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Vidal Mandelli, Jessica. Tolerancia a seca de espécies arbdreas neotropicais
associadas com bactérias promotoras de crescimento e/ou micorrizas
arbusculares. 2019. 68 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Biologicas) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2019.

RESUMO

Devido a degradacdo do Bioma Mata Atlantica causada pelo desmatamento
antropico, € necessaria a sua restauracdo de forma eficiente e com baixo custo.
Porém, muitas vezes o ambiente esta severamente danificado devido aos diversos
estresses abiodticos que as plantas se encontram, dentre eles o déficit hidrico, o que
dificulta o bom desenvolvimento das plantas de espécies utilizadas em areas de
reflorestamento. A associagdo das mudas com bactérias promotoras de crescimento
em plantas (BPCP) e fungos micorrizicos arbusculares (FMA) tem se mostrado como
alternativa para tornar essas mudas mais tolerantes ao déficit hidrico. Objetivou-se,
com este estudo, verificar como ocorre a associagdao de BPCP e/ou FMA com
mudas das espécies arbdreas neotropicais Heliocarpus popayanensis (pioneira) e
Cariniana estrellensis (ndo pioneira) submetidas ao déficit hidrico e as alteragdes
estruturais que as inoculagdes podem causar nas mudas dessas espécies mantidas
em condi¢des de capacidade de campo. Para verificar os efeitos das inoculagbes em
diferentes condi¢des hidricas, as mudas foram mantidas em casa de vegetacgao, e
inoculadas separadamente com a BPCP, o FMA e uma combinagédo de BPCP +
FMA, submetidas ao déficit hidrico moderado (DH) com 15 % de umidade
gravimétrica (UG) e outro mantido em capacidade de campo (CC) com 30 % de UG.
Apods o periodo de 30 dias de tratamento foram feitas as analises de crescimento,
fisiologicas e bioquimicas para avaliar a influéncia dessas associa¢des na estrutura
e metabolismo, enquanto para as analises anatdbmicas, as mudas foram mantidas
em CC e realizadas as analises apos 90 dias de tratamento, de acordo com
metodologias usuais. Com os resultados anatdomicos, foi possivel observar
alteragdes estruturais relacionadas ao desenvolvimento, como a diminuigdo da
espessura e area do xilema secundario, e a presenga de estruturas relacionadas ao
crescimento primario, como a epiderme, quando inoculadas com o FMA. Enquanto,
com as analises das mudas mantidas em DH foram observadas manutencido da
massa seca das raizes e do caule dentre ambas as condi¢des hidricas em mudas de
C. estrellensis quando foram inoculadas com a BPCP Bacillus (ZK) e co-inoculadas
(ZK+FMA). Foi observado redugdo no potencial hidrico de mudas de H.
popayanensis em DH, e em C. estrellensis apenas nas plantas nao inoculadas
houve essa reducao, indicando que as inocula¢gdes auxiliaram as plantas a manter o
potencial hidrico. Nas mudas com menor potencial hidrico, houve também reducao
na condutancia estomatica e concentracao intercelular de CO,. Dentro das respostas
metabdlicas, destaca-se a manutencdo dos niveis de perdxido de hidrogénio e
peroxidagao lipidica nas mudas de H. popayanensis co-inoculadas, sugerindo que
houve protecdo contra danos oxidativos nessas mudas. Ja para a espécie C.
estrellensis houve a manutencdo dos niveis de perdxido de hidrogénio em DH
quando inoculadas com ZK e FMA. Diante disso, foi possivel determinar que as
espécies arboreas respondem de maneira diferente as inoculagdes dependendo do
seu grupo sucessional e taxondémico, o que leva a conclusdo de que elas se
relacionam de forma diferente com os microrganismos encontrados no solo, como os



que foram utilizados nesse trabalho. Porém, é possivel observar que as mudas de

ambas espécies vegetais se beneficiam de alguma maneira, da adicdo desses
micorganismos.

Palavras-chave: BPCP. Déficit hidrico. Fungos micorrizicos arbusculares.
Interagao planta-microrganismo. Trocas gasosas.



Vidal Mandelli, Jessica. Drought tolerance of neotropical tree species associated
with growth promoters and / or arbuscular mycorrhizae. 2019. 68 p. Dissertation
(Master in Biological Sciences) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina,
2019.

ABSTRACT

Due to the degradation of the Atlantic Forest caused by anthropic deforestation, it’'s
necessary to restore it efficiently and at a low cost. However, the environment is often
severely damaged due to the various abiotic stresses of the plants, among them the
water deficit, which hinders the good development of the plants of species used in
reforestation areas. The association of seedlings with plant growth promoting
bacteria (PGPR) and arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) has been shown as an
alternative to make these seedlings more tolerant to water deficit. The objective of
this study was to verify the association of PGPR and / or AMF with Neotropical tree
seedlings Heliocarpus popayanensis (pioneer) and Cariniana estrellensis (non-
pioneer) submitted to water deficit and the structural alterations that inoculations can
cause in the seedlings of these species maintained under field capacity conditions. In
order to verify the effects of the inoculations in different water conditions, the
seedlings were kept in greenhouse, and inoculated separately with PGPR, AMF and
a combination of PGPR+AMF, submitted to the moderate water deficit (WD) with
15% humidity (UG) and another maintained at field capacity (FC) with 30% UG. After
30 days of treatment, growth, physiological and biochemical analyzes were
performed to evaluate the influence of these associations on structure and
metabolism, whereas for the anatomical analyzes, the seedlings were maintained in
WD and the analyzes were performed after 90 days of treatment , according to usual
methodologies. With the anatomical results, it was possible to observe structural
changes related to the development, such as the decrease of the thickness and area
of the secondary xylem, and the presence of structures related to the primary growth,
such as the epidermis, when inoculated with the AMF. While the analyzes of the
seedlings kept in WD, root and stem dry mass maintenance were observed in both
seedlings of C. estrellensis when inoculated with PGPR Bacillus (ZK) and co-
inoculated (ZK + AMF ). There was a reduction in the water potential of H.
popayanensis seedlings in WD, and in C. estrellensis only in the non inoculated
plants there was this reduction, indicating that the inoculations helped the plants to
maintain the water potential. In the seedlings with lower water potential, there was
also a reduction in stomatal conductance and intercellular CO, concentration. Within
the metabolic responses, the maintenance of the levels of hydrogen peroxide and
lipid peroxidation in the seedlings of co-inoculated H. popayanensis, suggesting that
there was protection against oxidative damages in these seedlings. For the C.
estrellensis species, the hydrogen peroxide levels were maintained in WD when
inoculated with ZK and AMF. Thus, it was possible to determine that tree species
respond differently to inoculations depending on their successional and taxonomic
group, which leads to the conclusion that they are related in a different way to the
microorganisms found in the soil, such as those that were used in this job. However,
it is possible to observe that the seedlings of both plant species benefit in some way
from the addition of these microorganisms.

Palavras-chave: Arbuscular mycorrhizal fungi. Gas exchange. Interation plant-
microorganisms. PGPR. Water deficit.
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1. INTRODUGCAO

1.1 O Bioma Mata Atléntica e o Uso de Espécies Arbéreas Neotropicais para

Reflorestamento e Recuperacdo de Areas Degradadas

As florestas tropicais desempenham importante papel na ciclagem do
carbono e colaboram para minimizar o aumento de CO; na atmosfera, por formarem
uma fonte renovavel de carbono em forma de biomassa (FAVARETTO et al., 2011).
Caracteristicas ambientais como o indice anual de precipitagdo pluvial,
sazonalidade, intensidade luminosa e fertilidade do solo podem determinar as
caracteristicas funcionais, morfoldgicas e fisiolégicas que ocorrem nas plantas de
uma floresta tropical (FAVARETTO et al., 2011).

Porém, nas ultimas décadas vem ocorrendo uma ampla destruicdo de tais
florestas, o que contribui para a perda de biodiversidade e o aquecimento global
(CRAVEN et al., 2011; FAVARETTO et al.,, 2011). Além disso, o desmatamento
contribui para a degradacdo do ambiente natural e da cobertura vegetal, resultando
em problemas ambientais (MENDONCA, 2006; VIANA e PINHEIRO, 1998).

O Bioma Mata Atlantica contém a segunda maior floresta pluvial tropical do
continente americano e, é considerada um dos 25 hotspots mundiais da
biodiversidade; porém, possui atualmente apenas 7,5 % de sua cobertura original
(MYERS et al., 2000; TABARELLI et al., 2005). As regides onde se encontram as
maiores areas de remanescentes desse Bioma estdo, na maioria das vezes,
associadas as unidades de conservacao de protegcdo integral, localizadas
principalmente na Mata Atlantica costeira dos Estados de Santa Catarina, Parana,
Sao Paulo, Rio de Janeiro, Bahia e Espirito Santo (PINTO et al., 2006).

Embora a quantidade de unidades de conservagao seja expressiva no
Bioma Mata Atlantica, com cerca de 680 areas de protecao integral e 130 areas de
uso sustentavel, a soma de todas essas unidades totaliza apenas 2.500.000
hectares (PINTO et al., 2006). Isso corresponde a menos de 2 % da area do Bioma,
um dos motivos que faz a conservacio da biodiversidade depender da expansao de
areas protegidas (PINTO et al., 2006).

A conservacgdo e a recuperacao desse hotspot sdo desafiadoras devido a

dificuldade de funcionamento dos seus ecossistemas num ambiente sob forte
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pressdo antropica (PINTO et al., 2006). No entanto, para garantir a protegdo e a
biodiversidade do Bioma Mata Atlantica, € necessario o manejo adequado de
espeécies e ecossistemas (PINTO et al., 2006).

Levando em consideragdo a necessidade de recuperacdo de areas
degradadas através do reflorestamento, ha uma maior demanda por mudas de
espécies arbodreas nativas (KELLER et al., 2009). Muitas vezes, reestabelecer a
vegetacdo nativa via reflorestamento €& dificil, pois as condi¢des do solo séo
adversas, tais como altas concentragdes de contaminantes, pH alterado, deficiéncia
de nutrientes, e comunidade microbiana danificada, além de areas de maior
luminosidade, déficit hidrico, menor valor nutricional do solo e maiores temperaturas
(CRAVEN et al., 2011; DE-BASHAN et al., 2012). Esse dano a comunidade
microbiana afeta diretamente a fertilidade do solo e, consequentemente, o potencial
de crescimento das plantas (DE-BASHAN et al., 2012).

O reflorestamento se apresenta como parte da solugdo para as
consequéncias do aquecimento global, exercendo importante papel ecoldgico,
porém, € necessario o conhecimento prévio das espécies a serem utilizadas no
plantio para garantir o seu sucesso em campo, como as caracteristicas
ecofisiolégicas e as estratégias adaptativas (FAVARETTO et al, 2011). E
necessario, também, o conhecimento prévio do local onde sera realizado o
reflorestamento e as condigdes que esse ambiente oferece para o crescimento das
plantas (LAMB et al., 2005). Geralmente, o reflorestamento é concentrado em locais
especificos como areas ribeirinhas, de manchas florestais e corredores (LAMB et al.,
2005).

Entre as consequéncias das perturbagdes encontradas no Bioma Mata
Atlantica e da fragmentacdo dos ecossistemas naturais, as condi¢des
microclimaticas de areas degradadas sao diferentes daquelas encontradas na
floresta madura (MATTSSON, 1997). Tais condi¢cbes dificultam o crescimento e a
sobrevivéncia das mudas apos o transplantio, havendo a necessidade de se produzir
mudas que tenham caracteristicas ecofisiolégicas que favorecam o seu
estabelecimento no campo para o sucesso dos programas de reflorestamento
(MATTSSON 1997).

As espécies arboreas utilizadas em programas de recuperagdo de areas
degradadas e reflorestamento podem ser classificadas de acordo com o grupo

sucessional ao qual pertencem, sendo assim divididas em dois grupos sucessionais:
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as pioneiras e as nao pioneiras (AIDAR et al. 2003; FAVARETTO et al. 2011).

As principais caracteristicas a serem levadas em consideracao ao classificar
uma espeécie sdo ligadas a luminosidade, como a exigéncia de luz e a tolerancia ao
sombreamento (FAVARETTO et al., 2011; GOODALE et al., 2012). Sendo assim,
elas podem fazer parte dos grupos intolerantes a sombra (pioneiras), ou tolerantes a
sombra (n&o pioneiras).

A classificagado das espécies em grupos sucessionais baseada na tolerancia
ao sombreamento é caracterizada por propriedades foliares, como a capacidade
fotossintética, tolerancia a fotoinibicdo e ao estresse oxidativo (FAVARETTO et al.
2011). Portanto, geralmente, espécies pioneiras tendem a ter maiores taxas
fotossintéticas, maior taxa de acumulo de biomassa e menor teor de carotendides
(FAVARETTO et al. 2011). Enquanto as espécies ndo pioneiras sdo mais
vulneraveis a fotoinibicdo que ocorre quando a luz absorvida excede a quantidade
necessaria para a assimilagdo do carbono, gerando uma diminuicdo da eficiéncia
fotossintética, além de apresentarem um menor ponto de saturacdo luminoso,
decorrente da menor quantidade de enzimas do metabolismo fotossintético, como
por exemplo, a Ribulose 1,5-bifosfato carboxilase/oxigenasse (Rubisco), enzima
chave no processo de assimilagao de CO; no ciclo de Calvin (FAVARETTO et al.
2011).

As espécies pioneiras ocupam locais com maior quantidade de luz, pois
apresentam uma rapida taxa de crescimento para se manter no dossel, ja as
especies nao pioneiras se estabelecem em ambientes com menos luz, no sub-
bosque das florestas (POORTER e BONGERS, 2006). No geral, as espécies
pioneiras apresentam maior area foliar especifica, menor massa de semente e
densidade da madeira, ao contrario do que € observado nas espécies nao pioneiras,
que apresentam crescimento mais lento (POORTER e BONGERS, 2006, WRIGHT
et al., 2010).

