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Uso de Bactérias Promotoras de Crescimento de Plantas e Micorriza Arbuscular no Alivio
de Estresse Salino em Milho

RESUMO

A planta sob condicdes de estresse salino produz grandes quantidades de etileno, o qual
afeta 0 seu crescimento e desenvolvimento. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da
inoculacdo de bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP) e produtoras de ACC
deaminase combinado com fungo micorrizico arbuscular (FMA) (Rizhopagus clarus) no
crescimento e desenvolvimento do milho (Zea mays L.) em condicbes de estresse salino. O
experimento foi realizado em casa de vegetagdo na Universidade Federal Rural de Pernambuco,
organizados em blocos casualizados, com cinco repeticdes, com 0s seguintes tratamentos: i-
dez co-inoculagdes de BPCP e FMA,; ii- trés concentracdes de NaCl (0, 40 e 80 mM); e iii- dois
controles com inoculacdo de FMA e sem inoculagdo. O experimento foi colhido aos 53 dias
apos o plantio. Foram analisados os parametros da promocao crescimento de planta, altura (Alt),
diametro do caule (DC), area foliar total (AFT), massa seca da parte aérea (MSPA), 0s
pardmetros fisiologicos, transientes da fluorescéncia da clorofila a, potencial hidrico (Yw),
potencial osmotico (Ws) e vazamento eletrolitos (VE), e a alocacdo de sais na parte aérea da
planta pelos elementos quimicos cloreto, sodio e potassio e a colonizagdo micorrizica. Os
resultados por efeitos separados mostraram que o estresse salino reduziu significativamente o
crescimento do milho e seus atributos fisioldégicos. No entanto, as co-inoculacGes de 28-
10+FMA e 43+FMA, respectivamente, aumentaram significativamente o crescimento da AFT
e da MSPA comparado com o controle de FMA, e um destaque significativo de 28-10+FMA
na MSPA comparado com o controle sem inoculacdo. Além disso, as co-inoculactes de BPCP
e FMA diminuiram os efeitos de sais pelos parametros da fluorescéncia da clorofila a, exceto a
fluorescéncia inicial, sendo mantida tolerante a capacidade fotossintética do fotossistema 1l
(PSII) sob estresse salino. Além disso, mantiveram tolerante a planta do milho em Ws reduzido,
sendo com maior tolerancia pelas co-inculagbes 24-1+FMA, 28-10+FMA e 28-7+FMA, e de
FMA comparado com o controle sem inoculagdo. Por outro lado, 0 Ww e VE néo apresentaram
diferenca significativa em seus respectivos valores entre os tratamentos e as concentracdes de
NaCl. Para a alocagdo de sais na parte aérea do milho, observou-se um aumento significativo
na concentracdo de CI, Na" e Na*/K* e, consequentemente, uma diminuicdo no fon K* e da
razdo K*/Na" com o aumento da concentracdo de NaCl de 0 para 40 e 80 mM. Porém, as co-
inoculacdes de BPCP e FMA reduziram as concentracdes de CI,, Na* e Na*/K* exceto as co-
inoculacdes 43+FMA e 59-3+FMA que foram tolerantes ao alto nivel de CI" e da razdo Na*/K".
Assim, as co-inoculagdes aumentaram a razdo K*/Na* e favorecidas o bom desinvolvimento do
milho com melhor absorcdo do K* para a planta. Além disso, as co-inoculacGes 28-10+FMA,
43+FMA, 52+FMA, 70+FMA e 85+ FMA apresentaram as melhores coloniza¢des micorrizicas
que nao foram significativas comparado com o controle de FMA que foi reduzida sobre estresse
salino. No presente estudo testou-se dez bactérias combinadas com a FMA, e as combinacdes
que apresentaram os melhores resultados foram a 28-10, 43, 28-7, 24-1 e 85. Sendo assim, por
aliviar o estresse salino em milho, a co-inoculacdo dessas bactérias com o FMA serd testada em
experimentos com solo néo esteril.

Palavras-chave: Etileno. ACC Deaminase. FMA. Co-inoculacéo.



Use of Plant Growth Promoting Bacteria and Arbuscular Mycorrhiza in Saline Stress
mitigation in Maize

ABSTRACT

The plant under saline stress conditions produces large amounts of ethylene, which
affects its growth and development. The objective of this work was to evaluate the effect of
inoculation of plant growth promoting bacteria (PGPB) and ACC deaminase producers
combined with arbuscular mycorrhizal fungus (AMF) (Rizhopagus clarus) on the growth and
development of maize (Zea mays L.) in saline stress conditions. The experiment was carried
out in a greenhouse at the Federal Rural University of Pernambuco, organized in randomized
blocks, with five replications, with the following treatments: i- ten co-inoculations of PGPB
and AMF,; ii- three concentrations of NaCl (0, 40 and 80 mM); and iii- two controls with AMF
inoculation and without inoculation. The experiment has harvested 53 days after planting. This
study was based on analyzes of plant biometrics as height (Alt), stem diameter (DC), total leaf
area (AFT), shoot dry mass (MSPA) and physiological parameters as transients of chlorophyll
a fluorescence, water potential (Ww), osmotic potential (\¥'s) and electrolyte leakage (VE). In
addition, allocation of salts in shoot of plant by the chemical elements chloride, sodium,
potassium, and mycorrhizal colonization have analyzed. The results by separate effects showed
that salt stress significantly reduced maize growth and its physiological attributes. However,
co-inoculations of 28-10+ AMF and 43+ AMF respectively significantly increased the growth
of AFT and MSPA compared to the AMF control, and a significant enhancement of 28-10+
AMF in MSPA compared to the control without inoculation. Moreover, the co-inoculations of
PGPB and AMF reduced the effects of salts by the fluorescence parameters of chlorophyll a,
except for the initial fluorescence, and maintained tolerant photosynthetic capacity of
photosystem 1l (PSII) under saline stress. Furthermore, the co-inculations 24-1+AMF, 28-
10+AMF and 28-7+AMF kept the maize plant tolerant at reduced Ws; same observation was
made of AMF compared to the control without inoculation. On the other hand, ¥w and VE
showed no significant difference in their respective values between treatments and NaCl
concentration. For the salts allocation in shoots maize, a significant increase in the
concentration of CI', Na" and Na*/K* was observed, consequently a decrease in the K* ion and
the K*/Na" ratio with the increase of the NaCl concentration from 0 to 40 and 80 mM. However,
the PGPB and AMF co-inoculations reduced the CI,, Na" and Na*/K" concentrations, except
for the 43+ AMF and 59-3+ AMF co-inoculations, which were tolerant to the high level of CI
and Na*/K+ ratio. Thus, the co-inoculations increased the K*/Na* ratio and favored the good
development of corn with better absorption of K* by the plant. Furthermore, the 28-10+ AMF,
43+ AMF, 52+ AMF, 70+ AMF, and 85+ AMF co-inoculations showed improved mycorrhizal
colonization that was not significant compared to the control AMF which was reduced under
salt stress. In the present study, ten bacteria combined with AMF were tested, and the
combinations that showed the best results were 28-10, 43, 28-7, 24-1 and 85. The co-inoculation
of these bacteria with AMF will been tested in experiments with non-sterile soil.

Keywords: Ethylene. ACC Deaminase. AMF. Co-inoculation.
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1 INTRODUCAO

Em qualquer regido ou lugar do mundo existem grandes areas salinas que sdo de origem
natural ou antrdépica, podendo, com o passar do tempo, afetar a produtividade agricola pela
degradacédo do solo. Os solos dessas areas possuem um nivel de salinidade cuja concentracdo
em condutividade pode atingir mais de 4 dS/m e podem ser encontrados em regides aridas e
semiaridas comumente irrigaveis, como acontece na regido nordeste do Brasil.

A salinidade nessas areas é um tipo de estresse abidtico que afeta a planta e esta produz
altos niveis de concentracao de seus principais hormoénios como as auxinas e etileno, o qual em
baixa concentragdo contribui para o crescimento e desenvolvimento da planta. Entretanto,
guando o etileno é produzido em grandes quantidades atua como um inibidor do comprimento
das raizes, causando senescéncia e abscisdo. Além disso, esse horménio ativa o sistema de
defesa da planta, inibindo os processos de nodulacdo e a micorrizagao.

As bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP) podem favorecer o
desenvolvimento vegetal pela producdo de fitormonios, siderdforos, antioxidantes,
exopolissacarideos (EPS), ACC deaminase, melhorando a absorcdo de nutrientes, resisténcia
sistémica induzida (RSI), producdo de &cido inole-3-acetico (AlA), solubilizacdo de fosfato,
fixacdo bioldgica de nitrogénio e formagdo de biofilme. A enzima ACC deaminase cliva o
etileno reduzindo seus niveis nos tecidos das plantas e, assim, este mecanismo reduz as
manifestacBes de estresse, permitindo um melhor desenvolvimento da planta e uma melhor
nodulacdo e micorrizagéo.

A micorriza realiza com a raiz vegetal uma interacdo simbidtica mutualista
essencialmente importante para a manutencdo da vida na terra. Estudos realizados na regido
nordeste, envolvendo a interacdo tripartide planta-BPCP-micorriza sao escassos e merecem a

méaxima atencdo, devido ao aumento gradativo de areas desertificadas.

1.1 Hipdteses
. A inoculagdo de BPCP produtoras de ACC deaminase combinado com a FMA

favorecem o crescimento da planta e seus parametros fisioldgicos.

. A co-inoculagéo de BPCP produtoras de ACC deaminase e de FMA auxilia no alivio do

estresse causado pelo sal, favorecendo o desenvolvimento das plantas.
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1.2 Objetivos

1.2.1 Geral

Avaliar o efeito da inoculacdo de bactérias promotoras de crescimento de plantas
produtoras de ACC deaminase e fungo micorrizico arbuscular, além do potencial efeito
sinérgico entre eles, no crescimento e desenvolvimento do milho em condigdes de estresse

salino.

1.2.2 Especificos

. Avaliar a promocéo de crescimento em planta de milho co-inoculada com BPCP
produtoras de ACC deaminase e FMA em condicdes de estresse salino.

. Avaliar o potencial hidrico, potencial osmotico, vazamento eletrolitico e
fluorescéncia da clorofila a em milho co-inoculado com BPCP produtoras de ACC deaminase
e FMA.

. Avaliar a colonizacdo micorrizica arbuscular no milho co-inoculada com BPCP

produtoras de ACC deaminase e FMA em condicdes de estresse salino.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Estresse salino

Os solos afetados por sais sdo principalmente das regides aridas e semiaridas de baixa
precipitacdo pluviométrica e alta evapotranspiracdo (GHEYI et al., 2016). Representam
aproximadamente 7 % da area total da Terra, com cerca de 23 % de suas terras agricolas
cultivadas e quase 50 % de suas terras irrigadas (BRADY; WEIL, 2016). No Brasil, os solos
salinos sdo encontrados em maior parte na regido Nordeste, com uma estimativa de 25 % das
areas irrigadas (GHEYI, 2000).

Um solo é considerado salino quando apresenta uma condutividade elétrica igual ou
superior a 4 ds/m a 25° C (USSL Staff, 1954) e apresenta uma percentagem de Na* trocavel
(PST) inferior a 15 % e um pH menor que 8,5 (GHEY | et al., 2016). Os principais sais soluveis
no solo s&o os cations: sodio (Na*), clcio (Ca?"), magnésio (Mg?*), potassio (K*), e os anions:
cloreto (CI), sulfato (SO4%), bicarbonato (HCOs ), carbonato (COs %), e nitrato (NOs )
(ZAMAN et al., 2018). Os sais soluveis como sodio, célcio e cloretos de magnésio com altas

concentragdes, aumentam a condutividade elétrica dos solos salinos, porém o cloreto de sédio
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fornece a maioria dos sais soltveis nos solos com problemas de salinidade (SAIRAM et al.,
2016; OROZCO-MOSQUEDA et al., 2020).

Na forma natural, os sais solGveis nos solos originam-se do intemperismo de minerais
primarios nas rochas e materiais de origem (BRADY; WEIL, 2016), alem de acimulo de sais
transportados dos oceanos pelos ventos (PEDROTTI et al., 2015). Muitos solos sdo afetados
por sais, devido as mudangas no balango hidrico local, geralmente ocasionados pelas atividades
humanas, por manejo inadequado da agua da drenagem (BRADY; WEIL, 2016) e do solo, e é
chamado salinizacdo secundaria ou induzida (PEDROTTI et al., 2015).

O estresse nas plantas se refere as condi¢Bes externas desfavoraveis ao seu crescimento,
desenvolvimento e produtividade (VERMA et al., 2013; GULL et al., 2019). O estresse na
planta geralmente reflete algumas mudancas repentinas em condicdo ambiental e pode ser
dividido em duas categorias: abiotico e biotico (GULL et al., 2019). Os estresses bioticos
incluem danos ou infecgdes causadas por varias pragas ou patdgenos, e os abidticos incluem a
seca, a salinidade, a temperatura, metais pesados, e outros contaminantes organicos (KUMAR
et al., 2020).

