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TIEPO, Angélica Nunes. Efeitos da associacdo de bactérias promotoras do crescimento
em mudas de Trema micrantha (L.) Blume (Cannabaceae) e Cariniana estrellensis
(Raddi) Kuntze (Lecythidaceae), sob condicBes de déficit hidrico no solo. 2017. 67 f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Bioldgicas) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2017.

RESUMO

Inoculantes contendo bactérias promotoras de crescimento em plantas (BPCP) sdo uma
alternativa para um manejo sustentavel de ecossistemas e podem promover maiores sucessos
na aclimatacdo de mudas de espécies arboreas a fatores abiodticos. O presente estudo teve
como objetivo avaliar o efeito da inoculagdo de quatro espécies de bactérias (Azospirillum
brasilense - Ab-V5, Methylobacterium komagatae - ZM, Azomonas sp. ¢ Azorhizophillus sp.)
sobre o metabolismo e o crescimento de raizes e folhas de mudas das espécies arboreas
neotropicais Trema micrantha e Cariniana estrellensis, sob condi¢des de déficit hidrico (DH)
no solo. E ainda, contribuir para o desenvolvimento de ferramentas biotecnologicas que
auxiliem na producdo de mudas mais tolerantes, e que possam ser utilizadas na recuperagao
de areas onde ha falta de 4gua decorrente de eventos de desmatamento. Foram avaliados o
status hidrico, crescimento, trocas gasosas, metabolismo do carbono e do nitrogénio e
protecdo contra os danos causados pelo estresse oxidativo das mudas. T. micrantha
apresentou aumento no potencial de agua quando inoculada com Azorhizophillus sp. e C.
estrellensis quando inoculada com Azomonas sp. Redugao de prolina foi observada em mudas
de T. micrantha inoculadas com Ab-V5, Azomonas sp. e Azorhizophillus sp., indicando maior
capacidade de ajuste osmotico nessas condigdes. A massa seca da raiz e da parte aérea nao
diferiram em ambas as espécies vegetais quando inoculadas com ZM ¢ Azorhizophillus sp, o
que indica maior compatibilidade entre BPCP-planta favorecendo a manuten¢ao da biomassa
sob estresse. As trocas gasosas mostraram maior atividade nas mudas de ambas espécies
associadas com Ab-V5, representada por maior eficiéncia instantdnea de carboxilagdo. O
menor dano causado pelo estresse oxidativo foi observada apenas em T. micrantha quando
inoculada com ZM, devido a reducdo do conteido de perdxido de hidrogénio e da
peroxidacgdo lipidica. Ainda, mudas inoculadas com ZM apresentaram maior atividade da
enzima nitrato redutase em ambas espécies. Em suma, multiplos mecanismos sdo
desenvolvidos no processo de tolerdncia ao DH no solo. E a inoculagdo 2 das BPCP as mudas
de espécies arboreas favorece a ativagdo de processos metabolicos que levam a melhor
qualidade fisiologica e ao aumento da tolerancia ao DH em mudas de T. micrantha e C.
estrellensis. Esses processos favorecem o aumento do potencial de sobrevivéncia dessas
mudas quando submetidas a situacdo de desafio. Em especial, para a espécie pioneira (T.
micrantha), a melhor resposta em relagdo ao DH foi observada quando as mudas foram
inoculadas com ZM, enquanto na espécie ndo pioneira (C. estrellensis) esses dados foram
obtidos quando as mudas foram inoculadas com ZM e Ab-V5. Esses dados corroboram a
evidéncia de compatibilidade entre as BPCP e essas espécies vegetais, e indicam quais
espécies de bactérias poderiam ser usadas em trabalhos futuros associadas com essas espécies
arboreas, visando a melhor qualidade de mudas quando submetidas a condi¢des de desafio,
como o transplantio para o campo.

Palavras-chave: Ecofisiologia. Espécie arborea neotropical. Interagao plantamicrorganismo.
Mata atlantica. Seca.



TIEPO, Angélica Nunes. Growth promoting bacteria association effects on Trema
micrantha (L.) Blume (Cannabaceae) and Cariniana estrellensis (Raddi) Kuntze
(Lecythidaceae) seedlings, under water deficit in the soil. 2017. 67 p. Dissertation
(Master’s degree in Biological Sciences) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina,
2017.

ABSTRACT

Inoculants containing plant growth promoting bacteria (PGPB) are tools for sustainable
management that may improve the successe in the acclimation of seedlings to abiotic factors.
This study aimed to evaluate the inoculation of four bacterium species (Azospirillum
brasilense - Ab-V5, Methylobacterium komagatae - ZM, Azomonas sp and Azorhizophillus
sp.) on root and leaf metabolism of neotropical tree species Trema micrantha and Cariniana
estrellensis, under drought conditions in soil (WD). Also, to contribute to the development of
biotechnological tools that aid in the production of more tolerant seedlings, and that can be
used in the recovery of areas where there is drought due to deforestation events. Water status,
growth, gas exchange, carbon and nitrogen metabolism, and protection against oxidative
stress were evaluated. T. micrantha showed an increase in water potential when inoculated
with Azorhizophillus sp. and C. estrellensis when inoculated with Azomonas sp. Proline
reduction was observed in T. micrantha seedlings inoculated with Ab-V5, Azomonas sp. and
Azorhizophillus sp., indicating increase in osmotic adjustment capacity in these conditions.
Root and shoot dry weights did not differ in both species when inoculated with ZM and
Azorhizophillus sp, indicating higher compatibility between PGPB-plant favoring biomass
maintenance. The gas exchange metabolism showed higher activity in seedlings of both
species inoculated with Ab-V5, as indicated by higher instantaneous carboxylation efficiency.
The smallest oxidative stress damage was observed only in T. micrantha when inoculated
with ZM, it was due to the reduction of hydrogen peroxide content and lipid peroxidation.
Seedlings inoculated with ZM showed increase in nitrate reductase activity in both species.
Multiple mechanisms are developed in the process of drought tolerance. The PGPB
association with the tree seedlings favors the activation of metabolic processes that enhanced
the physiological quality and increased tolerance to drought in Trema micrantha and
Cariniana estrellensis seedlings. These processes increased the survival of these seedlings
when submitted to challenging situations. For the pioneer specie (T. micrantha), the best
response to drought was observed when the seedlings were inoculated with ZM, whereas in
the non-pioneer specie (C. estrellensis), 4 these data were obtained when the seedlings were
inoculated with ZM and Ab-V5. These data corroborate the compatibility evidence in PGPB-
plant, and indicate which bacterium species could be used in futures studies associated with
these tree species, aiming higher quality of these seedlings when submitted to challenging
conditions, such as transplanting to the field.

Keywords: Atlantic ~ forest. Drought.  Ecophysiology. Neotropical tree  species.
Plantmicroorganism interaction.
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Tabela 1 - Variaveis morfologicas de mudas de Trema micrantha e Cariniana
estrellensis inoculadas com quatro espécies de bactérias (ZM, Ab-VS5,
Azomonas sp. E Azorhizophillus sp.) e mantidas no solo em capacidade de
campo (CC) ou submetidas ao déficit hidrico moderado (DH) durante 30
dias. Os valores sdo médias + erros-padrdo (n=8). Letras maitsculas
comparam os tratamentos mantidos em CC, e letras minuasculas
comparam os tratamentos mantidos em DH. O asterisco estd presente
quando ha diferenga em um mesmo tratamento entre CC e DH. Letras

iguais ndo diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05) coeeeiieeiieiiiniieceeeeeee
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Assimilacdo de compostos nitrogenados em plantas. NOs -: Nitrato; NR:
Nitrato Redutase; NO2 -: Nitrito; NiR: Nitrito Redutase; Fdred:
Ferredoxina reduzida; Fdox: Ferredoxina oxidada; NH4 +: Amodnio; GS:
Glutamina Sintetase; Pi: Fosfato Inorganico; GOGAT: Glutamina:2-

oxo-glutarato aminotransferase; AspAT: Aspartato Aminotransferase.

Modificado de Taiz € Zeiger (2013) .o..eveiieiieeiieiieeieeee e

Espécies vegetais utilizadas nos experimentos montados em casa de
vegetacdo. A: Trema micrantha. B: Cariniana estrellensis. C: Individuo
de T. micrantha mantido em CC. D. Individuo de T. micrantha
submetido ao DH. E. Individuo de C. estrellensis mantido em CC. F:

Individuo de C. estrellensis submetido ao DH. As barras equivalem a

Potencial de agua em folhas de Trema micrantha (A) e Cariniana
estrellensis (B) inoculadas com quatro espécies de bactérias (Ab-VS5,
ZM, Azomonas sp. e Azorhizophillus sp.) ¢ mantidas no solo na
capacidade de campo (CC) ou submetidas ao déficit hidrico moderado
(DH) durante 30 dias. Colunas hachuradas correspondem as plantas em
CC e colunas sombreadas correspondem as plantas em DH. Barras em
cima das colunas correspondem ao erro padrio (n=4). Letras
maiusculas comparam os tratamentos mantidos em CC, e letras
minUsculas comparam os tratamentos mantidos em DH. O asterisco esta

presente quando ha diferenca em um mesmo tratamento entre CC e DH.

Letras iguais nao diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05) .c..eevveeciierieereennnn.

Contetido de prolina em folhas de Trema micrantha (A) e Cariniana
estrellensis (B) inoculadas com quatro espécies de bactérias (Ab-V35,
ZM, Azomonas sp. e Azorhizophillus sp.) ¢ mantidas no solo na
capacidade de campo (CC) ou submetidas ao déficit hidrico moderado
(DH) durante 30 dias. Colunas hachuradas correspondem as plantas em
CC e colunas sombreadas correspondem as plantas em DH. Barras em
cima das colunas correspondem ao erro padrio (n=4). Letras
mailsculas comparam os tratamentos mantidos em CC, e letras

minusculas comparam os tratamentos mantidos em DH. O asterisco esta
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presente quando hé diferenga em um mesmo tratamento entre CC e DH.

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

Trocas gasosas em mudas de Trema micrantha (A, C, E) e Cariniana
estrellensis (B, D, F) inoculadas com quatro espécies de bactérias (Ab-
V5, ZM, Azomonas sp. ¢ Azorhizophillus sp.) e mantidas no solo na
capacidade de campo (CC) ou submetidas ao déficit hidrico moderado
(DH) durante 30 dias. A e B: Taxa fotossintética liquida. C e D:
Condutancia estomatica. E ¢ F: Eficiéncia instantanea de carboxilagao.
Colunas hachuradas correspondem as plantas em CC e colunas
sombreadas correspondem as plantas em DH. Barras em cima das
colunas correspondem ao erro padrio (n=8). Letras maiusculas
comparam os tratamentos mantidos em CC, e letras minusculas
comparam os tratamentos mantidos em DH. O asterisco estd presente

quando ha diferenca em um mesmo tratamento entre CC ¢ DH. Letras

iguais nao diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05) .ccveeviiiiiiniiniiieie

Agucares soluveis totais (AST) em folhas ¢ raizes de Trema micrantha
(A e B) e Cariniana estrellensis (C e D) inoculadas com quatro
espécies de bactérias (Ab- V5, ZM, Azomonas sp. ¢ Azorhizophillus sp.)
e mantidas no solo na capacidade de campo (CC) ou submetidas ao
déficit hidrico moderado (DH) durante 30 dias. Colunas hachuradas
correspondem as plantas em CC e colunas sombreadas correspondem as
plantas em DH. Barras em cima das colunas correspondem ao erro
padrdo (n=4). Letras maitsculas comparam os tratamentos mantidos em
CC, e letras mintisculas comparam os tratamentos mantidos em DH. O
asterisco estd presente quando ha diferenga em um mesmo tratamento
entre CC e DH. Letras iguais nao diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05)
Amido em folhas e raizes de Trema micrantha (A ¢ B) e Cariniana
estrellensis (C e D) inoculadas com quatro espécies de bactérias (Ab-
V5, ZM, Azomonas sp. ¢ Azorhizophillus sp.) e mantidas no solo na
capacidade de campo (CC) ou submetidas ao déficit hidrico moderado
(DH) durante 30 dias. Colunas hachuradas correspondem as plantas em
CC e colunas sombreadas correspondem as plantas em DH. Barras em
cima das colunas correspondem ao erro padrio (n=4). Letras

maiusculas comparam os tratamentos mantidos em CC, e letras
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Figura9 -

Figura 10 -

minusculas comparam os tratamentos mantidos em DH. O asterisco esta
presente quando ha diferenca em um mesmo tratamento entre CC e DH.
Letras iguais ndo diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05)41

Avaliacdo do dano oxidativo em folhas de Trema micrantha (A e C) ¢
Cariniana estrellensis (B ¢ D) inoculadas com quatro espécies de
bactérias (Ab-V5, ZM, Azomonas sp. ¢ Azorhizophillus sp.) e mantidas
no solo na capacidade de campo (CC) ou submetidas ao déficit hidrico
moderado (DH) durante 30 dias. A e B: Peroxidagao lipidica. C e D:
Peroxido de hidrogénio. Colunas hachuradas correspondem as plantas
em CC e colunas sombreadas correspondem as plantas em DH. Barras
em cima das colunas correspondem ao erro padrio (n=4). Letras
maiusculas comparam os tratamentos mantidos em CC, e letras
minusculas comparam os tratamentos mantidos em DH. O asterisco esta

presente quando hé diferenga em um mesmo tratamento entre CC e DH.

Letras iguais ndo diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05) ....covveriiieniininnnenne

Atividade da enzima nitrato redutase (NR) em folhas e raizes de Trema
micrantha (A e B) e Cariniana estrellensis (C e D) inoculadas com
quatro espécies de bactérias (Ab-V5, ZM, Azomonas sp. ¢
Azorhizophillus sp.) e mantidas no solo na capacidade de campo (CC)
ou submetidas ao déficit hidrico moderado (DH) durante 30 dias.
Colunas hachuradas correspondem as plantas em CC e colunas
sombreadas correspondem as plantas em DH. Barras em cima das
colunas correspondem ao erro padrio (n=4). Letras maiasculas
comparam os tratamentos mantidos em CC, e letras minusculas
comparam os tratamentos mantidos em DH. O asterisco estd presente

quando ha diferenca em um mesmo tratamento entre CC ¢ DH. Letras

iguais nao diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05) .ccceieiiiiiiiiieiiieiiecieeee

Concentracdo de nitrato em folhas e raizes de Trema micrantha (A e B)
e Cariniana estrellensis (C ¢ D) inoculadas com quatro espécies de
bactérias (Ab-V5, ZM, Azomonas sp. e Azorhizophillus sp.) e mantidas
no solo na capacidade de campo (CC) ou submetidas ao déficit hidrico
moderado (DH) durante 30 dias. Colunas hachuradas correspondem as
plantas em CC e colunas sombreadas correspondem as plantas em DH.

Barras em cima das colunas correspondem ao erro padrdao (n=4). Letras
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maiusculas comparam os tratamentos mantidos em CC, e letras
minusculas comparam os tratamentos mantidos em DH. O asterisco esta

presente quando ha diferenga em um mesmo tratamento entre CC e DH.