Além da luminosidade, as espécies vegetais também se diferenciam pela
forma como assimilam o nitrogénio. O nitrogénio disponivel no solo é absorvido
pelas plantas em forma de fontes inorganicas como nitrato (NO3’) e aménio (NH4")
(HARRISON et al, 2007). Apds ser absorvido pelas células da raiz, o NO3™ é reduzido
a nitrito (NO3") pela enzima nitrato redutase (NR) e, em seguida, o NO;™ é reduzido a
NH;" pela enzima nitrito redutase (NitR). O NH;" é assimilado em aminoacidos

através da agéo das enzimas glutamina sintetase (GS) e glutamina-2-oxoglutarato
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aminotransferase (GOGAT) (KRAPP, 2015).

As plantas de espécies pioneiras assimilam preferencialmente NOj,
apresentando alta atividade da enzima NR nas folhas, enquanto nas espécies nao-
pioneiras esse nivel de atividade da NR e de assimilagdo do NO3; sdo menores
(AIDAR ET AL., 2003). Essas plantas apresentam preferéncia por outras fontes
inorganicas de N, provavelmente o NH,*, visto que ha uma diminuicdo na razdo NO3’
INH4" no solo ao longo da sucesséo ecoldgica (KRONZUCKER et al., 2003).

Para garantir o maior sucesso do reflorestamento, é necessario o
conhecimento das interagbes entre as espécies, seus processos sucessionais e
padrdes de uso dos recursos, pois em um ambiente natural as plantas s&o expostas
a mudangas continuas de luminosidade e temperatura, portanto, torna-se importante
a capacidade de essas plantas em tolerar tais condigdes (FAVARETTO et al., 2011;
OSTERTAG et al., 2015).

1.2 Toleréncia a Seca em Plantas

A atual mudanga climatica, que ocorre em grande medida devido ao
desmatamento, tem causado um grande impacto nos perfis de temperatura e
precipitagdo pluvial, aumentando a ocorréncia de seca (MENDONCA, 2006). Tais
flutuagbes no clima, decorrentes do aquecimento global, podem levar a um aumento
na evaporacado de agua nos solos e evapotranspiragao das plantas (WILLIAMS et
al., 2013). As plantas necessitam de uma quantidade de agua que seja suficiente
para garantir seu crescimento, desenvolvimento e reproducdo, sendo que a
escassez de agua pode ser letal (FANG e XIONG, 2014). A seca afeta
negativamente o desenvolvimento das plantas, além de causar danos ecoldgicos
como a desertificacao e a erosao do solo (FANG e XIONG, 2014).

O déficit hidrico (DH) no solo € uma restricdo ambiental que ocorre quando a
agua disponivel para absorgao pela planta é reduzida, e é causado principalmente
por periodos intermitentes e até continuos sem precipitagéo pluvial (JALEEL et al.,
2009; TAIZ et al., 2017). Além de reduzir a produtividade e o desenvolvimento de
plantas, o DH também resulta em mudangas anatdémicas, de crescimento,
fisiologicas e bioquimicas. A toleréncia das plantas a seca é uma caracteristica
complexa com uma combinagao de varios caracteres morfolégicos, bioquimicos e
moleculares, essa tolerancia € encontrada em quase todas as espécies, porém a

sua eficacia varia de acordo com a espécie (JALEEL et al., 2009; PANDEY e
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SHUKLA, 2015).

As mudancas anatbmicas observadas a tolerancia a periodos de DH,
geralmente estdo envolvidas com protegcdo contra a perda excessiva de agua pela
planta, contra a dessecacao de células corticais, e também alteragcdes de células
condutoras para a manutengao do fluxo transpiratériono xilema. Enquanto as
mudancas ecofisiolégicas estdo associadas, especialmente, as alteragdes no
mecanismo de abertura estomatica (MELO et al., 2007).

Uma mudanca anatomica que pode ser encontrada nas plantas submetidas
ao DH esta ligada ao diametro dos elementos de vasos do xilema nas raizes e caule.
Foi observado em gramineas da espécie Paspalum paniculatum L. que o diametro
do metaxilema tanto nas folhas quanto nas raizes diminuiu nas plantas expostas ao
DH em relagdo aquelas em CC (MELO et al., 2007). Essa estratégia € importante,
porque em situagdes DH os elementos de vaso sdo propensos a ocorrer cavitagao
devido a interrupg¢ao da coluna de agua, resultado do aumento da tenséo hidraulica
ao longo do continuo solo-planta-atmosfera (CAl e TYREE, 2010; MELO et al.,
2007). Elementos de vaso com didmetro maior sdo mais condutivos, porém estao
mais propensos a cavitagao, portanto em plantas submetidas a situagdes de seca é
mais eficiente a formagao de elementos de vaso com didmetro menor para minimizar
a cavitacéo (CAl e TYREE, 2010).

A planta sé é capaz de absorver agua eficientemente quando seu potencial
de agua é menor que o do solo (TAIZ et al., 2017). O potencial de agua é constituido
basicamente pela soma do potencial osmoético e do potencial de pressao, ja que o
potencial gravitacional e matrico sdo geralmente desconsiderados no sistema solo-
planta, pois seus valores costumam ser despreziveis quando comparados aos
demais potenciais (TAIZ et al., 2017). As plantas podem se ajustar osmoticamente
quando expostas a solos com deficiéncia hidrica para garantir um menor potencial
de agua sem que haja decréscimo no turgor celular, para isso elas aumentam a
concentragdo de solutos na célula. A manutencdo do turgor celular é importante,
pois permite a continuagado da expansao celular e manutengao no potencial de agua.

Esse ajuste osmotico pode ocorrer de duas maneiras: absorvendo ions do
solo e acumulando-os predominantemente no vacuolo, lugar onde protege as
enzimas citosolicas e outras organelas dos efeitos nocivos dos ions, ou
transportando ions de outros 6rgaos da planta para a raiz de modo a aumentar a

concentragédo de solutos nas suas células (TAIZ et al., 2017). Como os solutos s&o
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compostos organicos osmoticamente ativos, as moléculas de agua formam uma
camada de solvatacdo espessa, que favorece a reducdo do potencial osmatico,
tornando-o mais negativo na planta, permitindo que haja a manutencdo do gradiente
decrescente de potencial de agua entre o solo e a planta mesmo durante condi¢des
de déficit hidrico. Sendo assim, € possivel sugerir que o ajuste osmético aumenta a
tolerancia das plantas ao DH (BIANCHlI et al., 2005).

Em plantas submetidas ao DH, geralmente € alta a concentragéo de prolina,
um aminoacido que pode atuar como soluto compativel (PER et al., 2017). A prolina
protege as plantas contra os efeitos negativos do DH, principalmente por meio da
manutencado do ajuste osmatico, mantendo o gradiente decrescente de potencial de
agua no sistema solo-planta-atmosfera (PANDEY e SHUKLA., 2015). Ainda, a
prolina também pode promover o reparo de danos na planta, aumentando a
atividade de enzimas antioxidantes durante o déficit hidrico, acarretando a
eliminacao de espécies reativas de oxigénio (EROs) e protegendo a integridade das
membranas celulares (PANDEY e SHUKLA, 2015).

As plantas também podem aumentar a tolerancia a seca pela regulagao
estomatica eficiente, na qual o estdmato é parcialmente fechado. Porém, essa
condicao também restringe a difusdo de CO; para o interior das folhas, o que pode
resultar em diminuigdo na atividade fotossintética (VANLERBERGHE et al., 2016).
Sendo assim, pode haver um grande desequilibrio entre a absor¢cdo da energia
luminosa pelas membranas dos tilacoides e a utilizacdo da energia metabdlica pelo
Ciclo de Calvin (VANLERBERGHE et al., 2016). Como resultado desse desequilibrio
decorrente da menor assimilagdo de CO,, ha uma reducdo da biomassa e do
crescimento da planta e pode haver aumento na concentracdo de espécies reativas
de oxigénio (EROs) (VANLERBERGHE et al., 2016).

A diminuicdo no tamanho do estbmato também é uma estratégia
fundamental na regulacdo de trocas gasosas, pois as folhas com estédmatos
menores proporcionam maior eficiéncia no uso da agua (EUA), o que culmina em
uma menor perda de agua por transpiragao por unidade de C assimilado (MELO et
al., 2007). Somado a isso, o aumento da densidade estomatica nas folhas é uma
alternativa ao suprimento adequado de CO,, necessario para a eficiéncia da
fotossintese (MELO et al., 2007).

A taxa fotossintética pode ser reduzida pela limitacdo da difusdo do CO; que

ocorre com o fechamento estomatico e pela redugdo da atividade da enzima
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ribulose-1,5-bifosfato carboxilase/oxigenase (Rubisco), responsavel pela assimilagao
de CO; no ciclo de Calvin, a qual é dependente da reacdo com CO; para a sua
ativagcdo (PANDEY e SHUKLA, 2015). Além disso, com a limitagdo do CO, também
ha comprometimento da fase fotoquimica da fotossintese, com a redugdo da
eficiéncia do fotossistema Il (FSII), pois as plantas tornam-se mais propensas a
sofrer fotoinibicao, resultante da absor¢ao de fétons superior a quantidade utilizada
na fotossintese (FAVARETTO et al., 2011; PANDEY e SHUKLA, 2015).

A atividade do FSIlI é importante no fornecimento de NADPH e ATP que é
utilizado na fase quimica da fotossintese. Se a atividade de FSII exceder a demanda
pode ocorrer uma redugdo excessiva da cadeia de transporte de elétrons
fotossintética, estimulando a formagdo de EROs (PANDEY e SHUKLA, 2015). Por
essa razao, em geral, as plantas expostas ao DH que apresentam diminuicdo na
condutancia estomatica e na atividade fotossintética sdo propensas a um processo
lipoperoxidativo nas membranas, resultado do acumulo de EROs no FSII (APEL e
HIRT, 2004).

As EROs s3o exemplificadas pelo oxigénio singleto ('0,), anion superdxido
(O2"), peréxido de hidrogénio (H,O,) e radical hidroxila ((HO), as quais iniciam
eventos de oxidagao nas células e podem danificar proteinas, enzimas, pigmentos,
lipidios e acidos nucléicos, o que gera perturbagbes do metabolismo e, em casos
extremos, a morte das plantas (APEL e HIRT, 2004; ESPOSITO, 2018; FANG e
XIONG, 2014). Em um experimento realizado por ESPOSITO et al. (2018) em
diferentes espécies arbdreas pioneiras e nao-pioneiras de remanescentes da
Floresta Atlantica, observou-se que as plantas de espécies arboreas nao-pioneiras
acumularam maior quantidade de H,O, nas folhas no periodo de seca e O," no
periodo chuvoso, e apresentaram um metabolismo antioxidante menos efetivo que
as plantas de espécies pioneiras. Esses resultados corroboram a importancia dos
mecanismos de ativagdo de enzimas antioxidantes observados em pioneiras a fim
de aumentar a tolerancia a seca.

As principais enzimas antioxidantes responsaveis pela eliminacdo de EROs
sdo superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX) e
glutationa redutase (GR), importantes por controlar as reagbes de redugdo nas
células sob condigbes de estresses luminoso, salino, oxidativo e hidrico (Apel e Hirt,
2004). O nivel de danos oxidativos nas células depende de quao eficiente as plantas
ativam essas enzimas antioxidantes (ESPOSITO et al., 2018; FAVARETTO et al.,
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2011). Essas enzimas agem inibindo as EROs, por exemplo, o peroxido de
hidrogénio é clivado, reultando em H;O e O, pela CAT nos peroxissomos e pela
APX nos cloroplastos (FAVARETTO et al., 2011).

Em condigdes de DH a quantidade de pigmentos fotossintetizantes, como as
clorofilas a e b e os carotendides diminuem (JALEEL et al., 2009). Essa redugéao
pode ocorrer devido ao comprometimento da sintese dos pigmentos, pela
degradagdo dos pigmentos, pela perda da membrana do cloroplasto ou pelo
aumento da peroxidagao lipidica induzidos pelo déficit hidrico (JALEEL et al., 2009;
PANDEY e SHUKLA, 2015). Consequentemente, isso gera redugédo do rendimento e
da biomassa da planta, pois afeta a sua eficiéncia fotossintética, ja que as clorofilas
a e b sédo responsaveis por absorver e tranferir a energia luminosa para o centro de
reagéo do FSIlI (JALEEL et al, 2009; PANDEY e SHUKLA, 2015).

Em condicbées de DH, ha também o aumento no conteudo de acido abscisico
(ABA) na planta (PANDEY e SHUKLA, 2015). O ABA ¢é um fitohorm&nio regulador de
crescimento, e também capaz de regular respostas de tolerancia a seca através da
regulacéo da abertura estomatica. O ABA pode mediar respostas das plantas contra
o DH por meio de vias de transdugdo de sinais nas células-guarda, aumenta a
producao de 6xido nitrico (NO) que estimula a biossintese e agao de mensageiros
secundarios que induzem o fechamento estomatico (PANDEY e SHUKLA, 2015,
TAKAHASHI et al., 2018). As plantas reconhecem a condigcdo de déficit hidrico nas
raizes e transmitem esse sinal para a parte aérea, a qual sintetiza ABA nas folhas,
mas também é observado um acumulo de ABA nas raizes que esta intimamente
correlacionado com uma diminuicdo da condutdncia estomatica nas folhas
(KUROMORI et al., 2018; PANDEY e SHUKLA, 2015).