Segundo Numan et al. (2018), a definicdo do estresse salino é a pressdo osmatica
exercida sobre as plantas quando estdo crescendo em um péantano salgado ou sob outras
condigdes excessivamente salinas. Deste modo, a planta sob estresse salino sofre varias
mudancas morfoldgicas, fisiologicas e moleculares, que impedem o0 seu crescimento e
desenvolvimento. Assim, a alta concentracdo de sal afeta as atividades enzimaticas, condutancia
estomatica, a taxa de fotossintese, diminuindo a clorofila nas folhas, na &rea foliar e eficiéncia
fotossintética (KUMA; VERMA, 2018).

Segundo Horie et al. (2012), a planta enfrenta dois grandes estresses sob alta salinidade:
0 estresse osmotico e ibnico. O estresse i6nico leva a um afluxo excessivo de ions de sodio,
com um consequente efluxo geral de ions de potassio. Os efeitos adversos da salinidade nas
plantas incluem estresse osmotico relacionado a dificuldade de absor¢édo de &gua e toxicidade
ibnica, que esta associada tanto a restricbes de nutrientes quanto ao estresse oxidativo
(SHRIVASTAVA; KUMAR, 2015; LUDWICZAK et al., 2021). O estresse osmético leva a
desidratacdo e ao acUmulo de sais no solo ao redor das raizes das plantas, afetando
adversamente o alongamento celular e o desenvolvimento das gemas laterais. O estresse salino
provoca uma reducdo no potencial osmotico, ocasionando distdrbios nas relagdes hidricas,
alteracdes na absorcdo e utilizacdo de nutrientes essenciais (OLIVEIRA et al., 2014), nas

funcdes fisiologicas, causando o fechamento parcial dos estbmatos, limitando a assimilacéo de
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CO:- e reduzindo a fotossintese, consequentemente o rendimento das culturas (TAIZ et al., 2017,
RODRIGUES et al., 2020).

O estresse i6nico resulta em senescéncia prematura de folhas mais velhas e em sintomas
de toxicidade (clorose, necrose) em folhas maduras devido ao alto teor de Na* que afeta as
plantas, interrompendo a sintese de proteinas e interferindo na atividade enzimatica
(HASEGAWA et al., 2000; MUNNS, 2002; MUNNS; TERMAAT, 1986). A toxicidade idnica
de Na* e CI™ afeta a absorcdo de nutrientes como Ca* e K* que leva ao desequilibrio nutricional
nas plantas (ACOSTA-MOTOS et al., 2017; MISHRA et al., 2021). Assim, 0 excesso de NaCl
inibe o crescimento das plantas tanto na parte aérea quanto nas raizes (JAMIL; RHA, 2004;
AJITHKUMAR; IBADAPBIANGSHYLLA,2017; LUDWICZAK et al., 2021). O estresse
salino ou oxidativo aumenta a producéo de espécies reativas de oxigénio (ERO), que danificam
as células de membranas, proteinas, lipidios e acidos nucleicos e pode também induzir a morte
programada da célula (KUMAR et al., 2018).

2.2 Etileno nas plantas

O etileno é um fitohormonio gasoso e o primeiro desta classe a ser descoberto. E um géas
simples biosintetizado pelas plantas para regular o desenvolvimento, o0 crescimento e as
respostas ao estresse por meio das vias de sinalizagdo (BINDER, 2020), sendo produzido em
grandes quantidades quando a planta estd em condi¢cfes de estresse. Essa alta producdo de
etileno atua como inibidor dos processos de comprimentos das raizes; causando o amarelamento
das folhas, a senescéncia de varios 6rgdos, abcisdo de folhas, pétalas e flores; assim como a
morte prematura do vegetal (ZAHIR et al., 2009; OROZCO-MOSQUEDA et al., 2020). O
etileno desempenha um papel fundamental nas interacfes plantas-rizobios, inibindo a formagéo
de nodulos nas raizes de leguminosas €, portanto, provoca uma reducéo na fixacdo biologica de
nitrogénio (GLICK, 2014; KONG et al., 2015; NASCIMENTO et al., 2016a, 2016b; OROZCO-
MOSQUEDA et al., 2020). Além disso, o etileno em concentracdes elevadas inibe o
crescimento intraradicular de fungos micorrizicos arbusculares (FMA) (FRACETTO et al.,
2013; MARTIN-RODRIGUEZ et al, 2011; ZSOGON et al., 2008; VALADARES, 2013), 0s
quais sdo essenciais na disponibilizacdo de fosforo a planta.

A biossintese do etileno nas plantas superiores é formada pela via do aminoacido
metionina, o qual é convertido em S-adenosil metionina (SAM) pela enzima SAM sintetase.
Posteriormente, a SAM ¢é convertida em ACC, o precursor direto do etileno, em 5-
metiltioadenosina (MTA) pela enzima ACC sintase (ACS). A MTA ¢ reconvertida em

metionina por uma série de rea¢fes bioquimicas, descritas como o ciclo de Yang, que
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reabastecem o pool de metionina disponivel. Finalmente, a enzima ACC oxidase (ACO)
converte o ACC em etileno, cianeto de hidrogénio (HCN) e dioxido de carbono (CO32)
(NASCIMENTO, 2018). O ACC pode entdo ser convertido para 1-(malonilamino)
ciclopropano-1-carboxilico (MACC) pela enzima ACC N-Malonil transferase, ou para o
produto final, etileno, pela enzima 1-aminociclopropano-1-carboxilato oxidase (BRIGIDO et
al., 2015).

As condicdes de estresse e a presenca de fitohormonios, como a auxina e o préprio ET,
estdo entre os principais indutores de mudancas transcricionais nos genes ACS nas etapas de
desenvolvimento de plantas (WANG et al., 2005; VANDERSTRAETEN; VAN DER
STRAETEN, 2017; NASCIMENTO et al., 2018). Por outro lado, a enzima ACO ¢ induzida em
varios tecidos vegetais por numerosos tratamentos, tais como, ferimentos, etrel (um composto
liquido que é transformado em ET), Fe?*, &cido 2,4-diclorofenoxiacético e ACC. Além disso, a
inducdo da expressdo do gene ACO ¢ feita por estresses biodticos e abidticos (DORLING;
MCMANUS, 2012; NASCIMENTO et al., 2018).

A via de sinalizacdo do etileno foi predominantemente delineada por pesquisas em
Arabidopsis thaliana e ocorre de forma semelhante em varias outras plantas (GALLIE, 2015;
BINDER, 2020), sendo normalmente aplicavel a outras espécies (GALLIE, 2015; JU et al.,
2015; SHULAEYV et al., 2011; KLEE et al., 2011; BANKS et al., 2011; BINDER, 2020).
Portanto, os componentes-chave revelados para a sinalizacdo do etileno, incluem uma familia
de receptores com cinco isoformas: resposta de etileno 1 (RET1), sensor de resposta de etileno
1 (SRE1), RET2, SREZ2; e etileno Insensivel 4 (EIN4) (BLEECKER et al., 1988; CHANG et
al., 1993; HUA et al., 1995; 1998; SAKAI et al., 1998; BINDER, 2020), uma quinase proteica,
chamada de resposta tripla constitutiva 1 (RTC1), uma proteina transmembrana ligada ao RE
de atividade bioguimica desconhecida, chamada ethylene-insensitive 2 (EIN2), e fatores de
transcri¢do (FT), tais como EIN3, EILs e fatores de resposta ao etileno (FREsS).

Na auséncia de etileno, os receptores ativam o (RTC1), que regula negativamente a
sinalizacéo a jusante (HALL et al., 1999, BINDER, 2020). O etileno age como um antagonista
inverso, inibindo seus receptores, resultando em menor atividade (RTC1), o que libera a
inibicdo do EIN2. O EIN2 altera a transcricao e a tradugdo, levando a maioria das respostas de
etileno. Na presenca de etileno, os receptores séo inibidos, levando a uma menor fosforilagdo
de EIN2 por (RTC1) (BINDER, 2020).

Interacdo entre etileno e horménios determinam o desenvolvimento dos 6rgdos das
plantas: folhas, flores e frutas. A senescéncia das folhas é afetada pelo conteudo de auxinas e
pela biossintese de etileno (FERRANTE; FRANCINI, 2006; IQBAL et al., 2017). Por exemplo,
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se a concentracdo de auxina diminui, a sensibilidade do tecido ao etileno aumenta, assim como
a sua biossintese (BROWN, 1997; IQBAL et al., 2017). Entretanto, o equilibrio entre o etileno
e a auxina é crucial para a regulacdo da abcisdo foliar. Assim, aplicacGes exdgenas de
horménios regulam a expressdo dos genes relacionados as vias biossintéticas do etileno e
auxina, retardando ou antecipando a senescéncia e a abcisdo das folhas.

Geralmente, o etileno inibe a floragdo em muitas espécies vegetais. Entretanto, as
auxinas podem influenciar a floracao das plantas, afetando a evolucéo do etileno (IQBAL et al.,
2017). O etileno é um elemento-chave do envelhecimento das plantas, incluindo
amadurecimento de frutas, e senescéncia de flores e folhas (ABELES et al., 1992; IQBAL et
al., 2017). As auxinas participam no desenvolvimento dos frutos e inibem seu amadurecimento
(IQBAL etal., 2017).

2.3 Controle do estresse pela ACC deaminase

A enzima ACC deaminase foi caracterizada pela primeira vez a partir do isolamento da
estirpe ACP de Pseudomonas sp. (HONMA; SHIMOMURA, 1978; BRIGIDO et al., 2015) que
é capaz de clivar o ACC, precursor imediato do etileno em todas as plantas superiores
produzindo a-cetobutirado e aménia (HONMA; SHIMOMURA, 1978), reduzindo o0s niveis de
etileno nos tecidos das plantas (GLICK et al., 1998, 2007a, BRIGIDO et al., 2015). A
temperatura 6tima para a atividade da ACC deaminase é entre 25-35 °C e o pH ideal é 8,5
(HONMA; SHIMOMURA, 1978; JACOBSON et al., 1994; JIA et al., 1999; BRIGIDO et al.,
2015).

A enzima ACC deaminase é codificada por um Unico gene, denominado acdS, que é
difundido em bactérias associadas a plantas, incluindo simbiontes como a rizosfera, geralmente
das bactérias promotoras do crescimento de plantas (BPCP) rizosféricas e endéfiticas como a
P. syingae ou Ralstonia solanacearum (NASCIMENTO et al., 2014; 2018).

BPCP produzem ACC deaminase e sintetizam AIA, sendo capazes de auxilar o
crescimento das plantas. Deste modo, um modelo foi descrito para ilustrar o sinergismo entre a
atividade de ACC deaminase e AIA na reducdo do etileno, promovendo o crescimento de
plantas (GLICK et al. 1995, 2007; GAMALERO; GLICK, 2010) (Figura 1). Neste modelo, o
aminodcido triptofano é excluido pelas raizes das plantas e depois retomado pela BPCP ligada
as raizes e convertido em AIA (GLICK et al., 2012). O AIA bacteriano induz a planta a
sintetizar mais ACC, estimulando, ao mesmo tempo, a exsuda¢do de ACC da planta. Além
disso, a quantidade de ACC fora das raizes ou das sementes é reduzida para manter o equilibrio

entre as raizes internas e niveis externos, e mais ACC sera secretado, acarretando uma menor
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quantidade de ACC disponivel dentro de tecidos vegetais que estdo disponiveis para oxidacdo
ao etileno. Sendo assim, o nivel de ACC diminui dentro as células da planta, e o efeito inibitorio
do estresse de etileno no alongamento das raizes é reduzido (GLICK 1995a; BRIGIDO et al.,
2015).

Figura 1.- Representacdo da biossintese de etileno, onde S -adenosil- L -metionina (SAM) é
convertido em 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) pela enzima ACC synthase (ACS),

O ACC e convertido em etileno por 1-aminociclopropano-1-carboxilato oxidase.
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Durante a biossintese do acido acético Indole-3 (AlA), as raizes das plantas secretam o aminoacido triptofano e
depois retomado pela BPCP ligada as raizes e convertido em AlA. O AlA bacteriano induz a planta, sintetiza mais
ACC, estimulando a exsuda¢do de ACC da planta e, tem sua quantidade reduzida, assim como o etileno na planta.
A biossintese do acido acético Indole-3 (AlA), tanto em bactérias como em plantas, é um processo complexo
multi-enzima/proteina, assim como a transduc&o do sinal IAA (Adaptada de GLICK, 2014; BRIGIDO et al., 2015;
OROZCO-MOSQUEDA et al., 2020).

