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Resumo. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de estirpes de Bacillus spp. isolados de plantas endémicas da
caatinga na inducgédo de tolerancia ao déficit hidrico em plantas de milho. Plantas de milho foram cultivadas em camara
de germinacdo e apds a emergéncia, as plantas foram inoculadas com 20 mL de suspensédo bacteriana contendo 10°
UFC mL™" de cada isolado testado. Os parametros avaliados foram comprimento da parte aérea e da raiz, massa fresca
da parte aérea e da raiz e massa seca da parte aérea e da raiz. Os dados obtidos foram submetidos ao teste de média
utilizando Skott-Knott (P<0,05) empregando o software Sisvar. Para cada isolado foram avaliados a capacidade de
producgédo de exopolissacarideos (EPS) e acido-indolacético (AIA). Todos os isolados foram capazes de produzir EPS e
AlA. As plantas que foram inoculadas tiveram aumento significativo na maioria dos pardmetros avaliados, em
comparacao com o controle negativo. Os dados demonstram potencial de uso dos isolados para reducéo dos efeitos
causados pelo déficit hidrico e desta forma reduzir os prejuizos na agricultura de sequeiro causados por estiagens.
Palavras-chaves: mudancas climaticas, seca, rizobactérias.

Abstract. The main of this work was to evaluate the effect of Bacillus spp. isolates from native plants of the Caatinga
Biome in the induction of tolerance to water deficit in maize plants. Corn plants were cultivated in a germination chamber
and after emergence, the plants were inoculated with 20 mL of bacterial suspension containing 109 CFU mL-1 of each
isolate tested. The parameters evaluated were shoot and root length, shoot and root fresh weight and shoot and root dry
weight. The data obtained were submitted to the mean test using Skott-Knott (P<0.05) using the Sisvar software. For
each isolate, the capacity to produce exopolysaccharides (EPS) and indoleacetic acid (AlA) was evaluated. All isolates
were able to produce EPS and AlA. Plants that were inoculated had a significant increase in most parameters evaluated,
compared to the negative control. The data demonstrate the possibility of using the isolates to reduce the effects caused
by the water deficit and, in this way, reduce the losses in dry agriculture caused by droughts.

Key words: climate changes,dry, rhizobacteria.

Introducao amplamente variaveis, altas taxas de

O semiarido brasileiro é uma regido evapotranspiracdo, além de apresentar solos rasos
propensa a longos periodos de estiagens, pois com reduzida capacidade de retencdo de &gua.
apresenta  precipitagcdes anuais baixas e Estaregido, em especial o bioma Caatinga, também
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possui uma ampla diversidade vegetal e associados
a estes vegetais uma gama de microrganismos que
se adaptaram as condicdes climaticas,
desenvolvendo mecanismos de protecao celular
contra estresse hidrico, bem como protecao vegetal
contra dessecacdo (KAVAMURA, 2016).

Devido as caracteristicas climéaticas do
semiarido, a agricultura da regido sofre grande
influéncia do déficit hidrico ocasionado por longos
periodos de estiagens, principalmente o0s
agricultores vinculados as atividades agricolas em
sistema de sequeiros e pastoris, que sao
dependentes da agua da chuva (SILVA et al., 2010).
Segundo o Censo Agropecuario de 2017, na regiédo
semiarida do Brasil cerca de 1.661.798 pessoas
exercem atividades agropecuarias e 99% tém
relacdo de parentesco com o produtor. Com isso,
deve-se considerar a importancia da agricultura de
sequeiro para garantir a soberania e seguranca
alimentar da populagdo, principalmente nos
municipios em que mais de 50% da populacéo vive
no campo expostas a vulnerabilidade ocasionada
pela escassez das chuvas (PEREIRA, 2018).

Dentre as culturas mais cultivadas e de
maior importancia econdmica para os agricultores
de sequeiro no Nordeste brasileiro, o milho (Zea
mays L) recebe destaque devido a grande
diversidade de usos, que vao desde a alimentacéo
humana a geracdo de renda local. Porém, essa
cultura apesar de responder positivamente a alta
taxa de irradiagdo solar por ser do grupo de
metabolismo C4, apresenta alta sensibilidade a
estiagens, o que acarreta na reducdo do aporte
hidico e leva a periodos criticos de
desenvolvimento da cultura (MARTINS, 2017).

A fase que apresenta maior sensibilidade é
o periodo que vai do florescimento a maturacéo, e
uma estiagem nessa fase causa reducdo por espiga
e consequentemente reducdo na produtividade
(BERGAMASCHI et al., 2004). Segundo Durées et
al. (2004), um déficit hidrico de dois dias na fase de
florescimento causa mais de 20% de queda na
produtividade e se for de cinco a oito dias sem a
reposicdo necessaria de 4gua pode comprometer
mais de 50% da producéo.