As interagdes com microrganismos na rizosfera podem auxiliar as plantas a
contornar os estresses hidrico e oxidativo, pois as interagdes aumentam o acumulo
de solutos compativeis e de enzimas antioxidantes (RUIZ-LOZANO et al., 2008).
Além disso, os microrganismos sao conhecidos por promoverem o crescimento da
planta por meio da sintese de fitohormdnios mesmo em condi¢gdes de estresses
ambientais (GLICK et al., 2012).

1.3 Associagédo de plantas com microrganismos
Na natureza, as plantas interagem com o0s microrganismos do solo,

especialmente Bactérias Promotoras do Crescimento em Plantas (BPCP) e Fungos
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Micorrizicos Arbusculares (FMA) (BULGARELLI et al., 2013). As BPCP e os FMA
estdo localizados na rizosfera, que é a regido do solo em torno das raizes das
plantas, com, aproximadamente, 3 a 5 cm de espessura. Ela é influenciada pelo
crescimento, respiracdo e troca de nutrientes das raizes devido a rizodeposigcao
proveniente de células de uma regido especial desse o0rgao, a rizoderme
(BULGARELLI et al.,, 2013). Essa regidao secreta alguns compostos, tais como,
acidos organicos, ions inorganicos, acgucares, vitaminas, aminoacidos e
polissacarideos (BULGARELLI et al., 2013).

Em ambientes naturais, a quantidade de nutrientes disponivel no solo é
limitante, porém quando se trata da rizosfera, ela se apresenta mais rica em
nutrientes devido a rizodeposicdo e exsudatos radiculares (BULGARELLI et al.,
2013). As plantas que se encontram em déficit hidrico aumentam a liberacéo de tais
exsudatos, os quais favorecem a proliferacéo e crescimento de microrganismos que
colonizam a rizosfera devido a maior disponibilidade de nutrientes nessa regiao
(LIEBERSBACH et al., 2004). Os microrganismos também contribuem com a
composicao desses exsudatos devido aos seus efeitos no metabolismo das células
da raiz e, consequentemente, no estado nutricional das plantas (CARDOSO e
NOGUEIRA, 2007).

As BPCP formam um grupo amplo de microrganismos que inclui quaisquer
bactérias que vivam na rizosfera e afetem positivamente o crescimento de uma ou
mais espécies vegetais (FREITAS, 2007). Sdo bactérias livres do solo que podem
facilitar o crescimento das plantas por diversos mecanismos de associacdo e
protecdo contra estresses ambientais, podendo cada espécie de BPCP apresentar
um ou mais desses mecanismos. Entre esses mecanismos, € possivel observar o
aumento do teor de nitrogénio, pois elas podem fixar o nitrogénio atmosférico e
fornecé-lo as plantas, a producdo de fitohormbnios como auxinas, citocininas e
giberelinas, solubilizacdo de minerais como o fosforo e disponibilizar ferro, e a
inibicdo de patégenos (GLICK et al., 2012). Dentre essas BPCP observam-se
espécies de Azospirillum, Pseudomonas, Bacillus e Agrobacterium (MARTINEZ-
VIVEROS et al., 2010).

As BPCP podem ser divididas em dois grupos quanto ao local de ocorréncia
da associagao: as BPCP extracelulares que se encontram na rizosfera, rizoplano e
nos espacgos entre as células do cortéx da raiz; e as BPCP intracelulares que

colonizam as células das raizes, geralmente formando nddulos nas plantas
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leguminosas entre outras (GRAY e SMITH, 2005). As BPCP extracelulares, como
por exemplo, os géneros Azospirillum e Bacillus, ndo formam nddulos, mas
promovem o0 aumento do crescimento da planta por outros mecanismos, como a
producao de fitohormbnios e compostos sinalizadores que estimulam diretamente o
crescimento da planta, melhoram a resisténcia a doencas e/ou aumentam a
mobilizacao de nutrientes do solo (GRAY e SMITH, 2005).

O estabelecimento da associagdo ocorre a partir de uma sequéncia de
acontecimentos de ambas as partes, onde as bactérias sdo estimuladas a se
multiplicar pelas exsudagbes das raizes, que incluem compostos de baixo peso
molecular, como acgucares e compostos fendlicos, e compostos de alto peso
molecular, como polissacarideos e proteinas (MOREL e CASTRO-SOWINSKI, 2013;
TOWNSEND et al., 2009). Foi observado que os exsudatos de arroz aumentaram a
resposta de quimiotaxia a Bacillus pumilus aos sistemas de raizes (BACILIO-
JIMENEZ et al., 2003). A sinalizagdo entre plantas e BPCP extracelulares pode
envolver fitohbrmonios, flavondides e compostos organicos volateis (MOREL e
CASTRO-SOWINSKI, 2013). Os fitohormbnios agem como mensageiros quimicos e
podem ser produzidos pelas plantas e pelos microrganismos. As BPCP do género
Bacillus sao capazes de produzir fitohérmonios como as citocininas e as auxinas
(MOREL e CASTRO-SOWINSKI, 2013). Os polifendis secretados pelas raizes, como
os flavondides, sdo importantes moléculas sinalizadoras nos eventos de interacao
planta-microrganismo, enquanto os compostos organicos volateis, podem ser
produzidos por algumas BPCP e atuam como sinalizadores estimulando o
crescimento das plantas (MOREL e CASTRO-SOWINSKI, 2013).

As BPCP sao conhecidas por melhorarem o crescimento vegetal mesmo sob
condigdes ambientais limitantes como, por exemplo, o déficit hidrico; sdo capazes,
por exemplo, de ajustar os niveis de fitohormonios endégenos, a fim de diminuir os
efeitos negativos dos estresses ambientais e manter o crescimento e reprodugéo
das plantas (SALAMONE et al., 2005). Em Arabidopsis inoculada com BPCP foi
observado um aumento na tolerancia ao déficit hidrico por meio da elevagao de
acido abscisico (ABA), resultando na diminuigdo da transpiragao foliar (BRESSON et
al. 2013).

Em plantas de pimenta e tomate inoculadas com a BPCP Achromobacter
piechaudii, houve aumento da enzima 1-aminociclopropano-1-carboxilato

desaminase (ACC desaminase), resultando em maior resisténcia sistémica em
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resposta ao déficit hidrico (MAYAK et al.,, 2004). Em diversas condicbes de
estresses, incluindo o DH, o hormdnio vegetal etileno produzido de forma enddgena,
faz com que a planta regule a homeostase, gerando uma redug¢ao no crescimento de
raizes e brotos (GLICK et al., 2007). Plantas inoculadas com as BPCP que
produzem ACC desaminase, responsavel por degradar o ACC que é o precursor
imediato da sintese de etileno, possibilitam o crescimento normal da planta mesmo
sob essas condi¢des de estresse (GLICK et al., 2007).

Ainda sob condigdes de déficit hidrico, foi observado por Ortiz et al. (2015)
que mudas da espécie Trifolium repens L. inoculadas com a BPCP Pseudomonas
putida em condi¢des de DH apresentaram aumento da quantidade de pigmentos
fotossintéticos e da taxa fotossintética, combinados com maior quantidade de
agucares soluveis e conteudo de prolina nas folhas, os quais auxiliam na
manutencgao do turgor celular da planta por meio do ajuste osmotico (ORTIZ et al.,
2015; RUIZ-LOZANO et al., 2008; SANDHYA et al., 2010).

Os FMA penetram nas raizes da planta hospedeira por meio do micélio que
se encontra no solo, ou por hifas originadas de esporos dos fungos (TOWNSEND et
al., 2009). Apds a penetracado na célula cortical da raiz, o fungo forma um arbusculo
intracelular e finamente ramificado (TOWNSEND et al., 2009). Ambos os organismos
se beneficiam da associacdo, como por exemplo, a melhora nutricional da planta
hospedeira, por influéncia da nutricdo mineral e absor¢do de agua,
consequentemente o crescimento e a tolerancia a patdégenos (BONFANTE e
GENRE, 2010). Em troca, a planta auxilia no crescimento e na reprodugéo do fungo
por meio da disponibilizacdo de carbono assimilado, sendo que cerca de 20 % de
todo o carbono assimilado pelas plantas associadas ao FMA é transferido para as
estruturas fungicas (AUGE et al., 2014; BONFANTE e GENRE, 2010). A capacidade
dos fungos em produzir hifas finas, que sdo mais eficazes para a absorcdo de
nutrientes e por secretar enzimas e acidos organicos para mobilizar os nutrientes, &
fundamental no mutualismo (OWEN et al., 2015).

Em um experimento realizado por Rondina et al., (2014) foi observado que
plantas herbaceas e arbustivas expostas a solos de baixa fertilidade tiveram um
aumento na absor¢cdo de nutrientes quando inoculadas com FMA, o que
proporcionou o crescimento e sobrevivéncia dessas plantas.

Considerando a interagao da planta com os FMA, a simbiose aumenta a

tolerancia a seca mantendo um balango hidrico mais préximo ao de plantas em
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capacidade de campo, por meio do ajuste osmético (AUGE, 2004). Isso é possivel,
pois as finas hifas produzidas pelos fungos sao mais eficazes que os pélos das
raizes das plantas na absorgdo de minerais do solo, que agem no ajuste osmoético
da planta, reduzindo seu potencial de agua para manter a absor¢do de agua em
periodos de seca (CAVAGNARO et al., 2015). Além do mais, as hifas dos FMA
podem se estender por 10 centimetros além da superficie da raiz, aumentando o
volume do solo explorado, e consequentemente a captagdo de agua que n&o estaria
disponivel para as raizes, proporcionando uma melhor absor¢do de agua do que as
plantas n&o-micorrizadas do mesmo ambiente (AUGE, 2004; CAVAGNARO et al.,
2015). Assim, as plantas associadas ao FMA apresentam a capacidade de manter a
abertura estomatica e, consequentemente, a assimilagdo de carbono (AUGE, 2004).
Esta caracteristica mantém o gradiente decrescente de potencial de agua entre o
solo e a planta, comparadas as plantas na mesma condi¢ao de déficit hidrico, porém
sem interacdes micorrizicas (AUGE, 2004).

A associagdo com FMA também influencia no aumento de prolina nas
plantas, como visto em Lactuca sativa L. (alface) (RUIZ-LOZANO et al., 1995), que
age como osmorregulador em situagbes de déficit hidrico. Ademais, plantas
inoculadas com FMA também podem absorver mais agua em condi¢des de déficit
hidrico quando comparadas aquelas que ndo possuem essa associagdo (NADEEM
et al., 2014). Esse fato provavelmente esta ligado com a modificagdo estrutural da
raiz, que apresenta mais ramificagcbes quando associadas com o FMA (NADEEM et
al., 2014).

Foi observado que as interagcdes entre micorrizas e plantas foram diferentes
nos grupos funcionais de sucessao tropical, sendo que plantas de espécies
pioneiras sdo mais propensas a terem suas raizes colonizadas por FMA do que as
de espécies nao pioneiras, independentemente do nivel de fertilidade do solo
(RONDINA et al., 2014; ZANGARO et al., 2012). Ainda, as plantas das espécies
pioneiras apresentaram também suas raizes com caracteristicas morfolégicas que
possibilitam o aumento do potencial de exploragcao do solo (ZANGARO et al., 2014).

Plantas micorrizadas também podem interagir com outros microrganismos
do solo, incluindo as BPCP, aumentando ainda mais a tolerancia dessas plantas a
situagdes de estresses. Além disso, a co-inoculagdo pode melhorar a ciclagem de
nutrientes, como N e P, e melhorar as propriedades fisico-quimicas do solo, como a
formagao de agregados (BAREA et al., 2005).
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A combinagao dos dois tipos de microrganismos (FMA e BPCP) pode ser de
grande interesse para a producdo de mudas em viveiros (BURDMAN et al., 2000).
Quando somadas as inoculacdes, é possivel a formacdo de mudas mais tolerantes a
patdbgenos e a seca, com um sistema radicial mais desenvolvido para otimizar a
absorgao de nutrientes, o que pode melhorar as taxas de sobrevivéncia das mudas,
reduzindo assim a perda econdmica associada (PROBANZA et al., 2001).

A interacao da inoculacdo com a BPCP Azospirillum sp. e FMA nas plantas
mostraram bons resultados em plantas de arroz, pois o seu desenvolvimento
morfolégico e a condutancia estomatica aumentaram quando co-inoculadas
(BPCP+FMA) (RUiZ-SANCHEZ et al., 2011).

Em outro experimento com co-inoculagdo (BPCP+FMA) Armada et al.,
(2016) observaram maiores atividades das enzimas antioxidantes SOD, CAT e APX,
em plantas de Lavandula dentata L. inoculadas com FMA (Diversispora aunantia e
Archaeospora trappei) ou pela mistura de FMA com a BPCP Bacillus thuringiensis
em condicbes controladas em casa de vegetagcdo. No mesmo experimento, foi
observado também que a BPCP B. thuringiensis associada a FMA alivia o estresse
oxidativo de plantas de L. dentata submetidas ao DH por meio da redugdo dos
niveis de MDA. A interferéncia positiva nas respostas antioxidantes das plantas
tratadas com microrganismos do solo (BPCP e FMA) é um importante efeito para
plantas que se encontram em DH moderado, pois com essa resposta tais
microrganismos podem aumentar o crescimento e o estado nutricional de plantas
mesmo sob condi¢cbes de estresse (ARMADA et al., 2016).

Em estudos com alface, ambas as inoculagdes, BPCP Pseudomonas
mendocina e os FMA Glomus intraradices ou Glomus mosseae, juntos e
isoladamente, estimularam a atividade da enzima chave na assimilacdo de
nitrogénio, a nitrato redutase (NR), quando submetidas a seca moderada, sugerindo
que houve maior assimilagdo de nitrogénio nessas plantas (KOHLER et al., 2008).
Ja na seca severa as plantas apresentaram acumulo de prolina em suas folhas, que
atua como osmorregulador para manter um potencial de agua adequado nessas
condicdes (KOHLER et al., 2008).

