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RESUMO

A recuperacéo de areas desflorestadas € uma das medidas necessarias para mitigar
os efeitos das mudancas climaticas. Uma das estratégias adotadas para a restauracao
dessas areas é o plantio de espécies arboéreas nativas. Entretanto, as condicfes
microclimaticas de areas desmatadas acarretam diversas dificuldades para o
desenvolvimento pleno de uma plantula, principalmente, devido a baixa
disponibilidade de agua no solo. O uso de Bactérias Promotoras do Crescimento em
Plantas (BPCP) pode contribuir para aumentar a tolerancia de plantas aos estresses
abidticos, especialmente a seca. Diversas publicacbes abordam a inoculacdo e a
coinoculacdo de BPCP em espécies cultivadas e alguns estudos abordam apenas a
inoculacéo em espécies arbdreas neotropicais. O objetivo deste estudo foi analisar o
efeito da coinoculagdo com BPCP - Azospirillum brasilense (Ab-V5) e Bacillus
velezensis (ZK) - sobre variaveis biométricas, fisioldgicas e bioquimicas em mudas de
Cecropia pachystachya Trécul (pioneira) e de Cariniana estrellensis Raddi (néo-
pioneira), submetidas ao déficit hidrico severo em condi¢des de casa de vegetacgéo.
As sementes foram inoculadas desde a semeadura. Houve trés grupos de associacéo
plantula-BPCP: Ab-V5, ZK ou pool (coinoculagédo, Ab-V5 e ZK) e o controle (mudas
nao inoculadas — NIn), em duas condi¢des hidricas: capacidade de campo (CC) e
déficit hidrico (DH). A coinoculagéo e a inoculagdo com Ab-V5 ou ZK nas mudas de
C. pachystachya promoveram efeitos no incremento de 42,7% de biomassa total em
comparacao as mudas néo inoculadas, e a coinoculacdo acarretou maior massa seca
da raiz (MSR), comparadas as mudas inoculadas com Ab-V5 ou as néo inoculadas,
independente da condic¢do hidrica. N&o foi observado efeito na biomassa nas mudas
de C. estrellensis coinoculadas ou inoculadas com as BPCP. O DH promoveu
reducbes da biomassa, da area foliar total (AF), do potencial hidrico (Ww) da parte
aérea, do conteudo relativo de agua das folhas (CRA), da assimilacéo liquida de CO:2
(A), da condutancia estomatica (gs) e da transpiracado (E) em todas as mudas das duas
espécies vegetais, comparadas as mantidas na CC. As mudas de C. pachystachya
sob DH apresentaram maior contetudo de prolina nas folhas e, quando inoculadas com
ZK, foi observada maior peroxidacéo lipidica nas folhas. As mudas de C. estrellensis
submetidas ao DH apresentaram maior contetdo de prolina nas folhas e raizes, menor
peroxidacao lipidica nas folhas e, quando inoculadas com ZK, maior contetddo de
glicina-betaina nas raizes e preveniu a reducéo da eficiéncia fotoquimica maxima do
fotossistema Il (Fv/Fm). Esses resultados indicam o potencial da aplicagdo das BPCP
como técnica promissora para aumentar a tolerdncia a seca, especialmente, na
promocdo do crescimento de mudas arbdéreas neotropicais destinadas ao
reflorestamento.

Palavras-chave: Mata Atlantica; arvores neotropicais; seca; estresse abibtico;
reflorestamento; restauracao; bactérias associativas; consorcio bacteriano.
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ABSTRACT

The recovery of deforested areas is one of the necessary measures to mitigate the
effects of climate change. One of the strategies adopted for the restoration of these
areas is the planting of native tree species. However, the microclimatic conditions of
deforested areas cause several difficulties for the full development of a seedling,
mainly due to the low availability of water in the soil. The use of Plant Growth-
Promoting Bacteria (PGPB) can contribute to increasing plant tolerance to abiotic
stresses, especially drought. Several publications address inoculation and
coinoculation of PGPB in cultivated species and some studies address only the
inoculation in neotropical tree species. The aim of this study was to analyze the effect
of coinoculation with PGPB - Azospirillum brasilense (Ab-V5) and Bacillus velezensis
(ZK) - on biometric, physiological and biochemical variables in seedlings of Cecropia
pachystachya Trécul and Cariniana estrellensis Raddi, submitted to deficit severe
water stress under greenhouse conditions. Seeds were inoculated from sowing. There
were three groups of seedling-PGPB association: Ab-V5, ZK, or pool (coinoculation,
Ab-V5 and ZK) and control (non-inoculated seedlings - NIn), in two water conditions:
field capacity (FC) and deficit water (DW). Coinoculation and inoculation with Ab-V5 or
ZK of C. pachystachya seedlings promoted effects in the increment of 42.7% of total
biomass compared to non-inoculated seedlings, and coinoculation resulted in higher
root dry mass (MSR) compared to seedlings inoculated with Ab-V5 or non-inoculated,
regardless of water condition. No effect was observed on the increment of biomass in
C. estrellensis seedlings (co)inoculated with these PGPB. DW promoted reductions in
biomass, total leaf area, shoot water potential, leaf relative water content, net CO2
assimilation, stomatal conductance and transpiration in all seedlings of the two plant
species, compared to those maintained in FC. C. pachystachya seedlings under DH
showed higher proline content in the leaves and, when inoculated with ZK, higher lipid
peroxidation was observed in the leaves. C. estrellensis seedlings subjected to DH
showed higher proline content in leaves and roots, lower lipid peroxidation in leaves
and, when inoculated with ZK, higher glycine-betaine content in roots. These results
indicate the potential of applying BPCP as a promising technique to increase drought
tolerance, especially in promoting the growth of neotropical tree seedlings intended for
reforestation.

Key-words: Atlantic Forest; neotropical trees; drought; abiotic stress; reforestation;
restoration; associative bactéria; bacterial consortium.
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Condutéancia estomatica (gs) de mudas de Cecropia pachystachya
(A) e de Cariniana estrellensis (B) submetidas ao déficit hidrico (DH),
nao inoculadas (NIn) ou inoculadas com Azospirillum brasilense (Ab-
V5) ou com Bacillus velezensis (ZK) ou com o pool (Ab-V5 e ZK). Os
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D), massa seca total (MST, E), fracdo da massa da raiz (FMR, F) e
area foliar total (AF, G) de mudas de Cecropia pachystachya
cultivadas em capacidade de campo (CC) ou em déficit hidrico (DH),
nao inoculadas (NIn) ou inoculadas com Azospirillum brasilense (Ab-
V5) ou com Bacillus velezensis (ZK) ou com o pool (Ab-V5 e ZK). Os
tracos verticais acima das colunas representam o0s erros-padrao.
Nas colunas pontilhadas, asteriscos indicam diferenca entre os
tratamentos de condicdo hidrica, de acordo com a ANOVA [teste F;
*P <0,05; *P < 0,01; **P < 0,001; (n =28, MSR, MSC, MSF, MSPA
e MST) (n = 20, AF)]. Nas colunas vazias, médias com letras iguais
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Assimilagdo liquida de CO2 (A, A), condutancia estomética (gs, B),
transpiracdo (E, C), eficiéncia do uso da agua (EUA, D),
concentracgéao intercelular de COz2 (Ci, E) e eficiéncia instantanea de
carboxilacdo (k, F) de mudas de Cecropia pachystachya cultivadas
em capacidade de campo (CC) ou em déficit hidrico (DH), néo
inoculadas (NIn) ou inoculadas com Azospirillum brasilense (Ab-V5)
ou com Bacillus velezensis (ZK) ou com o pool (Ab-V5 e ZK). Os
tracos verticais acima das colunas representam o0s erros-padrao.
Nas colunas, médias com letras maiusculas (comparam tratamentos
em CC) ou minusculas (comparam tratamentos em DH) iguais néo
diferem entre os tratamentos de inoculagéo, e asteriscos indicam
diferenca entre os tratamentos de condi¢do hidrica dentro de cada
tratamento referente a inoculacdo e também para as plantas Nin
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Figura 6 — Eficiéncia fotoquimica maxima do fotossistema Il (Fv/Fm) de mudas
de Cecropia pachystachya cultivadas em capacidade de campo (CC)
ou em déficit hidrico (DH), ndo inoculadas (NIn) ou inoculadas com
Azospirillum brasilense (Ab-V5) ou com Bacillus velezensis (ZK) ou
com o pool (Ab-V5 e ZK). Os tracos verticais acima das colunas
representam o0s erros-padrdo. Nas colunas, asteriscos indicam
diferenca entre os tratamentos de condicdo hidrica, de acordo com
a ANOVA (teste F; *P < 0,05; *P < 0,01; **P < 0,001; n=44)..........

Figura 7 — Conteudo relativo de agua (CRA, A), potencial hidrico (Ww, B),
conteudo de prolina de folhas (C), conteudo de prolina de raizes (D),
contetudo de glicina-betaina de folhas (E) e contetdo de glicina-
betaina de raizes (F) de mudas de Cecropia pachystachya cultivadas
em capacidade de campo (CC) ou em déficit hidrico (DH), n&o
inoculadas (NIn) ou inoculadas com Azospirillum brasilense (Ab-V5)
ou com Bacillus velezensis (ZK) ou com o pool (Ab-V5 e ZK). Os
tracos verticais acima das colunas representam o0s erros-padrao.
Nas colunas, asteriscos indicam diferenca entre os tratamentos de
condicao hidrica, de acordo com a ANOVA (teste F; *P < 0,05; **P <
0,01; ***P < 0,001; N =20) ittt

Figura 8 — Massa seca das raizes (MSR, A), massa seca das folhas (MSF, B),
massa seca do caule (MSC, C), massa seca da parte aérea (MSPA,
D), massa seca total (MST, E), fracdo da massa da raiz (FMR, F) e
area foliar total (AF, G) de mudas de Cariniana estrellensis cultivadas
em capacidade de campo (CC) ou em déficit hidrico (DH), néo
inoculadas (NIn) ou inoculadas com Azospirillum brasilense (Ab-V5)
ou com Bacillus velezensis (ZK) ou com o pool (Ab-V5 e ZK). Os
tracos verticais acima das colunas representam o0s erros-padrao.
Nas colunas, asteriscos indicam diferenca entre os tratamentos de
condicao hidrica, de acordo com a ANOVA (teste F; *P < 0,05; **P <
0,01; ***P < 0,001; [(n = 28, MSC, MSF, MSPA e MST) (n = 32, AF)]

Figura 9 — Assimilacéo liquida de CO:2 (A, A), condutancia estomatica (gs, B),
transpiracdo (E, C), eficiéncia do uso da é&gua (EUA, D),
concentracao intercelular de CO:2 (Cj, E) e eficiéncia instantanea de
carboxilacdo (k, F) de mudas de Cariniana estrellensis cultivadas em
capacidade de campo (CC) ou em deéficit hidrico (DH), né&o
inoculadas (NIn) ou inoculadas com Azospirillum brasilense (Ab-V5)
ou com Bacillus velezensis (ZK) ou com o pool (Ab-V5 e ZK). Os
tracos verticais acima das colunas representam o0s erros-padrao.
Nas colunas, asteriscos indicam diferenca entre os tratamentos de
condicao hidrica, de acordo com a ANOVA (teste F; *P < 0,05; **P <
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Figura 10 —Eficiéncia fotoquimica maxima do fotossistema Il (Fv/Fm) de mudas
de Cariniana estrellensis cultivadas em capacidade de campo (CC)
ou em déficit hidrico (DH), néo inoculadas (NIn) ou inoculadas com
Azospirillum brasilense (Ab-V5) ou com Bacillus velezensis (ZK) ou
com o pool (Ab-V5 e ZK). Os tragos verticais acima das colunas
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Figura 11 —Conteudo relativo de agua (CRA, A), potencial hidrico (Ww, B),
conteudo de prolina de folhas (C), conteudo de prolina de raizes (D),
contetudo de glicina-betaina de folhas (E) e contetdo de glicina-
betaina de raizes (F) de mudas de Cariniana estrellensis cultivadas
em capacidade de campo (CC) ou em déficit hidrico (DH), n&o
inoculadas (NIn) ou inoculadas com Azospirillum brasilense (Ab-V5)
ou com Bacillus velezensis (ZK) ou com o pool (Ab-V5 e ZK). Os
tracos verticais acima das colunas representam o0s erros-padrao.
Nas colunas vazias, asteriscos indicam diferenca entre o0s
tratamentos de condicao hidrica, de acordo com a ANOVA (teste F;
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1 INTRODUGCAO

1.1 MUDANGCAS CLIMATICAS E A IMPORTANCIA DA RESTAURAGAO FLORESTAL

Atualmente, as mudancgas climaticas estdo cada vez mais nos debates
politicos internacionais diante de seu impacto para a humanidade. Segundo o relatério
especial do Painel Intergovernamental sobre Mudancas Climaticas (IPCC), ha
modelos climéticos que projetam diferencas robustas nas caracteristicas climaticas
regionais entre os dias atuais e o aquecimento global de 1,5°C nas proximas décadas.
A maioria dos paises da Ameérica Central e do Sul esté sujeita a alta vulnerabilidade
as mudancas climaticas e a baixa capacidade de adaptac&o. Muitos eventos extremos
serao mais frequentes nessas regides, tais como: elevacéo de temperaturas, aumento
da frequéncia de chuvas intensas, aumento do nivel do mar, erosdo costeira,
acidificacdo de oceanos e lagos, e aumento da severidade de secas. Isso afeta,
negativamente, a producéo agricola, a pesca tradicional, a seguranca alimentar e a
saude humana (IPCC, 2022).