Letras iguais ndo diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05) .ccccoveviriieneennens

Concentragdo de amoénio em folhas e raizes de Trema micrantha (A e
B) ¢ Cariniana estrellensis (C e D) inoculadas com quatro espécies de
bactérias (Ab-V5, ZM, Azomonas sp. e Azorhizophillus sp.) e mantidas
no solo na capacidade de campo (CC) ou submetidas ao déficit hidrico
moderado (DH) durante 30 dias durante 30 dias. Colunas hachuradas
correspondem as plantas em CC e colunas sombreadas correspondem as
plantas em DH. Barras em cima das colunas correspondem ao erro
padrdo (n=4). Letras maitsculas comparam os tratamentos mantidos em
CC, e letras minusculas comparam os tratamentos mantidos em DH. O
asterisco esta presente quando ha diferenca em um mesmo tratamento
entre CC e DH. Letras iguais nao diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05)
Concentracdo de aminoacidos em folhas e raizes de Trema micrantha
(A e B) e Cariniana estrellensis (C e D) inoculadas com quatro
espécies de bactérias (Ab- V5, ZM, Azomonas sp. ¢ Azorhizophillus sp.)
e mantidas no solo na capacidade de campo (CC) ou submetidas ao
déficit hidrico moderado (DH) durante 30 dias. Colunas hachuradas
correspondem as plantas em CC e colunas sombreadas correspondem as
plantas em DH. Barras em cima das colunas correspondem ao erro
padrdo (n=4). Letras maitsculas comparam os tratamentos mantidos em
CC, e letras mintisculas comparam os tratamentos mantidos em DH. O
asterisco estd presente quando ha diferenga em um mesmo tratamento
entre CC e DH. Letras iguais nao diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05)
Concentragdo de proteina em folhas e raizes de Trema micrantha (A e
B) e Cariniana estrellensis (C e D) inoculadas com quatro espécies de
bactérias (Ab-V5, ZM, Azomonas sp. e Azorhizophillus sp.) e mantidas
no solo na capacidade de campo (CC) ou submetidas ao déficit hidrico
moderado (DH) durante 30 dias. Colunas hachuradas correspondem as
plantas em CC e colunas sombreadas correspondem as plantas em DH.
Barras em cima das colunas correspondem ao erro padrao (n=4). Letras

maiusculas comparam os tratamentos mantidos em CC, e letras
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minusculas comparam os tratamentos mantidos em DH. O asterisco esta

presente quando hé diferenga em um mesmo tratamento entre CC e DH.

Letras iguais ndo diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05) ....covieeiiieiiinieeienne

indice de Resposta de Biomarcador Integrado (IBRv2) em mudas de
Trema micrantha baseado nas analises a seguir: A: Proteinas folha. B:
Proteinas raiz. C: Amonio folha. D: Amonio raiz. E: Nitrato folha. F:
Nitrato raiz. G: Peroxidacdo lipidica (TBARS). H: Peroxido de
Hidrogénio. I: Prolina. J: Amido folha. K: Amido raiz. L: Atividade da
enzima nitrato redutase folha. M: Atividade da enzima nitrato redutase
raiz. N: Potencial de agua (yw). O: Taxa fotossintética liquida (A). P:
Massa seca da parte aérea. Q: Massa seca da raiz. Os resultados sdo
apresentados em relacdo aos resultados basais (linha tracejada). A area
acima de 0 indica aumento em relagdo ao controle, a area abaixo de 0

indica reducdo em relagdo ao controle. Andlises realizadas para as

mudas submetidas a0 dEfiCit RIATICO c.ovvveemneeee e

indice de Resposta de Biomarcador Integrado (IBRv2) em mudas de
Cariniana estrellensis baseado nas analises a seguir: A: Proteinas folha.
B: Proteinas raiz. C: Amoénio folha. D: Amonio raiz. E: Nitrato folha.
F: Nitrato raiz. G: Peroxidacdo lipidica (TBARS). H: Perdxido de
Hidrogénio. I: Prolina. J: Amido folha. K: Amido raiz. L: Atividade da
enzima nitrato redutase folha. M: Atividade da enzima nitrato redutase
raiz. N: Potencial de agua (yw). O: Taxa fotossintética liquida (A). P:
Massa seca da parte aérea. Q: Massa seca da raiz. Os resultados sdo
apresentados em relacdo aos resultados basais (linha tracejada). A area
acima de 0 indica aumento em relacdo ao controle, a area abaixo de 0

indica reducdo em relagdo ao controle. Andlises realizadas para as

mudas submetidas a0 dEfiCit RIATICO «.ovvveemneeee e
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1. INTRODUCAO GERAL

1.1 Uso de Espécies Arbéreas Neotropicais para Recuperacio de Areas
Degradadas e Reflorestamento

As florestas s3o o mais importante componente dos ecossistemas tropicais
devido ao seu papel no ciclo do Carbono, reduzindo a concentragio de CO: na
atmosfera por atuarem como sumidouro desse gas e produzirem uma fonte de biomassa
¢ bioenergia neutras; além de serem indispensaveis na preservacgdo do pool génico. No
entanto, nas ultimas décadas uma vasta destruicdo das florestas tem sido observada
levando a uma reducdo no niimero de espécies € a um incremento no aquecimento
global (Favaretto et al. 2011).

O Bioma Mata Atlantica compreende a segunda maior floresta pluvial
tropical do continente americano, ¢ um dos 25 hotspots mundiais da biodiversidade.
Este bioma abriga apenas 7,5% de sua vegetacdo primdria, correspondendo a
aproximadamente oito mil espécies de plantas endémicas, das quais algumas estdo
ameagadas de extincao (Myers et al. 2000; Tabarelli et al. 2005). E esses remanescentes
encontram-se na forma de pequenos fragmentos, altamente perturbados e isolados
(Viana e Pinheiro 1998). E mesmo com um consideravel nimero de dareas de
preservagao integral presentes neste Bioma, estas sdo insuficientes e o sistema encontra-
se longe de ser adequado (Tabarelli et al. 2005), sendo crescente a preocupacdo em
relagcdo a conservacao e recuperagcdao da Mata Atlantica.

As condigdes microclimaticas em ambientes com florestas maduras diferem
consideravelmente das encontradas em ambientes desflorestados; nestes ha declinio do
conteudo de dgua do solo, incremento do déficit de pressdo de vapor e alta intensidade
luminosa. Esses fatores abidticos levam a reducdo da pressdo de turgor das células-
guarda e consequente fechamento estomatico, reduzindo a assimilagdo de CO» pelas
plantas. Tais respostas dificultam o crescimento e a sobrevivéncia das mudas apds o
transplantio, havendo a necessidade de se produzir mudas que tenham caracteristicas
ecofisiologicas que favorecam o seu estabelecimento no campo (Mattsson 1996).

Uma das alternativas que aumenta a tolerancia das mudas a estresses
ambientais € o processo de rustificagdo em viveiros, no qual as mudas sdo expostas a
condi¢des adversas por longos periodos; com notavel capacidade de algumas espécies

de plantas alterarem sua estrutura e fisiologia (Craven et al. 2011). Essa fase de



rustificagdo ¢ de grande importancia, pois permite a aclimatagdo das mudas as
condi¢des ambientais semelhantes as encontradas no campo (D’avila et al. 2011),
possibilitando seu melhor desenvolvimento e estabelecimento apods o transplantio.

Entre as alteracOes, ocorre aumento do numero de tricomas, ceras
epicuticulares espessas, aumento da concentracdo de pigmentos fotoprotetores que
podem reduzir o dano ao aparelho fotossintético, incremento das taxas de fotossintese,
condutancia estomatica, transpiragdo, como observado em mudas de Aegiphila
integrifolia, Ceiba speciosa, Cecropia pachyatachya, Guazuma ulmifolia e Heliocarpus
popayanensis desenvolvidas sob sol pleno (Calzavara et al. 2015; Mazzanatti et al.
2015). Além disso, essas situagdes ambientais adversas podem aumentar a capacidade
de armazenamento de carboidratos na parte aérea e ainda a distribui¢do de biomassa
para as raizes o que contribui para a absorcdo de dgua e nutrientes (Calzavara et al.
2015).

As espécies arboreas que sdo utilizadas em programas de recuperacdo de
areas degradadas e reflorestamento podem ser classificadas de acordo com o grupo
sucessional ao qual pertencem. Em geral, nas florestas tropicais a forma de aquisi¢cao do
nitrogénio e a tolerdncia das plantas ao sombreamento sdo os parametros
frequentemente avaliados para distinguir as espécies arbdreas pioneiras € ndo-pioneiras
(Aidar et al. 2003; Favaretto et al. 2011).

As espécies pioneiras sdo caracterizadas pela elevada assimilacdo de nitrato
(NOs3") na parte aérea devido a alta atividade da enzima Nitrato Redutase nas folhas; por
outro lado, as espécies nao-pioneiras apresentam maiores taxas de assimilagdo do N nas
raizes com uma preferéncia pelo amonio (NHs") (Aidar et al. 2003). As espécies
pioneiras compdem areas de clareiras e bordas de florestas, estes locais apresentam uma
elevada disponibilidade de luz, fato que favorece a assimilagdo de NO3™ nas folhas uma
vez que a energia necessaria para essa rota metabolica ¢ oriunda do transporte de
elétrons da fotossintese (Smirnoff e Stewart 1985). Todavia, espécies nao-pioneiras
encontram-se em ambientes sombreados; assim, devido a limitagdo de energia
luminosa, torna-se mais eficiente para o metabolismo dessas espécies a assimilagdo do
NH4" (Aidar et al. 2003).

A diferenciagdo das espécies em grupos sucessionais baseada na tolerancia
ao sombreamento ¢ referente a tragos foliares como capacidade fotossintética, tolerancia
a fotoinibi¢do e ao estresse oxidativo; assim, espécies pioneiras tendem a ter maiores

taxas fotossintéticas, maior acimulo de biomassa e menor acimulo de carotendides. As



espécies ndo-pioneiras sao mais vulneraveis a fotoinibigado, isto se deve ao fato de que
as folhas dessas espécies apresentam maior concentracdo de clorofila, maior capacidade
de captura de luz devido as caracteristicas do complexo antena do fotossistema II (FSII),
e menor ponto de saturacao luminoso que € decorrente da menor quantidade de enzimas
do metabolismo fotossintético, como a Rubisco (Favaretto et al. 2011).

As espécies arboreas utilizadas no presente estudo pertencem a dois grupos
sucessionais: Trema micrantha (L.) Blume, intolerante a sombra ¢ encontrada nos
estagios iniciais da sucessao (pioneira), conhecida popularmente como Canditva. E
Cariniana estrellensis (Raddi) Kuntze, tolerante a sombra e encontrada em estagios
mais tardios da sucessdo (ndo-pioneira), conhecida popularmente como Jequitiba-
branco. Trema micrantha possui importancia ecologica, uma vez que seus frutos podem
servir de alimento para a avifauna e suas flores sdo visitadas por abelhas (Amorim et al.
2006; Lorenzi 2002). E ainda importante ressaltar que o uso desta espécie é
recomendada em programas de plantios florestais, restaura¢do de areas degradadas e de
matas ciliares (AMORIM et al., 2006). Pode ser encontrada em todos os estados
brasileiros e prospera na maioria dos habitats, exceto aqueles muito umidos e
sombreados (Lorenzi 2002). Cariniana estrellensis esta restrita aos estados do Acre,
Bahia, Goids, Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parana e Santa
Catarina; assim € encontrada na Floresta Ombroéfila, Semidecidual, Mata Atlantica e
Cerrado; é importante uma vez que suas sementes sao consumidas por macacos, sendo

indispensaveis nos reflorestamentos e para manejo de fauna e flora (Lorenzi 2002).

1.2 Tolerancia das Plantas ao Déficit Hidrico

As respostas das plantas a situagdes de déficit hidrico variam de acordo com
diversos fatores que influenciam direta ou indiretamente a sobrevivéncia das espécies
vegetais; deste modo, ndo existe uma variavel fisioloégica que sozinha seja capaz de
indicar a tolerancia das plantas a seca (Nascimento et al. 2011). Os desmatamentos
podem ter sido, em parte, responsaveis por eventos de seca recorrentes nas ultimas
décadas, sendo necessario o uso de plantas mais tolerantes a seca nos programas de
restauracdo. Diante disso, conhecer e compreender a tolerancia das plantas ao déficit

hidrico ¢ de importancia ecologica, fisiologica e agrondmica; podendo ocorrer devido a

mecanismos que sao expressos isoladamente ou em conjunto, e que possivelmente



levam a reducgdo dos possiveis efeitos causados pela exposi¢ao a seca (Nepomuceno et
al. 2001; Chaves et al. 2003).

Dentre as estratégias que aumentam a tolerdncia das plantas ao déficit
hidrico estd o desenvolvimento de estruturas funcionais tais como: raizes que
possibilitam a maior area de absor¢ao no solo, cuticula bem desenvolvida nas folhas e
maior quantidade de estdbmatos menores que auxiliam no controle da perda de 4gua. Ha
ainda, plantas que escapam da seca reproduzindo-se antes do periodo seco (Alvim
1985), outras evitam a desidratagdo protelando seus efeitos por meio do
desenvolvimento de raizes profundas ou de tecidos de aciimulo de dgua (Ingrouille
1992). Independente das estratégias utilizadas, durante periodos de déficit hidrico
muitas mudangas ocorrem no metabolismo vegetal, evidenciando que a tolerancia ao
déficit hidrico ¢ uma caracteristica multigénica (Nepomuceno et al. 2001).

Uma das respostas fisiologicas em situacdes de déficit hidrico é o ajuste
osmotico; este ocorre por meio do acimulo de solutos osmoticamente ativos em
resposta a condi¢des de baixa disponibilidade hidrica no solo, resultando na reducao do
potencial osmdtico e consequentemente do potencial de agua das células, essencial para
a manuten¢do da absor¢do de dgua de solos pouco hidratados e consequentemente do
turgor celular. Esta manutengdo do turgor ¢ imprescindivel para a manutencdo dos
processos de expansdo celular (Chaves-Filho e Stacciarinl-Seraphin 2001), sugerindo
que o ajuste osmotico aumenta a tolerancia ao déficit hidrico (Bianchi et al. 2005).

A sintese e o acumulo de aglcares soluveis também tém sido relatados
como importantes agentes na prote¢do contra os possiveis danos gerados pelo déficit
hidrico. Estudos relatam sua importdncia no ajuste osmodtico, uma vez que
proporcionam uma rapida reducdo do potencial de agua das células favorecendo o
gradiente decrescente de potencial de agua entre o solo e a planta (Pimentel 1999;
Chaves-Filho e Stacciarinl-Seraphin 2001).

O acumulo do aminodacido prolina nas células também ¢ uma resposta das
plantas a situagdes de déficit hidrico e ocorre devido ao aumento do fluxo de glutamato,
o qual ¢ metabolizado pela enzima Pirrolina-5-Carboxilato Sintetase (P5CS) que regula
a taxa de sintese de prolina (Hare et al. 1998). Esta enzima ¢ sintetizada em maior
quantidade quando h4a um decréscimo no potencial osmético do citoplasma, levando a
um consequente aumento na formacdo de prolina, um soluto osmoticamente ativo e
compativel com o metabolismo celular (Nepomuceno et al. 2001). Além disso, a prolina

tem agdo protetora contra danos na membrana celular e também contra a desnaturago



de proteinas durante o déficit hidrico. Este aminoacido ainda pode atuar como receptor
de elétrons de equivalentes redutores das células (NADPH) por meio da PSCS e da P5C
redutase, auxiliando assim na manutengdo do equilibrio do potencial redox celular; e
deste modo, reduzindo possiveis danos oxidativos dos fotossistemas e consequente
fotoinibi¢do (Ruiz-Sanchez et al. 2011; Hare et al. 1998; Sofo et al. 2004).

O déficit hidrico também pode levar a alteragdes no metabolismo
fotossintético, por exemplo, a reducdo da condutancia estomatica, da transpira¢do e da
taxa fotossintética como relatado por Melo et al. (2007). Embora o aparelho
fotossintético ndo seja prejudicado durante o déficit hidrico moderado; o funcionamento
deste ocorre em conjunto com a fotorrespiracdo, havendo reducdo da atividade de
enzimas relacionadas a assimilacdo de CO> (Melo et al. 2007). Portanto, a reducdo da
taxa fotossintética liquida esta relacionada com a reducao da condutancia estomatica e
da concentragdo intracelular de CO,, além de mudangas na anatomia foliar, por
exemplo, aumento na espessura foliar e células mais densas no parénquima clorofiliano
reduzindo o espago intercelular e assim aumentando a resisténcia a difusdo do CO
(Chartzoulakis et al. 2002). Estratégias observadas nas gramineas Setaria anceps e
Paspalum paniculatum, em que houve redugdo no tamanho dos estomatos associado ao
aumento da densidade estomatica, possibilitam reduzir a perda de dgua sem afetar o
aporte de CO; para a fotossintese (Melo et al. 2007).

