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SOUZA, Natalia Luiz. Respostas ecofisiologicas promovidas por bactérias
associativas em mudas de Cariniana estrellensis (RADDI) Kuntze
(Lecythidaceae) cultivadas em viveiro. 2019. 56 f. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias Biologicas) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2019.

RESUMO

Dentre as metodologias de restauragéo da vegetacéo neotropical tem-se a produgao
de mudas em viveiro, uma vez que mudas que se desenvolveram em viveiros podem
apresentar maiores chances de sobreviverem em areas de reflorestamento.
Inoculantes contendo bactérias promotoras de crescimento em plantas (BPCP)
podem ser uma alternativa para um manejo sustentavel de ecossistemas e auxiliar
direta e indiretamente no crescimento de mudas de espécies arboreas. Apesar das
BPCP apresentarem potencial para favorecer o crescimento das mudas em diversas
condigdes ambientais, ndo existem estudos envolvendo essa associacdo em
viveiros. Este estudo analisou o efeito da inoculagdo com Azospirillum brasilense
(Ab-V5) e Bacillus sp. (ZK) no desenvolvimento de Cariniana estrellensis (Raddi)
Kuntze (Lecythidaceae) mantidas na sombra e em sol pleno. Foram avaliados de
parametros fisioldgicos, bioquimicos e de crescimento capazes de indicar
interferéncia dessa associacdo na vitalidade de mudas cultivadas em viveiros. As
sementes foram germinadas em trés sementeiras sendo uma regada com indculo de
Ab-V5, outra com inéculo de ZK sendo a concentragao dos indculos 106 unidades
formadoras de colénia (UFC) mL-1) e outra n&o inoculada (N.in) regada com agua.
Ao atingirem cerca de 5 cm de parte aérea, as plantulas foram transplantadas para
tubetes e houve adicao de 107 UFC mL-1 dos respectivos indculos e agua nas N.in.
As mudas de C. estrellensis foram mantidas sob densidade de fluxo de fétons
fotossintéticos reduzida em relagédo ao sol pleno (setor de crescimento) por 40 dias,
até que as trés primeiras folhas estivessem completamente expandidas. Houve
entdo nova adicdo de 107 UFC mL-1 dos in6culos de acordo com os tratamentos
nas sementes em todas as mudas e 50% delas foram submetidas a sol pleno (setor
de aclimatagao), onde ficaram mais 40 dias. Ao final do experimento (80 dias) foram
realizadas analises fisiologicas, bioquimicas e de crescimento com o intuito de
determinar a influéncia das BPCP no desenvolvimento de C. estrellensis. A
inoculacdo com Ab-V5 e ZK induziu aumento na assimilagdo liquida de CO2,
eficiéncia intrinseca do uso da agua e eficiéncia maxima do fotossistema Il em
relacdo as N.in. Mudas inoculadas com ZK, no geral, apresentaram maior teor de
pigmentos fotossintetizantes que mudas nao inoculadas, possivelmente devido ao
fato de que a associacdo com BPCP pode aumentar a disponibilidade de nutrientes
como ferro e nitrogénio, que estao envolvidos na biossintese dos pigmentos. Houve
ainda incremento na biomassa de mudas inoculadas com Ab-V5 em relagcédo as N.in
indicando que a inoculagao pode facilitar a absorgdo de nutrientes que melhoram o
desenvolvimento vegetal. Diante dos resultados obtidos é possivel concluir que, a
inoculacdo com Ab-V5 e ZK pode melhorar a qualidade das mudas produzidas em
viveiros, garantindo maior sucesso nos programas de reflorestamento.

Palavras-chave: Aclimatacdo. Azospirillum brasilense. Bacillus SP. Processo
fotossintético. PAL. Reflorestamento.
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SOUZA, Natdlia Luiz. Ecophysiological responses promoted by associative
bacteria in seedling of Cariniana estrellensis (RADDI) Kuntze (Lecythidaceae)
cultivated in nursery. 2019. 56 p. Dissertation (Master's degree in Biological
Sciences) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2019.

ABSTRACT

Among the methodologies of restoration of neotropical vegetation is the production of
seedlings in nursery, since seedlings that have developed in nurseries may present
greater chances of surviving in areas of reforestation. Inoculants containing plant
growth-promoting bacteria (PGPB) may be an alternative for sustainable
management of ecosystems and can directly and indirectly assist in the in the growth
of seedlings of tree species. Although PGPB have the potential to favor the growth of
the seedlings in diverse environmental conditions, there are no studies involving this
association in nurseries. This study analyzed the effect of inoculation with
Azospirillum brasilense (Ab-V5) and Bacillus sp. (ZK) in the development of
Cariniana estrellensis (Raddi) Kuntze (Lecythidaceae) kept in the shade and in full
sun. Physiological, biochemical and growth parameters that could indicate
interference of this association in the vitality of seedlings grown in nurseries were
evaluated. The seeds were germinated in three pots, one being inoculated with Ab-
V5, the other inoculated with ZK inoculum being 106 colony-forming units (CFU) mL-
1) and the uninoculated (U.in) irrigated with water. When they reached about 5 cm of
shoot, the seedlings were transplanted to tubes and there was addition of 107 CFU
mL-1 of the respective inoculum and water in the U.in. The C. estrellensis seedlings
were maintained under reduced photosynthetic photon flux density relative to the full
sun for 40 days (growth sector), until the first three leaves were fully expanded. There
was a new addition of 107 CFU mL-1 of the inoculum according to the treatments in
the seeds in all the seedlings and 50% of them were submitted to full sun
(acclimatization sector), where they remained another 40 days. At the end of the
experiment (80 days), physiological, biochemical and growth analyzes were carried
out to determine the influence of PGPB on the development of C. estrellensis.
Inoculation with Ab-V5 and ZK induced an increase in CO2 net assimilation, intrinsic
water use efficiency and maximum efficiency of photosystem Il in relation to U.in. ZK-
inoculated seedlings, in general, had a higher content of photosynthetic pigments
than U.in seedlings, possibly by the fact the association with PGPB can increase the
availability of nutrients such as iron and nitrogen, which are involved in pigment
biosynthesis. There was also an increase in the biomass of seedlings inoculated with
Ab-V5 in relation to U.in indicating that inoculation may facilitate the absorption of
nutrients that improve plant development. In view of the results obtained, it is
possible to conclude that inoculation with Ab-V5 and ZK can improve the quality of
seedlings produced in nurseries, thus ensuring greater success in reforestation
programs.

Key words: Acclimatization.  Azospirillum  brasilense. Bacillus SP. PAL.
Photosynthetic process. Reforestation.
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1. INTRODUCAO
1.1 MATA ATLANTICA E A PRODUCAO DE MUDAS EM VIVEIROS

Tem sido evidente a necessidade da restauracdo de ambientes
degradados de modo a promover o restabelecimento de processos ecologicos que
contribuirdo com a gradual reconstituicAo do ecossistema, bem como de sua
biodiversidade. A Mata Atlantica, por exemplo, ocupava quase 1.300.000 km2 ao longo
de 17 estados brasileiros, porém nas ultimas décadas aproximadamente 90% da
vegetacao original deste bioma foi perdida e a vegetagdo remanescente, confinada
em pequenos fragmentos (FUNDACAO SOS Mata Atlantica e INPE, 2018; RIBEIRO
et al., 2009). Devido a fragmentacédo de habitats, a recuperacao florestal tornou-se um
componente das estratégias politicas que visam a manutencao de espécies locais e
reducdo de catastrofes como a erosao e perda de solos (MMA, 2017; RODRIGUES et
al., 2009).

Desde a colonizac¢éo do Brasil, a extracdo de lenha, exploracéo ilegal de
madeira, desenvolvimento de estradas e uso intensivo da terra para agricultura
contribuiram direta ou indiretamente para a reducdo da vegetacdo original da Mata
Atlantica (ALMEIDA, 2016; FREITAS; HAWBAKER; METZGER, 2010). Diversos
programas visam conservar a vegetacao remanescente, porém, as taxas de
desmatamento nos fragmentos florestais nos ultimos 20 anos tém se mantido
relativamente constante (Tab. 1), e no periodo de 2015-2016 o desmatamento atingiu
cerca de 290 km? de Mata Atlantica.
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Tabela 1 - Histérico de desmatamento na Mata Atlantica desde o inicio do monitoramento do Atlas dos
remanescentes florestais da Mata Atlantica.

Desmatamento Area total Taxa anual de desmatamento
Observado desmatada (ha) (km?)
Periodo de 2008 a 2010 30.366 151.830
Periodo de 2010 a 2011 14.090 140.900
Periodo de 2011 a 2012 21.977 219.770
Periodo de 2012 a 2013 23.948 239.480
Periodo de 2013 a 2014 18.267 182.670
Periodo de 2014 a 2015 18.433 184.330
Periodo de 2015 a 2016 29.075 290.750
Periodo de 2016 a 2017 12.562 125.620

Fonte: Fundacdo SOS Mata Atlantica e INPE. Atlas dos remanescentes florestais da Mata Atlantica no
periodo de 2016-2017. S&o Paulo, 2018. (Modificado)

De acordo com o Plano Nacional de Recuperagéo da Vegetagédo Nativa
(PLANEVEG), estima-se que ha, pelo menos, 12 milh6es de hectares de vegetacao
nativa a ser recuperada, sendo que, cerca de trés milhdes poderdo ser recuperados
de maneira natural, por rebrotamento dos individuos cortados e/ou germinacao das
sementes dos bancos e os outros nove milhdes pelo plantio de mudas nativas (MMA,
2014, 2017).

A regeneracdo natural é a estratégia de recuperacdo mais vantajosa
economicamente, porém existem restricdes devido a falta de remanescentes naturais,
o estado de degradacdo do solo e a auséncia de banco de sementes na area a ser
recuperada. Desta forma, o plantio de mudas torna-se a op¢do mais viavel de
recuperacdo, mesmo havendo déficit na producdo de sementes e mudas de espécies
arbéreas nativas no Brasil. Isso ocorre devido ao incentivo a producdo de mudas
exoticas economicamente importantes, como eucalipto (DALDEGAN; SAMBUICHI,
2017; SILVA; MARQUES; SAMBUICHI, 2016).