2.3 Bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP)

Lorenz Hiltner definiu o termo "rizosfera” como o espaco do solo em torno da raiz da
planta habitada por uma comunidade microbiana que € influenciada por substancias secretadas
pela raiz (HILTNER, 1904; HARTMANN et al., 2008; CARDOSO; ANDREOTE, 2016). O
termo “rizobactérias™ foi introduzido primeiramente por Kloepper e Schroth (1978) para

caraterizar a comunidade bacteriana envolvendo nas raizes e que melhoram o crescimento das
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plantas (RAIl; NABTI, 2019). Essas bactérias sdo denominadas “bactérias promotoras de
crescimento de plantas (BPCP)” e ¢ originado de “Rizobactérias promotoras de crescimento de
plantas (RPCP)”.

As BPCP séo reconhecidas pelo aumento do crescimento e desenvolvimento da planta
pela produgédo de hormdnios (KUMAR et al., 2020), que s&o substancias essenciais para 0s
processos fisioldgicos que promovem a formacgédo de novos tecidos e acarretam a formacao das
raizes, folhas, flores, frutos e sementes (ZUFFO; AGUILERA, 2020). Os principais grupos de
reguladores vegetais ou hormdnios mais utilizados nos diferentes sistemas de producédo vegetal
sdo as auxinas, giberelinas, citocininas, &cido abscisico e etileno (TAIZ; ZEIGER, 2017,
ZUFFO; AGUILERA, 2020), bem como &cido indole-3-butirico (13B) e acido inole-3-acetico
(AlA) dentro o grupo de auxinas, e etileno.

As BPCP evoluindo na rizosfera aumenta o crescimento das plantas por varios
mecanismos (OLANREWAJU et al., 2017; MISHRA et al., 2018; 2021). Estes mecanismos
incluem a producdo de fitohorménios, sider6foros, antioxidantes, exopolissacarideos (EPS),
enzimas tais como 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) deaminase, melhor absorcao de
nutrientes, e resisténcia sistémica induzida (ISR) sob estresse salino (NUMAN et al., 2018,
MISHRA et al., 2021). Também, incluem os mecanismos, tais como a producdo de &cido inole-
3-acetico (AlA), solubilizacdo de fosfato, fixacdo bioldgica de nitrogénio (COHEN et al., 2015;
PATHAK et al., 2017; SHAHI et al., 2011, ARAUJO et al., 2020), e a formagéo de biofilme
(TIMMUSK et al., 2014; ARAUJO et al., 2020).

Pourbabaee et al. (2016) observaram a estirpe halotolerante de Bacillus mojavensis K78,
isolada em solos rizosféricos do Ird, que contém atividade de deaminase ACC deaminase, foi
capaz de aumentar 0 peso seco, o teor de clorofila e nutrientes nas plantas de trigo que foram
cultivadas sob condicbes de estresse salino. Aradjo et al. (2020) avaliaram o potencial de
isolados bacterianos na promocédo do crescimento de Zea mays L. sob condic¢des de estresse
hidrico e observaram que os produtores de ACC deaminase aumentaram significativamente o
comprimento do caule, biomassa seca da parte area e biomassa seca da raiz, e em resposta,

aumentou o aporte de agua e nutriente para as plantas por alongamento da raiz.

2.5 Fungos Micorrizicos Arbusculares
Micorriza, que advém do grego myc, “fungo” ¢ riza , “raiz” é um termo proposto em
1885 pelo botanico Albert Bernhard Frank, descrevendo a interagdo simbiotica mutualista entre
plantas e fungos do solo (VALADARES; MESCOLOTTI; CARDOSO, 2016). Esta interacdo
simbidtica micorrizico arbuscular data de 460 milhGes de anos (REDECKER, 2000; PONS et
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al., 2020), e é denominada Fungos Micorrizicos Arbusculares (FMA). A maioria das espécies
de FMA pertence ao subfilo Glomeromycota, do filo Mucoromycota (SPATAFORA et al.,
2016; BEGUM et al.,, 2019). De forma natural, FMA encontram-se em uma associacdo
simbiotica com raizes de 80 % de plantas terrestes (SMITH; READ, 2008; EVELIN et al.,
2019).

Em angiospermas, FMA colonizam o cdrtex radicular interno de sua hospedeira para
desenvolver estruturas ramificadas intracelulares chamadas arbdculos, que s@o os principais
locais de troca de nutrientes entre a planta e o fungo (SMITH, 2008; KEYMER, 2018; PONS,
2020). Portanto, FMA sédo fungos biotroficos obrigatorios que precisam exclusivamente do
carbono sob a forma de lipidios e aclcares de suas plantas hospedeiras para sustentar seu
crescimento, desenvolvimento e funcdo (BAGO et al., 2003; HELBER et al., 2011; JIANG et
al., 2017; LUGINBUEHL et al., 2017; FENG, 2020). Em troca, FMA sdo capazes de ajudar
suas plantas hospedeiras a crescer sob uma variedade de condicbes de estresse abidtico,
mediante a uma série de comunicac6es de sinais complexos e melhorando a troca de multiplas
substancias entre parceiros, o que leva aos tracos fisioldgico-bioquimicos aprimorados e ao
aumento da absorcdo de nutrientes e agua (BITTERLICH et al., 2018; BEGUM et al., 2019;
EVELIN et al., 2019; FENG, 2020).

Muitos autores descreveram que a simbiose fungica promove uma maior resisténcia a
varios estresses, incluindo seca, salinidade, herbivoros, temperatura, metais e doencas
(RODRIGUEZ et al., 2008; AHANGER et al., 2014; SALAM et al., 2017; BEGUM, 2019).
FMA estdo estruturados em vesiculas, arbusculas e hifas nas raizes, além de esporos e hifas na
rizosfera. FMA com raizes de plantas formam uma rede hifalica melhorando significativamente
0 acesso das raizes a uma grande superficie de solo de plantas (BOWLES et al., 2016; BEGUM,
2019). Assim, FMA melhora a nutri¢do das plantas, aumentando a disponibilidade, bem como
a translocagdo de vérios nutrientes (ROUPHAEL et al., 2015; BEGUM, 2019). Os FMA
também auxiliam na melhoria fisica do solo, secretando um composto proteico, a glomalina,
que ajuda na agregacao do solo, estimulando o ciclo dos nutrientes (MARDUKHI et al., 2011;
SAGAR et al., 2021). As hifas fangicas podem intensificar o processo de decomposi¢do de
matéria organica do solo (PATERSON et al., 2016; BEGUM, 2019). Além disso, fungos
micorrizicos interferem na fixacdo atmosférica de CO: pela planta hospedeira, aumentando o
movimento dos fotoassimilados desde as partes aéreas até as raizes (BEGUM, 2019).

Os FMA sdo conhecidos por promover tolerdncia a salinizagdo usando varios
mecanismos, tais como a melhoria da eficiéncia no uso da agua e aquisi¢do de nutrientes atraves

producdo de hormonios de crescimento e reguladores de plantas, melhorando a taxa



22

fotossintética, equilibrando o equilibrio i6nico e produzindo antioxidantes (SAGAR et al.,
2021; EVELIN et al., 2019; CAMPANELLI et al., 2013; WU et al., 2010). Por outro lado, a
producdo de altos niveis de fitohorménios pelas plantas pode inibir a colonizacédo e habilidade
dos FMA em condicdes de estresse salino (PONS et al., 2020). O etileno, em altas
concentragdes, pode estimular a senescéncia do sistema radicular, e afeta a colonizagdo dos
FMA (FRACETTO et al., 2013; 2017). Segundo Foo et al. (2016), o etileno desempenha
papéis inibitorios ao desenvolvimento dos FMA com altas concentraces produzidas pelas
plantas sob condicdes de estresse.

Os FMA séo capazes de promover o crescimento e sdo resistentes a estresses biodticos e
abidticos, devido a maior absorcdo de nutrientes, com destaque para o fésforo (P) (SMITH ;
READ, 2008; ALEXANDRE et al., 2021). Os FMA do género Rhizophagus como espécies
Glomus (SCHUBLER; WALKER, 2010; OLIVEIRA et al., 2022) podem sobreviver e se
multiplicar em ecossistemas semiaridos, mesmo em condi¢6es de baixa disponibilidade hidrica
(OMIROU et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2022), e Rhizophagus clarus produz esporos maiores
gue outras espécies, como R. irregularis e R. intraradices (INVAM, 2022; OLIVEIRA et al.,
2022). O FMA Rhizophagus clarus co-inoculado com Bacillus subtilis como rizobactéria
promotora de crescimento vegetal (PGPR) na fase de producdo de mudas de teca com
possibilidade de melhorar o desenvolvimento de plantacbes comerciais em condi¢es de campo
teve colonizacgdo radicular em torno 60% aos 90 dias ap6s o plantio (ALEXANDRE et al.,
2021).

Liu et al. (2023) foram determinados os papéis multifacetados de uma nova combinacao
de espécies de FMA Rhizophagus irregularis SA, Rhizophagus clarus BEG142, Glomus
lamellosum ON393 e Funneliformis mosseae BEG95 (1: 1: 1: 1, p/p/p/p) na toleréncia ao
estresse ambiental em plantas de amendoim. Assim, O amendoim tratado com FMA mostrou
obviamente uma melhor adaptabilidade ao estresse salino, seco e frio, respectivamente, o que
dependeu em grande parte do crescimento melhorado da planta nas partes acima e abaixo do
solo das plantas.

As interacdes planta-fungo ocorrem na zona do solo ao redor das raizes e hifas fungicas,
denominada micorrizosfera (JOHANSSON et al., 2004; NADEEM et al., 2014). Nesta zona, 0
fungo também interage com outros microorganismos, como bactérias, e a interagdo sinérgica
entre eles ndo apenas promove o crescimento da planta, mas também aumenta a populacgdo de
cada um (ARTURSSON et al., 2006; YUSRAN et al., 2009; NADEEM et al., 2014).

Vérias bactérias relatadas como boas colonizadoras de raizes, por exemplo, algumas

Pseudomonas spp., também sdo capazes de aderir as superficies de hifas de fungos micorrizicos
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arbusculares. Uma maneira possivel pela qual a adesdo poderia beneficiar para ambos parceiros
seria por meio da facilitacdo de certas interagdes metabdlicas, como troca de nutrientes e
carbono, e isso dependeria do contato celular proximo entre os componentes bacterianos e
fangicos (ARTURSSON et al., 2006).

Portanto, as bactérias fixadoras de nitrogénio sdo conhecidas por melhorar a
biodisponibilidade de nitrogénio para as plantas, e essa capacidade pode ser aumentada quando
as plantas também séo colonizadas por FMA (BAREA et al., 2002; ARTURSSON et al., 2006).

As bactérias também podem apoiar a simbiose da micorriza arburculares aumentando o
fosfato biodisponivel. Em solo com baixa biodisponibilidade de P, bactérias solubilizadoras de
fosfato de vida livre podem liberar ions fosfato de compostos inorgénicos pouco sollveis e
compostos organicos de P no solo (KUCEY et al., 1989; ARTURSSON et al., 2006), e assim,
contribuir com um aumento do pool de fosfato do solo disponivel para as hifas de FMA
extrarradicais passarem para a planta (SMITH; READ, 1997, ARTURSSON et al., 2006).

Varios estudos também revelaram que a inoculagdo de FMA melhorou a tolerancia das
culturas ao estresse ambiental por meio da regulacdo da comunidade microbiana da rizosfera e
da simulacédo de osmdlitos em suas plantas hospedeiras (LENOIR et al., 2016; Cl et al., 2021;
LIU etal., 2023)

De fato, pesquisadores seguem produzindo estudos sobre o potencial biotecnoldgico
dos FMA com objetivo de melhorar a compreensao da interacao e responder aos desafios para
uma agricultura sustentavel em relacao aos estresses abioticos e bidticos (SAGAR et al., 2021).
Assim, a co-inoculacdo da FMA com outras BPCP tém efeitos positivos sobre o crescimento
de varias plantas cultivadas. Normalmente, no aumento da producdo de agUcares soliveis,
acidos organicos, enzimas antioxidantes, e compostos para a extracdo de ERO, reduzindo os
niveis de Na* em plantas sujeitas ao estresse salino (HASSANI, 2014, SAGAR et al., 2021).

2.6 Cultura do Milho

O milho é caracterizado por orden Gramineae, familia Poaceae, género Zea e espécie
(Zea mays L.) (BARROS; GALADO, 2014). O milho ¢ cultivado globalmente em regides
tropicais e temperadas, tais como as Américas, Asia Oriental, Asia do Sul, Sudeste Asiético,
Unido Européia, entre outras. E o cereal de alto teor de amido, com a maior producéo e fornece
mais de 85% do amido produzido em todo o mundo (ZHANG et al., 2021).

A producdo mundial do milho projetada para 2022/2023 terd uma area estimada em
201.28 milhdes de hectares e producéo total de 1.155,93 milhdes de toneladas de peso de gréos,

estando o EUA em primeiro lugar com 348.75 milhdes de toneladas, seguido pela China com
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277.20 milhdes de toneladas e pelo Brasil com 125 milhGes de toneladas, a partir de dados
coletados até janeiro de 2023 (USDA, 2023).

