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O solo é fértil e hd sementes e cérebros

Pedro Saturno Braga



RESUMO

Devido ao crescimento da populacdo humana, a necessidade por terras agricultaveis se torna
imprescindivel para o abastecimento alimentar e promoc¢do da subsisténcia. Recentemente,
devido a modificacdes antropicas, muitos solos tém sido alterados, perdendo a sua fertilidade,
biodiversidade e saude. O uso de técnicas inadequadas para realizar o manejo agronémico faz
com que o solo perca 0s seus nutrientes, se degrade, seja contaminado e salinizado. Perante o
problema da salinidade é que surgem tecnologias para tentar remediar esses ambientes ou pelo
menos promover resisténcia as espécies para sobreviverem a essas novas condi¢des de vida.
Dentre essas tecnologias, estdo as Bactérias Promotoras de Crescimento Vegetal, que interagem
com o vegetal de forma simbidtica conferindo-o maior resisténcia as adversidades do solo. Um
dos géneros de bactérias que realizam essa simbiose é o Bacillus. O presente trabalho teve como
objetivo investigar a halotolerancia da bactéria Bacillus amyloliquefaciens VR002, além de
estudar a sua capacidade em promover tolerancia a salinidade nas plantas de tomateiro
(Solanum lycopersicum L.). Foram feitos testes do crescimento da VR002 em diferentes
concentracdes salinas e experimentos inoculando a B. amyloliquefaciens VR002 e o
sobrenadante da cultura nas sementes e plantas de tomateiro. A partir da curva de crescimento
foi possivel perceber a halotolerancia da VR002 nas doses de 0, 250, 500, 1000 e 1500 mM de
cloreto de sddio (NaCl). A partir dos parametros de germinacdo, apds 7 dias de semeadura em
substratos de 0, 50, 100 e 150 mM NaCl, foi possivel perceber que a inoculacdo com a VR002
contribui com o ganho da massa seca das radiculas quando essas cresceram em 50 mM de NaCl.
A partir dos parametros morfoldgicos, como o indice de Qualidade de Dickson foi observado
que as mudas que tiveram melhor qualidade apds 65 dias de semeadura foram aquelas que nédo
receberam estresse salino. A partir de parametros bioquimicos como: o indice de Clorofila
Falker, verificou-se que os tomateiros crescidos nas doses de 0 e 150 mM de NaCl tiveram
aumento da clorofila a e clorofila total quando receberam a inoculacdo de sobrenadante, agua
ou bactéria nas sementes e posteriormente a inoculagcdo da VR002 no colo da planta; Aumento
do pigmento carotendide, quando estressados com 150 mM de NaCl e inoculados a VR002 na
semente e no colo da planta. Aumento do teor de prolina e diminuicdo do extravasamento de
eletrélitos quando estressados com 150 mM de NaCl e inoculados com sobrenadante nas
sementes e VR002 no colo das plantas. Concluindo, a B. amyloliquefaciens VR002 contribui
principalmente para os pardmetros bioquimicos que auxiliam na halotolerancia dos tomateiros
cv. Santa Cruz.

Palavras-chave: Agricultura sustentavel. Halotolerancia. Salinidade. Solanum lycopersicum L.



ABSTRACT

Due to the growing human population, the need for agricultural land has become indispensable
for food supply and the promotion of livelihoods. Recently, due to anthropogenic modifications,
many soils have been altered, losing their fertility, biodiversity, and health. The use of
inadequate techniques to carry out agronomic management causes the soil to lose its nutrients,
degrade, and contaminate. One of these situations is the increase in salinity. Faced with the
existence of this type of degradation is that technologies arise to try to remediate these
environments or at least promote resistance to species to survive these new living conditions.
Among these technologies are Plant Growth Promoting Bacteria, which interact with the plant
in a symbiotic way and help it to be more resistant to soil adversities. One of the genera of
bacteria that perform this symbiosis is Bacillus. The present work aimed to investigate the
halotolerance of Bacillus amyloliquefaciens VR002, and to study its ability to promote
tolerance to salinity in tomato (Solanum lycopersicum L.) plants. We tested the growth of
VR002 in different saline concentrations and performed experiments inoculating B.
amyloliquefaciens VR002 and the supernatant of the culture on seeds and tomato plants. From
the growth curve it was possible to see the halotolerance of VR002 at doses of 0, 250, 500, 1000
and 1500 mM of sodium chloride (NaCl). From the germination parameters, after 7 days of
sowing in substrates of 0, 50, 100 and 150 mM NaCl, it was possible to realize that the
inoculation with VR002 contributes with the gain of dry mass of the rootlets when they grew
in 50 mM NaCl. From morphological parameters, such as the Dickson Quality Index it was
observed that the seedlings that had the best quality after 65 days of sowing were those that did
not receive salt stress. From biochemical parameters such as: the Falker Chlorophyll Index, it
was found that tomato plants grown in doses of 0 and 150 mM NaCl had increased chlorophyll
a and total chlorophyll when they received the inoculation of supernatant, water or bacteria in
the seeds and subsequently the inoculation of VR002 in the neck of the plant; Increase of the
carotenoid pigment, when stressed with 150 mM NaCl and inoculated VR002 in the seed and
in the neck of the plant. Increased proline content and decreased electrolyte extravasation when
stressed with 150 mM NaCl and inoculated with supernatant in the seed and VR002 in the plant
neck. In conclusion, B. amyloliquefaciens VR002 contributes mainly to biochemical parameters

that assist in the halotolerance of tomato plants cv. Santa Cruz.

Keywords: Halotolerance. Salinity. Solanum lycopersicum L. Sustainable agriculture.
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1. INTRODUCAO

A crise ambiental que vem se agravando desde a revolugdo industrial, tem sido um
fator de grande apreensao devido a insustentabilidade das atividades humanas. O aumento da
populagéo e a ocupacdo dos ecossistemas terrestres vem causando uma alta exploragdo dos
recursos naturais, excedendo assim a capacidade regenerativa de muitos ecossistemas (ELOI et
al., 2007; GARCIA-AYLLON & RADKE, 2021).

O manejo indevido do solo envolvendo a grande quantidade de fertilizantes utilizados
e 0 excesso de irrigacdo de fontes inadequadas, levam ao aumento dos niveis de salinidade nos
solos, atingindo os limites de toleréncia de diversas culturas, levando a reducgéo da sua producéo
no decorrer dos seus ciclos consecutivos (GHAFOOR et al., 2004; QADIR & OSTER, 2004).

Este aumento de salinidade tornou-se um problema atual de grande importancia a
nivel global, sendo um obstaculo em relagdo aos objetivos de desenvolvimento sustentavel
(ODS) relativos a agricultura e nutricdo (SAHAB et al., 2021).

Uma das principais substancias que interferem na salinidade, é o NaCl. Ele afeta
aspectos fisioldgicos das plantas, a partir da diminuic¢éo do potencial hidrico do solo. Como a
agua é um recurso imprescindivel para o desenvolvimento das plantas, elas acabam sofrendo
um estresse hidrico, devido ao estresse salino (CRUZ et al., 2006; FAVARIN, 2017).

Além disso, o sodio (Na) acarreta efeitos toxicos diretos, sobretudo nos sistemas
enzimaticos e de membranas (BETHKE & DREW, 1992; YAHYA, 1998). Logo, o0 excedente
de sais vai implicar na perda de produtividade e qualidade das culturas ndo tolerantes, podendo
ocorrer a total perda de producdo, dependendo da concentracdo salina do local (RHOADES,
KANDIAH & MASHALLI, 2000).

A presenca de sais no solo é consequéncia de um conjunto de causas. Fatores
climaticos, como o baixo indice pluviométrico e a elevada taxa de evapotranspiragdo, fazem
com que as plantas precisem ser irrigada mais vezes. A baixa incidéncia de chuva diminui o
fendmeno da lixiviacdo e dependendo da qualidade da agua utilizada para irrigacao, ela pode
aumentar o aporte de sais no solo. Fatores edaficos também contribuem para a diminuicéo da
lixiviagdo. Devido a existéncia de camadas impermeaveis no solo, os sais acabam se
acumulando nestes espacos de menor infiltracdo, ndo conseguindo ser carreados até os lencdis
fredticos e modificando caracteristicas edaficas e hidrolégicas daquele ecossistema
(GHAFOOR et al., 2004; QADIR & OSTER, 2004; TAIZ & ZAIGER, 2013).

Por fim, os fatores antropicos, sdo uma grande parcela desse problema. O manejo

utilizado pela agricultura intensiva, a fim de aumentar a produtividade momentanea faz com
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que uma série de excessos sejam cometidos. A utilizacdo de agua desmedida, 0 excesso de
fertilizantes e a cultura de utilizagcdo dos agroquimicos, acabam modificando caracteristicas
fisicas e quimicas do solo, poluindo e contaminando os ambientes terrestes e consequentemente,
0s ambientes aquaticos e atmosféricos (GHAFOOR et al., 2004; QADIR & OSTER, 2004).

Em relacéo aos fertilizantes, estes estdo intimamente relacionados com a incidéncia de
sais. Partindo do conhecimento, de que todo sal se forma pela unido de pelos menos dois
elementos - um metalico e um ndo metalico -, quando sdo adicionados Nitrato de Potassio,
Nitrato de Calcio, Fosfato de Amdnio, Sulfato de Magnésio, para promover a nutricao mineral,
a quantidade de cations e anions dispostos naquele ambiente aumenta. Esse aporte de nutrientes,
pode fazer muito bem as plantas, desde que sejam feitos estudos prévios para estabelecer as
dosagens e frequéncias que essa fertilizacdo ira acontecer. Porém, quando aplicados em
excesso, eles acabam aumentando os niveis de salinidade do ambiente (TAIZ & ZAIGER,
2013).

Em relagdo a irrigacdo, um estudo constatou que se um solo receber o aporte anual de
979 kg de sal/ha/ano, em aproximadamente 28 anos ele estaria com 27.648 kg de sal/ha,
transformando um solo com caracteristicas normais em salino. Essa concentracdo de sais sera
um dos fatores que contribuira para a reducdo da condutividade hidréaulica, da permeabilidade
e taxa de infiltracdo de 4gua no solo (BATISTA et al., 2002).

Esses fatores que afetam o solo, vao resultar em reflexos nas plantas, influenciando as
culturas de duas formas. Aumentando o potencial osmético do solo, onde quanto maior for a
salinidade, maior sera a energia que a planta gastard para absorver a dgua e 0s nutrientes
proximos da rizosfera. E promovendo toxidez ao vegetal devido a presenca de alguns
componentes quimicos, especialmente o sédio (Na*), boro (B*?), bicarbonatos (HCOj3) e
cloretos (CI'), os quais em concentracéo elevada irdo causar distlrbios fisiologicos nas plantas
(BATISTA et al., 2002).

Entretanto nem todos o0s vegetais serdo afetados pelos sais, pois a biodiversidade e
variabilidade genética, conferem a cada cultura a capacidade de reagir de forma diferente em
relacdo a essa condicdo. As glicofitas séo sensiveis a pequenos niveis de sal, ja as haldfitas
apresentam rendimentos razoaveis, quando expostas a altos niveis. Esses resultados se diferem
devido as variadas respostas bioquimicas que cada espécie apresenta, sendo as mais tolerantes,
as que tem maior osmoprotecdo (AYERS & WESTCOT, 1999).

Porém, os vegetais que ndo apresentam essa tolerancia tdo abrangente, além de

sofrerem por deficit hidrico, também sdo prejudicados pela acumulagéo citotoxica dos ions de
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Cl e Na". Uma dessas culturas, é o tomateiro (Lycopersicon esculentum). Ele € moderadamente
sensivel ao sal, demonstrando uma diminuicdo de 50% no seu rendimento quando exposto a
aproximadamente 70 milimols (mM) de NaCl (SUBBARAO & JOHANSEN, 1999).

Logo, com a presenca de sais acima desses niveis, eles sofrem danos tanto em sua
morfologia, como em seus componentes bioquimicos. Por isso, essa espécie é utilizada como
objeto de estudo, pois quando expostas a niveis salinos moderados, sdo capazes de demonstrar
os efeitos dos sais nas plantas e verificar se algum tratamento utilizado para a mitigacao desses
efeitos, esta sendo efetivo (TAJ & CHALLABATHULA, 2021).

Sabendo que a salinidade nas terras agricultaveis esta crescente, estudar formas para
que as plantas consigam toleré-la é importante e urgente para o futuro da agricultura. Pesquisas
qgue objetivam amenizar os efeitos do sal nas plantas, tém utilizado o tomateiro para a
verificacdo desses tratamentos (WANG et al., 2019; MASMOUDI et al., 2021).

Dentre essas pesquisas, a utilizacdo de tecnologias como o uso de Bactérias
Promotoras de Crescimento Vegetal (BPCVs) para a diminuicdo do estresse abidtico esta
ganhando visibilidade e importancia (KIM et al., 2017). Diversas BPCVs tém sido utilizadas
para colonizar a rizosfera e conferir habilidade de gerar biofilme, quimiotaxia e producédo de
Exopolissacarideos (EPS) (FENG et al., 2018; WANG et al., 2019; MASMOUDI et al., 2021).

O uso de BPCVs auxilia no aumento do crescimento da planta, diminuindo a
vulnerabilidade a doencas provocadas por fungos patogénicos, insetos, virus e nematoides,
além de beneficiar o crescimento perante circunstancias de estresse abiotico, como seca e
salinidade (TURATTO, 2015; KIM et al., 2017; NAZIR, 2108; ABREU, 2021).

A partir da parceria com as BPCVs, vem sendo desenvolvidos inoculantes para 0s
vegetais. Eles possuem a capacidade de incitar o desenvolvimento das plantas em distintos
periodos de vida, de maneira direta ou indireta, através de uma unido simbiotica, onde 0s
vegetais vao oferecer protecdo e nutricdo para essas bactérias e elas oferecerdo tolerancia a
estresses ambientais, dentre outras fungfes importantes.

As bactérias do género Bacillus demonstraram potencial para serem utilizadas como
inoculantes microbianos, por causa da sua competéncia em minimizar os resultados nocivos do
estresse salino, hidrico e oxidativo, aléem de favorecer a regulacdo das caracteristicas
morfologicas e bioquimicas do vegetal (GHYSELINCK et al., 2013; PINTER et al., 2017).

O presente trabalho testou os efeitos de diferentes arranjos contendo os Bacillus
amyloliquefaciens VR002 e/ou o sobrenadante da cultura desta bactéria para auxiliar no
crescimento e desenvolvimento de mudas de tomateiro (Solanum lycopersicum L.) sob estresse

salino induzido pelo cloreto de sodio (NaCl).
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a resposta morfoldgica e bioquimica do tomateiro (Solanum lycopersicum L.)
cultivar Santa Cruz, sob estresse salino induzido, inoculado com Bacillus amyloliquefaciens

VR002 e/ou com o sobrenadante da cultura bacteriana.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Auvaliar a halotoleréncia de Bacillus amyloliquefaciens VR002 as diferentes

concentracdes de cloreto de sodio (NaCl);

—  Avaliar o efeito da inoculacdo de Bacillus amyloliquefaciens VR002 e do
sobrenadante desta cultura, na germinacdo das sementes do tomateiro cultivar Santa Cruz

expostas as diferentes concentracGes de NaCl,;

—  Auvaliar o efeito da inoculacdo de Bacillus amyloliquefaciens VR002 e/ou do
sobrenadante desta cultura, nas caracteriticas morfologicas das plantas de tomateiro cultivar

Santa Cruz submetidas a estresse salino;

—  Auvaliar o efeito da inoculacdo de Bacillus amyloliquefaciens VR002 e/ou do
sobrenadante desta cultura nos parametros bioquimicos das plantas de tomateiro cultivar Santa

Cruz submetidas a estresse salino.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. SOLO E A SALINIDADE
A salinizagéo do solo se desenvolve de diferentes formas, seja por fatores ambientais

ou pelas acdes antropicas. Um dos fatores ambientais ocorre através do transporte dos sais de
regibes salinas para regides ndo salinas, através da evaporacdo da agua do mar, da
movimentacdo dos ventos e da preciptacdo, fazendo com que os sais se depositem em regides
agricolas proximas ao litoral (SAHAB, 2021).

Outros fatores, sdo os aspectos geoldgicos e climaticos de cada regido. Em solos mais
jovens, onde as rochas sofreram a menor acdo do intemperismo, o acimulo de sais é maior,
devido a auséncia de chuvas no local e a baixa lixiviagdo. Este fendmeno é comum das regies
aridas e semi-aridas e pode ser observado tanto no nordeste brasileiro, como em regides
deseérticas do mundo (PEREIRA, 1983; SOBRAL et al. 2015; SAHAB, 2021).

Porém, alguns fatores fogem aos naturais. A atuacdo humana, na agricultura através
da irrigacdo desmedida e a utilizacdo de fertilizantes em excesso pode fazer com que um solo,
sem caracteristicas salinas, acabe se salinzando devido ao inadequado manejo da agricultura
(PEREIRA, 1983; KANZARI et al, 2012; SALVATI & FERRARA, 2015;
DALIAKOPOULOS et al., 2016; WALTER et al., 2018).

Quanto aos fertilizantes, quando esses trazem um grande aporte de cations como sodio
(Na"), célcio (Ca*"), magnésio (Mg?*) e em menores quantidades o potassio (K*), e &nions como
cloreto (CI), sulfato (SO4%), bicarbonato (HCO3), carbonato (COs%), e nitrato (NOs), isso
pode influenciar na salinizagdo dos solos, pois esses sdo 0s mais importantes ions presentes em
solos salinos (QADIR, GHAFOOR & MURTAZA, 2000; SAHAB et al., 2021). Além disso,
ja foi estudado que os fertilizantes com nitrogénio inorganico, em sua composi¢do, podem
diminuir a satde e fertilidade dos solos, impactando na comunidade microbiana, reduzindo a
complexa rede que interconecta as bactérias, o que possivelmente afeta na ciclagem dos
nutrientes do solo. Logo, é necessario fazer o uso desses produtos com parciménia e existem
alternativas para diminui-los, como por exemplo as bactérias promotoras de crescimento
vegetal (ETESAMI & ALIKHANI, 2016; ZHANG et al. 2021).