Um levantamento realizado por Silva et al. (2015) mostrou que, de um
total de 1276 viveiros apontados como potenciais produtores de mudas e sementes
de espécies florestais neotropicais, apenas 246 viveiros confirmaram a real producao
dessas mudas e desses, menos de 30% vendem somente espécies neotropicais. Os
viveiros geralmente apresentam condicbes ambientais associadas ao
desenvolvimento das plantas, porém algumas dessas condi¢des como, temperatura,

agua em abundéancia e alta umidade relativa do ar, favorecem o desenvolvimento de
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microrganismos fitopatogénicos capazes de prejudicar o desenvolvimento vegetal
(GRIGOLETTI JUNIOR; AUER; SANTOS, 2001; PAZ, 2009). Assim, a escassez de
infraestrutura e planos de manejo de doengas, a demanda irregular ao longo dos
biomas brasileiros aliada a falta de sementes e mudas de qualidade s&o os principais
problemas enfrentados pelos viveiristas (SILVA et al., 2015).

O processo de producédo das mudas de espécies arbdreas usualmente
€ composto por trés etapas: 1- Germinacdo: a semeadura que pode ser realizada em
sementeiras ou tubetes, onde ocorre o desenvolvimento inicial das plantulas; 2-
Crescimento: desenvolvimento das plantulas em area coberta por tela sombrite com
densidade de fluxo de fotons fotossintéticos (DFFF) reduzida em relacdo ao sol pleno,
onde as mudas permanecem até atingirem o tamanho ideal para serem transferidas
para o proximo setor; 3- Rustificacdo: as mudas sdo mantidas em sol pleno, expostas
a alta luminosidade e temperatura. Essa fase de rustificacdo é de grande importancia
pois permite a aclimatacdo das mudas, por meio de ajustes fisioldgicos e estruturais
gue podem aumentar as chances dessas mudas se desenvolverem nas condi¢cdes
ambientais encontradas em areas desflorestadas (CRAVEN et al., 2011; LIMA et al.,
2014; WENDLING; FERRARI; GROSSI, 2002). E importante destacar que as
condicBes de ambientes que foram desmatados sdo consideravelmente diferentes das
condicBes originais do local, seja pela reducédo na disponibilidade de agua no solo,
ciclagem ineficiente de nutrientes e/ou aumento na intensidade luminosa e
temperatura (GUARIGUATA; OSTERTAG, 2001). Desse modo, mudas que
desenvolveram certo grau de resisténcia em viveiros podem ter maiores chances de

se desenvolverem em ambientes que foram modificados.
1.2 ECOFISIOLOGIA E ACLIMATACAO DE MUDAS

A luz € um recurso fundamental para o desenvolvimento vegetal e é
capturada por pigmentos, como as clorofilas localizadas nos complexos antena, que
transferem a energia de excitacao para os centros de reacao dos fotossistemas | e Il.
No fotossistema Il ocorre a oxidacao fotossintética da agua levando a liberacdo de
oxigénio e doacédo de elétrons, por meio da cadeia de transporte de elétrons, para o
fotossistema | onde ocorre a redugdo de NADP* em NADPH. A oxidacéo fotossintética
da dgua e a oxidacao da plastoquinona sédo responsaveis por produzir os prétons que,

no limen dos tilacéides, geram o gradiente de potencial eletroquimico o qual é a forca
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motriz para a fosforilacdo de ADP em ATP. O conjunto dessas reacdes faz parte da
etapa fotoquimica da fotossintese (TAIZ et al., 2017).

Em locais com pouca luz disponivel, o rendimento fotossintético
depende da eficiéncia da captura de energia luminosa pelos pigmentos da antena e
envio para o centro de reacdo. Ja em sol pleno, como nos setores de rustificacdo, o
excesso de energia luminosa pode progressivamente fechar os centros de reacdo em
virtude de saturacao, de modo que a energia disponivel seja muito maior que a fracao
utilizada na fotossintese, culminando em acumulo de energia (RUBAN, 2009). O
excedente de energia € prejudicial ao aparelho fotossintético, pois, além de inativar o
fotossistema Il, fenébmeno chamado de fotoinibicdo (dinamica ou crénica), pode afetar
o reparo do fotossistema por meio da producdo de espécies reativas de oxigénio
(ERO) como oxigénio singleto (*O2) e superéxidos ("O2) e, causar danos oxidativos
aos lipideos e proteinas das células vegetais (GURURANI; VENKATESH; TRAN,
2015; NISHIYAMA; MURATA, 2014).

A fotoinibicdo dindmica esta relacionada a reducdo reversivel na
eficiéncia fotossintética e aumento de mecanismos dissipadores de energia na forma
de calor conhecido como quenching ndo-fotoquimico (NPQ) e xantofilas ou, ativacao
de complexos enzimaticos antioxidantes como, ascorbato peroxidase, superoxido
desmutase e outros. Na fotoinibicdo cronica, a eficiéncia quantica e a taxa maxima de
fotossintese s&o reduzidas devido a danos irreversiveis na proteina D1 no
fotossistema Il que pode ser completamente removida e sintetizada de novo para que
o funcionamento do fotossistema seja reestabelecido (ADAMS et al., 2006; DERKS,;
SCHAVEN; BRUCE, 2015; GUIDI; TATTINI; LANDI, 2017; NISHIYAMA; MURATA,
2014).

Os produtos da etapa fotoquimica da fotossintese sdo utilizados na
etapa bioquimica, na qual ocorre a carboxilacdo de ribulose-1,5-bisfosfato (RuBP)
pela ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase (Rubisco), resultando em duas
moléculas de 3-fosfoglicerato que serdo reduzidas a trioses fosfato e poderdo ser
convertidas em amido no cloroplasto ou exportadas para o citosol para a formacao de
sacarose (LAMBERS; CHAPIN; PONS, 2008; TAIZ et al., 2017). A taxa liquida de
assimilacao de gas carbbnico (CO2) (A) € influenciada por processos biofisicos, que
incluem o transporte de CO:2 atraves das folhas e estdmatos; processos bioquimicos

gue ocorrem nas membranas dos tilacéides, estroma, mitocéndrias e citosol da célula
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e, variaveis ambientais como intensidade de luz e temperatura (SHARKEY et al.,
2007).

O modelo mais frequentemente utilizado para compreender as respostas
fotossintéticas de plantas C3 mediante a perturbacdes, como as [CO2] atmosféricas,
€ o de Farquhar; von Caemmerer; Berry (1980), no qual as reacdes da etapa
bioquimica da fotossintese podem ser diretamente influenciadas por trés fatores: 1-
Limitag@o imposta pela Rubisco: Em baixas concentracdes de CO2, A é determinada
pela capacidade da Rubisco carboxilar a RuBP; 2- Limitagdo imposta pela
regeneracdo da RuBP: Nessa fase, o uso da RuBP € constante e a limitacdo da
fotossintese pode ocorrer pela capacidade do transporte de elétrons e enzimas
envolvidas no ciclo de Calvin (exceto Rubisco) de regenerar a RuBP. Assim, quanto
maior for a [CO2] mais RuBP é consumida e maior serd a necessidade de
regeneracao; 3- Limitacdo pelo uso das trioses-fosfato (TPU): Nessa condi¢cdo, a
capacidade da folha em usar os produtos da etapa bioguimica € menor que a
quantidade produzida e A nao responde ao aumento de CO2 e de O2 (LAMBERS;
CHAPIN; PONS, 2008; SHARKEY et al., 2007; YAMORI; NAGAI; MAKINO, 2011).

Parametros como velocidade méaxima de carboxilacdo da Rubisco
(Vemax), respiracdo do dia (Rday), taxa de transporte de elétrons (J), condutancia
mesofilica (gm) e uso das trioses fosfato (TPU), sdo facilmente calculados pelo modelo
criado por Sharkey et al. (2007) e permitem a interpretacdo da fotossintese foliar
considerando mecanismos bioquimicos e biofisicos. Rocha et al. (2018) analisaram a
influéncia da suplementacéo de nitrogénio no crescimento de Guazuma ulmifolia em
viveiro e constataram que, mudas cultivadas sob sol pleno com suplementacao de
nitrogénio apresentaram aumento de J e gm em relagdo as mudas mantidas na sombra
com quantidade basal de nitrogénio, enquanto TPU e Rday ndo diferiram entre os
tratamentos.

Nos ultimos anos, alguns estudos foram desenvolvidos com o intuito de
buscar alternativas que aumentem a qualidade das mudas diante das condicdes
encontradas em viveiros por meio de estratégias de rustificagcdo. Mudas de espécies
arbéreas neotropicais submetidas a rustificacdo em viveiro por 168 dias apresentaram
reducdo da é&rea foliar, espessamento do parénquima palicadico e, em algumas
espécies, aumento na taxa transpiratoria, indicando que a rustificacédo pode melhorar
a qualidade morfo-fisiolégica e favorecer o estabelecimento das mudas em campo
(CALZAVARA et al., 2015). Mudas de Aegiphila integrifolia, G. ulmifolia e Heliocarpus



18

popayanensis que inicialmente estavam no setor de crescimento e depois foram
transferidas para o setor de rustificacdo, adquiriram caracteristicas de rustificacéo.
Dentre elas, aumento na taxa fotossintética e redu¢do na condutancia estomatica
resultando em maior eficiéncia no uso da agua, aumento de espessura do parénquima
palicadico e maior alocacdo de biomassa para as raizes (MAZZANATTI et al., 2016).

Como dito anteriormente, a exposi¢cao prolongada a altas intensidades
de luz nos locais de rustificacdo pode interferir no desenvolvimento de espécies
arbéreas e, no caso de G. ulmifolia, foi observado que folhas maduras (completamente
expandidas no momento da transferéncia para o setor de rustificacdo) sofreram
fotoinibicdo crbnica, enquanto as folhas que atingiram a expanséo completa sob sol
pleno foram capazes de dissipar o excesso de energia. Assim, a producéo de novas
folhas foi uma importante estratégia no processo de rustificacdo de G. ulmifolia
(CALZAVARA et al., 2017). A adubacédo nitrogenada em mudas de G. ulmifolia que
cresceram no setor de crescimento por 90 dias e depois foram transferidas para o
setor de rustificacéo por 45 dias, preveniu a depressédo ao meio-dia do fotossistema |l
e queda na assimilacdo de CO:2 sugerindo possivel protecdo contra fotoinibicao
dindmica (ROCHA et al., 2018).