O aguecimento global é considerado uma consequéncia do aumento dos
gases do efeito estufa na atmosfera (Cook et al., 2013; Sherwood et al., 2014), dentre
0S gases que contribuem para o aumento da temperatura, o didxido de carbono (COz2)
€ 0 mais representativo (Dixon et al., 1994; Anderson et al., 2016). Globalmente, o
principal fator que promove emissfes de CO: para a atmosfera é queima de
combustiveis fosseis e o desmatamento € o segundo maior (van der Werf et al., 2009).
No Brasil, a maior fonte de emissdo bruta de gases do efeito estufa € devido as
mudancas no uso da terra (desmatamento), responsaveis pela emissdo de 998
milhdes de toneladas de CO2 em 2020, representando 46% do total nacional (Seeg,
2021).

A conservacdo das florestas nativas contribui para a manutencdo de
servicos ambientais, como a preservacdo dos recursos hidricos, a redugcdo de
enxurradas, a manutencao do clima, a transferéncia de nutrientes entre a atmosfera e
as camadas superficiais e profundas do solo, e a estocagem de carbono na biomassa
vegetal e no solo (Rodrigues et al.,, 2009; Allen et al., 2010; Pan et al., 2011).
Entretanto, a perda de cobertura vegetal em florestas tropicais vem se intensificando
ao longo da historia, sobretudo, considerando a exploracao de fontes energéticas,

expansao da agropecuaria e da urbanizacao e atividades econdmicas insustentaveis,
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0 que resulta na degradacédo e na destruicdo dos ecossistemas (Laurentino et al.,
2021).

A Mata Atlantica é a segunda maior floresta tropical da América do Sul,
abrangendo uma regido heterogénea que se distribui em milhares de fragmentos,
desde o Rio Grande do Norte ao Rio Grande do Sul, a qual compde uma grande
pluralidade de fitofisionomias e diferentes composicfes florestais (Soares e Medri,
2002; Ribeiro et al., 2011). Esse bioma é considerado um hotspot, devido a sua grande
diversidade, endemismo e paisagem altamente fragmentada, sendo areas de grande
interesse para conservacgao (Mittermeier et al., 2004; Ribeiro et al., 2009).

Dentre os biomas brasileiros, a Mata Atlantica é considerada o bioma com
maior alteracdo antrdpica, possuindo aproximadamente 12,4% de sua cobertura
original, concentrada em fragmentos pequenos de floresta secundéria (< 50 ha) em
estagios iniciais ou médios de sucessao, que estdo isolados e préximos das bordas
das florestas (Fundacdo SOS Mata Atlantica e INPE, 2021; Ribeiro et al., 2009). A
restauracdo dessas areas desflorestadas, como o plantio de mudas nativas e/ou a
semeadura direta, € uma das medidas necessarias que auxilia na recuperacao da
qualidade dos servicos ambientais e da biodiversidade, contribuindo também para
mitigacao dos efeitos das mudancas climaticas (Dixon et al., 1994; Ellison et al., 2017),
ja que as areas de floresta acumulam moléculas de carbono na biomassa e no solo,
diminuindo assim a emissédo liquida de CO:2 para a atmosfera (Pan et al., 2011;
Shimamoto et al., 2014; Cunningham et al., 2015).

O plantio de mudas nativas produz melhores resultados do que a
semeadura direta em termos de aumento da sobrevivéncia das plantulas e,
possivelmente, também na aceleracdo da restauracdo estrutural dos fragmentos
florestais, promovendo a recuperacdo gradual de processos ecologicos, de
biodiversidade e de servicos ambientais (Palma e Laurance, 2015). Entretanto, as
condi¢des microclimaticas dos sitios de restauracéo acarretam diversas dificuldades
para o desenvolvimento pleno de uma plantula no campo, pois o0 desmatamento
contribui para o aumento da incidéncia luminosa, da temperatura do solo, do déficit de
pressédo de vapor e, ainda, das flutuacdes do potencial de agua do solo (Craven et al.,
2010). Portanto, as mudas a serem plantadas devem estar aptas a sobreviver a essas
condicOes de estresse (Nyberg et al., 2012; Ellison et al., 2017).

Para isso, uma das estratégias adotadas por viveiristas € a criacdo de

setores de aclimatacdo nos viveiros, 0s quais auxiliam na promocao de alteracdes
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metabolicas e morfoldgicas das mudas que sédo submetidas ao campo, expondo-as
gradativamente as condi¢cdes ambientais mais semelhantes aquelas encontradas nos
locais do plantio, permitindo assim maiores condicfes de sobrevivéncia (Claussen,
1996; Calzavara et al., 2015; Mazzanatti et al.,, 2016). Esse processo envolve a
exposicdo das mudas a alta luminosidade e a diminuicdo gradativa da irrigacao, por
guantidade e frequéncia (Embrapa, 2002, 2013). Dessa forma, a rustificacdo de
mudas € necessaria diante das condi¢ces de déficit hidrico (DH), jA que em ambientes
desflorestados ha maior déficit de pressdo de vapor, maior luminosidade, menor
infiltracdo de agua no terreno e menor capacidade de retencao hidrica no solo do que
em areas florestais (Lal, 1996; Nyberg et al., 2012; Ellison et al., 2017).

1.2 EFEITOS DO DEFICIT HIDRICO NA FISIOLOGIA DAS PLANTAS

O DH é um estresse que ocorre quando a disponibilidade de agua no solo
é incapaz de atender & demanda hidrica da planta, resultando em dano potencial aos
tecidos vegetais e dependendo da intensidade promove a mortalidade (Swann, 2018).
A reducdo da disponibilidade hidrica € percebida pelas raizes, acarretando um
aumento dos niveis de acido abscisico (ABA) que é transportado por meio do xilema
até a parte aérea e o seu acumulo estimula o fechamento estomatico (Davies e Zhang,
1991,; Wilkinson e Davies, 2010; Hossain et al., 2016; Gupta et al., 2020). Isso acarreta
reducdo da condutancia estomatica (gs) promovendo uma reducao da perda de agua
por meio da transpiracdo, amenizando a diminuicdo do potencial hidrico (Ww) nas
folhas (Sperry et al., 2002).

Por outro lado, uma queda na gs ocasiona uma reducéo na entrada de CO:
no meio intercelular do mesofilo, limitando a atividade carboxilase da enzima Ribulose-
1,5-bifosfato-carboxilase/oxigenase (Rubisco) no estroma (Flexas et al., 2002; Flexas
et al.,, 2006; Wilkinson e Davies, 2010). Essa menor disponibilidade de CO2 no
mesofilo em relacdo ao oxigénio (O2), associada a manutencdo da incidéncia
luminosa, induz aumento da atividade oxigenase da Rubisco (fotorrespiracdo) que
ocasiona perda parcial do carbono, promovendo assim uma diminuicdo da
assimilacao liquida de CO:2 (A) e, consequentemente, um menor incremento de
biomassa vegetal (Nogués e Baker, 2000; Grant, 2011; Lawson e Vialet-Chabrand,
2019; Gupta et al., 2020).
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A reducado das reacOes de carboxilagdo da Rubisco, causada pela baixa
absorcdo de CO:2 devido ao DH, afeta o transporte de elétrons na membrana dos
tilacdides e nas lamelas estromais para reducdo da nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato oxidada (NADP*) podendo ocorrer a reducao do Oz que pode se
tornar um dos aceptores de elétrons (Dat et al., 2000). O Ozreduzido produz espécies
reativas de oxigénio (EROs), como o radical hidroxila (*OH), peréxido de hidrogénio
(H202) e anion superoxido (¢O2’), e o Oz excitado pela clorofila produz oxigénio singleto
(!02) (Anjum et al.,, 2011; Das e Roychoudhury, 2014). Quando essas EROs
aumentam a niveis toxicos, as células vegetais podem ser danificadas, acarretando o
aumento da peroxidacéo lipidica, da degradacéo proteica e da fragmentacdo do DNA
(Grant, 2011). Esses niveis de EROs também contribuem para o aumento do
contetdo de malondialdeido (MDA), que € considerado um marcador da peroxidacao
lipidica de membranas como consequéncia do estresse oxidativo (Anjum et al., 2011).

Embora a concentracdo de niveis toxicos de EROs promova danos
oxidativos nas estruturas celulares, em niveis toleraveis de moléculas como o H20:2
podem atuar como sinalizadoras e ativar mecanismos de tolerancia a estresses
abioticos interagindo com outras moléculas sinalizadoras, como 6xido nitrico (NO)
(Niu e Liao, 2016). Existem duas rotas metabdlicas antioxidantes, enzimatica e nao-
enzimatica, que estabelecem mecanismos de manutencéo do balango entre producao
e eliminacdo de EROs, o que auxilia na manutencdo das vias bioquimicas celulares
(Das e Roychoudhury, 2014). Os antioxidantes enzimaticos sao: superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX),
monodesidroascorbato redutase (MDHAR), desidroascorbato redutase (DHAR),
glutationa redutase (GR) e guaiacol peroxidase (GPX); e os antioxidantes n&o-
enzimaticos sdo: acido ascoérbico (AA), glutationa reduzida (GSH), a-tocoferol,
carotendides, compostos fendlicos, flavondides e prolina (Das e Roychoudhury, 2014).

Outras respostas fisioldgicas podem ocorrer diante do DH. Os mecanismos
de dissipacao de energia, como o fluxo ciclico de elétrons no fotossistema |, a perda
de energia na forma de calor por meio de pigmentos fotoprotetores e a fotorrespiracao
auxiliam na diminuicao do potencial de formacdo de EROs e na protecéo do aparelho
fotossintético, evitando a fotoinibicdo cronica (Franco et al., 2007; Voss et al., 2013;
Fang e Xiong, 2014). O ajuste osmotico € outro mecanismo que promove a
manutencao do turgor foliar por meio do acumulo de solutos compativeis, como a

prolina, a sacarose, 0s carboidratos solUveis e a glicina-betaina. Isso acarreta a
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reducdo do potencial osmaético o qual promove redugdo do Ww, intensificando a
absorcéo de agua do solo em DH pelas raizes (Anjum et al., 2011).