Com esse cenario, a busca por alternativas
gque possam reduzir a demanda do consumo de
agua da cultura de milho em regides de sequeiro é
extremamente importante. A utilizacdo de
microrganismos resistentes a altas temperaturas e
gue promovam protecdo as plantas contra déficit
hidrico pode ser uma alternativa promissora a esse
problema. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi
utilizar bactérias do género Bacillus spp. isolados de
plantas nativas da caatinga, a fim de avaliar o efeito
dessas bactérias na mitigacdo do déficit hidrico de
plantas de milho, bem como contribuir com o
conhecimento e manutencdo dos microrganismos
deste bioma.

Materiais e Métodos
Selec¢éo de isolados

Foram selecionadas quatro cepas de
Bacillus spp. previamente isoladas da rizosfera de
cactaceas nativas da Caatinga, codificadas como
FO5.5; PO6; CF8.1 e P6.2. Os isolados utilizados
no experimento pertencem a colecdo de bactérias
do semiarido do Laboratério de Ecologia e
Biotecnologia Microbiana do Semiarido
Universidade do Estado da Bahia - UNEB/Campus
VIII.
sob

Testes para promogcdo de crescimento

condi¢cBes de déficit hidrico

Producéo de acido indolacético (AlA)

Para analisar a capacidade dos isolados em
produzir AlA, foi utilizado o método colorimétrico
descrito por Gordon e Weber (1951). Tubos de
ensaio contendo 5 mL de meio TSB (10%)
suplementados com 100 uL mL™ de L-triptofano
foram inoculados com 10 pL de indculo bacteriano
(OD600NmM = 0.3), incubados a 30 °C, por 72 h, e
mantidos em agitacdo constante (180 rpm). Os
tubos foram centrifugados a 10.000 rpm por 10
minutos e 500 puL do sobrenadante foi transferido
para um novo tubo contendo 500 pL de solucéo de
Salkowisk (2% FeCI3 0.5 M e 35% de acido
perclérico). A mistura foi mantida no escuro, em
temperatura ambiente por 30 minutos para
desenvolvimento da coloracdo. A concentracdo de
AIA foi determinada por leitura em
espectrofotdbmetro a 550 nm, usando uma curva
padrdo preparada com AIA comercial (0, 5, 10, 15,
20 e 25 mg mi™).

Producéo de exopolissacarideos (EPS)

A avaliacdo da capacidade de producéo de
exopolissacarideos pelos microrganismos foi
determinada de acordo com Paulo et al., (2012). Os
isolados foram ativados em meio TSA e ajustados
para concentracdo 0.3 (ODgggnm). Em seguida 5 pL
de cada suspensdo foi transferida para discos de
papel filtro estéreis com didmetro de 7 mm
dispostos em placas de Petri contendo meio de
cultura indutor para producdo de EPS modificado
por Guimardes et al., (1999) (2% de extrato de
levedura, 1,5% de K2HPO4, 0,02% de MgSO4,
0.0015% de MnSO4, 0,0015% de FeSO4, 0,003%
de CaCl2, 1,5% de Agar e 10% de sacarose, com
pH ajustado para 7,5). As culturas foram incubadas
a 30 °C por 48 horas. Apos este periodo, com
auxilio de alca de platina, uma amostra da camada
mucoide formada ao redor do disco de papel filtro foi
transferida para tubos contendo etanol 100%, onde
a formacdo de um precipitado indica presenca de
EPS produzido pelos isolados.

Execuc¢éo do experimento
Plantio

Foram selecionadas sementes de milho da
variedade Catete com tamanhos similares, e
posteriormente lavadas trés vezes em agua
corrente. As sementes foram plantadas em vasos
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plasticos contendo 500 g de solo. Para cada vaso
foram plantadas 5 sementes, e a umidade do solo
foi mantida através de regas diarias com agua
destilada até a emergéncia das plantulas. Apés
emergéncia, as plantulas foram desbastadas e
mantidas apenas duas plantas por vaso. O
experimento foi montado em delineamento
inteiramente casualizado, com 6 tratamentos, que
corresponde as plantas inoculadas com as 4 cepas
de Bacillus spp. e 2 controles. O controle positivo
corresponde as plantas ndo inoculadas e que foram
regadas durante todo periodo do experimento.O
controle negativo, foi submetido ao déficit hidrico
durante oito dias, da mesma forma que os
tratamentos inoculados com as bactérias.. Cada
tratamento foi composto por cinco repeti¢cdes.