Estresses ambientais também resultam na producgdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) em plantas, e o aumento da tolerancia estd relacionado, além do
acumulo de solutos compativeis, a sintese de componentes antioxidantes. De acordo
com a toxicidade das ERO, as espécies vegetais necessitam de mecanismos de
desintoxicacdo adequados que proporcionem a rapida remocdo desses componentes
evitando possiveis danos aos sistemas bioldgicos das plantas (Ruiz-Sanchez et al. 2011).

Processos metabolicos dependentes de oxigé€nio como a respiragdo aerobia
(nas mitocondrias), fotossintese (nos cloroplastos) e fotorrespira¢ao (especialmente nos
peroxissomos) (Barbosa et al. 2014) levam a sintese de ERO geradas a partir de reagdes
redox. Neste processo, 0 Oz pode receber elétrons ou energia de excitagdo eletronica, de
modo que sdo formados oxigénio singleto ('), 4nion superéxido (O2), radical
hidroxila (OH) e peroxido de hidrogénio (H20:z), sendo o primeiro relatado como o
principal causador da peroxidacao lipidica nos cloroplastos (Triantaphylidés e Havaux,
2009). A geracao de Oz nos cloroplastos pode ser induzida pela baixa concentragdo de

COz, ocasionada pelo fechamento estomatico em razao de situagdes de déficit hidrico
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(Dabrowska et al. 2007). A limita¢ao da assimilagao de CO> no ciclo de Calvin leva a
um excesso de NADPH; nestas condi¢cdes o elétron da ferredoxina reduzida ¢é
transferido para o O formando o anion superéxido (O2’); o qual também ¢ formado nos

peroxissomos, citosol e apoplasto (Ahmad et al. 2008).

1.3 Associacido de Plantas com Bactérias Promotoras do Crescimento

Alternativas que melhorem a germinagdo das sementes e o crescimento das
plantas e minimizem os danos causados por estresses abiodticos sao fundamentais para a
obten¢do de mudas de melhor qualidade e para a redugdo do custo de produgdo. Neste
sentido, o estudo das relagdes ecologicas naturais existentes entre a microbiota do solo e
as plantas constitui uma ferramenta biotecnologica importante para influenciar
positivamente o desenvolvimento inicial de espécies arboéreas neotropicais,
proporcionando a forma¢do de mudas com elevada qualidade fisioldgica e baixo custo
(econdmico e ambiental) de produgdo.

Dentre as estratégias que podem ser utilizadas para a obten¢do de mudas de
espécies arboreas de maior qualidade, encontra-se a inoculagdo com bactérias
promotoras do crescimento em plantas (BPCP). As BPCP correspondem a um grupo de
microrganismos benéficos com capacidade de colonizar o rizoplano (superficie
absorvente da raiz), a rizosfera (solo do entorno imediato da raiz) e at¢ mesmo os
tecidos internos da planta, onde disponibilizam nutrientes essenciais ou facilitam o seu
acesso pela planta, como também conferem maior tolerancia das plantas a estresses
bidticos e abidticos (Ortiz-Castro et al. 2009, Oliveira et al. 2014). Apesar de possuirem
potencial para minimizar os efeitos da degradagdo ambiental pela sua aplicacio em
programas de fitorremediagdo e de recuperagdo de areas degradadas e reflorestamento
(Bashan et al. 2012), poucos estudos envolvendo a utilizacio de BPCP em espécies
arboreas neotropicais no Brasil sdo disponiveis na literatura.

Os efeitos promotores de crescimento das BPCP podem ser atribuidos ao
fornecimento de nutrientes essenciais como nitrogénio (N), proveniente da fixagdo
bioldgica do nitrogénio (FBN) e da assimilagdo de N, fosforo (P), disponibilizado pela
solubilizacdo de fosfato do solo (H.POs e o HPO4*) como consequéncia da agdo de
acidos organicos que sdo sintetizados pelas BPCP (Ahemad e Kibret 2014), e o ferro,
que pode ser fornecido pela absor¢ao de compostos quelantes (sideréforos) também

produzidos pelas bactérias (Glick et al. 2012).
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As BPCP podem ainda modular os niveis de hormdnios da planta pela
producdo de auxinas, citocininas, giberelinas, 4cido abscisico e acido jasmonico, podem
ainda ser moduladoras da resposta ao etileno, pelo aumento da atividade da 1-
aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) desaminase (Strzelczyk et al. 1994; Molina-
Favero et al. 2007). Plantas inoculadas com BPCP apresentam menores niveis de
etileno, uma vez que o aumento da atividade da enzima ACC desaminase cliva o
precursor do etileno (ACC), reduz os niveis deste hormdnio, conferindo maior
tolerancia as plantas inoculadas devido a manuten¢ao nos niveis de crescimento, pois o
etileno inibe o transporte de auxina e o alongamento de raizes induzindo menor
crescimento. Deste modo, podem afetar a tolerdncia da planta a estresses abidticos e
bidticos, bem como seu desenvolvimento, especialmente do sistema de raiz,
proporcionando, consequentemente, um aumento na absor¢do de agua e nutrientes
essenciais, como P, pela planta (Glick et al. 2012; Cassan et al. 2008; Saravanakumar et
al. 2010; Ruiz-Sanchez et al. 2011; Ahemad e Kibret 2014). Além disso, elas estimulam
a bomba de protons H'ATPase proporcionando maior absor¢do € consequente maior
disponibilidade de nutrientes para a planta (Yang et al. 2009).

Indiretamente, as BPCP podem estimular o crescimento das plantas pelo
controle biologico de fitopatdogenos por compostos antimicrobianos, enzimas liticas,
bem como por competicao (Glick et al. 2007). Ainda, as BPCP apresentam a capacidade
de produzir moléculas sinalizadoras, como o 6xido nitrico (NO). A a¢do do NO sobre as
plantas ocorre na modulagdo de diferentes processos metabdlicos e fisiologicos,
resultando em alteragdo no desenvolvimento e crescimento de plantas, induzindo a
expressao de mecanismos de defesa e favorecendo a aclimatagdo de plantas sob
estresses abidticos (déficit hidrico e elevadas intensidades luminosas) e bidticos
(Molina-Favero et al. 2007).

Estudos realizados por Ortiz et al (2015) tornaram evidente que a associagao
das BPCP com mudas da espécie Trifolium repens (Trevo branco), nativa da Europa,
sob déficit hidrico, aumentou a quantidade de pigmentos fotossintéticos e da taxa
fotossintética nessas plantas. Contatou-se ainda, maior quantidade de actcares soluveis,
assim como maior conteudo de prolina, devido a indugdo da regulacdo da via de sintese
deste aminoécido, o qual auxilia na manutengdo do status hidrico da planta e na
protecao de membranas e proteinas contra o estresse (Sandhya et al. 2010).

Os niveis de agucares soluveis, proteinas e aminoacidos em plantas de milho

associadas a BPCP e submetidas ao déficit hidrico aumentaram, proporcionando melhor
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absor¢ao da agua e ions disponiveis (Sandhya et al. 2010). Ainda, o aumento do
conteudo de aglicares soluveis nessas plantas pode estar associado com a redugdo das
reservas de amido, uma vez que os agucares soliveis agem como osmorreguladores das
células vegetais, sendo um importante fator de protecao contra o déficit hidrico
(Sandhya et al. 2010).

A maior atividade das enzimas catalase e peroxidase foi observada em
mudas de Vigna radiata (Feijdo-da-china) inoculadas com duas espécies de BPCP,
Pseudomonas fluorescens e Bacillus subtilis, submetidas ao déficit hidrico. A maior
atividade das enzimas antioxidantes ¢ essencial para a manutengdo dos processos
celulares nessas plantas em situacdo de estresse, uma vez que essas enzimas promovem
a degradagdo do H»O», protegendo contra a peroxidagdo lipidica das membranas e
possiveis danos moleculares (Saravanakumar et al. 2010).

Plantas associadas as BPCP também se beneficiam de alteragdes no
metabolismo de nitrogénio (N), incluindo o aumento da fixag@o bioldgica de N> (James
e Baldani 2012) e da assimilagdo de nitrogénio. Os microrganismos que fixam
nitrogénio podem ser classificados de duas maneiras: (a) bactérias simbidticas de
fixacdo de nitrogénio, que incluem membros da familia Rhizobiaceae com suas formas
simbiontes em plantas leguminosas onde ha a formagdo de nodulos e em arvores nao
leguminosas como as bactérias do género Frankia; neste caso as bactérias ocupam a
regido intracelular das raizes das plantas com as quais estdo associadas; e (b) bactérias
ndo-simbidticas de fixacdo de nitrogénio (vida-livre, associativas ou endofiticas) que
fornecem apenas uma parte do nitrogénio necessario para a planta, elas ocupam a regidao
da rizosfera, rizoplano e os espacos intercelulares das raizes e como exemplo as
bactérias dos géneros Azotobacter, Azospirillum, Bacillus, Burkholderia, Caulobacter,
Chromobacterium, Erwinia, Flavobacterium, Micrococcous e Pseudomonas (Ahemad e
Kibret 2014).

O processo da fixacdo de N> ¢ mediado pelo complexo enzimatico
nitrogenase, presente nas bactérias. Este complexo é composto por uma metaloenzima
de dois componentes, sendo uma dinitrogenase redutase, que ¢ a ferro proteina, e a
dinitrogenase (MoFe proteina) na qual o ferro ¢ o co-fator. Trés diferentes sistemas de
fixacdo de N podem ser encontrados em diferentes géneros de bactérias, sendo eles:
Mo-nitrogenase, V-nitrogenase e Fe-nitrogenase; e em todos a dinitrogenase redutase
fornece elétrons para a dinitrogenase a qual utiliza este poder redutor na reducao do N>

a NH; (Ahemad e Kibret 2014). E importante ressaltar que a busca por microrganismos



13

capazes de realizar fixagdo assimbiotica de nitrogénio € interessante, uma vez que
podem substituir fertilizantes quimicos nitrogenados que seriam facilmente lixiviados
causando danos aos ecossistemas devido ao aumento da eutrofiza¢ao (Kavamura 2012).

Considerando os processos metabodlicos de assimilagdo de nitrogénio, as
BPCP estimulam a acdo das enzimas nitrato redutase (NR), glutamina sintetase (GS) e
glutamina-2-oxoglutarato aminotransferase (GOGAT) (Cassan et al. 2008) (Figura 1). O
nitrato (NO3") e amoénio (NH4") sdo as principais formas de N inorginico assimilaveis
pelas plantas (Ashton et al. 2008). Assim a associacdo com as BPCP influencia a reagao
de reducgdo do nitrato (NO3") a nitrito (NO2") em uma reacdo catalisada pela enzima NR.
A atividade desta enzima ¢ regulada por processos de fosforilagdo/desfosforilagao;
sendo sua sintese influenciada pela disponibilidade de NO3", uma vez que o NO3™ € o
substrato e o ativador da enzima (Sodek 2004; Campos 2009). Posteriormente, o NO;™ €
reduzido a aménio (NH4") pela enzima Nitrito Redutase (NiR), a qual tem como
doadora de elétrons a ferredoxina reduzida (Oaks e Hirel 1985; Campos 2009). Como o
amonio ¢ toxico para as plantas, e sua rapida assimilagdo ¢ catalisada pela enzima GS;
esta enzima, com gasto de ATP, catalisa a unido do NH4" com o glutamato, resultando
na formac¢do de moléculas de glutamina. Apds a formacdo da glutamina, a enzima
GOGAT catalisa a reagdo para a sintese de glutamato (Campos 2009). Esse sistema GS-
GOGAT tem fungao de produgdo de aminoacidos para a sintese de proteinas no proprio
tecido e também de sintetizar glutamato e aspartato para a formagdo de amidas que
serdo exportadas para outros tecidos (Sodek 2004). Assim, ¢ possivel observar que a
associacao com BPCP pode favorecer a fixacao biologica de N e também a assimilagdo
dos compostos nitrogenados absorvidos pela planta, uma vez que estimula a atividade

de enzimas do ciclo de assimilagdo do NOs™ e do NH4".

Glutamato

) a) N a

NADBH NAD®) F, Fd, ATP ADP+Pi NADH  NAD*
w w

Figura 1: Assimilagdo de compostos nitrogenados em plantas. NOs™: Nitrato; NR: Nitrato Redutase; NO»”
: Nitrito; NiR: Nitrito Redutase; Fdeq: Ferredoxina reduzida; Fdox: Ferredoxina oxidada; NH4": Amoénio;
GS: Glutamina Sintetase; Pi: Fosfato Inorganico; GOGAT: Glutamina:2-oxo-glutarato aminotransferase;

AspAT: Aspartato Aminotransferase. Modificado de Taiz e Zeiger (2013).
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Diante do exposto e com base na crescente necessidade de recuperagdo de
areas degradadas e reflorestamento, e ainda, dos poucos trabalhos disponiveis na
literatura sobre os efeitos da associagdo de BPCP com espécies arboreas, torna-se
evidente a importancia de estudos da associagdo de BPCP com espécies arboreas
neotropicais. Portanto, o presente estudo fornece maiores informagdes sobre o efeito da
associacdo de BPCP com espécies arboreas neotropicais sob condi¢des de déficit
hidrico no solo. Com o intuito de conhecer os mecanismos de tolerancia dessa situagao
de desafio, buscando a obteng¢do de mudas de melhor qualidade fisioldgica, capazes de
serem utilizadas com sucesso em programas recuperacdo de areas degradadas e

reflorestamento.

2. OBJETIVO

Avaliar o efeito da inoculagdio com quatro espécies de Dbactérias
(Azospirillum brasilense - Ab-V5, Methylobacterium komagatae - ZM, Azomonas sp. e
Azorhizophillus sp.) sobre o metabolismo de raizes e folhas de mudas das espécies
arboreas neotropicais Trema micrantha e Cariniana estrellensis sob condigdes de
déficit hidrico no solo, relacionando esses dados com aspectos do crescimento e da

fisiologia desses individuos.

2.1 Objetivos Especificos

Nas espécies arboreas neotropicais inoculadas com as diferentes espécies de
BPCP:
- Analisar o status hidrico e o estresse oxidativo;

- Avaliar o crescimento e as alteragdes nas trocas;
- Mensurar o conteudo de metabolitos primarios relacionados ao

metabolismo do nitrogénio e do carbono.

3. HIPOTESES

I — H4 mudancas no status hidrico das mudas inoculadas com BPCP,

tornando-as mais tolerantes ao déficit hidrico.
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II - HAa manutencdo do crescimento das mudas inoculadas com BPCP,
mesmo quando submetidas ao déficit hidrico.

IIT - A inoculagdo com BPCP promove melhora nas trocas gasosas € no
metabolismo do nitrogénio das mudas contribuindo com a tolerancia ao déficit hidrico.

