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RESUMO

Atenuacao do estresse por alta temperatura durante o estadio reprodutivo
do feijoeiro-comum, em fung¢ao da inoculagao de Bacillus subtilis

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da alta temperatura em
genotipos de feijoeiro-comum durante o estadio reprodutivo em funcdo da
inoculagao das plantas com Bacillus subtilis. O estudo foi conduzido em cadmara de
crescimento de plantas. O delineamento experimental empregado foi em blocos
casualizados contendo trés tratamentos, duas cultivares e seis repetigdes. Os
tratamentos foram estabelecidos pela inoculagdao de duas estirpes de B. subtilis € o
controle. Os cultivares utilizados foram: IAC Imperador e TAA Dama. A rizobactéria
foi inoculada diretamente sobre cada semente, na dosagem de 0,1 mL com 10°
células por mL de B. subtilis AP-3 ou AP-12. As plantas receberam a reposicédo de
umidade periodicamente e foram submetidas ao estresse térmico ao atingir o estadio
reprodutivo com aumento da temperatura para 28°/33°C. A duracao do periodo de
estresse foi de dez dias. O tempo de duragdo do experimento foi de 55 dias. Foram
realizadas avaliagdes biométricas, de florescimento, bioquimicas, microbiolégicas e
analises espectrais nos feijoeiros. A inoculagdao de B. subtilis foi eficiente para
aumentar a colonizacdo bacteriana na rizosfera e promover o crescimento do
feijoeiro IAC Imperador submetido a condicdo de estresse térmico no periodo
reprodutivo. Houve redugao no abortamento de flores e aumento do numero de
vagens no cultivar IAC Imperador submetido ao estresse térmico em fungédo da
inoculacdo com B. subtilis. Apds o periodo do estresse térmico as plantas inoculadas
com B.s. (AP-3) apresentaram maiores concentragdes de prolina e atividade da
peroxidase nas folhas. Durante o periodo do estresse térmico as plantas inoculadas
com B. subtilis apresentaram maiores concentragdes de etileno foliar. A inoculagao
do feijoeiro com a estirpe AP-3 de B. subtilis também reduziu o estresse térmico
avaliado pela maior refletdncia na regido da borda do vermelho na analise espectral.

Palavras-chave: Phaseolus vulgaris; Rizobactérias; Bioquimica; Analise espectral.



ABSTRACT

High temperature stress attenuation during the common bean reproductive
stadium, according to the inoculation of Bacillus subtilis

The present work aimed to evaluate the effect of high temperature in common bean
genotypes during the reproductive stage due to the inoculation of plants with Bacillus
subtilis. The study was conducted in a plant growth chamber. The experimental
design used was in randomized blocks containing three treatments, two cultivars and
six replications. The treatments were established by inoculation of two strains of B.
subtilis and the control. The cultivars used were: IAC Imperador and TAA Dama.
Rhizobacteria was inoculated directly on each seed, at a dosage of 0.1 ml with 10°
cells per ml of B. subtilis AP-3 or AP-12. The plants received periodic moisture
replacement and were subjected to thermal stress when reaching the reproductive
stage with an increase in temperature to 28 ° / 33 ° C. The duration of the stress
period was ten days. The duration of the experiment was 55 days. Biometric,
flowering, biochemical, microbiological and spectral analyzes were performed on
beans. The inoculation of B. subtilis was efficient to increase bacterial colonization in
the rhizosphere and to promote the growth of common bean IAC Imperador
submitted to the condition of thermal stress in the reproductive period. There was a
reduction in the abortion of flowers and an increase in the number of pods in the
cultivar IAC Imperador submitted to thermal stress due to inoculation with B. subtilis.
After the period of thermal stress the plants inoculated with B.s. (AP-3) showed
higher concentrations of proline and peroxidase activity in the leaves. During the
period of thermal stress, plants inoculated with B. subtilis showed higher
concentrations of leaf ethylene. The inoculation of common bean with the B. subtilis
strain AP-3 also reduced the thermal stress evaluated by the higher reflectance in the
red edge region in the spectral analysis.

Keywords: Phaseolus vulgaris; Rhizobacteria; Biochemistry; Spectral analysis.
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1. INTRODUGCAO

Devido as mudancas climaticas ocorridas nos ultimos anos, os estresses
ambientais tém sido o grande desafio para a agricultura. A falta de agua e
temperaturas elevadas provocam instabilidade nos sistemas de cultivos e
consequentemente perdas na produtividade. Assim como o estresse hidrico, o
estresse térmico altera drasticamente o metabolismo das plantas comprometendo
diversas etapas do seu ciclo de vida.

O feijoeiro-comum (Phaseolus vulgaris L.) € uma planta que ndo possui boa
adaptagcao a locais com altos indices de temperatura média. O periodo de maior
sensibilidade da cultura & elevagdo da temperatura é o reprodutivo. Areas de cultivo
com registros de temperaturas acima de 30°C s&o consideradas de risco para o
cultivo da cultura levando a perda consideraveis de rendimento. Estudos recentes
sobre modelagem climatica sugerem que nas proximas décadas, a temperatura alta
sera a principal ameaga a producao de feijdo-comum, com possiveis redugdes na
area plantada até 2050 (CGIAR, 2015).

Atualmente, no cenario agrondbmico, novas pesquisas buscam comprovar os
efeitos benéficos para reducdo de estresse abibticos, provenientes da associagao
entre microrganismos do solo e as plantas cultivadas. Os resultados dessa interagéo
sdo de grande importancia para o aumento da produtividade no campo (DODD;
PEREZ-ALFOCEA, 2012).

Existem diversas espécies de bactérias e cada uma com uma funcéo capaz
de beneficiar o vegetal de alguma forma. Entre os géneros mais citados estéo,
Bacillus spp., Pseudomonas spp., Bradyrhizobium spp., Azospirillum spp., Rhizobium
spp., Azotobacter spp., entre outras (SANTOYO et al., 2016).

Os efeitos observados com a inoculagdo dessas espécies microbianas em
cultivos beneficiam desde a semente, com o aumento de germinagao e emergéncia
de plantulas, até a biomassa vegetal e produgdo de graos e frutos. No género
Bacillus, a espécie B. subtilis vem sendo bastante estudada devido ao seu potencial
de propiciar ganhos diretos e indiretos no crescimento das plantas, como também, a
sua capacidade em atenuar os efeitos deletérios de estresses abidticos em plantas.

Em resposta aos estresses abidticos, o metabolismo das plantas é alterado
dando inicio a sintese de horménios, entre eles, o etileno. O etileno € um importante

articulador do crescimento normal das plantas, interferindo em processos como a
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nodulagdo, senescéncia de folhas, abortamento de flores, crescimento de raizes,
entre outros (BALBONTIN et al., 2007).

Este horménio é formado a partir da conversdo da S-adenosil-metionina
(SAM) em acido 1-carboxilico-1- aminociclopropano (ACC) sob a agdo da ACC
sintase (ACCS), e a conversédo do ACC para a molécula de etileno acontece através
da enzima ACC oxidase (ACCO) (ADAMS; YANG, 1979). Tem sido relatado na
literatura que B. subtlis pode interferir na produgdo do etileno pela degradacédo do
ACC utilizando a enzima ACC deaminase (MAYAK; TIROSH; GLICK, 2004)

Para lidar com os efeitos causados por diversos tipos de estresses durante a
producao de alimentos, é necessario implementar solu¢des bioldgicas sustentaveis e
ecologicamente corretas no cultivo. Medidas promissoras incluem o uso de
inoculantes microbianos que podem melhorar o estresse, favorecer o crescimento,
controlar doengas e cooperar para o desenvolvimento da agricultura sustentavel
(BERG et al., 2013).

Nesse contexto, torna-se importante que estudos comprovem a hipotese de
que a inoculagéo do feijoeiro-comum com B. subtilis tenha potencial em atenuar os
efeitos deletérios do estresse térmico, e que sejam disponibilizadas novas
tecnologias para o manejo da cultura em diferentes regides de cultivo.
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2. OBJETIVO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da alta temperatura
em cultivares de feijdo-comum durante o estadio reprodutivo, em fungdo da
inoculagdo das plantas com Bacillus subtilis, através de avaliagbes voltadas ao
crescimento, florescimento, processos bioquimicos, microbiolégicos e analise

espectral.
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3. REVISAO DE LITERATURA
3.1 Cultura do feijao-comum (Phaseolus vulgaris L.)

O feijao-comum ¢é uma dicotiledbnea de porte herbaceo pertencente a
familia Fabaceae. Pode apresentar um crescimento determinado ou indeterminado,
com ciclo anual alternando entre 60 e 120 dias (SANTOS; GAVILANES, 2006).

Levando em consideragao todos os géneros e espécies classificados como
feijao pela FAO (2016), este € cultivado em 117 paises. No contexto global, os
maiores produtores dessa leguminosa sdo Myanmar, india, Brasil, China, EUA e
México (CONAB, 2018). Os estados brasileiros produtores sdo Parana, Minas
Gerais, Mato Grosso, Bahia e Goias. O consumo do grao no pais gera preferéncias
por coloracdo e também, particularidades culinarias existentes em cada regiao
(EMBRAPA, 2016).

No Brasil, o cultivo do feijoeiro-comum acontece em trés periodos diferentes
ao longo do ano, sendo elas a “safra das aguas” ou primeira safra, iniciando em
outubro a dezembro; na “safra seca” ou segunda safra de fevereiro a margo; ou
ainda na “safra de inverno” terceira safra, que comeca a partir do més de margo
(CONAB, 2017).

Fornecedor de nutrientes esséncias ao ser humano, o feijdo-comum possui
célcio, ferro, zinco, vitaminas do complexo B, carboidratos e fibras. E tido como
principal fonte de proteinas para populagdes de baixa renda, e um dos alimentos
mais tradicionais na dieta dos brasileiros (MESQUITA et al., 2007).
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3.1.1 Morfologia e habito de crescimento da leguminosa

A planta de feijdo-comum é formada por uma haste principal da qual,
originam-se ramos laterais que brotam das axilas das folhas. Os ramos primarios
sdo emitidos da haste principal, os secundarios se originam dos primarios, e assim
por diante, de acordo com a morfologia da planta e seu tipo de crescimento
(VILHORDO; MULLER, 1981).

A altura do feijoeiro esta ligada ao seu habito de crescimento e ao seu
desenvolvimento (CICHY; SNAPP; BLAIR, 2009). Dentre as caracteristicas que
definem o porte estdo, o habito de florescimento, extensdo da haste principal,
numero e comprimento de internddios na haste central, quantidade de ramificagdes
que tem inicio na haste, distribuicdo das vagens na planta, didametro do hipocoétilo, e
o habito de crescimento (SANTOS; GAVILANES, 2006).

O crescimento completo da planta é resultado da jungdo entre a
multiplicagdo e o crescimento celular, com a diferenciagdo dessas células. Desse
modo, o crescimento das células promove a expansao irreversivel do tamanho da
planta sendo notado através da quantidade de folhas, numero de nds, altura da
planta ou matéria seca da planta. Enquanto que, na diferenciagao celular, as
mudancgas acontecem na funcéo e na forma das células (ALBERTS et al., 2007).

Do inicio ao fim do seu ciclo de vida, o feijoeiro se desenvolve e passa por
fases como germinagédo, desenvolvimento vegetativo, aparecimento de botdes
florais, antese, formagao de vagens, enchimento de graos, maturagdo e senescéncia
das folhas. O periodo de ocorréncia desses eventos e a intensidade com que o
crescimento de diversas partes da planta acontece, indicam as particularidades
agrondmicas de uma cultivar, levando em consideragéo que, o porte, o tempo de
maturagcdo e o habito de crescimento sao influenciados pela relacdo entre
crescimento e desenvolvimento (ALBERTS et al., 2007).

No feijoeiro, posteriormente ao surgimento das folhas primarias, o caule
permanece se desenvolvendo, originando uma continuidade de nés e internédios.
Nos néds, encontra-se a insercao das folhas trifolioladas e um agrupamento de
gemas axilares. Ja os internddios correspondem ao espago de um no até outro. Os
nos caulineares sdo enumerados de maneira ascendente, o seja, de baixo para

cima, sendo o primeiro n6 onde ha a insercdao dos cotilédones, o segundo, a
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emissao das folhas primarias, o terceiro, a ocorréncia da primeira folha trifoliolada, e
assim gradativamente (SANTOS; GAVILANES, 2006).

As folhas do feijoeiro comum s&o simples, opostas e alternas, formadas por
trés foliolos (um central ou simétrico, e dois laterais opostos assimétricos) (SILVA;
COSTA, 2003).

As cultivares de feijdo demonstram variagées em relagdo a sua forma de
florescimento (determinado ou indeterminado), numero de nés e dimenséo da haste
principal, quantidade e comprimento de ramos laterais, aptidao para escalar ou nao
tutores e, propenséo ou nao, de se prostrar ao solo (PINHEIRO, 2015).