Outro fator antrépico que contribui muito para salinidade dos solos é o excesso de
irrigacdo com &guas salinas. Devido a escassez de recurso hidricos, a agricultura tem utilizado
aguas com maior aporte de sais ou de menor qualidade, advindas de pog¢os artesianos, aguas de

efluentes domésticos tratados e de salmoura das estacOes de tratamento de aguas salobras. A
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utilizacdo indiscriminada dessas aguas, tém tido efeito na salinizacdo dos solos e
consequentemente na saude das plantas (DIAS et al., 2016). Além disso, as mudancas
climaticas tém contribuido com o aumento do nivel do mar, fazendo com que as dguas marinhas
invadam as terras, e trazendo a tona mais uma vez o problema da salinidade, como é possivel
observar na provincia Ca Maué, no Vietna (DEB, TRAN & UDMALE, 2016).

Porém, nédo sé nas regides anteriormente mencionadas, os solos salinos e sodicos estéo
presentes. Na Figura 1 € possivel observar a sua distribuicdo ao longo do mundo todo (SAHAB
et al., 2021). Estimativas apontam que até 2050, metade dos solos agricultaveis ao longo do
planeta Terra poderéo estar afetados pela salinidade. Logo, buscar alternativas que visem evitar
essa situacdo e aprender a lidar com as terras que ja estdo afetadas, € muito importante. Por isso,
esforcos tem sido empregado para a promoc¢do da halotolerdncia das plantas e para a
recuperacdo da fertilidade dos solos salinos (KUMAR et al., 2020).

Com esses passos em consonancia é possivel caminhar na direcdo de alguns dos
Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel da ONU, os quais pretendem garantir a seguranca
alimentar das presentes e futuras geracdes, antingir a fome zero, desenvolver a agricultura
sustentavel (ODS 2) e promover o uso sustentavel dos ecossistemas terrestes, combatendo a
desertificacdo e pausando e revertendo o quadro de degradacgéo dos solos (ODS 15) (SAHAB
etal., 2021; ONU, 2023).

Figura 1: Distribuicdo global das areas terrestres afetadas por solos salinos (sal) e sodicos (sod). Dados

apresentados em milhdes de hectares (mha).

Sul e Oeste da Asia
30.0 (9.0%% + 21.05%¢) mha 84.1 (82.3% + 1.8%¢) mha

Asia do Norte e Central

211.7 (91.55 + 120.25°9) mha

Sudeste da Asia
20.0 (20.05 + 0.05¢) mha

g \‘\
México e América Central “.‘-4,!

2.0 (2.05% + 0.0°°) mha

R.
. ¥
o= : v 4
América o ul —_—

129.3 (69.5%' + 59.85¢) mha 6112289 + 8675
e s o 357.6 (17.6% + 340.05¢) mha

Fonte: SAHAB, et al. 2021, adaptada pelo autor.
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3.1.1. Caracteristicas dos solos salinos e a importancia da qualidade da irrigacdo

A degradacao dos solos pelos sais é um assunto que ja vem sendo estudado desde o
século X1X, tendo como precursor o pedologista Eugene Woldemar Hilgard (1833-1916). Este
assunto foi ganhando cada vez mais interesse, & medida que as areas irrigadas aumentaram, pois
muitos cientistas sabendo que os sais afetavam as plantas, desejavam desenvolver técnicas de
manejo adequado para ndo salinizar ou para recuperar 0s solos que ja haviam sido degradados
(PEREIRA, 1983). Logo, surgiram esquemas de classificagdo dos solos afetados por salinidade,
a partir da medicdo de algumas propriedades edaficas, como o Potencial Hidrogeni6nico (pH),
a Condutividade Elétrica do extrato de saturacdo (CE), a Porcentagem de Sédios Trocaveis
(PST), a Razdo de Adsorcdo de Sodio (RAS) e arelacdo do Carbonato de Sodio Residual (CSR)
(PEREIRA, 1983; SAHAB et al. 2021).

Os solos salinos sao aqueles que ttm pH menor que 8,5, CE maior que 4 (dS/m), PST
menor que 15 e RAS menor do que 13. Os solos sddicos, sdo aqueles com pH maior que 8,5,
CE menor que 4 (dS/m), PST maior que 15 e RAS maior que 13. J& os solos salinos-sddicos
séo aqueles com pH menor que 8,5, CE maior que (4 dS/m), PST maior que 15 e RAS maior
que 13 (PEREIRA, 1983; SOBRAL, et al. 2015). E importante observar neste ponto a razio de
adsorcdo do sodio, pois ela mede as relagdes entre os fons Sodio (Na*), Célcio (Ca*) e
Magnésio (Mg?*), a partir da formula de RAS, onde cada elemento € expresso em
miliequivalente por litro (mEg/L).

Na™*

Ca2+ + Mg2+
2

O resultado desse calculo expressa o quanto de sédio esta presente, em relacdo ao

Relagao de adsorgdo do S6dio (RAS) =

calcio e ao magnésio. Este conhecimento é pertinente, pois a alta presenca de Na* age como
uma fator dispersante desses dois cations, pois Na* compete pelas cargas negativas dos coldides
e consequentemente faz com que os ions de calcio e magnésio se desagreguem. Este fenémeno,
pode gerar um desequilibrio de nutrientes disponiveis para as planta, e ainda mudar a
Capacidade de Troca Cationica do solo (PEREIRA, 1983; SOBRAL, et al. 2015).

Por isso, é importante tomar cuidado com a &gua de irrigacdo a ser utilizada, pois
quanto maior for a CE e 0 RAS, maior serd a introducdo de sais para as terras agricolas. Logo,
para nortear quais aguas sao de boa qualidade para o solo e cultura, a United States Salinity
Laboratory Staff (1954), montou um diagrama que classifica as aguas para irrigagéo e indica o
perigo que cada classe tém em salinizar os solos. Esses perigos variam entre baixo, médio, alto

e muito alto, sendo as dguas de melhor qualidade aquelas com menor CE e RAS (ALLISON et
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al., 1954; ZAMAN, SHAHID & HENG, 2018).

Um outro ponto a ser observado ¢ a relacdo de carbonato de sodio residual (CSR). Este
conceito foi elaborado por Eaton (1950) e propde que os solos sodicos também sdo formados
pela alta presenca de carbonato (CO3?) e bicarbonato (HCO3") em comparagio com os fons Ca?*
e Mg?*. A presenca desses anions, advindas da irrigacdo faz com que apds a evaporagéo da agua
e a absorcdo dos nutrientes pela raiz, os carbonatos que sobram no solo se liguem aos cétions
de calcio e magnésio remanescentes, formando CaCOs; e MgCOs. Isso faz com que o Ca®* e
Mg?* percam seus estados de sais sollveis e se preciptem no solo, se tornando ainda menos
disponiveis (PEREIRA, 1983; ZAMAN, SHAHID & HENG, 2018).

Isso abre espacgo para que o Na* tenha mais coldides carregadas negativamente para
ele se ligar, e consequentemente, todas as caracteristicas daquele solo vao modificando. Por
isso a aptiddo das aguas de irrigacdo, também esté ligada ao CSR, que é calculado a partir da
equagdo CSR = (CO3*> + HCO3) — (Ca?* + Mg?") e os seus resultados sdo expressos mEq/L.
Wilcox, Blayer e Bower (1954), chegaram a conclusdo de que aguas com CRS menores que
1,25 sdo seguras para a rega, aguas com CRS entre 1,25 e 2,50 estdo em seus faixas marginais
e aguas com CRS acima de 2,5 sdo improprias para a irrigacao.

Logo, a &gua de irrigacdo que sera adicionada no solo, é um fator que a agricultura
precisa dar muita atencdo. Caso o0 contrario, esta degradacdo sO tende a aumentar as
consequéncias negativas aos solos, que antes eram saudaveis, e agora paulatinamente estdo
adoecidos, devido a sua diminuicdo de porosidade, condutividade hidraulica e aeracdo. Além
da perda do seu microbioma e da diminuigcdo da capacidade dessa terra ser utilizada para o
cultivo (SAHAB, 2021).

3.2. OEFEITO DA SALINIDADE NAS PLANTAS
A salde do solo é um fator muito importante para o desenvolvimento das plantas. O

solo que possui condigOes equilibradas de nutrientes, umidade, energia e um microbioma rico,
consegue oferecer condi¢Bes necessarias para que o reino vegetal consiga viver e se desenvolver
bem. Porém, quando este solo é afetado pela salinidade, todos seus fatores fisico-quimicos e
biolégicas sdo alterados, podendo gerar dificuldade para o desenvolvimento das plantas,
principalmente as mais sensiveis (TAIZ & ZEIGER, 2013; KUMAR et al., 2020).

Em busca de solucdes, alguns agricultores fazem a adicéo de fertilizantes indrganicos,
afim de reconstituir a fertilidade desses solos, porém muitas vezes por desconhecimento, nao
imaginam que isso pode piorar ainda mais sua qualidade. Esse excesso de sais minerais, causam

efeitos citotoxicos, além de gerarem estresse osmotico, oxidativo e hidrico para as plantas
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(DIAS, et al. 2016).

3.2.1. O efeito da salinidade na germinacdo

A interferéncia da salinidade no potencial hidrico do solo, causa a reducdo da
capacidade de captagdo de dgua pelas sementes, devido a diminui¢do do gradiente de potencial
entre o solo e aquelas, consequentemente reduzindo os indices de germinacdo (LOPES &
MACEDO, 2008). A germinacdo € um processo compreendido por trés fases, que tem inicio
quando a semente esta em repouso e tem sua fase final com a emissao da radicula. Ela é dividida
pela fase 1, onde as sementes tém uma répida absorcdo de agua (embebicgdo), fase 2, onde
acontece a ativacdo dos processos metabolicos necessarios para o desenvolvimento do embrido
e fase 3, quando acontece o crescimento do embrido, a partir da emissdo da radicula (BEWLEY,
1997; NICK, SILVA e BOREM, 2018).

Em alguns trabalhos como de Souza et al. (2010), Marques et al. (2011) e Sousa,
Bezerra e Farias (2011) foram demonstrados os efeitos negativos dos sais sobre a germinacéao
de sementes. Nesse contexto, Souza et al. (2010), observaram que as sementes do Pinhdo Manso
(Jatropha curcas L.), quando dispostas a diversas concentragdes salinas, sofreram um atraso
significativo no tempo de germinagao, além de terem sofrido com a diminuigdo do crescimento
das plantulas. No estudo realizado por Maia Janior et al. (2020) com sementes de tomateiro
induzidas ao estresse salino, foi constatado que a salinidade reduziu a porcentagem de
germinacao, além de atrasar o tempo da germinacdo das sementes de tomate.

Essa reducdo na taxa de germinagédo das sementes, tem relagdo com a diminuicéo da
absorcdo da agua pela plantula devido ao aumento do potencial osmético do solo, que aumenta
a retencdo da agua e faz com que as plantas precisem gastar mais energia para conseguir
absorvé-la. Logo, principalmente nesta fase inicial de embebicdo, a salinidade interfere na
absorcdo de agua, inviabilizando, em seguida, todas as demais fases que levam a germinacéo
(MOTERLE et al., 2006).

3.2.2. O efeito da salinidade no desenvolvimento das plantas

Quando as plantas conseguem vencer as trés fases da germinacgéo, elas passam para
uma fase de desenvolvimento e crescimento. Neste momento a salinidade ainda influencia na
vida do vegetal, por isso € um tema estudado em diversos paises, especialmente nos que
possuem solos aridos e semiaridos (RIBEIRO, BARROS & FREIRE, 2019; SAHAB, et al.
2021).

Os autores Ferreira et al. (2001) e Cavalcante et al. (2010), afirmam por meio de seus

trabalhos que o estresse salino reduz o desenvolvimento de uma planta, devido a desordens
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nutricionais causada pela elevada quantidade de sais no processo de absorcédo e transporte de
nutrientes.

A salinidade pode reduzir a acdo dos ions em solucdo, mudando assim a absorcao,
transporte, assimilacdo e disposicao de nutrientes na planta (LARCHER, 2000; FARIAS et al.
2009). Segundo Ferreira et al. (2001) um fator de facil percepgdo em relacdo a salinidade sobre
vegetais é a diminui¢do no seu crescimento, devido & menor disponibilidade de nutrientes, o
que afeta principalmente na producéo da cultura. No trabalho de Cavalcante et al. (2010), por
exemplo, o efeito do estresse salino nas plantas resultou na toxidade idnica, por causa das
interagBes entre Na*/K*, Na*/Ca*? e CI/NO3, o que levou a diminuigdo do crescimento ou
morte dessas plantas, devido ao excesso de ions sodio e cloro.

Outros efeitos causados pela salinidade nas plantas encontrados na literatura sdo a
reducdo do crescimento radicular e é&rea foliar, levando a reducdo da fotossintese
(NASCIMENTO et al., 2011), amarelamento das folhas mais antigas e queda em fases mais
avancadas (MELLONI, SILVA & CARVALHO, 2000), além do retardo na fase de
desenvolvimento de gemas apicais e reducdo da quantidade de folhas (OLIVEIRA, et al. 2006).

3.2.3. Atolerincia de diferentes vegetais a salinidade

Algumas plantas possuem meios que possibilitam a sua manutengdo em ambientes
salinizados, onde a sua permanéncia nesses ambientes acarreta mudancas e adaptacdes em
relacdo a absorc¢do, transporte e disposicdo de ions em diversas partes do vegetal (FARIAS et
al., 2009). A tolerancia das plantas a salinidade pode ser separada de duas formas: o grupo das
haléfitas, sendo as presentes em solos salinizados e o grupo das glicofitas, as plantas que
possuem menos resisténcia ao estresse salino (TAIZ & ZEIGER, 2013).

As plantas hal6fitas possuem essa maior resisténcia em virtude da sua capacidade de
dividir os ions em pequenas partes no vacutolo das células vegetais. Essa habilidade evita que
altas concentracdes de sal vinda do solo, chegue ao protoplasma e a partir dessa regulacédo salina
a planta consegue sobreviver aos efeitos osmoéticos e toxicos relacionados a maior
disponibilidade de sais no ambiente (LARCHER, 2000). Ja as plantas glicofitas, em contato
com solos salinizados, apresentam efeitos como diminui¢do em seu desenvolvimento, perda da
massa seca e descoloracdo nas folhas (MUNNS, 2002).

Existem meios de classificacdo que podem medir a toleréncia relativa de algumas
espécies de planta. Eles se baseiam na relagdo entre a salinidade do solo, a partir da
condutividade elétrica do extrato de saturagéo (CEes) e da condutividade elétrica da agua (CE.),
a partir da equacgéo (CEes = 1,5CE,) e também a partir da fracéo de lixiviacdo equivalente a 15-
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20%. Nessa forma de classificacdo, as plantas sdo divididas como sensiveis a salinidade (S),
moderadamente sensiveis (MS), moderadamente tolerantes (MT) e tolerantes (T). No Quadro
1 é possivel observar, a tolerancia a salinidade de algumas espécies herbaceas, em relagcdo aos

niveis de condutividade elétrica ao qual elas foram expostas (DIAS et al., 2016).

Quadro 1: Tolerancia das culturas herbaceas a salinidade. As siglas S, MS, T e ST indicam respectivamente

Sensiveis ao sal, Moderadamente Sensiveis; Moderadamente Tolerantes; Tolerantes.

o ndutivi lassificaca

Cultura Nome Cientifico Iglcétlf:g; (d%?r?\e) = ?I'SSIe:;r?f:li%de
Cenoura Daucus carota 1,0 S
Feijao Phaseolus vulgaris 1,0 S
Fava Vicia Faba 1,6 MS
Alfafa Medica sativa 2,0 MS
Espinafre Spinacia olaracea 2,0 MS
Tomate Solanum lycopersicum L. 2,5 MS
Soja Glycine max 5,0 MT
Trigo Triticum aestivum 6,0 MT
Capim-bermuda Cynodon 6,9 T
Algodao Gossypium hirsutum 7,7 T
Cevada Hordeum vulgare 8,0 T

Fonte: DIAS, et al. 2016; SAHAB, et. al 2021.

3.3. TOMATEIRO (Solanum lycopersicon L.)

O tomateiro (Solanum lycopersicon L.) € a segunda hortalica mais produzida no Brasil.
Tendo em 2017 ocupado mais de 60 mil hectares de area plantada, com uma producéo de
4.223,9 toneladas e rendimento médio de 67,9 toneladas por hectares (IBGE/LSPA, 2017).

Pertencente a familia das solanaceas com distribuicdo cosmopolita, de porte ereto e
ciclo anual. Apesar de ser uma espécie inicialmente domesticada no México, apresenta seu
ponto central no territdrio dos Andes, sendo até hoje encontrada diversas espécies em seus
aspectos ancestrais, especialmente o tomate cereja (Licopersicon pimpinellifolium L.), sendo
tido por diversos autores, como a espécie primitiva com 0s aspectos genéticos (genotipo) mais
proximos das plantadas na atualidade (NAIKA et al., 2006; RODRIGUES et al., 2008). Essa
espécie de tomateiro € a mais utilizada para consumo, devido as suas caracteristicas
fotoquimicas, com uma propriedade antioxidante das mais adequadas para ingestdo e uma
grande quantidade de nutrientes também (GUILHERME et al., 2008).

O crescimento e desenvolvimento do tomateiro necessitam de algumas condig¢oes
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adequadas, como a incidéncia de radiagdo solar minima de 12 horas, temperatura 6tima de 27
°C, demanda 6tima de &gua de 1300 mm por ano, onde esses fatores interagem e agem em
conjunto para um melhor resultado (ROCHA, 2009; EOL, 2020). Porém, quando essa especie
entra em contato com estresses abidticos, como seca, elevadas temperaturas e salinidade, ou
com estresses bidticos, como o ataque de patdgenos, diversas caracteristas que indicam o seu
crescimento e salde sdo afetadas (MURPHY et al., 2003; GOWTHAM et al., 2020; KHAN et
al., 2020; VAISHNAV et al. 2020).

Gowtham et al. (2020) estudaram como o0s tomateiros reagiram a diferentes niveis de
seca, testando o crescimento das plantas que eram regadas em dias alternados e das plantas que
ficavam 2, 3, 4 e 5 dias sem receberem &gua. Ao observar seus resultados é possivel perceber
como a seca alterou a qualidade de vida dos tomateiros. Ao comparar as plantas que eram
irrigadas em dias alternados e as plantas que ficavam 5 dias sem receberem agua, foi possivel
perceber diferengas na altura, massa fresca da parte aérea, no contetdo relativo de agua, tendo
todos esses valores sido menores nas amostras que passaram por ciclos de 5 dias de seca. J&
alguns parametros bioguimicos aumentaram, como contetdo de malondialdeido (MDA) que
indica os danos nas membranas, o contetdo de Peroxido de Hidrogénio (H202), que indica
estresse oxidativo e contetido de prolina, que demonstra uma estratégia de defesa para as plantas
se osmoprotegerem do estresse.