Em um experimento realizado por Marulanda et al. (2006), foi
observado que em mudas da espécie arbérea Retama sphaerocarpa (L) Boiss
(Piorno amarelo), a co-inoculagcdo de Bacillus thuringiensis € um fungo do género

Glomus reduziu em 42 % a agua necessaria para produzir 1 mg de biomassa da
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parte aérea em comparagao com plantas nao inoculadas, o que indica a capacidade
dos microrganismos em aumentar a eficiéncia no uso da agua nessas plantas.

Os projetos de reflorestamento sdo utilizados como parte da solugéo para os
danos ecoldgicos causados pelo desmatamento, e exigem atencéo e estudos para
obter mais informacgdes sobre as variagdes ambientais, como o déficit hidrico, que as
plantas podem encontrar durante o replantio, para entdo ser possivel a producéo de
mudas mais tolerantes a estes fatores abioticos (FAVARETTO et al., 2011).

A interacdo entre BPCP com as plantas apresentam bons resultados em
experimentos realizados em espécies arbdéreas neotropicais, como observado por
Tiepo et al, (2018) em Trema micrantha (L.) Blum. (Trema) e Cariniana estrellensis
(Raddi) (Jequitiba-branco) Kuntze, as quais inoculadas com Azospirillum brasilense
apresentaram ativacao de processos metabdlicos que levaram a maior tolerancia a
seca. Além disso, a simbiose com FMA também pode ser considerada uma
importante ferramenta em projetos de reflorestamento com espécies arbodreas
pioneiras por agir na recuperacao de solos degradados de ambientes tropicais do
Sul do Brasil, como observado por Zangaro et al., (2003).

Baseado no exposto é importante conhecer os beneficios da co-inoculagao
das BPCP e FMA em espécies arboreas neotropicais usadas em programas de

reflorestamento e de recuperacéo de areas degradadas do Bioma Mata Atlantica.

2. OBJETIVO
Identificar os efeitos da inoculagdo com BPCP e/ou FMA em mudas de
espécies arbdreas neotropicais de diferentes estadios sucessionais sob condigcdes de

déficit hidrico no solo, avaliando aspectos de crescimento e fisiologia desses individuos.

2.1 Objetivos especificos

- Identificar as alteragdes fisiologicas nas mudas de espécies arbdreas neotropicais
inoculadas com BPCP e/ou FMA que favoregam maior tolerancia a seca.

- Comparar as respostas estruturais e fisioldgicas relacionadas a tolerancia a seca
entre as espécies pioneira e ndo pioneira inoculadas com BPCP e/ou FMA.

-Verificar alteragdes estruturais de raizes de espécies arbdreas neotropicais
inoculadas com BPCP e/ou FMA.
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3. HIPOTESES

I- A inoculagcédo com BPCP e/ou FMA promove alteragdes estruturais, fisioldgicas,
metabdlicas e de crescimento que resultam em maior tolerancia a seca em espécies
arboéreas neotropicais.

lI- A inoculacédo individual com BPCP ou FMA é mais eficiente na tolerancia a seca
de mudas da espécie ndo pioneira em relagao a co-inoculagio.

[lI- A co-inoculacdo com BPCP+FMA promove alteragdes metabdlicas que garantem
maior tolerancia a seca em mudas da espécie pioneira em relagdo a inoculagdo com
BPCP e FMA individualmente.

MATERIAL E METODOS
Foram realizados dois experimentos. Um deles foi feito para a obtencao dos
dados anatbmicos, enquanto o outro para analises de crescimento (parametros

morfoldgicos), fisiolégicas e metabdlicas.

1-Material Biologico e Delineamento Experimental

Os experimentos foram realizados em casa de vegetagédo localizada no
Centro de Ciéncias Biologicas da Universidade Estadual de Londrina (UEL). Em
ambos os experimentos foram utilizadas duas espécies arbdreas neotropicais de
grupos ecoldgicos distintos, presentes no Bioma Mata Atlantica, sendo uma pioneira
(intolerante a sombra), e a outra n&o pioneira (tolerante a sombra). Ambas utilizadas
em programas de reflorestamento desenvolvidos pelo Laboratério de Biodiversidade
e Restauragao de Ecossistemas (LABRE) da UEL.

A espécie pioneira foi representada por Heliocarpus popayanensis Kunth da
familia Malvaceae, conhecida popularmente como Jangadeiro. E uma espécie
arbérea caracteristica de bordas de matas e florestas secundarias (LORENZI, 2002).
A espécie nao pioneira foi Cariniana estrellensis (Raddi) Kuntze, da familia
Lecythidaceae, conhecida como Jequitiba-branco. E uma espécie arbérea tolerante
a sombra e encontrada em estadios mais tardios da sucessao (LORENZI, 2002).

As sementes das espécies arbéreas foram obtidas de varios individuos da
mesma espécie, sendo que as sementes de H. popayanensis foram coletadas na

regidao de Londrina - PR, enquanto as mudas de C. estrellensis foram obtidas da



29

empresa Sementes Caicara Ltda®, situada no municipio Brejo Alegre/SP.

Foi utilizado in6culo de uma espécie de BPCP (Bacillus sp. - ZK), proveniente
da cole¢ao de bactérias promotoras do crescimento em plantas da Universidade
Estadual de Londrina (CBPCV-UEL). A selecédo dessa estirpe bacteriana foi feita a
partir dos resultados obtidos em experimentos anteriores realizados em casa de
vegetacdo com espécies arbdreas neotropicais. O inéculo foi preparado a partir de
culturas puras fornecidas pelo Nucleo de Pesquisa para o Desenvolvimento e
Aplicacdo de Biofertilizantes da UEL. Aliquotas provenientes da cultura pura foram
transferidas para meio liquido DYGS (g L™, glicose, 2,0; acido malico, 2,0; extrato de
levedura, 2,0; acido glutdmico, 1,5; peptona, 1,5; KoHPO4, 0,5; MgSO4, 0,5) e
mantidas em agitador orbital a 180 RPM e 28 °C por 24 horas. Apds esse periodo,
uma aliquota desse pré-indculo foi transferida para o meio liquido de cultivo
chamado MCA4, sendo esse meio preparado com baixa razdo C:N e com
quantidades definidas de glicerol (46,6 %), sacarose (23,3 %), extrato de levedura
(23,3 %), goma xantana (0,47 %), polivinilpirrolidona (0,47 %), minerais (K;HPOy4,
KH,PO4, NH4sNO3, MgSO4, Fe-EDTA) e micronutrientes (Mo, Mn, B, Cu, Zn). A
cultura de bactéria foi crescida em Erlenmeyer (250 mL volume) contendo 50 mL do
meio de cultura que foram mantidos em agitadores orbitais a 180 RPM e 28 °C por
48 horas. Ao final desse periodo, o cultivo foi interrompido sendo a concentragao de
células estimada por absorbancia (A = 560 nm) e a contagem pela técnica de
unidades formadoras de colénias (UFC) para a normalizagdo da concentragao de
células nos inoculantes para cerca de 1 x 10° UFC/mL™.

Foi utilizado também um “pool” de Fungos Micorrizicos Arbusculares (FMA)
contendo concentragdes semelhantes das espécies Gigaspora margarita,
Acaulaspora morrowiae, Claroideoglomus etunicatum e Rhizophagus clarus
cultivado em areia, que foi gentilmente cedido pela Colegdo Internacional de
Culturas de Glomeromycota (CICG) da Universidade Regional de Blumenau (FURB).

As sementes das espécies arbéreas neotropicais foram tratadas por meio da
aplicagdo de 500 mL de inoculante bacteriano na concentragdo de 1 x 10° UFC mL™,
em bandejas plasticas de 1 L contendo areia previamente esterilizada. A inoculagéo

com os FMA foi feita apenas no transplante.

1.1 Experimento para o estudo anatémico

Apds a germinagdo e as mudas terem expandido completamente seu
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primeiro par de folhas, foi realizada a transferéncia de cinco plantulas por vaso de 3L
(17 cm de altura, 15,5 cm de diametro inferior e 21 cm de didmetro superior)
contendo substrato inerte (areia) previamente esterilizado. No momento do
transplante, foram adicionados mais 40 mL de in6culo de ZK na concentragéo de 1 x
10° UFC mL™ por vaso, assim como a cada 15 dias por quatro vezes (periodo de
aclimatacdo). Nos tratamentos contendo FMA a inoculagéo foi feita pela adigao de
10 g do solo-indculo fresco contendo esporos, hifas e raizes colonizadas em orificios
de plantio feitos no substrato de cada vaso.

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, constituido do
controle (ndo-inoculado) e trés tratamentos com cinco repeticbes cada: ZK, FMA e
ZK+FMA, contendo cinco mudas por vaso, para cada espécie vegetal. Os solos dos
vasos foram mantidos em capacidade de campo (CC - 30 % de umidade
gravimétrica - UG). Ao fim de 90 dias, sendo 60 dias apds as inoculagdes, as mudas
foram retiradas dos vasos e as raizes mergulhadas em potes com agua para realizar
a limpeza do excesso de areia, de modo a evitar a remocao dos indculos presentes
nas raizes. Foram seccionados fragmentos das raizes, distantes 1 cm do apice, para
analises em microscopia eletrénica de varredura e microscopia de luz. De acordo
com o desenvolvimento de cada espécie, na mesma regido, obteve-se tanto raiz em
estagio primario como secundario. As raizes foram fixadas de acordo com cada

analise especifica (descritos no item 2).

1.2 Experimento para as analises de crescimento, fisiologicas e metabdlicas

Foram utilizados vasos de 2L (10,5 cm de altura, 9,5 cm de didametro inferior
e 14 cm de diametro superior) contendo solo fértil (pH 5,8; CTC 4,4 cmolc dm®; NO*
47,23 ppm; NH*" 3,28 ppm), caracterizado como Latossolo Vermelho eutroférrico
(EMBRAPA, 1999) e areia na proporgdo de 1:1, com uma planta por vaso. A
aplicagao dos indculos foi semelhante ao descrito no item 1.1.

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, constituido de oito
tratamentos contendo sete repeticbes: Nao inoculado em Capacidade de Campo
(N.in CC), ZK CC, FMA CC, ZK+FMA CC, Nao inoculado em Déficit Hidrico (N.in
DH), ZK DH, FMA DH e ZK+FMA DH. Os tratamentos em CC correspondem as
mudas mantidas em 30 % de Umidade Gravimétrica (UG) e os tratamentos em DH
correspondem a 15 % de UG (déficit hidrico moderado).

Apods o periodo de aclimatagdo (60 dias) que corresponde ao crescimento
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das mudas nos sacos plasticos, iniciou-se o tratamento de déficit hidrico por mais 30
dias, nos quais os vasos foram pesados semanalmente e observados quanto a
murcha das folhas para garantir a manutenc&o no déficit hidrico moderado. Quando
necessario, foram adicionados 40 mL de agua para evitar o dessecamento das

mudas.

2- Analises estruturais
2.1 Microscopia eletrénica de Varredura

As amostras de raizes foram fixadas em paraldeido 3 % e glutaraldeido 2,5
% juntamente com tampao cacodilato de sddio (0,1 M; pH 7,2) durante a noite. Apds
a fixagao, foram tratadas com ésmio por 40 minutos no escuro, e desidratadas em
série etilica crescente (alcool 30%, 50%, 70%, 90% e 100%). A secagem ao ponto
critico foi realizada com CO; liquido no Aparelho de secagem ao Ponto Critico
(modelo CPD 030, Bal-Tec, Balzers, Liechtenstein). Apds cobertura com ouro, em
metalizador (modelo SCD 050, Bal-Tec, Balzers, Liechtenstein) o material vegetal foi
analisado no microscopio eletrénico de varredura Quanta 200 da FEI, no Laboratério
de Microscopia Eletronica e Microanalise da UEL.

As diferentes formas de inoculacdo na raiz das mudas das espécies
arboreas (N.in, ZK, FMA e ZK+FMA) estdo apresentadas na Figura 1 (H.
popayanensis: A, C, e E ; C. estrellensis: B, D, e F).

Observa-se a superficie da raiz de H. popayanensis na Figura 1 (A, C e E), e
a superficie de raiz de C. estrellensis na Figura 1 (B, D e F), destacando-se as raizes
inoculadas com FMA e com ZK, nas quais, na Figura 1-C e D é possivel observar a
presenca de hifas sobre os pélos radiciais, comprovando a presenca de FMA nessas
mudas, ja na Figura 1- E e F é possivel observar a formagao de colbnias bacterianas
com caracteristicas do género Bacillus, além de evidenciar a formagdo de um
biofilme que auxilia as bactérias a se fixarem umas nas outras e nas raizes da
planta, confirmando a inoculagdo com BPCP. Nao houve inoculagdo nas raizes das
mudas de H. popayanensis e C. estrellensis no controle, assim sendo, ndo é

possivel visualizar colénias de microrganismos (Figuras 1-A e B).
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Figura 1- Vista superficial da raiz de Heliocarpus popayanensis (Microscopia eletrénica de varredura)
(A, C e E) e de Cariniana estrellensis (B, D e F), ndo inoculados (A e B) ou incoculados com FMA (C
e D) e ZK (E e F). Em que Hi = Hifas; Ba= colbnias bacterianas; Bf= Biofilme. Barras em A, E e F =5,0

pm; em C =20 ym; eem B e D =50 um.