Escalas e modelos para a classificagdo do habito de crescimento do feijoeiro
estdo acessiveis em diferentes centros de pesquisas (PINHEIRO, 2015). As
classificagdes realizadas por diferentes paises se assemelham entre si, assim como

ao formulario para a protegcéo de cultivares de feijdo, do Ministério da Agricultura, o

qual reune as cultivares de feijao em habitos de crescimento dos tipos |, II, lll e IV
(DIAZ, 1972).
Os gendtipos do habito de crescimento tipo I, exibem crescimento

determinado e sua inflorescéncia tem origem das gemas apicais da haste principal e
dos ramos laterais. A duracédo do seu ciclo de vida vai de 60 a 80 dias. Plantas do
habito de crescimento Il possuem porte arbustivo e crescimento indeterminado.
Suas inflorescéncias tém inicio nas gemas axilares. O ciclo de vida das plantas esta
na faixa de 80 a 90 dias. Representantes do habito de crescimento Ill exibem
inumeros ramos laterais bem desenvolvidos, sua haste central pode medir até 120
centimetros de comprimento e s&o originados das gemas nas axilas das folhas e dos
ramos, e seu ciclo varia de 85 a 90 dias. Ja as cultivares do grupo IV tendem a ser
prostradas ou “galgadoras”, capazes de galgar um tutor e se fixarem nele. A haste
principal € mais longa podendo atingir 2 metros de comprimento. Sua inflorescéncia
tem origem a partir de gemas situadas na axila das folhas e dos ramos, e o ciclo de
vida da planta vai de 100 a 110 dias (VIEIRA et al., 2005).

O entendimento sobre a disposicdo da raiz e sua relagdo com outras
caracteristicas pode possibilitar ganhos na selecdo de plantas ideais para
determinado ambiente e cultivo. Ndo existe um idedtipo de planta de feijdo que se

estabeleca bem em todos os ambientes, e por esse motivo, o habito de crescimento,
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intimamente associado a adaptagao e producao da planta, € um ponto importante da
seleg¢ado no desenvolvimento de cultivares (VELHO et al., 2018).

Feijdes que apresentam habito de crescimento determinado (tipo |) séo
menores, isso propde que a demanda por energia para o desenvolvimento da parte
aérea também seja menor quando comparada as plantas com habito de crescimento
indeterminado (tipo Il e Ill) (KELLY, 1998). Entretanto, essas plantas tém um ciclo de
vida reduzido em comparacdo com os demais habitos, e o desenvolvimento do
sistema radicular pode parar em poucas semanas (KELLY, 1998). Sendo assim,
genotipos de habito de crescimento determinado, possivelmente estardo mais

sensiveis as variagbes ambientais que o indeterminado.
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3.1.2 Efeitos climaticos na cultura do feijao

Por se tratar de uma cultura de ciclo curto, o feijdo-comum se torna sensivel
as variagdes ambientais (HOFFMANN et al., 2007). Entre os fatores climaticos que
dificultam o desenvolvimento e a produgao da cultura, a temperatura e a precipitagao
pluviométrica ganham destaque (EMBRAPA, 2003).

Dentre os elementos climaticos limitantes ao feijoeiro, a temperatura é
considerada como a maior interferente no florescimento e frutificagcdo, bem como, no
desenvolvimento das vagens. Em virtude da variagdo térmica ao longo do territério
brasileiro, o cultivo de feijdo-comum € limitado em algumas regides, tanto pela baixa
temperatura no periodo de inverno na regiao sul, quanto pelas altas temperaturas
relacionadas aos elevados indices de umidade ao norte (EMBRAPA, 2003).

Nos periodos de baixas temperaturas, a semeadura do feijdo pode ser
afetada, levando a redugé&o da populacao de plantas emergidas e da produtividade
final. Isto se da pelo fato de que, apds ser posta ao solo, a semente dara inicio ao
processo de germinagdao somente quando o ambiente estiver adequado, em termos
de temperatura, umidade e luminosidade. Caso o periodo de baixas temperaturas
venha acontecer apos a fase de germinagdo, com a planta em crescimento
vegetativo, seu crescimento sera afetado, ocasionando plantas de porte pequeno,
além de propiciar o aborto de sementes (VIEIRA, 2006).

As altas temperaturas exercem grande influéncia no desenvolvimento dos
botdes florais e das sementes (VIEIRA, 2006), além de desencadear desequilibrios
como, diminui¢ao de ciclo, elevacado da atividade respiratoria, queda na assimilagao
de gas carbbnico, aumento da biomassa e decréscimo na produtividade de graos
(DIDONET; MADRIZ, 2002).

Em temperaturas muito elevadas, acima de 35°C, a planta inicia o processo
de abscisdo dos o6rgaos reprodutivos, reduzindo a formagdo de vagens e
comprometendo significativamente a producéo final (VIEIRA, 2006). De acordo com
Portes (1988) e Vieira (2006), a abscisédo de estruturas reprodutivas nessa condicao,
esta vinculada ao aumento da sintese de etileno, hormoénio regulador do crescimento
vegetal.

Outro fator capaz de limitar o cultivo do feijoeiro é a precipitagdo
pluviométrica. Presume-se que o consumo hidrico pela cultura do feijao seja de 300
a 600 milimetros ao longo de todo seu ciclo de vida, consumindo em média, 3 a 4



20

mm por dia, necessitando de um total de 100mm mensal (DOURADO NETO;
FANCELLI, 2000) (MARCO et al., 2012).

Quando o cultivo ocorre sem irrigagao, as precipitacbes devem ser
suficientes para suprir a demanda hidrica da planta, sem ocasionar umidade
extrema. No decorrer do verdo, a ocorréncia de chuvas é ideal para o
desenvolvimento da leguminosa, no entanto, ha a possibilidade de excesso de
umidade no solo. A incidéncia de chuvas no periodo da colheita pode gerar
prejuizos, elevando o numero de brotagbes e o aparecimento de manchas nas
sementes durante a secagem. A alta umidade favorece a disseminagdo de
patdogenos e o surgimento de doengas radiculares ao longo do crescimento do
feijoeiro. Geralmente, quando a semeadura tem inicio no final da estagdo das
chuvas, entre os meses de fevereiro e margco, a umidade do solo mantém-se
apropriada para a fase vegetativa e reprodutiva da planta (VIEIRA, 2006).

Conforme Silveira e Stone (2001), a época de semeadura, as
particularidades da cultivar, a area de cultivo e os tratos com a cultura e com o solo,
sdo aspectos que influenciam diretamente na exigéncia hidrica para a obtencéo

maxima da producgao.
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3.2 Sintese de etileno em plantas e estresse por aumento de temperatura

O etileno € um horménio vegetal volatil sintetizado por todos os vegetais,
capaz de se dispersar a partir de fontes endégenas e exdégenas, bioldgicas e néo
bioldgicas, exercendo uma fungao essencial no amadurecimento e senescéncia de
frutos (VILAS BOAS, 2002). Pode ser elaborado em quase todas as regides do
tecido vegetal, com diferentes taxas de produgdo e em todos os estadios
fenoldgicos.

Os sitios mais ativos na producédo deste horménio sdo os meristemas e os
nos. Durante a maturacdo do fruto, a senescéncia da flor e a abscisao foliar, a
sintese de etileno aumenta (TAIZ; ZEIGER, 2013). Para os autores, tanto o estresse
bidtico (pragas e doencas), quanto o abidtico (temperatura ou estresse hidrico),
estimulam a producao de etileno pela planta.

Adams e Yang (1979), pesquisaram a biossintese de etileno em tecidos de

magca e determinaram sua via biossintética:

ACC ACC
sintase oxidase
[ Metionina ]—)[ ACC ]—)[ Etileno ]

Onde, ocorre a conversao de S-adenosil-metionina (SAM) em acido 1-

aminociclopropano carboxilico (ACC) sob a agdo da ACC sintase (ACCS). A
transformacdo do ACC em etileno é realizada pela enzima formadora do etileno
(EFE) ou ACC oxidase (ACCO).

A veracidade dessa via foi confirmada também em outros sistemas (YANG,
1980) envolvendo a produgao de etileno induzida por auxina (YU; ADAMS; YANG,
1979) e por estresses (YU; YANG, 1980).

Esse hormdnio é capaz de ativar os mecanismos de defesa da planta, como
por exemplo, a produgao de fitoalexinas (FAN; MATTHEIS; ROBERTS, 2000), PR-
proteinas (RODRIGO et al., 1993), indugdo de fenilpropandides (CHAPPELL,
HAHLBROCK; BOLLER, 1984) e, provocar modificagdes na parede celular (BELL,
1981), através da degradagao da celulose e da pectina (RODRIGUES; ONO, 2001).
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A acao do etileno no complexo de defesa da planta € supostamente versatil.
O processo de senescéncia foliar e maturagéao de frutos estimulados por ele podem
expor o tecido vegetal ao desenvolvimento de doengas causadas por certos tipos de
patdgenos, sendo comumente os necrotroficos. Em compensagéo, o horménio
também incentiva o desenvolvimento de necroses no tecido vegetal (LUND; STALL;
KLEE, 1998), e reacbes de hipersensibilidade (CIARDI et al., 2001). Dessa forma,
diversos mecanismos de defesa sao ativados a favor da resisténcia, sendo cada um
deles, eficientes para um grupo especifico de patogenos (THOMMA et al., 2001).

Bem como os horménios, a temperatura possui forte influéncia sobre a
atividade metabdlica das plantas e o estresse gerado por sua alta intensidade pode
estimular o envelhecimento precoce das folhas (MORISON; LAWLOR, 1999),
comprometer o ciclo reprodutivo e resultar em baixos rendimentos da cultura
(PRASAD et al., 2008). Conhecido por exercer influéncia sobre diversos processos
de crescimento e desenvolvimento das plantas, inclusive sob a senescéncia foliar
(ABELES et al.,, 1992), o etileno teve sua atividade descrita em varios estudos
atrelados a ocorréncia desse fator.

Zacarias e Reid (1990) explicam que, o etileno propicia a senescéncia diante
de uma temperatura ideal de crescimento e que, a taxa de sintese desse horménio
mediante a uma temperatura elevada, permanece incerta, pois 0 estresse
ocasionado pelo aumento térmico modifica a produgao de etileno de forma diferente,
de uma espécie vegetal para outra.

Segundo a revisao literaria de Lieberman (1979) sobre a sintese e agéo do
etileno, o autor estabelece que ha muitos fatores desconhecidos envolvidos na
produgao de etileno basal e induzido por estresse em plantas. A temperatura tem
sido usada como variavel para definir alguns fatores relacionados a biossintese de
etileno (FIELD, 1981).

Mattoo e Lieberman (1977) e Field (1981), utilizaram a equacao de Arrhenius
em experimentos envolvendo tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) e feijao-
comum, com o objetivo de demonstrar que uma intensa alteragdo na produgao de
etileno superior e inferior a temperatura sensivel ao resfriamento, estava associada
a uma modificagdo na membrana celular.

A imposicdo de temperaturas de sub-resfriamento a uma planta sensivel ao

resfriamento ocasiona um desarranjo nas enzimas ligadas a membrana celular,
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promovendo mudancgas fisicas nos lipidios que a compdem, modificando-os de um
estado liquido-cristalino para soélido em gel (SIMON, 1974).

Saltveit e Dilley (1978) pesquisaram o efeito de temperaturas superiores a
temperatura de crescimento de 24° C na producao de etileno, em secbes excisadas
de caule de mudas de ervilha (Pisum sativum L. cv. Alaska). Eles observaram que
em temperatura de 36°C, o tecido vegetal exibiu uma rapida resposta em relagao ao
aumento na producao de etileno, enquanto em temperaturas superiores a 36°C,
apontou uma redugao drastica dessa sintese. Breves desordens na membrana
provocada por curto periodo de exposicdo a temperaturas superiores a 36°C
impediram a producdo de etileno. Esse resultado indica que para a produgao de
etileno, a membrana celular deve estar integra (FIELD, 1981).

Aparentemente, uma das consideragdes contundentes para que haja a
biossintese de etileno sdo sistemas celulares intactos e membranas celulares
funcionais (LIEBERMAN, 1979).
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3.3 Rizobactérias Promotoras do Crescimento de Plantas (RPCP)

Desde a criacdo da definicdo de rizosfera por Lorenz Hiltiner em 1904,
muitas pesquisas descreveram que o ambiente do solo envolto ao sistema radicular,
€ uma regidao abundante em atividade microbiana, em virtude da existéncia de
exsudatos radiculares (HARTMANN; ROTHBALLER; SCHMID, 2008).

Alguns microrganismos presentes na rizosfera podem ser considerados
neutros ou nocivos em relacdo ao crescimento das plantas, enquanto outros
cooperam com seus hospedeiros (RAAIUMAKERS et al., 2009).

Essas bactérias promotoras do crescimento de plantas (PGPB) (BASHAN;
HOLGUIN, 1998), ou rizobactérias promotoras do crescimento de plantas (PGPR)
(KLOEPPER; SCHROTH, 1978), conseguem produzir diversos compostos como,
fitohormdnios; acidos organicos e sideroforos; sintetizar antibidticos e quitinases,
que interrompem os efeitos deletérios dos patdogenos; promover a fixacdo de
nitrogénio atmosférico; atuar na solubilizagdo de fosfato (TAHIR; SARWAR, 2013);
bem como, reduzir os efeitos de estresses abidticos (LUGTENBERG; KAMILOVA,
2009).

Os microrganismos benéficos para as plantas sado de interesse para o uso
na agricultura, como biofertilizantes ou no controle biolégico (LUGTENBERG,;
KAMILOVA, 2009). Entretanto, em alguns casos, esses organismos n&o conseguem
estimular os efeitos desejados quando aplicados no campo e isso pode ocorrer
devido a insuficiéncia por parte da colonizacao ou, do desenvolvimento da rizosfera
(LUGTENBERG; DEKKERS; BLOEMBERG, 2001).