Um padrao semelhante ocorreu no trabalho de Khan et al. (2020), ao estudar como foi
0 crescimento dos tomateiro em diferentes temperaturas. Ele expds os tomateiros controles a
temperaturas diarias de 28 °C por 14 horas e 25 °C por 10 horas, e 0s tomateiros estressados a
temperaturas de 37 °C por 14 horas e 30 °C por 10 horas, ambos com umidade relativa de 60 a
70%. Ao observar os seus resultados foi possivel perceber que temperatura influenciou na
diminuicdo das caracteristicas morfoldgicas, como no comprimento, peso fresco e peso seco
das partes aérea e raizes. E que aumentou caracteristicas bioquimicas, como o contedo de
MDA (devido as plantas terem sofrido maior peroxidacéo lipidica), a atividade das enzimas
antioxidantes Superéxido Desmutase (SOD) e Ascorbato Peroxidase (APX) (como uma
estratégia de defesa da planta para combater as espécies reativas de oxigénio (EROs) que se
formaram devido ao estresse) e os niveis de prolina, como uma estratégia para as plantas
conseguirem perder menos dgua devido a esses estresses.

As mesmas caracteristicas morfologicas e bioquimicas foram observadas no trabalho
de Vaishnav et al. (2020), quando expbs os tomateiros a 200 mM de NaCl. Além dos parametros
ja citados no paragrafo anterior, também foi possivel observar a diminuicdo dos niveis de

clorofila e um desequilibrio iénico na relagdo Na*/K*, onde o sédio se tornou muito mais
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presente, reduzindo a presenca dos ions de potéssio nas folhas e raizes.

Por fim, no trabalho de Murphy et al. (2003) os tomateiros foram expostos a um
estresse biotico, a partir da infeccdo do Cucumber Mosais Virus, neste trabaho as amostras
infectadas com virus, demonstraram poucas diferencas morfolégicas para aquelas nédo
infectadas. Porém, foi possivel observar que as plantas ndo infectadas tiveram sua massa Umida
significativamente maior do que as infectadas pelo virus, demonstrando uma acao negativa
dessa doenca ao tomateiro.

Todos esses estudos tém em comum o tomateiro, e demonstram a sua sensibilidade
para os estresses bioticos e abidticos, mas além do Solanum lycopersycum L., 0 que mais esses
estudos apresentam, sdo as a¢des das Bactérias Promotoras do Crescimento Vegetal. Em todos
eles as BPCVs, contribuiram no crescimento do tomateiro, além de terem o ajudado a
desenvolver mecanismos de protecdo contra as altas temperaturas (KHAN et al., 2020), o
excesso de sais (VAISHNAYV et al., 2020), a seca (GOWTHAM et al., 2020) e o ataque de
patdgenos, a patir do controle bioldgioco (MURPHY et al., 2003).

S0 essas bactérias que trazem um tdpico bastante importante para o presente trabalho,
devido a sua atuacao no crescimento das plantas e mais especificamente em como uma dessas
espéecies (Bacillus amyloliquefaciens VR002) atuam na promocao da halotolerancia dos

tomateiros.

3.4. BACTERIAS PROMOTORAS DO CRESCIMENTO VEGETAL
As Bactérias Promotoras do Crescimento Vegetal (BPCVs) sdo bactérias livres

disponiveis no solo que podem auxiliar de forma direta ou indireta o enraizamento de plantas
(OMER et al., 2004) e o seu crescimento (KUMAR et al., 2020). Elas possuem mecanismos de
acao, classificados como diretos que ocorrem no interior da planta e indiretos que ocorrem na
parte externa da planta (BIRCH & KAMOUN, 2000).

Em relacdo aos mecanismos de acdo direta, a Fixacdo Bioldgica do Nitrogénio (FBN),
¢ a fonte mais importante para a transformacé@o do nitrogénio atmosférico (N2) em formas
biodisponiveis para os sistemas organicos (OBERSON et al., 2013). Podemos destacar duas
categorias principais de cepas bacterianas diazotréficas: as bactérias endossimbidticas, que
realizam associacdo direta com as plantas, gerando nédulos em suas raizes, como por exemplo,
as bacterias Rhizobium spp. e a segunda categoria sdo as bactérias de vida livre fixadoras de
nitrogénio, estando presentes proximas aos tecidos da raiz, sem realizar a invasao dos mesmos.
Ambas possuem como caracteristica a realizacdo da fixagdo do nitrogénio atmosferico (N2),

através da acdo da enzima nitrogenase, que transforma o N> em gas aménia (NHz) e
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posteriormente, quando em contato com substrato aquoso, no ion aménio (NHs"). Esses
compostos nitrogenados absorvidos pela planta sdo convertidos em aminoacidos fornecendo
assim nutrientes com base de nitrogénio para as plantas (MERRICK, 2004; FAGAN et al.,
2007; SANTI et al., 2013).

Outro mecanismo direto é a solubilizacdo de fosfato, onde esse nutriente se apresenta
como o segundo maior fator limitante para o crescimento vegetal depois do nitrogénio. A maior
reserva de fésforo se encontra na forma insolivel do solo, impossibilitando a sua utilizacao
pelas plantas que s6 conseguem utiliza-lo em duas formas basicas sollveis, a monobasica e a
dibasica (JHA & SARAF, 2015). Sendo assim as BPCVs possuem a funcdo de solubilizar esse
mineral, fazendo com que ele fique disponivel para a utilizacdo das plantas, sendo uma
vantagem em comparacao aos vegetais que ndo possuem essa microbiota (OTEINO et al., 2015;
DE SOUZA et al., 2015). Os géneros bacterianos mais importantes que realizam essa
caracteristica de solubilizar fosfato sdo Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Beijerinckia,
Burkholderia, Enterobacter, Erwinia, Flavobacterium, Microbacterium, Pseudomonas,
Rhizobium e Serratia (MEHNAZ & LAZAROVITS, 2006).

A producdo de fitormonios também € um mecanismo de acao direta que desenvolve o
papel de regular padrdes relacionados ao desenvolvimento, divisao celular e prolongamento da
raiz (GLICK, 2014; KUMAR et al., 2020). Os fitormonios fundamentais sdo a auxina,
giberelina e a citocinina. A auxina, acido indole-3-acético (AlA) é um dos hormdnios vegetais
mais gerados pelas BPCVs, tendo uma area de estudo grande. Estando diretamente ligada as
relagOes plantas-microrganismos, favorecendo o crescimento vegetal, principalmente das suas
raizes (AHEMAD & KIBRET, 2014; AFZAL et al., 2015). Outra funcéo da auxina é atuar na
regulacao da dorméncia e germinacao de sementes (LIU et al., 2013; SHU et al., 2016).

A giberelina, pertencente a um amplo grupo de horménios, com aproximadamente 120
moléculas distintas, onde quatro delas séo sintetizados por bactérias (GA1, GA2, GA3 e GA20),
tem seu deslocamento da raiz até a parte aérea do vegetal, onde em conjunto com a produgéo
de auxina pelas BPCVs demonstram efeitos consideraveis as plantas (WONG et al., 2015).

A citocinina vai proporcionar e realizar a manutencao da diviséo celular das plantas,
estando ligada a varias fases como a formacao de brotos e da parte primaria do crescimento da
raiz. Os géneros ligados a produgdo desse hormonio sdo Azospirillum, Bacillus, Klebsiella,
Escherichia, Pseudomonas, Proteus e Xanthomonas (MAHESHWARI et al., 2015).

O etileno é um horménio ligado a diferentes fungdes relacionadas as plantas como a
germinacdo das sementes, desenvolvimento da raiz, amadurecimento dos frutos e senescéncia
(VANDENBUSSCHE & VAN DER STRAETEN, 2012). Porém, este horménio aumenta
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quando a planta entra em contato com diferentes tipos de estresse, como biéticos (ataque por
patdgenos) e abidticos (hipoxia, seca, frio e salinidade). Logo, uma estratégia que as BPCVs
realizam para regular o aumento deste horménio é através da producdo da enzima ACC
deaminase, que consegue quebrar a molécula precursora do etileno (acido 1-
aminociclopropano-1carboxilico ACC) em amdnia e alpha-cetobutirato (MAYAK, TIROSH &
GLICK, 2004; YANG et al., 2009; TAIZ & ZEIGER, 2013; WANG et al., 2013; TAO et al.,
2015; BACKER et al., 2018).

Outra forma de atuacdo direta das BPCVs, é a producdo de sideroforos, que séo
capazes de solubilizar o ferro, assim possibilitando a absorcdo deste elemento pelas bactérias e
plantas (SHEN et al., 2013).

Ja em relacdo aos mecanismos de acdo indireta, estes estdo ligados principalmente ao
controle bioldgico. A producdo de sider6foros também atua de forma indireta impedindo o
crescimento de outros microrganismos. A pioverdina, por exemplo, € um sideréforo produzido
pelo género Pseudomonas spp. que possui acdo antibidtica, por meio, da limitacdo da
disponibilidade do ferro para os microrganismos patdgenos, sendo uma forma de defesa ao
estresse biotico (SHEN et al., 2013).

Outro mecanismo indireto que as BPCVs realizam na parte externa da planta é a
producdo de quitina e glucona, enzimas lipidicas que atuam na degradacdo da parede celular de
patdgenos fungicos, onde os géneros que produzem essas substancias sdo Bacillus e
Pseudomonas (KOBAYASHI et al., 2002; HAAS & DEFAGO, 2005). Além disso, para
producdo de antibidticos, as BPCVs principalmente dos géneros Bacillus e Pseudomonas
produzem substancias que vao colonizar a rizosfera, inibindo a permanéncia de outras bactérias
e fungos que seriam prejudiciais a planta (LUGTENBERG & KAMILOVA, 2009;
KUSHWAHA et al. 2020; ABREU, 2021). E por fim, a producdo de cianeto de hidrogénio
(HCN), onde o cianeto auxilia principalmente no biocontrole, reduzindo o crescimento de ervas
daninhas (DEVI et al., 2007).

Logo, sendo relevantes os resultados apontados com o uso de BPCVs, essas bactérias
se apresentam como alternativa para a diminuicéo do uso de agroquimicos e fertilizantes, e para
0 cultivo e producdo de plantas em solos considerados pobres para cultivo, sendo eles
degradados ou contaminados (DE-BASHAN et al., 2012; AHEMAD & KIBRET, 2014). Com
isso, as BPCVs sdo uma importante op¢do ecoldgica para a promogao do crescimento vegetal,
principalmente em solos submetidos a estresse, fornecendo assim subsidio para a préatica da

agricultura sustentavel.
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De modo geral, a utilizacdo de BPCVs na agricultura sustentavel se mostra como um
fator importante, quando utilizadas na promocdo do crescimento e resisténcia de plantas a
estresses como o caso da salinidade do solo. Alguns géneros, ja foram estudados e testados em
relacdo a esses resultados com o intuito de testar a sua funcionalidade, como por exemplo, o

género Bacillus spp., detalhado a seguir.

3.5. GENERO Bacillus
Uma grande quantidade de microrganismos pode ser encontrada no solo, por conta da

grande quantidade de nutrientes presentes nele. Dentre 0s géneros encontrados, podemos
destacar os Bacillus sendo os mais comuns no ambiente terrestre, estando principalmente
associados com plantas (TEJERA-HERNANDEZ et al., 2011), tendo um papel favoravel ao
desenvolvimento por meio de um conjunto de métodos que promovem o crescimento da planta
(FIGUEIREDO et al., 2008) e controle bioldgico de patégenos (HAN, et al., 2005).

As bactérias pertencentes ao género Bacillus possuem uma morfologia de bastonetes,
sdo Gram-positivas, com habilidade de produzir biofilmes e enddsporos e aerdbico, e diversas
funcgBes ecoldgicas, entre elas, estdo 0 aumento da resisténcia da planta a estresse salino e a
patdégenos (MARTINS et al., 2015; RAZA et al., 2016). Espécie do género quando ligadas a
promocdo do desenvolvimento vegetal, possuem habilidade de produzir horménios, absorver
ou solubilizar nutrientes e fornecer resisténcia a fitopatégenos (WU et al., 2015; GUPTA et al.,
2016; XU et al., 2016).

Os Bacillus abrangem um grupo com mais de 100 espécies filogenéticas (LPSN, s.d.)
e com o fenotipo heterogéneo, compreendido por microrganismos bacilares Gram positivos,
produtores de enddsporos resistentes a fatores fisicos e quimicos nocivos. Esse grupo possui
uma grande diversidade fisioldgica, tendo como caracteristicas a degradacdo de substratos
provenientes da flora e fauna, abrangendo celulose, pectina, agar, proteinas, entre outros. Outras
habilidades que esse género possui € a fixacdo de nitrogénio, nitrificacdo, desnitrificacdo,
termofilia e alcalofilia (OOI et al., 2008; TEJERA-HERNANDEZ et al., 2011). Além disso,
essas bactérias geram beneficios como aumento do potencial de emergéncia e germinagéo de
plantulas, producdo de hormdénios vegetais de suma importancia para o desenvolvimento
vegetal, como por exemplo a auxina, giberelinas e acidos laticos succinio (MARQUES, 2014;
CERQUEIRA et al., 2015).

Eles possuem um ciclo de vida de duas etapas, sendo uma do crescimento vegetativo
e outra a fase da esporulacdo. No decorrer da primeira fase as bactérias aumentam de quantidade

de forma exponencial quando em contato com condig¢fes benéficas. Com a diminuigdo da
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demanda de nutrientes as bactérias formam endosporos, que vdo permanecer durante um grande
periodo, até as situacdes se tornarem favoraveis novamente (TEJERA- HERNANDEZ et al.,
2011).

A partir dessas informacdes pode-se afirmar que cepas de Bacillus spp., se mostram
como favoraveis para o desenvolvimento da agricultura sustentdvel em regides que possuem
diversos tipos de estresse, como o caso do estresse salino do solo. As espécies mais estudadas
com essas funcBes sdo Bacillus pumillus, Bacillus subtilis, Bacillus firmus e Bacillus

amyloliquefaciens (GUPTA et al., 2016), sendo a Gltima o objeto do presente estudo.

3.5.1. Bacillus amyloliquefaciens

O Bacillus amyloliquefaciens é uma espécie de bactéria cosmopolita, sendo
encontrado nos solos, estando localizado naturalmente na regido da rizosfera, tendo uma
associacdo direta com a manutencdo e protecdo das plantas, gerando o seu crescimento em
situacOes adversas. Essa espécie é conhecida como a primeira cepa de bactérias promotoras de
crescimento vegetal gram-positivas a possuir 0 seu genoma inteiramente sequenciado (FAN et
al., 2012; XU et al., 2013). B. amyloliquefaciens esta ligada a produgéo de diversos antibioticos
antibacterianos e antifangicos (ABREU, 2021), como surfactina, iturina e fengicina (CHEN et
al., 2009).

Um estudo na area da agricultura organica com o intuito de promover a producéo de
mudas de qualidade, apresentou resultados positivos em condicGes de estimulo de crescimento
vegetal com a utilizacdo de Bacillus amyloliquefaciens, exibindo um acréscimo na area foliar
de culturas de tomateiro em aproximadamente 31,6% (SZILAGYI-ZECCHIN et al., 2015). Em
outros estudos realizados com bactérias do género, como o trabalho realizado por Upadhyay e
Singh (2015) com a inoculacdo da bactéria Bacillus aquimarise e Bacillus subtilis na planta do
trigo foi constatado alguns resultados favoraveis sendo eles: apds um periodo de 60 e 90 dias
de plantio das mudas inoculadas com o Bacillus aquimarine foram observados um maior
acumulo de prolina e agucar soltvel nas plantas nos primeiros 60 dias de plantio, onde esse
aumento no teor de prolina favorece a manutencdo do potencial osmético das células vegetais,
proporcionando o aumento da tolerancia das plantas ao déficit hidrico. A porcentagem de
nitrogénio (N), fésforo (P) e potassio (K) apresentaram uma maior propor¢do nas mudas
inoculadas com os Bacillus aquimarine do que nas mudas ndo inoculadas. Na inoculagédo
realizada com Bacillus subtilis foi observada uma diminuicdo no teor de sodio (Na) nas folhas
das mudas de trigo de aproximadamente 23% em um periodo de 60 e 90 dias apds o plantio
(UPADHYAY & SINGH, 2015).
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A utilizagdo comercial de Bacillus amyloliquefaciens na promocgéo do crescimento de
plantas ja € uma realidade em alguns paises como Alemanha, Dinamarca e Estados Unidos,
utilizando-se os produtos Rhizovital®, Taegro® e Quickroots®, respectivamente
(CHOWDHURY et al., 2013; MONSANTO, 2015). Na Europa ja foi encontrado a cepa B.
amyloliquefaciens FZB42 sendo utilizada em 2 produtos comerciais, nas formas de p6 e liquido,
para serem aplicados em solos e sementes (SZILAGYI-ZECCHIN, 2016).

Na legislacéo brasileira, as BPCVs se encaixam na categoria de inoculantes agricolas
(BRASIL, 2004). Porém, nos anexos Il e 11l da Instrucdo Normativa n® 13 de 24/03/2011 - da
Secretaria de Defesa Agropecudria, vinculada ao Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (SDA/MAPA) - ndo existem autorizacfes, nem recomendacdes para 0 uso de
Bacillus amyloliquefaciens como BPCV (BRASIL, 2011).

Em um estudo realizado por Kim et al., (2017), com soja colocada sob elevada
concentracdo de NaCl (100 mM), foi constatado que um isolado bacteriano de Bacillus
amyloliquefaciens, levou a uma maior resisténcia da planta ao estresse abiotico, essa resisténcia
tem uma ligacdo direta com a maior atividade do acido abscisico, que auxilia a diminuir o0s
efeitos da salinidade e consequentemente o crescimento vegetal, assim como acontece em
relacdo a giberelina e &cido jasménico.