2.2 Microscopia de Luz

As raizes foram coletadas a 1 cm do apice e fixadas em FAA 50¢,, estocadas
em alcool 70% e desidratadas em série etilica crescente. As amostras foram
incluidas em historesina (Leica) e os cortes foram realizados em micrétomo rotativo

de avango automatico (Leica — RM 2255), com espessura de 8 um, e corados com
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azul de toluidina. As laminas foram montadas com resina sintética Permount.

Para as avaliagdes micromorfométricas, foram selecionados dois cortes, das
duas laminas confeccionadas, de dois blocos distintos. Os cortes foram fotografados
em fotomicroscépio Olympus (modelo BX41 -com sistema UPhoto- Olympus Q color
3), sendo realizadas trés medidas dos tecidos de cada raiz (espessura da epiderme
ou periderme, cortex, floema 2° xilema 2° e area do xilema 2°), totalizando 24
medig¢des por tratamento. As medi¢des foram realizadas com o auxilio do programa

Image-Pro Plus 4.5.

3-Analises Fisiolégicas

3.1 Potencial de agua

O potencial de agua das mudas foi medido utilizando-se uma camara de
pressao do tipo Schoélander (Soil Moisture — SAPSII, modelo 3115, Santa Barbara,
CA, EUA), acoplada ao gas N,. A parte aérea com as folhas foi colocada dentro de
um recipiente hermético que suporta a pressdo do gas inerte, e adicionando-se o
gas pode-se observar a seiva exsudando pelo caule. O valor marcado no manémetro
no momento que se inicia exsudacdo € o mesmo do potencial de pressao da seiva
do xilema, e como o potencial osmoético nesse caso pode ser considerado

insignificante, considera-se esse valor o potencial de agua em MPa.

3.2 Trocas gasosas

Foram determinadas a taxa de fotossintese liquida (A), condutancia
estomatica (gs), concentracao intercelular de CO, (C;), e Eficiéncia intrinseca no uso
da agua (EUAix = Algs). Essas analises de trocas gasosas foram realizadas no
periodo da manha entre as 8h e 10 h, utilizando-se um analisador portatil de gas
infravermelho (Irga) (Li-Cor, modelo LI 6400 XT, Biosciences, Lincoln, NE, USA)
conectado a uma camara 6 cm?. A densidade de fluxo de fétons fotossinteticamente
ativos (DFFF) ideal para as analises foi de 1900 mmol m? s, definida por estudos

prévios com as espécies utilizadas nesse trabalho (CALZAVARA et al., 2018).



34

4-Analises metabdlicas
4.1 Dosagem de Nitrogénio Total

As folhas (100 mg) foram ftrituradas, transferidas para tubos de ensaios e
submetidas a digestdo com 7 mL de acido sulfurico concentrado com sulfato de
cobre em bloco digestor (EMBRAPA, 2009). A temperatura inicial do bloco de
digestao foi 100 °C com aumento de temperatura a cada 30 minutos (150, 200, 250
e 350 °C) totalizando cerca de 3 horas de digestdo. A quantidade de N presente na
solugdo acida resultante da digestao foi determinada pelo método de Kjeldahl no
qual a solugéo acida reagiu com o hidréxido de sédio 15 N (NaOH) e a aménia (NH3)
liberada pela reacdo, coletada em um frasco contendo acido bdrico (H3BO3). A
juncao de NH3 com o H3BOs3levou a formagao de borato de aménio (NH4sH2BO3), que
foi titulado com Acido cianidrico (HCN) de titulo conhecido até a mudanga de cor do

indicador (azul para résea). O nitrogénio total foi determinado pela seguinte formula:

(Amosta — branco ) * 100 )
% N total = 01 x Fator do titulante * 0,0007N

O valor resultante foi multiplicado por 10 para converter a porcentagem de N

total em g de N por Kg de massa seca.

4.2 Determinacéo de prolina

Para a determinacdo de prolina foi utilizado 200 mg de massa fresca de
folhas. Para a extracdo, as amostras foram maceradas em N liquido e adicionado 2
mL de alcool etilico 70 %. A determinagao foi realizada a partir da reagdo com
ninhidrina (1 % m/v) em meio acido (acido acético 60 %) em uma reagéo a 95 °C em
banho-maria por 20 minutos. As leituras foram realizadas em leitor de microplaca
(Molecular Devices, modelo Spectra Max Plus 384, China) a 520 nm (CARILLO e
GIBON 2011). Os valores obtidos foram calculados pela seguinte formula:

Abs extrato — branco 1

Vol extrato * MF
Vol aliquota

Prolina (umol.g — 1 MF) =
curva *

Onde: MF= Massa Fresca; Abs= Absorbancia; Vol= Volume

4.3 Analises de estresse oxidativo

Parametros que indicam a ocorréncia de estresse oxidativo foram
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mensurados através da dosagem de perdxido de hidrogénio (H.O;) e da
peroxidagao lipidica. Para isso, 100 mg de folha foram coletadas e maceradas em
cadinho com 1 mL de Acido tricloroacético TCA (0,2 %) diluido em metanol, e o
extrato obtido foi centrifugado (13700 g, 5 min, 4°C).

A peroxidacao lipidica foi determinada por TBARS (substancias reativas ao
acido tiobarbiturico), seguindo a metodologia descrita por Federici et al. (2007).
Ser&o adicionados ao sobrenadante BHT 0,02 %, tampao PBS com pH 7,4 (KCI 1,4
mM; KH,PO4 1,4 mM; NaCl 137 mM e Na;HPO,4 10 mM), &cido tiobarbiturico (TBA
1,3 %) em NaOH 0,3 % na presenca de acido tricloroacético (TCA 50 %), a reacao
ocorrera a 60 °C em estufa por 60 minutos. A concentracdo de TBARS foi
determinada por uma curva padrdo de Malondialdeido (MDA), e obtida pela leitura
de fluorescéncia em 535 nm de excitacdo e 590 nm de emissdo no leitor de
microplaca VICTOR?® Multilabel Plate Counter.

Os valores de MDA obtidos foram calculados pela seguinte formula:

(Abs extrato — branco) Vol extrato
*k

TBARS (nmol. mL MF) = curva MF

Para a dosagem do perédxido de hidrogénio o sobrenadante foi submetido a
reagcdo com iodeto de potassio 1 M (KI) e tampé&o fosfato de potassio com pH 7,5
(KH2PO4 0,2 M e K;HPO4 0,2 M), mantido no gelo e no escuro por uma hora para
medida de absorbancia em 390 nm. Foi utilizada uma curva padrao de perdxido de
hidrogénio (H2O,). Ambas as leituras foram realizadas em leitor de microplacas
(Perkin Elmer, modelo Victor TM 3, Turku, Finlandia). Em seguida determinadas pela

formula:

(Abs extrato — branco) Vol extrato
*

H,0, (ug.g MF) = urva MF

5-Analises de Crescimento
Foram avaliados os seguintes parametros morfolégicos das mudas:
comprimento da parte aérea e raizes com uma régua milimetrada; e massa seca de

raizes, caules e folhas. Para a determinagdo da massa seca, os componentes das



36

mudas foram separados, acondicionados em sacos de papel e secos em estufa a
temperatura de 60 °C até atingirem peso constante. As raizes, antes da secagem,
foram lavadas em agua com o auxilio de peneiras evitando-se desestruturar a raiz e
perder material de estudo. A densidade das raizes foi determinada pela razao entre

a massa seca e massa fresca da raiz (ZANGARO et al., 2016).

6- Analises estatisticas

Para o experimento de obtencdo dos dados anatomicos, os dados foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) de um fator, comparando apenas o
efeito da inoculagao, e quando significativa, as médias foram comparadas pelo teste
de Tukey (p < 0,05), utilizando-se o programa Statistica, v. 10.0 (Statsoft Inc., USA).

No experimento para as analises de crescimento, fisiolégicas e metabdlicas,
os dados foram submetidos a ANOVA de dois fatores, comparando os efeitos do
déficit hidrico (DH) e da inoculagcdo e quando significativa, as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05), utilizando-se o programa Sisvar 5.6 Ink.

Em relagdo a esta ultima analise dos dados, quando o fator estresse hidrico
afetou (p< 0,05) a variavel resposta, os tratamentos foram denominados Capacidade
de Campo (CC) e Déficit Hidrico (DH) e representaram a média de todas as mudas
mantidas em CC e DH, respectivamente. Quando o fator inoculagdo afetou (p< 0,05)
a variavel resposta, os tratamentos foram denominados: n&o inoculado (N.in)
representando uma meédia entre todas as mudas que receberam apenas agua, ZK
para a média de todas as mudas que receberam apenas o inéculo de ZK, FMA a
meédia de todas as mudas que receberam apenas o indculo de FMA, e ZK+FMA a
média de todas as mudas que receberam os inéculos de ZK e FMA juntos. Nessas
denominagdes, as médias abrangeram os dados de mudas mantidas em CC e DH.
Quando houve interagao entre estresse hidrico e inoculagéo (p< 0,05) indicando que
os dois fatores em conjunto influenciaram a variavel resposta, os tratamentos foram
separados em CC e DH e em cada condicdo hidrica houve a distincdo entre as
inoculagdes (N.in, ZK, FMA e ZK+FMA)
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RESULTADOS

Analises Estruturais

As raizes das plantas das duas espécies apresentam-se em crescimento
secundario, exceto as raizes de C. estrellensis inoculadas com FMA, nas quais
observou-se que estava em estagio primario de desenvolvimento (Figura 2-F), e as
demais raizes dessa espécie ainda estavam eliminando a epiderme e o cortex
(Figura 2-B, D e H).

Em H. popayanensis, o controle (N. in) e o tratamento com FMA
apresentaram elementos de vaso bem diferenciados e de maior didmetro em

comparagao aos demais tratamentos (Tabela 1).
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Figura 2- Anatomia de raizes de Heliocarpus popayanensis (A, C, E e G) e Cariniana estrellensis (B,

D, F e H) (microscopia de luz - corte transversal), ndo inoculados (A e B) ou incoculados com ZK (C e
D), FMA (E e F) e ZK+FMA (G e H). Em que: C = cambio; Ctx = Cértex; FI2° = floema secundario; Pe

= periderme sendo instalada; XI2° = xilema secundario. Barras A, C,Ee G=100 ume B,D,Fe H =

200 pm.
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Devido a diferenca de estagio de desenvolvimento entre as inoculagoes, as
comparagoes observadas foram:

A espessura da epiderme de C. estrellensis apresentou maior valor no
controle, enquanto a espessura do cortex foi maior nas mudas controle e naquelas
inoculadas com FMA (Tabela 1). A espessura da periderme em H. popayanensis foi
maior nas mudas inoculadas com ZK, em comparagdo ao controle. Em C.
estrellensis nao foi possivel realizar a medicdo da periderme em todos os
tratamentos, devido ao fato de as mudas inoculadas com FMA se encontrar ainda
em estagio primario de desenvolvimento. Porém, dentre as medidas obtidas, as
mudas n&o inoculadas apresentaram maior espessura.

Em H. popayanensis, a espessura do floema secundario em raizes
inoculadas com ZK apresentaram maiores valores quando comparadas aos demais
tratamentos (Tabela 1). Nao foi possivel obter dados sobre as medidas do floema
secundario nas mudas inoculadas com FMA em C. estrellensis pelo fato de as raizes
dessas mudas estarem em estagio de desenvolvimento primario.

A espessura do xilema secundario em H. popayanensis foi superior em
mudas inoculadas com ZK, quando comparadas ao controle, enquanto em C.
estrellensis houve a manutengdo do tamanho em ZK e ZK+FMA em relagdo ao
controle. Em raizes de mudas de H. popayanensis a area do xilema secundario foi
superior nas mudas inoculadas com ZK, em comparagao aos demais tratamentos,
enquanto em mudas de C. estrellensis inouladas com FMA a area do xilema
secundario foi menor.