O DH interfere no crescimento celular que é considerado um dos processos
fisiolégicos mais sensiveis a seca devido a reducao da presséo de turgor, contribuindo
para a reducdo da expansdo celular (Anjum et al., 2011). A nutricdo mineral das
plantas também é afetada, uma vez que a seca pode influenciar os fatores fisico-
guimicos do solo, causando deficiéncia de nutrientes e ainda reduzindo a mobilidade
e 0 aporte de nutrientes para a planta (Ahmad et al. 2016).

Em relacdo as respostas biométricas, as plantas podem manter o
crescimento das raizes em detrimento do crescimento da parte aérea, favorecendo a
propor¢cdo da area de absorcdo de agua em comparacdo a area de perda de agua
(Mokany et al., 2006; 2007; Poorter et al., 2012). Além disso, as plantas podem
apresentar senescéncia e absciséo foliar, diminuindo assim a superficie transpirante
e a A (Poorter et al., 2012; Gupta et al., 2020).

1.3 BACTERIAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO EM PLANTAS

A aclimatagdo das mudas € uma das estratégias adotadas por viveiristas
para auxiliar no aumento da tolerdncia das plantulas em ambientes de
reflorestamento, e a busca de novas alternativas para potencializar esse objetivo é
fundamental. O uso de espécies vegetais associadas a Bactérias Promotoras do
Crescimento em Plantas (BPCP) tem sido uma importante ferramenta biotecnol6gica
capaz de induzir ou alterar vias bioquimicas de tolerancia a seca em plantas (Bashan
e de-Bashan, 2010; Vurukonda et al., 2016; Khan et al., 2018).

As BPCP constituem um grupo de microrganismos que estabelece relacbes
benéficas com as plantas e possuem a capacidade de colonizar a rizosfera, a
superficie das raizes e tecidos internos das plantas (Hungria et al., 2010). Os
exsudatos das raizes constituem de diversos compostos liberados por diferentes
partes do sistema de raizes que criam um ambiente Unico no solo circundante, a
rizosfera, onde ocorrem interag6es mutuas entre a planta e os microrganismos (Ortiz-
Castro et al., 2009). Esses compostos sao constituidos por aglcares, aminoacidos,
acidos organicos, fenolicos, vitaminas, metabdlitos secundarios, proteinas, COg,

alcoois e aldeidos (Ortiz-Castro et al., 2009).
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Os primeiros experimentos de campo com BPCP (bactérias associativas)
ocorreram na década de 1980 com Azospirillum sp., em que foram observados efeitos
benéficos sobre o crescimento e a produtividade das plantas por meio da redu¢éo dos
estresses ambientais promovidos por esses microrganismos (Bashan e de-Bashan,
2010). Além do Azospirillum sp., outros géneros sdo capazes de promover o efeito de
crescimento em plantas, como Bacillus sp., Azotobacter sp., Burkholderia sp.,
Enterobacter sp., Klebsiella sp., Pseudomonas sp., Serratia sp. e Variovorax sp.
(Hayat et al., 2010; Vejan et al., 2016; Khan et al. 2018).

O potencial efeito das BPCP sobre o crescimento e a produtividade das
culturas agricolas contribuiu para publicacdo de diversos estudos ao longo das ultimas
décadas (Barka et al. 2006; Bashan e de-Bashan, 2010; Hungria et al., 2010; Rojas-
Tapias et al., 2012; Almeida et al., 2021). A partir desses estudos, foi observado que
o efeito de crescimento das plantas pode ocorrer mediante a producao de fitormoénios
por BPCP, como indol-3-acético (IAA) e giberelinas (GA), que aumentam o
desenvolvimento dos pelos da raiz e aumentam a area total da raiz, o que permite
maior absorcéo de nutrientes pelas plantas (Khan et al., 2018). As BPCP melhoram
as taxas de fotossintese em plantas sob condicbes de estresse hidrico mediante
producdo de citocininas que contribui no aumento da condutancia estomatica, e
promove divisdo e diferenciacdo celular nos estagios iniciais do desenvolvimento
foliar, estimulando aumento do nimero de feixes vasculares e do niumero de células
por area foliar (Ahluwalia et al., 2021). Nas mudas de Sambucus williamsii inoculadas
com Acinetobacter calcoaceticus, sob DH, foram observadas maior A (13%) e maior
Os (11,6%) do que as mudas nao inoculadas (Liu et al., 2019).

A producdo da enzima 1-aminociclopropano-1-acido carboxilico (ACC)
desaminase por BPCP estimula o crescimento vegetal atraindo e clivando o ACC
produzido pela planta, diminuindo assim o nivel de etileno (Glick et al., 2005). A
inoculagéo de plantas de milho (in vitro) com Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter
cloacae, Achromobacter xylosoxidans ou Leclercia adecarboxylata, sob estresse
hidrico, estimulou producdo ACC desaminase que reduziu niveis de etileno,
resultando melhor crescimento de raiz e da parte aérea, melhor absorcdo de
nutrientes e melhor conteudo de clorofila (Danish et al., 2020).

As BPCP podem aumentar o suprimento de nutrientes na rizosfera e/ou
estimular os sistemas de transporte de ions nas raizes (Vacheron et al., 2013). Ha

estirpes de BPCP que, mediante atividade da enzima nitrogenase, fixam o nitrogénio
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atmosférico e o disponibilizam para as plantas como aménia (Ahluwalia et al., 2021).
Outra caracteristica desses microrganismos é a capacidade de solubilizar fosfato
mediante liberacdo de acidos organicos que quelam os cétions ligados ao fosfato e a
producdo de fosfatases/fitases que hidrolisam formas orgéanicas de compostos de
fosfato, aumentando a disponibilidade desse nutriente para as plantas (Vacheron et
al., 2013). As BPCP podem produzir sideréforos, moléculas organicas quelantes de
ferro de alta afinidade, que atuam no controle de fitopatégenos, na solubilizacdo do
fosfato e na disponibilidade de ferro (Fe) as plantas (Ingle e Padole, 2017; Khan et al.,
2018; Ahluwalia et al., 2021).

A producéo de exopolissacarideos (EPS) por microrganismos associados
as plantas submetidas ao DH contribuem na prevencao da dessecacédo, formando
biofilmes hidrofilicos na superficie da raiz, e na melhor agregagdo do solo-raiz
(Ahluwalia et al., 2021). A inoculagdo de sementes de milho com estirpes de
Pseudomonas spp. produtoras de EPS, sob DH, melhoraram a biomassa vegetal, o
conteudo relativo de agua (CRA), o W foliar, a relacéo solo aderido/raiz e a diminui¢cao
da perda de agua foliar (Sandhya et al., 2010).

O acumulo de prolina em muitas espécies de plantas submetidas ao
estresse hidrico tem sido correlacionado a tolerancia ao DH (Anjum et al., 2011). A
prolina € um dos principais osmoprotetores que contribui para manutencéo do turgor
celular e estabilizacao de estruturas como proteinas, enzimas, membranas celulares
e lipidios; podendo agir como tampéo de pH citosélico e atuar como fonte de carbono
organico, nitrogénio e energia durante o estagio de recuperacdo do estresse hidrico
(Ahluwalia et al., 2021). A inoculagdo de plantas de milho com Pseudomonas
fluorescens (estirpes 153 ou 169) ou com Pseudomonas putida (estirpes 4 ou 108),
submetidas ao DH, resultou em maior conteudo de prolina nas folhas do que as
plantas ndo inoculadas (Ansary et al., 2012). Maior acumulo do contetdo de prolina e
de glicina-betaina em plantas inoculadas com BPCP indica melhor tolerancia dessas
plantas ao estresse hidrico do que plantas néo inoculadas (Vurukonda et al., 2016).
Zhang et al. (2010) observaram nas mudas de Arabidopsis thaliana, sob DH e
inoculadas com Bacillus subtilis (GB03), maior acumulo de colina (precursor de
glicina-betaina) e de glicina-betaina, promovendo efeito osmoprotetor nessas mudas.

As BPCP podem contribuir no aumento da concentracdo e da atividade de
enzimas antioxidantes, reduzindo assim o acumulo de EROs (Ahluwalia et al., 2021).

Foi observado nas mudas de batatas inoculadas com Bacillus subtilis, sob estresse
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hidrico, menor producéo de EROs e MDA e maior atividade enzimatica de CAT, SOD
e peroxidase com maior producdo de acucares solUveis totais, proteinas sollveis
totais e prolina (Batool et al., 2020).

A maioria dos trabalhos publicados nas ultimas décadas estudaram os
efeitos das BPCP em espécies cultivadas e, recentemente, alguns trabalhos foram
elaborados para analisar os efeitos desses microrganismos em espécies arboreas
nativas da Mata Atlantica (Tiepo et al., 2018, 2020a; Souza et al., 2020; Calzavara et
al., 2021). Souza et al. (2020) observaram que as sementes de espécies de diferentes
grupos sucessionais da Mata Atlantica inoculadas com BPCP tiveram maior
germinacdo e maior vigor das plantulas, especialmente, em espécies pioneiras. A
inoculacdo de sementes de Cecropia pachystachya com A. brasilense (Ab-V5),
Bacillus sp. (Bacillus velezensis — ZK) ou Azomonas sp. (inoculadas individualmente)
aumentou a porcentagem de sementes germinadas e o indice de vigor das mudas,
enquanto que o tempo médio de germinacdo diminuiu, comparadas ao controle
(mudas nao inoculadas). Nas plantas de Trema micrantha inoculadas com ZK ou
Azomonas sp., foi observado maior indice de vigor das mudas em comparacao ao
controle. A inoculagdo com ZK ou Azomonas sp. em mudas de Cabralea canjerana
apresentou maior atividade de fenilalanina aménia liase e polifenol oxidase; e menor
porcentagem de sementes germinadas e menor indice de vigor, compradas as mudas
nao inoculadas (Souza et al., 2020).

Calzavara et al. (2021) realizaram experimento com limitagbes de
nitrogénio e observaram aumento da concentracdo de moléculas nitrogenadas em
mudas de trés espécies vegetais, C. pachystachya, Heliocarpus popayanensis e
Cariniana estrellensis, inoculadas com ZK em comparacdo as mudas nao inoculadas.
A inoculacdo com estipes bacterianas teve efeito positivo na A em mudas de duas
espécies vegetais: H. popayanensis inoculadas com ZK em e C. estrellensis
inoculadas com Ab-V5, comparadas as mudas ndo inoculadas (Calzavara et al.,
2021).

Hertel (2020) estudou espécies vegetais nativas da Mata Atlantica
submetidas ao DH moderado e concluiu que a inoculagcdo com ZK em mudas de
Hymenaea courbaril melhorou as relagbes hidricas das plantas e influenciou
positivamente no metabolismo do nitrogénio, aumentando o conteudo de proteinas
foliares. A inoculacdo dessa mesma espécie vegetal com Ab-V5 também estimulou o

metabolismo do nitrogénio e ambas as estirpes (Ab-V5 ou ZK) estimularam o acimulo
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de prolina nas folhas. Para Bauhinia forficata, a inoculagdo com Ab-V5 permitiu a
manutencao da A, sob DH, diminuiu a peroxidacéo lipidica nas folhas e a inoculacao
com Ab-V5 ou ZK aumentou a eficiéncia do uso da agua (EUA) pela planta (Hertel,
2020).

Tiepo et al. (2018) observaram efeitos positivos sobre a massa seca da raiz
e da parte aérea em mudas T. micrantha e C. estrellensis inoculadas com ZK ou
Azorhizophillus sp. ou Azomonas sp. (somente em C. estrellensis), pois ndo houve
reducdes de massas nas mudas submetidas ao DH moderado em comparacéo aos
seus respectivos tratamentos em solo na capacidade de campo (CC). Sob estresse
hidrico, a inoculacdo de mudas de T. micrantha com Azorhizophillus sp. e mudas de
C. estrellensis com Azomonas sp. promoveu maior Wy (parte aérea) nessas mudas,
comparadas as mudas néo inoculadas, favorecendo o estado hidrico das plantas. A
inoculacdo com ZK em mudas de T. micranta, sob DH, promoveu reducdes no teor de
peréxido de hidrogénio e na peroxidacao lipidica, e com Azomonas sp. promoveu
reducdes apenas no teor de peroxido de hidrogénio. Essas observagdes indicam
maior toleréncia dessas plantas inoculadas aos possiveis danos oxidativos causados
pelo estresse hidrico (Tiepo et al., 2018).