Em um experimento realizado por Irizarry e White (2017), foi constatado que mudas
de algoddo (Gossypium hirsutum) expostas ao estresse salino, quando receberam tratamento
com Bacillus amyloliquefaciens atingiram maior desenvolvimento e crescimento radicular em
comparacdo com as plantas que ndo receberam tratamento com essa bactéria, o trabalho
constatou que o algodao conseguiu preservar o desempenho da absorcao de dgua e nutrientes e
por conseguinte o seu crescimento. Além disso, nesse estudo também foi observado que aos 10
dias apo6s o plantio do algoddo, a altura do rebento das mudas inoculadas com Bacillus
amyloliquefaciens foram maiores do que as ndo inoculadas. Foi observado também que a altura
da parte aérea das mudas inoculadas foi maior que as ndo inoculadas quando expostas ao
estresse salino, porém o tamanho da planta ndo obteve um desenvolvimento consideravel depois
dos 10 dias de crescimento da muda de algodéo.

Foram observadas diferencas nas mudas aos 7 dias de desenvolvimento com e sem
estresse salino, colocadas ou ndo sobre inoculagdo com as bactérias Bacillus amyloliquefaciens.
O tamanho das radiculas das mudas inoculadas com a bactéria obteve um crescimento duas
vezes maior que as mudas sem inoculacgdo, apresentando uma area total maior. A quantidade de

pontas nas radiculas das mudas de algoddo inoculadas com o Bacillus amyloliquefaciens e
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submetidas ao estresse salino foi de mais de 96% em comparag¢do com as mudas néo inoculadas
com as bactérias (IRIZARRY & WHITE, 2017).

Em Szilagyi-Zecchin et al. (2014) foi verificado a resposta relacionada a inoculacao
de sementes de mudas organicas de duas cultivares de tomateiro (‘Santa Clara [-5300° e ‘Cereja
261”) com o intuito de verificar o crescimento vegetal, a partir da dose de 1x10' UFC/mL (20%
de FZB42; 80% de FZB42 e Testemunha com 100% de agua destilada) da bactéria Bacillus
amyloliquefaciens subsp. plantarum FZB42 na porcdo de 320 pL/g de sementes. Onde se
constatou que a porcentagem de FZB42 a 20% das bactérias nas mudas das cultivares de
“cerejeira” e “Santa Clara” apresentaram maior crescimento da parte aérea, ao contrario da
concentracdo de FZB42 a 80% e a testemunha que apresentaram valores bem menores. Em
relacdo a concentracdo de clorofila a, b e totais ambas as porcentagens aumentaram os teores
nas plantulas, além da producéo de sideroforos e indolitos.

Ja no estudo de Szilagyi-Zecchin (2016), realizado com tomateiro em cultivo organico,
com sementes inoculadas com Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum FZB42,
objetivando verificar os resultados na germinacdo, producdo e crescimento de plantas em
diferentes doses bacterianas (1,5x10°% 6,0x10%%; 2,4x10'! bactérias mL™) foi constatado o
aumento na demanda de sideréforos e aumento da producéo de frutos em todas as doses. Porém
adose 6,0x10% bactérias mL* foi a que apresentou uma melhor resposta em relagdo a promog&o
do crescimento vegetal, no decorrer de todo o ciclo de vida da planta, sendo considerada com
grande potencial bio-fertilizante e bioinoculante, como mudancas favoraveis na parte
metabolica e nutricional do vegetal.

Com isso, estudos que testam o uso de Bacillus amyloliquefaciens na agricultura
vém ganhando visibilidade e se mostram como alternativa para 0 manejo de solos submetido a
diversos tipos de estresse, sejam eles biodticos e abidticos, além da promocdo do crescimento
vegetal. A partir disso, a utilizacdo dessas bactérias em conjunto com as préaticas de manejos
convencionais se mostra como uma alternativa para o0 uso de agrotoxicos e consequentemente
seu alto custo para a producdo. Além disso, ird fornecer subsidio para uma maior resisténcia

vegetal em algumas culturas, aumentando assim consequentemente a sua produtividade.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. LOCALIZACAO DO EXPERIMENTO

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Biotecnologia, da Escola de
Engenharia Industrial MetalUrgica de Volta Redonda (EEIMVR), pertencente a Universidade
Federal Fluminense (UFF).

4.2. CULTIVO DAS COLONIAS DE BACTERIAS

O microrganismo utilizado foi a bactéria Bacillus amyloliquefaciens VR002,
pertencente ao acervo de microrganismos do Laboratorio de Biotecnologia da Universidade
Federal Fluminense.

Esta cepa foi isolada em laboratorio a partir de amostras de solo coletadas nos jardins
da EEIMVR. Ela apresentou 100% de homologia com o gene 16S do RNA ribossémico (rRNA)
da espécie Bacillus amyloliquefaciens, podendo assim ser identificado a sua espécie e
denominado o nome da cepa como Bacillus amyloliquefaciens VR002 (CHAVES et al., 2020).

A cepa de Bacillus amyloliquefaciens VR002 foi cultivada em meio de cultura caldo
nutriente (Extrato de carne - 3,0; Peptona - 5,0 (g/L)), seguindo os padrdes de esterilidade
necessarios. O seu crescimento aconteceu em incubadora agitadora sob temperaturas de 35 °C,
a 150 rpm, durante 24 h. Posteriormente, aliquotas de 10 uL. foram repicadas em placas de petri
contendo meio &gar nutriente e crescidas em incubadora a 35 °C por 24 h. As placas foram
mantidas sob refrigeracao para serem utilizadas como cultura estoque para as proximas analises.

A cepa de Bacillus amyloliquefaciens VR002 foi selecionada para o presente trabalho,
em razdo dos muitos estudos ja realizados com outras cepas da mesma espécie que
demonstraram a eficiéncia deste microrganismo na promogéo do crescimento vegetal como em
Szilagyi-Zecchin (2016) e Diaz (2018). Além disso, os trabalhos de Nautiyal et al. (2013) e
Wang et al. (2019) demonstraram a capacidade de isolados da mesma espécie na tolerancia de
estresses abidticos, como a seca e a salinidade, respectivamente. E por fim, pela cepa VR002
ter demonstrado caracteristicas interessantes no controle bioldgico de quatro fungos
toxigénicos, o que ja Ihe confere um dos atributos de BPCVs, que é o de promover resisténcia
as plantas contra os fitopatogenos, como foi estudado por Abreu (2021).
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4.2.1. Efeito de diferentes concentracdes de NaCl sobre o crescimento de Bacillus
amyloliquefaciens VR002

Para verificar o efeito da salinidade sobre o crescimento de Bacillus amyloliquefaciens
VR002, o microrganismo foi cultivado em frascos erlenmeyers de 250 mL, contendo caldo
nutriente adicionado de cloreto de sodio (NaCl), nas concentrac¢des de 0, 250, 500, 1000, 1500
mM. Para cada concentracdo foram preparadas triplicatas. Os erlenmeyers foram tampados com
rolhas de algoddo e em seguida levados para autoclave a 121 °C por 15 minutos para serem
esterelizados.

Apos resfriamento, os 3 erlenmeyers iniciais foram levados para a Cabine de
Seguranca Biologica (Pachane — modelo PA 420), e foram adicionado a eles al¢adas do estoque
de Bacillus amyloliquefaciens VR002 para inoculacdo dos caldos nutrientes. Em seguida, os
frasco foram levados para a incubadora shaker (Tecnal TE-424), com controle de temperatura
e agitacdo e ajustadas para 35 °C e 150 rpm durante 24 h (CHAVES et al., 2020).

Posteriormente, o volume dos trés erlenmeyers foi transferido para uma nova vidraria
estéril e homogeneizados. 3 mL do erlenmeyr resultante foram coletados para afericdo do
crescimento das coldnias, a partir da sua absorbancia nas unidades de medida de Densidade
Optica por mililitro (DO/mL) no espectrofotdmetro Shimadzu UV-1800. Em seguida, calculou-
se 0 volume do indculo necessario para ser transferido para cada um dos 15 erlenmeyers do
experimento, para que eles comegassem com a concentragéo inicial de 107 células por mL (0,1
DO/mL).

Com todos os erlenmeyers com a mesma quantidade de células, marcou-se o tempo 0
h e em seguida aliquotas foram colhidas em intervalos de 6, 12, 24, 30, 36 e 48 h para aferi¢éo
do crescimento ao longo do tempo, a partir de medicdes da absorbancia no espectrofotémetro,
com comprimento de onda ajustado para 600 nm. Com estes resultados foi eleborado a curva

de crescimento da VR002 nas diferentes concentracdes salinas.

4.3. EFEITO DE INOCULACAO DA Bacillus amyloliquefaciens VR002 OU DO
SOBRENADANTE DA CULTURA BACTERIANA NA GERMINACAO DAS
SEMENTES DE TOMATEIRO CULTIVAR SANTA CRUZ EM DIFERENTES
CONCENTRACOES DE NaCl

Para verificar o efeito da inoculacdo da Bacillus amyloliquefaciens VR002 na

germinacédo de sementes de tomateiro cultivar Santa Cruz, sob diferentes concentragdes salinas,
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seguiu-se a metodologia proposta por Nautiyal et al. (2013), com algumas modificagOes. As
sementes de tomateiro da cultivar Santa Cruz, foram obtidas no comércio local (sementes da
marca ISLA), com indicacdo de 86% de porcentagem de germinacao no seu rotulo.

Em seguida foram pesadas trés parcelas, cada uma com aproximadamente 240
sementes, a fim de representarem o0s tratamentos sem inoculacdo, com inoculagdo de 0,5
DO/mL da Bacillus amyloliquefaciens VR002 e com o sobrenadante da cultura de Bacillus
amyloliquefaciens VR002. As sementes foram desinfestadas com hipoclorito de sodio (2%) por
5 minutos e posteriormente lavadas com agua destilada, por cinco vezes. Apds desinfestadas,
cada parcela recebeu o tratamento apropriado e em seguida as sementes foram dispostas em
placas de petri contendo meio de cultura 4gar-agua, e as concentrac¢@es de 0, 50, 100 e 150 mM
de NaCl. Cada placa de petri recebeu dez sementes e o experimento foi conduzido com cinco
repeticdes para cada tratamento x dose.

Para o preparo dos inoculantes, seguiu-se metodologia conforme descrita no tépico
4.2.1 - "Efeito de diferentes concentragdes de NaCl sobre o crescimento de Bacillus
amyloliquefaciens VR002”. Frascos contendo caldo nutriente foram inoculados com uma
alcada da Bacillus amyloliquefaciens VR002 e cultivados a 35 °C e 150 rpm, durante 24h. Apds
0 crescimento, 25 mL da cultura bacteriana foram transferidos para tubos e centrifugados a 4
°C, por 20 minutos a 3500 rpm em centrifuga CT-6000R. Apds a centrifugacdo, sobrenadante
e pellet foram separados para serem utilizados na inoculacao das sementes de tomateiro cultivar
Santa Cruz.

O sobrenadante foi armazenado em recipiente estéril para futuramente ser utilizado na
inoculacdo das sementes. J& o pellet foi ressuspendido em 25 mL de &gua destilada estéril,
homogeneizado e levado novamente para a centrifuga programada nas mesmas condi¢6es. Este
procedimento foi realizado para lavar as células da Bacillus amyloliquefaciens VR002.

Apos lavagem, o sobrenadante resultante desta centrifugacdo foi descartado e o pellet
foi novamente ressuspendido e homogeneizado em 25 mL de H.O destilada estéril. A
absorbancia desta solugdo foi ajustada para preparar um indculo padrdo com 0,5 DO/mL da
Bacillus amyloliquefaciens VR002, conforme metodologia adaptada de AHMAD et al. (2013).
Este indculo foi armazenado em recipiente esteril e utilizado logo em seguida.

Foram transferidos 150 mL dos trés tratamentos preparados (agua destilada esteéril, 0,5
DO/ml da Bacillus amyloliquefaciens VR002 e sobrenadante da Bacillus amyloliquefaciens
VRO002), para frasco erlenmeyer de 250 mL estéril, cada um com o aporte das 240 sementes.

Os frascos foram mantidos sob agitacao de 165 rpm a 25 °C durante 1 h.
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Posteriormente, 10 sementes de cada tratamento foram transferidas para placas de petri
contendo meio de cultura agar-agua contendo NaCl nas concentragdes de 0, 50 100 e 150 mM.
As placas de petri, com as sementes, foram entdo postas em incubadora tipo BOD (SL 200/364
da marca Solab) a 25°C, com fotoperiodo de 12h. A contagem das sementes germinadas foi
realizada a cada 24h ao longo dos 7 dias, a fim de se calcular o indice de Velocidade de
Germinacdo. Os dados do 7° dia de germinacdo foram utilizados para calcular a Porcentagem

de Germinacéo (%) de cada tratamento utilizando a equacao:

n° de sementes germinadas

% germinacgao = ( ) x 100

n° de sementes totais

Ademais, no 7° dia, 3 placas de cada tratamento foram sorteadas e colhidas para serem
mensurados 0 comprimento, a massa fresca e a massa seca das radiculas e partes aéreas de cada
uma das pléantulas germinadas.

Béqueres foram previamente pesados, antes de receberem as amostras. E em seguida,
eles foram levadas para a balanca analitica Even, capaz de aferir as massas com 4 casas decimais
de precisdo (0,0001g). Para se calcular o peso do somatorio das radiculas ou das partes aéreas

foram aplicados as seguintes formulas:
Y. Peso das Radiculas (g) = (3 Peso das Radiculas + Peso do Béquer) - (Peso do Béquer).
Y. Peso das Partes Aéreas (g) = (3, Peso das P. A + Peso do Béquer ) - (Peso do Béquer).

Posteriormente com os dados organizados em excel, foram realizados calculos para

dimensionar qual seria o valor de cada unidade amostral, a partir da seguinte formula:

Y. peso das radiculas da placa (x)

Peso da radicula =
€so daradicutla n° de radiculas da placa (x)

Y. peso das partes aéreas da placa (x)

Peso da parte aérea = -~
p n° de partes aéreas da placa (x)

Para obtencdo do peso seco, as radiculas e partes aéreas foram secas em estufa com

circulacdo forcada de ar, por 48 h a 80 °C até atingirem peso constante.
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4.4, CONDICOES DE PLANTIO E CRESCIMENTO DO TOMATEIRO CV. SANTA
CRUZ E INOCULACAO DE Bacillus amyloliquefaciens VR002 E/OU
SOBRENADANTE DA CULTURA NAS SEMENTES E NO COLO PLANTA

4.4.1. Local e condicdes para o plantio

Plantas de tomateiro cv. Santa Cruz foram cultivados sob iluminagéo artificial, com
um fotoperiodo de 12 h. O experimento foi conduzido sob Deliniamento Inteiramente
Casualizado (DIC) e a cada 3 ou 4 dias, os vasos eram embaralhados aleatoriamente, para que
se evitasse um possivel fototropismo. Além disso, a temperatura do ambiente foi mantida numa
média de 25 °C ao longo de todo experimento. A Figura 2 demonstra como foi conduzido o

experimento.

Figura 2: Fotografia do experimento do Plantio de tomateiros cv. Santa Cruz

4.4.2. Preparacdo do substrato para plantio dos tomateiros

Foram preparados 2 experimentos, cada um com 48 amostras de tomateiros plantados
em vasos de 500 mL. Cada um desses vasos recebeu 450 mL de substrato. O substrato foi
composto por uma mistura de composto organico Floreira (Natus Solos do Brasil) e areia média,
na proporcdo de 2:1, respectivamente. Todos 0s vasos foram nomeados para identificacdo dos
tratamentos subsequentes.

O tratamentos foram arranjados em fatorial 6 x 2 (seis tratamentos e duas doses), cada
um com quatro repeticdes. Os tratamentos foram: trés (3) tipos de inoculagdo nas sementes —
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agua destilada estéril, suspenséo de células de B. amyloliquefaciens VR002 (0,5 DO/mL) e
sobrenadante da cultura de B. amyloliquefaciens VR002 —, dois (2) tipos de inoculagdo nas
plantulas apos desbaste — 2 mL de 4gua destilada ou 2 mL de Bacillus amyloliquefaciens VR002
na absorbancia de 0,8 DO/mL durante 3 dias consecutivos — e duas (2) concentracdes de salinas
— 0 e 150 mM de NaCl — apds o aparecimento de 2 a 3 pares de folhas verdadeiras nos
tomateiros (Quadro 2).

Quadro 2: Tratamentos realizados na semente e no colo das plantas de tomateiro, nomenclatura em sigla dos

tratamentos e inducéo do estresse salino a partir de irrigacdo realizada no solo com solugdes de NaCl.

Tratamentos Dose
Inoculagdo na Inoculagdo no colo da Codido Irrigacdo com solugéo
semente planta g de NaCl (mM)
P 0
A
) gua AA 150
Agua 0
Bactéri AB
actéria 150
Agua BA 0
- d 150
Bacteéria 0
Bactéri BB
actéria 150
o 0
Agua SA 150
Sobrenadante 0
Bactéria SB
' 150

4.4.3. Inoculacdo das sementes e semeadura

A inoculacdo das sementes foi realalizada da mesma forma como descrita no item
referente a germinacdo das sementes do tomateiro: 4.3 - “Efeito de inoculacdo da Bacillus
amyloliquefaciens VR002 ou do sobrenadante da cultura bacteriana na germinacdo das
sementes de tomateiro cultivar Santa Cruz em diferentes concentracdes de NaCl”.

Foram separados 3 grupos de 100 sementes de tomateiro Santa Cruz e elas foram
lavadas. Em seguida cada um desses grupos foi desinfestado e transferido para erlenmeyrs de
250 mL estéreis e inoculados com tratamento inicial de 120 mL de: agua destilada estéril (sem
inoculagéo), suspenséo de B. amyloliquefaciens VR002 (0,5 DO/mL) e sobrenadante da cultura
de B. amyloliquefaciens VR002. Em seguida, as sementes foram mantidas sob agitacdo em
incubadora shaker com agitacdo de 165 rpm na temperatura de 25 °C, durante 1 hora. Em
seguida, 5 sementes foram distribuidas em cada vaso e regadas durante os 11 primeiros dias

inicias.