IV - Ha menos danos causados pelo estresse oxidativo nas mudas inoculadas

com BPCP quando submetidas ao déficit hidrico.
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Efeitos da associacio de bactérias promotoras do crescimento em mudas de
Trema micrantha (L.) BLUME (Cannabaceae) e Cariniana estrellensis
(RADDI) KUNTZE (Lecythidaceae), sob condicoes de déficit hidrico no solo

Resumo

Inoculantes contendo bactérias promotoras de crescimento em plantas (BPCP) sdo uma
alternativa para um manejo sustentdvel e podem promover maiores sucessos na
aclimatacdo de mudas de espécies arbOreas a fatores abidticos. Objetivou-se avaliar o
efeito da inoculagdo com quatro espécies de bactérias (Azospirillum brasilense - Ab-V5,
Methylobacterium komagatae - ZM, Azomonas sp. e Azorhizophillus sp.) sobre o
crescimento e fisiologia de mudas das espécies arboreas neotropicais Trema micrantha
e Cariniana estrellensis, sob condig¢des de déficit hidrico (DH). T. micrantha apresentou
maior potencial de agua quando inoculada com Azorhizophillus sp. ¢ C. estrellensis
quando inoculada com Azomonas sp. Houve redugdo da prolina em T. micrantha
inoculada com Ab-V5, Azomonas sp. e Azorhizophillus sp.. A massa seca da raiz ¢ da
parte aérea ndo diferiram em ambas as espécies vegetais quando inoculadas com ZM e
Azorhizophillus sp. As trocas gasosas foram melhores nas mudas de ambas espécies
inoculadas com Ab-V5. Houve redugdo do estresse oxidativo apenas em T. micrantha
quando inoculada com ZM. Ainda, mudas inoculadas com ZM apresentaram maior
atividade da enzima nitrato redutase em ambas espécies. A associagdo das BPCP com as
mudas das espécies arboreas favorece a ativagdo de processos metabdlicos em DH,
especialmente quando as mudas foram inoculadas com ZM em T. micrantha, ¢ ZM e
Ab-V5 em C. estrellensis. Esses dados corroboram a evidéncia de compatibilidade entre
BPCP-plantas, e indicam quais espécies poderiam ser usadas em trabalhos futuros
associadas com essas espécies arboreas, visando a melhor qualidade dessas mudas

quando submetidas a seca.

Palavras-chave: Ecofisiologia, espécie arbdorea neotropical, interagdo planta-

microrganismo, mata atlantica, seca.
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Growth promoting bacteria association effects on Trema micrantha (L.)
Blume (Cannabaceae) and Cariniana estrellens (Raddi) Kuntze

(Lecythidaceae) seedlings, under water deficit in the soil.

Abstract

Inoculants containing plant growth promoting bacteria (PGPB) are an alternative for
sustainable management and it can promote greater successes in the acclimation of
seedlings to abiotic factors. This study aimed to evaluate the inoculation effect with four
bacterial strains (Azospirillum brasilense - Ab-V5, Methylobacterium komagatae - ZM,
Azomonas sp and Azorhizophillus sp.) on the gowth and physiology metabolism of
neotropical tree species seedlings Trema micrantha and Cariniana estrellensis, under
drought conditions in soil. T. micrantha showed an increase in water potential when
inoculated with Azorhizophillus sp. and C. estrellensis when inoculated with Azomonas
sp. Proline reduction was observed in T. micrantha seedlings inoculated with Ab-V5,
Azomonas sp. and Azorhizophillus sp. The root and shoot dry weight did not differ in
both species when inoculated with ZM and Azorhizophillus sp. The gas exchange
showed higher activity in seedlings of both species inoculated with Ab-V5. Reduction
of the oxidative damage was observed only in T. micrantha when inoculated with ZM.
Seedlings inoculated with ZM showed increase in nitrate reductase activity in both
species. The PGPB association with the tree species seedlings favors the metabolic
processes activation in drought, especially when T. micrantha seedlings were inoculated
with ZM, and in the C. estrellensis inoculated ZM and Ab-V5. These data corroborate
the compatibility evidence in PGPB-plant, and indicate which strains could be used in
futures studies associated with these tree species, aiming the higher quality of these

seedlings when submitted to drought.

Key words: Atlantic forest, drought, ecophysiology, neotropical tree species, plant-

microorganism interaction.
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Introducio

O uso de espécies arboreas neotropicais para a recuperagdo de areas
degradadas e reflorestamento ¢ um requerimento da legislagao brasileira, ¢ tem como
objetivo reduzir o impacto ambiental causado pelos desmatamentos e contribuir para a
conservagdo da biodiversidade (Keller et al. 2009). O custo de programas de
recuperagdo de areas degradadas e de reflorestamento torna-se elevado diante da
necessidade continuada de replantio de mudas, decorrente dos altos indices de
mortalidade destas mudas em campo, uma vez que sdo submetidas muitas vezes a
condi¢des ambientais para as quais ndo se encontram devidamente aclimatadas. Por
outro lado, quanto mais rapido for o desenvolvimento das mudas apds o plantio, menor
sera a necessidade de manejo, minimizando os custos (Carvalho-Filho et al. 2003).

Mudangas ambientais induzidas pela degradagdo da cobertura vegetal
podem influenciar nas alteracdes do sistema solo-planta e, com isso, podem ser
observadas respostas associadas para tolerar as novas condi¢des (Ortiz et al. 2015).
Dentre os fatores de estresses abidticos que mais afetam o desenvolvimento das mudas
no campo, encontram-se o déficit hidrico, as altas intensidades luminosas e a deficiéncia
de nutrientes minerais, como por exemplo, o nitrogénio (Franzini et al. 2010; Kraiser et
al. 2011). As florestas tropicais sdo, geralmente, limitadas pela disponibilidade de
nitrogénio nas fases iniciais da sucessao, e nas fases mais tardias pela disponibilidade de
fosforo (Menge et al. 2012), de forma que os processos de captura, alocagdo, ciclagem e
competicdo por este nutriente moldam as assembleias florestais (Rastetter et al. 2013).
Portanto, a economia do nitrogénio na sucessdo € importante para sitios muito
degradados e com dificuldade para acumular biomassa. Além disso, eventos de seca tém
aumentado nas ultimas décadas, os quais estdo associados as mudancas climaticas
decorrentes do aquecimento do planeta (Stokstad 2004). Previsdes indicam que
extremos climaticos tenderdo a aumentar, incluindo secas mais frequentes e
prolongadas, o que torna desejavel o uso de plantas mais tolerantes a seca na
restauragdo ecologica (Mendonga 2006).

Alternativas que melhorem a germinac¢do das sementes, o crescimento das
plantulas e minimizem os danos causados por esses estresses sao fundamentais para a
obten¢do de mudas de melhor qualidade e para a redugdo do custo de produgdo. Neste
sentido, o estudo das relagdes ecologicas naturais existentes entre a microbiota do solo e

as plantas, bem como o conhecimento sobre o metabolismo das plantas em condi¢des de
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restrigdo hidrica, constituem ferramentas biotecnologicas importantes que podem
influenciar positivamente o desenvolvimento inicial de espécies arboreas neotropicais.
Estes fatores proporcionam a formagdo de mudas com elevada qualidade fisiologica e
baixo custo (econdmico e ambiental) de producao (Kusano et al. 2011; Ortiz et al.
2015).

Dentre as estratégias que podem ser utilizadas para a obten¢do de mudas de
espécies arboreas de maior qualidade, encontra-se a inoculagdo com bactérias
promotoras do crescimento de plantas (BPCP). As BPCP correspondem a um grupo de
microrganismos benéficos com capacidade de colonizar o rizoplano (superficie
absorvente da raiz), a rizosfera (solo do entorno imediato da raiz) e até mesmo os
tecidos internos da planta, onde disponibilizam nutrientes essenciais ou facilitam o seu
acesso pela planta, como também conferem maior tolerancia das plantas contra estresses
bidticos e abidticos (Ortiz-Castro et al. 2009; Bulgarelli et al. 2013). Apesar de
possuirem potencial para minimizar os efeitos da degradacdo ambiental pela sua
aplicacdo em programas de fitorremediacdo e de reflorestamento de areas degradadas
(Bashan et al. 2012), poucos estudos envolvendo o uso de BPCP em espécies arboreas
nativas no Brasil sdo disponiveis na literatura.

Essa associacdo pode favorecer o metabolismo fotossintético e reduzir o
estresse oxidativo nas plantas expostas ao déficit hidrico. Nesse sentido, as BPCP
induzem o acimulo de prolina (Hare e Cress 1998), levando a redu¢do do potencial
osmotico e de 4gua das plantas, favorecendo a absor¢do e transporte de agua e ions
pelas raizes; o que resulta em consequente aumento da atividade fotossintética e da
alocacao de biomassa vegetal (Ortiz et al. 2015). Ainda, pode induzir o aumento da
formag¢do de antioxidantes nos tecidos vegetais, como por exemplo, aumento da
atividade das enzimas catalase e peroxidase que sdo importantes na rota de eliminagao
das ERO (Ruiz-Lozano et al. 2008; Saravanakumar et al. 2010; Ruiz-Sanchez et al.
2011).

Algumas espécies de BPCP disponibilizam nitrogénio nas suas formas
assimilaveis para as plantas com as quais se associam, como ja foi observado em cana-
de-acucar, capim-elefante, sorgo e milho (James e Baldani 2012). Esta associagdo pode
também influenciar as rotas de assimilagdo do nitrogénio por meio da maior atividade
enzimatica, como por exemplo da enzima nitrato redutase (NR) em mudas de alface
associadas com BPCP (Kohler et al. 2008), ou ainda pela maior absor¢cao de NO3™ como

observado por Mantelin (2003) em trigo-primavera associado a Azospirillum brasilense.
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O grau de promog¢do do crescimento observado nas plantas depende da
compatibilidade gendtipo-gendtipo entre planta e bactéria (Amaral et al., 2016). Assim,
padrdes de resposta distintos quanto ao acimulo de N ja foram relatados em espécies
vegetais tolerantes a salinidade (Aegiceras corniculatum, Bruguiera gymnoihiza,
Casuarina equisetifolia), quando associadas com diferentes espécies de BPCP (Xiong et
al., 2016). Outro exemplo de compatibilidade ¢ que plantas de trigo de linhagens antigas
e modernas sdo colonizadas por rizobactérias filogeneticamente diversas, enquanto a
rizosfera de cultivares modernas sdo dominadas por Pseudomonas fluorescens de
crescimento rapido (Amaral et al. 2016).

A maioria dos estudos que abordam a associagdo com BPCP foi realizada
em culturas agricolas ou com espécies ndo-nativas do Bioma Mata Atlantica. Os
resultados em espécies cultivadas evidenciam a promocdo do crescimento vegetal, pelo
do aumento de biomassa em alface e milho quando associados com Rhizobium
leguminosarum (Chabot et al., 1996), em trigo quando associado com Azotobacter
chroococcum (Kumar e Narula 1999), em feijao (Collavino et al. 2010) e em tomate ¢
pimenta quando associados com Achromobacter piechaudii ¢ submetidas ao déficit
hidrico (Mayak et al. 2004). Em Trifolium repens um incremento de nutrientes, do
conteudo relativo de dgua e de prolina quando submetida ao déficit hidrico e associada
com Bacillus thuringiensis e Pseudomonas putida (Ortiz et al. 2015).

Diante disso, o presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos sobre o
crescimento e a fisiologia de folhas e raizes em duas espécies arboreas neotropicais da
Mata Atlantica submetidas ao déficit hidrico, Trema micrantha (L.) Blume e Cariniana
estrellensis (Raddi) Kuntze associadas com quatro espécies de bactérias (Azospirillum
brasilense - Ab-V5, Methylobacterium komagatae - ZM, Azomonas sp. e
Azorhizophillus sp.). Considerando que a associagdo com as BPCP promove alteragdes
nas mudas de Trema micrantha e Cariniana estrellensis, as seguintes hipoteses foram
testadas: I - Ha mudancgas no status hidrico das mudas inoculadas com BPCP, tornando-
as mais tolerantes ao déficit hidrico. II - Ha manutencdo do crescimento das mudas
inoculadas com BPCP, mesmo quando submetidas ao déficit hidrico. III - A inoculagdo
com BPCP promove melhora nas trocas gasosas € no metabolismo do nitrogénio das
mudas contribuindo com a tolerancia ao déficit hidrico. IV - H4 menos danos causados
pelo estresse oxidativo nas mudas inoculadas com BPCP quando submetidas ao déficit

hidrico.
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Material e Métodos

Material Vegetal e Delineamento Experimental

O experimento foi realizado em casa de vegetagdo localizada no Centro de
Ciéncias Biologicas da Universidade Estadual de Londrina (UEL), com localiza¢ao
geografica a 23°08°47” de Latitude Sul e 50°52°23" a Oeste de Greenwich (Caviglione
et al. 2000).

Para a montagem do experimento foram utilizados indculos de Azospirillum
brasilense (Ab-V5), Methylobacterium komagatae (ZM), Azomonas sp. e
Azorhizophillus sp., componentes da colecdo de bactérias promotoras do crescimento
vegetal da Universidade Estadual de Londrina (CBPCV-UEL). Esses inoculantes foram
preparados a partir de cultura pura das espécies identificadas e caracterizadas para uso
como biofertilizantes, e que apresentam alto potencial como promotores do crescimento,
desenvolvido pelo Nucleo de Pesquisa para o Desenvolvimento e Aplicacdo de
Biofertilizantes da UEL.

Foram utilizadas duas espécies arboreas neotropicais pertencentes a grupos
ecologicos distintos, presentes no Bioma Mata Atlantica, Trema micrantha (L.) Blume,
intolerante a sombra e encontrada nos estagios iniciais da sucessdo (pioneira); €
Cariniana estrellensis (Raddi) Kuntze, tolerante a sombra e encontrada em estagios
mais tardios da sucessdo (ndo-pioneira), ambas utilizadas em programas de
reflorestamento desenvolvidos pelo Laboratério de Biodiversidade e Restauragdo de
Ecossistemas (LABRE), da UEL. As sementes foram coletadas na regido de Londrina —
PR, sendo que as sementes de T. micrantha foram deixadas 20 minutos antes da
semeadura em 4cido sulfurico concentrado (H2SOs4) para quebra da dorméncia e
posteriormente lavadas em agua corrente.

As sementes das espécies arboreas neotropicais foram tratadas por meio da
aplica¢do de 200 mL de inoculante na concentragio de 1 x 10° UFC/mL"!, em bandejas
plasticas de 1L contendo areia previamente esterilizada. Apos a germinagdo, foi
realizada a transferéncia de uma plantula por saco plastico de 2 L (10,5 cm de altura, 9,5
cm de didmetro inferior e 14 cm de didmetro superior) contendo solo fértil (pH 5,8;
CTC 4,4 cmol./dm?; NOs 47,23 ppm; NH4" 3,28 ppm) caracterizado como Latossolo

Vermelho eutroférrico (Embrapa, 1999) e areia na propor¢ao de 1:1. No momento do
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transplantio, foram adicionados 50 mL de indculo por saco plastico, assim como a cada
30 dias antes do inicio do experimento (periodo de aclimatagdo).

Apo6s o periodo de aclimatacdo (60 dias) que corresponde ao crescimento
das mudas nos sacos, iniciou-se o tratamento de déficit hidrico. O delineamento
experimental utilizado foi inteiramente ao acaso, com oito repeticdes para cada um dos
seguintes tratamentos: 1) controle (sem inoculo), 2) com o indculo da espécie bacteriana
ZM, 3) com o indculo da espécie bacteriana Ab-VS5, 4) com o indculo da espécie
bacteriana Azomonas sp., 5) com o indculo da espécie bacteriana Azorhizophillus sp.
Um grupo de plantas (controle e inoculadas) foi mantido em capacidade de campo (30
% de umidade gravimétrica — UG - CC). O segundo grupo de plantas (controle e
inoculadas) foi mantido em déficit hidrico moderado (DH), sendo para T. micrantha 14
% UG, enquanto para C. estrellensis esse mesmo nivel de déficit hidrico foi alcangado
em 13 % UG, visualizando-se também o ponto de murcha da parte aérea adequado para
considerar como déficit hidrico moderado, totalizando-se assim dez tratamentos para
cada espécie. As mudas foram mantidas por 30 dias em condi¢do de déficit hidrico
moderado e, quando necessario, as plantas foram regadas com 4dgua a fim de evitar o

dessecamento (Fig. 2).