Tiepo et al. (2020a) verificaram, em mudas de C. pachystachya submetidas
ao DH moderado e inoculadas com Ab-V5, aumento da atividade de APX e SOD em
relacdo as mudas ndo inoculadas sob DH, afetando positivamente o nivel de
compostos antioxidantes ndo enzimaticos. A inoculagdo com Ab-V5 em mudas de C.
estrellensis sob o DH aumentou a atividade de APX. Em ambas as espécies arboreas,
a inoculagdo com Ab-V5 ou ZK induziu aumento no teor de trigonelina, composto
antioxidante ndo enzimético, em comparag¢do com plantas ndo inoculadas mantidas
na CC ou submetidas ao DH (Tiepo et al., 2020a).

Os consoércios de microrganismos sdo usados com objetivo de obter
respostas mais eficazes para promocdo de tolerdncia em espécies vegetais
(coinoculacao) a estresses bidticos e abidticos, comparados a inoculacao individual
de microrganismos em plantas (Hossain et al., 2016). Benjelloun et al. (2021)
observaram maior biomassa e maior rendimento de grdos de mudas de Cicer
arietinum coinoculadas com Mesorhizobium sp. (MA72) e Enterobacter aerogenes
(P1S6), comparadas a inoculagéo individual das estirpes bacterianas. Apesar disso,
nem sempre a coinoculacdo promovera efeitos sinérgicos, podendo haver uma

competicdo entre as estirpes e resultar em crescimento reduzido da planta. Probanza
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et al. (2002) concluiram as estirpes Bacillus licheniformis (CECT 5106) ou Bacillus
pumilus (CECT 5105) inoculadas em Pinus pinea promoveram o crescimento vegetal,
mas esse efeito ndo foi observado quando houve a coinoculacédo. Outro resultado da
coinoculac&o pode ser auséncia de um efeito aditivo na promocao de tolerancia em
plantas a estresses ambientais, comparadas as formas individuais de inoculacéo.
Almeida et al. (2021) observaram maior altura e maior massa seca das raizes e da
parte aérea em mudas de milho inoculadas com Bacillus thuringiensis (RZ2MS9) ou
coinoculadas com RZ2MS9 e Ab-V5, comparadas as mudas nao inoculadas, sendo
gue nao foi observado diferencas nesses parametros entre as mudas inoculadas ou
coinoculadas.

A partir da necessidade de realizar acbes de reflorestamento na Mata
Atlantica sob um contexto de periodos prolongados de seca, intensificados pelas
mudancas climaticas, é fundamental o desenvolvimento de pesquisas para
potencializar a tolerancia de mudas nativas de diferentes grupos sucessionais
utilizadas nessas acbes. De acordo com a busca na literatura, ndo foi encontrado
estudos sobre os efeitos da coinoculacdo de BPCP em mudas de espécies arboreas
nativas da Mata Atlantica submetidas ao DH severo.

Este trabalho estd inserido no projeto transnacional natuRe-baskd
SoluTions for imprOving Reforestation (RESTORE) que objetiva diminuir os impactos
negativos das mudancas climaticas por meio da restauracao florestal e visa utilizar
ferramentas biotecnoldgicas para melhorar o sucesso da restauracdo florestal
(Biodiversa, 2023; UEL; 2023).

2 OBJETIVO

Analisar o efeito da coinoculagdo com bactérias promotoras de crescimento
em plantas (BPCP) - Azospirillum brasilense (Ab-V5) e Bacillus velezensis (ZK) —
sobre variaveis biométricas, fisioldgicas e bioquimicas em mudas de Cecropia
pachystachya Trécul e de Cariniana estrellensis Raddi, submetidas ao déficit hidrico

severo em condi¢des de casa de vegetacao.
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2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar e comparar alteracbes biométricas, fisiologicas e bioquimicas nas
mudas de Cecropia pachystachya e de Cariniana estrellensis, submetidas ao DH
severo, mediante a inoculag&o e a coinoculacdo de BPCP;

e Relacionar a melhor resposta fisiolégica/metabdlica do efeito da inoculacéo e da
coinoculagéo bacteriana com o grupo sucessional das espécies arboreas;

e Avaliar o efeito da inoculacédo e da coinoculacdo no crescimento e na fisiologia

das mudas mantidas na capacidade de campo (CC).

3 HIPOTESES

1. Mudas inoculadas ou coinoculadas com BPCP apresentam alteracoes
biométricas, fisiol6gicas e bioguimicas que favorecem, de acordo com o grupo

sucessional, a melhor tolerdncia ao DH severo;

2. A coinoculacdo bacteriana € mais efetiva em promover respostas biométricas,
fisioldgicas e bioguimicas que favorece no aumento da tolerancia ao DH severo,

em relacao a inoculacdo bacteriana individual.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL BloLOGICO

As duas espécies arboreas utilizadas neste estudo, Cecropia pachystachya
Trécul (embauba-do-brejo) e Cariniana estrellensis Raddi (jequitiba-branco), foram
selecionadas devido ao seu uso frequente em sitios de reflorestamento no Bioma

Mata Atlantica.
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A espécie C. pachystachya é pertencente a familia Urticaceae,
popularmente, conhecida como Embauba-do-brejo. Trata-se de uma espécie arborea
pioneira, perenifdlia com densidade média da madeira de 0,41 g/cm3. Geralmente,
apesenta 4 a 8 m de altura podendo atingir, excepcionalmente, 25 m de altura e 45
cm de diametro a altura do peito (DAP) na idade adulta. No Brasil, essa espécie ocorre
em todos os biomas (Amazobnia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pampas e
Pantanal (Embrapa, 2006; Zanne et al., 2009; Gaglioti e Aguiar, 2020).

A espécie C. estrellensis & pertencente a familia Lecythidaceae,
popularmente, conhecida como Jequitiba-branco. Trata-se de uma espécie arbdrea
nao-pioneira, helidfila que tolera sombreamento na fase juvenil, semidecidua no
inverno, encontrada no sub-bosque chegando a atingir o dossel, com densidade
média da madeira de 0,64 g/cm3. Geralmente, apesenta 15 a 35 m de altura e 50 a 80
cm de DAP podendo atingir, excepcionalmente, 50 m de altura e 215 cm de DAP na
idade adulta. No Brasil, essa espécie ocorre na Amazonia, Cerrado, Pantanal e Mata
Atlantica (Embrapa, 2003; Zanne et al., 2009; Smith e Prance, 2015).

As duas estirpes bacterianas utilizadas neste estudo, Azospirillum
brasilense (Ab-V5) e Bacillus velezensis (ZK), foram selecionadas considerando os
resultados obtidos em experimentos anteriores, do grupo de estudos da UEL,
realizados em casa de vegetacdo com espécies arbdreas neotropicais (Tiepo et al.,
2018, 2020a; Souza et al., 2020; Calvazara et al., 2021).

A estirpe Ab-V5 (Azospirillum brasilense) é registrada no Ministério da
Agricultura para uso em inoculantes comerciais (Hungria et al., 2010), caracterizada
como diazotrofica, possuindo a capacidade de sintetizar sideréforos, auxinas,
citocininas e giberelinas, que podem agir como sinalizadores no metabolismo vegetal
ou induzir respostas de crescimento na parte aérea e nas raizes das plantas (Bashan
e de-Bashan, 2010; Fukami et al. 2017).

A estirpe ZK (Bacillus velezensis) (Goes et al., 2012; Dunlap et al., 2016;
Tiepo et al., 2020a) foi isolada a partir de raizes de girassol em solo agricola e
caracterizada como BPCP por Goes et al. (2012), desempenhando atividade
antagonica (in vitro) contra Sclerotinia sclerotiorum (causador do mofo-branco) e
possuindo a capacidade de sintetizar auxinas e sideréforos, que sdo compostos
importantes para a promoc¢do do crescimento vegetal, porém, essa estirpe ndo é

diazotrofica.
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4.2 PREPARAGCAO E APLICAGCAO DOS INOCULOS

As estirpes bacterianas utilizadas fazem parte da Colecdo de BPCP da
Universidade Estadual de Londrina (UEL) e os in6culos foram preparados de acordo
com Oliveira et al. (2017).

As estirpes de BPCP foram inicialmente cultivadas em 5 mL de meio
liquido DYGS (Dextrose Yeast Glutamato) em tubos de ensaio mantidos sob agitacéo
orbital (180 rpm) a 28 + 2°C por 24 h para a preparacdo do pré-inéculo. Os indculos
foram preparados a partir de 500 pL do pré-indculo inoculado em 50 mL de meio de
cultura F4 (FORM15) em Erlenmeyer e mantido sob agitacdo orbital (180 rpm) a 28 +
2 °C por 48 h (Oliveira et al., 2017). ApGs o periodo de crescimento, as culturas foram
normalizadas por diluicAo do meio de cultura F4 em agua destilada (1:1.000) até uma
densidade final de 1x108 UFC mL™". Ap6s o preparo individual dos inéculos (Ab-V5 ou
ZK), foi utilizado a proporgdo de 1:1 (0,5x10%° UFC Ab-V5 mL™" + 0,5x10% UFC ZK
mL™") para a producédo do coindculo (pool, Ab-V5 + ZK). A partir disso ocorreu a
aplicacdo nas sementes e nas mudas.

A aplicacéo nos tratamentos foi efetuada com a adicdo de 1 L de inoculo
diretamente na areia esterilizada em bandejas de 4 L, uma vez a cada 30 dias a partir
da semeadura. Apos o transplantio das plantulas para tubetes de 290 mL, a aplicacao
nos tratamentos foi efetuada com a adicdo de 40 mL de in6culo diretamente no
substrato, uma vez a cada 30 dias. O periodo total de aplicacdo dos inGculos ocorreu

desde a semeadura até o dia anterior ao inicio do DH para cada espécie vegetal.

4.3 CoNDICOES DE CULTIVO

As sementes de C. pachystachya e de C. estrellensis foram adquiridas
comercialmente por intermédio da empresa Arbocenter Comércio de Sementes —
safra 2021. A semeadura ocorreu em areia esterilizada acondicionada em quatro
bandejas de polipropileno de 4 L regadas com Ab-V5, outra com ZK e outra com a
coinoculagédo de Ab-V5 e ZK (pool). Ja para o tratamento controle (NIn), a areia foi
irrigada apenas com 1 L agua destilada.

A inoculacdo dessas bactérias associativas a cada uma das espécies

vegetais ocorreu no primeiro dia a partir da semeadura e houve uma nova inoculacéo
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a cada 30 dias. Desde a semeadura até o dia anterior ao inicio do DH severo foram
realizadas 11 inoculagdes para C. pachystachya e 6 inoculacdes para C. estrellensis.
Isso ocorreu devido a diferenca no crescimento das plantulas de cada espécie,
durante o desenvolvimento inicial nas bandejas, para estarem aptas ao transplantio.

A hidratacdo das sementes/mudas foi mantida em todos os tratamentos por
meio da irrigacéo diaria do substrato com agua da torneira, exceto nos dias em que
ocorreram as inoculacdes. No segundo més apos a semeadura, foi aplicada solucéo
nutritiva de Hoagland e Arnon (1938) com modificacbes nas bandejas de todos os
tratamentos, em concentragdes iguais para acelerar o crescimento das plantulas.