A espessura total da raiz, que € resultado da soma das espessuras da
periderme + floema 2° + xilema 2° foi maior em raizes de H. popayanensis
inoculadas com ZK e em raizes de C. estrellensis inoculadas com FMA e ZK+FMA,

comparadas aos respectivos controles (Tabela 1).
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Tabela 1. Micromorfometria de raizes em mudas de Heliocarpus popayanensis (Hp) e Cariniana
estrellensis (Ce) sem inoculacdo e inoculadas com ZK, FMA e ZK+FMA durante 60 dias. Os valores
sdo as médias * erros-padrdo. As letras comparam os tratamentos com indéculos. Letras iguais

indicam que as médias nao diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Parametro Inoculacdo Hp Ce
NAO INOCULADO 28,6 + 1,05 a
Espessura 7K 22,9+0,56b
da epiderme FMA 23,4+0,78b
{pm) ZK+FMA 20,9+0,79b
NAQ INOCULADO 363,1+35,21a
Espessurado 7K 2381+1,73b
cortex FMA 353,2+4,56a
(um) ZK+FMA 152,6 + 3,34 ¢
NAO INOCULADO 11,5+0,22d 20,5+ 1,08 a
Espessura LK 17,5+0,47 a 15,6 +0,31b
da periderme FMA 16,0+ 0,45 b _
(nm) ZK+FMA 14,7+ 0,19 ¢ 14,8 + 0,55 b
Espessurado  NAO INOCULADO 132,9+2,76b 165,7+4,41 b
floema 7K 171,3 + 6,49 a 152,6 + 8,24 b
secundario FMA 97,6+3,95¢ _
(um) ZK+FMA 97,0+3,78¢ 240,3+3,34a
Espessurado NAQ INOCULADO 129,5+2,69b 238,7+16,60a
xilema 7K 150,9 + 5,56 a 253,2+21,44 a
secundario FMA 98,5+0,71¢ 133,7+1,23b
(nm) ZK+FMA 142,8 + 2,89 ab 254,5+1,92a
NAO INOCULADO 266,5+3,11b 427,2 + 20,48 b
Espessura total 7K 345,1+12,00 a 411,8+12,22 b
da raiz FMA 213,84 3,46 ¢ 511,2+2,95a
(um) ZK+FMA 247,2+6,31b 507,7 +3,41a
NAO INOCULADO 50539+ 1471b 181306 + 27634 a
Areadoxilema ZK 82632 + 6656 a 225781 £ 32241 a
secundario FMA 34175+ 1431 ¢ 56853+ 1159 b
(Lm?) ZK+FMA 63267 + 955 b 209654 + 3658 a

Anadlises Fisiologicas

O potencial de agua (yw) em H. popayanensis foi menor no DH, comparado
as mudas em CC (Figura 5-A [), mas nao houve alteragao entre as plantas N. in e
aquelas inoculadas com ZK e FMA (Figura 5-A Il). Em C. estrellensis o y,, foi maior

nas mudas inoculadas e submetidas ao DH, comparado ao N. in em DH; néao
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havendo diferengas no p,, nas mudas em CC (Figura 5-B).
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Figura 3. Potencial de agua (A e B) de Heliocarpus popayanensis (A) e Cariniana estrellensis (B)
inoculadas com ZK, FMA e ZK+FMA, mantidas no solo em capacidade de campo (CC) e submetidas
ao déficit hidrico moderado (DH) durante 30 dias. Barras hachuradas e ndo preenchidas comparam
diferentes condigbes hidricas (CC e DH, respectivamente) e barras pontilhadas comparam as
inoculagdes. Tragos acima das barras correspondem ao erro padréo (n=3). Letras iguais ndo diferem
pelo teste de Tukey (p < 0,05). Para o grafico B as letras mailsculas comparam as inoculagbes em
CC e as minusculas as inoculagdes em DH. Para o grafico A-ll as letras mindsculas comparam os
tratamentos com inéculos. O asterisco compara as inoculagdes em ambas condi¢des hidricas (*** p <
0,001).

A taxa fotossintética liquida (A) na espécie pioneira H. popayanensis nao
diferiu entre os tratamentos, comparados aos respectivos controles; porém, foi
superior nas mudas inoculadas com ZK mantidas em CC em relagdo ao mesmo
tratamento em DH (Figura 6-A). Ja para C. estrellensis a A foi reduzida apenas em
ZK no DH, quando comparada ao mesmo tratamento em CC (Figura 6-B).

A condutancia estomatica (gs) em H. popayanensis foi menor em DH,
comparada a CC (Figura 6-C). Em C. estrellensis a gs foi reduzida em todos os
tratamentos de DH, comparado aos mesmos tratamentos em CC. Além disso, foi
menor nas mudas inoculadas com ZK+FMA em CC em comparagdo aos demais
tratamentos na mesma condicdo, e maiores em ZK e FMA mantidas em DH em
comparagao as nao inoculadas na mesma condi¢ao hidrica (Figura 6-D).

A concentracéo intercelular de CO; (C;) em H. popayanensis foi menor em

DH, comparada a CC (Figura 6-E |); e ainda, em todos os tratamentos com
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inoculagao houve aumento de C; comparados as mudas n&o inoculadas (Figura 6-E
II). Em C. estrellensis a C; nao foi reduzida apenas nas mudas inoculadas com ZK
em DH comparadas aquelas em CC, diferente do que aconteceu nos demais
tratamentos, nas mudas mantidas em DH os tratamentos inoculados apresentaram

maiores valores do que o N. in (Figura 6-F).
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Figura 4. Taxa Fotossintética Liquida (A) (A e B), Conduténcia estomatica (gs) (C e D) e
Concentragéo intercelular de CO, (Ci) (E e F) em folhas de Heliocarpus popayanensis e Cariniana
estrellensis sem inoculagéo e inoculadas com ZK, FMA e ZK+FMA e mantidas no solo na capacidade
de campo (CC) ou submetidas ao déficit hidrico moderado (DH) durante 30 dias. Barras hachuradas e
nao preenchidas comparam diferentes condi¢gdes hidricas (CC e DH, respectivamente) e barras
pontilhadas comparam as inoculag¢des. Tragos acima das barras correspondem ao erro padrao (n=7).
Letras iguais nao diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05). Para os graficos da interacéo (A, B,D e F)
as letras maiusculas comparam as inoculagcbées em CC e as minusculas as inoculagées em DH. Para
o grafico das inoculagdes (E-Il) as letras minusculas comparam os tratamentos com inéculo. O

asterisco compara as inoculagbes em ambas condig¢des hidricas (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p <0,001).

A eficiéncia intrinseca do uso da agua (EUAin:) em H. popayanensis foi maior
em mudas submetidas ao DH, comparadas aquelas em CC (Figura 7-A |) e manteve
o valor nas mudas inoculadas com FMA comparadas as mudas sem inoculagao
(Figura 7-A 1l). Em C. estrellensis a EUA;,: foi maior nas mudas mantidas em DH em
comparagao com aquelas em CC em todos os tratamentos. Dentro da condigéo
hidrica, as mudas inoculadas em DH apresentaram menores valores em

comparacao as N. in (Figura 7-D).
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Figura 5. Eficiéncia intrinseca no uso da agua (A e B) em folhas de Heliocarpus popayanensis e
Cariniana estrellensis sem inoculagao e inoculadas com ZK, FMA e ZK+FMA e mantidas no solo na
capacidade de campo (CC) ou submetidas ao déficit hidrico moderado (DH) durante 30 dias. Tragos
acima das barras correspondem ao erro padrao (n=7). Letras iguais ndo diferem pelo teste de Tukey
(p = 0,05). Para o gréafico B as letras mailsculas comparam as inoculagées em CC e as minusculas
as inoculagdes em DH. Para o grafico A-ll as letras minusculas comparam os tratamentos com

inoculo. O asterisco compara as inoculagdes em ambas condigdes hidricas (** p < 0,01; *** p <0,001).
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Analises Metabdlicas

O teor de nitrogénio total das folhas de H. popayanensis foi reduzido nas
mudas inoculadas com FMA e co-inoculadas com ZK+FMA em DH, comparadas aos
demais tratamentos em DH e CC (Figura 8-A). Em C. estrellensis o N total das folhas
foi maior em ZK e FMA em DH, comparado ao mesmo tratamento em CC, e reduziu
em ZK+FMA em DH comparada as N. in em DH (Figura 8-B).
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Figura 6. Teor de Nitrogénio Total (A e B) em folhas de Heliocarpus popayanensis e Cariniana
estrellensis sem inoculagéo e inoculadas com ZK, FMA e ZK+FMA e mantidas no solo na capacidade
de campo (CC) ou submetidas ao déficit hidrico moderado (DH) durante 30 dias. Barras hachuradas e
nao preenchidas comparam diferentes condi¢des hidricas (CC e DH, respectivamente). Tragos acima
das barras correspondem ao erro padrao (n=3). Letras iguais nao diferem pelo teste de Tukey (p <
0,05). Letras maiusculas comparam as inoculagdes em CC e as minusculas as inoculagdes em DH. O

asterisco compara as inoculagées em ambas condigdes hidricas (** p < 0,01; *** p <0,001).

O conteudo de prolina em H. popayanensis foi menor nas mudas inoculadas
em DH, comparadas aquelas ndo inoculadas; e ainda, foi maior nas mudas N. in em
DH em relagéo a CC, e maior em ZK em CC em relagdo ao DH (Figura 9-A). Em C.
estrellensis o conteudo de prolina se manteve em todas as plantas em DH e

aumentou nas mudas co-inoculadas com ZK+FMA em CC (Figura 7B).
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Figura 7. Conteudo de Prolina em folhas de Heliocarpus popayanensis (A) e Cariniana estrellensis
(B) sem inoculagéo e inoculadas com ZK, FMA e ZK+FMA e mantidas no solo na capacidade de
campo (CC) ou submetidas ao déficit hidrico moderado (DH) durante 30 dias. Tragos acima das
barras correspondem ao erro padrao (n=3). Letras iguais nao diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05).
Letras mailusculas comparam as inoculagcbes em CC e as minusculas as inoculagbes em DH. O

asterisco compara as inoculagées em ambas condig¢des hidricas (* p < 0,05; *** p <0,001).

A peroxidagao lipidica foi analisada pelos niveis de MDA. As mudas de H.
popayanensis inoculadas com ZK em DH apresentaram menores valores de MDA,
quando comparadas ao mesmo tratamento em CC, e as mudas inoculadas com
FMA apresentaram maiores valores em DH, comparadas com aquelas em CC
(Figura 10-A) em ZK+FMA houve manutencédo dos valores em CC e DH e em
comparacgao ao N. in. Em C. estrellensis os valores de MDA foram maiores em todos
os tratamentos em DH em relacdo aos mesmos em CC, além disso, foi também
maior em mudas inoculadas com ZK e ZK+FMA em DH, comparadas ao N. in
(Figura 10-B).

Maiores niveis de perdxido de hidrogénio foram encontrados nas mudas de
H. popayanensis inoculadas com FMA em DH, comparadas aquelas com a mesma
inoculagdo em CC, enquanto dentro da condigdo de CC houve manutengao dos
valores em FMA e ZK+FMA em relacdo ao N.in, e dentro da condicdo de DH o
menor valor foi encontrado na co-inoculagdo (Figura 10-C). Em C. estrellensis
maiores niveis de peroxido de hidrogénio foram observados em mudas co-
inoculadas em DH comparadas a mesma inoculagdo em CC e as mudas nao
inoculadas, enquanto em CC houve manutencédo dos valores em FMA e ZK+FMA

em relacdo ao N.in (Figura 10-D).
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Figura 8. Peroxidagao lipidica (A e B) e Peréxido de hidrogénio (C e D) em folhas de Heliocarpus
popayanensis e Cariniana estrellensis sem inoculagdo e inoculadas com ZK, FMA e ZK+FMA e
mantidas no solo na capacidade de campo (CC) ou submetidas ao déficit hidrico moderado (DH)
durante 30 dias. Barras hachuradas e ndo preenchidas comparam diferentes condi¢gdes hidricas (CC
e DH, respectivamente). Tracos acima das barras correspondem ao erro padréo (n=3). Letras iguais
nao diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05). Letras maidsculas comparam as inocula¢gdes em CC e as
minusculas as inoculagdes em DH. O asterisco compara as inoculagdbes em ambas condigdes

hidricas (*** p <0,001). Letras iguais nao diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Analises de crescimento

Em H. popayanensis o comprimento do caule foi reduzido em DH,
comparado a CC (Figura 3-A 1), porém foi maior nas mudas inoculadas com FMA e
ZK+FMA, comparadas ao tratamento sem inoculagdo (Figura 3-A Il). Ja em C.
estrellensis houve manutengao do comprimento do caule em FMA em relagdo ao N.
in (Figura 3-B). Em H. popayanensis o comprimento da raiz se manteve em ZK e
ZK+FMA submetidas ao DH em relacéo ao controle, e foi reduzido apenas em FMA

no DH, comparado ao mesmo tratamento em CC (Figura 3-C). Em C. estrellensis o
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tratamento com FMA favoreceu o crescimento da raiz, comparado ao tratamento

sem inoculagao (Figura 3-D).
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Figura 9. Comprimento do caule (A e B) e da raiz (C e D) em mudas de Heliocarpus popayanensis (A
e C) e Cariniana estrellensis (B e D) controle (N.in), inoculadas com ZK, FMA e ZK+FMA, mantidas
no solo em capacidade de campo (CC) e submetidas ao déficit hidrico moderado (DH) durante 30
dias. Barras hachuradas e nio preenchidas comparam diferentes condigbes hidricas (CC e DH,
respectivamente) e barras pontilhadas comparam as inoculagdes. Tragos acima das barras
correspondem ao erro padrao (n=7). Letras iguais ndo diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05). Para o
grafico C as letras mailsculas acima das barras comparam as inoculagdes em CC e as minusculas as
inoculagbes em DH. Para os graficos A-ll; B e D as letras mindsculas comparam os tratamentos
inéculos. O asterisco compara as inoculagdes em ambas condi¢des hidricas (** p < 0,01). Letras
iguais nao diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05).

A massa seca de raiz, caule e folha em H. popayanesis foi reduzida em DH,
comparada a CC. Em C. estrellensis a massa seca da raiz se manteve semelhante
em ZK e ZK+FMA em ambas condi¢des hidricas e foi reduzida nasinoculadas com

FMA e nas N. in em DH. A massa seca do caule foi mantida nas mudas inoculadas
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com ZK e ZK+FMA em DH comparadas as mesmas inoculagdes em CC, em CC
houve reducédo apenas nas co-inoculadas comparada as mudas nao inoculadas, e
nao houve diferenga entre as inoculagdées no DH, além disso, a massa seca do caule
das mudas inoculadas com FMA em DH foram menores do que em CC. A massa
seca da folha ndo diferiu em nenhuma inoculagdo em relacdo aos controles de
ambas condicdes hidricas, também nao houve diferenca em ZK em DH comparado
ao CC, enquanto houve aumento na massa seca das folhas na inoculagdo com FMA

no DH em relagéo ao CC (Tabela 2).
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Tabela 2. Massa seca de raiz, caule e folha de mudas de Heliocarpus popayanensis e Cariniana

estrellensis sem inoculagao e inoculadas com ZK, FMA e ZK+FMA e mantidas no solo na capacidade

de campo (CC) ou submetidas ao déficit hidrico moderado (DH) durante 30 dias. Os valores séo

médias * erros-padrdo (n=7). Letras iguais ndo diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05). As letras

maiusculas comparam os tratamentos em CC e as minusculas os tratamentos em DH. O asterisco

compara as mudas em cada condig&o hidrica (* p < 0,05; ** p < 0,01).