39

4.4.4. Irrigacdo das plantas e fertilizacdo mineral

A irrigacéo das plantas ocorreu de maneira manual, onde o volume de &gua foi ajustado
de acordo com o crescimento e necessidade das plantas. Durante os 11 primeiros Dias Apds
Semeadura (DAS) as plantas foram irrigadas por aspercoes de agua destilada, em quantidades
homogeneas, aumentando o nimero de aspercdes de acordo com o crescimento do vegetal. No
12° DAS as plantas comecaram a ser irrigadas com 30 mL de agua destilada no solo, num
intervalo de 3 a4 dias. As regas aconteciam de maneira alternada, ou seja, se em um dia a planta
recebia 30 mL &gua destilada, apds 3 ou 4 dias, ela receberia 30 mL de Solugdo Nutritiva de
Hoagland. Inicialmente a solucdo nutritiva de Hoagland foi preparada com 1/3 da forca idnica
(14 DAS). Na semana seguinte com 1/2 forca iénica (21 DAS). E na semana seguinte com forca

ibnica total (28 DAS) e assim procedeu até o fim do experimento (65 DAS).

4.45. Inoculacdo das plantas de tomateiro cv. Santa Cruz

A 12 inoculacdo das plantas ocorreu apos desbaste (13 DAS). Cada planta recebeu
durante 3 dias consecutivos, 2 mL de agua destilada ou 2 mL de Bacillus amyloliquefaciens
VR002 na absorbancia de 0,8 DO/mL (16, 17 e 18 DAS). A 2% inoculagéo ocorreu aos 42, 43

e 44 DAS onde a mesma dosagem de agua e bactéria foram aplicadas na regido da rizosfera.

4.4.6. Inducdo do estresse salino nas plantas de tomateiro da cv. Santa Cruz

A inducdo de estresse salino, foi feita a partir da irrigacdo no substrato da planta com
solucBes de &gua destilada ou Hoagland acrescidas de 150 mM de NaCl. A aplicacdo do estresse
comecou a partir do momento em que as mudas de tomateiro estavam com 2 a 3 pares de folhas
verdadeiras (44 DAS) e prosseguiu até 0 momento de colheita (65 DAS). As plantas foram
irrigadas de 3 em 3 dias com 40 mL de &gua destilada ou 40 mL de solu¢cdo nutritiva de
Hoagland (ambas com 150 mM de NaCl), alternando as irrigagdes entre agua destilada e
Hoagland. No total foram realizadas 6 regas no solo com a concentracao de estresse salino, elas
aconteceream no intervalo de 3 a 4 dias (44, 48, 51, 55, 58, 62 DAS). Ja as plantas que nédo

foram estressadas simplesmente receberam agua ou Hoagland nesses mesmos dias.

4.4.7. Colheita das plantas

Os tomateiros foram colhidos 65 DAS para serem medidos 0s seus parametros

morfoldgicos e bioquimicos. Primeiramente foi medido a altura da base do caule até o topo
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da gema apical, o diametro de colo na altura de 6 cm, o nimero de folhas e o indice de
Clorofila Falker (ICF), por método ndo destrutivo realizado com o clorofildmetro
ClorofiLOG-CFL1030 (marca Falker). Em seguida foram sendo retirados foliolos e folhas
para a pesagem e envio das quantidades especificas para cada analise posterior. Ap0os esse
procedimento, as plantas foram cortadas na base dos caules e pesadas para registro da massa
fresca das suas raizes e partes aereas. As raizes foram retiradas cuidadosamente do substrato,
a partir de sua lavagem sobre uma peneira. Em seguida foram secas em papel toalha e foram
registrados os seus pesos Umidos. Cada amostra de raiz e parte aérea foi guardada em sacos
de papel previamente pesados e, levadas para estufa a 85 °C por 4 dias, ap0s iSso 0 peso

seco de parte aérea e raizes foram registrados.

45.EFEITO DA INOCULACAO DE B. amyloliquefaciens VR002 E/OU
SOBRENADANTE DA CULTURA SOBRE O TOMATEIRO CV. SANTA CRUZ
CULTIVADO SOB ESTRESSE SALINO

4.5.1. indice de Qualidade de Dickson
Para a analise de qualidade das plantas nos experimentos foi utilizado o indice de

Qualidade de Dickson (1QD). Este é considerado um 6timo indice para indicar a qualidade, por
levar em consideracdo no seu célculo a robustez e o equilibrio em que a fitomassa esta
distribuida (DICKSON, LEAF & HOSNER, 1960; FONSECA, 2000). Nele sdo considerados
varios parametros importantes como a massa seca da parte aérea (MSPA), a massa seca das
raizes (MSR), a massa seca total (MST), altura (H) e didmetro do colo (DC) das mudas
conforme pode ser observado na formula abaixo (MEDEIROS, 2018).

Formula para calcular o indice de Qualidade de Dickson (IQD):

MST (g)

H (cm) MSPA (g)
DC (mm) = MSR (g)

10D =

4.5.2. Andlise ndo destrutiva da clorofila a partir do clorofilémetro

Analises do teor de clorofila em plantas sdo amplamente empregadas para
diagndstico do estado nutricional das plantas, visto que este pardmetro possui uma relacéo
direta com o acimulo de nitrogénio, sendo um indicativo de qualidade no rendimento de
culturas (MESA, 2018).
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Para determinagdo do teor de clorofila foi utilizado o medidor portétil e eletrdnico
clorofiLOG (CFL1030) da marca Falker, capaz de medir a quantidade de clorofila presente na
porcdo da folha de forma Otica, a partir da quantidade de luminosidade transmitida pelo tecido
vegetal em trés faixas de frequéncia de luz, obtendo assim os resultados de Clorofilaae b e
consequentemente da Clorofila Total a partir do somatério dos 2 primeiros pardmetros
(FALKER, 2018).

Duas folhas de cada planta foram escolhidas e marcadas, para serem sempre medidas
a clorofila do foliolo mais externo de cada folha. O aparelho era pressionado sobre a face adaxial
e abaxial do foliolo. A partir da relagdo de intensidade de luz refletida, automaticamente era
realizado o célculo do teor de clorofila e esses resultados foram expressos em Indice de
Clorofila Falker — ICF (LUZ, et al. 2009). Essa unidade de medida é adimensional, mas, por se
tratar de um indice, é possivel relacionar seu valor aos teores de clorofila presentes na folha.
Além disso, o indice ICF de cada planta pode ser comparado entre si para verificar qual

tratamento promoveu os melhores contetdos de clorofila.

4.5.3. Pigmentos Fotossintéticos

Os contetdos de clorofila total, clorofila a (Chl a), clorofila b (Chl b) e carotendides
foram medidos de acordo com Masmoudi et al. (2021). Foram utilizadas aproximadamente 100
mg de folhas frescas para determinar os teores de clorofila e carotenoides. Essas amostras foram
maceradas em pildo e almofariz com a adicdo de 10 mL de acetona 80% (v/v), para a extracao
dos pigmentos fotossintéticos.

Em seguida, os extratos foram transferidos para tubo falcom de 15 mL e embrulhados
com papel aluminio, para ficarem ao abrigo da luz e mantidos sob refrigeracdo (4 °C) por 4
dias.

Apos esse periodo, a absorbancia da solucdo foi medida nos comprimetos de onda de
663, 647 e 470 nm para quantificacdo do conteudo de cloriflas e carotendides. As concentraces
de Clorofila a (Chl a), clorofila b (Chl b) e carotendide total

foram calculadas de acordo com a formula descrita por Wellburn (1994).

Clorofila a= (12.25 X OD 663) — (2.79 x OD 647)

Clorofila 5= (21.5 x OD 647) — (5.1 x OD 663)
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[(1000 x OD 470) — (1.82 x Chla) — (85.02 x Chlb)]
198

Carotenoide =

45.4. Avaliacdo do teor de prolina

A avaliacdo do teor de prolina presente nas plantas foi realizada pelo método
colorimétrico como descrito por Bizzo et al. (2014). Aproximadamente 0,25 g de material
vegetal foi macerado em 2 mL de acido sulfosalicilico 3% (m/v). Ap0s isso, 1,5 mL do
homogeneizado foi colhido e armazenado em microtubos de 2 mL. Estes microtubos foram
levados para centrifuga a 10000 rpm a 4°C, durante 10 minutos. Em seguida, foi coletado 1 mL
do sobrenadante e transferido para um tubo falcom de 15 mL. Nesse tubo também foram
adicionados 1 mL de ninidrina &cida (2,5% de ninidrina (m/v) + 50% de acido ortofosforico
(v/v)) e 1 mL de acido acético glacial. Essa solucdo foi homogeneizada e levada para banho-
maria fervente durante 60 minutos. Passado o tempo, os tubos foram resfriados em banho de
gelo para paralisar a reacdo e a absorbancia das solugdes foi medida em espectofotbmetro no
comprimento de onda de 518 nm. Os resultados da absorbancia foram comparados a curva-
padrdo de prolina e foram expressos em micrograma/grama. Uma solucdo de &cido
sulfossalicilico (3%), ninidriana &cida e acido acético glacial, nas propor¢des (1:1:1) foi

utilizada como branco.

4.5.5. Peroxidacdo Lipidica

Um dos danos oxidativos induzidos pelo sal acontecem através da peroxidacéo
lipidica, onde membranas celulares das plantas sdo afetadas, liberando a molécula de
Malondiadeido (MDA) para as folhas. Quanto maior for a quantidade dessas moléculas no
tecido vegetal, provavelmente maior sera o dano que as membranas do tecido vegetal sofreram
(Wang et al., 2019).

A quantificacao da peroxidacdo lipidica foi realizada segundo Bizzo et al. (2014), com
modifica¢fes. Foram pesados 250 mg da planta, em seguida adicionou-se 2,5 mL de &cido
tricloroacético (0,1%) para macera-las. Posteriormente 2 mL do extrato foram transferidos para
microtubos de 2 mL e levados para centrifuga a 13000 rpm, por 15 minutos a temperatura
ambiente. Apos isso, 1 mL do sobrenadante foi coletado e transferido para tubos de 15 mL e
adicionados 3 mL de uma solucdo de &cido tricloroacético (20%) + acido tiobarbitdrico (0,5%).

Os tubos foram levados para agitador tipo vortex e apds homogeneizados foram

aquecidos em banho maria com agua fervente por 30 minutos. Em seguida, as amostras ficaram
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em repouso até atingirem temperatura ambiente e a absorbancia da solucdo foi medida em
espectrofotdmetro utilizando os comprimentos de onda de 532, 600 e 455nm.

O comprimento de onda de 532 nm representa a absorbancia maxima do sobrenadante,
0 de 600 nm representa a absorbancia nédo especifica. Logo, o contetdo de Malondialdeido foi
medido através da equag&o:

OD 532 nm — 0D 600 nm
155x1
Ja o conteudo de aldeidos foi medido aplicando o comprimento de onde de 455nm,

MDA =

através da equacdo:

(OD 455 nm — OD 600nm)
45,7x1

As equac0es citadas demonstram a aplicagdo do coeficiente de extingdo molar (e) =

Aldeido =

1,55 x 10° Mtcm™, para obtencéo dos resultados de Malondialdeido (mM) e do coeficiente de
extingdo molar (e) = 0,457 x 10° Mlcm™ para obtencgdo dos resultados dos outros Aldeidos
(mM). Posteriormente os resultados de cada férmula foram adequados ao volume e peso final

das amostras e expressos em nanomols por grama (nmol/g).

4.5.6. Extravasamento de Eletrélitos

O extravazamento de eletrélitos foi estimado de acordo com Bizzo et al. (2014) com
modificacOes. Esta € uma medida indireta para a determinacdo do grau de danos de membrana
celular.

Foram pesados, separadamente, 200 mg de folhas frescas. O material vegetal foi
transferido para tubos de 50 mL, aos quais adicionou-se 15 mL de &gua ultra pura. Os frascos
foram deixados em repouso sob temperatura ambiente (25 °C) durante 3h.

Apos esse periodo, o sobrenadante foi medido, com o auxilio de um condutivimetro
elétrico da marca Tecnal (TEC-4MP). Foram aferidas a condutividade elétrica inicial (C1) da
solugéo nos tubos falcom. Em seguida, os tubos foram aquecidos em banho maria fervente, por
20 minutos, para liberacéo de todos os eletrdlitos. Apos resfriamento desses tubos a temperatura
ambiente, a condutividade elétrica da solucdo (C2) foi novamente medida.

O extravazamento de eletrdlitos (EE) foi estimado através da equagao abaixo:

c1
EE (%) = - x 100

4.6. TESTES ESTATISTICOS
Todos os experimentos foram organizados em delineamento inteiramente casualizado

(DIC). O Software R-BIO (BHERING, 2017) foi utilizado para verificar a homocedasticidade
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e a normalidade dos dados de cada pardmetro utilizando os testes de Bartlett e Lilliefors
(Kolmogorov-Smirnov) respectivamente. Quando estes eram homocedésticos e normais, foram
aplicados os testes de analise de variancia (ANOVA), a partir do Software Sisvar (FERREIRA,
2011). Na presenca de diferenca significativa foi aplicado o teste de medias Scott-Knott. Todos
os testes foram realizados com nivel de 5% de significancia (SAPRE, GONTIA-MISHRA &
TIWARI, 2018). Os resultados que n&o passaram no teste de homocedasticidade e normalidade

foram avaliados pela observacdo da média e desvio padréo das repeticdes.

5. RESULTADOS E DISCUSSOES
A seguir serdo apresentados os resultados e discussdes obtidos ao longo da pesquisa.

Sera possivel observar ao longo das ANOVASs que os Coeficientes de Variacdo (CV) variaram
entre 9,25 e 29,93%. Segundo Pimentel-Gomes (1985), os CV sdo considerados baixos, quando
menores do que 10%, médios entre 10 e 20%, altos entre 20 e 30% e muito altos quando maiores
do que 30%. Entretanto, essa classificacdo € muito ampla e ndo considera todas peculiaridades
de cada parametro analisado na pesquisa, ela apenas indica uma variabilidade relativa a fim de
demonstrar o quao preciso foi cada experimento (GARCIA, 1989). Esses valores serdo descritos
para cada parametro que foi realizada a analise de variancia e os resultados e discussdes poderao

ser conferidos a partir de agora.

5.1. HALOTOLERANCIA DA Bacillus amyloliquefaciens VR002
Ao se falar sobre a halotolerancia de uma cultura bacteriana, esta sendo verificado a

capacidade daquela cepa em sobreviver em ambientes com altas concentracfes de NaCl.
Conforme é possivel observar na Figura 3, a Bacillus amyloliquefaciens VR002 conseguiu
crescer em todas as concentracdes de NaCl testadas. Embora ela tenha apresentado reducdes de
crescimento na dose de 1500 mM de NaCl, ainda assim ela obteve crescimento, atingindo
absorbancia maxima de 2,4 DO/mL as 48 horas. Logo, esse microrganismo foi considerado
halotolerante ao cloreto de sddio e apto para ser aplicado nas sementes e no substrato onde
seriam plantados os tomateiros, visto que os experimentos com as plantas seriam conduzidos
em concentragdes salinas de apenas 150 mM de NacCl e a B. amyloliquefaciens VROO02 resistiu
até 1500 mM de NaCl, com destaque para a concetragdo de 250 mM na qual o crescimento
bacteriano foi superior ao controle sem NacCl.

Logo, na dosagem de 250 mM de NaCl a Bacillus amyloliquefaciens VR002 teve o

seu crescimento estimulado, atingindo a absorbancia de 4,2 DO/ml na 362 hora do experimento,
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enquanto na dose de 0 mM de NaCl o crescimento neste mesmo horério foi de apenas 3,42
DO/ml.

Figura 3: Crescimento da Bacillus amyloliquefaciens VR002 nas concentragdes de 0, 250, 500, 1000 e 1500mM
de NaCl. As barras verticais representam desvio padrdo da média de 3 repeticdes.
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Esse comportamento foi uma caracteristica interessante para considerar a
halotolerancia da VR002, visto que no trabalho de Shahzad et al. (2017), a cepa de Bacillus
amyloliquefaciens RWL-1 quando testada nas concentracdes de 0, 120 e 250 mM apresentou
crescimento reduzido a medida que a concentracdo salina aumentava e ainda sim conseguiu
sobreviver e promover caracteristicas de crescimento vegetal as plantas.

Ja em relacdo ao trabalho de Nautiyal et al. (2013), os autores testaram o crescimento
da estirpe B. amyloliquefaciens SN13 a diferentes concentracGes salinas. A SN13 apresentou
crescimento até 2500 mM de NaCl, porém somente ap6s 10 dias de incubacdo. Este tempo de
incubac&o e essas concentracles salinas ndo foram testadas para a B. amyloliquefaciens VR002,
porém, algo que os dois trabalhos tém em comum € a capacidade dessas duas cepas de B.
amyloliquefaciens crescerem em altas concentracgdes salinas.

Vale ressaltar, que no trabalho de Nautiyal et al. (2013), a B. amyloliquefaciens SN13
demonstrou uma fase lag extensa, de 48 h na presenca de 50 e 100 mM de NacCl, atingindo ~
2,1 x 10™® CFU/mL, enquanto a VR002 apresentou uma fase lag de apenas 6 horas, para as
concentragdes de 0, 250, 500 e 1000 mM de NaCl e as 36 h atingiu o seu pico de crescimento,
com aproximadamente: 3,4 x 108 CFU/mL na concentracido de NaCl controle; 4,2 x 108
CFU/mL na concentragéo de 250 mM de NaCl; e 3,7 CFU/mL na concentragdo de 500 mM de
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NaCl demonstrando uma maior crescimento bacteriano, em um menor tempo, quando
comparado com com a SN13.

Por fim, a SN13 quando exposta a 250-1000 mM de NaCl apresentou um crescimento
de apenas 10° e 10* CFU/mL, ap6s uma fase lag de 5 dias, enquanto a VR002 em apenas 6 h ja
demonstrou um crescimento superior a esses valores, atingindo ~ 0,9 x 107 e 0,7 x 10’ CFU/mL
para as concentragdes de 250 e 1000mM resperctivamente.

Todas essas caracteristicas demonstram como as diferentes cepas de B.
amyloliquefaciens crescem de maneira variada quando em contato com doses de NaCl. A
VR002 e SN13 sédo mais halotolerantes e a RWL-1 possui tolerdncia menor. Porém, tanto a
SN13, como a RWL-1 demonstraram atributos na promo¢do do crescimento vegetal e
halotolerancia das plantas, logo como a B. amyloliquefaciens VR002 também demonstrou
atributos interessantes quando cultivada em caldo nutriente salino, decidiu-se testa-la como um

indculo para a germinacéo e crescimento do tomateiro.