29

Fig. 2 Espécies vegetais utilizadas nos experimentos montados em casa de vegetacdo. A: Trema
micrantha. B: Cariniana estrellensis. C: Individuo de T. micrantha mantido em CC. D. Individuo de T.
micrantha submetido ao DH. E. Individuo de C. estrellensis mantido em CC. F: Individuo de C.
estrellensis submetido ao DH. As barras equivalem a 10 cm.
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Andlises Morfoldgicas

Para a determinac¢dao da massa seca, foram separadas raiz, caule e folhas,
acondicionadas em sacos de papel e secas em estufa (Labor, modelo SP 100-150-IN,
Presidente Prudente — SP — Brasil) a temperatura de 60 °C até atingirem peso constante,
e posteriormente tiveram a massa aferida em balanca semi-analitica (Sauter, modelo D-
7470, Suica). As raizes, antes da secagem, foram lavadas em dgua com o auxilio de
peneiras evitando-se desestruturar as raizes e perder material de estudo. Além disso, foi

calculada a razdo raiz/parte aérea para a massa seca.

Andlises Fisioldgicas

O potencial de 4gua das plantas foi medido na parte aérea utilizando-se uma
camara de pressdo do tipo Scholander (Soil Moisture — SAPSII, modelo 3115, Santa
Barbara, CA, EUA), utilizando-se gas N>. A parte aérea com as folhas foi colocada
dentro de um recipiente hermético que suporta a pressao do gas inerte, e adicionando-se
0 gas pode-se observar a seiva exsudando pelo caule. O valor marcado no manometro
no momento da exsudagdo ¢ o mesmo do potencial de pressdo da seiva do xilema, e
como o potencial osmdtico nesse caso pode ser considerado insignificante, considera-se
esse valor o potencial de 4gua em MPa.

Foram mensuradas as taxas de fotossintese liquida (A) e condutancia
estomatica (gs). Também foi calculada a eficiéncia instantinea de carboxilagdo (k)
através da razdo A/Ci. Essas analises de trocas gasosas foram realizadas no periodo da
manha entre as 8 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

2 g1

6 cm?. A PPFD ideal para as analises foi de 1.900 mmol m™ s™!, conforme estudo prévio

e o fluxo de 400 mL min .

Andlises Bioquimicas
A extracdo e determinacdo de prolina foram realizadas com 200 mg de

massa fresca de folhas. Para a extragdo, as amostras foram maceradas em N> liquido e

adicionado 2 mL de alcool etilico 70 %. A determinagao foi realizada a partir da reagao
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com ninhidrina (1 % m/v) em meio 4cido (4cido acético 60 %) em uma reacdo 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).

Parametros que indicam a ocorréncia de estresse oxidativo foram
mensurados, através da dosagem de perdxido de hidrogénio (H20:) e da peroxidacao
lipidica. Para isso, 100 mg de folha foram coletadas maceradas em cadinho com 1 mL
TCA (0,2 %) diluido em metanol, e o extrato obtido foi centrifugado (13700 * g, 5 min,
4°C).

A peroxidagao lipidica foi determinada por TBARS (substancias reativas ao
acido tiobarbitirico), seguindo a metodologia descrita por Federici et al. (2007). Foram
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,HPO4 10 mM), acido tiobarbitarico (TBA 1,3%)
em NaOH 0,3 % na presenga de acido tricloroacético (TCA 50 %), a reacdo ocorreu 60
°C em estufa por 60 minutos. A concentragdo de TBARS foi determinada por uma curva
padrao de Malondialdeido, e obtida pela leitura de fluorescéncia em 535 nm de
excitagdo e 590 nm de emissao.

Para a dosagem do peroxido de hidrogénio o sobrenadante foi submetido a
reacdo com iodeto de potassio 1 M (KI) e tampao fosfato de potdssio com pH 7,5
(KH2PO4 0,2 M e KoHPO4 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 peroxido de
hidrogénio (H202). Ambeas as leituras foram realizadas em leitor de microplacas (Perkin
Elmer, modelo Victor TM 3, Turku, Finlandia).

Foram realizadas extracdes e andlise de metabdlitos primérios a partir das
duas folhas mais jovens completamente expandidas e da porcdo apical das raizes. As
amostras foram maceradas em N> liquido e os compostos de baixo peso molecular
(aminodacidos, agucares soluveis, NOs~ e NH4") foram extraidos com MCW
(metanol:cloroférmio:agua, 12:5:3, v/v/v) por 24 h (Oliveira e Sodek 2013). Apds
centrifugacdo por 30 minutos a 1250 x g, foram adicionados 1 volume de cloroférmio e
1,5 volume de dgua para cada 4 volumes de sobrenadante obtido. A fase aquosa foi
separada ap6s 24 h e mantida por 20 horas a 37°C para a concentracao da amostra, antes
de ser congelada. Proteinas foram extraidas a partir do residuo resultante da extragdo

com MCW, pelo tratamento por 24 horas com NaOH 0,1 M.
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O amido foi extraido de uma por¢ao de 0,05 g de tecido. Foi adicionado 0,5
mL de MCW por 24h, os tubos foram centrifugados a 13700 * g, por 5 m e o
sobrenadante descartado. Foi adicionado 0,5 mL de acido tricloroacético 10% e os tubos
foram mantidos por 24h a temperatura ambiente. Os tubos foram novamente
centrifugados a 13700 * g por 5 m e o sobrenadante foi descartado. Foi adicionado 0,5
mL de acido perclorico 30 %, o sobrandante foi coletado e deixado por 24h a 37°C, esta
solugdo foi utilizada para a dosagem do amido (Mccready et al. 1950).

O NOs™ foi determinado através da sua redugdo a NO»> pelo catalisador
cloreto de vanadio (VCl; 0,4 % em HCI 0,5 N). NO;™ resultante foi detectado pelo
reagente de Griess (sulfanilamida 1 % em HCI 1,5 N seguida da adi¢do de N -naftil-
etilenodiamina 0,02 %) e detectado pelo comprimento de onda de 540 nm (Miranda et
al. 2001).

O NHj4" foi determinado pela rea¢do de Berthelot com o reagente 1 (fenol 1
% e nitroprussiato de sodio 0,2 mM) e com o reagente 2 (NaOH 125 mM, Na;HPO4 150
mM e NaClO 0,12 %). Apds a reacdo de 35 min a 37 °C, o conteado de NH4" foi
determinado pela leitura da absorbancia a 625 nm (Mccullough 1967).

O contetido de aminoacidos livres totais foi determinado utilizando tampao
citrato 0,2 M (pH 5), ninhidrina 5 % (em metilcelusolve) e KCN 0,01 M (em
metilcelusolve). Os tubos foram mantidos fechados por 20 min a 100 °C. Ao final, foi
adicionado etanol 60 % e a quantificacdo realizada em absorbancia de 570 nm (Yemm e
Cocking 1955). O contetido de proteinas foi determinado com o reagente Coomassie
Brilliant Blue G-250 da Bio-Rad, seguindo as especificacdes do fabricante (Bradford
1976).

Acucares soltveis totais foram analisados apds reagdo a 100 °C em banho-
maria com antrona 0,15 % em meio acido e determinados espectrofotometricamente em
660 nm. Amido foi analisado espectrofotometricamente em 490 nm apos reagdo com
fenol sulfurico 5 % (Mccready et al. 1950; Graham e Smydzuk 1965).

A por¢ao mediana das raizes e as duas folhas mais jovens completamente
expandidas foram coletadas e imediatamente utilizadas para a andlise enzimatica. A
atividade da enzima NR foi determinada in vivo baseando-se no método proposto por
Stewart et al. (1986). Amostras de raizes e folhas (0,15 g) foram cortadas em segmentos
e transferidas para seringas contendo o meio de reacdao (KoHPOs4 0,05 M pH 7,5;
propanol 1 %; KNO3 0,05 M). As seringas foram mantidas no escuro a temperatura

ambiente sob vacuo (para a infiltragdo do meio de reagdo nos tecidos), apds 40 minutos,



33

uma aliquota do meio foi coletada para a dosagem do NO;", formado a partir do
substrato NOs", utilizando-se o reagente de Griess. A leitura foi realizada em 540 nm
(Hageman e Reed 1980).

Em todas as analises espectrofotométricas referentes aos metabolitos
primarios, a determinagdo das absorbancias foi realizada utilizando-se o leitor de
microplacas da Molecular Devices, modelo Spectra Max Plus 384, China. Exceto para o
amido e os agucares soluveis, em que a leitura foi realizada no espectrofotometro da
Thermo Fischer Scientific, modelo Genesys 6, EUA.

Para o calculo do conteido dos metabdlitos primarios e atividade
enzimatica, foi realizada a corre¢do da massa fresca em massa seca, uma vez que o
potencial de agua poderia interferir na massa coletada para as analises. Para isso, os
valores da massa seca de folhas e raizes foram divididos pelos valores de suas
respectivas massas frescas para cada um dos tratamentos, e o valor de correcao obtido
foi multiplicado pela massa fresca coletada para cada uma das analises bioquimicas. Ao
fim de cada analise os valores encontrados para os dados bioquimicos foram divididos

pelo fator de corregao final da massa seca.

Indice de Resposta de Biomarcador Integrado (IBRv2)

Os resultados das analises realizadas foram aplicados no Indice de Resposta
de Biomarcador Integrado (IBRv2), descrito por Beliaeff e Burgeot (2002) e modificado
por Sanchez et al. (2013). Esta versao do IBR ¢ baseada no principio de desvio de
referéncia entre um estado perturbado e um estado ndo perturbado (Sanchez et al. 2013).
E no presente estudo foi aplicado com modificagdes, assim a somatoria final dos indices
ndo foi realizada; e os indices de desvio calculados para cada parametro foram usados
apenas para a constru¢do do grafico de radar.

O desvio entre os resultados das anélises das plantas submetidas ao déficit
hidrico (DH) e inoculadas com ZM, Ab-V5, Azomonas sp. e Azorhizophillus sp. foi
comparado aos resultados mensurados nas plantas do Controle (ndo inoculadas) em DH
(resultado basal). O resultado basal de cada andlise (To) foi usado como valor de
referéncia. Para cada analise, a média dos valores obtidos para cada indculo e a média
do Controle foi transformada em LOG (Yi). No passo seguinte, calcularam-se uma
média geral (i) e o desvio padrao (s) para cada uma das analises em todos os indculos e

no Controle. Posteriormente, os valores de Yi foram padronizados pela formula Zi = (Yi
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- w) /s, e a diferenca entre Zi e Zo (To) foi utilizada para definir o indice de desvio de
cada analise (biomarcador) (A).

Para obter uma resposta de biomarcadores multiplos integrados, o valor de
A para cada analise foi calculado para cada um dos tratamentos. Para cada in6culo, os
valores de A calculados para cada analise foram representados em um grafico radar,
representando o desvio de referéncia de cada biomarcador avaliado. A area acima de 0
representa o aumento do biomarcador em relacdo ao Controle, ¢ a area abaixo de 0

representa a redug¢ao do biomarcador em relagdo ao Controle.

Andlises Estatisticas

Para as andlises morfologicas e de trocas gasosas foram utilizadas oito
repetigdes, e para as analises de potencial de agua e bioquimicas foram utilizadas quatro
repeti¢des. Os dados quantitativos foram submetidos a uma andlise de variancia
ANOVA de dois fatores (5 X 2), comparando o efeitos da inoculagcdo dentro de cada
espécie, e posteriormente as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05)

utilizando-se o pacote estatistico SAS v. 9.3 (SAS Institute, 2001).

Resultados

Status hidrico e ajuste osmotico

Nas duas espécies arboreas, o valor de potencial de agua (yw) das mudas
submetidas a0 DH reduziu em relagdo aquelas mudas mantidas em CC em todos os
tratamentos, indicando que as mudas atingiram o déficit hidrico moderado. Em mudas
de T. micrantha inoculadas com Azorhizophillus sp. em CC o valor de yw foi menor,
enquanto na condi¢do de DH essas mudas apresentaram maior valor de yw, ambas
comparadas ao controle (Fig. 3 A). Em mudas de C. estrellensis inoculadas com
Azomonas sp. em DH o valor de vy também foi maior, comparadas ao controle (Fig. 3

B).
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Fig. 3 Potencial de 4gua em folhas de Trema micrantha (A) e Cariniana estrellensis (B) inoculadas com
quatro espécies de bactérias (Ab-V5, ZM, Azomonas sp. e Azorhizophillus sp.) e mantidas no solo na
capacidade de campo (CC) ou submetidas ao déficit hidrico moderado (DH) durante 30 dias. Colunas
hachuradas correspondem as plantas em CC e colunas sombreadas correspondem as plantas em DH.
Barras em cima das colunas correspondem ao erro padrio (n=4). Letras mailisculas comparam os
tratamentos mantidos em CC, e letras mintisculas comparam os tratamentos mantidos em DH. O asterisco
estd presente quando ha diferenca em um mesmo tratamento entre CC e DH. Letras iguais nao diferem

pelo teste de Tukey (p <0,05).

Maiores quantidades de prolina foram observadas nas mudas de T.
micrantha submetidas ao DH; e nas mudas inoculadas com Azomonas sp. em CC o
acumulo de prolina foi menor em relacdo ao controle; também houve redu¢do nas
mudas inoculadas com Ab-V5, Azomonas sp. e Azorhizophillus sp. em DH, todas em
relag@o ao controle. (Fig. 4 A). Em C. estrellensis mudas inoculadas com Azomonas sp.
submetidas ao DH apresentaram aproximadamente trés vezes mais prolina, em relagao

aquelas mantidas em CC (Fig. 4 B).
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Fig. 4 Contetdo de prolina em folhas de Trema micrantha (A) e Cariniana estrellensis (B) inoculadas
com quatro espécies de bactérias (Ab-V5, ZM, Azomonas sp. e Azorhizophillus sp.) e mantidas no solo na
capacidade de campo (CC) ou submetidas ao déficit hidrico moderado (DH) durante 30 dias. Colunas
hachuradas correspondem as plantas em CC e colunas sombreadas correspondem as plantas em DH.
Barras em cima das colunas correspondem ao erro padrio (n=4). Letras mailisculas comparam os

tratamentos mantidos em CC, e letras mintsculas comparam os tratamentos mantidos em DH. O asterisco
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esta presente quando ha diferenca em um mesmo tratamento entre CC e DH. Letras iguais ndo diferem

pelo teste de Tukey (p <0,05).

Analise de crescimento

Os valores de massa seca da raiz em T. micrantha ndo diferiram nas mudas
inoculadas com ZM e Azorhizophillus sp. submetidas ao DH, quando comparadas com
as mudas em CC. A manutengdo dos valores de massa seca da parte aérea também foi
observada nas mudas inoculadas com ZM. Maiores valores da razdo raiz/parte aérea
foram observados em todos os tratamentos submetidos ao DH (Tabela 1).

Em C. estrellensis, os valores de massa seca da raiz ndo diferiram nas
mudas inoculadas com ZM, Azomonas sp. e Azorhizophillus sp. submetidas ao DH,
comparadas com aquelas em CC; enquanto mudas inoculadas com Azorhizophillus sp.
em CC apresentaram menores valores da massa seca da raiz, comparadas ao controle.
Os valores de massa seca da parte aérea nao diferiram em mudas inoculadas com ZM e
Azorhizophillus sp. submetidas ao DH, comparadas aquelas em CC. Menores valores da
razdo raiz/parte aérea foram observados em mudas inoculadas com ZM e submetidas ao
DH; enquanto maiores valores dessa razdo foram observados em mudas inoculadas com
Azorhizophillus sp. e submetidas ao DH, ambas comparadas com aquelas em CC

(Tabela 1).
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Tabela 1: Variaveis morfologicas de mudas de Trema micrantha e Cariniana estrellensis inoculadas com quatro espécies de bactérias (ZM, Ab-V5, Azomonas sp. e Azorhizophillus
sp.) e mantidas no solo na capacidade de campo (CC) ou submetidas ao déficit hidrico moderado (DH) durante 30 dias. Os valores sdo médias =+ erros-padrdo (n=8). Letras maitsculas

comparam os tratamentos mantidos em CC, e letras minusculas comparam os tratamentos mantidos em DH. O asterisco esta presente quando ha diferengca em um mesmo tratamento

entre CC e DH. Letras iguais ndo diferem pelo teste de Tukey (p <0,05).