Parametro Espécie Inoculagio CcC DH
NAO INOCULADO 0,37+0,05 0,30+0,03
Massa Seca da Hp ZK 0,53+0,04 0,25+0,02
Raiz (g) FMA 0,50+0,07 0,41+0,07
__________________________________________ ZK+EMA_ 035:0,04  0A2:013
MEDIA 0,44+0,03 * 0,35+0,04
NAO INOCULADO 0,34+0,04 0,19+0,01
Massa Seca do Hp ZK 0,48+0,08 0,20£0,02
Caule (g) FMA 0,38+0,04 0,32+0,04
__________________________________________ ZK+FMA_ 035:0,05 035:012
MEDIA 0,39+0,03 ** 0,27+0,03
NAO INOCULADO 0,34+0,02 0,27+0,02
Massa Seca da Hp ZK 0,35+0,03 0,24+0,01
Folha (g) FMA 0,32+0,03 0,24+0,02
__________________________________________ ZK+FMA  0,33#0,02 0332005
MEDIA 0,33+0,01 ** 0,27+0,01
NAO INOCULADO 0,95+0,08 AB* 0,75£0,04 a
Massa Seca da Ce ZK 0,76x0,06 B 0,760,006 a
Raiz (g) FMA 1,07+0,10 A* 0,72+0,08 a
__________________________________________ ZK+EMA  045:003C  063:004a
MEDIA 0,81+0,06 0,72+0,03
NAO INOCULADO 0,79+0,03 AB* 0,58+0,04 a
Massa Seca do Ce ZK 0,600+£0,03 BC 0,57+0,03 a
Caule (g) FMA 0,84+0,04 A* 0,51+0,04 a
__________________________________________ ZKeEMA  061:004C  056:002a
MEDIA 0,72+0,02 0,55+0,02
NAO INOCULADO 0,93+0,06 A 0,88+0,05 ab
Massa Seca da Ce ZK 0,77+0,04 A 0,81+0,05 ab
Folha (g) FMA 0,98+0,05 A* 0,79+0,06 b
__________________________________________ ZK+EMA_ 084:0,07A  102:007a%
MEDIA 0,88+0,03 0,87+0,03

A densidade da raiz em H. popayanensis foi maior com ZK e FMA mantidas
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em CC, comparadas aquelas nao inoculadas, e foi maior no tratamento FMA
mantido em CC comparado ao DH, enquanto para as co-inoculadas (ZK+FMA)
foram maiores em DH (Figura 4-A). Ja em C. estrellensis a densidade das raizes foi
maior nas mudas mantidas em DH, comparadas aquelas em CC (Figura 4-B I), e
manteve nas mudas inoculadas com FMA comparadas as mudas sem inoculagao
(Figura 4-B 1l).
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Figura 10. Densidade da raiz em mudas de Heliocarpus popayanensis (A) e Cariniana estrellensis (B)
controle (N.in), inoculadas com ZK, FMA e ZK+FMA, mantidas no solo em capacidade de campo (CC)
e submetidas ao déficit hidrico moderado (DH) durante 30 dias. Barras hachuradas e nao preenchidas
comparam diferentes condigdes hidricas (CC e DH, respectivamente) e estdo representadas nos
graficos |, e barras pontilhadas comparam as inoculagbes e estao representadas nos graficos Il.
Tragos acima das barras correspondem ao erro padrao (n=7). Letras iguais nao diferem pelo teste de
Tukey (p < 0,05). Para o grafico A as letras mailsculas comparam as inoculagcbes em CC e as
mindsculas as inoculagbes em DH. Para o grafico das inoculagdes (B-Il) as letras minusculas
comparam os tratamentos com inéculos. O asterisco compara as inoculagdes em ambas condigbes
hidricas (* p < 0,05; ** p < 0,01).

DISCUSSAO

Considerando que houve interacdo das plantas com microrganismos
inoculados, conforme apresentado na Figura 1, € possivel observar respostas
estruturais, fisiologicas e metabdlicas das mudas de ambas as espécies vegetais
associadas com os microrganismos estudados.

Como respostas estruturais observou-se que a espécie nao-pioneira

apresenta desenvolvimento mais lento ja que as raizes apresentaram caracteristicas
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de desenvolvimento primario, com a presenca de cortex e epiderme. Ja as mudas de
H. popayanensis apresentaram crescimento secundario, no qual ja foi possivel
diferenciar o xilema e floema secundarios, além da periderme ocupando o lugar da
epiderme, e cortex que ja foram eliminados (QUEIROZ-VOLTAN et al., 2000).

Para a espécie H. popayanensis a inoculagdo com ZK foi responsavel por
aumentar a espessura do xilema secundario e consequentemente da area do xilema
secundario, apesar de nao ter apresentado diferengas na massa seca e nho
comprimento da raizes de mudas expostas ao mesmo tratamento. Esse aumento em
espessura também foi observado por Calzavara et al.,, (2018) em Zea mays L.
(milho) inoculadas com ZK, as quais aumentaram a area total dos elementos de
vaso, o0 numero de vasos do metaxilema, e a espessura do cilindro vascular. Se
essas plantas fossem expostas a situacdes de DH poderia haver diminuicido na
tolerancia das mesmas, visto que o maior diametro de vaso pode ocasionar embolia
e cavitacdo (CAl e TYREE, 2010). Algumas espécies de BPCP, como Bacillus sp.
sao conhecidas por estimular o crescimento das plantas pela produgdo de
fitohormbnios como as auxinas, as quais podem ser responsaveis por aumentar a
taxa de formagao do xilema e podem estar envolvidas no aumento da area dos
vasos, assim como observado em mudas de trigo tratadas com BPCP (BASHAN e
DE BASHAN, 2010).

Em C. estrellensis ndo houve um padrdao de inoculagdo exclusivo que se
mostrou mais eficaz para o aumento do didmetro do xilema e floema secundarios.
Porém, mudas inoculadas com FMA reduziram tanto a area quanto a espessura do
xilema secundario, além de n&o apresentar desenvolvimento do floema secundario.
Tais fatos podem ser indicadores de um retardo no desenvolvimento das raizes
inoculadas com FMA. Esse retardo pode estar ligado ao fato de que as raizes,
quando inoculadas com FMA, tendem a investir no desenvolvimento do FMA, o que
demanda altas concentragbes de carbono (BAGO et al., 2003), comprometendo o
desenvolvimento da raiz principal. Ainda, a menor espessura e area do xilema,
observados em C. estrellensis quando inoculadas com FMA, indica que mudas
inoculadas com FMA podem ser mais tolerantes em situagdes de seca, ja que a raiz
€ capaz de ajustar seu potencial hidrico baseado no didametro do xilema (MELO et
al.,, 2007). Essa alteragdo no didmetro do xilema é importante para manter a
condutividade hidraulica, uma vez que em DH os elementos de vaso estdo mais

suscetiveis a sofrer cavitagéo e interrupgao da coluna d’agua, desse modo, o menor
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diametro pode ajudar a reduzir o indice de mortalidade das mudas das espécies
utilizadas em programas de reflorestamento, quando as mesmas sao levadas a
campo. Nesse trabalho, foi observado a manuten¢ao do potencial hidrico de mudas
de C. estrellensis inoculadas com FMA individualmente ou co-inoculadas. Nessas
condigdes torna-se desfavoravel um elemento de vaso com didametro maior (CAIl e
TYREE, 2010; MELO et al., 2007).

Em situagdes de seca, quando o potencial de agua no solo € reduzido, pode
haver o ajuste osmético nas mudas para garantir o turgor celular, o que diminui
também seu potencial de agua (JALEEL et al., 2009), assim como observado na
especie pioneira H. popayanensis na condigcdao de DH. A diminuicdo do potencial de
agua em mudas de espécies arboreas mantidas em DH também foi observado por
Tiepo et al., (2018), em mudas de T. micrantha e C. estrellensis.

O fato de nao ter sido observado diferengcas no potencial de agua em duas
das inoculagdes, ZK e FMA em H. popayanensis, pode estar relacionado ao grupo
sucessional dessa espécie. Por ser uma espécie pioneira, em condigdes naturais
sdo geralmente encontradas em locais de inicio de sucessdo, e consequentemente
suporta estresses como a alta luminosidade e diminuigdo do conteudo de agua no
solo (TONELLO e TEIXEIRA FILHO, 2012). Nesse caso, 0 microrganismo pode nao
trazer beneficio adicional a manutencdo do potencial de agua, quando comparada
aquelas mudas nao inoculadas.

Na espécie nao-pioneira C. estrellensis, as mudas inoculadas e submetidas
ao DH mantiveram seu potencial de agua semelhante as mudas em CC. Tanto os
fungos quanto as bactérias sdo capazes de tolerar as condi¢gdes de seca no solo e
auxiliar as plantas a sobreviverem aos efeitos do DH (GLICK et al 2007,
MARULANDA et al., 2009). As BPCP e os FMA sao conhecidos por aumentar a
absorcao de agua pelas raizes, tanto por meio do maior desenvolvimento do sistema
radicial estimulado pela producédo de AIA pelas BPCP, que favorece o crescimento
das raizes, quanto pela presenca de micélios dos FMA que sdo capazes de
transportar agua de regides do solo mais distantes para o interior das raizes
(MARULANDA et al., 2009).

Foi observado também em C. estrellensis, que houve menor gs nas mudas
em DH em relagdo as mesmas inoculagdes em CC. Nesse caso, por se tratar de
uma espécie que nao é adaptada as condicdes de seca, as inoculagdes testadas

podem agir de forma a manter o potencial de agua da planta em condicdo de DH
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para que ela continue a absorver agua e mantenha-se hidratada, mesmo com o
fechamento parcial dos estdbmatos. A manutencdo do potencial de agua
acompanhada do fechamento estomatico em condicbes de DH também foi
observado em plantas de Solanum lycocarpum St.-Hil, mantidas em DH (CHAVES
FILHO e STACCIARINI-SERAPHIN, 2001).

Quando analisada a quantidade de prolina em mudas de H. popayanensis,
apenas as mudas nao inoculadas em DH apresentaram valor elevado, equanto as
mudas inoculadas com ZK apresentaram menor concentracdo de prolina em DH, e
as demais inoculagdes se mantiveram semelhantes as mudas em CC, o contrario do
que era esperado; ja que a prolina age no ajuste osmoético por meio da concentragao
desse soluto nas células, auxiliando na redug&o do potencial osmotico (BIANCHI et
al., 2005; PANDEY e SHUKLA, 2015). Foi observado por Marulanda et al., (2009)
que em folhas de Trifolium repens quando inoculadas com Bacillus megateri houve
maior tolerancia ao déficit hidrico causado por estresse osmoético (NaCl) aumentando
a producéo de prolina e AlA conforme o aumento do estresse. Além disso, mudas de
arroz expostas ao DH e inoculadas com FMA apresentaram baixo potencial hidrico
seguido de um maior acumulo de prolina (RUIZ-SANCHEZ et al., 2011). No entanto,
ja foi relatado que o menor acumulo deste aminoacido ocorre em plantas que sao
menos afetadas pelas situagdes de estresses (SANDHYA et al. 2010), indicando que
as inoculagbes com microrganismos podem ter contribuido com a protegcéo contra
possiveis danos causados pelo DH (RUiZ-SANCHEZ et al. 2011).

Resultado semelhante também foi observado nas mudas de C. estrellensis,
que também apresentou uma manutencdo nos niveis de prolina nas plantas
submetidas a seca, inclusive sendo menor na co-inoculagdo em DH comparada a
CC. Em mudas de ambas as espécies pode estar ocorrendo outro mecanismo de
ajuste osmodtico, que nao seja a sintese de prolina, por exemplo pela sintese e
acumulo de acucares soluveis, que proporcionam uma manutencdo do potencial
hidrico nessas mudas (CHAVES-FILHO e STACCIARINI-SERAPHIN 2001). Um
aumento na quantidade de acgucares soluveis totais foi observado por Tiepo et al.,
(2018) em folhas de Trema micrantha submetidas ao DH. Em um experimento
realizado por Marur (1999) plantas do género Gossypium L. (algodoeiro) submetidas
ao DH tiveram um ajustamento osmoético consequente do aumento no teor de
carboidratos redutores, que se mostrou associado a diminuicdo do potencial hidrico.

Em ambas as espécies vegetais, as mudas submetidas ao DH apresentaram
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menores valores de gs e como consequéncia desse fechamento estomatico também
foi observado a diminuicdo da Ci quando submetidas ao DH. Os estdmatos regulam
as taxas de assimilagdo de carbono e perda de agua, portanto a condutancia
estomatica (gs) determina as taxas de entrada de CO; e saida de vapor de agua por
meio da transpiragdo, sendo assim, age controlando a taxa fotossintética (A), a
hidratagdo e acumulo de CO; intercelular (Ci) (AUGE et al., 2014). A diminui¢do dos
parametros fotossintéticos quando em DH também foi observado por por Tiepo et al.,
(2018) em mudas de T. micrantha e C. estrellensis submetidas ao DH moderado,
nas quais houve a diminuicao da taxa fotossintética liquida (A), condutancia
estomatica (gs) e concentracéo intercelular de CO; (Ci).