5.2. EFEITO DA INOCULAGCAO DE Bacillus amyloliquefaciens VR002 OU DO
SOBRENADANTE DA CULTURA SOB A GERMINACAO DAS SEMENTES DE
TOMATEIRO CV. SANTA CRUZ EM DIFERENTES CONCENTRAC;OES
SALINAS

O teste de germinacdo foi realizado para verificar se a inoculagdo com Bacillus
amyloliquefaciens VR002 ou com o sobrenadante da cultura, exerceria algum efeito sobre a

porcentagem de germinacdo ou sobre o comprimento e massa da radicula e da parte aérea.

5.2.1. Porcentagem (%) de germinacdo

A fim de se observar como as sementes do tomateiro cultivar Santa Cruz sem
inoculacdo (Agua destilada), com inoculacdo da VR002 e com o sobrenadante da cultura
germinariam em contato com as diferentes concentrac6es de NaCl, foi contabilizado, no 7° dia
apos a semeadura, a porcentagem de germinacao de cada placa petri.

A Tabela 1 apresenta os dados relativos a porcentagem média de germinacdo das
sementes do tomateiro (CV = 19,61%), demonstrando uma influéncia da concentracéo salina
no parametro analisado, uma vez que a aplicacdo de 100 e 150 mM de NaCl reduziram
significativamente a germinagdo. O teste de Scott-Knott demonstra que as sementes tiveram
porcentagem de germinacéo iguais para as doses de 0 e 50 mM NaCl e diminuiram a medida
que a concentragdo salina aumentou, como é possivel observar na coluna Média geral das doses
da Tabela 1.
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Tabela 1: Pocentagem de germinacdo das sementes de tomateiro cv. St. Cruz, inoculadas com agua destilada
(controle), B. amyloliquefaciens VR002 e sobrenadante da cultura bacteriana e germinadas em substrato agar-
agua (2%) nas doses 0, 50, 100 e 150mM de NaCl.

Tratamentos
Agua VR002 Sobrenadante l\/(lji(ilggsirsal
NaCl (mM) Porcentagem (%) de Germinagéo
0 92,00 + 8,37 82,00 + 14,83 90,00 £ 0,00 88,00 A
50 86,00 + 20,74 76,00 + 13,42 88,00 + 4,47 83,33 A
100 70,00 = 10,00 74,00 + 1342 68,00 + 13,04 70,67 B
150 22,00 + 16,43 6,00 + 8,94 10,00 + 12,25 1266 C

As colunas Agua, VR002 e Sobrenadante representam a média e o desvio padrdo amostral de 5 repeticdes As
letras maiusculas comparam diferencas na coluna “Média geral das doses”. Para fatores de variacdo ndo
significativos essa diferenca ndo foi expressa em letras.

Essa diminuicdo na porcentagem de germinacdo a medida que a concentragéo salina
aumentou foi um fator esperado, visto que no trabalho de Maia Junior et al. (2020), feito com
espécies de tomateiro cv. IPA 6, as sementes que germinaram em substratos com 4,5 dS/m (~
50 mM de NaCl) tiveram a sua porcentagem de germinacdo reduzida. Porém o tomateiro cv.
St. Cruz demonstrou uma resisténcia maior a salinidade, em relagdo ao IPA 6, conseguindo
germinar igualmente para as doses de 0 e 50 mM de NaCl.

Em relacdo a inoculacdo das sementes com a B. amyloliquefaciens VR002 ou com o
sobrenadante da cultura, estes ndo representaram diferenca significativa para as porcentagens
de germinacdo. Este resultado corrobora com os resultados de Naamala et. al (2022), onde ap6s
inoculacdo das sementes de soja e milho, com o sobrenadante de B. amyloliquefaciens EB2003,
também ndo foi encontrado diferencas na porcentagem de germinacdo dessas duas espécies,
quando elas cresceram em 0 mM de NacCl, e na cultura de milho quando cresceu em 50 mM de
NaCl.

Porém, na cultura de soja estressada com 50 mM de NaCl, a inoculacdo com 0,1 e 1%
da concentracdo do sobrenadante de B. amyloliquefaciens EB2003 demonstrou efeitos positivos
na porcentagem de germinacdo. Logo, pode ser interessante testar em futuros trabalhos outras
concentracdes de B. amyloliquefaciens VR002 e do sobrenadante da cultura pois nas
concentragdes atualmente testadas elas ndo expressaram efeito significativo na porcentagem de

germinacdo das sementes de tomateiro, em nenhuma das 4 doses de NaCl testadas.

5.2.2. Comprimento das radiculas e partes aéreas

No sétimo dia apds semeadura, foram medidos 0os comprimentos das radiculas e partes

aéreas das plantulas presentes nas placas petri. A Tabela 2 apresenta os dados relativos a esses
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parametros, demonstrando uma influéncia da concentragdo salina em ambos, uma vez que o
comprimento da radicula (CV = 12,53%) diminuiu significativamente a medida que a
concentracdo salina aumentou e o comprimento da parte aérea (CV = 15,50%) se manteve igual
para 0 e 50 mM de NaCl, mas decaiu gradativamente de 100 para 150 mM de NaCl (Tabela 2).

Tabela 2: Comprimento das radiculas e partes aéreas das plantulas de tomateiro cv. St. Cruz ap6s 7 dias de
semeadura, inoculadas quando sementes com agua destilada (controle), B. amyloliquefaciens VR002 e
sobrenadante da cultura bacteriana e germinadas em substrato agar-agua (2%) com doses 0, 50, 100 e 150mM de

NacCl.
Tratamentos
Agua VR002 Sobrenadante I\/(IjiiiaDoGszrsal
NaCl (mM) Comprimento das radiculas (cm)

0 9,77 £+ 134 10,38 + 0,40 9,66 + 041 994 A
50 826 + 0,29 8,43 + 1,20 7,33 + 0,52 801 B
100 433 + 0,40 3,76 + 0,51 389 + 0,73 399 C
150 091 + 0,93 0,23 + 0,40 039 * 0,17 051 D

Comprimento das partes aéreas (cm)

0 427 + 0,68 493 + 0,60 478 + 0,41 466 A
50 423 + 0,34 430 + 0,32 421 + 0,64 425 A
100 2,78 + 0,28 249 + 0,38 242 + 0,35 256 B
150 051 + 0,60 0,23 + 0,40 0,29 + 0,15 034 C

As colunas Agua, VR002 e Sobrenadante representam a média e o desvio padrdo amostral de 3 repeticdes As letras
maiusculas comparam diferengas na coluna “Média geral das doses”. Para fatores de variagdo ndo significativos
essa diferenca ndo foi expressa em letras.

Um comportamento parecido foi observado em Maia Janior et al. (2020), onde as
plantulas de tomateiro tiveram tamanhos reduzidos quando expostas a condutividade elétrica
de 4,5 dS/m (=50 mM de NaCl). Em seu trabalho foi observado uma diminuicdo no
comprimento das radiculas e partes aéreas de 42 e 6,7%, quando expostas ao sal,
respectivamente.

No presente trabalho, a diminui¢do do comprimento das radiculas tambem foi maior
do que a das partes aéreas. As radiculas estressadas com 50 mM de NaCl, foram 19,42%
menores do que as que cresceram em 0 mM de NaCl e expressaram diferencas significativas.
Ja as partes aéreas com 50 mM de NaCl foram 8,8% menores do que as que cresceram na dose
controle, mas ndo expressaram diferencas significativas. Logo, pode-se concluir que a
salinidade afeta principalmente no comprimento das radiculas do que no das partes aéreas.

Em relacdo ao comprimento das radiculas, os resultados da presente pesquisa
corroboram em partes com os resultados de Naamala et al. (2022), visto que a inoculagéo, tanto
com a cepa VR002, como com a cepa EB2003 ndo proporcionaram aumento no comprimento
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das radiculas nas doses de 0 mM de NaCl para as sementes de tomateiro e milho
respectivamente. Porém, para cultura da soja, com as mesmas condicdes, a inoculacdo da

EB2003, proporcionou um aumento significativo no comprimento das raizes.

5.2.3. Massas das radiculas e partes aéreas

5.2.3.1. Massa fresca da radicula e parte aérea
Os resultados da Massa Fresca da Radicula (MFR) e da parte aérea (MFPA) estéo

expressos na Tabela 3. A MFR, foi avaliada de acordo com a média e desvio padréo, por nao
terem passado no teste de homocedasticidade. Ja em relacdo a MFPA foi observado diferenca
significativa na interacdo Tratamento * Dose (CV = 13,53%).

Ao observar a MFR é possivel perceber um aumento da massa, quando essas foram
tratadas com B. amyloliquefaciens VR002 ou com o sobrenadante da cultura, nos substratos
com 0 e 50 mM de NaCl. Quando crescidas em 0 mM de NaCl, as radiculas tratadas com VR002
e com o sobrenadante da cultura, atintigiram a massa de 2,69 mg e 2,59 mg, enquanto a MFR
do controle apresentou apenas 1,42 mg. J& quando crescidas em 50 mM de NaCl, elas
apresentaram 1,55 mg e 1,40 mg, enquanto o controle apresentou massa apenas 0,95 mg. Logo,
em baixas salinidades esses tratamentos atuaram favorecendo o acimulo da MFR.

Ao observar a MFPA, nas dose de 0 mM de NaCl, € possivel perceber que aquelas que
tiveram as suas sementes inoculadas com a B. amyloliquefaciens VR002 ou com o sobrenadante
da cultura tiveram um aumento significativo, atingindo 23,09 e 22,73 mg, enquanto o controle
teve a massa de apenass 18,15 mg. Para as outras doses os tratamentos agiram iguais
estatisticamente. Logo, sem a presenca de NaCl esses tratamentos também expressaram

caracteristicas na promocao do crescimento vegetal.

Tabela 3: Massa fresca das radiculas e partes aéreas das plantulas de tomateiro cv. St. Cruz, inoculadas com agua
destilada (controle), B. amyloliquefaciens VR002 e sobrenadante da cultura bacteriana em substrato agar-agua
(2%) com doses 0, 50, 100 e 150mM de NaCl.

Tratamentos
Agua VR002 Sobrenadante Agua VR002 Sobrenadante
NaCl (mM) MFR (mg) MFPA (mg)
0 142 + 032 269 + 020 259 £ 0,56 18,15 bB 23,09 aA 22,73 aA
50 09% £+ 032 155 £+ 010 140 =+ 0,66 2471 aA 2390 aA 23,00 aA
100 057 £ 026 032 £+ 006 043 = 0,19 1192 aC 9,80 aB 9,18 aB
150 036 +£ 050 000 £+ 000 038 =+ 047 1,92 aD 0,30 aC 0,92 aC

As colunas Agua, VR002 e Sobrenadante representam a média e o desvio padrdo amostral de 3 repeticdes As letras
maifusculas comparam diferencas na coluna e as letras mindsculas comparam diferencga na linha. Para fatores de
variacdo ndo significativos essa diferenca néo foi expressa em letras.
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Os trabalho de Jiao et al. (2020) quando inoculou as sementes de tabaco com as cepas
B. amyloliquefaciens Y2 e YN201732, também observou ganhos significativos na massa fresca
das plantulas em relacdo ao controle. No trabalho de Imran, Abo-Elyousr e Saar (2022), também
foram observados resultados no acréscimo da massa fresca quando utilizou-se a B.
amyloliquefaciens KAUBL?2 para inocular as plantulas de tomateiro. Sendo assim, é possivel
notar que os resultados do presente trabalho corroboram com os da literatura, visto que a B.
amyloliquefaciens VR002 também contribui para o ganho da biomassa fresca quando cresceram

em substratos sem salinidade.

5.2.3.2. Massa seca da radicula e parte aérea

Os resultados da massa seca da radicula (MSR) e da parte aérea (MSPA) podem ser
observados na Tabela 4. Para ambos os parametros foram observados diferencas significaticas
na interacdo Tratamento * Dose. Em relacdo a MSR (CV = 12,27 %) foi possivel perceber que
na dose de 50 mM de NaCl, as sementes que foram inoculadas com a B. amyloliquefaciens
VRO002, apresentaram valores significativamente maiores (0,73 mg), enquanto as tratadas com
agua destilada ou sobrenadante da cultura apresentaram 0,55 e 0,59 mg respectivamente. Além
disso, pode-se observar que este tratamento foi o Unico que ndo expressou diferenca
significativa entre as doses de 0 e 50 mM de NaCl, atribuindo resisténcia a MSR.

Em relacdo a MSPA (CV = 15,10 %), foi observado que plantulas tratadas com agua
e B. amyloliquefaciens VR002 e crescidas em substrato com 100 mM de NaCl expressaram
massas estatisticamente iguais, porém com o sobrenadante elas decresceram. Além disso, a
MSPA nas doses de 0 e 50 mM de NaCl ndo expressaram diferencas significativas entre si para
os trés tratamentos. Em adi¢do, no tratamento com agua, a MSPA das plantulas crescidas em 0,
50 e 100 mM de NaCl foram iguais, o que demontra um aspecto de tolerancia do tomateiro cv.

St. Cruz a salinidade.

Tabela 4: Massa seca das radiculas e partes aéreas das plantulas de tomateiro cv. St. Cruz, inoculadas com agua
destilada (controle), B. amyloliquefaciens VR002 e sobrenadante da cultura bacteriana em substrato 4gar-agua
(2%) com doses 0, 50, 100 e 150mM de NaCl.

Tratamentos
Agua VR002  Sobrenadante Agua VR002  Sobrenadante
NaCl (mM) MSR (g) MSPA (g)
0 0,78 aA 0,73 aA 0,68 aA 147 aA 177 aA 1,75 aA
50 055 bB 0,73 aA 0,59 bB 1,74 aA 180 aA 1,75 aA
100 03 aC 036 aB 0,27 aC 145 aA 136 aB 0,99 bB
150 0,00 ab 0,00 aC 0,06 ab 010 aB 0,00 aC 0,28 aC

As colunas Agua, VR002 e Sobrenadante representam a média e o desvio padrdo amostral de 3 repeticdes As letras
maiusculas comparam diferencas na coluna e as letras mintsculas comparam diferencas na linha.
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Jiao et al. (2020) verificaram que as plantulas de tabaco quando inoculadas com a B.
amyloliquefaciens Y2 e YN201732 tiveram um aumento significativo na massa seca em relagéo
as tratadas com agua, quando cresceram em 0 mM de NaCl. Embora no atual estudo, nédo seja
possivel perceber essa diferenca significativa para a dose de 0 mM de NaCl, é possivel perceber
que a MSPA teve um acréscimo de aproximadamente 17 e 16% quando tratadas com B.
amyloliquefaciens VR002 ou com o sobrenadante, respectivamente. Porém no trabalho feito
com tabaco, cultura pertencente a familia Solanaceae (mesma familia que o tomateiro) esse
acréscimo foi muito mais acentuado, aumentando 62,8 e 67,5 % a massa seca total das plantulas
quando tratadas com a B. amyloliquefaciens Y2 e YN201732.

No trabalho de Masmoudi et al. (2021), o qual utilizou a B. spizizenii FMHA45 para
inocular sementes e plantas de tomateiro, também foi observado um aumento significativo na
massa seca das plantas, onde aquelas crescidas em substratos com 0, 120 e 170 mM de NaCl
tiveram ganhos significativos em sua massa seca. Embora os autores aferiram este parametro
em um estagio mais avancado da vida do vegetal (aproximadamente 5 semanas), é possivel
observar que as bactérias do género Bacillus conseguem oferecer esse acréscimo de massa seca
aos tomateiros.

No trabalho de Masmoudi et al. (2021), o Gnico nivel de salinidade onde a B. spizizenii
FMHA45 ndo promoveu acréscimos significativos na massa seca foi o de 60 mM de NaCl, ja no
presente trabalho o Unico nivel de salinidade em que a B. amyloliquefaciens VR002, conseguiu
promover 0 aumento da massa seca foi o de 50 mM de NaCl. O que demonstra uma
caracteristica que diferencia B. amyloliquefaciens VR002, nessa dose menor de sal, mas ndo
Ihe confere o acréscimo nas outras dosagens.

Em conclusdo, nos trés trabalhos, a utilizacdo de bactérias do género Bacillus,
promoveu acréscimo na massa seca das plantulas ou planta, seja na presenca ou auséncia de
NaCl. Vale destacar este ponto positivo no aumento da MSR promovido pela B.
amyloliquefaciens VR002 quando as sementes de tomateiro foram semeadas com 50 mM de
NaCl, pois isto ocorreu na fase em que a plantula estava com apenas 7 DAS, demonstrando
uma caracteristica importante, no inicio de vida do tomateiro. Ressaltando que 50 mM de NacCl,
equivale a ~ 4,5 dS/m, condutividade elétrica acima daquela tolerada por essa espécie (2,5
dS/m) (DIAS et. al, 2016; SAHAB, et al., 2021), logo esse acréscimo de 24,6% na MSR pode

ter importancias agrénomicas para a fase inicial da cultura do tomate.
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5.3. EFEITO DA INOCULACAO DA Bacillus amyloliquefaciens VR002 E/OU DO
SOBRENADANTE DA CULTURA SOBRE PARAMETROS MORFOLOGICOS
DOS TOMATEIROS 65 DIAS APOS SEMEADURA

Ap0s o teste de germinacdo foi realizado um novo experimento para verificar como a
inoculagdo da B. amyloliquefaciens VR002 e/ou do sobrenadante da cultura influenciariam no
crescimento dos tomateiros da cv. Santa Cruz. Para este experimento foram aplicados seis
tratamentos e duas doses, conforme exposto no Quadro 2 no tépico Materiais e Métodos.

A seguir sdo apresentados os resultados dos dados morfoldgicos dos tomateiros, 65
dias ap6s a semeadura para cada tratamento e dose recebidos.

5.3.1. Altura, didmetro, comprimento da raiz e nimero de folhas

Os resultados da altura, diametro, comprimento da raiz e nimero de folhas estéo
expressos na Tabela 5. Os parametros da altura e nimero de folhas foram avaliados a partir da
média e desvio padrdo de cada Tratamento * Dose, pois ambos ndo passaram no teste de
normalidade. Ja para os dados do diametro e o comprimento da raiz foram aplicados a ANOVA
e o teste de Scott-knott.

