactérias promotoras de crescimento no nimero de folhas de plantas de
morangueiro cv. BRS Estiva submetidas ao estresse salino.
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Fonte: Da autora (2021).

3.1.3 Massa fresca e massa seca

De acordo com os dados apresentados para a quantificacdo de massa fresca e seca
(FIGURA 9), foi observada diferenca significativa entre os tratamentos avaliados. Foi evidente
que as plantas tratadas com Streptomyces sp. e Pseudomonas fluorescens apresentaram
resultados superiores aos demais, tanto na massa fresca (18,06 e 15,61g) quanto na massa seca

(3,2 € 2,69).
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Figura 9 - Efeito das bactérias promotoras de crescimento na massa fresca e seca de plantas de
morangueiro cv. BRS Estiva submetidas ao estresse salino.
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3.2  Efeito das bactérias promotoras de crescimento nos pigmentos fotossintéticos

Os teores de clorofila a, b e total foram influenciados pela interacdo das plantas de
morangueiro submetidas ao estresse salino e alguns dos microrganismos inoculados (FIGURA
10). No que diz respeito ao teor de clorofila a, 0 microrganismo Rhizobium sp. se destacou
(0,32 mg g). Com relago ao teor de clorofila b todas as bactérias apresentaram efeito positivo,
Rhizobium sp., Pseudomonas fluorescens, Streptomyces sp. e Enterobacter sp. (0,11; 0,11 e
0,09 e 0,09 mg g1). Ja no teor de clorofila total destacou-se assim como na clorofila a, a bactéria
Rhizobium sp. (0,43 mg gb).

Assim como para os teores de clorofila, a interacdo existente entre as plantas submetidas
a presenca do NaCl e a inoculacdo de bactérias promotoras de crescimento apresentaram
resultado significativo para os teores de carotenoides. Também se destacou o microrganismo

Rhizobium sp. (0,12 mg gb).
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Figura 10 - Efeito das bactérias promotoras de crescimento na manutencdo de pigmentos
fotossintéticos em plantas de morangueiro cv. BRS Estiva submetidas ao estresse
salino.
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4 DISCUSSAO

4.1  Efeito das bactérias promotoras de crescimento nas caracteristicas fitotécnicas

Um dos principais 6rgdos das plantas que possuem contato com o solo salino sdo as
raizes, por esse motivo é um dos primeiros a sofrer os efeitos da salinidade. Segundo Rewald
et al. (2013), o crescimento e o processo de alongamento das raizes sdo devido a grande
producdo de células no meristema radicular. O estresse salino pode afetar esse crescimento pelo
efeito toxico do sal que fica localizado na zona de crescimento das raizes, assim como pela
diminuicdo da quantidade de adgua disponivel para que seja utilizada na expansdo celular das
raizes e por meio do efeito negativo da salinidade na fotossintese e transpiracdo das plantas.

A salinidade € capaz de modificar a absor¢do de nutrientes, 4gua e a capacidade
permeabilizante das membranas, isso faz com que haja comprometimento da divisdo celular,
afetando negativamente o crescimento da planta e acarretando na diminuicao da altura vegetal
(PRISCO; GOMES FILHO, 2010).

Nesse estudo, foram observados que, assim como esperado, as plantas de morangueiro
foram afetadas negativamente pela presenca dos iéns Na* e CI"no solo, o que afetou diretamente
0 crescimento de suas raizes. Porém, a utilizacdo da bactéria Streptomyces sp. provocou

resultados positivos, possibilitando maior crescimento do sistema radicular.
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Resultado semelhante aconteceu com o crescimento da parte aérea, onde a maioria dos
tratamentos que ocorreram a inoculacdo das bactérias (Streptomyces sp. e Rhizobium sp.)
apresentaram maior comprimento.

A interacdo benéfica entre os microrganismos e as plantas de morangueiro existentes
nesse estudo podem ser explicadas devido aos efeitos que as bactérias promotoras de
crescimento podem induzir nas plantas. Alguns desses efeitos sdo justamente aumentar o
crescimento tanto da raiz quanto da parte aérea, e isso pode ocorrer através de alguns
mecanismos, como a producédo de fitohormonios (LOPEZ-BUCIO et al., 2007; YANG et al.,
2009).

Karlidag et al. (2013) relataram em seu estudo que o crescimento das plantas de
morangueiro submetidas ao estresse salino foram aumentados significativamente pelas
bactérias promotoras de crescimento, chegando a conclusdo de que 0s microrganismos
poderiam aliviar os efeitos danosos que poderiam ser provocados pelo excesso de ions salinos
no solo.

Quanto ao namero de folhas, estudos realizados anteriormente sugerem que condi¢cfes
de salinidade podem afetar negativamente o nimero de folhas de plantas de morangueiro
(KARLIDAG et al., 2009, 2011b). Isso pode ocorrer pelo acimulo de Na*, principalmente nas
folhas mais velhas, e causar toxicidade nessas folhas, o que corrobora para que haja reducao no
metabolismos dessas folhas, comprometendo a disponibilizagdo de carboidratos para folhas
mais jovens e afetando o aparecimento de novas folhas (CARILLO et al., 2011; MUNNS;
TESTER, 2008).