Preparo e aplicacédo de indculo

O in6culo foi preparado utilizando quatro
cepas de bactérias do género Bacillus sp.
codificadas como FO5.5, PO6, P6.2 e CF8.1. A
suspensao bacteriana foi preparada com solucao
salina a 0,85% e a concentracdo ajustada em
espectrofotdbmetro a 0.3 (ODggonm)- A inoculagéo foi
realizada aplicando-se 20 mL de suspenséo
bacteriana contendo (10° UFC mL™) préximo ao
colo da planta em cada tratamento, exceto nos
controles positivo e negativo. Apos a inoculacéo
suspendeu-se completamente o fornecimento
hidrico durante oito dias. Em seguida a condigdo
normal de irrigacdo foi restabelecida durante seis
dias.

Analise

As plantas foram mantidas em camara de
germinacdo do tipo B.O.D com fotoperiodo
(claro/escuro 16/8 h) e alternancia de temperatura
(28/22 °C). As variaveis analisadas nos tratamentos

[

Figura 1. A- Presenca da camada mucoide de EPS pelos isolados de Bacillus sp.. B- Confirma¢&o do EPS em etanol
P.A. através da formacao de precipitado .(Fonte: préprio autor, 2021).

Dos quatro isolados avaliados, todos
produziram AIA em diferentes concentracdes. O
isolado PO6 se destacou pela maior producao,

foram: comprimento da parte aérea e da raiz, massa
fresca da parte aérea e da raiz e massa seca da
parte aérea e da raiz. Os dados obtidos como
valores médios de cinco repeticdes foram
considerados ao nivel de confianca de 95%. O teste
ANOVA foi realizado utilizando o software SISVAR
(FERREIRA, 2011) para avaliar os efeitos da
inoculacdo com as bactérias do género Bacillus sp.
em condi¢des de déficit hidrico. O teste Skott-Knott
foi utilizado para comparar as médias de cada
tratamento.

Resultados e discusséo

Das 4 bactérias testadas, todas foram
capazes de produzir EPS. A figura 1A ilustra o
resultado dos testes qualitativos para a producao de
EPS por meio do método de discos, onde é possivel
visualizara formagdo de uma camada mucoide ao
redor dos discos. A confirmagdo da formacdo de
EPS foi verificada em etanol P.A, onde foi
observada a presenca de um precipitado (Figura
1B). A produgdo de EPS por bactérias do género
Bacillus sp. ja& é bem relatada na literatura
(CHOWDHURY, et al., 2011; TOLEDO et al., 2008;
SCHUCH; FISCHETTI, 2009; KUMAR et al., 2004;
YUAN et al.,, 2001). Kavamura (2016), mostra que
estirpes de Bacillus sp. isolados em regiées secas
também se mostraram eficientes para producgédo de
EPS. Este metabdlito desempenha funcgGes
importantes quando associado as plantas, através
da formag&o de biofilme, podendo auxiliar na
sobrevivéncia da mesma em diferentes condi¢des
de estresses ambientais, como estresse salino,
variacbes de temperatura, protecdo contra a
dessecacao, além de auxiliar na fixacdo de
nutrientes e minerais que ficam proximos ao sistema
radicular (BARRETO et al., 2011; LIU et al., 2013;
NOCKER et al., 2012).

apresentando quantidade de 5,2 pg mLY, e o
isolado com menor producéo foi CF8.1 (0,2 ugmL™).
Os dados de producdo podem ser visualizados na
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figura 2. Espécies pertencentes ao género Bacillus
sdo relatados, na literatura, com capacidade para
producdo de AIA (RIBEIRO et al., 2018; VERMA et
al., 2018). Estudos mostram que as bactérias
possuem tempo de producdo de compostos
inddlicos diferentes, sendo que algumas podem
produzir em menor ou maior tempo de incubacéo
(MARCHIORA, 2005; PEDRINHO at al., 2010). A
variagdo ocorrida entre os isolados pode ter
acontecido devido ao tempo de incubagéo, que foi
igual para todos, e apesar de serem bactérias do
mesmo género, podem ter especificidade quanto ao