Em relacdo a altura, pode-se observar que na média geral das doses, que os tomateiros
irrigados com 150 mM de NaCl (24,6 cm) foram ~ 9,6% menores, comparado com aqueles que
ndo foram estressados (27,2 cm). Ja as diferentes formas de inoculacdo aparentemente nédo
influenciaram na altura, pois os tomateiros irrigados com 0 mM de NaCl tiveram uma altura
préxima, variando entre 25,8 e 28,5 cm e os tomateiros irrigados com 150 mM de NaCl também,
variando entre 23,0 e 25,8 cm.

Para o diametro (CV = 9,25%), foi possivel observar diferencas significativas nos
tratamentos e nas doses. Os tomateiros que receberam a inoculacdo de SA e AB, apresentaram
didmetros maiores do que os tomateiros que receberam as outras formas de inoculagdo. Ja em
relacdo as doses, aqueles que foram irrigados com 150 mM de NaCl tiveram diametros menores.

No comprimento da raiz (CV = 28,11 %), a Unica diferenca significativa foi no fator
de variacdo tratamento, onde os tomateiros inoculados com SA, que apresentaram raizes
maiores do que todos os outros tradados com as variadas formas de inoculagao.

Por fim, em relagdo ao numero de folhas, as plantas variaram de 8 a 10, mas ao
observar as médias, todos os valores foram muito proximos, logo aparentemente a inoculagdo

e o estresse salino ndo influenciaram neste parametro.
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Tabela 5: Parametros morfoldgicos da altura, diametro, comprimento total da raiz e n° de folhas dos tomateiros
cv. St. Cruz submetidos a estresse salino de 0 e 150 mM de NaCl e tratados com diferentes inocula¢Ges advindas

da B. amyloliquefaciens VR0O02.

Altura (cm) Diametro (mm) Comp. da raiz (cm) Numero de folhas
Tratamentos 0 150 0 150 0 150 0 150
AA 271342 250 +22 31+05 2901 304+ 118 218+49 93+ 25 90+20
AB 285+13 258 +05 33+01 30+x04 25971 234+79 80=x00 90=22
BA 280+08 258 +15 31+ 02 24+02 293 +48 283+31 90+ 14 88+22
BB 2710+ 22 245 +£17 29 +01 30+01 271+92 223+40 95+ 17 9022
SA 268+15 230+ 08 34+03 3303 313+80 393+£90 90+27 9524
SB 258+05 238 +10 31 +04 28+02 273116 205+37 100 +23 93+25
Média Geraldas Doses 272 + 10 246 £ 11 31 % 02 29% 03 285+ 21 259+ 71 91+ 07 91+ 03

AA - 4gua na semente e agua no colo da planta (controle); AB - 4gua na semente e B. amyloliquefaciens VR002
no colo da planta; BA - B. amyloliquefaciens VR002 na semente e &gua no colo da planta; BB - B.
amyloliquefaciens VR002 na semente e no colo da planta; SA - sobrenadante na semente e 4gua no colo da planta;
e SB sobrenadante na semente e B. amyloliquefaciens VR002 no colo da planta. Cada coluna representa + desvio
padrdo amostral da média de 4 repeticGes.

Albuquere (2017), trabalhou com o tomateiro cv. Santa Clara e percebeu acréscimo da
altura para todas as plantas inoculadas com cepas de Bacillus spp., quando crescidas em 0 mM
de NaCl, porém, com a inducdo de 100 mM de NaCl somente os tomateiros tratados com 0s
isolados AP85 e AP100 demonstraram este acréscimo em relacdo ao controle. Nautiyal et al.
(2013), tambem observou aumento na altura das plantas de arroz, crescidas em condigdes
normais e de estresse salino e inoculadas com a B. amyloliquefaciens SN13. Porém, no atual
trabalho a B. amyloliquefaciens VR002 ndo promoveu o aumento da altura na auséncia ou
presenca de NaCl, o que diverge destes outros trabalhos.

Além disso, Albuquerque (2017) verificou que todos os isolados de Bacillus spp.
contribuiram com o aumento do diametro dos tomateiros em 0 mM de NaCl, porém para os
tomateiros crescidos em substrato de 100 mM de NaCl, nenhum tratamento apresentou
diferenca significativa. Neste sentido, a presente pesquisa, também observou que os tratamentos
realizados com SA e AB proporcionaram aumento no diametro dos tomateiros, porém isso so
ocorreu na média geral dos tratamentos, ndo sendo identificados efeitos exclusivamente dentro
das doses de 0 e 150 mM de NacCl.

Em relagdo ao comprimento das raizes Nautiyal et al. (2013) verificou que as plantas
de arroz tiveram acréscimos significativos quando inoculadas com B. amyloliquefaciens SN13
e crescidas em 0 e 200 mM de NaCl. No presente trabalho, esse aumento so foi expresso nas
plantas tratadas com sobrenadante nas sementes e dgua no colo das plantas (SA), mas nao foi

identificado diferencas significativas dentro de cada dose.
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Por fim, em relacdo ao nimero de folhas, Masmoudi et al. (2021), percebeu 0 aumento
deste parametro para todos os tomateiros tratados com a B. spizizennni FMH45, seja nas doses
de 0, 60, 120 e 170 mM de NaCl. Dhouib et al. (2019), também percebeu esse aumento nos
tomateiros inoculados com Bacillus velezensis em condi¢fes de 0 mM de NaCl. Porém, no atual
trabalho n&o houve este aumento.

Logo, pode-se concluir que para estes parametros analisados, em termos gerais as
inoculagdes advindas da B. amyloliguefaciens VR002 nédo expressaram ganhos expressivos para
0s tomateiros, como nos trabalhos de Nautiyal et al. (2013), Albuquere (2017), Dhouib et al.
(2019) e Masmoudi et al. (2021). Isto provavelmente deve ter acontecido por conta de uma
menor producdo de fitormdnios, como a acido indolacético (AlA), ou uma menor capacidade
da B. amyloliquefaciens VR002 em facilitar a absorcédo de alguns nutrientes.

Portanto, sugere-se que em trabalhos futuros sejam realizados testes bioquimicos na
cultura bacteriana para identificar o potencial da B. amyloliquefaciens VR002 na producéo de
AlA, fixacdo biologica do nitrogénio, solubilizagéo do fosfato, siderdforos e na enzima ACC
deaminase, assim como foram realizados nos trabalhos de Nautyial et al. (2013), Albuquerque
(2017) e Masmoudi et al. (2021).

5.3.2. Massa fresca e massa seca

A massa fresca e seca também foram aferidas, afim de se perceber qual tratamento
proporcionou um maior ganho na fitomassa dos tomateiros cv. Santa Cruz, 65 DAS. Foram
realizadas as ANOVAs da MFR (CV = 29,93%), MFPA (CV = 13,40%), massa fresca total
(MFT) (CV = 14,12%), sendo este parametro o somatério da MFR com MFPA. Além disso,
guando as massas atingiram peso seco constante, apos 96 h na estufa de circulacéo forcada de
ar, a 85 °C, foram aferidos e realizados as ANOVAs da MSR (CV = 24,43 %), MSPA (CV =
19,16 %), e massa seca total (MST) (CV = 19,25 %), sendo esta 0 somatério de MSR com
MSPA.

Os resultados demonstraram que todos os tomateiros tiveram os 6 parametros de
biomassa reduzidos quando foram irrigados com 150 mM de NaCl. Além disso, para MFR,
percebeu-se diferenca significativa entre os tratamentos, onde todas as inoculagdes
contribuiram igualmente para o ganho da massa fresca da raiz dos tomateiros da cv. Santa Cruz
guando comparadas ao tratamento controle (AA) que apresentou a menor MFR.

Os resultados dos seis parametros de Fitomassa podem ser observados na Tabela 6.
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Tabela 6: Parametros morfolGgicos da Massa Fresca da Raiz, Massa Fresca da Parte Aérea, Massa Fresca Total,
Massa Seca da Raiz, Massa Seca da Parte Aérea e Massa Seca Total dos tomateiros cv. St. Cruz submetidos a

estresse salino de 0 e 150 mM de NaCl e tratados com diferentes inoculac@es advindas da B. amyloliquefaciens

VRO002.
MFR (g) MFPA (g) MFT (g)
Tratamentos 0 150 0 150 0 150
AA 044 + 024 018 + 0,06 483 + 16 446 + 06 526 + 1,71 4,70 + 0,63
AB 070 + 050 036 + 0,08 527 + 07 469 + 04 597 + 1,04 519 + 045
BA 081 + 039 021 + 008 558 + 01 449 + 04 639 + 022 488 + 042
BB 067 + 046 012 + 0,16 487 + 07 415 + 06 554 + 081 461 + 0,73
SA 094 + 039 013 + 004 549 + 05 435 + 03 643 + 055 4,75 + 027
SB 064 + 034 010 + 015 477 + 03 391 + 03 541 + 035 426 + 041
Média Geral 25 4 (17 018 + 010 514 + 036 434 + 027 58 + 051 473 + 031
das Doses
MSR (g) MSPA (g) MST (g)
0 150 0 150 0 150
AA 005 + 002 004 + 001 037 + 02 036 + 008 042 + 018 039 + 0,09
AB 006 + 002 005 + 0,00 041 + 01 040 + 003 047 + 010 044 + 0,03
BA 007 + 002 004 + 001 047 + 00 038 + 004 055 + 004 042 + 0,05
BB 006 + 001 005 + 002 039 + 01 033 + 009 044 + 009 038 + 0,11
SA 008 + 001 004 + 000 046 + 01 033 + 002 054 + 007 037 + 0,02
SB 005 + 000 003 + 001 035 + 00 028 + 003 040 + 003 031 + 0,03
'V(;ed'aeera' 006 + 001 004 + 001 041 + 005 035 + 004 047 + 006 039 + 0,05
as Doses

AA - 4gua na semente e agua no colo da planta (controle); AB - 4gua na semente e B. amyloliquefaciens VR002
no colo da planta; BA - B. amyloliquefaciens VR002 na semente e &gua no colo da planta; BB - B.
amyloliquefaciens VR002 na semente e no colo da planta; SA - sobrenadante na semente e 4gua no colo da planta;
e SB sobrenadante na semente e B. amyloliquefaciens VR002 no colo da planta. Cada coluna representa + desvio
padrdo amostral da média de 4 repeticOes.

Gowtham et al. (2020), Khan et al. (2020) e Vaishnav et al. (2020), ao trabalharem
com estresses abidticos de seca, altas temperaturas e salinidade, respectivamente, também
observaram essa diminuicdo na massa fresca e seca dos tomateiros, logo, este é um padrédo
normal que acontece quando as plantas sdo estressadas. Porém, apGs o estresse, as plantas
tratadas com B. cereus tiveram a MFPA, MFR e MSR mais altas do que aquelas sem a
inoculacdo da bactéria (KHAN et al., 2020), as plantas tratadas com Sphingobacterium BHU-
AV3, apresentaram biomassa melhores (VAISHNAYV et al. 2020) e as plantas tratadas com B.
subtilis Rhizo SF 48, demonstraram MFPA e MSPA melhores (GOWTHAM et al. 2020).

No atual trabalho, as inoculagdes com B. amyloliquefaciens VR002 e/ou sobrenadante
da cultura s6 auxiliaram no aumento da MFR, mas para todos os outros parametros de biomassa
ndo foi possivel perceber diferencas significativas. Logo, para a contribuicdo do peso das

plantas a bactéria e seus metabdlitos secundarios ndo foram tdo efetivos.
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5.3.3. Relacdo entre os parametros morfoldgicos

Apenas os parametros morfoldgicos de forma isolada ndo sdo suficientes para chegar
a interpretacGes completas sobre a qualidade de uma muda, logo esses pardmetros podem ser
relacionados uns com 0s outros, para chegar a analises mais conclusivas de como o fenétipo da
planta reagiu aos diferentes tratamentos (DICKSON, LEAF & HOSNER, 1960; LIN, WU &
CHANG, 2019). Nesse contexto, foram avaliados como os dados morfoldgicos de cada planta
interagiram entre si, observando o Indice de Qualidade de Dickson (IQD) (Figura 4).

Foram observado diferencas significativas ente as doses e os tratamentos (CV =
21,50%). Em relacdo as doses, 0s tomateiros que cresceram sendo irrigados com 150 mM de
NaCl tiveram IQD menores, o que demonstra que o sal afetou na qualidade da muda das plantas.
Em relagdo aos tratamentos, essa diferenga ndo foi identificada com Scott-Knott, mas ao
observar o grafico é possivel perceber que para ambas as doses, 0s tomateiros inoculados com
sobrenadante na semente e dgua no colo da planta (SA) apresentaram melhores IQD, em relacédo
ao controle AA.

Correlacionando esses dados, com aqueles obtidos ao analisar o didmetro e o
comprimento da raiz isoladamente, foi possivel perceber que a forma de inoculacdo que mais
contribuiu para os parametro morfologicos do tomateiro foi a SA. De todo modo, ndo houve
diferencas expressivas desta inoculacdo para a melhoria dos parametros morfoldgicos em
tomateiros irrigados com 150 mM de NaCl. Sendo assim, em termos gerais, as variadas
inoculagBes ndo contribuiram para os ganhos morfoldgicos dos tomateiros, sejam aqueles que

cresceram em condig¢des normais (0 mM), como aqueles que foram estressados com NaCl.

Figura 4: indice de Qualidade de Dickson (C) dos tomateiros cv. St. Cruz submetidos a estresse salino de NaCl e
tratados com diferentes inocula¢6es advindas da B. amyloliquefaciens VR002.
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AA - agua na semente e agua no colo da planta (controle); AB - 4gua na semente e B. amyloliquefaciens VR002
no colo da planta; BA - B. amyloliquefaciens VR002 na semente e agua no colo da planta; BB - B.
amyloliquefaciens VR002 na semente e no colo da planta; SA - sobrenadante na semente e 4gua no colo da planta;
e SB sobrenadante na semente e B. amyloliquefaciens VR002 no colo da planta. Cada coluna representa + desvio
padrdo amostral da média de 4 repeticGes.
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5.4. EFEITO DA INOCULACAO DE Bacillus amyloliquefaciens VR002 E/OU
SOBRENADANTE DA CULTURA SOBRE PARAMETROS BIOQUIMICOS DOS
TOMATEIROS 65 DIAS APOS SEMEADURA

Os parametros bioquimicos sdo importantes de serem analisados devido ao fato deles
serem sinalizadores de efeitos que ainda ndo sdo possiveis ser observados na fenologia da planta
(WANG et al., 2006). Por exemplo, os tratamentos ndo demonstraram diferencas expressivas
nos parametros morfolégicos para a promocdo da halotolerancia dos tomateiros, mas essas
diferengas puderam ser observadas nos parametros bioquimicos. Logo, a seguir, serdo
apresentados os resultados destes parametros, a partir dos dados da clorofila medida com
clorofildmetro, dos pigmentos fotossintéticos, do contedo de malondialdeido e aldeido, do
extravasamento de eletrélitos e do teor de prolina, nas plantas de tomateiros cv. Santa Cruz 65
DAS.

5.4.1. Indice de Clorofila Falker (ICF)
O Indice de Clorofila Falker foi medido no dia da colheita dos tomateiros. Através do

aparelho ClorofiLOG foi possivel obter os valores de clorofila a, clorofila b e clorofila total de
todos as plantas. Esses resultado ndo foram homocedésticos, logo a comparacdo dos seus
valores foi feita através da observacdo das médias e desvios padrdes de cada planta (Tabela 7).

E possivel perceber que todos os tomateiros que receberam irrigacdo com 150 mM de
NaCl apresentaram ganhos no teor de clorofila (Chl a, Chl b e Chl total). Além disso, as plantas
que foram inoculadas com SB, AB e BB tiveram aumento na Chl a e na Chl total em relacéo as
plantas do controle, tanto para as doses de 0 mM de NaCl, como para as doses de 150 mM de
NaCl.

Tabela 7: indice de Clorofila Falker (ICF) nas folhas de tomateiro cv. St. Cruz submetido & estresse salino de 0 e
150 mM de NaCl e tratados com diferentes inocula¢bes advindas da B. amyloliquefaciens VR002.

Clorofila a (ICF) Clorofila b (ICF) Clorofila total (ICF)

Tratamentos 0 150 0 150 0 150
AA 153 + 2,3 219 + 15 33 £ 05 44 + 05 186 + 2,7 262 + 19
AB 206 £ 15 235 + 28 38 £ 05 45 + 06 244 £ 17 280 = 30
BA 184 + 2,1 26 +29 34 +£05 46 £+ 10 21,7 £ 26 272 = 39
BB 200 = 1,7 242 + 36 36 £ 06 46 = 14 235 £ 22 288 + 41
SA 197 + 19 223 + 20 36 £04 43 £ 0,7 233 £ 23 26,7 £ 2,6
SB 20,1 + 11 244 + 15 39 £ 06 47 £+ 10 240 £ 15 291 + 23
Néii'goGsif' 190 + 20 231 + 10 36 % 02 45 + 01 226 + 22 27,7 + 1,1

AA - 4gua na semente e agua no colo da planta (controle); AB - 4gua na semente e B. amyloliquefaciens VR002
no colo da planta; BA - B. amyloliquefaciens VR002 na semente e &gua no colo da planta; BB - B.
amyloliquefaciens VR002 na semente e no colo da planta; SA - sobrenadante na semente e dgua no colo da planta;
e SB sobrenadante na semente e B. amyloliquefaciens VR002 no colo da planta. Cada célula representa + desvio
padrdo amostral da média de 6 repeticGes.



58

O aumento dos niveis de clorofila devido ao estresse salino também foi observado em
Abacaxi (Ananas porteanus) (MENDES et al., 2011), arroz (Oryza sativa) (MISRA et al.,
1997) e beterraba agucareira (Beta vulgaris L.) (JAMIL et al., 2007). Isto pode ser associado
ao estimulo do mecanismo de protecdo do maquinario fotossintético das plantas, através do
acréscimo no tamanho e nimero de cloroplasto, proporcionando mais centros de reagdo para
transformacao da energia luminosa em energia quimica. (SAMANIEGO-GAMEZ et al., 2016).
Pode-se perceber que o tomateiro cv. St. Cruz também expressa aumento do teor de clorofila
naturalmente quando exposto a salinidade.

J& no trabalho de Kim et al. (2017), realizado com B. amyloliquefaciens H-2-5
inoculadas em plantas de soja (Glycine max) colocadas sobre estresse salino, pode ser
observado o aumento do teor de clorofila por meio das inoculacées. O presente trabalho também
demonstrou esses mesmos resultados quando os tomateiros foram inoculados com AB, BB, e
SB, refletindo em uma melhor atividade e conservacdo do aparelho fotossintético em
comparagdo com as plantas do controle.