1.3 BACTERIAS PROMOTORAS DO CRESCIMENTO EM PLANTAS

Novas estratégias tém surgido com o objetivo de obter mudas de
espécies arbéreas de maior qualidade e em menor tempo. Dentre estas estratégias
encontra-se a inoculacdo com bactérias promotoras do crescimento em plantas
(BPCP). As BPCP sado microrganismos benéficos que colonizam a regido ao redor das
raizes, conhecida como rizosfera ou, os tecidos internos das plantas. Elas séo
capazes de fornecer nutrientes essenciais ou facilitar 0 acesso a esses nutrientes,
bem como conferir maior tolerancia as plantas frente a estresses biéticos e abidticos
(GLICK, 2012; SANTOYO et al., 2016). Comumente as BPCP s&o aplicadas na
agricultura visando a reducédo do uso intensivo de fertilizantes quimicos, de modo a
reduzir os impactos ambientais por eles causados, atuando como uma pratica
relevante para o0 manejo sustentavel do solo e reducdo nos problemas ambientais
(ADESEMOYE; KLOEPPER, 2009; BAEZ-ROGELIO et al., 2017; HUNGRIA, 2011).

Apesar de as BPCP possuirem potencial para auxiliar na recuperacao
de areas que sofreram algum tipo de disturbio ecologico (GALAVIZ et al., 2018;
MORENO et al., 2017; SINGH; VAISH; SINGH, 2016) tais como areas desmatadas e
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consequentemente, solos erodidos, poucos estudos envolvendo a utilizacdo de BPCP
em espécies arboreas neotropicais no Brasil estdo disponiveis na literatura.

Dentre as BPCP utilizadas neste estudo, tém-se as bactérias
associativas do género Azospirillum que fixam o N2 por possuirem a nitrogenase,
enzima que rompe a tripla ligacdo entre os atomos de nitrogénio levando a reducéo
de nitrogénio gasoso (N2) em amodnia (NHs) e assim, fornecem parte da quantidade
necesséria de nitrogénio para as plantas (HUNGRIA, 2011). Embora o N2 represente
cerca de 80 % dos gases atmosféricos, as plantas ndo sdo capazes de utiliza-lo como
nutriente devido a forte ligacdo existente entre os dois a&tomos de N (HUNGRIA;
CAMPO; MENDES, 2007). Um estudo realizado com milho inoculado com
Azospirillum brasilense mostrou que as plantas mantidas em baixa concentracao de
N apresentaram maior conteido de amoénio, aminoacidos e acUcares soluveis totais,
além de modificacdes no padrao anatébmico das raizes, em relacdo ao nao inoculado
(CALZAVARA et al., 2018).

As BPCP podem modular a producdo de hormdnios-chave para o
crescimento vegetal como auxinas (AlA), uma vez que a capacidade de sintese desse
horménio é distribuida entre géneros como Azospirillum, Rhizobium e o género
Bacillus utilizado neste estudo, dentre outros. Assim, maiores concentracées de AIA
sao disponibilizadas para as plantas com as quais estas bactérias se associam (GOES
et al., 2012; SPAEPEN; VANDERLEYDEN; REMANS, 2007). As auxinas promovem
o desenvolvimento de raizes, o que resulta em aumento na absor¢cdo de agua e
nutrientes envolvidos na geracéo de energia e sintese de acidos nucleicos, além de
estimularem a divisdo, extenséo e diferenciacao celular (GLICK, 2012; LUGTENBERG
et al., 2013). A caracterizacdo bioquimica de bactérias dos géneros Bacillus e
Methylobacterium, isoladas de girassol, mostrou que a sintese de AIA foi amplamente
distribuida entre bactérias isoladas, com valores variando entre 93,34 a 1653,37 uM
AlA por ug de proteina (GOES et al., 2012).

Outro fato observado na associacédo de plantas e algumas estirpes de
BPCP é o aumento no fornecimento de nutrientes como fésforo (P), elemento
envolvido na fotossintese e oxidagbes biologicas, além de ser encontrado nos
fosfolipideos que compdem as membranas vegetais (TAIZ et al., 2017). A
disponibilizagéo desse nutriente ocorre por meio da solubilizagéo de fosfatos minerais,
associada principalmente a altera¢cées no pH que podem ocorrer pela producao de

acidos organicos, como succinato e citrato, ou incremento de prétons no solo
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(BULGARELLI et al., 2013; GLICK, 2012). Além do fésforo, BPCP podem facilitar a
aquisicdo de ferro, que embora seja abundante no solo ndo é facilmente
disponibilizado as plantas devido a baixa solubilidade dos oOxidos de ferro. A
disponibilizacao de ferro pelas BPCP ocorre pela producdo de compostos quelantes
(sideroforos) que se ligam eficientemente ao ferro retirando-o da forma complexa e
possibilitando a aquisicao pelas plantas (BULGARELLI et al., 2013).

Bactérias isoladas por Goes et al. (2012) apresentaram indice de
solubilizacédo de fosfato e de producédo de sideréforos que variou de 1,25 a 3,89 e,
1,15 a 5,25, respectivamente, resultados que permitiram a identificacdo de possiveis
candidatos para o desenvolvimento de biofertilizantes. Ribeiro et al. (2018) avaliaram
quatro estirpes de Bacillus sp. em relagcéo a capacidade de solubilizar fosfato de ferro
e produzir sideréforos, sendo que as quatro estirpes solubilizaram o fosfato e trés
delas foram capazes de produzir sideréforos, promovendo também o crescimento de
Pennisetum glaucum em solos com diferentes concentracdes de fosforo.

A associacdo com BPCP pode influenciar na defesa vegetal e dentre os
principais mecanismos de redugdo na incidéncia e severidade de doencas estdo: a
competicdo pelo nicho ecoldgico ou substrato, ja que ao colonizar a rizosfera, as
BPCP utilizam a maioria dos nutrientes disponiveis, reduzindo a proliferacdo de
microrganismos patogénicos; producao de aleloquimicos e inducéo de resisténcia nas
plantas hospedeiras (CHOUDHARY; PRAKASH; JOHRI, 2007; HAAS; KEEL,;
REIMMANN, 2002; JAIN et al., 2013). Andlises realizadas in vitro e in vivo
comprovaram a eficiéncia de oito estirpes de Bacillus sp. em reduzir o crescimento de
Botrytis cinerea e Calonectria gracilis, ambos fungos patogénicos causadores do mofo
cinzento e podriddo das raizes, respectivamente, doencas que acometem tecidos
jovens de Eucalyptus spp. (PAZ et al., 2018).

Em relagdo a inducdo de resisténcia em plantas as duas formas
amplamente estudadas s&o a resisténcia sistémica adquirida (SAR) e resisténcia
sistémica induzida (ISR). A SAR é desencadeada pela exposicdo da planta a
microrganismos patogénicos, mediada pelo aumento nas concentragbes de acido
salicilico e que resulta na producdo de proteinas relacionadas a patogénese como
quitinase. Ja a ISR é ativada por microrganismos nao patogénicos como BPCP e
mediada por rotas que envolvem o acido jasmonico e etileno. Esses compostos sao
responsaveis por ativar o sinal transmitido pelo floema a regido distal da planta de

modo que haja ativacdo de genes relacionado a defesa fazendo com que o sistema
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defensivo das plantas contra futuros desafios bibticos seja potencializado
(CHOUDHARY et al., 2016).

A ISR, em sua maioria, € detectada por meio do aumento na atividade
de enzimas relacionadas com a defesa vegetal como fenilalanina amonia liase (PAL),
polifenol oxidase (PPO), catalase, superoxido desmutase e outras, quando 0s
receptores das plantas reconhecem a presenca de um patégeno (CHOUDHARY;
PRAKASH; JOHRI, 2007; DRESSEN et al., 2017; JAIN et al., 2013; MADADKHAH et
al., 2012; PIETERSE et al.,, 2014; RAIS et al., 2017; VANITHA; NIRANJANA,
UMESHA, 2009; YADAV; SINGH; KUMAR, 2017). No entanto, espécies arboreas
neotropicais sdo comumente expostas a patdgenos na natureza e mesmo que nao
tenha havido o contato propriamente dito com o patdégeno, a ISR pode ser um dos
mecanismos que evoluiram junto com essas espécies vegetais, de modo a permitir o
incremento do sistema de defesa “pré” ataque.

Dentre as enzimas relacionadas com a defesa vegetal esta a PAL,
enzima responsavel por catalisar a conversdo de L-fenilalanina em diversos
compostos aroméaticos, denominados como (poli) fenélicos (ZHANG; LIU, 2015). Tem-
se também a PPO, enzima que esté localizada nos cloroplastos e é responsavel por
oxidar compostos fenélicos em quinonas sendo que o acumulo de quinonas reduz o
valor nutricional do tecido reduzindo assim a herbivoria (BOECKX et al., 2015). Desse
modo, ambas as enzimas estdo envolvidas no desencadeamento da ISR por meio da
inoculacdo com BPCP e atuam na protecdo de plantas contra estresses biéticos e
abioticos (DRESSEN et al., 2017; GOUDA et al., 2018; PANADARE; RATHOD, 2018).

As BPCP comumente sdo aplicadas nas sementes ou incorporadas a
turfa para entdo serem misturadas no solo. Contudo o uso de turfa € limitado pelas
variacdes em sua composicao quimica e fisica. Além disso, a origem da turfa a partir
de material ndo renovavel, justifica a utilizacdo de metodologias que minimizem o dano
ao meio ambiente para inoculacdo das bactérias (FERNANDES JUNIOR et al., 2009).
Uma alternativa que pode reduzir os danos ao meio ambiente € a aplicacdo das BPCP
por meio de solugcbes contendo bactérias vivas, metodologia amplamente utilizada
pela facilidade de manejo em campo e possibilidade de adicdo de nutrientes que
auxiliem na manutencao das bactérias (BASHAN et al., 2014).

Na auséncia de fertilizacdo nitrogenada, a produtividade do milho IAC
125 em campo aumentou cerca de 30 % quando as sementes foram inoculadas com

108 unidades formadoras de col6énia (UFC) mL™* de A. brasilense (Ab-V5), em relacédo



22

ao nao inoculado (SPOLAOR et al., 2016). Ainda, a aplicacdo de solucdo contendo
108 UFC mL™* de diferentes espécies de BPCP reduziu os danos causados pelo déficit
hidrico em mudas de Trema micranta e Cariniana estrellensis, por meio da
manutenc¢ao da atividade de enzimas presentes no ciclo de assimilagcao do carbono,
desenvolvimento mais eficiente de raizes e protecdo contra o estresse oxidativo
(TIEPO et al., 2018).