As mudas foram mantidas nas bandejas em casa de vegetacdo com
sombreamento parcial (60% de retencdo de luz solar) de abril a novembro de 2021
para C. pachystachya (Figura 1 A) e de novembro de 2021 a fevereiro de 2022 para

C. estrellensis (Figura 1 B).

Figura 1. Plantulas de Cecropia pachystachya (A) e Cariniana estrellensis (B) apos 90 dias da
semeadura. Bandejas foram irrigadas com indculos: Bacillus velezensis (ZK), Azospirillum brasilense
(Ab-V5) e o pool de ZK e Ab-V5. Uma bandeja foi irrigada apenas com agua (controle — NIn). Fonte: o
préprio autor.
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Apb6s o desenvolvimento inicial das plantulas nas bandejas, 226 dias para
C. pachystachya e 104 dias para C. estrellensis, as mesmas foram transplantadas em
tubetes de 290 mL confeccionados com polipropileno atéxico fotoestabilizado com
aditivo anti-ultravioleta. Todas as mudas continham o mesmo volume de substrato,
comercializado pela empresa Fertilizare LTDA (PR-95069 10005-1 — Ministério da
Agricultura), sendo composto por vermiculita, carvao vegetal, casca de pinus/eucalipto
e po de coco, suplementado com um fertilizante de liberagéo controlada (5 g/L, 14%
N, 14% P20s5 e 14% K20).

No mesmo dia do transplantio, o substrato foi irrigado com 40 mL de
suspenséo de células bacterianas em agua destilada a 106 UFC mL™", de acordo com
cada tratamento das BPCP. O tratamento sem inoculacéo (NIn) foi irrigado com agua
destilada apenas no dia de aplica¢do dos inéculos. A irrigacdo foi mantida com agua
da torneira para todos os tratamentos com frequéncia diaria.

As mudas transplantadas em tubetes (Figuras 2 A e B) permaneceram,
inicialmente, por 30 dias em casa de vegetacdo com sombreamento parcial (60% de
retencao de luz solar) e mais 30 dias em casa de vegetacdo sem sombreamento para
o desenvolvimento em condi¢cdes de luminosidade mais préximas as condicdes de
campo. Esse periodo ocorreu de dezembro de 2021 a janeiro de 2022 para C.

pachystachya e de fevereiro a abril de 2022 para C. estrellensis.

Figura 2. Plantulas de Cecropia pachystachya (A) e Cariniana estrellensis (B) em casa de vegetacao
sem sombreamento. Fonte: o préprio autor.



31

Apo6s 60 dias do desenvolvimento das mudas nos tubetes, foi realizada a
altima rega com os inoculantes de acordo com cada tratamento das BPCP e a ultima
rega com agua destilada nas mudas do tratamento NIn. Apés 30 minutos dessa Ultima
irrigacao, foi realizada a primeira coleta de dados de trocas gasosas em todos 0s
tratamentos entre 7:30 a 9:30 h. No dia seguinte, foi iniciado o DH severo por meio da
suspensao da irrigacdo nos tratamentos em DH. Ja os tratamentos ndo submetidos
ao DH, ou seja, mantidos em capacidade de campo (CC), permaneceram com a
irrigacédo diaria.

Durante todo periodo de aplicacdo do DH severo, ocorreu 0 monitoramento
da gs, diariamente, por meio da coleta de dados de trocas gasosas em todos 0s
tratamentos entre 7:30 a 9:30 h utilizando o Analisador Portatil de Gas Infravermelho
(IRGA — Infra Red Gas Analizer — modelo LICOR 6400 XT, Biosciences Lincoln NE,
USA). O periodo do DH severo durou até que a gs do grupo DH atingisse cerca de
10% da gs do grupo CC (razdo gs = gspH/ gscc = 0,1). A partir do momento em que
esse critério foi atingido, realizou-se mais uma coleta de dados de trocas gasosas,
potencial de 4gua e coleta de material vegetal para obtencédo de dados biométricos e
bioquimicos.

O periodo de aplicacdo do DH severo realizado em C. pachystachya durou
dois dias (13 e 14 de fevereiro de 2022). Enquanto para C. estrellensis esse periodo
foi de sete dias (23 a 29 de abril de 2022). Os dados de temperatura e unidade relativa
do ar (UR) foram obtidos pelo sensor EasyLog EL-USB-2 (Lascar Electronics Ltd. PA,
USA) instalado dentro da casa de vegetacao. Nos dias 13 e 14 de fevereiro de 2022,
a temperatura média foi de 27,3°C, com maxima de 40,5°C e minima de 18°C, e a UR
média foi de 59,1%, com maxima de 82% e minima de 33,5%. Nos dias 23 a 29 de
abril de 2022, a temperatura meédia foi de 24,8°C, com maxima de 36,5°C e minima

de 17°C, e a UR média foi de 70,7%, com maxima de 90% e minima de 42,5%.

4.4 ANALISES FOTOSSINTETICAS

Nos individuos das duas espécies estudadas foram determinadas as taxas
de assimilacdo liquida de COz (A, ymol m? s1), de condutancia estomatica (gs, mol m-
251, de transpiracéo (E, mmol m? s?) e de concentracgéo intercelular de CO2 (Ci, umol

mol?t). Além disso, foram calculadas a eficiéncia do uso da agua (EUA: umol mmol,
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AJE) e a eficiéncia instantanea de carboxilacédo (k; A/Ci, mol m2 s?). As andlises de
trocas gasosas foram realizadas em dias ensolarados, entre 7:30 h e 9:30 h, a partir
do dia anterior do inicio da aplicacdo DH severo até o ultimo dia do DH, dia em que
ocorreu a desmontagem do experimento. Utilizou-se, para mensuragao das trocas
gasosas, o IRGA conectado a uma camara de 6 cm? sob uma radiacédo
fotossinteticamente ativa saturante de 1.500 umol m? s e a uma taxa de fluxo fixo de
ar de 400 ymol m? s1. Essas medidas foram mensuradas, a partir do apice, na
primeira folha completamente expandida de cada muda.

Foi mensurada a eficiéncia fotoquimica méaxima do fotossistema Il (Fv/Fm)
em folhas intactas por meio de um fluordbmetro OS1p (Opti-Sciences, Hudson, EUA),
conforme descrito por Shimizu et al. (2006). As andlises da Fv/Fm foram realizadas

antes do amanhecer entre 04:00 h e 05:30 h.

4.5 POTENCIAL HiDRICO

O potencial hidrico (Ww) da parte aérea de cada muda foi mensurado em
Megapascal (MPa) com uma camara de pressao do tipo Schélander (Soil Moisture —
SAPSII, modelo 3115, Santa Barbara, CA, EUA). Essas medidas foram realizadas no
ultimo dia de aplicacdo do DH entre 6:30 h e 8 h.

4.6 CONTEUDO RELATIVO DE AGUA

Em ambas as espécies, foi determinado o conteudo relativo de agua (CRA,
%) por meio da coleta de 0,1 g de massa fresca de folha de cada muda a partir das
6:30 h do ultimo dia do DH. Cada uma dessas massas frescas de folha foi submersa
em &gua destilada por 24 h para a determinacdo da massa targida. Apdés a
permanéncia dessas porcdes de folhas em estufa a 60°C por 72 h, foi obtida a massa
seca (Smart e Bingham, 1974). O CRA (%) foi calculado da seguinte forma:

massa fresca — massa seca
x 100

CRA (%) = —
massa turgida — massa seca
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4.7 ANALISES BIOMETRICAS

A area foliar total (AF, cm?) foi obtida a partir das folhas completamente
expandidas, utilizando o medidor de area foliar LI-3000CAP acoplado a esteira LI-
3050C (LI-COR Biosciences, Lincoln, EUA).

Foram mensuradas as massas das plantulas por meio da coleta da massa
seca da raiz (MSR, @), do caule (MSC, g) e das folhas (MSF, g). Para isso, 0os 6rgaos
vegetais foram segmentados no dia da desmontagem do experimento e
acondicionadas em estufa de secagem a 60°C por 72 h. Foi calculada a massa seca
total das plantulas (MST, g — soma da MSR, da MSC e da MSF), a massa seca da
parte aérea (MSPA, g — soma da MSC e da MSF), fracdo da massa foliar (FMF:
MSF/MST), a fracdo da massa da raiz (FMR: MSR/MST) e a razdo da massa da raiz
pela massa da parte aérea (MSR/MSPA).

4.8 ANALISES BIOQUIMICAS

As andlises bioquimicas foram realizadas a partir de porcdes frescas de
folhas para a concentracdo de MDA e de peroxido de hidrogénio, e de folhas e de
raizes para o contetido de prolina e de glicina-betaina. Essas massas foram coletadas
no dia da desmontagem do experimento, acondicionadas temporariamente em
nitrogénio liquido e posteriormente armazenadas a -80°C. Todos os dados
bioquimicos foram normalizados por massa seca.

A estimativa da peroxidacdo lipidica foi determinada por meio da
concentracdo de MDA. Para isso, utilizou-se 100 mg de massa fresca de folhas
maceradas com nitrogénio liquido e homogeneizadas com &cido tricloroacético a 0,2%
em metanol. Apds a centrifugagdo a 12.000 rpm por 5 min a 4°C, o sobrenadante foi
utilizado para determinacdo de MDA por meio da analise de substancias reativas ao
acido tiobarbitarico (TBARS) com medidas de fluorescéncia (ex/em: 535/590 nm)
(Camejo et al., 1998) utilizando o leitor de microplacas Victor TM 3 (Perkin Elmer,
Turku, Finlandia).

O mesmo extrato utilizado no método TBARS foi usado para a
determinacdo do conteudo de peroxido de hidrogénio apds reacdo em gelo com

tampao fosfato de potassio 0,1 M e iodeto de potassio 1 M. A determinacéo foi obtida
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a 390 nm utilizando o leitor de microplacas Victor TM 3 (Perkin Elmer, Turku,
Finlandia).

A extracao e determinacao de prolina foram realizadas a partir de 100 mg
de massa fresca de folhas e 100 mg de massa fresca de raizes maceradas com
nitrogénio liquido e homogeneizadas com élcool etilico 70%. Apds a centrifugagéo a
4.000 rpm por 10 min, o sobrenadante foi submetido a reacdo com nihidrina (1% m/v)
em acido acético a 60%, adicionado etanol a 20%, em uma reacdo a 95°C em banho-
maria por 20 min. A concentracéo de prolina foi determinada a 520 nm (Carillo et al.,
2008) utilizando o leitor de microplacas SpectraMax Plus 384 (Molecular Devices,
Sunnyvale, EUA).

O conteudo de glicina-betaina seguiu a metodologia de Grieve & Grattan
(1983) e de Valadez-Bustos et al. (2016), com modificagcbes. A extracdo e a
determinacao de glicina-betaina foram realizadas a partir de 10 mg de massa fresca
de folhas e 10 mg de massa fresca de raizes, maceradas com nitrogénio liquido, em
acido sulftrico 1 M (2 N) no banho-maria a 60°C por 10 min. Apds a centrifugacéo a
12.000 rpm por 25 min a 25°C, foi adicionado Kl-l2 gelado ao sobrenadante e
acondicionado entre 0°C a 4°C no escuro por 16 h. Apés uma nova centrifugacdo a
12.000 rpm por 25 min a 0°C, o sobrenadante foi descartado e os cristais de glicina-
betaina foram homogeneizados com acetona. Apés 2:30 h, o contetdo foi lido a 365
nm no espectrofotbmetro Genesys 10S UV-Vis (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, EUA).

4.9 ANALISES ESTATISTICAS

O experimento teve delineamento em blocos casualizados com dois fatores
(4 x 2) — fator inoculagédo com quatro niveis (NIn, Ab-V5, ZK ou pool) e fator condi¢éo
hidrica com dois niveis (CC ou DH). Os tratamentos foram formados por: NIn CC
(controle, mudas néo inoculadas em solo na CC), ZK CC (mudas inoculadas com ZK
em solo na CC), Ab-V5 CC (mudas inoculadas com Ab-V5 em solo na CC), pool CC
(mudas coinoculadas com ZK e Ab-V5 em solo na CC), NIn DH (mudas nao inoculadas
sob DH), ZK DH (mudas inoculadas com ZK sob DH), e Ab-V5 DH (mudas inoculadas
com Ab-V5 sob DH) e pool DH (mudas coinoculadas com ZK e Ab-V5 sob DH). Foram
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utilizadas sete réplicas para os parametros de trocas gasosas e de massa seca, onze
réplicas para Fv/Fm e cinco réplicas para os parametros AF, CRA, Ww e bioquimicos.