Espécie Arborea Parimetros Morfologicos Controle ™M Ab-V5 Azomonas sp. Azorhizophillus sp.
CC 1,58 +0,11 AB* 1,20+0,12 B 1,44 £0,10 AB* 1,85+0,15 A* 1,19+0,15B
Trema micrantha Massa seca da raiz (g)
DH 1,05+0,07 a 1,160,122 1,10+£0,14 a 128+0,07 a 1,04 +0,04 a
cC 1,24 0,09 AB* 1,09 40,14 AB 1,26 £0,09 AB* 1,38+£0,13 A* 0,94+ 0,13 B*
Trema micrantha Massa seca da parte aérea (g)
DH 0,64 +0,05 a 0,86 £ 0,08 a 0,70 +0,10 a 0,67 +0,08 a 0,61 +£0,06 a
CcC 1,34+£0,10 A 1,11£ 0,09 A 1,05+0,06 A 1,30 £ 0,06 A 1,23+0,03 A
Trema micrantha Razdo Raiz/Parte aérea
DH 1,89 £0,14 a* 1,46 + 0,05 ab* 1,37 £0,10 b* 1,96 £ 0,27 a* 1,80 + 0,18 ab*
CcC 2,00 +£0,16 A* 1,73+0,10 AB 2,02+0,12 A* 1,68 0,08 AB 1,58 +0,05B
Cariniana estrellensis Massa seca da raiz (g)
DH 1,42+0,11a 1,41 £0,08 a 1,46 £ 0,06 a 1,52+0,12a 1,53+0,07 a
cC 1,77 0,12 AB* 1,57+0,10 B 1,80 +£0,14AB* 1,98 +£0,11 A* 1,50+ 0,08 B
Cariniana estrellensis Massa seca da parte aérea (g)
DH 1,40 £0,05 a 1,38+0,10 a 1,35+0,10 a 1,48 +£0,06 a 1,34 +£ 0,06 a
CcC 0,95+0,02B 1,25+0,05 A* 1,15+0,07 AB 0,94+0,06 B 0,96 £ 0,04 B
Cariniana estrellensis Razdo Raiz/Parte aérea
DH 0,96 + 0,06 b 1,075 + 0,068 ab 1,11 40,04 ab 0,93 + 0,06 b 1,23 +0,05 a*
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Fotossintese

Em T. micrantha, menores valores da taxa fotossintética (A) e condutancia
estomatica (gs) foram observados em mudas submetidas ao DH (Fig. 5 A e C). Os
valores da eficiéncia instantanea de carboxilagdo (k) ndo diferiram nas mudas
inoculadas com Ab-V5 e submetidas ao DH, comparadas com aquelas mantidas em CC,
enquanto nos demais tratamentos com as espécies de bactérias menores valores foram
observados nas mudas submetidas ao DH (Fig. 5 E). A concentracdo intercelular de
CO: (Ci) (Fig. 5 G) foi maior em todas as mudas mantidas em CC, exceto na inoculagdo
com ZM, na qual ndo houve diferenga entre CC e DH.

Em C. estrellensis menores valores de A e ¢s foram observados nas mudas
submetidas ao DH, comparadas aquelas em CC. Ainda, menores valores de A foram
observados em mudas inoculadas com Azorhizophillus sp. em CC, e maiores valores de
A foram observados em mudas inoculadas com Ab-V5 em DH, ambas comparadas com
os respectivos controles (Fig. 5 B). Valores de gs foram menores em mudas inoculadas
com Azorhizophillus sp. em CC, comparadas com o controle (Fig. 5 D). Menores
valores de k foram observados em mudas inoculadas com Azorhizophillus sp. e
submetidas ao DH, comparadas aquelas em CC, enquanto mudas inoculadas com Ab-
V5 em DH apresentaram maiores valores de k, comparadas ao controle (Fig. 5 F). A Ci
(Fig. 5 H) foi maior em todas as mudas mantidas em CC em relacdo aquelas submetidas
ao DH. E entre as mudas submetidas ao DH, aquelas inoculadas com Azorhizophillus

sp. apresentaram o maior valor neste parametro.
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Fig. 5 Trocas gasosas em mudas de Trema micrantha (A, C, E, G) e Cariniana estrellensis (B, D, F, H)
inoculadas com quatro espécies de bactérias (Ab-V5, ZM, Azomonas sp. e Azorhizophillus sp.) e mantidas
no solo na capacidade de campo (CC) ou submetidas ao déficit hidrico moderado (DH) durante 30 dias. A
e B: Taxa fotossintética liquida. C e D: Condutancia estomdtica. E e F: Eficiéncia instantanea de
carboxilagdo. G e H: Concentracao intercelular de CO,. Colunas hachuradas correspondem as plantas em
CC e colunas sombreadas correspondem as plantas em DH. Barras em cima das colunas correspondem ao
erro padrdo (n=8). Letras maiusculas comparam os tratamentos mantidos em CC, e letras minusculas
comparam os tratamentos mantidos em DH. O asterisco estd presente quando ha diferenca em um mesmo

tratamento entre CC e DH. Letras iguais nao diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Foi observada maior quantidade de agucares soluveis totais (AST) em
folhas de T. micrantha submetidas ao DH, exceto nas mudas inoculadas com Azomonas
sp., nas quais nao foi observada diferenga quando comparadas aquelas em CC. Ainda,

estas mudas em DH apresentaram aproximadamente duas vezes menos AST quando
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comparadas com o controle (Fig. 6 A). Nas raizes das mudas inoculadas com ZM e
Azorhizophillus sp. submetidas ao DH, menores quantidades de AST foram observadas,
em relacdo aquelas mantidas na CC, enquanto nos demais tratamentos nao foram
observadas diferengas. Nas raizes das mudas inoculadas com Ab-V5 e Azomonas sp. em
CC, foi observado aproximadamente uma vez ¢ meia menos AST em relacdo ao
controle; enquanto naquelas em condicdo de DH a quantidade de AST foi
aproximadamente a metade nas mudas inoculadas com ZM, Ab-V5 e Azorhizophillus
sp., comparadas ao controle (Fig. 6 B). Em C. estrellensis apenas nas folhas das mudas
inoculadas com ZM e submetidas ao DH foi observada maior quantidade de AST,
comparadas aquelas em CC. Porém, houve reducdo nas folhas das mudas inoculadas
com ZM e Azorhizophillus sp. em CC, comparadas ao controle (Fig. 6 C). Nas raizes
das mudas de C. estrellensis a maioria dos tratamentos apresentou maior quantidade de
AST quando submetidas ao DH, exceto nas mudas inoculadas com Ab-V5, comparadas

aquelas em CC (Fig. 6 D).

A 160 @CcC B A
140 16
a* "
-, T 14 AB
o« 120 28 2 AB*
£3 Sgm2 7 B
2 g100 28 77
g2 g 210 /% b ab
3 o 80 | 2z / b B 1 g2
53 o g 2% / 1 3 )
2 €60 B ¢ / 7 |
£ Al A E6 6 / |
5, | ot 8% 7 |
392 { QE a / |
LE | <= / |
T 20 | 2 % |
0 ‘ o / |
Controle Ab-VS Azomonas sp. Azorhizophillus sp. Controle ™ Ab-V5 Azomonas sp. Azorhizophillus sp.
C 8 p 30 "
a
70 ab* '.f 25
A :
60 ab drm AB!
{ 29 AB ab 20 a
50 o b B
I

o

40

30 i A T A jl —Y A

Controle ™M Ab-V5 Azomonas sp. Azorhizophillus sp. Controle ™ Ab-V5 Azomonas sp. Azorhizophillus sp

(mg.g' massa seca raiz)
5

Agticares soluveis totais
(mg.g' massa seca folha)
Agicares soluveis totais

Fig. 6 Acucares soltveis totais (AST) em folhas e raizes de Trema micrantha (A ¢ B) e Cariniana
estrellensis (C e D) inoculadas com quatro espécies de bactérias (Ab-V5, ZM, Azomonas sp. e
Azorhizophillus sp.) e mantidas no solo na capacidade de campo (CC) ou submetidas ao déficit hidrico
moderado (DH) durante 30 dias. Colunas hachuradas correspondem as plantas em CC e colunas
sombreadas correspondem as plantas em DH. Barras em cima das colunas correspondem ao erro padrao
(n=4). Letras maiusculas comparam os tratamentos mantidos em CC, e letras mintsculas comparam os
tratamentos mantidos em DH. O asterisco esta presente quando ha diferenca em um mesmo tratamento

entre CC e DH. Letras iguais ndo diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Houve redugdo da quantidade de amido nas folhas e nas raizes de T.
micrantha e C. estrellensis submetidas ao DH, comparadas aquelas em CC, sendo que
para as folhas de T. micrantha a redugdo foi de aproximadamente cinco vezes, e para as
folhas de C. estrellensis a reducdo foi de aproximadamente dez vezes. Ainda, menores
quantidades de amido foram observadas nas raizes das mudas de T. micrantha
inoculadas com ZM e Ab-V5 em CC; enquanto maiores quantidades foram observadas
nas raizes de mudas inoculadas com ZM e Azomonas sp. em DH, ambas comparadas
aos respectivos controles (Fig. 7 A e B). Maior quantidade de amido foi observada em
folhas das mudas de C. estrellensis inoculadas com Ab-V5 em CC e em DH,
comparadas aos respectivos controles. Essa maior quantidade de amido também foi
observada nas raizes das mudas inoculadas com Ab-V5 e Azomonas sp. em CC, assim
como nas mudas inoculadas com Azomonas sp. em DH, ambas comparadas aos

respectivos controles (Fig. 7 C e D).
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Fig. 7 Amido em folhas e raizes de Trema micrantha (A e B) e Cariniana estrellensis (C e D) inoculadas
com quatro espécies de bactérias (Ab-V5, ZM, Azomonas sp. e Azorhizophillus sp.) e mantidas no solo na
capacidade de campo (CC) ou submetidas ao déficit hidrico moderado (DH) durante 30 dias. Colunas
hachuradas correspondem as plantas em CC e colunas sombreadas correspondem as plantas em DH.
Barras em cima das colunas correspondem ao erro padrio (n=4). Letras maitisculas comparam os
tratamentos mantidos em CC, e letras mintsculas comparam os tratamentos mantidos em DH. O asterisco
estd presente quando ha diferenca em um mesmo tratamento entre CC e DH. Letras iguais nao diferem

pelo teste de Tukey (p <0,05).
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Estresse oxidativo

As mudas de T. micrantha inoculadas com Azorhizophillus sp. e submetidas
ao DH apresentaram maiores valores de peroxidag¢do lipidica e de perdxido de
hidrogénio quando comparadas aquelas mantidas em CC (Fig. 8 A e C). Menores
valores de peroxidagdo lipidica foram observados em mudas inoculadas com ZM, e
maiores valores em mudas inoculadas com Azorhizophillus sp., ambas em DH,
comparadas ao controle (Fig. 8 A). Ainda, menores valores de peréxido de hidrogénio
foram observados em mudas inoculadas com ZM em CC; e em mudas inoculadas com
ZM e Azomonas sp. em DH, todas comparadas aos respectivos controles. Em C.
estrellensis houve aumento da peroxida¢do lipidica em mudas inoculadas com
Azorhizophillus sp. em DH e do perdoxido de hidrogénio em mudas inoculadas com

Azorhizophillus sp. em CC, comparadas aos respectivos controles (Fig. 8 B e D).
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Fig. 8 Avaliagdo do dano oxidativo em folhas de Trema micrantha (A e C) e Cariniana estrellensis (B e
D) inoculadas com quatro espécies de bactérias (Ab-V5, ZM, Azomonas sp. e Azorhizophillus sp.) e
mantidas no solo na capacidade de campo (CC) ou submetidas ao déficit hidrico moderado (DH) durante
30 dias. A e B: Peroxidagdo lipidica. C e D: Perdxido de hidrogénio. Colunas hachuradas correspondem
as plantas em CC e colunas sombreadas correspondem as plantas em DH. Barras em cima das colunas
correspondem ao erro padrdo (n=4). Letras maitisculas comparam os tratamentos mantidos em CC, e
letras mintisculas comparam os tratamentos mantidos em DH. O asterisco estd presente quando ha
diferenga em um mesmo tratamento entre CC e DH. Letras iguais nao diferem pelo teste de Tukey (p <

0,05).
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Metabolismo do nitrogénio

A atividade da enzima nitrato redutase (NR) foi menor apenas nas folhas de
T. micrantha inoculadas com Azomonas sp. ¢ submetidas ao DH, comparadas aquelas
em CC. Em raizes foi observada reducao da atividade da NR em todas as mudas
submetidas ao DH; porém, mudas inoculadas com Ab-V5, Azomonas sp. e
Azorhizophillus sp. em CC apresentaram maior atividade da NR, comparadas ao
controle (Fig. 9 A e B). Em C. estrellensis foi observado aumento da atividade da NR
nas folhas das mudas inoculadas com ZM e Azomonas sp. em DH, comparadas aquelas
em CC, assim como nas mudas inoculadas com ZM em DH, comparadas ao controle.
Nas raizes, as mudas inoculadas com ZM em DH apresentaram um aumento de
aproximadamente trés vezes da atividade da NR, tanto comparadas aquelas em CC

quanto com o controle (Fig. 9 C e D).
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Fig. 9 Atividade da enzima nitrato redutase (NR) em folhas e raizes de Trema micrantha (A ¢ B) ¢
Cariniana estrellensis (C e D) inoculadas com quatro espécies de bactérias (Ab-V5, ZM, Azomonas sp. e
Azorhizophillus sp.) e mantidas no solo na capacidade de campo (CC) ou submetidas ao déficit hidrico
moderado (DH) durante 30 dias. Colunas hachuradas correspondem as plantas em CC e colunas
sombreadas correspondem as plantas em DH. Barras em cima das colunas correspondem ao erro padrao
(n=4). Letras maiusculas comparam os tratamentos mantidos em CC, e letras mintisculas comparam os
tratamentos mantidos em DH. O asterisco esta presente quando ha diferenga em um mesmo tratamento

entre CC e DH. Letras iguais ndo diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Maior concentra¢do de nitrato foi observada em folhas de T. micrantha
submetidas ao DH, exceto nas mudas inoculadas com Azomonas sp., comparadas
aquelas em CC. Menores teores de nitrato foram observados em folhas de mudas
inoculadas com Ab-V5 ¢ Azorhizophillus sp. em CC, comparadas ao controle. Houve
diminui¢ao do nitrato nas raizes das mudas inoculadas e submetidas ao DH em relagao
ao controle (Fig. 10 A ¢ B). Em folhas de C. estrellensis foi observado aumento do teor
do nitrato nas mudas inoculadas com ZM, Azomonas sp. e Azorhizophillus sp.
submetidas ao DH, comparadas aquelas em CC. Ainda, maiores teores de nitrato foram
observados nas folhas de mudas inoculadas com ZM em DH, comparadas ao controle.
Nas raizes foi observado menor teor de nitrato nas mudas inoculadas com