Um estudo realizado com sementes de Cecropia pachystachya
inoculadas com Methylobacterium komagatae (ZM) e Ab-V5 e tratadas com nitrato de
amonio (NH4NOs) mostrou que a inoculacdo com Ab-V5 proporcionou aumento na
biomassa de raizes e parte aérea e aumento na area foliar total. Ja a inoculacdo com
ZM aumentou a concentracdo de aménio, aminoacidos, acUcares sollveis totais e
proteinas nas raizes (CALZAVARA et al., 2016). A inoculagdo com BPCP ainda
aumentou a porcentagem de germinacdo de sementes de Cecropia pachystachya
(Ab-V5 87,5 %, ZM 78 %) quando comparadas ao tratamento ndo inoculado (27 %),
assim como o indice de vigor dessa espécie (dados nao publicados). Contudo, os
estudos envolvendo a associacao entre BPCP e espécies arboreas neotropicais foram
conduzidos em ambientes com condi¢cdes controladas, como casas de vegetacao, de
modo que o potencial dessas bactérias associativas em viveiros € desconhecido.

Sendo assim, é necessario explorar a associacdo de mudas com as
BPCP em viveiros ja que esses microrganismos podem auxiliar na obtencéo de mudas
com melhor qualidade e mais aclimatadas a condi¢cdes adversas, com 0 objetivo de
aumentar a eficiéncia dos programas de reflorestamento por meio da reducdo na

mortalidade das mudas.
2. OBJETIVO

Analisar o efeito da inoculacdo com Azospirillum brasilense (Ab-V5) e
Bacillus sp. (ZK) no desenvolvimento de Cariniana estrellensis (Raddi) Kuntze
mantidas na sombra e em sol pleno, a partir de parametros fisiol6gicos, bioquimicos
e de crescimento capazes de indicar interferéncia dessa associa¢ao na qualidade de

mudas cultivadas em viveiros.
2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Nas mudas inoculadas com Ab-V5 e ZK:
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I.  Analisar alteracdes no processo fotossintético nas mudas mantidas na
sombra e em sol pleno;
II.  Avaliar a influéncia das BPCP nos mecanismos de defesa das mudas
em dois niveis de luminosidade;
lll.  Analisar o crescimento e o desenvolvimento das mudas cultivadas na

sombra e no sol pleno.
3. HIPOTESES

l. A interacéo entre BPCP e mudas de C. estrellensis promove alteragbes
morfo-fisiolégicas que favorecem qualidade das mudas em viveiros;
Il. Mudas inoculadas e mantidas em sol pleno apresentam maior qualidade
com melhor aclimatacdo a condi¢cdes adversas como, alta luminosidade
e temperatura, em relacdo as mudas inoculadas na sombra.
Il. Mudas de C. estrellensis associadas as BPCP apresentam aumento na
atividade de enzimas que podem indicar inducdo de resisténcia

sistémica contribuindo para os mecanismos de defesa vegetal.
4. MATERIAL E METODOS
4.1 LocCAL DO EXPERIMENTO E MATERIAL VEGETAL

O experimento foi realizado no viveiro de mudas do Laboratério de
Biodiversidade e Restauracdo de Ecossistemas (LABRE) da Universidade Estadual
de Londrina no municipio de Londrina, PR.

Foi utilizada a espécie arbdérea neotropical que ja é utilizada em
programas de reflorestamento da Mata Atlantica, Cariniana estrellensis (Raddi)
Kuntze — Familia Lecythidaceae, sendo ela uma espécie helidfila ou de luz difusa que
tolera 0 sombreamento na fase juvenil, além de ser tipica dos estagios sucessionais

avangados (Fig. 1).
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Figura 1 - Exemplar de Cariniana estrellensis com as sementes.
Adaptado de : https://www.arvores.brasil.nom.br/new/jequitiba/index.htm

Esta espécie ocorre no Brasil, Bolivia, Paraguai e Peru sendo
encontrada principalmente na floresta pluvial atlantica e subtropical na costa do Brasil.
Contudo, pode ser encontrada também em florestas secas no interior de Minas Gerais
e Sao Paulo ou em florestas de galeria do Brasil Central (LEITE, 2007).

Popularmente C. estrellensis € conhecida como jequitiba ou jequitiba-
branco e suas folhas sdo ovais com nervuras aparentes, apresentam tamanhos
médios de 6-12 cm de comprimento por 3-6 cm de largura e caem total ou
parcialmente no inverno (LORENZI, 2016). As sementes de C. estrellensis sdo
classificadas como recalcitrantes, isto é, sao intolerantes a dessecacdo e
temperaturas baixas e apresentam curta longevidade. Além disso, as sementes néo

apresentam dorméncia e usualmente séo dispersas pelo vento (LEITE, 2007).
4.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Para a montagem do experimento foram utilizados os in6culos de
Azospirillum brasilense (Ab-V5) e Bacillus sp. (ZK), provenientes da colecédo de
bactérias promotoras do crescimento em plantas da Universidade Estadual de
Londrina (CBPCV-UEL). A selec&o das duas estirpes bacterianas foi feita a partir dos
resultados relacionados ao processo fotossintético e de crescimento obtidos em
experimentos realizados em casa de vegetacdo com espécies arblreas neotropicais

(TIEPO et al., 2018). Os indculos foram preparados a partir de culturas puras
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fornecidas pelo Nucleo de Pesquisa para o Desenvolvimento e Aplicacdo de
Biofertilizantes da UEL.

Aliquotas provenientes das culturas puras 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; K2HPO4, 0,5; MgSOa4, 0,5) e mantidas em agitador orbital
a 180 RPM e 28 °C por 24 horas. Apos esse periodo, uma aliquota desse pré-inéculo
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 (K2HPOa4, KH2PO4, NH4NO3, MgSO4 , Fe-EDTA)
e micronutrientes (Mo, Mn, B, Cu, Zn). As culturas de bactérias foram crescidas em
Erlenmeyer (250 mL volume) contendo 50 mL do meio de cultivo que foram mantidos
em agitadores orbitais a 180 RPM e 28 °C por 48 horas. Ao final desse periodo, os
cultivos foram interrompidos sendo a concentracdo de células estimada por
absorbancia (A = 560 nm) e a contagem pela técnica de unidades formadoras de
colénias (UFC) para a normalizacdo da concentragdo de células nos inoculantes para
cerca de 1 x 10° UFC-mL* (MARCELINO et al., 2016).

As sementes de C. estrellensis utilizadas nesse estudo foram compradas
da empresa Sementes Caicara Ltda® em Brejo Alegre/SP e semeadas em trés
bandejas plasticas de 7 L contendo areia previamente esterilizada. Logo apos a
semeadura, uma bandeja foi regada com &gua configurando o tratamento nao
inoculado (N.in), outra regada com 500 mL do in6culo de Ab-V5 e a terceira bandeja
regada com 500 mL do inéculo de ZK sendo 10° UFC mL! a concentragdo de cada
inoculo (Fig. 2A). As sementes regadas com agua, Ab-V5 e ZK receberam o mesmo
tratamento ao serem transplantadas para os tubetes e no momento em que foram
transferidas para o setor de rustificacdo. Apods a germinacao, foi feita uma triagem
para selecionar as plantulas mais semelhantes entre si, a fim de iniciar o experimento
com mudas que apresentassem o mesmo padrao de tamanho.

Realizou-se entdo o transplante de uma planta por tubete cénico de
polietileno de alta densidade com 2,65 cm de diametro interno, 12,5 cm de altura e 50
cm? de volume total. No dia do transplante foi adicionado ao substrato 2,5 mL (volume
definido previamente para que nao houvesse extravasamento do tubete) da
suspensdo liquida que continha 10° UFC mL? dos inéculos utilizados em cada

tratamento e mudas do tratamento N.in foram regadas com agua (Fig. 2B). O substrato
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utilizado para preencher os tubetes continha compostos vegetais e areia, além do
adubo de liberacdo controlada Osmocote® (14 % de nitrogénio, 14 % de potassio e
14 % de fosforo).

Figura 2 - A: Sementes germinadas em bandeja com areia; B: Plantulas transplantadas para tubetes.

As mudas foram mantidas no setor de crescimento (denominado
sombra, Sb) por 40 dias (Fig. 3A), sendo esse o periodo necessario para que as trés
primeiras folhas estivessem completamente expandidas. Apds esse periodo, houve
nova adigdo de 2,5 mL dos inéculos na concentragdo 10’ UFC mL 1, de acordo com o
tratamento realizado na germinacdo, e mudas N.in foram irrigadas com &agua.
Aproximadamente 50 % das mudas foram transferidas para a area de aclimatacéo
(chamado de sol pleno, Sp) onde permaneceram por 40 dias (Fig. 3B) e, as mudas
restantes foram mantidas no setor de crescimento até o final do experimento. Cerca
de 15 dias antes da finalizacdo do experimento foi realizada nova adi¢cao de 2,5 mL
dos inéculos (107 UFC mL™Y) utilizados em cada tratamento em todas as mudas
mantidas na sombra e no sol pleno. As mudas cultivadas no setor de crescimento e
aclimatacao foram irrigadas por meio de sistema automatico de aspersao em quatro

periodos distintos do dia com duracao de 30 minutos cada.
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Figura 3 - A: Setor de crescimento com DFFF reduzida em relacdo ao sol pleno; B: Setor de
aclimatacdo onde as mudas foram expostas ao sol pleno.

E importante destacar que como esse foi o primeiro trabalho envolvendo
associacdo de BPCP e uma espécie arborea neotropical mantida em viveiro, as
metodologias utilizadas foram adaptadas de metodologias usualmente utilizadas em
casa de vegetacdo. Em um estudo realizado pelo grupo com mudas arbolreas
neotropicais associadas com BPCP, em casa de vegetacao, aplicou-se indculos na
concentracdo de 10 UFC mL? (TIEPO et al., 2018). Contudo, devido a irrigacédo
periodica no viveiro havia a possibilidade de lixiviacdo dessas bactérias, foi decidido
entdo aplicar os indculos 10 vezes mais concentrado (107 UFC mL™?).

O experimento foi conduzido em esquema de subparcelas casualizadas
dentro das parcelas, sendo as parcelas: sombra e sol pleno e as subparcelas:

inoculagdes (ndo inoculado, N.in; inoculado com Ab-V5; e inoculado com ZK).

4.3 ANALISES FISIOLOGICAS

Ao final do experimento (80 dias) foram avaliados os parametros
relacionados as trocas gasosas ha penultima folha completamente desenvolvida das
mudas mantidas sob 40 % de DFFF e sob sol pleno. Sob uma DFFF saturante de
1900 umol m2 s, definida por estudos prévios com a espécie utilizada nesse estudo
(CALZAVARA et al., 2019), foi analisado: a taxa de assimilacao liquida de CO2 (A) e
condutancia estomatica (gs). Essas medidas foram realizadas por meio de um sistema
portétil de fotossintese (LI-6400XT; LI-COR Biosciences, USA) com um analisador de
gas infravermelho (IRGA) conectado a uma camera de medicéo 6400-02B com uma
fonte de luz LED. Foram realizadas analises no periodo da manha (entre 7:00 e 9:00
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horas) e ao meio dia (entre 12:00 e 14:00 horas), porém os dados da manha nao foram
explicativos, de forma que nesse estudo foram utilizados apenas os dados obtidos ao
meio dia. Foi determinado ainda a eficiéncia intrinseca no uso da agua (EiUA) dada
pela razédo A/gs.