Os dados foram submetidos aos testes de normalidade (Shapiro-Wilk) e de
homogeneidade de variancias (Levene), e transformados quando necessério para
atingir os pressupostos dos testes paramétricos. Em seguida, esses dados foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) fatorial (teste F) e, quando houve efeito
da interacdo (inoculacdo x condicao hidrica), as médias foram comparadas pelo teste
de Fisher LSD (P < 0,05) dentro de cada nivel dos fatores de inoculacdo (NIn, Ab-V5,
ZK e pool) e de condicéo hidrica (CC e DH). As analises estatisticas foram realizadas
por meio do software Rstudio (versdo 2022.07.1 — Build 554).

5 RESULTADOS

5.1 MONITORAMENTO DAS MUDAS DURANTE O DEFICIT HIDRICO

O monitoramento da gs nas mudas de C. pachystachya foi iniciado no dia
anterior do inicio do DH (dia 0) até o final do periodo do DH (dia 2). As mudas mantidas
na CC (dia 0) ndo apresentaram diferencas na gs entre os tratamentos (NIn, Ab-V5,
ZK ou pool). No primeiro dia do DH (dia 1), foi observada reducéo da gs nas mudas
inoculadas com ZK, comparadas ao controle (NIn). No segundo e ultimo dia do DH
(dia 2), observou-se a reducéo da gs em todas as plantas inoculadas em comparagéo
ao controle (Figura 3 A).

O monitoramento da gs nas mudas de C. estrellensis também foi iniciado
no dia anterior do inicio do DH (dia 0) até o final do periodo do DH (dia 7). N&o foi
observada diferenca na gs entre os tratamentos (NIn, Ab-V5, ZK ou pool) em cada um

dos dias durante o periodo do DH (Figura 3 B).
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Figura 3. Condutancia estomética (gs) de mudas de Cecropia pachystachya (A) e de Cariniana
estrellensis (B) submetidas ao déficit hidrico (DH), ndo inoculadas (NIn) ou inoculadas com Azospirillum
brasilense (Ab-V5) ou com Bacillus velezensis (ZK) ou com o pool (Ab-V5 e ZK). Os tracos verticais
acima das colunas representam os erros-padrdo. Nas colunas do grafico A, médias com letras
mailsculas (comparam tratamentos no dia 0 — dia anterior ao inicio do DH), ou mindsculas (comparam
tratamentos no dia 1 — primeiro dia do DH) ou minusculas sublinhadas (comparam tratamentos no dia
2 — ultimo dia do DH) iguais n&o diferem entre os tratamentos de inoculagdo. N&o houve diferenga entre
os tratamentos no gréfico B (Fisher LSD; P < 0,05; n = 7).

5.2 ANALISES BIOMETRICAS, FOTOSSINTETICAS, BIOQUIMICAS E RELACOES HIDRICAS

5.2.1 Cecropia pachystachya

As mudas de C. pachystachya submetidas ao DH apresentaram reducao
de biomassa e AF em comparacdo as mudas mantidas na CC (Figura4 A, B, C, D, E
e G). Independente da condicao hidrica, as plantas inoculadas com Ab-V5, ZK ou pool
apresentaram maior MSF, MSC, MSPA e MST em relacéo as plantas NIn (Figura 4 B,
C,DeE).

Foi observada maior MSR nas mudas inoculadas com ZK ou com o pool,
comparadas ao controle (Figura 4 A). A FMR diminuiu nas mudas inoculadas com Ab-
V5 ou ZK em relagdo as mudas NIn (Figura 4 F), independente da condi¢do hidrica
em gue as plantas estavam submetidas. A FMF e a razdo da MSR/MST ndo diferiram
entre os tratamentos (dados néo apresentados).

Houve reducgdo na A, na gs, na E e na k em mudas de C. pachystachya
submetidas ao DH, comparadas as mudas mantidas na CC (Figura5 A, B, C e F). As
plantas inoculadas em DH apresentaram maior Ci e menor EUA, comparadas as
plantas inoculadas mantidas na CC (Figura 4 D e E).

Foi verificada nas mudas inoculadas com o pool na CC reducao da gs em

relacdo as mudas inoculadas com Ab-V5 ou ZK (Figura 5 B), e da E em relacéo as
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mudas inoculadas com Ab-V5 (Figura 5 C). Observou-se maior Ci, e menor A, gs, E,

EUA e k inferiores nas mudas inoculadas e submetidas ao DH em relacdo as mudas

NIn em DH (Figura 5).
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Figura 4. Massa seca das raizes (MSR, A), massa seca das folhas (MSF, B), massa seca do caule
(MSC, C), massa seca da parte aérea (MSPA, D), massa seca total (MST, E), fracdo da massa da raiz
(FMR, F) e é&rea foliar total (AF, G) de mudas de Cecropia pachystachya cultivadas em capacidade de
campo (CC) ou em déficit hidrico (DH), ndo inoculadas (NIn) ou inoculadas com Azospirillum brasilense
(Ab-V5) ou com Bacillus velezensis (ZK) ou com o pool (Ab-V5 e ZK). Os tracos verticais acima das
colunas representam os erros-padrdo. Nas colunas pontilhadas, asteriscos indicam diferenca entre os
tratamentos de condicdo hidrica, de acordo com a ANOVA [teste F; *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001;
(n = 28, MSR, MSC, MSF, MSPA e MST) (n = 20, AF)]. Nas colunas vazias, médias com letras iguais
nao diferem entre os tratamentos de inoculagéo (Fisher LSD; P < 0,05; (n = 14).
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Figura 5. Assimilagdo liquida de CO:2 (A, A), condutancia estomética (gs, B), transpiragdo (E, C),
eficiéncia do uso da agua (EUA, D), concentracao intercelular de CO:z (Ci, E) e eficiéncia instantanea
de carboxilacéo (k, F) de mudas de Cecropia pachystachya cultivadas em capacidade de campo (CC)
ou em déficit hidrico (DH), ndo inoculadas (NIn) ou inoculadas com Azospirillum brasilense (Ab-V5) ou
com Bacillus velezensis (ZK) ou com o pool (Ab-V5 e ZK). Os tracos verticais acima das colunas
representam os erros-padrédo. Nas colunas, médias com letras mailsculas (comparam tratamentos em
CC) ou minudsculas (comparam tratamentos em DH) iguais ndo diferem entre os tratamentos de
inoculacado, e asteriscos indicam diferenca entre os tratamentos de condi¢éo hidrica dentro de cada
tratamento referente a inoculagéo e também para as plantas NIn (Fisher LSD; P < 0,05; n = 7).

As mudas de C. pachystachya submetidas ao DH apresentaram menor
Fv/Fm em comparacéo as mudas mantidas na CC, independente da inoculagéo (Figura
6).
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Figura 6. Eficiéncia fotoquimica maxima do fotossistema Il (Fv/Fm) de mudas de Cecropia pachystachya
cultivadas em capacidade de campo (CC) ou em déficit hidrico (DH), ndo inoculadas (NIn) ou
inoculadas com Azospirillum brasilense (Ab-V5) ou com Bacillus velezensis (ZK) ou com o pool (Ab-V5
e ZK). Os tragos verticais acima das colunas representam o0s erros-padréo. Nas colunas, asteriscos
indicam diferenca entre os tratamentos de condicao hidrica, de acordo com a ANOVA (teste F; *P <
0,05; *P < 0,01; **P < 0,001; n = 44).

Foi observado menor CRA, menor Wy e maior conteudo de prolina nas
folhas de C. pachystachya submetidas ao DH, comparadas as mudas mantidas na
CC, independente da inoculacao (Figura 7 A, B e C). O conteudo de prolina nas raizes

(Figura 7 D) e o conteudo de glicina-betaina nas folhas e raizes (Figura 7 E e F) ndo

diferiram entre os tratamentos.
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Figura 7. Conteudo relativo de agua (CRA, A), potencial hidrico (Ww, B), contetido de prolina de folhas
(C), conteudo de prolina de raizes (D), contetdo de glicina-betaina de folhas (E) e conteddo de glicina-
betaina de raizes (F) de mudas de Cecropia pachystachya cultivadas em capacidade de campo (CC)
ou em déficit hidrico (DH), ndo inoculadas (NIn) ou inoculadas com Azospirillum brasilense (Ab-V5) ou

com Bacillus velezensis (ZK) ou com o pool (Ab-V5 e ZK). Os tragos verticais acima das colunas
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representam os erros-padrdo. Nas colunas, asteriscos indicam diferenca entre os tratamentos de
condigéo hidrica, de acordo com a ANOVA (teste F; *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001; n = 20).

Foi observada maior peroxidacéo lipidica nas folhas (maior contetdo de
MDA) das plantas inoculadas com ZK em relacdo aos demais tratamentos,
independente da condi¢cdo hidrica (Tabela 1). A concentracdo de peroxido de
hidrogénio nas folhas néo diferiu entre os tratamentos (Tabela 1).

Tabela 1. Variaveis bioquimicas de mudas de Cecropia pachystachya cultivadas em capacidade de
campo (CC) ou em déficit hidrico (DH), nao inoculadas (NIn) ou inoculadas com Azospirillum brasilense
(Ab-V5) ou com Bacillus velezensis (ZK) ou com o pool (Ab-V5 e ZK). Os valores sdo médias + erros-
padrdo. Médias com letras iguais nas linhas ndo diferem entre os tratamentos de inoculacéo (Fisher
LSD; P < 0,05; n = 5). N&o significativo (ns). [H202] folhas — concentracdo de peréxido de hidrogénio
nas folhas; [MDA] folhas — concentragdo de malondialdeido nas folhas.

Parametro Condicao Inoculagao

bioquimico hidrica NIn Ab-V5 ZK pool
[H,0,] folhas CC 21903 + 3497 20241 + 2411 14722 + 3372  17.959 + 2.784

-1
(umol g~) DH 13400 + 1592 17451 + 4515 16.346 + 3540 12461 + 1.212
[MDA] folhas ce 0.060 + 0.005b 0.069 + 0.015b 0.099 + 0.006a 0.068 + 0.005 b
(nmol g™ DH 0062 +0011b 0059 + 0.013b  0.078 + 0.015
; + 0. : +0. . +0015a 0.056 + 0.006 b

5.2.2 Cariniana estrellensis

Nas mudas de C. estrellensis submetidas ao DH, observou-se reducao na
MSC, MSF, MSPA, MST e AF em relacdo as mudas mantidas na CC (Figura 8 B, C,
D, E e G), independente da inoculagédo. A MSR, FMR (Figura 8 A e F), FMF e arazao
MSR/MSPA (dados ndo apresentados) ndo diferiram entre dos tratamentos.