Com essas informac0es, e observando os resultados encontrados nesse estudo, é possivel
supor que as bactérias podem ter ajudado na contencdo do efeito de toxicidade provocado pelo
sal nas folhas mais velhas, o que proporcionou o surgimento de maior nimero de folhas nas
plantas tratadas com os microrganismos, que inclusive foi superior aos encontrados nas plantas
que ndo receberam nenhum tipo de tratamento e ndo passaram por estresse.

Para se ter uma producdo adequada de biomassa, que seja o suficiente para 0 bom
crescimento e desenvolvimento da planta, depende-se de alguns fatores como o acumulo de
carbono da fotossintese. Esse acumulo € determinado pelo aumento da area foliar e pela taxa
liquida de assimilacdo (ARAGAO et al., 2009). A salinidade influencia negativamente nesse
processo, uma vez que diminui o crescimento da planta e o niamero de folhas nelas existentes,
como ja explicado acima. Nesse estudo, houve diferenca significativa no conteddo de massa

fresca e seca das plantas de morangueiro que foram submetidas ao estresse salino e inoculadas



49

com as bactérias, Streptomyces sp. e Pseudomonas fluorescens, e proporcionaram maior
producdo de massa fresca e seca.

Sem e Chandrasekhar (2014) observaram em seus estudos a respeito do efeito de
bactérias promotoras de crescimento na promocao de crescimento de arroz sobre o estresse
salino, que os tratamentos com Pseudomonas tiveram efeito significativo sobre a massa seca da
parte aérea. Estes resultados corroboram com os obtidos por Mohamed e Goma (2012), que
estudaram o efeito da inoculacdo de Pseudomonas fluorescens e Bacillus subtilis em plantas de
rabanete submetidas ao estresse salino. Esses autores relataram que a massa fresca e seca de
raizes e folhas das plantas de rabanete diminuiram significativamente com o aumento da
concentracéo de sal e a inoculacdo das duas cepas bacterianas aumentaram significativamente

as massas fresca e secas das plantas de rabanete.

4.2  Efeito das bactérias promotoras de crescimento na sintese de pigmentos
fotossintéticos

Como ja foi mencionado anteriormente, altos niveis de salinidade sdo prejudiciais as
varias fases do ciclo de vida das plantas, dentre eles, a fotossintese que é um dos processos
fundamentais para o crescimento das mesmas (NUMAM et al., 2018). A diminuicdo da
produtividade que ocorre em muitas espécies de plantas submetidas ao estresse, geralmente é
associada ao declinio da capacidade fotossintética provocada pelos ions salinos. Dessa forma,
os componentes fotossintéticos como clorofilas e carotenoides sdo afetados negativamente
(KWON et al., 2019).

Santos (2004) verificaram a atividade da enzima clorofilase em tecidos foliares de
girassol submetidos ao estresse salino. Além disso, observaram que a diminuic¢éo nos teores de
pigmentos pode resultar da degradacdo e diminuicdo da sintese de clorofila, e que a enzima
clorofilase possa estar envolvida nesse processo em folhas que estdo passando pelo processo de
senescéncia. Para Sabir et al. (2012), a presenca dos ions salinos Na* e CI- dentro dos
cloroplastos podem interferir na sintese dos pigmentos e até mesmo colaborar para que haja a
sua destruicao.

Assim como as clorofilas, os carotenoides sdo pigmentos fundamentais para o
desenvolvimento vegetal, principalmente pelo fato de ajudar na fotoprotecéo da fotossintese,
podendo atuar também como sinalizador de estresses, seja de origem biotica ou abiotica, agindo
como antioxidante de espécies reativas de oxigénio (TAIZ et al., 2017; ASHRAF; HARRIS,
2013).
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No presente estudo, foi possivel observar diferenca significativa entre alguns dos
tratamentos. Dentre eles destacam-se as bactérias Rhizobium sp. em todos os parametros
analisados e Streptomyces sp. na clorofila b.

Corroborando com os resultados encontrados nesse experimento a respeito da utilizacdo
das bactérias, Abber et al. (2015) estudaram o impacto da Bacillus subtilis no crescimento e
pardmetros fisioldgicos sobre o estresse salino em Bassia indica, e mostraram que houve
diminuicdo do conteudo de clorofila e carotenoides nas folhas quando comparadas ao ambiente
ndo salino. Além disso, observaram que a B. subtilis proporcionou aumento no conteudo de
clorofila a, b e de carotenoides.

Assim como Yildirim et al. (2008), que estudaram a mitigacdo do estresse salino em
rabanete por meio de rizobactérias promotoras de crescimento e observaram diminuicdo dos
teores de clorofila das plantas em condi¢fes salinas em comparacdo com as gque ndo se
encontravam em no ambiente salino. Porém, os teores de clorofila foram elevados quando
houve inoculagdo com os microrganismos, comparando-0s com os tratamentos salinos e sem

salinidade.

5 CONCLUSAO

As bactérias promotoras de crescimento em plantas de morangueiro cultivar BRS Estiva
submetidas ao estresse salino apresentaram efeito positivo em todos os parametros analisados.
As bactérias Rhizobium sp., Pseudomonas fluorescens, Streptomyces sp. e Enterobacter sp.
associaram beneficamente com as plantas, fazendo com que fossem capazes de mitigar o efeito

da salinidade e proporcionar melhor crescimento das mesmas.
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