No Brasil, a area total de terra cultivado em milho é estimada a 22.316,3 mil de hectares,
e de producdo de 125.062,4 mil de toneladas para as safras 2022/2023 com dados colhidos até
janeiro (CONAB,; ASB, 2023). Os estados do Centro-Oeste, com 148.474,4 mil toneladas de
graos sdo 0s maiores produtores do pais, seguido dos estados do Sul com uma estimativa de
90.391,5 mil toneladas, enquanto os estados do Nordeste, a producdo em safra é estimada em
28.382,0 mil toneladas (CONAB; ASB, 2023).

Nos principais pontos de producéo de milho no Nordeste encontra-se em primero lugar
a Bahia (BA) com 12.660,3 mil toneladas para uma area plantada equivale a 3.718,0 mil
hectares, seguido, respectivamente, de Maranhdo (MA) e de Piaui (Pl) com 7.143,3 mil
toneladas para uma area de 1.906,9 mil hectares e 6.356,1 mil toneladas para uma area de
1,813,8 mil hectares. A seguir, Sergipe (SE) com 998,7 mil toneladas para uma area equivale a
192,1 mil hectares. Em Pernambuco, a producdo total de milho est4 estimada em 258,5 mil
toneladas para uma area plantada equivale a 481,0 mil hectares, indicando produtividade média
de 537 quilos por hectare (CONAD, 2023). O valor econémico do milho ¢ de 86,76 R$/60Kg
com um aumento de 0,32 % comparado ao ano precedente (Noticias agricola, 2023).

O valor econdémico do milho ¢ de 86,76 R$/60Kg com um aumento de 0,32 %
comparado ao ano precedente (Noticias agricola, 2023). O milho verde tem valor econdmico
atual de 2,02 Reais para 1 Kg (CEASA-PE, 2023).

A cultivar de milho CMS 36, obtida a partir de polinizacdo aberta, desenvolvida por
pesquisadores do Instituto Agrondmico de Pernambuco (IPA), é recomendada para o semiérido.
E uma variedade de milho originaria da Embrapa Milho e Sorgo, encontrada a partir de
cruzamentos entre 18 linhagens selecionadas para solos acidos. Essa cultivar revelou-se bem
adaptada ao semiarido apds seis ciclos sucessivos de selecdo no IPA (Ficha técnica da cultivar
CMS 36, IPA). Essa cultivar é adaptada a ambiente desfavoravel e é tolerante a toxidez de
aluminio do solo (COELHO; VESTENA, 2010; PARENTONI, 1996; LOPES et al., 1987;
CNPMS, 1990).

Segundo a selecéo feita pelo IPA, a cultivar CMS-36 apresenta carateristicas de altura
média 230 cm e altura média de insercdo de espiga 120 cm. A quantidade media de dias para
atingir o florescimento é 65 dias, e o ciclo total (colheita) é 110 dias, a produtividade média
experimental é 2,500 a 4,500 Kg/ha, e 2,300 kg/ha para produtividade média de lavoura. O tipo
de grédo é meio dente, de cor amarela e, 0 peso médio de 100 sementes é de 32 g (CNPMS,
1990).
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O milho é considerado moderadamente sensivel a salinidade (MANCUSO, 2003; DE
VILLA et al., 2019). Assim, define-se sendo a salinidade limiar, um nivel de salinidade média
que pode ser tolerado pelas plantas sem afetar seu rendimento, e no qual o rendimento potencial
da cultura deve ser de 100 % (MAAS; HOFFMAN, 1977; CARVALHO, 2012). Um nivel de
sal atingindo 100 mmol L de NaCl reduz o crescimento do milho em aproximadamente 50%
na fase de muda (CAO et al., 2019; 2023). A sensibilidade do milho a salinidade esté associada
a maior incremento de Na* nas folhas. Um nivel salino superior a 0,25 M NaCl danifica as
plantas de milho e pode prejudicar o crescimento e causar murcha severa (MENEZES-
BENAVENTE et al., 2004).

Os efeitos de sais tém ocorréncia na deficiéncia de algum nutriente essencial como o
nitrogénio (N), fosforo (P) ou potassio (K), as atividades das enzimas Rubisco e PEP diminuem,
provocando o decréscimo da eficiéncia do ciclo fotossintético C4 (WEI et al., 2016). Devido
aisso, os produtores ainda tendem a aplicar grandes quantidades de fertilizantes para compensar
as deficiéncias nutricionais (HUNGRIA et al., 2010). Entretanto, muitos estudos tém
demonstrado que a interacdo de BPCP com plantas de milho tem sido benéfica em solos
afetados por sais.

Deste modo, Vanissa et al. (2020) mostraram que a inoculagdo com cada uma das seis
cepas de PGPR testadas em milho submetidas ao estresse salino e deficiéncia de P combinados,
aumentou significativamente o acimulo de biomassa tanto na parte aérea quanto nas raizes, e
promoveu o desenvolmimento da parte aérea e alongamento da raiz, melhorando,
consequentemente, o desempenho das plantas submetidas ao estresse salino e deficiéncia de P.

Shinde e Singhe (2017) relataram que plantas de milho submetidas ao estresse salino,
apresentaram maior biomassa e elevadas taxas de produtividade quando inoculadas com FMA
com respeito as plantas ndo inoculadas. No milho, o FMA Glomus etunicatum em parceria com
a BPCP Methylobacterium oryzae CBMB20, aumentaram a biomassa seca, a colonizagéo da
raiz, nutrientes nas plantas sob estresse salino; e reduziram a absor¢do de Na® em 41 %
(CAMERON etal., 2013; SAGAR et al., 2021).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Selecéo de cepas de BPCPs
Para realizagdo deste estudo foram utilizados 10 isolados de BPCP obtidas em um solo
oriundo de uma lagoa temporaria que nao sofreu alteracao antropica, localizada no distrito de
Veneza- municipio de Parnamirim — PE, Brasil (Tabela 1). As 10 BPCP que foram utilizadas
produzem a enzima ACC deaminase conforme os testes conduzidos em laboratério (ARAUJO
et al., 2020).

Tabela 1- Mecanismos de promocdo de crescimentosdos de plantas dos isolados
selecionados (10), para os testes de promogéo de crescimento de Zea mays L. obtidos do solo

rizosférico e do solo adjacente da Mimosa bimucronata em uma lagoa temporaria.

Mecanismos de promocao de crescimentos de planta

Isolados AlA IS EPS Biofilme ACC
24-1 Elevada X Media Média +
28-7 Elevada X Baixa Baixa +
28-10 Elevada X Baixa Baixa +
43 Média Baixo Baixa Baixa +
46-1 Elevada Baixo Média Baixa +
52 Alta Baixo Baixa Média +
59-3 Elevada Baixo Baixa Média +
70 Alta Baixo Meédia Baixa +
79-1 Elevada X Média Baixa +
85 Elevada Baixo Baixa Média +

Acido Indole-3 acético (AIA): 1 - 11ug.mL*(média); 11 - 50ug.mL™ (alta) e > 50pg.mL™
(elevada); indice de solubilizacdo (IS) : x (ndo solubiliza); IS < 2 mm (baixo); IS 2 —4 mm (médio)
e IS > 4 mm (alto); Exopolissacarideos (EPS): < 10mm (baixa producdo); 10 — 14mm (média
producdo) e > 14mm (alta producédo); Formagdo de biofilme (valores de absorbancia obtidos pela
densidade optica (DO)): DOssom 0,1 - 0,2 (Baixa formacao); DOssom 0,2 - 1,0 (Média formagéo) e
DOssom > 1 (Alta formacao); ACC: + (positivo) — (negativo).

3.2 Producéo do in6culo micorrizico
Para a producdo do in6culo micorrizico, esporos do fungo Rhizophagus clarus foram

multiplicados usando a areia lavada com vermiculita (1:1, v/v) autoclavada a 120°C por 1 hora,
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e o processo foi repetido apds 24 horas. Logo, o substrato foi transferido em vasos com
capacidade de 3 Kg, previamente desinfestados com hipoclorito de sédio a 0,5 % por 20
minutos. A semeadura do milho, sendo a planta hospedeira, foi realizada nesses vasos. As
sementes foram desinfestadas por imersdo em alcool 70 % por 3 minutos, hipoclorito de sodio
2 % por 7 minutos, alcool 70 % por mais 1 minuto, e foram lavadas com &gua destilada
esterilizada durante oito vezes sucessivas.

Apds o aparecimento da segunda folha verdadeira, foi adicionado aos vasos o material
propagativo dos fungos com aproximamente com 10 g de solo perto da raiz das plantas de milho
(Figura 2).

Figura 2.- Producao de Indculo micorricos arbusculares pela multiplicacdo de esporos do fungo

Rhizophagus clarus pelo cultivo de milho.

ApoGs 45 de crescimento do cultivo, as partes aéreas foram cortadas e mantidas sem
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irrigacdo por 15 dias, para estimular a esporulacdo dos fungos. O indculo foi composto de
substrato, hifas, esporos e restos vegetais derivados do ensaio de multiplicacdo de esporos. A
extracdo dos esporos foi feita pelo método de peneiramento imido, conforme a metodologia
descrita por Daniels e Skipper (1982). A quantidade de esporos de FMA inoculados foi contado
numa placa de petri de 40 campos visuais pelo miscroscopio estereoscopico € 0 nimero total
de esporos aplicados foi determinado apartir da média do 40 campos visuais multiplacado por
constante 289 e dividido por 10 gramos de solo obtido ap6s secagem de solo umido em estufa
(105 °C) até massa constante (DANIEL E SKIPPER, 1982). Uma média de 3 esporos foi
encontrada pelos 40 campos visuais resultando um valor de 86,7 esporos/g de solo, sejam 867

esporos /10 g de solos aplicado por vaso.

3.3 Montagem do ensaio em casa de vegetacao

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo na Universidade Federal Rural de
Pernambuco. A cultivar de milho CMS-36 foi utilizada, sendo as sementes de milho
desinfestadas superficialmente e inoculadas com cada isolado da colecdo de BPCP. As BPCP
foram inoculadas separadamente em tubos falcon com meio King B liquido (KING et al., 1954)
e submetidas a agitacdo (150 rpm) a 28 °C por 24 horas. O plantio foi realizado no dia 30 de
marco 2022, em vasos de 2 litros de capacidade, utilizando substrato estéril de areia e
vermiculita na proporcéo de 1:1, com 3 sementes por vaso. Cada semente recebeu a inoculagéo
de 1 mL (DOssonm = 0,1-0,2) do indculo bacteriano. Apos 8 dias foi realizado o desbaste,
deixando uma planta por vaso e a inoculacdo com a BPCP foi repetida. A inoculacdo com o
fungo micorrizico R. clarus foi realizada neste momento, adicionando o indculo
(aproximadamente 10 gramas) o qual foi constituido de uma mistura de solo, esporos fungicos
e fragmentos de hifas e raizes de milho colonizadas, obtidas de vasos de multiplicacéo.

A irrigacdo foi realizada com agua esterilizada a 120 °C no dia do plantio com 400 ml
para a saturacdo dos sacos contidos o substrato estéril de areia e vermiculita, e seguir em dias
alternadas com 100 ml. O controle sem inoculacdo assim como os tratamentos foram supridos
em nurientes pela irrigagdo com solugdo nutritiva de Hoagland Sarruge (1975). No dia de
aplicacdo da solucdo nutritiva e da solucdo salina, a metade de 100 ml foi aplicada
respectivamente para cada uma na manha e na tarde.

Para o estresse salino, trés diferentes concentragdes de NaCl (0 mM, 40 mM e 80 mM)
foram avaliadas. O estresse foi induzido ap6s 11 dias do plantio e foi mantido por 42 dias. Para
evitar o choque osmotico, o estresse salino foi induzido gradualmente a cada vaso em dias

alternados. A adi¢cdo de 20 mM de NaCl foi establecida para comecar, a partir da solugéo feita
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dessa quantidade de NaCl, a metade dela foi completada por 4gua para aplicacdo em planta com
100 ml da solugdo de NaCl. Seguindo da mesma forma para a concentracéo de 40 mM de NaCl
em dias alternados, e a partir do quinto dia foram aplicadas as concentra¢fes de NaCl de 40 e
80 mM para a respectiva concentracdo. Assim, a concentracao de sal desejada foi alcancada
apos cinco dias conforme a metodologia de Krishnamoorthy et al. (2016).

No experimento, os tratamentos foram arranjados em blocos casualizados, com cinco
repeticdes, com 0s seguintes tratamentos: i- dez co-inoculacdo de BPCP e FMA; ii- trés
concentracdes de NaCl (0, 40 e 80 mM); e iii- dois controles com inoculacdo de FMA e sem
inoculagdo. Assim, o experimento contou com 36 tratamentos: 3 x 12 [3 niveis de NaCl x (10
isolados bacterianos + 2 controles)] e 5 repeticdes para um total de 180 unidades experimentais

Ou vasos para ser usados.