Foi observada, independente da inoculagéo, redugéo na A, nags e na E em
mudas de C. estrellensis submetidas ao DH, comparadas as mudas mantidas na CC
(Figura 9 A, B e C). Por outro lado, observou-se maior EUA nas plantas em DH em
relacdo as mudas mantidas na CC (Figura 9 D). A Ci e a k ndo diferiram entre os

tratamentos (Figura 9 E e F).
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Figura 8. Massa seca das raizes (MSR, A), massa seca das folhas (MSF, B), massa seca do caule
(MSC, C), massa seca da parte aérea (MSPA, D), massa seca total (MST, E), fracdo da massa da raiz
(FMR, F) e éarea foliar total (AF, G) de mudas de Cariniana estrellensis cultivadas em capacidade de
campo (CC) ou em déficit hidrico (DH), ndo inoculadas (NIn) ou inoculadas com Azospirillum brasilense
(Ab-V5) ou com Bacillus velezensis (ZK) ou com o pool (Ab-V5 e ZK). Os tragos verticais acima das
colunas representam os erros-padréo. Nas colunas, asteriscos indicam diferenca entre os tratamentos
de condic¢é&o hidrica, de acordo com a ANOVA (teste F; *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001; [(n = 28,
MSC, MSF, MSPA e MST) (n = 32, AF)].
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Figura 9. Assimilacdo liquida de CO:2 (A, A), condutancia estomatica (gs, B), transpiracdo (E, C),
eficiéncia do uso da agua (EUA, D), concentracao intercelular de CO: (Ci, E) e eficiéncia instantanea
de carboxilacéo (k, F) de mudas de Cariniana estrellensis cultivadas em capacidade de campo (CC) ou
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em déficit hidrico (DH), ndo inoculadas (NIn) ou inoculadas com Azospirillum brasilense (Ab-V5) ou
com Bacillus velezensis (ZK) ou com o pool (Ab-V5 e ZK). Os tragos verticais acima das colunas
representam os erros-padrdo. Nas colunas, asteriscos indicam diferenca entre os tratamentos de
condigéo hidrica, de acordo com a ANOVA (teste F; *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001; n = 28).

Verificou-se nas mudas inoculadas com Ab-V5 ou com o pool, submetidas
ao DH, reducao da Fv/Fm em relagao aos seus respectivos tratamentos de inoculacao
na CC e em relacdo as mudas NIn em DH (Figura 10). As mudas inoculadas com ZK

ou NIn n&o apresentaram reducédo da Fv/Fm quando foram submetidas ao DH.
1
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Figura 10. Eficiéncia fotoquimica maxima do fotossistema Il (Fv/Fm) de mudas de Cariniana estrellensis
cultivadas em capacidade de campo (CC) ou em déficit hidrico (DH), ndo inoculadas (NIn) ou
inoculadas com Azospirillum brasilense (Ab-V5) ou com Bacillus velezensis (ZK) ou com o pool (Ab-V5
e ZK). Os tracos verticais acima das colunas representam os erros-padrao. Nas colunas, médias com
letras mailsculas (comparam tratamentos em CC) ou mindsculas (comparam tratamentos em DH)
iguais ndo diferem entre os tratamentos de inoculacdo, e asteriscos indicam diferenca entre os
tratamentos de condicdo hidrica dentro de cada tratamento referente a inoculagdo e também para as
plantas NIn (Fisher LSD; P < 0,05; n = 15).

As mudas de C. estrellensis submetidas ao DH apresentaram menor CRA,
menor Yw e maior contetdo de prolina nas folhas e raizes em comparacéo as mudas
mantidas na CC, independente da inoculacao (Figura 11 A, B, C e D). Foi observado
nas mudas inoculadas com ZK maior contetdo de glicina-betaina nas raizes em
relacdo aos demais tratamentos, independente da condicdo hidrica. Verificou-se
também reducdo do contetdo de glicina-betaina nas raizes das plantas inoculadas
com Ab-V5, comparadas aquelas inoculadas com ZK ou com o pool (Figura 11 F). O

conteudo de glicina-betaina nas folhas néo diferiu entre os tratamentos (Figura 11 E).
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Figura 11. Conteudo relativo de agua (CRA, A), potencial hidrico (Ww, B), contetido de prolina de folhas
(C), conteudo de prolina de raizes (D), contetido de glicina-betaina de folhas (E) e contetido de glicina-
betaina de raizes (F) de mudas de Cariniana estrellensis cultivadas em capacidade de campo (CC) ou
em déficit hidrico (DH), nao inoculadas (NIn) ou inoculadas com Azospirillum brasilense (Ab-V5) ou
com Bacillus velezensis (ZK) ou com o pool (Ab-V5 e ZK). Os tracos verticais acima das colunas
representam os erros-padréo. Nas colunas vazias, asteriscos indicam diferenca entre os tratamentos
de condig¢é&o hidrica, de acordo com a ANOVA (teste F; *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001; (n = 20).
Nas colunas pontilhadas, médias com letras iguais ndo diferem entre os tratamentos de inoculagéo
(Fisher LSD; P < 0,05; n = 10).

Foi observada menor na peroxidagéo lipidica nas folhas das plantas sob
DH em relacéo as plantas mantidas na CC (Tabela 2). A concentragdo de peréxido de

hidrogénio nas folhas néo diferiu entre os tratamentos (Tabela 2).
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Tabela 2. Variaveis bioquimicas de mudas de Cariniana estrellensis cultivadas em capacidade de
campo (CC) ou em déficit hidrico (DH), ndo inoculadas (NIn) ou inoculadas com Azospirillum brasilense
(Ab-V5) ou com Bacillus velezensis (ZK) ou com o pool (Ab-V5 e ZK). Os valores sdo médias * erros-
padrdo. Asteriscos indicam diferenga entre os tratamentos de condi¢do hidrica (CC/DH) para cada
parametro de acordo com a ANOVA (teste F; *P < 0,001; n = 20). N&o significativo (ns). [H202] folhas —
concentragdo de perdxido de hidrogénio nas folhas; [MDA] folhas — concentracdo de malondialdeido
nas folhas.

Parametro Condicao Inoculagéo
bioguimico hidrica NIn Ab-V5 ZK pool
[H,0,] folhas CE 18.469+2.551 15.387+3.111 18.155+2.305 17.038+1.656
-1
(umol g™) DH 16.485+1.864 13.982+2.832 16.582+2.483 14.522+2.670
[MDA] folhas CC  374.373+24299* 252489+12.921* 301.352+35594* 309.170+28.368 *
(nmol g™

DH  232.873+28.341 212.931+£35.633  237.223+27.808  243.926+21.172

6 DISCUSSAO

Os resultados da biomassa nas mudas de C. pachystachya evidenciam que
a interacdo com Ab-V5, ZK ou pool promoveu efeitos no incremento de 42,7% em
comparacao as mudas NIn, independente da condicdo hidrica. A coinoculagéo (pool)
nessa espécie vegetal promoveu maior MSR, comparadas as mudas NIn e as
inoculadas com Ab-V5, independente da condi¢ao hidrica. Esses resultados indicam
a compatibilidade da inoculacdo ou da coinoculacdo dessas espécies bacterianas
associativas (Ab-V5, ZK ou pool) com a espécie C. pachystachya, e a promocéo do
crescimento dessas plantas em relacdo as mudas NIn. Outros estudos evidenciaram
0 aumento de biomassa em espécies cultivadas inoculadas com BPCP (Grover et al.,
2013; Batista et al., 2018; Almeida et al., 2021). Diferentemente do que ocorreu nas
mudas de C. pachystachya, ndo foi observado alteracado de biomassa nas mudas de
C. estrellensis entre os tratamentos (NIn, Ab-V5, ZK ou pool) mantidos na CC ou
submetidos ao DH. Esse mesmo resultado foi observado por Tiepo et al. (2018) nas
mudas de C. estrellensis inoculadas com Ab-V5 ou ZK mantidas na CC ou submetidas
ao DH moderado.

No DH, as mudas de C. pachystachya apresentaram menor biomassa
(MSR, MSC, MSF, MSPA e MST) e AF em todos os tratamentos, comparadas as
plantas mantidas na CC. O mesmo resultado ocorreu em C. estrellensis, exceto a

MSR que nao foi reduzida. Tiepo et al. (2020a) observaram que nas mudas de C.
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pachystachya inoculadas com Ab-V5 ou ZK, submetidas ao DH moderado, houve
maior MSR e maior razdo MSR/MSPA em relacdo as mudas NIn (CC ou DH); e menor
MSPA nas mudas sob DH inoculadas com Ab-V5, comparadas as mudas inoculadas
com ZK (DH) ou as mudas NIn (CC ou DH). As plantas podem manter maior
crescimento das raizes em relacéo a parte area, esse fato pode contribuir para maior
absorcéo de agua e nutrientes (Mokany et al., 2006). A reducédo da disponibilidade
hidrica percebida pelas raizes acarreta aumento dos niveis de ABA e seu acumulo na
parte aérea da planta estimula fechamento estomatico (Wilkinson e Davies, 2010;
Hossain et al. 2016). Esse processo reduz a perda de agua por meio da E e reduz a
entrada de CO: pela folha, promovendo assim uma diminuicio da A e,
consequentemente, um menor incremento de biomassa vegetal (Flexas et al. 2002;
Sperry et al., 2002; Lawson e Vialet-Chabrand 2019).

Acredita-se que a maior biomassa observada nas mudas inoculadas e
coinoculadas de C. pachystachya submetidas ao DH, em relagdo as mudas Nin (DH),
seja mais decorrente do acumulo (de biomassa) durante o periodo em que as mesmas
eram mantidas na CC do que o produto da interacao planta-BPCP diante do DH, pois
esse periodo durou apenas dois dias. Apesar disso, é possivel que haja manutencao
ou até incremento de massa nessas mudas inoculadas e/ou coinoculadas em relacdo
as mudas NIn sob DH moderado por um periodo mais prolongado, como foi observado
por Tiepo et al. (2020a) no DH moderado (inoculagao).

As plantas de C. pachystachya submetidas ao DH apresentaram menor
FW/Fm, comparadas aquelas mantidas na CC. Foi observada nas mudas de C.
estrellensis inoculadas com Ab-V5 ou pool sob DH menor Fv/Fm, em comparagao com
as mudas NIn (DH) e com os seus respectivos tratamentos na CC. Esses resultados
indicam que o DH, nesses tratamentos, afetou o transporte de elétrons da atividade
fotoquimica da fotossintese. A inoculagcdo com ZK em mudas de C. estrellensis
preveniu a reducdo do F./Fm quando submetido ao DH severo, indicando um efeito
protetor ao fotossistema |I.

Em mudas de C. pachystachya coinoculadas com Ab-V5 e ZK (pool)
mantidas na CC, foi observada menor gs em comparacdo as mudas inoculadas (Ab-
V5 ou ZK), menor E em relagédo as mudas inoculadas com Ab-V5 e mesma A em todos
os tratamentos (na CC). Esses resultados podem indicar uma tendéncia de melhor
ajuste estomatico em relacéo a reducao de perda de agua por meio da E, sem reducéo
de A.
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As mudas das duas espécies vegetais submetidas ao DH apresentaram
reducdes da gs, da E e da A, comparadas as mudas mantidas na CC. Essa menor gs
pode indicar uma resposta ao aumento da concentracdo do ABA nessas mudas diante
do DH, o que promoveu a redugéo da E e da A (Flexas et al. 2002; Wilkinson e Davies,
2002). As plantas de C. pachystachya inoculadas com Ab-V5, ZK ou pool, submetidas
ao DH, apresentaram menor A, gs, E, EUA e k; e maior Ci, comparadas as plantas NIn
(DH) e aos seus respectivos tratamentos na CC. Esses resultados divergem dos
observados por Tiepo et al. (2020b) no DH moderado, em que a A e a gs se
mantiveram maiores em mudas dessa mesma espécie inoculadas com ZK (DH) em
comparacao as mudas NIn (DH) e as mudas inoculadas com Ab-V5 (DH); e néo foi
observada alteracao de Ci nos tratamentos (CC/DH).

Observou-se, nas mudas inoculadas (Ab-V5, ZK ou pool) de C.
pachystachya submetidas ao DH, que a reducao média da A (21,7 vezes) foi maior do
gue a reducdo média da gs (11,27 vezes), em contrapartida houve aumento na Ci.
Esses dados sugerem que o aparelho fotossintético foi parcialmente afetado nas
mudas inoculadas em DH (limitagdo ndo estomatica). Isso ndo foi observado nas
mudas NIn (DH), sendo que a reducdo média da A (3,4 vezes) foi menor do que a
reducdo meédia da gs (4 vezes) e ndo houve aumento de Ci. Anyia e Herzog (2003)
submeteram alguns gendtipos de Vigna unguiculata sob DH severo por 10 dias e
observaram que o declinio médio da A (84%) foi maior do que a redu¢cdo média da gs
(71%), enquanto a Ci aumentou em todos 0s genotipos e concluiram que ambos foram
evidéncias de que, além do fechamento estomatico, o aparelho fotossintético (acao
enzimatica) também foi parcialmente afetado. Em condigcbes de DH moderado, o
aparelho fotossintético ndo é danificado e continua funcionando (Brestic et al., 1995),
mas diante do DH severo, a capacidade fotossintética é reduzida, o que pode ser
refletido no aumento da Ci (Herzog e Anyia, 2001; Brodribb, 1996; Farquhar et al.,
1982).