A colonizacdo da rizosfera tem sido definida em relagdo a exsudagao
radicular (LUGTENBERG; DEKKERS, 1999). Muitos carboidratos, aminoacidos,
acidos organicos e demais compostos, que fornecem uma fonte de nutrientes para
as bactérias associadas a raiz, sao disponibilizados na rizosfera (WALKER et al.,
2003). A constituicdo dos exsudatos é dependente da cultivar, da exposigado da
planta ao estresse, do estagio de crescimento em que a planta se encontra e
também, pode mostrar diferengcas no decorrer do desenvolvimento radicular,
resultando em diferencas na composi¢do das inumeras comunidades bacterianas
(HAICHAR et al., 2008).
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O uso de Rizobactérias Promotoras do Crescimento de Plantas (RPCP)
como uma opc¢ao para atenuar os efeitos danosos dos estresses abidticos em
plantas estd ganhando importancia. Sua capacidade em induzir tolerdncia ao
estresse é constantemente remetida a varios processos que envolvem modificagcoes
fisiologicas e bioquimicas. Inclui alteragdes no conteudo fitohormonal (KAUSHAL;
WANI, 2016), defesa antioxidante (JYOTHSNA; MURTHY, 2016), produgdo de
osmolitos (DIBY; HARSHAD, 2014) e atividade enzimatica do ACC deaminase
(YANG; KLOEPPER; RYU, 2009).

Entretanto, estudos comprovam que a redugéo de ACC nos tecidos vegetais
pode ocorrer com a atividade de outra enzima, denominada ACC-deaminase que por
sua vez, é possivel ser produzida por rizobactérias. A inoculacdo de plantas de
quiabo com Bacillus megaterium e Enterobacter spp., produtores de ACC
deaminase, aumentou a expressao de genes codificadores de antioxidantes,
causando uma maior tolerancia ao estresse salino (HABIB; KAUSAR; SAUD, 2016).

Plantas inoculadas com as bactérias mostraram grande capacidade para
producdo de ACC-deaminase de origem bacteriana o0 que contribui
consideravelmente para redugdo dos teores de etileno em seus tecidos (MAYAK;
TIROSH; GLICK, 2004).
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3.3.1 Producgdo de ACC deaminase por rizobactérias e associagdo com estresses
abidticos

A enzima 1-aminociclopropano-1-carboxilase (ACC) deaminase, descrita
pela primeira vez por Honma e Shimomura (1978), provou estar intimamente
envolvida na promog¢ao do crescimento das plantas induzida por rizobactérias
promotoras do crescimento de plantas (RPCP) (GLICK; PENROSE; LI, 1998). Apoés
absorver o ACC exsudado pelas raizes da planta, o mesmo é clivado e modificado
para acido a-cetobutirico e amébnia. Desse modo, as bactérias estardo se
comportando como um coletor de ACC, reduzindo sua quantidade dentro do
organismo do vegetal e impedindo que a molécula seja convertida em etileno.

Em consequéncia, na presenca de uma rizobactéria produtora da enzima
ACC deaminase, uma planta que foi submetida a situagdes de estresse bidtico ou
abiotico, que geralmente tem seu crescimento prejudicado pela agao do etileno,
pode se considerar parcialmente ou completamente protegida devido a interrupgao
da sintese desse hormoénio. Assim, os pesquisadores determinaram que, as RPCP
portadoras da enzima deaminase podem preservar efetivamente a planta hospedeira
contra os efeitos nocivos ocasionados por inundagdes, salinidade, seca, presenca
de patogenos fungicos e bacterianos, danos por nematoides, influéncia de altos
niveis de metais pesados e contaminantes organicos, além de estresse por baixa
temperatura (GLICK, 2015).

Baseado nessas evidéncias, um grupo de pesquisadores presumiu que para
as RPCP endofiticas, a atividade da enzima ACC deaminase é um elemento chave
em sua habilidade de estimular o crescimento da planta (HARDOIM; OVERBEEK;
ELSAS, 2008). Eles subentenderam que, “a redugao dos niveis de etileno na planta
depende da eficiéncia da absor¢cao do ACC pelas bactérias sintetizadoras da enzima
deaminase, antes que a molécula sofra a oxidagcdo no metabolismo da planta”.
Neste contexto, os enddfitos bacterianos de alta atividade enzimatica podem ser
excelentes promotores de crescimento de plantas, porque melhoram o estresse das
plantas ao bloquear eficientemente a producao de etileno.

A confirmagdo do envolvimento da ACC deaminase no estimulo ao
crescimento de plantas, provém da RPCP Burkholderia phytofirmans PsJN

(SESSITSCH, 2005). Mutantes oriundos dessa bactéria, que tiveram a atividade
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enzimatica inativada, demonstraram incapacidade em estimular o alongamento
radicular em mudas de canola (SUN; CHENG; GLICK, 2009).

Contudo, nos ultimos estudos, foi relatado o isolamento e a caracterizacéo
de outras RPCP endofiticas sintetizadoras de ACC deaminase (RASHID; CHARLES;
GLICK, 2012), que ocasionaram o alongamento das raizes em mudas de canola.
Além do mais, estudos apresentam a capacidade de rizobactérias endofiticas
produtoras da enzima deaminase, em atenuar estresse osmotico (SZIDERICS et al.,
2007) e estresse pelo teor de cobre no solo (ZHANG et al., 2011).



28

3.3.2 Uso de Bacillus subtilis na agricultura

O género Bacillus spp. sao taxonomicamente e metabolicamente amplo.
Tem como habitat primario o solo, se habituando também em plantas associadas,
rios e aguas estuarinas, embora algumas espécies sejam patogénicas para
mamiferos (por exemplo, B. anthracis) e insetos (B. sphaericus, B. thuringiensis)
(WIPAT; HARWOOQOD, 1999).

Uma particularidade comum indispensavel desse género bacteriano, € a
habilidade em desenvolver endosporos que os ajudam a sobreviver por longos
periodos de tempo sob condi¢gdes ambientais adversas. A capacidade de esporular e
a sua eficiéncia metabdlica, sdo fatores significativos que proporcionaram éxito na
colonizagdo de uma ampla variedade de ambientes (WIPAT; HARWOOD, 1999).

Seis grupos taxondmicos nomeados de acordo com suas espécies membros
mais relevantes foram descritos para Bacillus spp. (PRIEST, 1993). Os integrantes
do grupo B. polymyxa, recentemente renomeado para Paenibacillus, sao
auxotréficos e, geralmente relacionados a materiais vegetais em decomposigéao,
adubos e rizosfera. Alguns membros deste conjunto sdo capazes de fixar nitrogénio
(JORDAN; MCNICOL; MARSHALL, 1978) e podem auxiliar significativamente a
planta na absorg&o de nitrogénio, como o trigo canadense.

Além disso, ha indicios de que os membros desse grupo sintetizam
horménios vegetais, como a giberelina (BROADBENT; BAKER. WATERWORTH,
1977). Integrantes do conjunto B. brevis, renomeado Brevibacillus, sao localizados
nos habitats terrestres e aquaticos. O grupo B. sphaericus é classificado como
patdogeno de insetos e encontra-se nos sedimentos de piscinas, lagos e valas de
drenagem, onde as larvas de insetos prosperam. Dois grupos de termdfilos, que
envolvem membros dos géneros Alicyclobacillus e B. stearothermophilus, sao
identificados predominantemente em solos de zonas térmicas e ndo térmicas
(WIPAT; HARWOOQOD, 1999).

Ha evidéncias de que o desenvolvimento de B. subtilis € predominante em
ambientes nutritivos, como a rizosfera. Existem iniumeros relatos a respeito do
isolamento de B. subtilis da rizosfera de uma vasta variedade de espécies de plantas
(MAHAFFEE; BACKMAN, 1993) em concentracdes de até 107 UFC por grama de
solo da rizosfera (PANDEY; PALNI, 1997).
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As espécies de Bacillus vém sendo estudadas desde o inicio dos anos 1960
devido aos seus efeitos promotores de crescimento de plantas (RIDGE; ROVIRA,
1968) onde, a interagdo entre B. subtilis e as plantas ja foi estabelecida. Araujo e
Hungria (1999), constataram que Bacillus subtilis AP-3 e os seus metabdlitos
ocasionaram incrementos na nodulagéo e crescimento de plantas de soja a campo.

O Bacillus subtilis tem sido estudado em diversos trabalhos como
rizobactéria promotora de crescimento de plantas (RPCP) e sua inoculagdo tem
conferido ganhos diretos e indiretos no crescimento dos vegetais, sendo esta
espécie bacteriana ja disponivel comercialmente para o tratamento de sementes em
diversos paises (ARAUJO, 2008).

A identificacdo de compostos do metabolismo secundario produzidos por B.
subtilis é importante para o esclarecimento dos efeitos benéficos que a bactéria
proporciona as plantas (TAHIR et al., 2017). O grande numero de mecanismos
envolvidos na producéo desses compostos pode ser a razao pela qual B. subtilis tem
sido avaliado em grande espectro de culturas agricolas sob diferentes condi¢des
(KILIAN et al., 2000).

Dentro das principais vias metabdlicas estudadas e que envolvem a
participacdo de rizobactérias como B. subtilis tem se destacado a regulagéo ou
producdo de horménios vegetais no ambiente rizosférico (ARAUJO et al., 2005).
Este mecanismo tem influenciado diretamente na resisténcia ou toleréncia a

estresses bidticos e abidticos em plantas (HAN et al., 2014).
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3.4 Avaliagao da diversidade genética em bactérias com o uso da técnica de
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

As analises moleculares podem ser muito uteis desde que haja
confiabilidade, rapidez e simplicidade no método utilizado. A Reacdo em Cadeia da
Polimerase € uma técnica rapida e resume-se na sintese bidirecional e repetitiva de
DNA por meio da extensdo de uma regido do acido nucléico com a aplicagédo de
“primers” ou iniciadores.

A amplificagdo de uma amostra através da técnica de PCR necessita de um
par de iniciadores, os quatro desoxinucleotideos trifosfato (dNTPs), ions de
magnésio (MgClz), que devem estar em maior concentracdo que os dNTPs e uma
DNA polimerase termoestavel para sintetizar o DNA.

Trés etapas diferentes irdo ocorrer durante cada ciclo de reagdo da PCR.
Na primeira fase acontece a desnaturagéo da dupla fita do material genético, quando
a temperatura alcanca 92°-96°C. O tempo preciso para a realizacdo da
desnaturacao varia conforme o volume da reagcédo e o termociclador. Na segunda
fase do ciclo da PCR tem inicio o anelamento dos iniciadores ou “primers” a fita de
DNA que sera sintetizada. O processo acontece quando a temperatura dentro do
termociclador atinge 37° a 65°C dependendo da composi¢do dos iniciadores. O
anelamento se da com éxito, pois os iniciadores estdo com uma concentragdo mais
alta que o DNA e seus tamanhos muitas vezes sao inferiores ao da molécula, assim,
eles hibridizam com sua sequéncia complementar num espacgo de tempo bem menor
que o ideal para que as fitas se renaturem. A ultima etapa do ciclo € a extensao
originada a partir dos iniciadores e da polimerase termoestavel. Normalmente, essa
fase do ciclo de PCR tem inicio com a temperatura a 72°C. O tempo responsavel
pela coépia completa da fita de DNA varia de acordo com o tamanho do produto de
PCR (DIEFFENBACH; DVEKSLER, 1995).

Dentre as técnicas usadas para avaliar a diversidade genética bacteriana
encontra-se o Box-PCR. Uma analise simples para discriminar pequenas diferencas
entre cepas bacterianas, a partir de um unico “primer” ou iniciador, possibilita ter de
uma forma clara, a identificacdo quando inoculada ou ndo uma bactéria em solo
(FALCAO et al., 2014).
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3.5 Atividade enzimatica e antioxidante

As espécies reativas de oxigénio — ERO sao elaboradas, particularmente,
quando uma pequena por¢ao de elétrons da cadeia respiratoria escapa e resulta
numa redugado parcial do oxigénio molecular. Como exemplo, temos peréxido de
hidrogénio (H202), radical hidroxila (OH-) entre outros (MITTLER, 2002). Assim, as
ERO s&o subprodutos do metabolismo celular regular, nos peroxissomos. Todas
estas moléculas oxidativas sdo maléficas e também podem ser produzidas por
estimulos bidticos ou abidticos aos quais as plantas estao frequentemente expostas
(MITTLER, 2002).

Quando as plantas sofrem algum estresse, os pontos centrais de produgao
das ERO séo os cloroplastos e as mitocondrias, em razdo de serem organelas com
elevada atividade de oxidacdo metabdlica ou com abundante fluxo de elétrons
(GILL; TUTEJA, 2010).

As plantas dispdem de um sistema de defesa antioxidante enzimatico e nédo
enzimatico que propicia a detoxificacdo das ERO e a preservacdo das células
vegetais aos danos oxidativos. A glutationa (GSH), a cisteina, as hidroquinonas,
manitol, vitaminas C e E, os flavonoides, os alcaloides e o B-caroteno, sdo exemplos
de defesa ndo enzimatica, enquanto que, a defesa enzimatica antioxidante abrange
enzimas como a superoxido dismutase, a catalase, a peroxidase, entre outras
(DINAKAR; DJILIANOV; BARTELS, 2012). Entretanto, a eliminagao efetiva das ERO
demanda a agao conjunta desses sistemas antioxidantes.

A Superoxido dismutase (SOD) retira o Oz catalisando sua dismutagao, na
qual um Oz é reduzido a H202 e outro oxidado a O2. A remogao do Oz, minimiza o
risco de formagao de OH- no interior celular (MITTLER, 2002). Trata-se de umas das
enzimas antioxidantes intracelulares mais eficientes e presentes em todos os
organismos aerébicos e divisdes subcelulares, predispostas a uma exploséo
oxidativa em virtude de um estresse bidtico ou abidtico. Esta enzima proporciona a
primeira linha de protecao contra os efeitos téxicos dos niveis elevados das espécies
reativas de oxigénio (GILL; TUTEJA, 2010).