Foram construidas curvas de luz em que as folhas foram supridas com
CO:2 ambiente e DFFF saturante até que A e concentracao intercelular de CO2 (Cj) se
estabilizassem. Depois disso, a DFFF foi reduzida de forma escalonada (600, 300,
200, 100, 75, 50, 30,15 e 0 umol m2 s'1) e em cada DFFF a A foi obtida no momento
em que as folhas atingiram o estado estacionario, como descrito por Calzavara et al.
(2015).

Curvas de assimilacdo de CO2 em resposta a Ci foram construidas com
1900 pmol m2 s de DFFF e 400 umol mol* de CO2 como valor de referéncia inicial.
Os valores de referéncia de CO2 foram alterados para: 300, 200, 100, 50, 400, 600,
800, 1000, 1200, 1500 e 1900 umol mol! e em cada valor de CO:2 foi determinada A
apos atingir-se o estado estacionario. A taxa fotossintética liquida saturada de CO:
(Asat CO2) foi determinada a partir das curvas ajustadas A-Ci, e o modelo descrito por
Sharkey et al. (2007) foi utilizado para estimar a taxa maxima de carboxilacdo de
Rubisco (Vemax), taxa de transporte de elétrons fotossintéticos (J) e uso de trioses
fosfato (TPU).

A fluorescéncia da clorofila a foi determinada ao meio dia na penultima
folna completamente expandida através do fluorbmetro OS1p (Opti Sciences),
permitindo verificar a eficiéncia maxima do fotossistema Il (razédo F./Fnm) e a existéncia
de fotoinibicdo, conforme Shimizu et al. (2006). As folhas foram aclimatadas ao escuro
por 20 minutos com clipes especificos e a fluorescéncia inicial (Fo) foi medida na face
adaxial da folha. Em seguida, a fluorescéncia maxima (Fm) foi determinada apos pulso
de irradiancia saturante de 0,8 s de 8250 umol m? s e a fluorescéncia variavel (Fv)
calculada como Fy = Fm — Fo e a eficiéncia maxima do fotossistema |l expressa por
Fv/Fm = (Fm — Fo) / Fm. J& a taxa relativa de transporte de elétrons (rETR) foi calculada
por DFFF x AF/Fm x 0,5 x 0,84 sendo AF/Fn a produtividade quantica efetiva do
fotossistema Il, 0,5 a frac&o de luz absorvida pelo complexo antena do fotossistema |l
e 0,84 o coeficiente médio de absorcao de luz das folhas.

Curvas rapidas de luz (rETR x DFFF) foram realizadas na penultima
folha completamente expandida apds 5 minutos de aclimatacdo ao escuro, sendo que
houve aumento gradativo na DFFF (0, 25 ,50, 75, 100, 150, 250, 350, 400 e 450). Em
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cada DFFF foi marcada a rETR e a partir desses dados, gerado uma curva hiperbélica
que foi ajustada pelo programa Sigma Plot 10.0 (SPSS Inc., USA) com base em uma
funcdo exponencial simples de acordo com Rascher; Liebig; Luttge (2000) para
determinar a intensidade luminosa em que o transporte de elétrons era saturado,
conhecido como ponto de saturacdo luminoso (PSL) e velocidade maxima de

transporte de elétrons (ETRmax).
4.4 ANALISES BIOQUIMICAS
4.4.1 Dosagem de Pigmentos

Para a andlise de clorofilas, foi coletado 0,1 g de folha e apds maceracao
em nitrogénio liquido foram homogeneizados em solucao de acetona 80 % em tampéao
fosfato de sédio 2,5 mM com pH 7,8. As amostras foram centrifugadas a 1800 x g por
10 minutos e a absorbancia medida em trés comprimentos de onda: 663,2 nm, 646,8
nm e 470 nm em espectrofotdmetro (GENESYS 10S UV-Vis, Thermo Scientific™,
USA). Determinou-se o teor de clorofila a (Chl a), clorofila b (Chl b) e carotenoides
(Car) da seguinte forma: Chl a = (12,25 x A663,2 — 2,79 x A646,8); Chl b = (21,5 x
A646,8 — 5,1 x A663,2) e Car = (1000 x A470 — 1,82Chl a — 85,02Chl b)/198. Sendo
A663,2 a absorbancia a 663,2 nm, A646,8 a absorbancia a 646,8 nm e A470 a
absorbéancia a 470 nm. Também foi calculado o teor total de clorofilas (WELLBURN,
1994).

4.4.2 Dosagem de Nitrogénio Foliar Total

As folhas secas (0,1 g) foram trituradas, transferidas para tubos de
ensaio e submetidas a digestdo com 7 mL de acido sulfarico 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
solucéo 4cida resultante da digestéo foi determinada pelo método de Kjeldahl, no qual
a solucdo &cida reagiu com o hidréxido de so6dio 18 N (NaOH) e a amoénia (NH3),
liberada pela reacao, coletada em um frasco contendo acido bérico (HsBOs3). A juncdo
de NHsz com o Hs3BOs levou a formacao de borato de amonio (NH4H2BO3), que foi
titulado com H2S0O4 0,005 N de titulo conhecido, até que houvesse mudanga na cor

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

amostra —branco *100

% N total = . *Fator do titulante * 0,0007 N

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

g de N por Kg de massa seca.

4.4.3 Dosagem da Atividade da Fenilalanina Amoénia Liase (PAL) e Polifenol
Oxidase (PPO)

Para a determinacgéo da atividade das enzimas fenilalanina amoénia liase
(PAL) e polifenol oxidase (PPO), cerca de 250 mg de folhas foram maceradas em
almofariz com nitrogénio liqguido e em seguida adicionado o tampdo de extracao
Farnden (ditiotreitol (DTT) 10 mM, polivinilpolipirrolidona (PVPP) 1 % (p/v), KH2PO4
0,05M pH 7,2 e sacarose 0,4 M) (FARNDEN; ROBERTSON, 1980). A suspensao foi
centrifugada a 10.000 x g por 20 minutos a 4 °C, coletando-se o sobrenadante que foi
utilizado para as determinagdes enzimaticas de acordo com Alves et al. (2009) e
Arruda et al. (2018) com as modificacBes descritas abaixo.

A atividade da PAL foi determinada em aliquotas de 50 pL do extrato
vegetal que foram transferidas para tubos de ensaio e adicionados o tampéao Farnden
sem DTT e PVPP e a fenilalanina (0,01 M. L!). Como branco foram utilizados o
tampao Farnden, também sem DTT e PVPP, e a fenilalanina 0,1 (0,01 M. L), sendo
1,5 mL o volume final da reacéo e do branco. A mistura foi incubada em banho-maria
a 40 °C por 60 minutos e entdo transferida para banho de gelo até o momento da
leitura a 290 nm em espectrofotdmetro (GENESYS 10S UV-Vis, Thermo Scientific™,
USA). A atividade da PAL foi calculada utilizando o coeficiente de extincdo molar de
30,5 MM cm e os resultados expressos em pmol fenilalanina consumida mint g2,

A atividade da PPO foi determinada por meio de aliquotas de 50 pL do
extrato vegetal que foram transferidas para tubos de ensaio e adicionados o tampéo
de extracdo e o catecol 0,1 (0,01 M. L1), tendo como branco o tamp&o Farnden, sem
DTT e PVPP, e o catecol (0,01 M. L), sendo 1,5 mL o volume final da reacéo e do
branco. A mistura foi incubada em banho-maria a 30 °C por 30 minutos e entao
transferida para banho de gelo. A leitura da absorbancia das amostras foi realizada
em espectrofotdmetro (GENESYS 10S UV-Vis, Thermo Scientific™, USA) a 410 nm,
sendo a atividade da PPO calculada utilizando o coeficiente de extingdo molar de 2,47

mM-1 cm e os resultados expressos em umol catecol consumido mint g2,
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4.5 ANALISES DE CRESCIMENTO

A area foliar total (cm?) foi medida com um integrador de area foliar
portatii modelo LI-3000CAP, o didametro do caule logo acima do solo (mm) com
paquimetro digital e o comprimento de parte aérea com régua milimetrada. Para a
determinacao da massa seca, foram separadas folhas, caule e raizes, acondicionadas
em sacos de papel e secas em estufa (SP 100-150-IN, Labor, BR) a temperatura de
60 °C por 72 h até atingirem peso constante, e posteriormente tiveram a massa aferida
em balanca semi-analitica (D- 7470, Sauter, CH). Os dados de massa seca das folhas
foram utilizados para determinar a area foliar especifica por meio da razdo area

foliar/massa seca das folhas.
4.6 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados testados para normalidade e homogeneidade das variancias
e entdo foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) de dois fatores,
comparando os efeitos da luminosidade e da inoculacdo e quando significativa, as
meédias foram comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05), utilizando-se o software
Sisvar 5.6 (FERREIRA, 2010).

Em relacéo a analise dos dados, quando o fator luminosidade afetou (p<
0,05) a variavel resposta, os tratamentos foram denominados sombra (Sb) e sol pleno
(Sp) e representaram a média de todas as mudas mantidas na sombra e sol,
respectivamente. Quando o fator inoculagao afetou (p< 0,05) a variavel resposta, os
tratamentos foram denominados: ndo inoculado (N.in) representando uma média entre
todas as mudas que receberam apenas agua, Ab-V5 para a média de todas as mudas
gue receberam apenas o indculo de Ab-V5 e ZK a média de todas as mudas que
receberam apenas o indculo de ZK. Nessas denominacdes, as médias abrangeram
0os dados de mudas mantidas na Sb e em Sp. Quando houve interagcdo entre
luminosidade e inoculagao (p< 0,05), os tratamentos foram separados em Sb e Sp e
em cada luminosidade houve a distingdo entre as inoculagdes (N.in, Ab-V5 e ZK)
sendo que letras minusculas comparavam as inocula¢cées em Sb e letras maiusculas
comparavam as inoculacbes em Sp. O asterisco indicou diferenca na média para a

mesma inoculagao entre Sb e Sp.
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5. RESULTADOS
5.1 PROCESSO FOTOSSINTETICO

Observou-se efeito simples para luminosidade e inoculagédo sobre a
variavel assimilacéo liquida de COz (A). Assim, mudas na sombra (Sb) apresentaram
maior A em relacéo ao sol pleno (Sp) e a inoculagéo tanto com Ab-V5 quanto com ZK
aumentou a A das mudas nas duas condi¢cdes de luminosidades (Fig. 4A). Mudas Ab-
V5 Sp e ZK Sp obtiveram maior conduténcia estomatica (gs) em relagéo as N. in Sp e
0s tratamentos em Sp apresentaram maiores gs que 0s respectivos tratamentos em
Sb (Fig. 4B). A luminosidade e inoculacdo apresentaram efeito simples para a
eficiéncia intrinseca no uso da agua (EiUA), de modo que mudas na Sh apresentaram
maior EiIUA que mudas em Sp e a inoculagdo com Ab-V5 e ZK induziu aumento na
EiUA em relacdo as N.in nas duas condi¢des de luminosidade (Fig. 4C).