Considerando que todas as mudas estavam em tubetes com 280 cm?3 de
substrato na CC até o inicio da suspensao hidrica, e que as mudas de C.
pachystachya inoculadas apresentaram maior crescimento durante este periodo, é
possivel que essas mudas reduziram a umidade do substrato mais rapido do que as
NIn durante o DH, o que pode ter ocasionado um DH mais intenso nas mudas
inoculadas e coinoculadas (DH) em relacdo as NIn (DH). Diferentemente das mudas

de C. pachystachya, as mudas de C. estrellensis ndo apresentaram diferencas na
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biomassa entre os tratamentos submetidos ao DH, o que pode ter contribuido para
um DH mais uniforme entre os tratamentos (NIn, Ab-V5, ZK e pool) e, possivelmente,
essas mudas ndo foram submetidas a um DH téo intenso como as mudas inoculadas
(Ab-V5, ZK e pool) de C. pachystachya, as quais apresentaram aumento da C;,
comparadas as mudas NIn (DH).

Dessa forma, € possivel que a maior reducédo da A nas mudas inoculadas
de C. pachystachya seja devido a um DH mais intenso do que nas Nin (DH) devido a
limitacdo ndo estomética que pode ser observada por meio da maior reducdo media
da A em relacao a reducdo média da gs, seguido da observacao do aumento da Ci.

As mudas de C. estrellensis submetidas ao DH apresentaram maior EUA e
menor gs, A e E, comparadas as mudas mantidas na CC independente da inoculacgao,
e nao foram observadas alteragbes na Ci e na k. Tiepo et al. (2018) observaram
nessas mudas submetidas ao DH moderado menor gs, A e Ci, comparadas as mudas
mantidas na CC; e maior A e k nas mudas inoculadas com Ab-V5 (DH) em
comparacao as mudas NIn (DH) e as mudas inoculadas com ZK (DH).

Nas mudas de C. pachystachya e de C. estrellensis submetidas ao DH,
inoculadas e nao inoculadas, foram observadas reducdes do CRA e do Ww. Tiepo et
al. (2018) também observaram a reducdo do Ww nas mudas de C. estrellensis
submetidas ao DH moderado, comparadas as mudas mantidas na CC, independente
da inoculagdo com Ab-V5 ou ZK ou sem inoculagéo (controle). Nayyar e Gupta (2006)
observaram que as plantas submetidas ao DH exibem redu¢ées no CRA e no Wy, de
modo que, quanto maior o estresse, maior pode ser essa reducéo.

Observou-se maior contetdo de prolina nas folhas (1,4 vezes) das mudas
de C. pachystachya e nas folhas (3,9 vezes) e nas raizes (21,1 vezes) de C.
estrellensis, submetidas ao DH em comparacdo as mudas mantidas na CC,
independente da inoculagéo (Ab-V5, ZK ou pool) ou sem inoculacéo. Esses resultados
obtidos nas mudas de C. estrellensis divergem dos encontrados por Tiepo et al.
(2018), que nédo observaram alteracdes no conteudo de prolina nessas mudas
inoculadas (Ab-V5 ou ZK) ou sem inoculacdo (controle) em DH moderado,
comparadas as mudas mantidas na CC. Isso indica que a espécie C. estrellensis pode
acumular prolina dependendo da intensidade do DH. O acumulo de prolina nas células
€ uma resposta das plantas a situacdes de DH e esse soluto compativel contribui para
0 ajuste osmotico, podendo ter funcdo na resposta antioxidante, na manutencao da

integridade de proteinas e na protecdo de membranas (Alia et al., 1997; Szabados e
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Savouré, 2009; Anjum et al., 2011).

O conteudo de glicina-betaina foi maior nas mudas de C. estrellensis
inoculadas com ZK do que nas inoculadas com Ab-V5, independente da condicéo
hidrica. As mudas de C. pachystachya ndo apresentaram diferencas, para esse
parametro, entre os tratamentos. O acumulo de glicina-betaina ocorre, principalmente,
COmo uma resposta ao estresse hidrico, contribuindo para o aumento de enzimas
antioxidantes (Dikilitas et al. 2020).

Nas mudas de C. pachystachya, foi observada maior peroxidacao lipidica
nas folhas das plantas inoculadas com ZK em relagdo aos demais tratamentos,
independente da condicdo hidrica. Observou-se menor peroxidacao lipidica nas folhas
das mudas de C. estrellensis sob DH, comparadas as plantas mantidas em CC. Esses
resultados obtidos nas mudas de C. estrellensis divergem dos encontrados por Tiepo
et al. (2018), que nao observaram alteracées no contetdo de MDA nessas mudas
inoculadas (Ab-V5 ou ZK) ou sem inoculacdo (controle) em DH moderado,
comparadas as mudas mantidas na CC.

O DH estimula a reducédo da gs seguida da diminuicdo da A, o que pode
contribuir no aumento da producdo de EROs a niveis toxicos, contribuindo para o
aumento do conteudo de MDA, o qual é considerado um marcador da peroxidacao
lipidica de membranas como consequéncia do estresse oxidativo (Anjum et al., 2011,
Grant, 2011; Gupta et al., 2020). Kumar e Yadav (2009) observaram que a aplicacao
exogena de prolina e de glicina-betaina em mudas de Camellia sinensis protege o
tecido contra danos celulares durante o estresse pelo frio, eliminando EROs e
impedindo a formacdo de MDA. A diminui¢do do contetdo de MDA nas mudas de C.
estrellensis, submetidas ao DH, pode estar relacionada ao aumento de prolina
observada nas folhas (3,9 vezes) e nas raizes (21,1 vezes). E possivel que a
divergéncia dessas observacdes seja devido ao DH implementado neste estudo, o
gual foi mais intenso do que o DH moderado aplicado por Tiepo et al. (2018).

As mudas das duas espécies vegetais ndo apresentaram alteracdes na
concentracdo do peroxido de hidrogénio em folhas. Os mesmos resultados foram
encontrados por Tiepo et al. (2018) nas folhas de mudas inoculadas (Ab-V5 ou ZK) ou
ndo inoculadas de C. estrellensis submetidas ao DH moderado em comparacéo as
mudas mantidas na CC. E possivel que a ndo reducéo da Ci nas mudas submetidas
ao DH possa ter mantido os niveis baixos da atividade oxigenase da Rubisco em

relacdo a atividade carboxilase, mantendo assim a fotorrespiracdo baixa. Isso pode
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ter contribuido para manutencdo das concentracdes do perédxido de hidrogénio entre
as mudas submetidas ao DH e as mantidas na CC, sendo que a fotorrespiracao
produz a maior parte do peréxido de hidrogénio presente nas folhas quando ha
reducao de Ci (Noctor et al., 2002).

A inoculacdo ou a coinoculacdo na espécie pioneira (C. pachystachya)
induziu maior responsividade na promocao do crescimento vegetal em relacado aos
aspectos gerais observados, 0 que nhao ocorreu na espécie nao-pioneira (C.
estrellensis). Os resultados evidenciam diferentes respostas entre as espécies
vegetais aos efeitos promovidos mediante associacdo das estirpes bacterianas,
indicando a ocorréncia de interacdes espécie-especificas. Resultados semelhantes
foram observados Xiong et al. (2016), que estudaram a inoculacdo e a coinoculagao
com trés estirpes bacterianas solubilizadoras de fosfato (Bacillus licheniformis,
Bacillus amyloliquefaciens e Bacillus subtilis) e trés estirpes fixadoras de nitrogénio
(Azospirillum halopraeferens, Azotobacter chroococcum e Ochrobactrum anthropi) em
trés espécies vegetais tolerantes ao sal (Aegiceras corniculatum, Bruguiera
gymnoihiza e Casuarina equisetifolia) e concluiram que a inoculagéo/coinoculacao
das BPCP tiveram um efeito geral de promocao de crescimento nas mudas e as

diferencas na magnitude dos efeitos foram devidas as interacfes espécie-especificas.

7 CONCLUSAO

A coinoculacdo e a inoculacdo com Ab-V5 ou ZK nas mudas de C.
pachystachya promoveram respostas biométricas, especialmente no incremento de
biomassa vegetal, independente da condi¢cdo hidrica. Isso pode contribuir para
potencializar a sobrevivéncia dessas plantulas durante o DH no campo, e pode
promover a reducdo dos custos de producdo dessas mudas, quando mantidas em
solo na CC, ja que as mesmas podem atingir tamanho ideal para plantio no campo em
menor tempo, contribuindo na reducéo do periodo de ocupa¢do nos viveiros. Esse
resultado ndo foi observado nas mudas C. estrellensis. Entretanto, esta espécie
vegetal j4 apresentou, em outros estudos, respostas de tolerancia ao DH moderado
guando inoculadas com as estirpes Ab-V5 ou ZK.

A coinoculagéo das BPCP promoveu, em parte, efeitos sinérgicos (aditivos)

nas espécies vegetais em comparacao com a inoculacéo individual das BPCP. Pode
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ser que haja uma interacdo sinérgica mais expressiva dessas estirpes bacterianas
(coinoculacao) nessas espécies vegetais quando submetidas ao DH moderado, visto
qgque nao foi observado efeito prejudicial nas mudas. Por isso, € necessario a
elaboracao de novos estudos para avaliar os efeitos da coinoculagédo de Ab-V5 e ZK
nessas espécies arbéreas sob DH moderado.

8 CONSIDERACOES FINAIS

A implementacdo do DH severo em mudas, por meio da interrupcéo da
irrigacdo, nos tubetes de 290 mL teve algumas limitacées. Em primeiro lugar, o
tamanho do tubete limitou a quantidade de substrato e a capacidade de retencdo de
agua no solo, acarretando a reducdo de 90% da gs em apenas dois dias nas mudas
de C. pachystachya e em sete dias nas mudas de C. estrellensis, quando submetidas
ao DH severo em comparacao com as mudas mantidas em solo na CC. Em segundo
lugar, as BPCP promoveram maior crescimento de raizes e da parte aérea nas mudas
de C. pachystachya em relagdo as mudas nao inoculadas. Isso pode ter ocasionado
um consumo maior de agua pelas plantas nos tubetes das mudas inoculadas em
relacdo as mudas néo inoculadas, e o fato da ndo reposicédo de agua nesses tubetes
pode ter contribuido para diferentes intensidades do DH entre os tratamentos
inoculados e ndo inoculados, o que pode aumentar o erro experimental.

Dessa forma, recomenda-se utilizar o DH moderado, quando ha reposi¢cao
parcial de agua no substrato. Caso a utilizacdo do DH severo, por meio da interrup¢ao
da irrigacdo, seja indispensavel para a execuc¢do de um estudo, € recomendavel a
utilizagdo de vasos maiores que acomodem maiores volumes de substrato,
aumentando a capacidade de retencéo de agua no solo. Isso pode atenuar a reducéo
repentina da umidade no substrato.

Este trabalho foi o primeiro a estudar a coinoculagcdo de estirpes
bacterianas promotoras de crescimento em espécies arboreas neotropicais
submetidas ao estresse hidrico severo e mantida em casa de vegetacdo. As
metodologias empregadas, neste documento, servem como base para adequacdes
futuras em novos estudos com outros microrganismos associativos e/ou outras

espécies arbdreas neotropicais.
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