A Catalase (CAT), é uma das enzimas essenciais para a desintoxicacéo
celular de plantas sob estresse, pois ela € encarregada pela dismutagao direta de
H202 em H20 e O2, removendo este perdxido elaborado nos peroxissomos por

oxidase na oxidagcdo de acidos graxos, fotorespiragao, e catabolismo de purinas
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(GILL; TUTEJA, 2010). Essa enzima é a via principal de degradacdo H202 e, em
vista disso, a inibicdo da atuacdo da Catalase resulta na ativagado da resisténcia
sistémica adquirida. Este sistema é despertado quando as plantas sao abordadas,
principalmente por fungos fitopatogénicos no qual sua evolugéo € impedida no local
infectado (GAYATRIDEVI; JAYALAKSHMI; SREERAMULU, 2012).

As Peroxidases sdo um grupo de enzimas presentes em tecidos de animais,
plantas e microrganismos, que catalisam a oxirredugdo entre H202 e diversos
redutores, participam de uma extensa variedade de processos fisioloégicos nos
vegetais, como lignificagao, suberizagdo, composic¢ao e reticulagcdo de componentes
da parece celular, catabolismo de auxinas, senescéncia, defesa contra ataques de
patogenos e estressores abioticos (HIRAGA et al., 2001).

Dessa forma, a SOD atua como a primeira frente de defesa transformando o
02 a H202, e a CAT e a peroxidase atuam, portanto, eliminando o H202 da célula. A
diferenga entre o modo de acdo da CAT e da peroxidase encontra-se na
necessidade por parte da peroxidase em uma molécula redutora (proteinas como
citocromo c ou tioredoxina) que agira como um cofator de regeneragcéo que néo leva
a evolugao de O2, por que a agua € o produto final da reagdo (BHATT; TRIPATHI,
2011).
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3.6. Espectroradiometria em plantas

O entendimento sobre a interagdo entre a vegetagdo e o meio que a cerca
possui grande relevancia para a compreensao dos fendmenos naturais, sendo o
sensoriamento remoto, uma ferramenta precisa para o conhecimento da cobertura
vegetal (LUCHIARI, 2001). Nesse contexto, a espectrorradiometria permite detectar
a resposta espectral de alvos especificos, podendo ser realizada em laboratorios,
permitindo assim, reduzir a intromissao dos fatores ambientais presentes nas leituras
de outros sensores (SILVA et al., 2012).

A explicacdo mais classica e difundida de sensoriamento remoto foi proposta
por Houghton (1989), comparando-o como a ciéncia e a arte de se obter
informagdes sobre um objeto, area ou fendbmeno, por meio do estudo de dados
resultantes de um sistema com auséncia de contato fisico. Essa inovagao aborda a
reacao de objetos submetidos a radiagéo, sendo o solo e a vegetagédo os elementos
mais examinados na area de ciéncias agrarias.

A relagdo entre a radiagcao eletromagnética e a estrutura celular da folha
acontece em funcao da constituicdo, morfologia e estrutura interna. Desse modo, as
particularidades geneticamente controladas, exibirdo diferengas no comportamento
espectral entre grupos geneticamente diferentes (PONZONI, 2002). A parcela de
energia absorvida, transmitida ou refletida pelas folhas pode variar de uma espécie
para outra, inclusive, dentro da prépria espécie, porque ha a influéncia direta ou
indireta das condi¢gdes ambientais nessa associagao (MOREIRA, 2011).

A detecgéo de estressores e seus efeitos na vegetagédo sao relevantes para
a agricultura e a preservagdo do ecossistema. Os métodos convencionais de
deteccao de estresse sao baseados na avaliacao de alteragdes fisicas, por exemplo,
cor ou turgidez, com o risco de ser verificado somente apds um ponto critico de dano
ter sido alcangado. Outros meétodos concentram-se na detecgdo de sintomas
precoces de estresses, fazendo o uso de técnicas bioquimicas e biofisicas, como o
potencial hidrico nas folhas e a condutancia estomatica (ZORB et al., 2004) ou, no
conteudo de agua nas folhas (LWC) com cameras térmicas e sensores
infravermelhos (COSTA; GRANT; CHAVES, 2013).

Segundo Jensen e Epiphanio (2011), quando uma planta encontra-se sob
estresse e/ou a producdo de clorofila diminui, a reducao de clorofila faz com que a

planta absorva menos energia nas respectivas regides de absorgao de clorofila, azul
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e vermelho, desse modo nado refletindo o verde de uma planta saudavel. A
refletdncia espectral foliar de uma planta estressada encontra-se, conforme Carter,
Cibula e Dell (1996), na regiao do visivel, entre os intervalos de 535 e 640
nandmetros, e de 685 a 700nm. No sensoriamento remoto essas regides podem
detectar a presenca de estresse, ndo somente em folhas individuais, como em

dosséis vegetais densos.



35

3.6.1. indice de vegetacao

O monitoramento da vegetacdo através do sensoriamento remoto pode ser
feito a partir de indices de Vegetacdo (IV), que sdo medidas radiométricas que
apontam a quantidade e a atividade da vegetacao verde, incluindo o indice de area
foliar (IAF), a porcentagem de cobertura verde, indice de clorofila, a biomassa verde
e a radiacgéo fotossintética absorvida (JENSEN; EPIPHANIO, 2011).

Esses indices estdo associados aos parametros biofisicos da cobertura
vegetal, como a biomassa, além da luminosidade do ambiente e declividade da
superficie, que influenciam nos valores de refletdncia da vegetacdo (PONZONI,
SHIMABUKURO, 2007).

A relacdo entre os parametros biofisicos das culturas e o sensoriamento
remoto, pode ser estimulada através de indices de vegetacédo ou de bandas simples,
assim, os indices de vegetacdo sdo comumente utilizados para mensurar
caracteristicas das culturas (GATES et al., 1965).

Alguns autores correlacionaram a produtividade de cultivos com indices de
vegetacdo. Picoli et al. (2009) observaram resultados promissores quando
associaram variaveis espectrais com estimativas de produtividade para a cana — de
— acgucar. Monteiro et al. (2013) avaliaram indices de vegetacdo como, razao
simples, indice de vegetacéo ajustado ao solo, indice de vegetacédo realgado, indice
de vegetagao por diferenga normalizada e o indice de vegetagcdo por area foliar,
como aceitaveis para estimar a produtividade da cultura do feijoeiro.

Segundo Uno et al. (2005), varios indices foram desenvolvidos para analisar
as condigdes das culturas na agricultura. Técnicas de realce de imagem com indices
de vegetacdo proporcionam um aumento na resposta de areas vegetadas,
aprimorando a aparéncia da distribuicao espacial das informag¢des da imagem, o que

resulta em simplificada interpretacdo computacional e visual.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Conducao das plantas e efetivagao dos tratamentos

O experimento foi realizado no laboratério de Biologia do Solo da
Universidade do Oeste Paulista, campus Il, em Presidente Prudente — SP. A unidade
experimental foi constituida por vasos plasticos com capacidade para 3 litros. Para o
cultivo das plantas foram utilizados 700 gramas do substrato comercial (Figura 1-a).
O delineamento experimental utilizado foi o fatorial 2x3 em blocos casualizados com
seis repeticdes. Constituido por trés tratamentos, sendo eles Bacillus subtilis AP-3,
Bacillus subtilis AP-12 e Controle, e duas cultivares de feijoeiro, IAC Imperador e
TAA Dama.

4.2 Caracteristica dos genétipos utilizados

IAC Imperador: O cultivar possui ciclo precoce compreendendo o periodo de
75 dias, enquanto as tradicionais sementes presentes no mercado, em geral,
possuem ciclo de 85 a 95 dias até serem colhidas. Possui resisténcia a Antracnose
(Colletotrichum lindemuthianum), tolerancia a Murcha de Fusarium (Fusarium
oxysporum), principais doengas da cultura. A planta apresenta habito de crescimento
determinado e porte ereto. Expressa potencial produtivo de 4.600 kg ha', observado
em campos de produg¢ao no Estado de Sao Paulo. A cultivar € recomendada para a
semeadura no Estado de Sao Paulo, para as trés épocas de cultivo (aguas, seca e
inverno) (GOMES; GALDINO, 2011).

TAA Dama: O cultivar possui ciclo intermediario compreendendo o periodo
de 82 a 93 dias. Possui resisténcia ao virus do Mosaico comum e a murcha de
Fusarium (Fusarium oxysporum). A planta apresenta habito de crescimento
indeterminado e porte prostrado. Expressa potencial produtivo de 4200 kg ha™' em
condigcbes de sequeiro e, 4500 kg ha' em irrigado (SEMENTES MARAMBAIA,
2017).

4.3 Conducgao do experimento

As plantas foram cultivadas em camara de crescimento de plantas Fitotron®
modelo Weiss Technik UK LTD, apresentado na (Figura 1-b). O equipamento
proporciona controle de temperatura, umidade e fotoperiodo. A emissido luminosa foi
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resultante de lampadas fluorescentes que forneceram um total de 350 W.m2. O
fotoperiodo foi determinado para 16 horas de luz e 8 horas de escuro. A temperatura
inicial para o cultivo foi ajustada para 20/25°C nos periodos noite/dia. A umidade
relativa foi programada para 60% e as plantas foram conduzidas na intensidade de
300 pmol m2s.

Antes do plantio as sementes foram previamente limpas em uma solugao de
hipoclorito de sodio (2%) e agua, durante 2 minutos. Em seguida, foram enxaguadas
em agua corrente. Posteriormente, foram tratadas com o inoculante liquido Nitro
1000 para feijao (Phaseolus vulgaris) composto por Rhizobium tropici (SEMIA 4077
e SEMIA 4088), na dosagem de 250mL para 50kg sementes.

Foram avaliados sete isolados de Bacillus subtilis pertencentes a colegao de
culturas bacterianas do laboratério de microbiologia da Unoeste. Para selecionar os
isolados a serem utilizados no experimento, foi realizado previamente um ensaio
para a caracterizacdo quanto a producdo de 1-aminociclopropano-1-carboxilase
(ACC) deaminase, utilizando-se o método descrito por Lucon, Akamatsu e Harakava
(2008). Neste método, a capacidade de crescimento dos isolados na presenca de
ACC foi verificada em meio liquido através de incubagao durante 48h a 27°C, sob
agitagdo constante. Para a escolha dos isolados foi utilizado o critério de maior e
menor atividade de ACC deaminase in vitro (Tabela 1). A partir dessa analise, foram
selecionados para o uso no experimento os isolados B. subtilis AP-3 com atividade
enzimatica intermediaria, mas ja caracterizado como promotora do crescimento de
plantas (ARAUJO et al., 2005) e o isolado B. subtilis AP-12 com maior atividade de

ACC deaminase.

Tabela 1. Avaliagao do crescimento de isolados de B. subtilis em meio de cultura
liquido contendo ACC.

Isolados Absorbéncia (596nm)
AP-12 0,724
1B 0,718
AP-91 0,707
A-35 0,680
AP-3 0,673
AP-105 0,655
AP-137 0,575
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Os isolados bacterianos foram selecionados e multiplicados em placas de
Petri em meio de cultura Agar nutriente sélido (3g L™ de extrato de levedura, 5g L™
de peptona e 20g L' de agar). As placas foram mantidas em estufa bacteriana
durante 48 horas a 32°C. Apds este periodo, as coldnias bacterianas foram
raspadas e transferidas para 100 mL de agua salina esterilizada (MgSOa4 + 7H20,
0,01M). Na sequéncia, a suspensao foi agitada em Vortex® para total disperséo
bacteriana e avaliagdo da concentracdo pelo método da diluicdo seriada. Em
seguida, foi aplicado diretamente sobre cada semente 0,1 mL de solu¢do aquosa
contendo 10° células por mL de cada um dos Bacillus em seus respectivos
tratamentos. No momento da semeadura, cada tratamento recebeu cinco sementes.

Os vasos foram entdo acondicionados na camara de crescimento de plantas
onde receberam a reposigdo de umidade periodicamente. Apds a emergéncia das
plantulas foi realizado o desbaste, deixando apenas uma planta por vaso.

Ao atingir o estadio reprodutivo (R5) aos 21 dias de cultivo, as plantas foram
submetidas ao aumento de temperatura. A duracdo do periodo de estresse foi de
dez dias. Nesse periodo a temperatura do ar no interior do Fitotron foi elevada para
28/33°C nos periodos noite/dia. Ao final do periodo do estresse térmico, as plantas
retornaram a temperatura inicial, na qual permaneceram até a finalizacdo do cultivo.
O tempo de duragdo do experimento foi de 55 dias apds a emergéncia (DAE) das

plantas (Figura 1-c).

Figura 1. a) Vasos contendo substrato comercial para a semeadura, b) Camara de crescimento de
plantas Fitotron, c) Plantulas apds a emergéncia.



39

4.4. Descrigao das avaliagoes biométricas e bioquimicas
4.4.1. Avaliagdes de florescimento e crescimento das plantas

As caracteristicas fenoldgicas das plantas foram avaliadas individualmente
em cada repeti¢ao (vaso), quantificando-se o numero total de flores emitidas (estadio
R5) (Figura 2-a), numero de vagens formadas (Figura 2-b) no final do experimento
(R7) (considerando-se vagem quando foi verificada a presenga de pelo menos uma
semente). Para o calculo da porcentagem de abortamento de flores durante o
estresse térmico, foram quantificados e marcados os botdes florais existentes no
estadio RS, e apos quatro dias do inicio do estresse foram quantificadas as flores
abortadas. Ao final do experimento, aos 55 dias apos a emergéncia (DAE), foi
quantificado o numero de flores e vagens restantes nas plantas.