5.4.2. Pigmentos Fotossintéticos (método espectrofotométrico)

Além da determinacéo do indice ICF por meio do clorofilémetro, também foi realizado
a quantificacdo dos teores de pigmentos (ug/g) utilizando-se da extragdo com acetona e
quantificacdo espectrofotométrica. A partir desse método foi obtido a clorofila a, b, total e
carotendides (Tabela 8).

A ANOVA da clorofila a (CV = 16,42 %) demonstrou que houve diferencas
significativas para os tratamento e para as doses. Os tomateiros que tiveram o maior contetdo
deste pigmento foram aqueles inoculados com SA, BB e BA e para a clorofila total (CV = 16,09
%) o mesmo foi observado. J& para a clorofila b e carotendides a média e desvio padrao foram
utilizadas para comparar os valores, pois ambos ndo passaram no teste de homocedasticidade.

Todos os tomateiros tiveram um maior teor de clorofila b quando inoculados, porém
algumas formas de inoculagdo apresentaram resultados mais expressivos. Nas plantas néo
estressadas, aquelas que foram inoculadas com SA (1444 ug/g), BB (1248 pg/g) e BA (1225,6
Mg/g) apresentaram valores > 26,2% do que as plantas controle AA (903,6 pg/g). Ja as plantas
irrigadas com 150 mM de NaCl, tiveram este maior pigmento quando inoculadas com BB (1946
Ha/9), SA (1686 pg/g) e SB (1642 pg/g), sendo > 33,4% em relacéo as plantas AA (1094 pg/g).

Em relacdo aos carotenoides, foi possivel perceber que a maioria das plantas com

alguma forma de inoculacdo teve aumento deste pigmento. Um fator que vale a pena ser
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destacado € em relacdo as plantas tratadas com BB e estressadas com 150 mM da NaCl, que
apresentaram 896,3 pg/g de carotendides enquanto as plantas AA apresentaram 596,7 ug/g,
logo esta inoculagéo proporcionou o acréscimo de 33,4 % deste pigmento fotoprotetor.

Por fim, em relacdo a dose, novamente os tomateiros estressados com 150 mM de
NaCl apresentaram maiores pigmentos fotossintéticos, corroborando com os dados encontrados
pelo método do clorofildmetro e demonstrando a capacidade do tomateiro cv. Santa Cruz em

desenvolver mecanismos de protecdo ao estresse salino.

Tabela 8: Pigmentos fotossintéticos nas folhas de tomateiro cv. St. Cruz sob estresse salino de 0 e 150 mM de

NaCl e tratados com diferentes inoculagdes advindas da B. amyloliquefaciens VR002.

Clorofila a (ng/g) Clorofila b (ng/g)
Tratamentos 0 150 0 150
AA 2339,0 + 170 27934 + 292 903,6 + 107 10944 + 167
AB 22987 + 60 26778 + 378 9552 + 56 11335 + 174
BA 26423 + 421 30779 + 290 12256 + 383 14614 + 201
BB 2500,7 + 77 34692 + 1014 12480 + 141 19464 + 387
SA 31274 + 381 33611 + 677 14447 + 82  1686,6 + 484
sB 24229 + 403 28958 + 480 11261 + 171 1642,4 + 303
Méd'anseersa' das 25702 + 305 30459 + 317 11505 + 201 14941 + 333
Clorofila total (ug/g) Carotenoide (ug/g)
0 150 0 150
AA 32426 + 270 38878 + 458 5103 + 56  596,7 + 45
AB 32539 + 48 38113 + 544 5315 + 21 6055 + 82
BA 38680 + 760 45393 + 463 5549 + 56 6130 + 103
BB 3838,7 + 166 54156 + 1345 4945 + 94 8963 + 117
SA 45721 + 402 5047,7 + 1142 5671 + 165 6480 + 99
sB 35490 + 539 45382 + 566 5256 + 80 4959 + 187
Méd'anseersa' das 3720,7  + 497 45400 + 629 530,7 + 27 6426 =+ 134

AA - 4gua na semente e agua no colo da planta (controle); AB - 4gua na semente e B. amyloliquefaciens VR002
no colo da planta; BA - B. amyloliquefaciens na semente e dgua no colo da planta; BB - B. amyloliquefaciens
VR002 na semente e no colo da planta; SA - sobrenadante na semente e 4gua no colo da planta; e SB sobrenadante
na semente e B. amyloliquefaciens VR002 no colo da planta. Cada célula representa + desvio padrdo amostral da
média de 4 repeticdes.

No trabalho de Vaishnav et al. (2020) os tomateiros estressados com salinidade
reduziram significativamente a quantidade de clorofila, ja no trabalho de Albuquergue (2007),
as plantas permaneceram com niveis parecidos deste pigmento. No presente trabalho as plantas
aumentaram seus pigmentos fotossintéticos, isto demonstra como cada cultivar de tomateiro
expressa resultados diferentes quando se relacionam com a salinidade.

De todo modo, no trabalho de Vaishnav et al. (2020) foi observado que a inoculagao
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com a Sphingobacterium BHU-AV3 proporcionou um aumento da clorofila total dos tomateiros
estressados com 200 mM de NaCl. Taj & Challabathula et al. (2021) observou o aumento da
clorofila a, b, total e carotendides nos tomateiros com 0, 200 e 400 mM de NaCl, quando
inoculados com a Staphylococcus sciuri ET101. Masmoudi et al. (2021) também observou
acréscimo no conteldo de clorofila a, b e carotendides nos tomateiros estressados com
salinidade quando foram inoculados com a Bacillus spizizenii FMH45.

Logo, todos esses resultados corroboram com o presente trabalho, onde as inoculagcfes
feitas com Bacillus amyloliquefaciens VR002 proporcionaram maiores niveis de clorofila a, b
e total (inoculagdo SA, BB e BA) e maiores niveis de carotendide (inoculacdo BB),
demonstrando o papel dessa bactéria na protecdo e aumento da fotossintese dos tomateiros tanto

em situac@es 6timas (0 mM de NaCl) como em estresse salino (150 mM de NaCl).

5.4.3. Conteudo de mandolialdeido e aldeidos

O conteudo de Malondialdeido (MDA) das plantas e de outros aldeidos foram medidos
a fim de indentificar os niveis de peroxidacao lipidica que sofreram as folhas de tomateiro para
cada tratamento dose. Os resultados de MDA foram avaliados a partir das médias e desvios
padr@es, pois ndo passaram no teste de normalidade e homocedasticia, ja o resultado dos outros
aldeidos foram avaliados pela anova.

Em relacdo ao MDA, foi possivel perceber que os menores resultados ocorreram
guando as plantas ndo foram inoculadas, isso demonstra que para esse parametro a presenca da
B. amyloliquefaciens VR002 ndo foi suficiente para prevenir os danos na membrana lipidica.
Em relacdo ao Aldeido (CV = 21,16%) ndo foi possivel perceber diferenca significativa entre
os tratamentos a partir do teste de médias de Scott-Knott, mas ao observar o padrdo dos
resultados, a presenca da bactéria também ndo conseguiu prevenir o aumento dessas
susbtancias.

Por fim, observando como as doses contribuiram com este parametro, os tomateiros
crescidos com irrigacdo de 0 mM de NaCl tiveram o conteudo de MDA e Aldeido maiores do
que aqueles crescidos com irrigagéo de 150 mM de NaCl (Tabela 9).

Os resultados apresentados estdo fora do padrdo de ocorréncia, visto que, na literatura
costumeiramente sdo encontrados valores que o MDA aumenta, a medida que a dose salina
cresce e no presente trabalho o contrario aconteceu. Além disso, Masmoudi et al. (2021) quando
inoculou o tomateiro com a Bacillus spizizenii FMH45 percebeu que a bactéria promoveu a
diminuicdo do MDA, comparado com as plantas estressadas no mesmo nivel de sal, sem a

presenca desses microrganismos. Khan et al. (2021) observou 0os mesmos resultados quando
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inoculou as plantas de soja com os isolados ALT29 e ALT43. Logo, em termos gerais, 0S
presentes valores fogem dos encontrados, visto que a inoculagdo com a B. amyloliquefaciens

VRO002 nédo promoveu essa diminui¢do no contetdo de MDA e aldeidos nas plantas.

Tabela 9: Contetido de Malondialdeido e Aldeido nas folhas dos tomateiros cv. St. Cruz submetidos a estresse
salino de 0 e 150 mM de NaCl e tratados com diferentes inoculagfes advindas da B. amyloliquefaciens VR0O02.

Malondialdeido (nmol/g) Aldeido (nmol/g)

Tratamentos 0 150 0 150

AA 17,00 + 4,6 1458 + 3,7 9417 + 196 67,83 * 125

AB 2448 + 3,9 2244 + 4.4 10658 + 151 9229 % 17,2

BA 2250 + 3,0 2053 + 7.9 11156 + 59 9555 + 33,9

BB 2495 + 2.4 20,86 + 25 13167 + 350 9098 * 167

SA 2715 + 0,6 2531 + 6,8 13320 + 275 10148 + 163

SB 3146 + 31 15,05 + 10,2 12513 + 238 7540 * 162
Med'aDOGSZrSa' das o459 + 482 1979 + 421 11705 + 16 8726 + 129

AA - 4gua na semente e agua no colo da planta (controle); AB - 4gua na semente e B. amyloliquefaciens VR002
no colo da planta; BA - B. amyloliquefaciens na semente e agua no colo da planta; BB - B. amyloliquefaciens
VR002 na semente e no colo da planta; SA - sobrenadante na semente e agua no colo da planta; e SB sobrenadante
na semente e B. amyloliquefaciens VR002 no colo da planta. Cada célula representa + desvio padrdo amostral da
média de 4 repeticoes.

5.4.4. Extravazamento de Eletrélitos

O teste de extravazamento de eletrdlitos também foi realizado para identificar os danos
na membrana celular das plantas. Em relacédo aos resultados desse teste, 0s valores seguiram 0s
padrdes apresentados na literatura, pois foi observado que todas as plantas irrigadas com 150
mM de NaCl apresentaram maiores valores de extravazamento de eletrélitos, o que demonstra
como o sal afeta a integridade das membranas (MASMOUDI et al., 2021; TAJ &
CHALLABATHULA et al., 2021).

Além disso, a partir da ANOVA foi possivel perceber que as plantas tratadas com a
inoculacdo de AB ou SB apresentaram menores valores de extravazamento de eletrolitos, ao
observar as médias gerais dos tratamentos (CV = 17,17%). Porém o ponto mais importante
ocorreu na interacdo Tratamento * Dose, onde os tomateiros irrigados com 150 mM de NaCl e
inoculados com o tratamento SB apresentaram danos ~35% menores em comparagdo com oS
tomateiros controle (AA) nessa mesma dose. Logo, esta forma de inoculagdo proporcionou a

reducdo significativa nos danos na membrana, como pode ser observado na Figura 5.
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Figura 5: Extravazamento de Eletrélitos de tomateiros cv. Santa Cruz submetidos a estresse salino de NaCl e

tratados com diferentes inoculacdes advindas da B. amyloliquefaciens VR002.
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no colo da planta; BA - B. amyloliquefaciens VR002 na semente e &gua no colo da planta; BB - B.
amyloliquefaciens VR002 na semente e no colo da planta; SA - sobrenadante na semente e dgua no colo da planta;
e SB - sobrenadante na semente e B. amyloliquefaciens VR002 no colo da planta. Cada coluna representa + desvio
padrdo amostral da média de 4 repetices.

Este comportamento também foi observado nos trabalhos de Masmoudi et al. (2021),
Taj & Challabathula et al. (2021), onde as bactérias que inocularam os tomateiros sob estresse
salino, proporcionaram a diminuicdo do extravazamento de eletrolitos. Em demais estudos,
também foi constatado que a inocula¢do com BPCVs ajudou na conservacao e integridade da
membrana em plantas submetidas a estresses abidticos (VURUKONDA et al., 2016; SILVA et
al., 2019). Logo, todos estes trabalhos d&o sustentagdo para os resultados encontrados na
presente pesquisa, onde a inoculacdo das sementes de tomateiro com sobrenadante da B.
amyloliquefaciens VR002 e posteriormente a inoculacdo da B. amyloliquefaciens VR002 no

colo das plantas promoveu um menor extravasamento de eletrolitos ao vegetal.

5.4.5. Teor de Prolina
O teor de prolina das plantas foi medido para verificar o nivel desses aminoacidos

responsaveis pela osmoprotecdo e diminuicdo do estresse osmotico. No presente estudo, 0s
valores encontrados ndo passaram pelo teste de homocedasticidade, logo as comparagdes foram
feitas a partir da média e desvio padrdo dos resultados (Figura 6). Foi observado que todos 0s
tomateiros que receberam irrigacdo com 150 mM de NaCl apresentaram teores de prolina
maiores em comparagao aos que receberam 0 mM de NaCl. Além disso, as plantas estressadas
com 150 mM de NaCl tiveram maiores valores de prolina quando inoculadas com SB (361,82

Hg/g) e posteriormente AB (178,15 pg/g), aumentando 72,2 e 43,6% o nivel desse aminoacido
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em relacdo aos tomateiros estressados com o mesmo nivel de salinidade que receberam o

tratamento controle (AA).

Figura 6: Teor de Prolina do tomateiros cv. Santa Cruz 65 DAS submetido a estresse salino de NaCl e tratados

com diferentes inoculagfes advindas da B. amyloliquefaciens VR0O02.
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AA - 4gua na semente e agua no colo da planta (controle); AB - 4gua na semente e B. amyloliquefaciens VR002
no colo da planta; BA - B. amyloliquefaciens VR002 na semente e &gua no colo da planta; BB - B.
amyloliguefaciens VR002 na semente e no colo da planta; SA - sobrenadante na semente e 4gua no colo da planta;
e SB - sobrenadante na semente e B. amyloliquefaciens VR002 no colo da planta. Cada coluna representa + desvio
padrdo amostral da média de 3 repeticoes.

Segundo trabalho de Igbal et al. (2014), o acimulo de prolina é um dos fatores de
adaptacéo que as plantas utilizam para diminuir os efeitos da salinidade, estando ligado a muitas
fungbes como a manuntencdo das estruturas subcelulares de membranas e proteinas e na
eliminacdo de radicais livres (ASHRAF; FOOLAD, 2007).

No estudo de Lima et al. (2004) realizado com trés cultivares de arroz (Oryza sativa)
sobre efeito do estresse salino em concentragdes (0, 25, 50, 75 e 100 mM) de NaCl, as plantas
apresentaram maiores valores para prolina conforme aumentava a concentracdo salina. Em
Menezes (2017) plantas de Manjericdo (Ocimum basilicum) induzidas ao estresse salino
também apresentaram teores de prolina maiores conforme o estresse salino aumentava. Logo,
esses estudos apresentaram resultados semelhantes ao da atual pesquisa.

Em Albuquerque (2017) também foram observados esses ganhos quando 0s tomateiros
foram inoculados com isolados de Bacillus spp. e irrigados com 100 mM de NaCl. Taj &
Challabathula (2021) também observaram esse acréscimo da prolina nas plantas de tomate
estressadas com 200 mM de NaCl e inoculadas com Staphylococcus sciuri ET101, além disso
para os tomateiros crescidos em 0 mM a presenca da bactéria ndo demonstrou diferencas.

Logo, esses estudos d&o sustentacao para os resultados encontrados na pesquisa, pois as
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plantas irrigadas com 0 mM de NaCl tiveram valores de prolina proximos, mas quando
estressadas com 150 mM de NaCl e inoculadas com os tratamentos SB e AB demonstraram
acréscimo expressivo em seus valores, demonstrando o papel da B. amyloliquefaciens VR002

em estimular a osmoprotecao das plantas estressadas.
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6. CONCLUSAO

Os resultados encontrados nesse trabalho permitiram concluir que a Bacillus
amylolquefaciens VR002 é um microrganismo halotolerante, tolerando concentragdes de O,
250, 500, 1000 e 1500 mM de NaCl.

Para o teste de germinacdo, a inoculacdo das sementes com B. amyloliquefaciens
VR002 ou com o sobrenadante da cultura promoveu acréscimo significativo na massa fresca da
parte aérea quando as sementes germinaram no substrato de 0 mM de NaCl e a inoculagdo com
B. amyloliquefaciens VR002 promoveu acréscimo signifitivo na MSR quando as sementes
germinaram em 50 mM de NaCl. Nenhum outro pardmetro de germinacdo teve destaque
significativo quando recebeu os tratamentos advindos da VR002, logo a sua atuacdo para
germinacdo ndo foi considerada relevante.

Para os parametros morfol6gicos dos tomateios com idade de 65 dias apos semeadura,
as variadas formas de inoculacdo ndo apresentaram ganhos significativos quando interagiram
com as doses de 0 e 150 mM de NaCl.

Para os parametros bioquimicos dos tomateiros com idade de 65 dias ap6s semeadura,
as plantas que foram inoculadas com SB, AB e BB tiveram aumento na clorofila a e na clorofila
total a partir dos testes realizados com clorofilémetro, tanto para os tomateiros sem estresse
salino, como para os tomateiros irrigados com 150 mM de NaCl.

Os pigmentos fotossintéticos aferidos pelo método espectrofotométrico demonstraram
que os tomateiros irrigados com 150 mM de NaCl tiveram aumento na clorofila a e na clorofila
total quando inoculados com SA, BB e BA. A clorofila b apresentou aumento com 0s
tratamentos SA, BB e SB. Ja em relacdo ao carotendide, todas as inoculagdes promoveram
aumento, mas a que mais se destacou foi a BB.

Para o extravazamento de eletrolitos, as plantas irrigadas com 150 mM de NaCl e
inoculadas com o tratamento SB foram aquelas que apresentaram o0s menores danos na
membrana celular e para o teor de prolina as plantas inoculadas com os tratamentos SB e AB
foram aquelas demonstraram maior osmoprotecéo.

Conclui-se que a inoculagdo com os diferentes tratamentos advindos da B.
amyloliquefaciens VR002 contribuiu principalmente para os parametros bioquimicos do
tomateiro cv. Santa Cruz estressados com 150 mM de NaCl, mas para 0s parametros

morfoldgicos a bactéria ndo foi efetiva.
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