3.4 Andlise das plantas

O experimento foi colhido aos 53 dias apds o plantio e foi avaliada a promocao de
crescimento das plantas de milho e o alivio nos estresses salino pelas co-inocula¢bes de BPCP
e FMA. Para isso, foram determinados a altura da planta (Alt), o diametro do caule, a area foliar
total (AFT) e a massa seca da parte aérea (MSPA), os quais foram obtidos ap6s o
acondicionamento em sacos de papel e seco em estufa de circulagdo de ar forcada a 60 °C
durante 72 horas. A AFT foi obtida pela expressdo AFT= 0,75 x Largura x Comprimento da
folha (SANGOI et al., 2007, ARAUJO et al., 2020). As raizes foram lavadas em &gua corrente
e 0 excesso de umidade foi removido com papel absorvente. Foram retirados pequenos
fragmentos ao longo de toda a raiz para avaliacdo da coloniza¢do micorrizica intrarradicular.
As raizes restantes foram imediatamente congeladas em N2 liquido e armazenadas a -80 °C para

perspectivas de analises moleculares.

3.4.1 Fluorescéncia de clorofila

A eficiéncia fotoquimica do PS2 foi mensurada em folhas expandidas aos 51 dias apds
0 plantio entre 9 -12 horas da manh@, e ficaram oscuro por 30 minutos antes da realizacdo das
leituras através de um fluordmetro modelo FluorPen FP-100 Max. Os parametros de adaptacéo
ambiental avaliados foram a fluorescéncia basal (Fo), a fluorescéncia maxima (Fm), a
fluorescéncia variavel (Fv), a eficiéncia quantica potencial do fotossistema 2 - PS2 (Fv/Fm), e

a razdo Fv/Fo segundo Azevedo Neto et al. (2011).
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3.4.2 Potencial hidrico

O potencial hidrico foliar (Yw) foi determinado na madrugada entre 4 -6 horas aos 48
dias apds o plantio, coletando as folhas do terco médio da parte aérea da planta e armazenadas
em um cooler com gelo para posteriormente 1€ na bomba de pressdo Scholander (Modelo 1515D
Pressure Chamber Instrument - PMS Instrument Company) para estimar o WYw da planta
(PAULINO et al., 2020). No momento da medicéo, foi realizado um corte com tesoura nas
laterais da folha para colocar o colmo na camara, e abrir 0 gas para pressurizar a cdmara até que
sair a seiva na superficie do corte, depois parar a pressurizacao e notar a pressao marcada no

mandmetro que corresponde ao potencial hidrico negativo da planta.

3.4.3. Potencial osmotico

Para calcular o potencial osmotico na planta, determinou-se a osmolalidade total do
tecido foliar, usando as folhas da determinacdo do potencial hidrico armazenadas no freezer
que foram maceradas em almofariz com pistilo com nitrogénio liquido (N2). A seiva obtida do
tecido foi filtrada e centrifugada a 10.000 g por 10 min a 4°C (SILVA et al, 2009, SOUSA,
2010). Uma aliquota de 50 pL do sobrenadante foi utilizada para a determinacdo da
osmolalidade do tecido em um osmometro de presséo de vapor (modelo VAPRO WESCOR
5B00). Os valores obtidos em milimoles por quilograma foram convertidos em potencial
osmotico, por meio da equacdo de Van’t Hoff (KIRKHAM, 2004; HILLEL, 2007; SOUSA,
2010).

O Ws da solugao pode ser calculado pela equagdo de van’t Hoff como seguintes:
¥Ys=-CR.T
Em que: C = concentracdo molal (moles por kg de agua);
R = constante universal dos gases (0,00831 kg MPa mol °K1);

T = temperatura absoluta (°C + 273).

3.4.4 Vazamento de eletrdlitos

A integridade da membrana celular foi avaliada em 44 dias ap6s o inicio do tratamento
salino, observando o vazamento de eletrdlitos do tecido foliar. Dez discos foliares de 1 cm de
didmetro foram imersos em 10 mL de agua destilada por 24 h, seguido da leitura da
condutividade eleétrica livre (CEL) com um medidor de condutividade de bancada (modelo

Digimed DM-32). Apos a leitura, as amostras foram submetidas a banho-maria a 95 °C por 1
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hora, para posterior leitura da condutividade elétrica total (CEt). Esses dados foram usados para
calcular a porcentagem de vazamento de eletr6lito usando a relagdo CEL/CEr x 100
(VASQUEZ-TELLO etal., 1990; PAULINO et al., 2020).

3.4.5 Alocacéo de sais no tecido vegetal

A massa seca de cada parte da planta foi moida em moinho tipo Willey e extraida com
a solucéo de HCI 1 mol L™ processo sem digestdo (SILVA, 2009), para posterior execugdo das
determinacdes dos teores de Na*, K*, Ca** e Mg?*. Sendo os cations Na* e K* dosados por
fotometria de emissdo de chama. O cloreto foi determinado em extrato aquoso por titulacdo
com nitrato de prata, conforme ao méetodo de Mohr, adaptado pelo base dos trabalhos de
Lacroix, Keeney e Walsh (1970) e Malavolta, Vitti e Oliveira (1989) (SILVA et al., 2009).

3.5 Colonizacao micorrizica

A colonizacdo micorrizica foi avaliada conforme a metodologia de coloracdo descrita
por Vierheilig et al. (1998). As raizes coletadas foram clarificadas através de aquecimento com
KOH a 10 %, por 30 min, em banho-maria a 90 °C, sendo em seguida, transferidas para uma
solucdo 5 % de tinta Quink (Parker) diluida em solucéo de acido acético 5 % a 90 °C durante 3
min, lavadas em &cido acético 5 % e armazenadas em lactoglicerol. A quantificacdo da
colonizacdo foi realizada através da observacdo das estruturas tipicas dos fungos micorrizicos
arbusculares na regido cortical das raizes coradas, utilizando-se um microscépio estereoscopico
(aumento de 72 vezes) e placas reticuladas (GIOVANETTI; MOSSE, 1980).

3.6 Analises Estatisticas

Os dados foram inicialmente avaliados utilizando o procedimento one-way anova do
SAS OnDemand for Academics, para avaliacdo de homocedase, necessidade de transformacao
e eventual retirada de outliers. Em seguida os dados foram submetidos a analise de variancia e,

guando apropriado, ao teste de Scott-Knott (P<=0,05), utilizando o programa SISVAR 5.8.92.
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4 RESULTADOS

4.1 Promocdao de crescimento e alivio de estresses salinos da co-inoculacéo de BPCP e de
FMA em planta de milho (Zea mays L.)

Os resultados de altura (Alt), diametro de caule (DC), area foliar total (AFT) e Massa
seca da parte aérea (MSPA) da planta do milho ndo apresentaram interacGes significativas
(p<0,05) entre os tratamentos e as concentragbes de NaCl (APENDICE A). Porém, os
resultados totais (Tabela 2) mostraram que o0s tratamentos de co-inoculacdes 28-10+FMA e
43+FMA respectivamente aumentaram significativamnete a AFT em 7 % e 9 % e a MSPA em
38 % e 23 % quando comparados com o tratamento controle de FMA. Ademais, a co-
inoculacdo 28-10+FMA foi significativamente diferente em 10 % na MSPA comparado com o

controle sem inoculacéo.

Tabela 2- Promocéo de crescimento da planta de milho e alivio de estresses salinos pela co-
inoculacdo de Bacterias promotoras de crescimentos de plantas (BPCP) e de fungos

micorrizicos arbusculares (FMA) pelas variaveis de altura da planta (Alt), diametro de caule

(DC), area foliar total (AFT) e massa seca da parte aérea (MSPA)

Tratamentos Alt DC AFT MSPA
(cm) (cm) (cm?) (9)

24-1 + FMA 52,28 £ 8,26 a 0,75+0,12a 167,50+ 31,85 b 4,79+0,89¢c
28-10 + FMA 59,16 £ 9,28 a 0,75+0,09 a 195,22 + 40,59 a 592+0,62a
28-7 + FMA 52,69 + 8,27 a 0,73t0,13 a 169,74 + 42,38 b 435+128¢c
43 + FMA 58,75+ 13,23 a 0,76+0,14a 198,54 +31,30 a 528+0,86b
46-1 + FMA 53,26 £ 10,18 a 0,68+0,07a 171,90 £30,14 b 4,44 +0,96c
52 + FMA 49,00+ 11,12 a 0,75+0,12a 167,78 + 35,16 b 4,66 +1,09c
59-3 + FMA 4925+ 12,02a 0,72+0,09 a 168,47 £43,82b 4,06 £0,97 c
70 + FMA 58,35+ 17,45a 0,72+0,15a 175,44 +£40,38b 4,59 £0,78 c
79-1 + FMA 50,53+ 11,92a 0,69+0,10a 162,30 £40,46 b 425+1,10c
85 + FMA 51,53+ 12,16 a 0,77+0,18a 171,53 + 34,92b 4,47 £0,96 ¢
FMA 50,58 + 11,73 a 0,72+0,12a 182,52 £ 36,03 b 4,29+0,65c
Sem Inoculacéo 53,74+9,19a 0,76+0,11a 202,95+ 35,61 a 540+0,85b
CcVv 20,39 15,45 19,40 16,71

Valores em uma mesma coluna, seguidos por letras minusculas idénticas, nao diferem entre si ao nivel de 5 %

pelo teste de Scott-Knott.
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Por outro lado, na Tabela 3, observou-se que a altura da planta em diferentes
concentracdes de NaCl de 0, 40 e 80 mM apresentou uma diminuig&o significativa (p<0,05) de
14 % na concentracdo de 80 mM quando comparado com a concentracdo de 40 mM. No caso
de DC, observou-se uma diminuicdo significativa de 7 e 8 % respectivamente para as
concentragdes de 40 e 80 mM comparado com 0 mM. Também, foi observado que o aumento
da concentracdo de NaCl a 80 mM diminuiu significativamente em 14 % e 17 % a AFT quando
comparado com as concentracdes de 40 e 0 mM respectivamente. A MSPA foi
significativamente diferente nas concentracfes de NaCl, e apresentou uma diminuicdo
significativa em 9 e 17 % respectivamente quando foi aumentado as concentra¢des de NaCl em
40 e 80 mM quando comparados com 0 mM.

Tabela 3- Altura da planta (Alt), diametro de caule (DC), area foliar total (AFT) e massa seca
da parte aérea (MSPA) de milho co-inoculado com bactéria promotora de crescimento de

planta e fungo micorrizico arbuscular sob estresse salino

(NaCl) Alt DC AFT MSPA
mM (cm) (cm) (cm?) 9)

0 52,87 + 11,05 0768+0,11a 183,44 £ 30,46 a 510+083a
40 56,84 + 12,19 a 0715+0,11b 189,14+ 43,84 a 471+1,10b
80 50,075+ 10,9 b 0714+0,13b 160,90 + 33,92 b 433+1,07c
cV 20,39 15,45 19,40 16,71

Valores em uma mesma coluna, seguidos por letras mintsculas idénticas, nédo diferem entre si ao nivel de 5 %
pelo teste de Scott-Knott.

4.2 Andlise da fluorescéncia da clorofila a, fluorescéncias inicial (Fo), maxima (Fm),
variavel (Fv), rendimento quantico variavel (Fv/Fo) e rendimento quantico maximo (Fv/Fm)
em planta de milho (Zea mays L.) com co-inocula¢do de BPCP e FMA no alivio de estresse
salino

As analises de variancia para os parametros da fluorescéncia da clorofila a Fo, Fm, Fv,
Fv/Fo e Fu/Fm ndo apresentaram interagdes significativas (p>0,05) entre os tratamentos e as
concentraces de NaCl (APENDICE A). Portanto, os resultados da fluorescéncia da clorofila a
para Fo, Fm, Fv, FW/Fo e Fu/Fm ndo diferiram significativamente (p>0,05) entre os tratamentos
(Tabela 4).
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Tabela 4- Analise dos transientes da fluorescéncia da clorofila a em planta de milho co-

inoculado com bactéria promotora de crescimento de planta e fungo micorrizico

arbuscular sob estresse salino

Tratamentos Fo (u.r) Fm (u.r) Fv (u.r) Fu/Fo Fu/Fm
24-1+FMA 6430+734a 23261+1471a 16831+1079a 2,64+0,29a 0,73+0,022 a
28-10+FMA 5682+770a 21479+3183a 15797+2535a 2,78+0,27a 0,73+0,019 a
28-7+FMA 60904856 a 21438+3104a 15348+2371a 2,53#0,23a 0,71+0,017 a
43+FMA 5867+632a 22277+3135a 16410+2612a 2,79+0,28a 0,73+0,017 a
46-1+FMA 61494564 a 23321+2276a 17172+1895a 2,80+0,25a 0,74+0,015a
52+FMA 6010+668 a 22069+2395a 16059+1897a 2,68+0,24a 0,73+0,019 a
59-3+FMA 59994857 a 22485+3366a 16486+2712a 2,76 +0,32a 0,73+0,026 a
70+FMA 5935+700a 21530+3457a 15595+2791a 2,61+0,21a 0,72+0,016a
79-1+FMA 6169+889a 22437+3288a 16268+2530a 2,64+0,25a 0,73+0,019 a
85+FMA 5686+663a 21125+3730a 15439+3097a 2,69+0,29a 0,73+0,023 a
FMA 63841633 a 23949+2964a 17566+2389a 2,75+0,19a 0,73+0,013a
Seminoculagdo 5988+398a 22085+2158a 16097+1866a 2,69+0,23a 0,730,017 a
CV % 10,68 12,94 14,58 9,56 2,66

Fluorescéncias inicial (F,), maxima (Fm), variavel (Fy), Rendimento quantico variavel (relacdo F./F,) e
rendimento quantico maximo (relagdo F./Fn). Valores em uma mesma coluna, seguidos por letras
mindsculas idénticas, ndo diferem entre si ao nivel de 5 % pelo teste de Scott-Knott.