A inoculacdo com ZK na Sb resultou em maior razdo F./Fm em relacéo
aos outros tratamentos na mesma luminosidade e, em Sp a inoculacdo com Ab-V5 e
ZK levou a uma maior razdo F./Fm em relacdo as N.in (Fig. 4D). Além disso, mudas
N.in Sb e ZK Sb apresentaram maiores valores de F./Fm em relacdo aos mesmos
tratamentos em Sp (Fig. 4D). O fato de que a razdo Fv/Fm em Ab-V5 na Sb e em Sp
nao diferiu entre si, mostra que a inoculacdo preveniu a reducao na eficiéncia maxima

do fotossistema I, mediante a exposicéo ao sol (Fig. 4D).
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Figura 4 - A: Taxa de assimilagdo liquida de CO2 (A); B: Condutancia estomatica (gs); C: Eficiéncia
intrinseca no uso da agua (EiUA, A/gs); D: Eficiéncia méaxima do fotossistema Il (Fv/Fm) em mudas de
Cariniana estrellensis inoculadas com Azospirillum brasilense (Ab-V5) e Bacillus sp. (ZK) mantidas na
sombra (Sb) e em sol pleno (Sp). Barras hachuradas representam a média entre mudas mantidas na
Sb; Barras sem preenchimento representam a média entre mudas mantidas em Sp e barras pontilhadas
representam a meédia entre Sb e Sp para mudas ndo inoculadas (N.in), inoculadas com Ab-V5 e ZK,
respectivamente. Os tragcos acima das barras correspondem ao erro padrdo. Letras iguais acima das
barras indicam que as médias nao diferem pelo teste de Tukey (p <0,05) e em B e D, letras mindsculas
comparam as inoculagcfes na Sb e letras mailsculas comparam as inoculagdes em Sp. O asterisco
esta presente quando ha diferenga entre as médias. * = p < 0,05; **=p <0,01; *** =p < 0,001.

Para o conteudo de pigmentos fotossintéticos houve interacédo entre
luminosidade e inoculagcédo apenas para o teor de Chl a que foi maior nas mudas em
Sb em relacdo as Sp e, maior em ZK Sb quando comparadas as outras inoculacées
em Sb (Fig. 5A). Para o teor de Chl b, Chl total e Car, os dois fatores influenciaram as
variaveis resposta de forma isolada, assim, mudas na Sb apresentaram maior média
gue mudas em Sp (Fig. 5B-D). A inoculagdo com ZK induziu aumento no teor de Chl
b e Car em relagéo as N.in e, para o teor de Chl total ndo resultou em diferenca das
N.in (Fig. 5B-D).
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Figura 5 - A: Clorofila a (Chl a); B: Clorofila b (Chl b); C: Clorofilas totais (Chl total); D: Carotenoides
(Car) em mudas de Cariniana estrellensis inoculadas com Azospirillum brasilense (Ab-V5) e Bacillus
sp. (ZK) mantidas na sombra (Sh) e expostas ao sol pleno (Sp). Barras hachuradas representam a
meédia entre mudas mantidas na Sb; Barras sem preenchimento representam a média entre mudas
mantidas em Sp e barras pontilhadas representam a média entre Sb e Sp para mudas néo inoculadas
(N.in), inoculadas com Ab-V5 e ZK, respectivamente. Letras iguais acima das barras indicam que as
médias nao diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05) e em A, letras minlsculas comparam as inoculagées
na Sb e letras mailsculas comparam as inoculagées em Sp. O asterisco esta presente quando ha
diferenca entre as médias. * = p < 0,05; *** = p < 0,001.

O ponto de saturacéo luminoso (PSL) ndo apresentou diferenca entre as
inoculagdes, havendo diferenca apenas entre as luminosidades, com maiores valores
em mudas mantidas em sol pleno em relacdo a sombra (Tab. 2). A inoculagdo com
Ab-V5 em sol pleno induziu aumento na taxa de assimilagdo de CO2 em concentragao
saturante de CO:2 (Asa) em relacdo as N.in em sol pleno. Além disso, mudas
inoculadas com Ab-V5 e ZK em sol pleno apresentaram maiores valores para Asat que
as mesmas inoculacdes na sombra (Tab. 2). Mudas inoculadas com Ab-V5 em sol
pleno apresentaram maior ETRmax tanto em relag&o as outras inoculagdes da mesma
luminosidade, quanto em relacdo a Ab-V5 na sombra, assim como ZK em sol pleno
apresentou maior ETRmax que ZK na sombra (Tab. 2). Mudas inoculadas com Ab-V5
e ZK em sol pleno apresentaram maiores valores que as respectivas inoculacdes na
sombra sendo que, Ab-V5 e ZK nesta luminosidade apresentaram menor ETRmax em
relacdo as N.in (Tab. 2). A inoculagdo com Ab-V5 e ZK na sombra resultou em maior
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velocidade de carboxilagdo méaxima da Rubisco (Vcemax) comparadas as N.in na mesma
luminosidade. No sol pleno, a Vemax foi maior em ZK em relacao as N.in e, em Ab-V5
embora tenha apresentado tendéncia ao aumento, ndo houve diferenca em relacao
as N.in. Mudas N.in e ZK em sol pleno apresentaram maior Vcemax que 0S mesmos

tratamentos na sombra (Tab. 2).

Tabela 2 - PSL: Ponto de saturagéo luminoso; Asat CO»: Taxa de assimilacdo de CO2 em concentragéo
saturante de COz; ETRmax: Taxa méaxima de transporte de elétrons do fotossistema Il ; Vemax: Velocidade
maxima de carboxilacdo da Rubisco em mudas de Cariniana estrellensis inoculadas com Azospirillum
brasilense (Ab-V5) e Bacillus sp. (ZK), mantidas na sombra e sob sol pleno. Os valores sédo as médias
* erro padrao. Letras minUsculas comparam as inoculagfes na sombra e letras mailsculas comparam
as inoculagdes sob sol pleno. Letras iguais indicam que as médias néo diferem pelo teste de Tukey (p
< 0,05). O asterisco indica diferenca entre as médias para a mesma inoculagdo entre sombra e sol
pleno. *** = p < 0,001.

Variavel Tratamento Sombra Sol pleno
(umol félfoSan m2 s1) Médias 146,54 300,77***
N.in 7,06 + 0,64 a 7,33+0,22B
(umol poa O ¢y  ADVS  570:036a  951:044 A"
ZK 6,04+021a  8,06+0,37 AB*
N.in 2968+144a  26,33+048B
(umol egz”;]ag m2 s1) Ab-V5 22,99 +1,64b 33,84 +1,02 A*
ZK 18,25+0,78¢c 24,81+ 1,38 B*
N.in 31,04 +2,67b 42,25+ 3,82 B*
(umol c\g% ol 1) Ab-V5 53,52+ 4,47a 48,82 +3,54 AB
ZK 44,00+3,46a 57,43 +283A*

A taxa de transporte de elétrons destinados a regeneracéo da ribulose-
1,5-bisfosfato (RuBP) (J) ndo apresentou diferenca entre as luminosidades e mudas
inoculadas com Ab-V5 apresentaram maior J que mudas N.in (Fig. 6A). Em relacao
ao uso das trioses fosfato (TPU), mudas mantidas em Sp apresentaram maior média
gue mudas em Sb e em Ab-V5 foi maior que em ZK. Mudas inoculadas com Ab-V5,

embora tenham apresentado tendéncia ao aumento nao diferiram das N.in (Fig. 6B).
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Figura 6 - A: Taxa de transporte de elétrons (J); B: Uso das trioses fosfato (TPU) de mudas de
Cariniana estrellensis inoculadas com Azospirillum brasilense (Ab-V5) e Bacillus sp. (ZK) mantidas na
sombra (Sb) e em sol pleno (Sp). Barras hachuradas representam a média entre mudas mantidas na
Sh; Barras sem preenchimento representam a média entre mudas mantidas em Sp e barras pontilhadas
representam a média entre Sb e Sp para mudas néo inoculadas (N.in), inoculadas com Ab-V5 e ZK,
respectivamente. Letras iguais acima das barras indicam que as médias nao diferem pelo teste de
Tukey (p < 0,05). Os tragos acima das barras correspondem ao erro padréo. ** = p <0,01.

5.2 ANALISES DE CRESCIMENTO

Mudas de ZK Sb apresentaram aumento na area foliar (AF) quando
comparadas as N.in Sb e mudas N.in Sp e Ab-V5 Sp apresentaram maiores valores
gue 0s mesmos tratamentos na Sb (Fig. 7A). A area foliar especifica (AFE) foi maior
nas mudas mantidas na Sb em relacdo as de Sp e nao diferiu entre as inoculacdes
(Fig. 7B). O didametro do caule (DC) foi maior em Ab-V5 Sp em relacéo as N.in Sp e,
em Ab-V5 Sp e N.in Sp maior que os respectivos tratamentos em Sb. Mudas ZK Sb
apresentaram maior DC que o mesmo tratamento em Sp e que mudas N.in Sb (Fig.
7C). O comprimento da parte aérea (CPA) foi maior nas mudas em Sp em relacéo a

Sb e entre os tratamentos, maior em ZK quando comparadas com as N.in (Fig. 7D).
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Figura 7 - A: Area foliar (AF); B: Area foliar especifica (AFE); C: Diametro do caule (DC); D:
Comprimento da parte aérea (CPA) em mudas de Cariniana estrellensis inoculadas com Azospirillum
brasilense (Ab-V5) e Bacillus sp. (ZK) mantidas na sombra (Sb) e em sol pleno (Sp). Barras hachuradas
representam a meédia entre mudas mantidas na Sb; Barras sem preenchimento representam a média
entre mudas mantidas em Sp e barras pontilhadas representam a média entre Sb e Sp para mudas
ndo inoculadas (N.in), inoculadas com Ab-V5 e ZK, respectivamente. Letras iguais acima das barras
indicam que as médias nao diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05) e em A e C, letras minlsculas
comparam as inoculagcfes na Sb e letras mailsculas comparam as inoculagdes em Sp. O asterisco
esta presente quando ha diferenga entre as médias. * = p < 0,05; *** = p < 0,001.