Para a avaliagao da biomassa seca ao final do experimento foram coletados
todos os trifolios e vagens desenvolvidos ao longo do ciclo da planta e colocados em
sacos de papel devidamente identificados para a pesagem e posteriormente
secagem em estufa com ventilagao forgada a 60°C por 48h.

As raizes separadas das plantas no término do experimento foram pesadas
e lavadas em agua corrente. Foram separadas 1 grama de raiz de cada repeticéo
para analises de colonizagao bacteriana da rizosfera. Em seguida, as raizes foram
postas em sacos de papel identificados e secas em estufa com ventilagao forcada a
60°C por 24h. A razao parte aérea/raiz foi calculada dividindo-se a massa seca total

da parte aérea pela massa seca total do sistema radicular.
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Figura 2. a) Plantas em floragdo (R6) e b) Formagao de vagens (R7): circulo amarelo botées florais,
circulo vermelho vagem em desenvolvimento.

4.4.2. Avaliagao espectral em plantas

As plantas foram avaliadas em trés periodos, sendo eles, antes do aumento
de temperatura (inicio do estadio R5), durante (estadios R5 e R6), e apds (estadio
R7). Para iniciar a espectroradiometria as plantas de cada cultivar foram retiradas da
camara de crescimento de plantas Fitotron, e foram levadas para uma sala
totalmente escura.

A assinatura espectral das plantas foi medida com auxilio de um
espectroradidbmetro ASD Fieldspec HandHeld em uma sala escura (Figura 3-a). Esse
equipamento registra 512 canais com resolugéo espectral de 1,6 nm e um campo de
visada de 10° no intervalo de 325 a 1075 nm. O equipamento mede 10 curvas
espectrais a cada leitura, para entdo calcular a curva média, utilizada como
representativa para o alvo de interesse. O espectroradidmetro foi posicionado em um
angulo de 45°, em relacao a altura da planta, de modo que o campo de viséo (FOV -
Field of View) ndo ultrapassasse a area das folhas coletadas. Ao lado oposto, uma
fonte contendo uma lampada de halégeno foi posicionada a 45°.

O equipamento espectroradidmetro foi calibrado conforme as condigdes de
iluminagdo do local. Para isso, foi medida a radiancia de uma placa Lambertiana

(Spectralon® plate) (Figura 3-b). Essa calibragdo permitiu estimar o Fator de
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Refletancia Hemisférico Coénico (HCRF - Hemispherical Conical Refletance Factor)
das folhas e, em seguida, converter o sinal medido pelo espectroradibmetro em

refletancia. O HCRF é calculado a partir da equacao:

dL (6., ®,) (alvo)

HCRF (w; =
(wi00r) dL (8,, ®,) (referéncia)

K (6;, @;,0,, ®,)

onde: dL é a radiancia, w é o angulo solido, 8 e ® s&do os angulos zenital e azimutal,
respectivamente; i corresponde ao fluxo incidente e r é o fluxo de energia refletido. O
valor K é o fator de correcdo do equipamento utilizado.

A partir da equacgéo, calculamos o fator de refletancia das plantas em cada

tratamento. Em seguida calculamos as curvas médias.

Figura 3. a) Planta fotografada dentro da sala-escura, antes da medida e b) Placa Lambertiana
utilizada na calibracdo do espectroradiémetro.

4.4.3. Medicao de clorofila nas plantas

O teor relativo de clorofila total nas folhas foi determinado por método nao
destrutivo utilizando clorofildmetro portatil digital, modelo clorofiLOG CFL 1030, da
marca Falker®. Para a medida, foram escolhidos dois triflios do terco médio da

haste principal da planta de cada repeticdo, e apds a medida, foram calculadas as
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meédias de cada foliolo, afim de representar toda a superficie foliar amostrada
(FONTES; ARAUJO, 2007). As medicdes ocorreram antes das plantas ficarem
expostas a alta temperatura (inicio do estadio R5), durante a exposigao (estadios R5
e R6) ap6s 96 horas, e apos a reducéo da temperatura (estadio R7) decorridos 240
horas.

O indice de clorofila €& calculado com base na absor¢cdo de luz em
comprimentos de onda de 0 a 100nm. O clorofiLOG mede a quantidade de radiagao
transmitida através das folhas, de forma dptica em trés diferentes comprimentos de
onda (dois na faixa do vermelho, proximos aos picos de absor¢ao da clorofila e um
no infravermelho proximo). A combinacdo destes valores de transmitancias nestes
trés comprimentos de onda gera o ICF — indice de Clorofila Falker®. A unidade de
medigdo para os resultados obtidos através do clorofiLOG é chamada de indice de
Clorofila Falker (ICF) (FALKER, 2011).

4.4.4. Avaliagao de Etileno foliar

Para avaliagao da liberagao do gas etileno durante o cultivo antes, durante e
apos o estresse térmico foram selecionadas quatro repeticbes de cada um dos trés
tratamentos, totalizando 12 amostras por genétipo. As coletas tiveram inicio cinco
dias antes do inicio de alta temperatura, no quinto dia de estresse e, com cinco dias
apods o estresse.

Foi coletado um foliolo do trifélio localizado no terco médio da haste principal
de cada planta, o qual, com o auxilio de um cortador de folhas em formato circular
com didmetro de 5mm, foi recortado em onze discos, atingindo a porgéo de 200mg.
Os discos foram rapidamente colocados em frascos de vidro com volume de 20mL e
vedados com séptos de silicone e lacre de aluminio (Figura 4-a). As amostras foram
analisadas dentro de um periodo médio de 4h apds a coleta e vedacgao dos frascos.

Para analise do etileno foi empregado o método da cromatografia gasosa
utilizando-se cromatoégrafo a gas (CG-2010) modelo Shimadzu representado na
(Figura 4-b) conforme Makky et al. (2014). O equipamento foi instalado com um
detector de ionizagdo de chama (FID), equipado com a coluna Rtx-Wax 100%
polietilenoglicol. O cromatdgrafo foi inicialmente ajustado com a temperatura de
60°C e mantido assim por 2 min. Apos a temperatura atingir o equilibrio durante 0,5

min, o equipamento teve o aquecimento elevado a uma taxa de 30°C.min"' até
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atingir 240°C, onde a temperatura foi mantida por 1 min. A temperatura maxima do
forno ndo pode exceder 250°C, enquanto o tempo total de execucdo do CG foi de
9,5 min.

Com a rampa de aquecimento configurada (Figura 4-c), foi realizado um
teste injetando no aparelho uma amostra pura do gas etileno. Para isso, foi utilizado
um baldo volumétrico de 50mL, onde foi feito o processo de vacuo durante 5 minutos
e em seguida, a introdugdo do gas de etileno. O baldo foi vedado com o sépto
impedindo a saida e a entrada de outros gases, mantendo a pureza da amostra. A
atmosfera retida dentro do balao foi retirada e injetada no cromatégrafo com a ajuda
da seringa Hamilton modelo 80300 com capacidade para 10uL, dando inicio a
analise. O tempo necessario para a detecgao do gas etileno pelo equipamento foi de
1,44 minutos. Essa amostra foi refeita para certificar o momento de saida do gas,
onde o mesmo se confirmou. Com o teste concluido, foi dado inicio a leitura das
amostras foliares. O pico formado em cada amostra foi quantificado e usado para

célculo da concentragao final com base na amostra padrao de etileno puro.

c) 2500000

Rampa de Aquecimento do Etileno
2000000 -

1500000 4 o

1000000 4 -

Intensidade (u.a)

500000 - -

—— Etileno

0 2 4 6 8 10
Tempo de Rentengio (min)
Figura 4. a) Amostras de tecido vegetal para analise, b) Cromatégrafo gasoso Shimadzu-2010 e c)
Padrao de etileno puro.

4.4.5. Concentracao de Prolina
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Para a determinacdo dos teores de Prolina no tecido foliar, foi utilizada a
metodologia descrita por Bates, Waldren e Teare (1973). Foram coletadas amostras
do tecido foliar do terco médio das plantas de cada repeticdo, antes (inicio do
periodo de estresse), durante (96 horas) e apds o término do periodo de estresse. A
amostra recém coletada foi imediatamente armazenada em saquinhos de papel
aluminio e colocadas em nitrogénio liquido para manter a atividade celular do tecido
paralisada até o inicio da analise. Com o final da coleta, cada amostra devidamente
identificada, teve 100mg do tecido macerado com 10mL de acido sulfosalicilico 3%.
Ao final da maceragdo, as amostras foram filtradas e tiveram 2mL retirados e
acrescidos de 2mL de ninidrina acida e 2mL de acido acético glacial. Feito isso, as
amostras foram postas em “banho maria” a 100°C durante 1h. Quando retiradas da
fervura, as amostras foram ser inseridas em uma caixa com gelo para dar inicio a
reacdo. Para a leitura das amostras, foi acrescentado 4mL de Tolueno e
homogeneizadas. Apds isso, as amostras permaneceram imoveis por 5 minutos, até
formar duas fases, separando assim, as fragbes organicas da aquosa. O
sobrenadante formado foi retrado com o auxilio de uma pipeta e lido no
espectrofotbmetro com o comprimento de onda em 520 namémetros (nm). A
concentragao de prolina foi calculada na seguinte férmula e expressa em pymol de

prolina/grama de peso fresco.

[(ug de prolina X mL de Tolueno)/115,5 ug/umol]

[(gramas de amostra/3)]

4.4 .6. Guaiacol Peroxidase

Para a determinacdo da atividade da enzima Guaiacol Peroxidase (EC
1.11.1.7), foram coletadas amostras do tecido foliar inseridas no tergo médio da
haste principal das plantas de feijdo, no mesmo periodo de coleta para a avaliagao
da concentracdo de Prolina. Durante a coleta, as folhas foram armazenadas em
papel aluminio com suas respectivas identificacbes e colocadas em nitrogénio
liquido. Foi macerado 100mg do tecido armazenado com 3mL de Tampéo fosfato
(0,01M) pH 6,0 e transferidos para um eppendorf. As amostras apds maceradas

foram mantidas no gelo, e em seguida, foram centrifugadas em uma centrifuga
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refrigerada durante 25 minutos a 20.000 giros. Com as amostras centrifugadas, foi
retirado 100uL do sobrenadante e misturado com 2,9mL de Tampao fosfato
contendo Guaiacol e Peroxido de Hidrogénio. A leitura foi realizada em
espectrofotbmetro no comprimento de onda de 470nm. A atividade catalitica da
enzima foi calculada com base nas absorbancias obtidas e expressa em pmol.min-

'.mg"' massa fresca.
4.5 Descricao das avaliagoes bioldgicas e genética dos isolados bacterianos
4.5.1. Avaliagao da colonizagao de Bacillus spp. na rizosfera dos feijoeiros

Amostras de raizes foram lavadas em &agua corrente e colocadas em
Herlenmeyer contendo 100mL de solug¢édo salina (MgSOas + H20) autoclavada. Apos a
insercao da raiz na solugéo salina, as amostras foram agitadas por 5 minutos em um
agitador automatico e em seguida, os Herlenmeyer foram para o “banho maria” a
uma temperatura de 70°C durante 2 minutos para selecionar os microrganismos
termoresistentes, produtores de enddsporos e relacionados ao género Bacillus
(BETTIOL, 1995). Foi retirado com o auxilio de uma pipeta, 1mL dessa solugéo e
repassado para outro tubo contendo 9mL de solugdo salina estéril, e deste, ja
diluido, a outro tubo, dando inicio a uma diluicao seriada.

Em placas contendo meio de cultura Agar nutriente, respectivamente
identificadas conforme a amostra foi aplicado 0,1mL da solugdo do primeiro tubo. O
procedimento foi refeito com a segunda diluicdo. As placas foram armazenadas em
estufa a 30°C durante 72h. A contagem de colbnias ocorreu com base nas

caracteristicas morfologicas tipicas de Bacillus spp.
4.5.2. Avaliagao da diversidade genética nos isolados bacterianos

Os isolados bacterianos foram obtidos durante avaliacdo da colonizagao
radicular do feijoeiro apds a coleta das plantas. Foram avaliados ao todo 72 isolados
obtidos em todos os tratamentos conduzidos. Os mesmos foram cultivados em meio
de cultura Agar nutriente sélido (3 g L' de extrato de levedura, 5 g L' de peptona. e
20 g L' de agar) em tubos, incubados durante 48 horas em estufa bacteriologica a
37° C.
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Logo apds o processo de extracdo de DNA (DOYLE; DOYLE, 1987) e da
realizacdo das analises quantitativas e qualitativas, as mesmas passaram pela
técnica do Box-PCR. Para essa técnica realizou-se a montagem do Mix com um
volume final de reagdo de 25 L, constituido por 14,6 pyL de H20 mili-Q, 2,5 yL de
Tampao de Reacgédo (20mM Tris-HCI pH 8,4 50mM KCI), 1,5 mM MgCl2, 0,5 mM de
dNTPs, 0,5 pL do primer BOX A1R (5 — CTACGGCAAGGCGACGCTGACG - 3)),
5,0 uL de DNA diluido (1:99) conforme Falcéo et al. (2014). As reagdes ocorreram
em 48 ciclos, onde a desnaturacdo inicial iniciou-se a 94°C por 5 minutos,
anelamento a 35°C por 1 minuto e extensao das fitas a 72°C por 30 segundos. Logo
apods os 48 ciclos, a fase da extensao ficou a uma temperatura de 72°C durante 5
minutos. Apds esse processo, as amostras foram visualizadas em gel de Agarose a
1,5% em cuba de eletroforese embebido com tampao TBE 0,5%. Para estimar o

peso molecular de cada banda foi utilizado o programa Quantum ST4.