As analises para os parametros da clorofila a entre as concentragdes de NaCl (Figura
3) mostraram que houve um aumento significativo (p<0,05) para Fo (subfigura A) com o
aumento das concentraces de NaCl de 40 e 80 mM quando comparados com a concentragdo
de 0 mM. Os parametros de Fm (subfigura B) aumentou significativamente (p<0,05) quando
comparado as concentracdes de NaCl de 0 com as concentracGes de 40 e 80 mM. Também, foi

observado que a Fy aumentou significativamente (p<0,05) com o aumento da concnetracao de
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NaCl a 40 mM. No caso das relagdes de Fv/Fo e Fu/Fm (subfigura D e E) observou-se uma
diminuicdo néo significativa entre as concentracdes de 0, 40 e 80 mM.

Figura 3.- Fluorescéncia da clorofila a Fo, Fm, Fv, Fu/Fo € FuW/Fm em milho, co-inoculado com

bactéria promotora de crescimento de planta e fungo micorrizico arbuscular sob estresse salino
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4.3 Crescimento e alivio de estresses salinos pela co-inoculagdo de BPCP e de FMA em
planta de milho (Zea mays L.) pelas variaveis de potencial hidrico (‘Yw), potencial

osmotico (Ws) e vazamento eletrolitico (VE)

Os resultados das analises de variancia (APENDICE A) mostraram que o potencial
osmatico apresentaram interagdo significativa (p<0,05) entre os tratamentos e as concentraces
de NaCl. Porém, as variaveis de potencial hidrico (W¥w) e de vazamento de eletrdlitos (VE) nao

apresentaram interacéo significativa entre os tratamentos e as concentracfes de NaCl.
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Por outro lado, os resultados totais para WYw, ¥Ws e VE ndo apresentaram diferenca
significativa entre os tratamentos estudados (Tabela 5).

Tabela 5- Potencial hidrico (Ww), potencial osmdtico (Ws) e vazamento eletrolitico (VE) em
milho co-inoculado com bactérias promotoras de crescimento de plantas e fungo micorrizico

arbuscular (FMA) sob estresse salino

Tratamentos Yw (Mpa) ¥s (Mpa) VE (%)
24-1 + FMA -0,58+0,49a -1,03+0,39a 58,35+ 39,21a
28-10 + FMA -0,83x0/42a -1,20+ 0,22 a 59,70 £ 24,24 a
28-7 + FMA -0,65+0,32 a -0,99+0,26 a 49,09+2194a
43 + FMA -0,70+£ 0,36 a -1,06 £ 0,28 a 54,16 + 25,78 a
46-1 + FMA -0,69+0,44a -1,04+£ 0,16 a 61,39+ 45,36 a
52 + FMA -0,67+0,40 a -0,95+0,28a 51,47 £ 33,69 a
59-3 + FMA -0,78 £ 0,67 a -0,95+0.21a 67,37 38,51 a
70 + FMA -0,75+£0,80a -0,95+0,31a 63,11 + 28,55a
79-1 + FMA -0,64 £0,48 a -0,93+0,18a 42,02+ 21,29a
85 + FMA -0,54+£0,40 a -0,98+0,29 a 57,63 £ 44,68 a
FMA -0,71+£0,55a -1.09+£0,21a 51,66 £ 19,54 a
Sem inoculacéo -0,66 £0,66a -0.99+ 0,11 a 58,18+ 18,72 a
CV% -58,24 -16,92 46,95

Valores em uma mesma coluna, seguidos por letras minasculas idénticas, ndo diferem entre si ao nivel de 5 %

pelo teste de Scott-Knott.

A parte A da figura 4 mostrou que o W¥w diminuiu significativamente (P<0,05) quando
comparado com a concentracdo de NaCl de 0 para 40 mM. Na parte B, observou-se uma
diminuigdo significativa do Ws com as concentra¢des de NaCl de 40 e 80 mM comparado com
0 mM. Para o vazamento eletrélito na parte C, ndo se observou diferenca significativa entre as

concentragdes de NaC | 0, 40 e 80 mM.
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Figura 4.- Potencial hidrico (WYw), potencial osmético (Ws) e vazamento eletrolitico pelos
diferentes ConcentragGes de NaCl (mM) em milho co-inoculado com bactérias promotoras de

crescimento de plantas e fungo micorrizico arbuscular (FMA) sob estresse salino
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Em quanto a interacdo significativa entre os tratamentos e as concentracdes de NaCl do
potencial osmético (Tabela 6) observou-se nas concentracBes de NaCl uma diminuicdo
significativa (p < 0,05) do ¥s em 123 % e 54 % para inoculagédo 24-1+FMA e em 34 % e 38
% para a inoculacdo 28-7+FMA quando comparado a concentracdo de NaCl de 80 mM com as
concentracdes de NaCl 0 e 40 mM respectivamente. Também, o Ws diminuiu significativamente
em 53 % e 44 % para co-inoculacdo 43+FMA, em 38 % e 52 % para a co-inoculacéo 59-3+FMA
e em 47 % e 55 % para FMA quando comparado as concentragdes de NaCl de 40 e 80 mM
respectivamente com a concentragdo de NaCl 0 mM. Por outro lado, entre os tratamentos
observou-se uma diminuig&o significativa (p < 0,05) do Ws na concentracdo de NaCl de 80 mM
em 68 %, 45 % e 30 % respectivamente para as co-inoculagdes 24-1+FMA, 28-10+FMA e 28-
7+FMA quando comparado com o controle sem inoculagdo. Alem disso, observou-se uma
diminuig&o significativa (p < 0,05) do s em 39 % do controle FMA comparado com o controle
sem inoculagéo.
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Tabela 6- Potencial osmético em milho co-inoculado de bactérias promotoras de crescimento

de plantas e fungo micorrizico arbuscular (FMA) sob estresse salino.

Concentracdo NaCl (mM)

Tratamentos Media J_ro Desvio MédiaiODesvio MédiaiODesvio
padrao padrao padrao

24-1 + FMA -0,70 £ 0,28 aA -1,01+ 0,12 aA -1,56 £ 0,06 bB
28-10 + FMA -1,03 £ 0,15 aA -1,23+ 0,17 aA -1,35+ 0,23 aB
28-7 + FMA -0,90 £ 0,22 aA -0,88 £ 0,28 aA -1,21 £ 0,05 bB
43 + FMA -0,80 + 0,21 aA -1,22 £ 0,11 bA -1,15+ 0,32 bA
46-1 + FMA -0,88 + 0,02 aA -1,19 + 0,09 aA -1,05+ 0,16 aA
52 + FMA -0,95 + 0,08 aA -1,07 = 0,09 aA -0,84 £ 0,34 aA
59-3 + FMA -0,73+ 0,32 aA -1,01 £ 0,13 bA -1,11 £ 0,26 bA
70 + FMA -0,77 £ 0,20 aA -0,98 £ 0,19 aA -1,10+£ 0,11 aA
79-1 + FMA -0,93+ 0,33aA -1,04 £ 0,31 aA -0,80 £ 0,37 aA
85+ FMA -1,01 £ 0,14 aA -0,94 £ 0,09 aA -1,00 £ 0,31 aA
FMA -0,83+ 0,34 aA -1,22 £ 0,08 bA -1,29 £ 0,08 bB
Sem inoculacéo -0,97 £ 0,12 aA -1,08 £ 0,14 aA -0,93+£0,02 aA
CV % 16,92

Valores em uma mesma coluna, seguidos por letras maidsculas idénticas, ou em uma mesma linha, seguidos

por letras minusculas idénticas, ndo diferem entre si ao nivel de 5 % pelo teste de Scott-Knott.

4.4 Analise dos teores médios de cloro (CI°), sddio (Na*), potéssio (K*), e das relacdes de
Na‘*/k* e K*/Na* na parte aérea da planta de milho pela co-inoculacdo de BPCP e FMA, com
diferentes concentracdes.

Segundo os resultados da tabela de analises de variancia (APENDICE ) os teores médios
de cloro, sédio, potassio, e das relacbes de N+/K+ e K+/Na+ na parte aérea da planta
apresentaram interacéo significativa (p<0,05) entre os tratamentos e as concentracoes de NacCl.

Comparando os valores de ClI- nas concentragdes de NaCl tabela 7, observou-se um

aumento significativo com o aumento das concentracdes de NaCl de 0 para 40 e 80 mM. Porém,
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entre os tratamentos na concentragdo de 40 mM observou-se uma reducédo significativa nos
valores de CI" quando comparado as co-inoculagfes com os controles de FMA e sem
inoculacdo, exceto a 28-10+ FMA com uma diminuicdo ndo significativa e 43+FMA com um
aumento nao significativo. Na concentracdo de 80 mM houve uma reducéo significativa pelas
co-inoculagdes quando comparado com o controle sem-inoculagdo, exceto a 59-3+FMA com
uma diminuigéo ndo significativa e 43+FMA com um aumento n&o significativo.

Os valores de Na" aumentaram significativos quando comparado a concentracdo de
NaCl de 0 mM com as concentracdes de NaCl de 40 e 80 mM, exceto o valor da co-inoculacéo
24-10+FMA que a concentragdo 0 mM ndo diferiu de 40 mM. Por outro lado, entre os
tratamentos houve uma reducdo significativa nos valores de Na* na concentracdo de NaCl de
40 mM quando comparado as co-inoculacbes e, FMA com o controle sem inoculacao.

Os valores de K* diminuiram quando aumentou as concentracdes de NaCl de 40 e 80
mM com destaques significativos para as co-inoculagdes 28-10+FMA e 85+FMA, para FMA,
e para o controle sem inoculacdo na concentracdo de 80 mM. Entre os tratamentos, observou-
se um decrecimo significativo na concentracdo de 40 mM quando comparado as co-inoculagdes
com o controle sem inoculacéo.

Os valores da relacdo de Na*/K*™ aumentaram significativamente quando comparado as
concentracdes de NaCl de 0 mM com 40 e 80 mM para as co-inoculagdes. No entanto, entre os
tratamentos observou-se uma reducao significativa da relacdo de Na*/K* na concentracéo de 80
mM quando comparado as co-inocula¢fes com o controle FMA e sem inoculacdo, exceto as
co-inoculacdes 43+FMA e 59-3+FMA demonstrando tolerancia a este nivel de NaCl para a
planta.

Os valores da relagdo K*/Na* foram reduzidos significativamente com o aumento da
concentracdo de NaCl quando comparado a concentracdo de 0 mM com as concentracdes de 40
e 80 mM. Por outro lado, na concentracdo de 80 mM as co-inoculagfes 24-1+FMA, 28-
10+FMA, 28-7+ FMA, 70+FMA,79-1+FMA e 85+FMA aumentaram significativamente a
relacdo K*/Na" quando comparados com os contoles FMA e sem inoculacéo.