Concentracéo de AIA (ug mL™1)

tempo de crescimento. Além disso, os fatores
genéticos/bioquimicos das bactérias também
podem influenciar na biossintese do AIA. Segundo
Spaepen et al. (2007), a localizacdo dos genes de
biossintese de auxina no genoma, seja plasmideo
ou cromossOmico, pode modular o nivel de
producdo de AIA, sendo que a presenca de
plasmideos presentes, em miltiplas copias,nas
células bacterianas podem proporcionar com maior
capacidade de biossintese de AlA, diferente dos
genes localizados no cromossomo.
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Figura 2. Produgdo de AIA pelos isolados bacterianos. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo

teste de Tukey a 5% de probabilidade

Crescimento de plantas de milho (Zea mays L.) sob
condicdes de déficit hidrico

Houve incremento do comprimento da raiz e
da parte aérea para todos os tratamentos
inoculadoscom osisolados avaliadosquando
submetidos a condicdo déficit hidrico, em
comparacdo com o controle negativo.O incremento
da raiz foi de 53%, 53%, 89% e 53% para o0s
isolados FO5.5, PO6, CF81 e P6.2
respectivamente. No comprimento da parte aérea o
incremento foi de 60%, 67%, 67% e 61% para 0s
isolados FO-5.5, POS6, CF8.1 e P6.2,
respectivamente. Estes dados podem  ser
visualizados das figuas 3A e 3B.

Zaied et al. (2003) atribuem o aumento no
comprimento das raizes a producdo de hormonios
produzidos pelas bactérias, que interferem no
crescimento da planta incrementando o volume das
raizes, possibilitando a exploracdo de um maior
volume de solo, potencializando a absorcdo de
agua e nutrientes. O incremento verificado na

massa fresca da raiz e parte aérea das plantas
pode estar relacionado a eficiéncia da interagdo
planta — bactéria na regido da raiz, uma vez que a
inoculacao de rizobactérias provoca um estimulo no
desenvolvimento do sistema radicular, aumentando
0 numero de pelos radiculares, resultando assim em
maior absor¢do de &gua e nutrientes e,
consequentemente, maior crescimento da parte
aérea (PAZOS; HERNANDEZ, 2001).

A capacidade de producdo de EPS e AIA
pelas linhagens de Bacillus sp. utilizadas neste
trabalho pode ser correlacionado com o incremento
da parte aérea e da raiz, sugerindo assim, que a
producdo  desses  metabdlitos  secundarios
produzidos pelas bactérias podem ter auxiliado no
desenvolvimento da planta em condi¢des de déficit
hidrico, uma vez que os EPS possuem capacidade
de proteger as plantas contra dessecacéo e o AlA é
um fitormdnio que auxilia no crescimento vegetal
(NOCKER et al., 2012; ZHAO, 2010).
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Figura 3. Tolerancia a déficit hidrico de Zea mays L. inoculadas com bactérias do género Bacillus sp. A — comprimento
da raiz quando submetida a diferentes tratamentos. B — Comprimento da parte aérea quando submetida a diferentes
tratamentos. Valores seguidos com mesma letra sobre as barras ndo diferem entre si pelo teste Skott-Knott (p<0,05).
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Figura 4. Tolerancia a déficit hidrico de Zea mays L. inoculadas com bactérias do género Bacillus spp. A — Massa
fresca da parte aérea quando submetida a diferentes tratamentos. B — massa seca da parte aérea quando submetida a
diferentes tratamentos. Valores seguidos com mesma letra sobre as barras ndo diferem entre si pelo teste Skott-Knott
(p<0,05).

Nos trabalhos de Santos et al., (2014), Kavamura (2012) e Dias et al., (2022 )mostram que bactérias
do género Bacillus isoladas de plantas nativas da Caatinga possuem potencial em promover o crescimento
vegetal de plantas de milho em condi¢des de déficit hidrico. Esta protecéo e consequientemente o aumento
significativo nos parametros citados pode ter correlagdo também com outros mecanismos que ndo foram
estudados, como solubilizacdo de fosfato, produgdo de osmolitos, produgdo de enzimas antioxidantes
dentre outros mecanismos que também estao ligados ao crescimento das plantas sob déficit hidrico (KIEFT,
2003).

Apesar dos resultados corroborarem com dados da literatura ja existente, ainda se faz necessario
estudos mais aprofundados, a fim de compreender melhor as interacdes planta-microrganismo, 0s
diferentes comportamentos dos isolados bacterianos do mesmo género, bem como todos os fatores que
estdo relacionados aos parametros avaliados e o fato das plantas inoculadas ndo terem apresentado
incremento na massa seca da raiz e parte aérea.
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Figura 5. Tolerancia a déficit hidrico de Zea mays L. inoculadas com bactérias do género Bacillus spp. A— Massa
fresca da raiz quando submetida a diferentes tratamentos. B— Massa seca da raiz quando submetida a diferentes
tratamentos. Valores seguidos com mesma letra sobre as barras ndo diferem entre si pelo teste Skott-Knott (p<0,05).

Concluséo

Rizobactérias do género Bacillus sp.
isoladas de plantas nativas da caatinga tem
capacidade de reduzir os efeitos negativos do déficit
hidrico em plantas de milho submetidas a periodos
de reduzida oferta de &gua. Podendo representar
uma futura alternativa para uso na agricultura de
sequeiro.
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