4.6 Analise estatistica
Foi utilizado o software SISVAR para efetivacdo da analise de variancia, e o

teste de Tukey para a comparagao das médias a 0,01% e 0,05% de probabilidade.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Avaliagoes biométricas e biolégicas

A colonizagdo radicular e a massa seca da parte aérea (MSPA)
apresentaram interacao entre os tratamentos e os cultivares. Na massa seca da raiz
(MSR) e razdo (MSPA/MSR), ndo foi encontrada diferenga em relagdo aos
tratamentos e cultivares. No numero de trifélios por planta o genotipo TAA Dama

exibiu maior numero de trifélios (Tabela 2).

Tabela 2. Analise de variancia para as seguintes variaveis: Massa seca da parte
aérea (MSPA); Massa seca da raiz (MSR); Raz&o entre parte aérea e raiz
(MSPA/MSR); Numero de trifélios por planta e colonizagao radicular em plantas com
inoculagdo de Bacillus subtilis (AP-3 e AP-12) em dois cultivares de feijoeiros
expostos ao aumento de temperatura no estadio reprodutivo.

Colonizagdo  MSPA MSR MSPA/MSR N° de trif6lios

Tratamentos (105 @p)  (@pl) i -
Controle 0,77 b 3,50 1,18 3,15 14,66 ab
B.s. (AP-3) 3,63 a 4,01 1,23 2,78 15,75 a
B.s. (AP-12) 3,39 a 4,13 1,29 2,90 13,08 b
Pr>Fc 0,0015 0,17001 0,7971 0,9111 0,0149
Cultivares
IAC Imperador 2,98 4,25 a 1,27 2,33 13,77 b
TAA Dama 2,21 3,51b 1,20 3,56 15,22 a
Pr>Fc 0,1980 0,00564 0,6051 0,0984 0,0475
TxC * * n.s. n.s. n.s.

* Significativo a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. n.s. Nao significativo a 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey. Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey.

No desdobramento apresentado € possivel observar que na cultivar IAC
Imperador, a inoculagdo com ambas as estirpes de B. subtilis (AP-3 e AP-12)
promoveu maior crescimento da biomassa na parte aérea, quando comparadas ao
controle, sem a inoculagdo de bactérias. Na cultivar TAA Dama, nao foi detectado
este efeito. Comparando-se as cultivares, a cultivar IAC Imperador proporcionou

maior resposta a inoculagao das bactérias (Figura 5).
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Figura 5. Massa seca da parte aérea de plantas com a inoculagao de Bacillus subtilis (AP-3 e AP-12)
de dois cultivares de feijoeiros expostos ao aumento de temperatura no estadio reprodutivo.

Letras minusculas comparam os tratamentos entre si dentro de cada cultivar. Letras mailsculas
comparam as cultivares dentro de cada tratamento.

Ocorreu maior colonizacao bacteriana na rizosfera da cultivar IAC Imperador
com aumento na ordem de cinco vezes da concentracdo, quando foi inoculado com
a estirpe AP-3 de B. subtilis em comparagao ao controle. No gendtipo TAA Dama, a
inoculagdo com a estirpe AP-12 proporcionou aumento significativo da colonizagao
bacteriana em relacdo ao controle. Comparando-se o desempenho das duas
cultivares quanto a presenca das rizobactérias no sistema radicular, verifica-se que a

cultivar IAC Imperador apresentou-se como mais responsiva a essa colonizagéo
(Figura 6).
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Figura 6. Colonizac&o do sistema radicular por Bacillus sp. em plantas de dois cultivares de feijoeiros
expostos ao aumento de temperatura no estadio reprodutivo.

Letras minusculas comparam os tratamentos entre si dentro de cada cultivar. Letras maiusculas
comparam as cultivares dentro de cada tratamento.

O numero de botbes florais em Oh de estresse n&o diferiu entre os
tratamentos avaliados, apenas entre as cultivares, sendo maior na cultivar TAA
Dama. Ambas as estirpes de B. subtilis promoveram aumento no numero de botdes
florais em 240h de estresse térmico na cultivar TAA Dama (Tabela 3).

No desdobramento estatistico sobre o florescimento pode ser verificado que
na cultivar IAC Imperador houve redugcdo do abortamento nos tratamentos com
inoculacao de B. subtilis (Figura 7). A estirpe AP-3 aumentou o numero de botbes
florais no final do experimento e o numero de vagens por planta ao final do

experimento na cultivar IAC Imperador (Figuras 8 e 9).
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Tabela 3. Avaliagcdo de florescimento, porcentagem de abortamento de flores (%) e
formagao de vagens, em plantas com inoculagado de Bacillus subtilis (AP-3 e AP-12) de
dois cultivares de feijoeiros expostos ao aumento de temperatura no estadio reprodutivo.

- Porcentagem o ~ N° de botdes N° de vagens
N° de botoes 9 N° de botoes . . vag
; de X florais ao final do ao final do
florais florais ) ,
Tratamentos Abortamento experimento experimento

Antes do Com 4 dias Com 10 dias

Aos 55 (DAE) Aos 55 (DAE)
estresse em estresse em estresse

Controle 8,30 14,1 a 14,3 b 10,33 b 1,41 a
B.s. (AP-3) 10,30 9,91ab 18,0 a 14,58 a 2,16 a
B.s. (AP-12) 8,70 5,07b 18,8 a 11,16 ab 2.33a
Pr>Fc 0,184 0,012 0,011 0,046 0,04
Cultivares
IAC Imperador 6,20 b 0,11a 11,3 b 6,66 b 3,94 a
TAA Dama 120a 0,7a 228 a 17,38 a (*)
Pr>Fc 0,000 0,07 0,0001 0,000 0,0000
TxC n.s. bl ns * *

** Significativo a 1% de probabilidade pelo teste de Tukey. * Significativo a 5% de probabilidade pelo
teste de Tukey. n.s. Nao significativo a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. Médias seguidas por
letras iguais entre linhas nao diferem entre si pelo teste de Tukey.

Obs: (*) N° de vagens ao final do ciclo referente a cultivar TAA Dama néo foi avaliado devido ao ciclo de
vida mais longo da cultivar.
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Figura 7. Porcentagem de abortamento floral em 96h de estresse térmico em plantas inoculadas com
Bacillus subtilis (AP-3 e AP-12) em dois gendtipos de feijoeiros expostos ao aumento de temperatura
no estadio reprodutivo.

Letras minusculas comparam os tratamentos entre si dentro de cada cultivar. Letras mailsculas
comparam as cultivares dentro de cada tratamento.
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Figura 8. Numero de botdes florais ao final do experimento em plantas inoculadas com Bacillus
subtilis (AP-3 e AP-12) em dois gendtipos de feijoeiros expostos ao aumento de temperatura no
estadio reprodutivo.

Letras minusculas comparam os tratamentos entre si dentro de cada cultivar. Letras mailsculas
comparam as cultivares dentro de cada tratamento.
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Figura 9. Numero de vagens ao final do experimento em plantas com a inoculagéo de Bacillus subtilis
(AP-3 e AP-12) no feijoeiro IAC Imperador exposto ao aumento de temperatura no estadio
reprodutivo.

Letras minusculas comparam os tratamentos entre si dentro de cada cultivar.
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A inoculagao do feijoeiro com B. subtilis promoveu maior produ¢ao de massa
seca de parte aérea no cultivar IAC Imperador (Tabela 2), demonstrando que
aconteceu maior interagdo das estirpes de B. subtilis com esse gendtipo. A
capacidade de promocao de crescimento de plantas por algumas bactérias pode ser
altamente especifica para certas espécies de plantas, variedades, cultivares e
gendtipos (FIGUEIREDO et al.,, 2010). Essa promogao de crescimento tem sido
atribuida em parte a atenuacao de estresses abidticos (KANG; LI; GUO, 2014a),
regulacdo de mecanismos de defesa (ABDALLAH et al., 2017), controle de
fitopatdégenos (MAZZUCHELLI; MAZZUCHELLI; ARAUJO, 2020), e também ao fato
de que a bactéria sintetiza horménios como auxinas (ARAUJO et al., 2005) e
giberelinas (HOLL et al., 1988) que promovem o crescimento da parte aérea das
plantas. Esses efeitos benéficos podem resultar em consequéncias diretas no
aumento da biomassa das plantas como observado neste trabalho, onde houve um
aumento significativo com a inoculagao de B. subtilis AP-3 e AP-12, em relacéo ao
controle sem inoculagdo. Efeito similar foi visto em um estudo, em que observando
os efeitos da inoculagéo utilizando essa rizobactéria em feijoeiro, houve acréscimos
significativos na massa seca e massa fresca de parte aérea (CERQUEIRA et al.,
2015).

A cultivar TAA Dama apresentou maior numero de trifélios em relagdo a
cultivar IAC Imperador. Isso pode ter ocorrido devido as caracteristicas como
precocidade e habito de crescimento das cultivares. Cultivares com habito de
crescimento indeterminado, a exemplo da cultivar TAA Dama, apresentam
desenvolvimento vegetativo durante o seu estadio reprodutivo, ou seja,
sobreposicdo das fases de desenvolvimento (BEZERRA et al, 2009), isso
demonstra que ela continua emitindo folhas nos ramos laterais, apds o
florescimento. Levando em consideragao que as condi¢cdes edafoclimaticas foram
iguais para as duas cultivares, pode-se afirmar que a diferenga entre estadios para
atingir o indice de area foliar maximo foi inteiramente dependente de fatores
genotipicos (GONZALEZ et al., 2010).

O aumento da colonizagao radicular no feijoeiro por bactérias do género
Bacillus spp. verificadas no estudo, mostra que houve maior interacdo nos
tratamentos com a inoculagdo de B. subtilis AP-3 na cultivar IAC Imperador e da

estirpe AP-12 na cultivar TAA Dama. A colonizacdo bacteriana da rizosfera é
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estimulada pela maior emissao de exsudatos radiculares por parte do hospedeiro, o
que estimula o aumento da colonizagao da rizosfera pela microbiota do solo (QIAO
et al., 2017). A interagao da planta com determinado isolado verificado nesse estudo
reforca o fato de que existe especificidade para producao de exsudatos radiculares
por parte do hospedeiro, dependendo do isolado bacteriano utilizado (JIMENES et
al., 2003). O aumento da colonizagdo demonstrada neste estudo também reforga
que a presenca da bactéria na rizosfera pode ter contribuido para esse aumento na
comunidade de Bacillus spp. na raiz e que ndo houve incompatibilidade mutua entre
os simbiontes (ALBAREDA et al., 2006). Qiao et al (2017) concluiram que a
inoculacao de B. subtilis tem efeito transitério na composicdo do microbioma da
rizosfera com aumento repentino de células de Bacillus apds a inoculagéo, que dura
poucas semanas, € que logo € compensada pela recomposicao da comunidade
microbiana nativa. Foi estimado em inoculagdo de Bacillus em soja que a
colonizagao radicular da bactéria na primeira semana era da ordem de 107 por g de
raiz e na quarta semana reduziu para ordem de 10° (MENDIS et al., 2018). Neste
estudo, para a cultivar IAC Imperador foram encontrados valores na ordem de 10°
bactérias por grama de raiz na avaliagdo com 55 dias (DAE).

O estresse térmico aplicado no estadio reprodutivo na cultivar de feijoeiro-
comum IAC Imperador resultou em maior porcentagem de abortamento de flores nas
plantas controle (Figura 7). O abortamento de flores e vagens pequenas geralmente
€ alto no feijoeiro (SILVEIRA; CASTRO; STONE, 1980) e isso ocorre para regular o
fornecimento de fotoassimilados com a sua demanda (BINNIE; CLIFFORD, 1999).
No entanto, em condi¢gdes de estresse térmico, os efeitos da elevacido da
temperatura, aceleram a producao de etileno aumentando a taxa de abortamento de
flores e danificando a Vviabilidade do pdlen (MARKING, 1986). Isto
consequentemente reduz o numero de botdes florais e a produgdo de vagens ao
final do ciclo (Figuras 8 e 9), redugdes essas que foram mais acentuadas no
tratamento controle. O estresse térmico é considerado um dos principais fatores que
afetam negativamente a producédo agricola. As altas temperaturas reduzem o
crescimento das plantas, bem como o numero de botdes florais, flores e sementes
por vagem (WHEELER; BRAUN, 2013). Em estudo com imposigdo de estresse
térmico em cultivares de feijoeiro Silva et al. (2020) verificaram que as altas

temperaturas proporcionaram reducgdes de 42% na producao de flores, 26% no
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numero de vagens, 38% no numero de sementes. Foi verificado no presente estudo
que ocorreu abortamento de 14% de flores, na média, e 21% na cultivar IAC
Imperador, apds o quarto dia de estresse térmico nas plantas. (Tabela 3) (Figura 7).

Observou-se que apenas a cultivar IAC Imperador apresentou vagens ao
final do ciclo, isso pode estar atrelado as caracteristicas genotipicas de cada cultivar,
sendo cultivar IAC Imperador (Tipo I) e a cultivar TAA Dama (Tipo Ill). O habito de
crescimento da planta, os dias para alcangar a maturagao e o tamanho do gréo, sao
particularidades intrinsecas de cada cultivar de feijoeiro sendo responsaveis por
diferengas no potencial de producao (SINGH, 1992).