No entanto, ao comparar as inoculagdes, em C. estrellensis as mudas em
DH inoculadas com ZK e com FMA individualmente apresentaram maior valor de Ci
em relagao aquelas nao inoculadas. Resultados semelhantes foram observados com
a colonizagao por FMA do género Glomus em plantas de alface, nas quais aumentou
a condutancia estomatica em relacado as plantas ndo inoculadas. Ainda, em plantas
de trigo e de rosas foi observado que no momento do fechamento estomatico o
potencial de agua da folha das plantas inoculadas com FMA era menor do que o das
plantas ndo inoculadas, mostrando nessas plantas uma maior tolerancia a
desidratacdo (AUGE, 2001). Ainda, resultado semelhante foi observado por Vivas et
al. (2003) também em alface, na qual a inoculagdo com Bacillus sp. aumentou a
condutancia estomatica em comparagao ao controle.

O fato da Ci se apresentar superior em mudas inoculadas de ambas as
especies, sendo em C. estrellensis nas inoculadas mantidas em DH em relagdo as
N. in, sugere que as inoculagbes podem garantir a melhor assimilagdo de CO,. E ao
observar que nas duas espécies a A se manteve constante em ambas condi¢cdes
hidricas em quase todos os tratamentos, exceto nas mudas inoculadas com ZK,
pode-se supor que nessas mudas houve uma maior atividade da enzima ribulose
1,5-bifosfato carboxilase (Rubisco), gerando uma maior eficiéncia instantanea de
carboxilacdo, sem que haja alteracdo na taxa fotossintética, mesmo em condi¢ao de
DH, visto que a eficiéncia instantdnea de carboxilagdo pode ser relacionada com a
concentragao intracelular de CO, e com a taxa de assimiagao de CO; (Ferraz et al.,
2012; Tiepo et al., 2018). Essa manutencao na taxa fotossintética mesmo em DH € o
contrario do que era esperado nessa situagao pois a concentragdo Ci no mesofilo

foliar geralmente é reduzida pela diminuicdo da gs com consequente diminuicdo na
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taxa de assimilagao de CO, (Ferraz et al., 2012).

Foi observado em ambas as espécies que a eficiéncia intrinseca do uso da
agua (EUAi) se manteve superior nas mudas em condicdo de DH, resultado
semelhante ao encontrado por Hentschel et al., (2015) na espécie arbérea Fagus
sylvatica L. apés um periodo de seca na Europa. A (EUA;), € normalmente usada
como uma resposta da planta a estresses abidticos como a seca, ja que uma
elevada EUA;;; esta associada ao uso mais conservador da agua, o que é benéfico
para plantas submetidas ao déficit hidrico (CONDON et al., 2002; HENTSCHEL et
al., 2015).

Nas mudas de C. estrellensis inoculadas com ZK em DH foram encontradas
maiores concentracdes de MDA do que na mesma inoculagdo em CC, indicando que
a peroxidacgao lipidica e produ¢ado de EROs foram prejudiciais e causaram danos no
aparelho fotossintético dessas mudas, como foi observado pela diminuicdo da A
nesse tratamento (VANLERBERGHE et al., 2016). A maior peroxidacao lipidica nas
plantas de C. estrellensis mantidas em DH pode estar relacionada ao fato de que o
déficit hidrico aumenta a producado de EROs que podem causar peroxidagao lipidica,
degradacéao protéica, dano a membrana e morte celular (APEL e HIRT, 2004). Ja o
fato de em mudas de H. popayanensis inoculadas com ZK em DH ter sido
observado uma reducao nos niveis de MDA comparado a CC, e uma manutencao
dos niveis quando co-inoculadas em ambas condi¢gées hidricas, indica que a
inoculaggo com a BPCP pode ter promovido mecanismos para proteger dos
possiveis danos oxidativos que sao causados pelo DH, com a diminuigdo da
peroxidacgao lipidica, resultado semelhante ao encontrado por Tiepo et al., (2018) em
mudas de Trema micrantha inoculadas com ZK em DH.

A nao diferencga do nivel de perdxido de hidrogénio nas mudas das espécies
inoculadas com ZK em ambas condi¢bes hidricas, pode estar associado a
mecanismos de protecdo das mudas inoculadas contra formacdo de EROs nas
plantas em DH. Isto pode ser decorrente da ativagéo de enzimas antioxidantes como
a SOD, CAT e APX, assim como observado em Lavandula dentata inoculada com
Bacillus thuringiensis e um “pool” de FMA em condi¢des de DH, as quais as plantas
inoculadas com Bacillus e co-inoculadas apresentaram aumento na atividade dessas
enzimas antioxidantes (ARMADA et al., 2016). O contrario foi observado na co-
inoculagdo em C. estrellensis, a qual ndo se apresentou benéfica em DH, sendo

inclusive superior ao valor observado nas plantas ndo-inoculadas.
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A diminuicdo do conteudo de N total nas folhas de H. popayanensis nos
tratamentos com FMA e co-inoculado em DH, sugere que o nitrogénio absorvido por
essas mudas foi realocado para outro 6rgdo da planta, imobilizado pelos FMA ou
ainda, que né&o foi absrovido em grande quantidade (ZHOU et al., 2014). Em C.
estrellensis, foi observado um acréscimo na quantidade de N nas folhas das mudas
inoculadas com ZK em DH, podendo ser resultado de um aumento na atividade da
enzima nitrato redutase (NR), assim como observado por Tiepo (2018), que em C.
estrellensis observou aumento na atividade da NR nas folhas de mudas inoculadas
com ZK comparadas ao mesmo tratamento em CC e ao tratamento n&o inoculado
em DH. Também foi maior o nivel de nitrogénio assimilado obtido por Kohler et al.
(2008) que observaram em folhas de alface que a associacdo com BPCP
submetidas ao DH moderado pode aumentar os niveis de nitrogénio assimilado por
meio da acado da enzima nitrato redutase.

Ainda, em H. popayanensis a reducdo da massa seca do caule em mudas
submetidas ao DH pode estar associado ao menor comprimento do caule na mesma
condigdo, sugerindo uma queda no investimento do crescimento da parte aérea de
mudas submetidas ao DH. Esse menor investimento pode ser resultado da
regulacao pelo horménio etileno, que sob condi¢cdes de estresse € capaz de regular
de forma enddgena a homeostase da planta, resultando em redugao do crescimento
da parte aérea (DAR et al., 2018).

Ao comparar apenas as inoculagdes, o acréscimo no comprimento do caule
das mudas inoculadas com FMA e ZK+FMA, pode ser efeito do FMA que possibilitou
maior absor¢do de nutrientes devido a produgdo das hifas dos fungos, as quais
podem se expandir pelo solo alcangando regides mais distantes da raiz, e assim
contribuir para a absor¢do de nutrientes (OWEN et al., 2015). Esse aumento na
altura do caule também foi observado em mudas de Hevea brasiliensis L.
(seringueira) inoculadas com FMA em condigdes de campo (DINIZ et al., 2010).

Para as analises de crescimento da raiz, a redugdo do comprimento em
mudas de H. popayanensis inoculadas com FMA quando expostas ao DH e redugao
da massa seca em DH, também pode ser resultado de um provavel aumento do
nivel de etileno nas raizes que, além de reduzir o comprimento do caule, também
pode agir na inibicdo do crescimento radicial (GLICK et al., 2007). Por outro lado, a
manutencdo da densidade da raiz nesse tratamento comparado a mesma

inoculacdo em CC, mesmo apresentando menor comprimento, pode estar associado
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com a modificacdo estrutural da raiz, pois as raizes podem apresentar mais
ramificacbes quando associadas com o FMA (NADEEM et al., 2014). Um resultado
semelhante foi observado em raizes de tomateiro inoculadas com FMA, o qual
apesar da reducdo em comprimento da raiz, esta apresentou maior ramificagcdo com
formagao de raizes secundarias (BERTA et al., 2005).

As analises morfolégicas da espécie nao-pioneira C.estrellensis
apresentaram diferentes padrdes de resposta quando comparadas a espécie
pioneira. Quanto as medidas de comprimento, o fato de n&o ter apresentado
diferencgas significativas no teste da ANOVA entre as condi¢des hidricas e entre as
interacbes (inoculacdo x condicdo hidrica), sugere que apenas as inoculagcbes
exerceram influéncia nessas mudas, ja que apresentaram diferengas no mesmo
teste estatistico.

Os FMA podem interferir na sintese e translocagao de fitorménios capazes
de regular a emissao de raizes e crescimento de caule e raiz (SOUZA, 2000). Os
resultados encontrados nesse trabalho confirmam isso em C. estrellensis, no qual a
inoculagdo com o FMA se mostrou mais eficiente tanto para o crescimento do caule
quanto da raiz, assim como a nao alteragdo da densidade de raiz. Resultado
semelhante também foi observado por Anzanello et al., (2011) o qual porta-enxertos
de videira inoculadas com FMA apresentaram maior estimulo a formagao de raizes.
Pelo fato de C.estrellensis ter apresentado maior densidade de raiz nos tratamentos
em DH, esperava-se que essas mudas também tivessem apresentado aumento na
massa seca nessa condigdo, ja que raizes com maior densidade geralmente sao
mais grossas, porém nao foi o observado. O aumento da densidade pode ser
decorrente de um investimento em numero de raizes, com maior quantidade, como
uma modificagdo na arquitetura radicial das plantas para que possa explorar partes
mais profundas do solo, o que é importante para plantas expostas a situagbes de
seca (ROLLI et al., 2015).

CONCLUSAO

As espécies arboreas neotropicais de diferentes estagios sucessionais
utiizadas nesse trabalho apresentaram diferentes padroes de respostas as

associagdes com ZK, FMA e a co-inoculagédo (ZK+FMA) sob déficit hidrico, os quais



58

podem auxiliar a reduzir o indice de mortalidade das mudas dessas espécies
quando levadas a campo.

I- A inoculagcdo com BPCP e/ou FMA promove alteragdes estruturais,
de crescimento, fisiologicas e metabdlicas que resultam em maior tolerancia a
seca em espécies arboreas neotropicais. Aceita-se essa hipotese. Em mudas de
C. estrellensis inoculados com FMA as plantas apresentaram menor area do xilema
secundario e espessura do xilema, fato que pode ser mais eficiente em situacdes de
seca, ja que a raiz € capaz de ajustar seu potencial hidrico baseado no didmetro do
xilema. Quanto as respostas fisiolégicas houve o aumento na Ci em mudas de
ambas as espécies quando inoculadas, e o aumento da gs em mudas de C.
estrellensis inoculadas com ZK e FMA quando em DH em relacdo as néo
inoculadas, sendo que tais alteragdes podem acarretar na manutengdao da
fotossintese em condi¢des de seca. Em relagdo as metabdlicas, o nivel de prolina foi
reduzido em H. popayanensis inoculadas em DH, sugerindo que essas mudas
apresentaram algum outro mecanismo de ajuste osmotico. Ainda, em C. estrellensis
houve a manutencao no nivel de MDA nas plantas inoculadas com FMA em DH,
portanto ndo houve aumento na peroxidagao lipidica. Dessa forma, a inoculagao
com FMA protegeu contra os danos na membrana lipidica. Enquanto nas mudas de
H. popayanensis inoculadas com ZK em DH houve redug¢do no valor de MDA, dessa
forma, para essa espécie, o indculo com a BPCP foi responsavel por promover
mecanismos para aliviar os danos na membrana lipidica. Quanto ao peréxido de
hidrogénio, as mudas de H. popayanensis co-inoculadas (ZK+FMA) em DH
obtiveram valores semelhantes as plantas sem déficit hidrico, fato que pode estar
associado a mecanismos de evitacao a formacdo de EROs por meio da ativagao de
enzimas antioxidantes.
ll- A inoculagao individual com BPCP ou FMA é mais eficiente na tolerancia a
seca de mudas da espécie nao pioneira em relagao a co-inoculagao. Aceita-se a
hipotese. Em mudas de C. estrellensis inoculadas apenas com FMA foi observado
menor valor da area do xilema secundario, 0 que pode ser benéfico quando em
situacdes de seca a fim de evitar embolia e cavitagdo dos elementos de vaso. Além
disso, ndo houve redu¢cado no comprimento do caule nas mudas inoculadas com FMA
e houve aumento no comprimento da raiz nas mesmas mudas. Quanto a massa
seca, nessa especie houve manutengao dos valores de massa seca do caule, raiz e

folhas em DH quando inoculadas individualmente com ZK, o que sugere que as
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plantas continuaram investindo em crescimento mesmo sob condi¢gdes de seca. Em
mudas da espécie nao pioneira inoculadas com ZK e FMA individualmente foram
observados maiores valores de gs em DH quando comparadas as mudas nao
inoculadas da mesma condi¢ao hidrica, com isso as mudas nesses tratamentos
foram capazes de manter maior condutancia estomatica, o que pode ser benéfico
para a manutencado da fotossintese nessas condi¢cdes de estresse. Além disso, as
inoculacdes individuais também auxiliaram na protecdo contra o estresse oxidativo
nessa espécie vegetal, visto que a inoculagdo com FMA em DH apresentou menor
valor de MDA e a inoculagdo com ZK em DH apresentou menor concentragéo de

peroxido de hidrogénio em relagéo a co-inoculagéo.

lll- A co-inoculagdo com BPCP+FMA promove alteragoes metabdlicas que
garantem maior tolerancia a seca em mudas da espécie pioneira em relagao a
inoculacao com BPCP e FMA individualmente. Aceita-se. A co-inoculagao
apresentou menores valores de MDA em mudas de H. popayanensis quando
submetidas ao DH em relagdao as inoculagdes individuais na mesma condicao
hidrica, e manteve valores semelhantes a mesma inoculagcdo em CC. Ainda, as
mudas co-inoculadas apresentaram menor concetragdo de peroxido de hidrogénio
do que as mudas nao inoculadas e aquelas inoculadas apenas com ZK ou FMA na
mesma condigao hidrica. Esses resultados sugerem que houve uma protegédo por
meio da ativagdo de enzimas anti-oxidantes nessas mudas da espécie pioneira,

agindo contra os danos oxidativos.
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