Mudas inoculadas com Ab-V5 em Sp apresentaram maiores valores que
N.in Sp para massa seca das folhas (MSF), massa seca do caule (MSC) e massa seca
total (MST). Além disso, a MSF, MSC e MST de mudas N.in Sp e Ab-V5 Sp foi maior
gue nos mesmos tratamentos em Sb (Fig. 8A, B e D). A massa seca da raiz (MSR) foi
maior nas mudas mantidas em Sp que mudas na Sb e a inoculagédo com Ab-V5 e ZK

induziu aumento na MSR em relacdo as N.in (Fig. 8C).
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Figura 8 - A: Massa seca de folha (MSF); B: Massa seca de caule (MSC); C: Massa seca de raiz
(MSR); D: Massa seca total (MST) de mudas de Cariniana estrellensis inoculadas com Azospirillum
brasilense (Ab-V5) e Bacillus sp. (ZK) mantidas na sombra (Sb) e em sol pleno (Sp). Barras hachuradas
representam a média entre mudas mantidas na Sb; Barras sem preenchimento representam a média
entre mudas mantidas em Sp e barras pontilhadas representam a média entre Sb e Sp para mudas
nao inoculadas (N.in), inoculadas com Ab-V5 e ZK, respectivamente. Letras iguais acima das barras
indicam que as médias nao diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05) e em A, B e D, letras minlsculas
comparam as inoculagcfes na Sb e letras mailsculas comparam as inoculagdes em Sp. O asterisco
esta presente quando ha diferenca entre as meédias * = p <0,05; *** = p < 0,001.

A inoculacdo com Ab-V5 em Sp apresentou tendéncia ao aumento no
nitrogénio foliar total (NFT) porém néo diferiu das N.in e em Ab-V5 Sb e ZK Sb o
conteddo de NFT foi menor que N.in Sb. Mudas Ab-V5 e ZK em Sp apresentaram

maior conteudo de NFT que as respectivas inoculag¢es na Sb (Fig. 9).
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Figura 9 - Nitrogénio foliar total (NFT) em g kg! de massa seca de mudas Cariniana estrellensis
inoculadas com Azospirillum brasilense (Ab-V5) e Bacillus sp. (ZK) mantidas na sombra (Sb) e em sol
pleno (Sp). Barras hachuradas representam a média entre mudas mantidas na Sb; Barras sem
preenchimento representam a média entre mudas mantidas em Sp e barras pontilhadas representam
a média entre Sb e Sp para mudas ndo inoculadas (N.in), inoculadas com Ab-V5 e ZK,
respectivamente. Letras iguais acima das barras indicam que as médias ndo diferem pelo teste de
Tukey (p < 0,05), letras minusculas comparam as inocula¢des na Sb e letras mailsculas comparam as
inoculacdes em Sp. O asterisco esté presente quando ha diferengca na média para a mesma inoculacédo
entre Sb e Sp.

5.3 INDUCAO DE RESISTENCIA SISTEMICA

A inoculacdo com Ab-V5 induziu maior atividade da fenilalanina aménia
liase (PAL) em relagdo as N.in e ndo diferiu entre mudas mantidas na Sb e em Sp
(Fig. 10A). A atividade da polifenol oxidase (PPO) n&o diferiu entre as inoculagdes e,
em relacéo a luminosidade, mudas mantidas em Sp apresentaram maior atividade do

gue mudas mantidas na Sb (Fig. 10B).
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Figura 10 - A: Atividade enziméatica da fenilalanina amonia liase (PAL); B: Polifenol oxidase (PPO) em
Cariniana estrellensis inoculadas com Azospirillum brasilense (Ab-V5) e Bacillus sp. (ZK) mantidas na
sombra (Sb) e em sol pleno (Sp). Barras hachuradas representam a média entre mudas mantidas na
Sh; Barras sem preenchimento representam a média entre mudas mantidas em Sp e barras pontilhadas
representam a meédia entre Sb e Sp para mudas ndo inoculadas (N.in), inoculadas com Ab-V5 e ZK,
respectivamente. Letras iguais acima das barras indicam que as médias nédo diferem pelo teste de
Tukey (p < 0,05). Os tragos acima das barras correspondem ao erro padrao. ** = p <0,01.
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6. DISCUSSAO
6.1 PROCESSO FOTOSSINTETICO

A inoculacdo com BPCP pode auxiliar na mobilizagdo de nutrientes
como ferro e fésforo de modo a estimular direta ou indiretamente a fotossintese (Fig.
4A), como por exemplo, por meio do aumento no teor de pigmentos visto em mudas
inoculadas com ZK em relacdo as N.in (Fig. 5) ou por meio do aumento na ETRmax
(Tab. 2), Vemax (Tab. 3) e J (Fig. 6A) em mudas inoculadas com Ab-V5 em relagéo as
mudas N.in (GLICK, 2012; JEYANTHI; KANIMOZHI, 2018; KUMAR; VERMA, 2018).
A associacdo com BCPC pode facilitar também a aquisicdo N e com isso aumentar a
producdo de proteinas relacionadas ao processo fotossintético, uma vez que o N é
um constituinte essencial de proteinas (LAWLOR, 2002). Além disso, 0 aumento na
gs em mudas inoculadas em Sp (Fig. 4B) é um indicador de que maior quantidade de
CO:z2 foi disponibilizada para a fotossintese (DAMOUR et al., 2010) e juntamente com
a maior razdo Fv/Fm (Fig. 4D), pode ter colaborado para a maior eficiéncia fotossintética
nessas mudas (Fig. 4A).

Ainda sobre o processo fotossintético, o TPU embora néo tenha diferido
das mudas N.in, tendeu ao aumento em mudas inoculadas com Ab-V5 (Fig. 6B)
sugerindo possivel incremento na converséao das trioses fosfato em amido e sacarose,
de modo que maior quantidade de P; (fosfato inorganico) era regenerado. O P; é
necessario para que ocorra a fosforilacdo de ADP em ATP na fotofosforilacéo, de
maneira que maior quantidade de P: favorece A (Fig. 4A) (SHARKEY; BERRY;
RASCHKE, 1985; YANG et al., 2016). O aumento na sintese de amido e sacarose
também influencia o crescimento das mudas, o que pode ser visto por meio do
aumento no DC (Fig. 7C), MSF, MSC, MSR e MST (Fig. 8) em mudas inoculadas com
Ab-V5 em sol pleno em relacéo as N.in na mesma luminosidade (SHARKEY; BERRY;
RASCHKE, 1985; YANG et al., 2016).

A eficiéncia intrinseca do uso da agua é definida como a razéo entre a
taxa liquida de assimilacdo de CO:2 e a condutancia estomatica ao vapor de agua e
esta relacionada com o controle estomatico (BACON, 2009). Assim, a maior EiUA em
mudas inoculadas em relagéo as N.in (Fig. 4C), indica que a associacdo com BPCP
pode favorecer a regulacdo estomatica ja que, segundo De Miguel et al. (2012) o
funcionamento estomatico esta fortemente relacionado com a EiUA. Além disso, a

associacdo com BPCP pode influenciar na condutancia mesofilica, uma vez que, de
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acordo com Flexas et al. (2013), o aumento na EiUA geralmente esta associado com
o0 aumento da difusdo de CO2 do mesofilo.

Em relag@o aos pigmentos fotossintéticos, mudas mantidas na sombra
apresentaram maior teor em relagdo as mudas mantidas em sol pleno (Fig. 5) assim
como em mudas de Caesalpinia ferrea que cresceram sob niveis de sombreamento
maiores que 40 %, sendo este um mecanismo que pode auxiliar na maximizacao da
captura da luz (LENHARD et al., 2013). Usualmente o teor de carotenoides é maior
em mudas mantidas no Sp em relagdo a Sb, porém nesse estudo, mudas em Sh
apresentaram maior teor de carotenoides que mudas na Sp (Fig. 5D). Gama (2013)
também encontrou maiores teores de carotenoides em condicfes de sombreamento
em Caesalpinia echinata assim como Lichtenthaler et al. (2007) para Acer
pseudoplatanus, Fagus sylvatica, Tilia cordata e Abies alba. Os Car, além de atuarem
na fotoprotecdo dissipando o excesso de energia no ciclo das xantofilas, séo
importantes pigmentos acessorios que otimizam o processo de absorcao de luz no
comprimento azul (400-500nm), complementando a funcéo de absorcéo ao longo do
processo fotossintético (SCHULZE; BECK; MULLER-HOHENSTEIN, 2005; SENGE et
al., 2014).

A inoculacéo néo influenciou no PSL (Tab. 2) e a diferenca entre mudas
em Sp e na Sh pode ser associada ao fato de gue mudas mantidas em Sp comumente
apresentam maior ETRmax € maior ativagdo de mecanismos dissipadores de energia,
como a dissipacdo do excesso de energia de excitacado na forma de calor (quenching
nao-fotoquimico, NPQ) fazendo com gue a intensidade luminosa necessaria para que
haja saturacdo do transporte de elétrons seja maior em Sp (Tab. 2). De modo que,
ativacdo dos mecanismos dissipadores de energia atue como uma das estratégias
gue reduzem a chance de mudas aclimatadas ao sol pleno sofrerem fotoinibic&o
(LAMBERS; CHAPIN; PONS, 2008).