Azorhizophillus sp. e submetidas ao DH, comparadas ao controle (Fig. 10 C e D).
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Fig. 10 Concentragdo de nitrato em folhas e raizes de Trema micrantha (A e B) e Cariniana estrellensis
(C e D) inoculadas com quatro espécies de bactérias (Ab-V5, ZM, Azomonas sp. e Azorhizophillus sp.) e
mantidas no solo na capacidade de campo (CC) ou submetidas ao déficit hidrico moderado (DH) durante
30 dias. Colunas hachuradas correspondem as plantas em CC e colunas sombreadas correspondem as
plantas em DH. Barras em cima das colunas correspondem ao erro padrdo (n=4). Letras maitsculas
comparam os tratamentos mantidos em CC, e letras minusculas comparam os tratamentos mantidos em
DH. O asterisco esta presente quando ha diferenga em um mesmo tratamento entre CC e DH. Letras

iguais nao diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Menor teor de amonio nas folhas de T. micrantha foi observado nas mudas

inoculadas com Azomonas sp. e submetidas ao DH, comparadas aquelas em CC. Nas
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raizes, ndo houve diferenca na quantidade de amoénio das mudas inoculadas com Ab-V5
e com Azomonas sp. submetidas ao DH em relagdo as que foram mantidas em CC (Fig.
11 A e B). Aproximadamente o dobro do teor de amdnio foi observado nas folhas de C.
estrellensis das mudas inoculadas com ZM e submetidas ao DH, em relagao aquelas em
CC. Enquanto menor teor foi observado nas mudas inoculadas com Ab-V5 submetidas
ao DH, comparadas aquelas em CC. As mudas inoculadas com ZM em CC também
apresentaram o menor teor de amonio, comparadas ao controle. Nas raizes o menor teor
de amonio foi observado em mudas inoculadas com Ab-V5 e Azomonas sp. submetidas

ao DH, comparadas aquelas em CC (Fig. 11 C e D).
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Fig. 11 Concentra¢do de amonio em folhas e raizes de Trema micrantha (A e B) e Cariniana estrellensis
(C e D) inoculadas com quatro espécies de bactérias (Ab-V5, ZM, Azomonas sp. e Azorhizophillus sp.) e
mantidas no solo na capacidade de campo (CC) ou submetidas ao déficit hidrico moderado (DH) durante
30 dias durante 30 dias. Colunas hachuradas correspondem as plantas em CC e colunas sombreadas
correspondem as plantas em DH. Barras em cima das colunas correspondem ao erro padréo (n=4). Letras
maiusculas comparam os tratamentos mantidos em CC, e letras minusculas comparam os tratamentos
mantidos em DH. O asterisco esta presente quando ha diferenga em um mesmo tratamento entre CC e

DH. Letras iguais ndo diferem pelo teste de Tukey (p <0,05).

Em folhas das mudas de T. micrantha inoculadas com Azomonas sp. nido
houve diferenga na quantidade de aminoacidos totais entre DH e CC. Nas raizes das
mudas inoculadas com ZM e submetidas ao DH foi observada menor quantidade de

aminoacidos totais, quando comparadas aquelas em CC. Nas raizes das mudas
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inoculadas com ZM e Ab-V5 em condi¢des de DH houve redugdo de aproximadamente
metade da quantidade de aminodacidos totais, comparadas ao controle (Fig. 12 A e B).
Em C. estrellensis, maior quantidade de aminoacidos totais foi observada nas folhas das
mudas inoculadas com ZM e Ab-V5 submetidas ao DH, comparadas aquelas em CC.
Ainda, menor quantidade de aminoacidos totais foi observada nas folhas de mudas
inoculadas com ZM, Ab-V5 e Azorhizophillus sp. em DH, comparadas ao controle. Nas
raizes maior quantidade de aminoacidos totais foi observada nas mudas inoculadas com
Azomonas sp. e submetidas ao DH, comparadas tanto aquelas em CC como com o

controle (Fig. 12 C e D).
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Fig. 12 Concentragdo de aminoacidos em folhas e raizes de Trema micrantha (A e B) e Cariniana
estrellensis (C e D) inoculadas com quatro espécies de bactérias (Ab-V5, ZM, Azomonas sp. e
Azorhizophillus sp.) e mantidas no solo na capacidade de campo (CC) ou submetidas ao déficit hidrico
moderado (DH) durante 30 dias. Colunas hachuradas correspondem as plantas em CC e colunas
sombreadas correspondem as plantas em DH. Barras em cima das colunas correspondem ao erro padrao
(n=4). Letras maiusculas comparam os tratamentos mantidos em CC, e letras mintsculas comparam os
tratamentos mantidos em DH. O asterisco esta presente quando ha diferenca em um mesmo tratamento

entre CC e DH. Letras iguais ndo diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05).

A quantidade de proteinas foi aproximadamente duas vezes maior nas folhas
de T. micrantha das mudas inoculadas com Ab-V5 e Azomonas sp. submetidas ao DH,
comparadas aquelas em CC. Nas raizes menor quantidade de proteinas foi observada
nas mudas inoculadas com ZM, Ab-V5 e Azorhizophillus sp. submetidas ao DH,

comparadas aquelas em CC; assim como menor quantidade de proteinas também foi
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observada nas mudas inoculadas com ZM e Ab-V5 em DH, comparadas ao controle
(Fig. 13 A e B). Nas folhas de C. estrelensis, maior quantidade de proteinas foi
observada em mudas inoculadas com Azomonas sp.; enquanto menor quantidade foi
observada nas mudas inoculadas com Azorhizophillus sp., ambas submetidas ao DH e
comparadas aquelas em CC. Mudas inoculadas com Ab-V5 ¢ Azorhizophillus sp. em
CC apresentaram aproximadamente uma vez e meia mais proteinas nas folhas,
comparadas ao controle; enquanto em mudas inoculadas com Azorhizophillus sp. em
DH menor quantidade de proteinas foi observada, comparadas ao controle. Nas raizes
das mudas inoculadas com Ab-V5 e submetidas ao DH menor quantidade de proteinas
foi observada; enquanto nas mudas inoculadas com Azorhizophillus sp. e submetidas ao

DH a quantidade de proteinas foi maior, comparadas aquelas em CC (Fig. 13 C e D).
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Fig. 13 Concentragdo de proteina em folhas e raizes de Trema micrantha (A e B) e Cariniana estrellensis
(C e D) inoculadas com quatro espécies de bactérias (Ab-V5, ZM, Azomonas sp. e Azorhizophillus sp.) e
mantidas no solo na capacidade de campo (CC) ou submetidas ao déficit hidrico moderado (DH) durante
30 dias. Colunas hachuradas correspondem as plantas em CC e colunas sombreadas correspondem as
plantas em DH. Barras em cima das colunas correspondem ao erro padrdo (n=4). Letras maiusculas
comparam os tratamentos mantidos em CC, e letras mintisculas comparam os tratamentos mantidos em
DH. O asterisco esta presente quando ha diferenga em um mesmo tratamento entre CC e DH. Letras

iguais nao diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Respostas integradas da associagdo de BPCP com mudas de espécies arbdreas
em déficit hidrico

Para Trema micrantha os graficos de radar plotados a partir do calculo dos
valores de desvio entre cada indculo e o controle estdo mostrados na Figura 14. Entre
Azomonas sp. (Fig. 14 A) e ZM (Fig. 14 B) as andlises que mais influenciaram o
resultado obtido foram a atividade da enzima nitrato redutase de folhas (C) e de raizes
(D), e a quantidade amido nas folhas (I). Além disso, os valores de peroxidacao lipidica
(N) e do peroxido de hidrogénio (O) sdo claramente menores nas mudas inoculadas com
ZM. Nestas mudas foi, também, possivel observar o maior incremento de massa seca na
parte aérea (P). Para as mudas inoculadas com Ab-V5 (Fig. 14 B) e com
Azorhizophillus sp. (Fig. 14 D), os valores dos biomarcadores plotados no grafico

indicam que menos diferengas nas analises foram observadas em relagao ao Controle.

A M B Ab-V5
A
Q ¢ B
P 2 C
o D
N E
M F
L G
C D Azorhizophillus sp.
A
Q. -4 B
P 2 C
o D

Fig. 14 indice de Resposta de Biomarcador Integrado (IBRv2) em mudas de Trema micrantha baseado
nas analises a seguir: A: Nitrato folha. B: Nitrato raiz. C: Atividade da enzima nitrato redutase folha. D:
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Atividade da enzima nitrato redutase raiz. E: Amoénio folha. F: Amonio raiz. G: Proteinas folha. H:
Proteinas raiz. I: Amido folha. J: Amido raiz. K: Taxa fotossintética liquida (A). L: Potencial de agua
(yw). M: Prolina. N: Peroxidagdo lipidica (TBARS). O: Peroxido de hidrogénio P: Massa seca da parte
aérea. Q: Massa seca da raiz. Os resultados sdo apresentados em relagdo aos resultados basais (linha
tracejada). A area acima de 0 indica aumento em relagcdo ao controle, a area abaixo de 0 indica reducdo
em relag@o ao controle. Analises realizadas para as mudas submetidas ao déficit hidrico.

Em Cariniana estrellensis (Figura 15) associada a Azorhizophillus sp. (Fig.
15 D) pode-se observar ao aumento dos parametros de peroxidagdo lipidica (N) e do
peroxido de hidrogénio (O) e esses parametros sdo claramente menores nas mudas
associadas com Ab-V5 (Fig. 15 B). Além disso a taxa fotossintética liquida (K) foi
maior nas mudas inoculadas com Ab-V5. Os biomarcadores plotados no grafico em ZM
(Fig. 15 A) indicam que para este estirpe menos diferencas foram observadas em
relagdo ao controle, porém ¢ importante ressaltar que esta estirpe foi a que mais
influenciou positivamente a atividade da enzima nitrato redutase de folhas (C) e de
raizes (D). O amido nas folhas (I) foi maior em ZM e em Ab-V5. Para Azomonas sp.

(Fig. 15 C) os resultados diferiram menos em relacdo ao Controle.
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A M B Ab-V5

c Azomonas sp. D Azorhizophillus sp.

Fig. 15 Indice de Resposta de Biomarcador Integrado (IBRv2) em mudas de Cariniana estrellensis
baseado nas analises a seguir: A: Nitrato folha. B: Nitrato raiz. C: Atividade da enzima nitrato redutase
folha. D: Atividade da enzima nitrato redutase raiz. E: Amonio folha. F: Amonio raiz. G: Proteinas folha.
H: Proteinas raiz. I: Amido folha. J: Amido raiz. K: Taxa fotossintética liquida (A). L: Potencial de agua
(Ww). M: Prolina. N: Peroxidagdo lipidica (TBARS). O: Peréxido de hidrogénio P: Massa seca da parte
aérea. Q: Massa seca da raiz. Os resultados s@o apresentados em relagdo aos resultados basais (linha
tracejada). A area acima de 0 indica aumento em relagdo ao controle, a area abaixo de 0 indica redug@o
em relagdo ao controle. Analises realizadas para as mudas submetidas ao déficit hidrico.

Discussao

Status hidrico e ajuste osmatico

As plantas estdo constantemente expostas a estresses abidticos, como o
déficit hidrico, o qual é um dos mais sérios problemas que afeta a manutencdo dos
habitats. A inoculag¢do de plantas com BPCP tem mostrado resultados promissores para
a mitiga¢ao dos danos causados por esse estresse. Na maioria das espécies vegetais, as

BPCP sao ubiquas, colonizando tanto local quanto sistemicamente, e influenciando a
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homeostase das plantas pela supressao de doengas, degradagdo de contaminantes no
solo, tolerancia a estresses abioticos e a promocao do crescimento vegetal (Kuklinsky-
Sobral et al. 2005).

Os dados obtidos pelo yyw confirmam a condi¢ao de déficit hidrico moderado
no solo, evidenciado pela reducdo do potencial de 4gua nas mudas de ambas as espécies
em DH, comparadas aquelas em CC.

Uma das respostas fisiologicas que sdo desencadeadas no metabolismo
vegetal em situacao de DH € o ajuste osmotico; este ocorre por meio do aumento na
concentragdo de solutos nas células os quais resultam na redug¢ao do potencial osmotico
e consequentemente no potencial de agua e, assim, possibilita a absor¢do de dgua em
solos pouco hidratados e a manuteng@o do turgor celular nas espécies vegetais (Bianchi
et al. 2005). Em T. micrantha, o maior valor de yw nas mudas inoculadas com
Azorhizophillus sp. pode indicar uma associagdo compativel, somado a redugdo do
conteudo de prolina (Fig. 3 A e Fig. 4 A), de modo que a interacdo microrganismo-
planta pode ter acarretado em mudangas metabolicas que aumentem a tolerancia dessas
mudas ao DH e possam favorecer seu estabelecimento em ambientes com baixa
disponibilidade hidrica.

A prolina ¢ importante na prote¢do contra possiveis danos causados pelo
estresse, no entanto ja foi relatado que o menor acumulo deste aminodcido ocorre em
plantas que sdo menos afetadas (Sandhya et al. 2010). Diante disso, o0 menor conteudo
de prolina nas mudas de T. micrantha associadas com Ab-V5, Azomonas sp. e
Azorhizophillus sp. em DH pode ter sido pelo fato de que as BPCP contribuiram com a
protecao contra os possiveis danos causados pelo DH (Fig. 4 A) (Ruiz-Sanchez et al.
2011).

Outro fator evidente ¢ a diferenca entre os mecanismos de ajuste osmotico
nas espécies vegetais, uma vez que, em C. estrellensis o maior yw em mudas associadas
com Azomonas sp. (Fig. 3 B) pode estar relacionado a outros mecanismos de ajuste que
ndo seja a sintese de prolina. Assim, neste caso ha aumento na quantidade deste
aminodacido e também aumento do yw, que estd associado a outros mecanismos de ajuste

osmotico, diferentes daqueles observados em T. micrantha.



52

Andlise de crescimento

ApoOs o0 ajuste osmotico e consequente manutencao do turgor celular, um dos
primeiros mecanismos de defesa para aumentar a tolerancia das plantas ao déficit
hidrico ¢ o maior desenvolvimento de raizes de modo que possibilite uma maior
absor¢do de agua. Interagcdes compativeis entre microrganismo-planta possibilitam
respostas sinérgicas, favorecendo a mudancga na arquitetura da raiz, levando ao aumento
de biomassa, através do crescimento das raizes, desenvolvimento de raizes secundarias
e pelos radicias; induzidos, principalmente, pela sintese de Acido Indol-3-Acético (AIA)
pelos microrganismos que estdo associados as plantas; além disso, esse fitormdénio pode
influenciar também o crescimento da parte aérea (Marulanda et al. 2006 ¢ 2009).

Os resultados da massa seca da raiz e da parte aérea de T. micrantha ¢ C.
estrellensis (Tabela 1) mostram que a interagdo com ZM, Azomonas sp. (apenas em C.
estrellensis) e Azorhizophillus sp. acarretou em efeitos positivos, uma vez que ndo
houve diferengas entre as mudas em DH, comparadas aquelas em CC. Estes resultados
indicam compatibilidade desses indculos com a espécie vegetal. De acordo com Moreira
et al. (2010), as BPCP produzem os componentes responsaveis pelo estimulo ao
crescimento em raizes, incluindo Acido Indol-3-Acético (AIA), giberelinas e
citocininas. Além disso, o aumento da razdo raiz/parte aérea em mudas de C.
estrellensis submetidas ao DH e associadas com Azorhizophillus sp. também indica
compatibilidade entre bactéria-planta, e pode auxiliar na tolerdncia ao DH.

Um desenvolvimento mais eficiente de raizes proporciona muitos
beneficios, como a melhor aquisi¢ao de nutrientes e a maior tolerancia ao déficit hidrico
devido a maior area para absorcdo de dgua e ions (Bashan et al. 2004; Correa et al.
2008). Conforme proposto por Marulanda et al. (2009), as interacdes devem ser
compativeis para proporcionar efeitos que aumentem a tolerancia das plantas ao estresse
ambiental. Assim, as bactérias proporcionaram provavelmente maior desenvolvimento
de raizes laterais e pelos absorventes, que favorecem maior absor¢ao de dgua e ions,
com consequente manuten¢do no incremento da massa seca da raiz e da parte aérea,
como observado por Marulanda et al. (2006).