Tabela 7- Teores médios de cloro, s6dio, potassio, e das relagdes de N*/K* e K*/Na* na
parte aérea de milho co-inoculado com bactérias promotoras de crescimento de plantas e

fungo micorrizico arbuscular (FMA) sob estresse salino

Concentragdo NaCl (mM)

0 40 80
Tratamentos Cl-(ghka)
24-1 + FMA 14,55 cA 22,74 bB 33,46 aB
28-10 + FMA 11,75 bA 29,83 aA 31,41 aB
28-7 + FMA 16,60 bA 28,10 aB 31,25 aB
43 + FMA 16,12 cA 32,20 bA 41,49 aA
46-1 + FMA 14,71 bA 27,31 aB 29,83 aB
52 + FMA 15,65 bA 27,90 aB 32,19 aB
59-3 + FMA 14,71 cA 25,11 bB 36,97 aA
70 + FMA 15,81 bA 26,84 aB 31,88 aB
79-1 + FMA 14,23 cA 22,74 bB 31,09 aB
85+ FMA 17,07 aA 24,95 bB 34,72 aB
FMA 15,02 bA 31,25 bA 31,09 aB
Sem inoculagdo 12,34 cA 31,88 bA 39,29 aA
CV% 18,64
Na* (g/kg) K" (g/kg)
24-1 + FMA 12,09bA  13,57bB 19,02 aA 28,89aB 26,96 aB 23,92 aA
28-10 + FMA 14,39 bA 18,27aB 19,52 aA 32,70aA 26,59 bB 23,25 bA
28-7 + FMA 10,55 cA 15,72bB 19,31 aA 26,34aB 25,86 aB 23,06 aA
43 + FMA 11,47 cA 17,83 bB 22,01 aA 25,32 aB 27,26 aB 20,75 bA
46-1 + FMA 10,96 cA 15,30 bB 19,71 aA 2593aB 23,35aB 21,43 aA
52 + FMA 11,99 cA 16,35bB 19,12 aA 27,98aB 25,80 aB 22,10 bA
59-3 + FMA 11,16 cA 15,72bB 19,71 aA 26,44 aB 22,85 aB 18,84 bA
70 + FMA 12,32 bA 15,95aB 17,82 aA 25,76 aBB 22,82 aB 20,56 aA
79-1 + FMA 11,17 cA 1452bB 18,02 aA 2695aB 25,17 aB 21,72 aA
85+ FMA 12,45 bA 15,79 aB 16,53 aA 30,66 aA 21,40bB 21,23 bA
FMA 11,27 cA 1492 bB 19,62 aA 26,34aB 22,57 bB 20,08 bA
Seminoculagdo 13,33 bA 22,38aA 20,91 aA 32,67 aA  35,05aA 18,74 bA
CV % 13,31 14,92
Na*/K* (g/kg) K*/Na* (g/kg)
24-1 + FMA 0,42 cA 0,63 bA 0,81 aB 2,38 aA 1,62 bA 1,27 cA
28-10 + FMA 0,44 cA 0,69 bA 0,86 aB 2,31 aA 1,46 bA 1,19 cA
28-7 + FMA 0,40 cA 0,61 bA 0,85 aB 2,49 aA 1,65 bA 1,20 cA
43 + FMA 0,48 cA 0,65 bA 1,07 aA 2,42 aA 1,55 bA 0,95 cB
46-1 + FMA 0,42 cA 0,65 bA 0,95 aB 2,36 aA 1,57 bA 1,02 cB
52 + FMA 0,43 cA 0,65 bA 0,92 aB 2,34 aA 1,42 bA 1,05cB
59-3 + FMA 0,43 cA 0,64 bA 1,11 aA 2,36 aA 1,50 bA 0,87 cB
70 + FMA 0,44 cA 0,70 bA 0,89 aB 2,28 aA 1,44 bA 1,15 cA
79-1 + FMA 0,42 cA 0,58 bA 0,85 aB 2,42 aA 1,72 bA 1,23 cA
85+ FMA 0,41 bA 0,74 aA 0,78 aB 2,45 aA 1,36 bA 1,30 bA
FMA 0,43 cA 0,67 bA 0,99 aA 2,35 aA 1,54 bA 1,05cB
Sem inoculagédo 0,41 cA 0,66 bA 1,13 aA 2,46 aA 1,53 bA 0,90 cB
CV % 18,67 9,95

Valores em uma mesma coluna, seguidos por letras mailsculas idénticas, ou em uma mesma linha, seguidos
por letras mindsculas idénticas, ndo diferem entre si ao nivel de 5 % pelo teste de Scott-Knott.
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4.5 Colonizagdo micorrizica em milho co-inoculado com bactérias promotoras de
crescimento de plantas e fungo micorrizico arbuscular (FMA) sob estresse salino

Os resultados das analises de variancia (APENDICE A) mostraram que a colonizagio
micorrizica ndo apresentaram interacdo significativa (p<0,05) entre os tratamentos e as
concentragdes de NaCl. Segundo o resultado total da colonizagdo micorrizica observou-se que
as co-inoculagdes 28-10+FMA, 43+FMA, 52+FMA, 70+FMA e 85+ FMA foram
significativamente diferentes (p<0,05) comparado com as outras co-inoculacGes, porém néo
foram significativamente diferente com FMA. Por outro lado, a colonizacdo micorrizica

decresceu quando aumentou-se a concentragdo de NaCl (Figura 6).

Figura 5.- Colonizacdo micorrizica em milho co-inoculado com bactérias promotoras de

crescimento de plantas e fungo micorrizico arbuscular (FMA) sob estresse salino
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Figura 6.- Colonizacdo micorrizica em milho co-inoculado com bactérias promotoras de
crescimento de plantas e fungo micorrizico arbuscular (FMA) em diferentes concentracfes de
NaCl.
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5 DISCUSSAO

5.1 Promocao de crescimento de milho sob estresse salino

O estresse salino afeta a producdo das culturas devido a reducdo de crescimento da
planta (MUNNS; TESTER, 2008, ZHANG et al., 2020). Varios estudos relataram que a
salinidade reduziu o crescimento, a area foliar, o contetido de clorofila, a absor¢do de nutrientes
e a fotossintese (SHENG et al., 2008; DAEI et al., 2009; ABDEL et al., 2011; SELVAKUMAR
et al., 2018). Além disso, foi documentado que fungos micorrizicos arbusculares e bactérias
halotolerantes promotoras do crescimento de plantas aliviam o estresse salino (HAJIBOLAND
et al. 2010; WU et al., 2012; LEE et al., 2015). Portanto, a co-inoculagdo de G. mosseae e P.
mendocina foi relatada para aumentar a biomassa seca da planta do que a inoculagédo Unica em
Lactuca sativa sob estresse salino (KOHLER et al. 2007; LEE et al., 2015).

O aumento da concentracédo de NaCl no solo afetou negativamente a biomassa da planta
do milho, porém as plantas inoculadas com rhizobacteria Pseudomonas reactans, bacteria
endofitica Pantoea Alli, FMA Rhizoglomus irregulare tanto isolada como misturadas tenderam
a apresentar maior crescimento de raiz e parte aérea (MOREIRA et al., 2020). Em nosso estudo,
observou-se que a producdo de crescimento de CC, DC, AFT e MSPA diminuiram
significativamente com o aumento da concentracdo de NaCl de 0 para 40 e 80 mM. No entanto,
as co-inoculaces de 28-10+FMA e 43+FMA respectivamente aumentaram significativamnete
a producdo de crescimento da AFT e a MSPA comparados com os controles de FMA, e a co-
inoculacdo 28-10+FMA foi significativamente diferente com o controle sem inoculacao. Em
um estudo similar, foi observado um efeito significativamente negativo da salinidade no
crescimento da planta em todos os tratamentos e 0 mais proeminente foi evidente na maior
concentracdo de sal de 50 mM de NaCl. No entanto, a co-inoculacdo de FMA e Pseudomonas
koreensis S2CB35 bactéria associada a esporo (SAB em inglés) aumentaram significativamente
0 peso seco do milho em comparacdo com o controle em todas as concentracdes de sal
(SELVAKUMAR et al., 2018).

Diagne et al. (2020) observaram que na presen¢a de 150 mM a biomassa aérea de
Casuarina obesa foi melhorada pela inoculagdo com Pantoea agglomerans combinadas com
Rhizophagus fasciculatus em comparagdo com as plantas de controle em todas as concentracfes
de NaCl. Porém, eles observaram que a 300 mM de NaCl, a inoculagdo com PGPR e/ou FMA
tem nenhum efeito significativo na altura de C. obesa. Para Menezes-Benavente et al. (2004) e
Farrog et al. (2015), um nivel salino de mais de 0,25 M de NaCl (250 mM) danifica 0 milho

plantas e pode prejudicar o crescimento e causar murcha severa. Esses niveis de concentragdes
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foram superiores comparados a aqueles usaram em nosso estudo, isso pode dezuir a
concentragdes mais alta de NaCl afetariam as plantas mesmo se for com as co-inocul¢des de

BPCP e FMA e também dependendo das cepas utilizadas.

5.2 Parametros dos transientes da clorofila a (Fo, Fm, Fv, Fv/Fo € Fu/Fm)

Altas concentragdes do acumulo de sal reduzem a capacidade fotossintética do
Fotossistema I1 (PSII) nas plantas. O PSII é considerado um componente significativo da cadeia
de transporte de elétrons (ETC) que pode ser danificado pelo estresse de salinidade
(ALDESUQUY et al., 2014; TIWARI et al., 2022). Segundo os resultados estatisticos dos
parametros da fluorescéncia da clorofila a Fo, Fm, Fv, FuW/Fo € Fu/Fm ndo houve interacéo
significativa entre os tratamnetos e as concentracdes de NaCl (mM). Por outro lado, com o
estresse salino induzido, a fluorescéncia inicial (Fo) aumentou significativamente quando
aumentou-se as concentracdes de NaCl. Portanto, Melo et al. (2017) observaram um aumentou
de Fo com o incremento de sais até a CE de 20 dsm™ na umidade do solo correspondente a 70
% da capacidade de campo. Neste caso, a planta Atriplex nummularia ficaram danificadas por
reducdes nos valores dos outros transientes da clorofila sendo principalmente no Fn. Resultado
diferente encontrado neste presente estudo com aumento signifcativo da Fm quando aumentou
as concentracdes de NaCl de 40 e 80 mM.

A relagdo F./Fo, assim como F./Fn tem sido recomendada para detectar,
respectivamente, alteracoes e distarbios no sistema fotossintético induzidas pelo estresse salino,
pois suas diminui¢des indicam reducdo da eficiéncia fotoquimica do PSII e danos ao aparato
fotossintético (AZEVEDO NETO et al., 2011; MELO et al., 2017). Também, reducdes nesses
valores em plantas sob estresse salino severo indicam que a eficiéncia do processo fotossintético
e a cadeia de transporte de elétrons foram afetadas (LI et al., 2010; SHU et al., 2013).
Incrementos nos valores de Fv/Fm indicam aumento na eficiéncia da conversdo fotossintética
do PSII (SHU et al., 2013; MEHTA et al., 2011). Ademais, os valores das concentracdes criticas
das plantas sem estresses sdo contidos entre 0,75-0.86 segundo Bjorkman e Demming (1987);
Bolhar-NordenKampf e Oquist (1993). Valores abaixos dessas concentragdes poderiam ser
considerados indicativos & condic@es inibitdrias do FSII da planta (MACHADO et al., 2004).
Entretanto, neste presente estudo os valores médios para a relacdo F./Fm foram encontrados
entre 0,73 e 0,72 nas concentracdes de NaCl, e 0,74 e 0,71 entre os tratamentos, sendo valores
que mostraram que a planta esta sob estresse salino. Porém, essas diminui¢cdes da Fv/Fm

poderiam ser facilitada pelas co-inoculacdes de BPCP e FMA na absorg¢do de agua pela planta,
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no alivio de estresses salinos ou poderiam ser um incremento na concentragéo da condutividade
elétrica (CE) da &gua de irrigagdo (MELO et al., 2019).

5.3 Potencial osmotico ( Ws) em milho sob estresse salino

O potencial osmotico (Ws) € um dos parametros fisioldgicos utilizados para quantificar
o nivel de estresse nas plantas. Segundo Soni et al. (2021), as plantas ndo conseguem absorver
agua suficiente para atender as suas demandas evaporativas em solos salinos e, portanto, o baixo
turgor cria uma diminuicdo no potencial osmético. Portanto, o Ws diminuiu significativamente
com o aumento da concentragcdo de NaCl para as co-inoculagbes 24-1+FMA, 28-7+FMA,
43+FMA e 59-3+FMA e entre 0s tratamentos para as co-inoculagdes 24-1+FMA, 28-10+FMA,
28-7+FMA. Essas co-inoculacGes resultou na toleréncia da planta ao estesse salino. Entretanto,
sob estresse salino, a principal estratégia adaptativa nas plantas é a regulacdo do potencial
osmético (ZHANG et al., 2020). Isso pode ser feito modulando a produgdo de osmolitos,
incluindo agucar solavel e prolina (BLUMWALD, 2003, ZHANG et al., 2020).

Varios autores mostraram que as plantas com FMA possuam um maior potencial
osmotico do que suas contrapartes sem FMA sob estresse salino, devido ao acimulo de mais
osmélitos (EVELIN et al., 2013; 2019; GARG; BAHER, 2013; ALQARAW!I et al., 2014;
NAVARRO et al., 2014). No presente trabalho, o Ws diminuiu significativa em 39 % para a
FMA comparado com o controle sem inoculacgdo. Diversas das co-inoculacbes BPCP e FMA
conseguiram aliviar o estresse salino que reduziu potencial osmotico no milho. Porém, elas
favoreceram a planta do milho a desenvolver capacidade e estratégias tolerantes a absorver mais

agua para seu crescimento sob essas condicdes de estresses salinos.