A Asat CO2 aumentou em mudas inoculadas com Ab-V5 no sol pleno em
relacdo as mudas N.in possivelmente pelo fato de que a inoculagcdo pode ter
estimulado o aumento na proporcéo de parénquima palicadico em relacdo aos outros
tecidos (Tab. 2). Esse aumento no parénquima pali¢cadico resulta em maior quantidade
de proteinas relacionadas ao processo fotossintético, como por exemplo a Rubisco,
de modo que haja influéncia direta sobre a ETRmax € Asat CO2 (Tab. 2) (TERASHIMA
et al., 2006). O fato de que mudas N.in no sol pleno ndo diferiram das mudas N.in na

sombra e mudas inoculadas no sol pleno apresentaram maior ETRmax que 0S mesmos
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tratamentos na sombra, corroboram o hipétese de aumento no parénquima palicadico
0 que resultaria em maior quantidade de proteinas envolvidas no transporte
fotossintético de elétrons e consequentemente, maior ETRmax (Tab. 2) (TERASHIMA
et al., 2006). Ainda sobre a ETRmax, embora em mudas inoculadas na sombra tenha
sido menor que nas mudas N.in (Tab. 2) ndo houve reducéo na A (Fig. 4A), sugerindo
gue a inoculacao pode ter influenciado no direcionamento dos elétrons de modo a
manter a atividade da Rubisco, mesmo com menor quantidade de elétrons, além de

evitar o acumulo destes que pode ser prejudicial ao processo fotossintético.
6.2 ANALISES DE CRESCIMENTO

O aumento na area foliar em mudas inoculadas com ZK na sombra em
relagdo as N.in (Fig. 7A) foi encontrado também em Amarantus hypochondriacus uma
vez que, a inoculacdo com BPCP induziu aumento na area foliar em relacéo ao N.in
tanto em solos inférteis como em solos férteis (PARRA-COTA et al., 2014). Assim, é
possivel constatar que a inoculacdo com BPCP pode auxiliar o desenvolvimento
vegetal tanto em condic¢des favoraveis quanto em condi¢des desfavoraveis. As mudas
mantidas na sombra apresentaram maiores valores de AFE (Fig. 7B) assim como em
arbustos da espécie Cistus salvifolius L. mantidos em dois ambientes com irradiacdes
contrastantes (PUGLIELLI et al., 2017). Segundo Gratani (2014), o aumento na AFE
em plantas mantidas na sombra atua como uma estratégia para aumentar a eficiéncia
na captura da luz com menor investimento em biomassa. Além disso, a AFE é
considerada uma medida inversa de esclerofilia, ou seja, a menor AFE em mudas Sp
(Fig. 7B) indica maior esclerofilia possivelmente devido ao maior investimento em
compostos estruturais e quimicos tais como fibras, ligninas e compostos fendlicos,
devido a alta radiacdo luminosa (BOERGER; WISNIEWSKI, 2003; POORTER et al.
2004) GONGCALVES-ALVIM et al., 2006)

Os beneficios da associacdo de BPCP com C. estrellensis foi visto
também no DC ja que mudas inoculadas com ZK na Sb e Ab-V5 em Sp (Fig. 7C)
apresentaram maior DC que mudas N.in. Giassi; Kiritani; Kupper (2016) ao estudarem
a influéncia da associacao de Bacillus spp. e porta-enxertos de Citrus encontraram
maior valores para mudas inoculadas em relagdo as mudas néo inoculadas. Mudas
de pimenta (Capsicum annuum) inoculadas com estirpes de Bacillus apresentaram
aumento no DC entre 7,0-20,5% em relagcédo as plantas que néo foram inoculadas
(MIRIK; AYSAN; CINAR, 2008). Mudas com maior diametro de caule geralmente
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possuem maior quantidade de nutrientes e carboidratos armazenados, que Sao
prontamente disponibilizados para suprir a demanda das plantas até que o contato
entre raiz e solo seja reestabelecido (GROSSNICKLE, 2012; HAASE, 2008; JACOBS;
SALIFU; SEIFERT, 2005).

Chandra et al. (2018) observaram aumento na massa seca da parte
aérea e das raizes em milheto inoculado com BPCP em relacdo as nao inoculadas,
tanto em plantas sob estresse hidrico quanto em plantas ndo estressadas. Na
literatura, diversos estudos que abordam a influéncia da associacao de plantas com
BPCP envolvem espécies cultivadas (FERREIRA et al., 2018; HABIB et al., 2016;
NAILI et al, 2017; SINGH et al., 2017; TIMMUSK et al., 2017; VAISHNAV et al., 2015),
de modo que a melhoria na aquisicdo de nutrientes pode ser vista pelo aumento da
produtividade, como o incremento entre 7,4 e 15,4% na produtividade de milho
inoculado com A. brasilense (LANA et al., 2012).

Ja a reducdo no NFT em mudas inoculadas em relacdo as N.in na
sombra (Fig. 9) foi diferente do esperado visto o0 aumento promovido pela associacéo
com Ab-V5 Sp, porém essa reducéo pode ter contribuido para a ndo alteracao no teor
de pigmentos dessas plantas. Mudas inoculadas com Ab-V5 em sol pleno
apresentaram tendéncia ao aumento (Fig. 9) porém nao diferiram das N.in, sendo que
esse leve aumento pode estar diretamente relacionado ao fato de que bactérias do
género Azospirillum sdo capazes de fixar o N atmosférico, aumentando a quantidade
de N disponivel no solo para ser utilizado pelas plantas.

6.3 INDUCAO DE RESISTENCIA SISTEMICA

Mudas inoculadas com Ab-V5 apresentaram maior atividade da PAL que
mudas N.in e ZK (Fig. 10A) sendo que o aumento da atividade da PAL em resposta a
inoculacdo com BPCP tem sido relacionado com a elicitacdo da resisténcia sistémica
induzida (ISR) em varias espécies de plantas (PODILE; LAXMI, 1998; SUNAR et al.,
2015; VANITHA; NIRANJANA; UMESHA, 2009). Plantas de tomate provenientes de
sementes inoculadas com Bacillus subtilis CBR05 apresentaram aumento na atividade
das enzimas B-1,3-glucanase e PAL, ambas relacionadas a defesa vegetal, em
relacédo as sementes ndo inoculadas (CHANDRASEKARAN et al., 2017). A inoculacao
nao resultou em alteragdo na atividade da PPO em mudas de C. estrellensis (Fig.
10B). Contudo, a inoculagdo com B. amyloliguefaciens em raizes de tomateiro
produziu um aumento na atividade de PAL e PPO quando as plantas foram expostas
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a Ralstonia solanacearum (agente causador da murcha bacteriana) em relacdo ao
controle sem BPCP inoculado apenas com R. solanacearum (YADAV; SINGH;
KUMAR, 2017). Ja a maior atividade da PPO em mudas mantidas em Sp em relagéo
as mantidas na Sb (Fig. 10B) pode estar relacionada ao fato de que em Sp, h& maior
acumulo de compostos fendlicos, de modo que ha maior quantidade de substrato

disponivel para ser oxidado por essa enzima (CARETTO et al., 2015).
7. CONSIDERAC}@ES FINAIS

Em relag&o a inoculagéo com ZK, foram obtidos resultados significativos
como o aumento na concentracdo de pigmentos e na assimilacdo de CO2. Ja a
inoculagcdo com Ab-V5 resultou em otimizacdo do processo fotossintético, melhoria
nos parametros de crescimento bem como possivel inducéo de resisténcia sistémica,
evidenciada pelo aumento na atividade da PAL. Assim, é possivel concluir que a
inoculacdo com Ab-V5 em sol pleno é a melhor forma de cultivar C. estrellensis por
resultar em mudas mais aclimatadas as condicfes adversas e que apresentam
maiores chances de sobreviverem quando forem transplantadas para o campo,
reduzindo assim a necessidade de replantio de mudas.

Este trabalho foi o primeiro a estudar a influencia da associacdo de
BPCP com uma espécie arbérea neotropical mantida em viveiro, de modo que as
metodologias empregadas servem como uma base para a realizacdo de futuros

trabalhos com outras espécies arbdreas neotropicais cultivadas em viveiro.
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Apéndice - Resultados da analise de variancia de dois fatores (Luminosidade e

Inoculacdo) em mudas de Cariniana estrellensis.

» Luminosidade Inoculacéo Luminosidade X Inoculacéo
Variavel = o = 0 = 0
An=4 16,847 < 0,001 8,561 < 0,001 2,853 0,069
AF n=8 12,644 < 0,001 2,718 0,078 5,051 0,011
AFE n=8 9,253 0,004 2,699 0,079 1,045 0,36
Asat CO2n=4 38,425 < 0,001 1,036 0,375 9,714 0,001
Carn=4 44,678 < 0,001 9,431 0,001 2,356 0,123
Chlan=4 129,557 < 0,001 4,002 0,036 3,873 0,039
Chl b n=4 79,507 < 0,001 5,27 0,015 1,007 0,385
Chltotaln=4 | 125,957 < 0,001 4,758 0,022 3,116 0,069
CPA n=8 25,597 < 0,001 3,263 0,048 1,938 0,157
DC n=8 2,778 0,103 8,009 0,001 8,924 0,006
EiUA n=4 1521,54 < 0,001 8,01 0,003 1,84 0,187
ETRmax n=4 23,108 < 0,001 20,98 < 0,001 18,621 < 0,001
FJ/Fm n=4 31,92 < 0,001 29,55 < 0,001 9,82 0,001
Gs n=4 389,53 < 0,001 7,484 0,001 12,617 < 0,001
Jn=4 1,678 0,211 12,084 0,005 2,851 0,084
MSC n=8 56,697 < 0,001 6,725 0,003 12,211 < 0,001
MSF N=8 50,287 < 0,001 1,915 0,156 19,231 < 0,001
MSR n=8 22,095 < 0,001 7,111 0,002 0,996 0,378
MST n=8 69,588 <0,001 | 12,171 < 0,001 7,21 0,002
NFT n=4 156,153 < 0,001 51 0,017 35,125 < 0,001
PAL n=4 0,211 0,652 5,27 0,016 0,818 0,457
PPO n=4 21,737 < 0,001 1,306 0,295 0,405 0,673
PSL n=4 100,739 <0,001 2,043 0,158 0,0855 0,918
TPU n=3 13,14 0,003 4,656 0,032 3,54 0,062
Vemax =4 3,352 0,033 11,016 < 0,001 3,949 0,04

Valores significativos de p estdo em negrito (p < 0,05).

A: taxa de assimilacéo liquida de COz; AF: area foliar; AFE: area foliar especifica; Asat
CO2: taxa fotossintética liquida saturada de COz2; Car: carotenoides; Chl a: clorcfila a;
Chl b: clorofila b; Chl total : clorofilas totais; CPA: comprimento da parte aérea; DC:
diametro do caule; EiUA: eficiéncia intrinseca no uso da agua; ETRmax: velocidade
maxima de transporte de elétrons; F./Fm: eficiéncia maxima do fotossistema II; gs:
condutancia estomatica; J: taxa de transporte de elétrons fotossintéticos; MSC: massa
seca do caule; MSF: massa seca das folhas; MSR: massa seca de raiz; MST: massa
seca total; NFT: nitrogénio foliar total; PAL: fenilalanina aménia liase; PPO: polifenol
oxidase; PSL: ponto de saturacdo luminoso; TPU: uso de trioses fosfato; Vemax: taxa
maxima de carboxilacdo de Rubisco.