Porch et al. (2010), observaram que temperaturas médias diarias maximas
acima de 30 ° C e temperaturas noturnas acima de 20 ° C podem afetar
significativamente a producédo de feijdo nos tropicos, resultando em abortamento
excessivo de botdes, flores e vagens. A inoculagado do feijoeiro com B. subtilis pode
atenuar os efeitos do estresse térmico no periodo reprodutivo, pois foi verificada a
reducao no abortamento de flores e aumento do numero de vagens por plantas, na
cultivar IAC Imperador (Figuras 7 e 9). Recentemente este cultivar também foi
relatado entre os cultivares de melhor desempenho de crescimento em condi¢cédo de
estresse térmico (SILVA et al., 2020).
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5.2 Avaliagoes bioquimicas

O indice de clorofila mensurada antes, durante e apds a exposicido das
plantas a alta temperatura, ndo apresentou alteragdes significativas entre os
tratamentos (Tabela 4). No entanto, em relagdo aos gendtipos, as plantas da cultivar
TAA Dama apresentaram maior indice de clorofila durante os trés periodos de
avaliacdo. A interacdo entre tratamentos e cultivares foi observada apenas na

medicao realizada durante o estresse térmico (Figura 10).

Tabela 4. Avaliacido do indice de clorofila em plantas com inoculagao de Bacillus subtilis
(AP-3 e AP-12) em dois cultivares de feijoeiros expostos ao aumento de temperatura no
estadio reprodutivo.

Clorofila Clorofila Clorofila
Tratamentos Antes do estresse  Durante o estresse  Ap0s o estresse
(ICF) (ICF) (ICF)
Controle 42,63 39,70 43,98
B.s. (AP-3) 42,02 40,75 41,95
B.s. (AP-12) 42,92 41,83 4415
Pr>Fc 0,6705 0,0630 0,1837
Cultivares
IAC Imperador 40,43 b 36,67 b 41,73 b
TAA Dama 44,62 a 44,85 a 4490 a
Pr>Fc 0,0000 0,0000 0,048
TxC n.s * n.s

** Significativo a 1% de probabilidade pelo teste de Tukey. n.s. Nao significativo a 0,05% de
probabilidade pelo teste de Tukey. Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey.

Na cultivar TAA Dama, verificou-se que a inoculagdo com as estirpes AP-3 e
AP-12 de B. subtilis resultou em maior indice de clorofila foliar durante o estresse
térmico quando comparados ao controle (Figura 10). Na comparagao efetuada entre
as duas cultivares, percebe-se que as plantas da cultivar TAA Dama apresentaram
maiores indices de clorofila durante o periodo de estresse em todos os tratamentos.
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Figura 10. indice de clorofila em plantas durante o estresse térmico em dois cultivares de feijoeiros
com inoculacao de Bacillus subtilis (AP-3 e AP-12) expostos ao aumento de temperatura no estadio
reprodutivo.

Letras minusculas comparam os tratamentos entre si dentro de cada cultivar. Letras maiusculas
comparam as cultivares dentro de cada tratamento.

A concentragdo de prolina nas folhas, antes e durante o aumento de
temperatura nao foi alterada pelos tratamentos. Contudo, verificou-se um aumento
de sua concentracao nas plantas da cultivar IAC Imperador inoculadas com a estirpe

AP-3, apos o periodo de estresse térmico (Tabela 5).

Tabela 5. Avaliacdo da concentracao de prolina em plantas com inoculacao de Bacillus
subtilis (AP-3 e AP-12) em dois cultivares de feijoeiros expostos ao aumento de
temperatura no estadio reprodutivo.

Prolina Prolina Prolina
Tratamentos Antes do estresse Durante o estresse ApOs o estresse
(umol.g'.MF) (umol.g'.MF) (umol.g™'.MF)
Controle 1,94 1,75 2,39b
B.s. (AP-3) 1,88 2,04 4,63 a
B.s. (AP-12) 2,93 1,50 3,39 ab
Pr>Fc 0,1482 0,3020 0,027
Cultivares
IAC Imperador 2,59 1,57 4,17 a
TAA Dama 1,91 1,95 2,78 b
Pr>Fc 0,1598 0,1837 0,036
TxC n.s n.s n.s

n.s. N&o significativo a 0,05% de probabilidade pelo teste de Tukey. Médias seguidas por letras iguais
nao diferem entre si pelo teste de Tukey.
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Observou-se um aumento na atividade da Guaiacol peroxidase nas folhas do
feijoeiro durante e apdés o aumento de temperatura. Entretanto, nos tratamentos
inoculados com B. subtilis, verificou-se que durante o estresse a atividade da
peroxidase aumentou em comparagao ao controle (Tabela 6).

Quando mensurada apdés o final do periodo sob altas temperaturas, o
desempenho catalitico da Guaiacol peroxidase apresentou interagcdo entre os
tratamentos e as cultivares (Figura 11). Foi detectado aumento significativo da
atividade enzimatica na cultivar IAC Imperador inoculada com a estirpe AP-3, no

periodo apds o estresse térmico.

Tabela 6. Atividade da enzima Guaiacol Peroxidase (GPX) em plantas com
inoculagdo de Bacillus subtilis (AP-3 e AP-12), em dois cultivares de feijoeiro
expostos ao aumento de temperatura no estadio reprodutivo.

GPX GPX GPX
Tratamentos Antes do estresse Durante o estresse Apds o estresse
(umol.min"".mg") (umol.min"".mg") (umol.min"".mg")
Controle 0,005 0,030 b 0,031b
B.s. (AP-3) 0,008 0,047 a 0,050 a
B.s. (AP-12) 0,010 0,043 a 0,029 b
Pr>Fc 0,1740 0,0099 0,0101
Cultivares
IAC Imperador 0,003 b 0,035b 0,040
TAA Dama 0,012 a 0,045 a 0,033
Pr>Fc 0,0007 0,0212 0,2567
TxC n.s n.s *

* Significativo a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. n.s. N&o significativo a 5% de probabilidade pelo
teste de Tukey. Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey.



58

0,07 1
0,06 1
0,05 A

0,04 A

OControke

0.03 1 mAP-3

0,02 - mAP-12

0,01 1

Unidade catalitica pmal.min'.mg! MF

IAC Imperador TAA Dama
Cultivares

Figura 11. Atividade da enzima Guaiacol Peroxidase (GPX) em plantas apds o periodo de estresse
térmico em dois cultivares de feijoeiros com inoculagao de Bacillus subtilis (AP-3 e AP-12) expostos a
elevagao de temperatura no periodo reprodutivo.

Letras minusculas comparam os tratamentos entre si dentro de cada cultivar. Letras maiusculas
comparam as cultivares dentro de cada tratamento.

Quanto a avaliagao do etileno em discos foliares do feijoeiro, verifica-se que
antes do aumento de temperatura, o tratamento controle apresentava os maiores
valores de producédo de etileno foliar. Durante o estresse verificou-se interacido entre
tratamentos e as cultivares (Figura 12). Ja na avaliagdo apds o estresse, nao foi
detectada a producgao de etileno em nenhum dos tratamentos, fato este que pode ter
ocorrido devido a algum problema com a seringa ingetora. Na avaliacdo entre
cultivares, verificou-se maior volume de etileno na cultivar IAC Imperador (Tabela 7).
Na avaliacdo do efeito das estirpes de B. subtilis dentro de cada cultivar durante o
estresse, verifica-se que a estirpe AP-3 apresentou o maior volume de etileno em

ambas as cultivares (Figura 12).
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Tabela 7. Avaliagdo de etileno em plantas com inoculacédo de Bacillus subtilis (AP-3 e

AP-12), em dois cultivares de feijoeiros expostos a elevacado de temperatura no estadio
reprodutivo.

Etileno Etileno Etileno
Tratamentos Antes do estresse Durante o estresse ApOs o estresse
(nmol.g.h™) (nmol.g.h™) (nmol.g.h™)
Controle 0,188 a 0,020 ¢ *)
B.s. (AP-3) 0,097 b 0,108 a -
B.s. (AP-12) 0,129 ab 0,056 b -
Pr>Fc 0,0111 0,0001 -
Cultivares
IAC Imperador 0,169 0,084 a -
TAA Dama 0,107 0,039b -
Pr>Fc 0,0111 0,0007 -
TxC n.s * -

* Significativo a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. n.s. Nao significativo a 5% de probabilidade
pelo teste de Tukey. Médias seguidas por letras iguais nao diferem entre si pelo teste de Tukey.
Obs: (*) Nao foi detectado emissdo do gas etileno durante a quantificagdo das amostras.
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Figura 12. Produgéo de etileno em dois cultivares de feijoeiro com inoculagédo de Bacillus subtilis (AP-
3 e AP-12) durante a elevagéo de temperatura no periodo reprodutivo.
Letras minusculas comparam os tratamentos entre si dentro de cada cultivar.

A inoculagdo com os isolados de B. subtilis AP-3 e AP-12 ocasionou
aumento no indice de clorofila da cultivar TAA Dama durante o estresse térmico, em
relacdo ao controle. Em compensacao, na cultivar IAC Imperador os tratamentos ndo
diferiram entre si (Figura 10). A temperatura influencia diretamente no metabolismo

do vegetal, modificando a velocidade das reagdes quimicas e das atividades
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enzimaticas (TAIZ; ZEIGER, 2013). A sintese de clorofila nos vegetais é reduzida, ou
seja, impedida quando o mesmo € submetido a uma temperatura elevada,
considerando que a membrana do tilacéide apresenta sensibilidade a esse fator
(RISTIC; BUKOVNIK; PRASAD, 2007).

O aumento no indice de clorofila é um efeito mitigatorio de rizobactérias
contra efeitos abidticos como a seca e salinizagao, conforme observado em estudos
com canola e soja (KANG et al., 2014b). Segundo Lopez et al. (2014), o conteudo de
clorofila foliar também esta diretamente relacionado com o acumulo de nitrogénio na
planta, sendo assim, as bactérias promotoras do crescimento de plantas podem
potencializar a elevacdo da clorofila nas folhas (PINDI; SULTANA; VOOTLA, 2014),
pois foi verificado que bactérias do género Bacillus spp. s&o capazes de melhorar a
condicdo nutricional da planta, através da disponibilizagdo do N assimilavel no solo
(LOON, 2007).

Na avaliacdo da concentracdo de prolina na cultivar IAC Imperador
mensurada apds o estresse, verificou-se maior concentracdo do aminoacido em
relacdo a cultivar TAA Dama (Tabela 5). O aumento na concentragdo de prolina,
ap6s o estresse no feijoeiro, inoculado com B. subtilis AP-3, mostrou que esse
aminoacido tem papel importante nos eventos de estresse na planta. Diversos
mecanismos de protecdo sdo ativados nas plantas como resposta a exposi¢cao a
condigdes limitantes de cultivo, entre eles, o regulamento osmético, considerado
como um dos mais relevantes para a conservagao do turgor celular que acontece em
funcdo do acumulo de substancias como a prolina (MONTEIRO et al., 2014). A
prolina é considerada atualmente, como um potente antioxidante e inibidor potencial
da peroxidagao lipidica, além de agir na osmorregulagdo e na estabilidade das
proteinas (GILL; TUTEJA, 2010). Segundo os autores, a submissao a condigbes
adversas induz o acumulo de prolina livre na planta, por meio da elevacdo da
sintese ou inibicdo da degradac&do, o que pode favorecer a tolerancia a varios
estresses abidticos (GILL; TUTEJA, 2010).

De acordo com Ashraf e Foolad (2007), o acumulo de prolina em varias
espécies de plantas sob estresse tem sido associada a tolerancia do vegetal, e sua
concentragdo é comumente mais elevada em plantas tolerantes do que em plantas
com sensibilidade a determinada situacao de estresse. O acumulo de prolina nas

plantas tem sido frequentemente associado a resposta da planta como protecao ao
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efeito de estresses ambientais (SINGH et al., 2014). Fato este que foi observado na
cultivar IAC Imperador, quando inoculada com B. subtilis AP-3 (Tabela 5), com
aumento dessa tolerancia ao estresse térmico.

O estresse térmico estimula as enzimas reguladoras de espécies de
oxigénio ativas, como superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxidase
(PRX) e varios antioxidantes (ERIC et al., 2006).

Em relacdo a analise da atividade enzimatica da Guaiacol peroxidase nas
folnas do feijoeiro, esse estudo revelou que a atividade antioxidante durante o
estresse, aumentou na presenca das espécies bacterianas AP-3 e AP-12, em
relagcdo ao controle (Tabela 6), e apds o estresse o tratamento AP-3 resultou em
maior atividade catalitica dessa enzima (Figura 11). Inumeras funcdes fisioldgicas
das peroxidases em plantas foram descritas, como remocéo de H202, oxidagdo de
redutores téxicos, catabolismo de auxinas, reag¢des defensivas a ferimentos, defesa
contra ataques de patégenos ou insetos, e alguns processos respiratérios (GASPAR
et al., 1982). Mas, especificamente, a enzima peroxidase tem sido associada ao
surgimento de lesbes fisioldgicas provocadas nas plantas pelo estresse, e o
aumento de sua atividade, pelo estresse de alta temperatura (MAZORRA et al.,
2002).

Em um estudo avaliando os efeitos da inoculacdo de rizobactérias
promotoras do crescimento de plantas na atividade antioxidante do feijao, Stefan,
Munteanu e Mihasan (2013), observaram o aumento da peroxidase em plantas
inoculadas. Heidari e Golpayegani (2012) avaliando diferentes niveis de estresse
hidrico em plantas de manjericdo inoculado com Pseudomonas spp., Bacillus lentus
e Azospirilum brasiliense, notaram o aumento da atividade enzimatica da Guaiacol
peroxidase.

O aumento de temperatura nas plantas de feijao provavelmente ocasionou
um acumulo de ERQO’s no conteudo celular, e a inoculagao de Bacillus subtilis AP3 e
AP-12 pode ter estimulado a planta a sintetizar a enzima, o que resultou em maior
atividade antioxidante e acumulo de peroxidase nos tratamentos.