5.4 Teores médios de cloro (CI), sddio (Na*), potéssio (K*), e das relacbes de Na*/K* e
K*/Na* na parte aérea da planta de milho sob estresse salino

A salinidade interfere na aquisicdo de minerais e nutrientes e influencia muitos
processos metabdlicos na planta (MISHRA et al., 2021). Portanto, a absorgdo de fosforo (P),
potassio (K*), célcio (Ca™) e nitrogénio (N) pelas plantas é reduzida pelo aumento nas
concentracOes de ions Na* e CI" em solo salino (KHAN et al., 2011; RUIZ -LOZANO et al.,
2012; SORTY et al., 2016; TIWARI et al., 2022). No presente estudo, o0 resultado n&o foi
diferente, observou-se na parte aérea do milho um incremento significativo no acimulo de ions
Na* e CI" com o aumento da concentracdo de NaCl. No entanto, houve uma reducédo

significativa nas concnetracdes de Na* e de CI" na parte aérea da planta quando comparado as
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co-inoculagdes com os controles de FMA e sem inoculacdo para o ClI- e o controle sem
inoculacdo para Na*. Além disso, as co-inoculagbes 43+FMA, 28-10+FMA e 59-3+FMA
mostraram ser tolerante ao nivel de 80 mM NaCl pelas altas concentracfes de Cl-encontradas
na planta.

Moreira et al. (2019) mostraram um efeito sinérgico entre FMA e PGPR no aumento do
crescimento do milho em condicdes salinas pelo aumento no teor de K* acompanhado por uma
diminuicéo efetiva de Na* nos tecidos vegetais (DIAGNE et al., 2020). A seguir, alta relacdo
Na*/K* cria o desequilibrio i6nico no citoplasma e os ions Na* competem com K* por sitios
de ligacdo essenciais para varias funcbes celulares (GIRI et al., 2007; DAR et al., 2022),
consequentemente interrompe Varios processos enzimaticos e a sintese de proteinas (SAGAR
et al., 2021). Por comparacdo, os resultados do presente estudo mostraram que houve um
incremento significativo na relacdo Na*/K* com o aumento da concentragdo de NaCl. Porém,
foi reduzida significativamente com as co-inoculagdes quando comparado com o controle sem
inoculacdo, exceto 43+FMA e 59-3+FMA. Por outro lado, Selvakumar et al. (2018)
observaram que tanto na parte aérea quanto nas raizes do milho a razdo K*/Na* foi afetada
negativamente pela salinidade em todas as concentracdes.

A parte aérea foi a mais proeminente, onde as diferencas entre o tratamento nédo salino
e qualquer um dos tratamentos com sal foram altamente significativas. No entanto, os
tratamentos microbianos ndo mostraram diferencas significativas do controle a 0 e 25 mM de
NaCl. Em NaCl 50 mM, apenas a co-inoculacdo de Claroideoglomus lamellosum com
Pseudomonas koreensis S2CB35 bactéria associada a esporo (SAB em inglés) apresentou
menor razdo K*/Na". Neste presente estudo, observou-se a razdo K*/Na* diminuida com o
aumento da concentracdo de NaCl. Por outro lado, na concentragdo de 80 mM as co-inoculagdes
24-1+FMA, 28-10+FMA, 28-7+FMA, 70+FMA, 79-1+FMA e 85+FMA aumentaram
significativamente a razdo K*/Na" quando comparados com os contoles FMA e sem inoculagao.

Para Evelin et al. (2009) e Tiwari et al. (2022), a alta proporcédo de K*/Na* na citosolica
em plantas é considerada uma caracteristica da tolerancia ao sal porque o Na* compete
diretamente com o K™ pelos sitios de ligagao que sdo essenciais para varias fungdes metabdlicas.
Em um estudo similar foi relatado que BPCP Azosprillum lipoferum e Azotobacter
chroococcum aumentam a concentracdo de K*, mantém a relagdo K*/Na* e reduzem a
concentracdo de Na* em plantas de milho afetadas pela salinidade (ABDEL LATEF et al., 2020;
MISHRA et al., 2021). Também, Wang et al. (2020) observaram uma relacdo de K*/Na*mais
alto em mudas de FMA, o qual indicou que F. mosseae aumentou a tolerancia ao sal de muda

de Zelkova serrata.
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5.5 Colonizacao micorrizica pelos diferentes tratamentos combinados de BPCP e FMA
sob estresse salino

O uso criterioso de FMA é um dos meios potenciais para mitigar os efeitos adversos
induzidos pela salinidade nas plantas (SANTANDER e al., 2019; BEGUM et al., 2019). O FMA
é conhecido por promover a tolerancia a salinidade empregando varios mecanismos, como
aumentar a eficiéncia do uso da agua e a aquisicdo de nutrientes, produzindo horménios e
reguladores de crescimento vegetal, melhorando a taxa fotossintética, equilibrando o equilibrio
ibnico e produzindo antioxidantes (EVELIN et al., 2019; SAGAR et al., 2021). Porém, ja fi
relatado uma reducdo da colonizacdo micorrizica sob salinidade (EVELIN et al., 2021;
SELVAKUMAR et al., 2018). Por outro lado, a inoculagdo dupla de PGPR e FMA pode ser
uma ferramenta eficaz para aliviar o estresse salino nas culturas (SAGAR et al., 2021).

Neste estudo, 0 FMA foi usada combinado com BPCP produzido ACC deaminase, AIA
entre outros mecanismos de crescimento de planta, para avaliar seu efeito em planta de milho
em condicdo de estresse salino. Os resultados mostraram que FMA aprentou uma colonizacgéo
micorrizica de 47 % e ndo diferiu significativamente com as co-inoculagdes 28-10+FMA,
43+FMA, 52+FMA, 70+FMA e 85+ FMA. Por outro lado, a colonizagdo micorrizica na planta
foi reduzida com aumento da concentracdo de NaCl nos resultados totais. Resultado semelhante
foi encontraddo por Selvakumar et al. (2018), onde a colonizacdo de micorrizas foi reduzida
sob estresse salino; no entanto, a co-inoculacdo de bactérias associadas a esporos (SAB em
inglés) com FMA aumentou a colonizagdo micorrizica em toda a concentragdo de sal do que o
tratamento com FMA sozinho. Em outro estudo por Aliasgharzadeh et al. (2001) foi relatado
que a FMA aumentou a esporulacdo e colonizacdo sob condicGes de estresse salino (EVELIN
et al., 2009).

6 CONCLUSAO

A salinidade do solo afeta o crescimento das culturas e constitui um grande problema
para producdo agricola no mundo. Neste estudo, uma combinacdo de bacterias promotoras de
crecimentos em plantas e fungo micorrizico arbuscular foi utilizado para aliviar o estresse salino
na planta com objetivo de aumentar o crescimento do milho nesta condigdo. De fato, a co-
inoculacdo de BPCP e FMA favoreceu o crescimento da aérea foliar total e da massa seca da
parte aérea. Também, manteve a capacidade fotossintética do fotossistema Il (PSII) tolerante a
salinidade, pois os parametros da clorofila ndo foram afetados por sais, exceto a fluorescéncia

inicial (Fo). Além disso, a co-inoculagdo melhorou a absorgéo de 4gua da planta de milho por
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tolerantes a baixos potenciais osméticos. As co-inoculagdes reduziram a concentragdo de Na*
e de Na*/ K* na planta favorecendo um aumento na razdo K*/Na* sendo um melhor absor¢édo
desse nutriente importante para o crescimento e desenvolvimento da planta. Além disso, as co-
co-inocula¢des mantiveram a colonizacdo micorrizica tolerante em condicdo salina. Por todos
esses efeitos benéficos, as bactérias mais eficientes foram 28-10, 43, 28-7, 24-1 e 85, dentro as
dez combinadas com a FMA. Assim, pode-se concluir que o uso da co-inoculagdo é uma boa
alternativa para aliviar o estresse salino no milho, e pode contribuir para a melhoria da producgéo
da cultura. Seria importante avaliar os outros componentes que poderiam contribuir no alivio
de estresse na planta de milho, como os osmoprotetores, a exemplo de proline, betainas entre
outros, e as enzimas. Por fim, de testar esse tipo de experimento repetidamente em condicéo de

campo para mais confirmacdo.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

» Este trabalho € uma continuidade de estudos para avaliar o potencial das bactérias
obtidas do solo rizosférico e do solo adjacente da Mimosa bimucronata em uma lagoa
temporéaria no semiarido tropical em diferentes condi¢Ges hidricas e salinas pelos

atributos fisioldgicos e moleculares.

» Os isolados 28-10 e 43 sdo eficientes no crescimento da planta em condicdo de

salinidade. O 43 59-3 e 85 sd0 mais resistentes sob estresse salino.

» As rizobactérias, assim como FMA, tém sido consideradas para melhorar o
crescimento das culturas tanto em condigdo normal como em condigédo de estresse
abidtico e bidtico. No entanto, uma melhora no uso desses micro-organismos é a

combinacéo de bactérias e FMA.

» Neste estudo, a co-inoculacdo de bacterias promotoras de crecimentos em plantas
(BPCP) e fungo micorrizico arbusculares (FMA) aumentou o crescimento do milho
em condicdo de estresse salino, pela area foliar total e Massa seca da parte aérea,
manteve tolérante a capacidade fotossintética do fotossistema Il (PSII); melhorou a
absorcédo de 4gua com baixo potencial osmotico, melhoraram a absor¢édo de nutriente
na parte aérea da planta como K* e a relacdo K*/Na*; e melhorou a concentracédo da

colonizagdo micorrizica em condicdo salina.

e Inumeros estudos tém sido realizados sobre 0 uso dos micro-organismos, revelando
beneficos no desenvolvimento das plantas. Entretanto, no Brasil e, particularmente,
no Nordeste faltam estudos que avaliem a interacdo tripartite no alivio de estresse
salino na planta e contém muitas areas contaminadas com sais, sendo dificil a pratica
da agricultura, com isso tornam abandonadas. Neste sentido, a co-inoculagdo de
Bactérias e FMA podem uma boa alternativa para melhorar e aliviar as condi¢des de

estresses salino nas produgdes de cultivares nesses solos.
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APENDICES
A) Andlise de variancia dos diferentes variaveis estudados no milho co-inoculado com

bactéria promotora de crescimento de planta e fungo micorrizico arbuscular sob estresse

salino
Promocdo de crescimemto
Alt DC AFT MSPA
FV Pr>Fc Pr>Fc Pr>Fc Pr>Fc
Tratamento 0,1039 NS 0,4272 NS | 0,0103 * 0,0000 **
Dose NaCl 0,0044 ** 0,0163* 0,0000 ** | 0,0000 **
Tratamento*Dose NaCl 0,9202 NS 0,6242 NS | 0,4505 NS | 0,6222 NS
Fluorescéncia da clorofila a
Fo Fm Fv Fu/Fo Fu/Fm
Fv Pr> Fc Pr> Fc 0,0679NS | Pr> Fc 0,0065 **
Tratamento 0,3147 NS 0,6307 NS | 0,0189 * 0,5133 NS | 0,3375 NS
Dose NaCl 0,0023 * 0,0095 ** | 0,9343NS | 0,2901 NS | 0,9562 NS
Tratamento*Dose NaCl 0,7871 NS 0,9139 NS | 0,0679 NS | 0,9418 NS | 0,0065 **
Potencial hidrico, potencial osmdtico e vazamento eletrélitos
Yw Ws VE
FV Pr>Fc Pr>Fc Pr> Fc
Tratamento 0,9661 NS 0,0606 NS 0,8975 NS
Dose NaCl 0,0001 ** 0,0000 ** 0,9033 NS
Tratamento*Dose NaCl 0,6061 NS 0,0028 ** 0,8018 NS
Teores de cloro, sédio, potassio, e razdes de sodio /Potassio e Potassio/sodio
ClI Na* K* Na*/K* K*/Na*
Fv Pr>Fc Pr>Fc Pr>Fc Pr>Fc Pr>Fc
Tratamento 0,0079 ** 0,0000 ** | 0,0003** | 0,0806 * 0,0118 *
Dose NaCl 0,0000 ** 0,0000 ** | 0,0000 ** | 0,0000 ** | 0,0000 **
Tratamento*Dose NaCl 0,0302 * 0,0263 * 0,0104 * 0,0313 * 0,0120 *
SISVAR 5.8.92, teste de Scott-Knott a 5% (P<0,05); *: diferenca significativa de P <0,05; **:
diferenca significativa de P<0,01; NS: ndo diferencga significativa. Tratamento*Dose Nacl (Interacéo
entre tratamentos e doses de NacCl)




B. Figuras de andamento do experimento
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BS43+FMA; 0 mM BS43+FMA; 40 mM BS43+FMA; 80 mM

BS28-10+FMA; 0 mM BS28-10+FMA; 40 mM BS28-10+FMA; 80 mM

BS28-7+FMA; 0 mM BS28-7+FMA; 40 mM BS28-7+FMA; 80 mM
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