A alta temperatura altera a produgdo de etileno de modo divergente em
diferentes espécies vegetais. Por exemplo, o estresse térmico ressaltou a produgéo
sistémica de etileno em hipocdtilos de soja (HAYS et al., 2007), mas apresentou um
decréscimo em folhas de trigo (ARSHAD; FRANKENBERGER; JOHN, 2002).
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A maioria dos estudos sobre esse assunto foi realizado nos estadios iniciais
do desenvolvimento das culturas (isto €, estadios de plantulas), no entanto, o
impacto do estresse térmico elevado durante os estadios reprodutivos do
desenvolvimento das culturas ndo é claramente compreendido nas culturas de graos
(DJANAGUIRAMAN; PRASAD, 2010). Ferreira (2017), avaliando a fisiologia e
morfologia de plantas de feijdo sob deficiéncia hidrica, observou aumento na
producao de etileno em plantas controle da cultivar Imperador, superior as plantas
com déficit hidrico.

Espécies bacterianas sintetizadoras de ACC deaminase podem, em parte,
aliviar o impacto negativo ocasionado pelo etileno resultante do estresse nas plantas
(GLICK, 2005). Neste trabalho, verificamos que a inoculagdo com B. subtilis AP-3 e
AP-12, promoveu o acumulo de massa seca da parte aérea, producao de vagens
por planta, desenvolvimento de botbes florais ao final do experimento, aumento no
indice de clorofila, maior atividade da enzima antioxidante nas células, e reducéo do
abortamento floral na cultivar IAC Imperador. No entanto, na avaliacdo de
concentracao de etileno, observou-se que as plantas controle apresentavam valores
mais altos de etileno antes do estresse, mas durante o periodo de estresse, os
tratamentos inoculados com as estirpes bacterianas, apresentaram valores mais
elevados do horménio quando comparados ao controle (Figura 12).

Este fato inesperado pode estimular novos estudos que investiguem como
ocorre 0 modo de agao das rizobactérias promotoras do crescimento de plantas e
sintetizadoras de ACC deaminase de acordo com Glick, Penrose e Li (1998), em
condigdes de estresse térmico. A atividade biologica das rizobactérias pode estar
relacionada as quantidades relativas de ACC deaminase e ACC oxidase presentes
no organismo vegetal. Para que as RPCP possam reduzir os niveis de etileno na
planta, o nivel de ACC deaminase bacteriano deve ser pelo menos de 100 a 1000
vezes maior que o nivel de ACC oxidase da planta (GLICK; PENROSE; LI, 1998).

Por outro lado, as condi¢cdes de estresse em plantas conduzidas a campo,
sao diferentes das conduzidas em condi¢cbes controladas, cultivadas em vasos, o
que leva a resultados contrastantes na literatura (NARAYANA; LALONDE; SAINI,
1991). Esses autores também observaram que plantas de trigo sob déficit hidrico

produziram menos etileno do que as plantas controle.
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5.3 Avaliagao da diversidade genética de isolados de Bacillus spp.

A analise filogenética empregada para verificar a variabilidade genética entre
os isolados de Bacillus mostrou que houve maior similaridade entre os isolados
bacterianos na cultivar IAC Imperador (Figura 13). Encontrou-se nessa cultivar que
86% dos isolados tiveram 99% de similaridade, enquanto que na cultivar TAA Dama
essa similaridade foi de 70%. Com relagdo a semelhanga genética com a espécie B.
subtilis foi verificado que 40% dos isolados da cultivar IAC Imperador se alinharam
geneticamente com essa espécie. Pelo dendrograma apresentado podemos também
afirmar que houve maior diversidade genética nos isolados provenientes da rizosfera
da cultivar TAA Dama.
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Figura 13. Dendrograma de isolados de Bacillus spp. obtidos com BOX A1R. (A) Cultivar IAC
Imperador; (B) Cultivar TAA Dama. Cédigos: 1 a 24 - Tratamentos inoculados com B. Subtilis; 25 a 36
— Nao inoculados; 37- B. Subtilis. Os niveis de similaridade sao indicados pelos eixos ao lado dos
dendrogramas. A similaridade "0.0" indica 100% de identidade entre os isolados.
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Ferramentas como Box-PCR sao uteis para separar isolados nativos de
Bacillus spp. em grupos distintos, 0 que nao seria possivel apenas com a analise da
regiao do gene 16S rRNA (SOLANKI et al, 2012). Com o uso dessa técnica
verificou-se que houve o efeito do gendtipo hospedeiro na atragdo de grupos
diferentes de isolados de Bacillus spp. para a rizosfera (Figura 13). Bulgarelli et al.
(2013) observaram que o genotipo hospedeiro é responsavel por aproximadamente
5,7% da variagdo na composicdo do microbioma da rizosfera. Nesse estudo, foi
encontrada uma variagdo inferior a 3% na variabilidade de Bacillus spp.
comparando-se as duas cultivares de feijoeiro. Sabe-se também que os isolados
bacterianos no solo sofrem com frequéncia mutagcdo e recombinagdo o que
proporciona variagdes genéticas (OCHMAN; LAWRENCE; GROISMAN, 2000) que
podem ser detectadas através de métodos de avaliagdo de DNA, como o PCR
utilizado nesse estudo.

O género Bacillus nao tem impacto duradouro nas bactérias que vivem nas
proximidades das raizes das plantas, sendo presumido que o efeito transitorio de
Bacillus subtilis (PTS-394) na composi¢cdo do microbioma da rizosfera € causado por
um aumento repentino de células de Bacillus apdés a inoculagdo, que logo é
compensada pela comunidade microbiana nativa (QIAO et al., 2017). Ja foi
comprovado que a inoculagcdo de um determinado isolado de Bacillus spp. estimula
as plantas a produzirem exsudatos radiculares como acido malico e citrico que

atraem outros isolados de Bacillus presentes no solo (ZHANG et al., 2011).
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5.4 Avaliacao espectral em plantas

A partir das curvas espectrais médias (Figura 14) percebe-se que houve um
aumento na refletancia de ambas as regides do visivel e do infravermelho durante o
estresse e apos o estresse térmico. Ambos os feijoeiros TAA Dama e IAC Imperador
iniciaram com comportamentos espectrais parecidos na primeira medi¢ao.

Outra observagado importante € de que, durante o estresse, ambos os
feijoeiros apresentaram comportamentos semelhantes, sendo que o tratamento com
B. subtilis AP-3 resultou em menor refletédncia do que o controle ou B. subtilis AP-12.
Uma alteragdo interessante pode ser observada na regido do vermelho (de 600 a
700 nm), na qual o estresse provocou um aumento de refletancia, reduzindo a
diferenga com a regiao do verde (de 500 a 600 nm) e garantindo um aspecto mais
amarelado a folha.

Por ultimo, apds o estresse, nota-se que o comportamento espectral da
cultivar TAA Dama foi semelhante para B. subtilis AP-3 e o controle, e para o IAC
Imperador o controle apresentou maior refletancia. Nesse mesmo periodo, a cultivar
TAA Dama exibiu maior refletancia, sobretudo no infravermelho préximo, do que o
gendtipo |AC Imperador, enquanto ambas apresentaram comportamentos

semelhantes na regido do visivel.



5330

L0EIs 4

a =
g ]
3 E

Fatar de Refletinga (%)
g
5

8008 4

L0

TAA Dama - Antes do estresse

[Hiviti]

&80 L1 ] i Tl (1] L ] i
Comprierasee 0 Cada irm]

APY API T

TAA Dama - Durante o estresse

Gneg 1

a0ma 4

amed <

Fater de At becia DU

808 1

00030 =
EL]

e . — . N |
&40 507 0 T B 503 L
COmpIFTETE O8 Tnda irm]

APY APIE T

TAA Dama - Apoés o estresse

"

uc

“n i oo B L14d b ®ig
Compriments ¢# nds (rm]

APT AT T

IAC Imperador - Antes do estresse

OG0

000 4
?IJ.WN -
H
E s | In'
E B0E0 4 |
- .l
e -.__-...--"F
DX
34 b 500 [0 -] el By SOk
Comprirsrog S Coas (am]
AF1 AFIT T
TAC Imperador - Durante o estresse
ik ]
[ i I
4
E e 4
:
£ eowo 1 J
£ /
L [
sasa ]

w0 + T —_—— . -
0 &00 S0 0 0 BI §00
Comprimenia e Cea ivm]

AP} AR T

TAC Imperador - Apos o estresse

o) L ki L) vy Lk oL
Comarirsensa & Dda fam]

AF1 AP T
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Em um estudo realizado com os dados espectrais obtidos por meio deste

estudo, foram encontradas regides espectrais que melhor explicavam a resposta ao

estresse térmico a partir das curvas medidas (Figura 15). A partir dessa definicéo,

destacaram-se duas zonas de importancia, uma na regido do verde (530 a 570 nm)

e outra na regido da borda do vermelho (700 a 710 nm). Por essa raz&o foi calculado

um indice espectral a partir da razdo entre as bandas centrais dessas duas regides
(705 e 550 nm) (Figura 16).
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Utilizando-se a relagdo entre as duas bandas (705 e 550 nm) verificou-se
pela avaliagado desse indice espectral de vegetagao no feijoeiro maiores valores nas
plantas controle (Figura 16). Observa-se também que os indices aumentaram
durante e apds o estresse térmico. O indice calculado indica que quanto maior o

valor, maior a resposta do tratamento ao estresse térmico.
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Figura 16. indice espectral de vegetagdo em duas cultivares de feijoeiro antes, durante e apds o
periodo de estresse térmico em fung¢ao da inoculacao de B. subtilis (AP-3 e AP-12).
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Os indices espectrais de vegetagdo possuem correlagdo com muitos dos
parametros fotossintéticos (BALLESTER et al., 2019). Em plantas sob estresse a
refletdncia pode ser alterada e geralmente tem sido medida na regido da borda do
vermelho. Estudos experimentais mostram que o perfil de refletdncia nessa regiao
muda de acordo com mudancas no conteudo de clorofila. Quando as plantas estédo
saudaveis apresentam alto teor de clorofila atingindo comprimentos de onda
maiores. Quando as plantas sofrem de doenca ou estresse, o teor de clorofila
diminui e a regido da borda do vermelho atinge comprimentos de onda mais curtos
(BALLESTER et al.,, 2019). Pela assinatura espectral encontrada no cultivar IAC
Imperador durante o estresse, observa-se que os tratamentos com inoculagédo da
estirpe de B. subtilis AP-3 apresentaram a regido da borda de vermelho em
comprimentos de ondas maiores, podendo estar mais saudaveis (Figura 14). Este
fato também foi observado na cultivar TAA Dama, porém em menor expressao.

A relagdo da refletancia da regido da borda de vermelho (705nm) com a
regido da refletdncia fotoquimica (550nm) pode indicar também uma condi¢do de
anormalidade na refletancia foliar, ou também, ser utilizado como um indice para
avaliacao de estresse térmico em plantas (JIANG et al.,, 2019). Nesses casos, 0s
valores mais baixos encontrados no indice baseado nessa relagdo (705nm/550nm)
seriam esperados para uma condicdo de menor estresse (IHUOMA;
MADRAMOOTOO, 2019). Desta forma, por meio do comportamento espectral, foi
evidenciado que a inoculagao do feijoeiro com B. subtilis reduziu o estresse térmico
induzido no periodo reprodutivo.

A inoculagao de B. subtilis no feijoeiro pode contribuir consideravelmente
para a reducio do estresse térmico na cultura. Com isso, pode ser atenuado o efeito
desse estresse no florescimento da cultura, possibilitando maior produgao de vagens
nas plantas. Foi verificado o aumento da colonizagdo bacteriana na rizosfera das
plantas inoculadas com B. subtilis, que pode ter influenciado em alteragdes
bioquimicas das plantas, detectado pelo aumento da concentracio foliar da prolina e
atividade da peroxidase, como também, pela avaliagao da redugcao do estresse pela
assinatura espectral das plantas. A avaliagdo da produgao de etileno ndo conseguiu
elucidar como o estresse térmico pode influenciar nessa rota bioquimica, tornando-
se necessarios novos estudos com a avaliagao da produgao desse horménio através

das raizes e em condi¢cdes de campo.
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A rizobactéria em estudo mostrou-se como promotora do crescimento de
plantas e de grande potencial para uso na agricultura. Serdo necessarios novos
estudos para analisar a relagao da presenca da bactéria na rizosfera e as alteracdes
no metabolismo secundario das plantas, que podem abrir novos campos de estudo

para estresses abidticos.
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6. CONCLUSOES

A inoculacao de B. subtilis aumenta a colonizacdo bacteriana na rizosfera e
promove o crescimento do feijoeiro cv. IAC Imperador submetido a condigdo de
estresse no periodo reprodutivo.

Houve redug&o no abortamento de flores e aumento dos numeros de vagens
no cultivar IAC Imperador submetido ao estresse térmico em funcado da inoculacéo
com B. subtilis.

Apo6s o periodo do estresse térmico as plantas inoculadas com B. subtilis
AP-3 apresentaram maiores teores de prolina e atividade da peroxidase nas folhas.

Durante o periodo do estresse térmico as plantas inoculadas com B. subtilis
AP-3 apresentaram maiores concentragdes de etileno foliar.

Na filogenia, a cultivar IAC Imperador apresentou 40% de seus isolados
geneticamente semelhantes a espécie B. subtilis.

A inoculagao do feijoeiro com a estirpe AP-3 de B. subtilis reduz o estresse
térmico avaliado pela maior refletdncia na regido da borda do vermelho, durante

analise espectral.
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