Esses resultados em mudas de T. micrantha inoculadas com Azorhizophillus
sp. ¢ em mudas de C. estrellensis inoculadas Azomonas sp. podem ter levado a uma
maior absor¢ao de 4gua, uma vez que o yw nessas mudas foi maior, favorecendo o status

hidrico das plantas de modo a contribuir para a manutengdo da homeostase e
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consequentemente para a reducdo dos efeitos negativos ocasionados pelo DH,

favorecendo o incremento de massa, como ja relatado por Mayak et al. (2004).

Metabolismo fotossintético

A reducdo nos parametros de trocas gasosas, como observado nas duas
espécies arboreas submetidas ao DH (Fig. 5 A e B), ja foi relatada em outros estudos e
se deve ao conjunto de respostas metabolicas que a planta exibe em situacao de estresse,
assim como a restricdo de CO; intercelular pela menor condutincia estomatica ¢ a
possiveis danos no aparelho fotossintético (Zgallai et al. 2005; Oliveira et al. 2002). A
manutengdo da Kk (Fig. 5 E) nas mudas de T. micrantha inoculadas com Ab-V5 mostra
um efeito benéfico nesta interacdo, de modo que Azospirillum brasilense pode ter
mecanismos sinérgicos que auxiliam na mitigacdo dos danos causados pelo déficit
hidrico e influenciam positivamente a atividade do aparelho fotossintético,
especialmente nos processos de assimilagdo do CO2, uma vez que a concentragdo
intercelular de CO: (Ci) foi menor nas mudas inoculadas com Ab-V5 e submetidas ao
DH (Fig. 5 G)

Em C. estrellensis, assim como observado em T. micrantha, a associac¢do
com Azospirillum brasilense resultou em efeitos positivos na prote¢do contra os
possiveis danos causados pelo déficit hidrico, visto que mesmo com uma menor Ci (Fig.
5 H) a A e k (Fig. 5 B e F) foram maiores nas mudas inoculadas com Ab-V5 em DH.
Esta influéncia na K para ambas as espécies vegetais, e na A para C. estrellensis quando
associadas com Ab-V35, pode ser devido a fatores ndo-estomaticos, como a manutengao
ou aumento da atividade de enzimas presentes no ciclo de assimilagdo do C, como por
exemplo a enzima ribulose 1,5-bifosfato carboxilase/oxigenase (Rubisco).

Sabe-se que o déficit hidrico causa danos ao aparelho fotossintético e ainda
reduz a atividade das enzimas do Ciclo de Calvin (Farooq et al. 2009). E, visto que a
condutancia estomatica (Fig. 5 C ¢ D) e a Ci (Fig. 5 G e H) foram menores em todos os
tratamentos em DH, porém apenas nas mudas de ambas as espécies vegetais inoculadas
com Ab-V5 houve aumento ou manutencdo da k. Deste modo, estes efeitos danosos
podem ter sido menos severos nas mudas inoculadas com Ab-V5, proporcionando assim
maior tolerancia ao DH, manutencdo ou at¢é mesmo melhora no metabolismo

fotossintético sob estresse.
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Além disso, os resultados obtidos para T. micrantha e para C. estrellensis
submetidas ao DH e inoculadas com Ab-V5 indicam que a associacdo com esta espécie
de bactéria influenciou beneficamente todo o metabolismo fotossintético, atenuando os
danos que poderiam ser gerados pelo estresse. O déficit hidrico pode levar ao
fechamento estomatico e consequente redugao no aporte de CO>. Além disso, 0 excesso
de elétrons da cadeia de transporte de elétrons da fotossintese ¢ direcionado para a
formagao de ERO, as quais sdo prejudiciais ao aparato fotossintético. Isto leva a um
rapido declinio da fotossintese sob déficit hidrico, que ¢ acompanhado da reducao da
fun¢ao de carboxilacdo de Rubisco, assim como da reducdo da eficiéncia maxima do
FSII (Farooq et al. 2009).

Em muitas plantas a indisponibilidade hidrica no solo j& foi demonstrada
como fator influente na parti¢ao de carboidratos e no metabolismo, levando a sintese de
novos compostos (Kohler et al. 2008). A reducdo de agucares soliveis e de amido
observada em folhas e raizes de T. micrantha em alguns tratamentos pode estar
relacionada com as diferentes taxas de particdo de carboidratos em situagdo de DH, e
ainda a menor taxa fotossintética liquida nas mudas em DH pode ter acarretado em
menores taxas de carbono assimilado (Kohler et al. 2008).

Para C. estrellensis o aumento de amido nas raizes de mudas associadas
com Ab-V5 em CC, e nas folhas e raizes das mudas associadas com Azomonas sp.
mostra um efeito benéfico dessa associagdo, uma vez que, para estes tratamentos nao
foram observadas diferengas nos parametros de trocas gasosas A e K, indicando que
houve uso mais eficiente do carbono ou ainda, uma redu¢do da taxa metabolica. Os
menores teores de amido observados nas raizes quando submetidas ao DH pode ser
devido a parti¢ao de carboidratos uma vez que para as mudas de C. estrellensis em DH
maiores quantidades de AST foram observadas, e a menor quantidade de amido em
todas as mudas submetidas ao DH se deve ao mesmo motivo observado em T.
micrantha, estando relacionado aos menores valores de A e gs das mudas que foram
expostas ao estresse. Assim, essas taxas entre as fontes e os drenos das mudas
dependem da taxa fotossintética liquida e da concentragdo de sacarose nas folhas, ja que
o déficit hidrico leva a reducdo das taxas fotossintéticas e consequentemente prejudica o

metabolismo de carboidratos (Farooq et al. 2009).
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Estresse oxidativo

Para avaliar a influéncia das ERO no metabolismo vegetal sob déficit
hidrico foram mensurados a peroxidagdo lipidica e o peréxido de hidrogénio. Em T.
micrantha (Fig. 8 A e C) o in6culo ZM promoveu mecanismos para mitigar os possiveis
danos oxidativos causados pelo déficit hidrico tanto pela diminuicdo da peroxidagao
lipidica quanto pelo menos teor de peroxido de hidrogénio. Ja as mudas inoculadas com
Azomonas sp. apresentaram redugdo apenas na quantidade de peroxido de hidrogénio.
Em ambos os casos torna-se evidente a reduc¢do do estresse oxidativo nas mudas
associadas aos inoculos citados, uma vez que as ERO podem também afetar a
integridade das membranas celulares e de enzimas relacionadas ao metabolismo
fotossintético (Triantaphylideés e Havaux 2009).

Os mecanismos de aumento da prote¢do ao estresse oxidativo podem estar
relacionados com a sintese de enzimas antioxidantes como a Superdéxido Dismutase
(SOD), a Catalase (CAT) e peroxidases como a Ascorbato Peroxidase (APX) e a
Guaiacol Peroxidase (GPX), as quais tém sua atividade associada com a tolerancia das
plantas do déficit hidrico e sdo responsaveis pela neutralizagdo das ERO (Kohler et al.
2008). Uma maior atividade de catalases e peroxidases foi relatada por Saravanakumar
et al. (2010) em mudas de Vigna radiata tratadas com BPCP. Estas enzimas sdo
importantes na remoc¢do das ERO e consequentemente na prevencdo dos possiveis
danos a membrana e ao DNA; e ainda Kohler et al. (2008) sugeriram que indculos
contendo BPCP podem mitigar os danos oxidativos causados pela seca, e isto
provavelmente ocorreu em T. micrantha quando inoculada com ZM, embora a atividade
enzimdtica ndo tenha sido mensurada, os resultados para a o perdxido de hidrogénio
indicam que houve aumento da atividade enziméatica, ou um aumento da prote¢do
decorrente da reducgdo da sintese deste composto.

Os resultados observados em C. estrellensis evidenciam a menor
sensibilidade que as espécies tolerantes a sombra possuem em desencadear respostas de
eliminacdo das ERO (Fig. 8 B e D), uma vez que o metabolismo dessas espécies esta
associado a uma menor disponibilidade luminosa fato que pode influenciar nas taxas de
expressdo génica, reduzindo a sintese de enzimas antioxidantes. Portanto, mais estudos
sdo0 necessarios para medir a atividade dessas enzimas e também a expressao dos genes

que as codificam.
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Metabolismo do nitrogénio

Aspectos relacionados com a assimilacdo de nitrogénio foram avaliados,
uma vez que a absor¢ao e a assimilacdo podem ser comprometidas em situagdes de DH
e, que a utilizagdo de BPCP diazotroficas pode favorecer as plantas nessa situacdo de
estresse (Bashan e Levanony 1990; Bashan et al. 2004). Os resultados da maior
atividade da NR de T. micrantha indicam que a inoculagdo com Ab-V5, Azomonas sp. e
Azorhizophillus sp. propiciou um aumento na assimilagdo de nitrogénio nas raizes das
mudas mantidas em CC. Da mesma forma, mudas de C. estrellensis inoculadas com ZM
e Azomonas sp. possivelmente possuem maior sinergia nos processos metabolicos
acarretando no aumento da atividade desta enzima em folhas (ambos) e raizes (apenas
ZM) das mudas em DH e também no aporte de nitrogénio. Conforme relatado por
James ¢ Baldani, (2012), a interacdo com Azospirillum favoreceu o aporte de nitrogénio
em arroz € outros cereais, assim como no estudo de Kohler et al. (2008), em que a
interagdo com microrganismos estimulou a atividade da enzima NR em mudas de alface
submetidas ao DH.

Ademais, outros componentes bioquimicos que fazem parte da rota
metabolica do nitrogénio no vegetal, sdo importantes para a avaliacdo da aquisicao de
nitrogénio, dentre eles o nitrato, 0 amonio, os aminoacidos e as proteinas (Lambers et
al. 2008). A reducado do teor de nitrato nas folhas de T. micrantha inoculadas com Ab-
V5 e Azorhizophillus sp. em CC indica que houve maior aquisi¢do ¢ assimilagdo de
nitrogénio nas plantas inoculadas em relagdo as do controle. Assim, o NO3™ absorvido
pelas raizes pode ter sido utilizado em maiores quantidades para os processos bioldgicos
por meio de mecanismos de compatibilidade na relagdo microrganismo-planta (James e
Baldani 2012; Amaral et al. 2016), visto que as BPCP podem influenciar positivamente
a atividade de outras enzimas do ciclo de assimilagdo do nitrogénio como a Glutamina
Sintetase (GS) e a Glutamato Sintase (GOGAT) (Cassan et al. 2008; Ahemad; Kibret,
2014).

Nas mudas de C. estrellensis, a maior concentra¢ao de nitrato nas folhas
das mudas inoculadas com ZM e Azomonas sp., em DH, est4 relacionada com a maior
atividade da enzima NR. Como o NOjs™ ¢ substrato e ativador para a enzima NR, a
maior aquisi¢do desse nutriente esta associada a maior atividade enzimética e maior

assimilacdo de nitrogénio, consequentemente. Esta maior atividade da NR em C.
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estrellensis pode ainda estar relacionada com a protegdo contra o dano oxidativo em
situacdo de DH, ja que a maior assimilagdo de NO3™ nesta espécie ndo pioneira pode ser
uma maneira de drenar o excesso de poder redutor, que ¢ produzido em situagdes de
estresse, possivelmente estimulada pela associacao com as BPCP.

Nas raizes das mudas de T. micrantha os efeitos do DH foram mais severos
quando inoculadas com Ab-V5 e Azomonas sp., pois as plantas submetidas ao DH nao
reduziram o contetido de NH4" quando associadas com essas BPCP. Em C. estrellensis
a menor quantidade de amonio observada nas folhas das mudas inoculadas com ZM em
CC e a Ab-V5 em DH pode ser devido a maior taxa de incorporagdo do amonio em
aminodcidos por meio da a¢do de enzimas como GS e GOGAT. Assim sendo, a
associacdo com BPCP pode gerar um aumento na atividade dessas enzimas, ou diminuir
a absor¢do de NH4", uma vez que o NOs™ encontrava-se disponivel no solo e a sua maior
absor¢ao pode estar relacionada a dissipagdo do excesso de poder redutor (Bredemeier e
Mundstock 2000, Cassan et al. 2008).

A quantidade de aminoacidos totais nas folhas em T. micrantha pode ser
atribuida ao aumento na assimilacdo de N dessas mudas quando associadas com todos
os indculos, exceto Azomonas sp., assim como observado por Fukami et al. (2016) em
que a associa¢do de mudas de Zea mays e de Trigo com Azospirillum levou ao maior
acumulo de compostos nitrogenados na parte aérea. Esses efeitos tém sido atribuidos a
alteracdes morfoldgicas e fisioldogicas nas raizes, as quais proporcionam melhor
absor¢ao de agua e nutrientes pelas plantas. Em C. estrellensis o dado observado para as
raizes corrobora a ideia de que a menor quantidade de NH4" nas plantas inoculadas com
Azomonas sp. ¢ devido ao aumento da incorporacdo deste ion, acarretando em maior
quantidade de aminoacidos. E também na sintese de prolina, uma vez que o conteudo
deste aminoacido foi maior nas mudas de C. estrellensis submetidas ao DH em relagao
aquelas em CC inoculadas com Azomonas sp., este fato pode ser importante na
manuteng¢ao do status hidrico e na protecao contra o estresse oxidativo nessas mudas.

A associagdo de T. micrantha com Ab-V5 e Azomonas sp. sob DH
proporcionou melhora na assimilagdo de nitrogénio nas folhas, levando ao aumento do
contetdo de proteinas, assim como observado em mudas de trigo e milho associadas a
Azospirillum, nas quais a associagdo levou ao incremento de compostos nitrogenados na
parte aérea (Hungria et al. 2010). Mudas de C. estrellensis mostraram aumento no
conteudo de proteinas quando associadas a Ab-V5 e com Azorhizophillus sp. em CC,

caracterizando mais um efeito benéfico da associagdo com BPCP em mudas de
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Cariniana estrellensis. Conforme Kohler et al. (2008), a associagdo com BPCP em
plantas submetidas ao DH moderado pode aumentar os niveis de nitrogénio assimilado.
Ferreira et al. (2013), também observaram que a associacdo de mudas de milho com
Azospirillum acarretou na absor¢do de nutrientes de forma mais eficiente e ainda em
maior disponibilidade de nitrogénio assimilavel que ¢ decorrente da fixacao do N pelas

BPCP.

Respostas integradas da associacdo de BPCP com mudas de espécies arbdreas

em déficit hidrico

Em Trema micrantha os resultados que indicam maior tolerdncia ao DH
foram observados nas mudas inoculadas com ZM (Fig. 14 A). Este inoculo
proporcionou aumento da atividade da enzima NR tanto em folhas quanto em raizes, e
ainda um aumento da massa seca da parte aérea. Além disso, foi possivel observar as
menores taxas de danos oxidativos, a partir da redu¢ao do conteudo de peroxido de
hidrogénio e peroxidacdo lipidica. Em contrapartida, na associacdo com Azomonas sp.
(Fig. 14 C), houve aumento dos parametros que indicam dano oxidativo, representados
pelo conteudo de peroxido de hidrogénio e peroxidacao lipidica.

Em Cariniana estrellensis os resultados que indicam maior tolerdncia ao
DH foram observados nas mudas inoculadas com Ab-V5 (Fig. 15 B). Nestas mudas
foram observados maiores valores da taxa fotossintética liquida, maior quantidade de
amido nas folhas e menores conteudos de perdxido de hidrogénio e peroxidagdao
lipidica, indicando além de aumento da assimilacdo de CO., também protecao aos danos
oxidativos. Mudas de C. estrellensis inoculadas com ZM também apresentaram boas
respostas ao DH, entre elas maior atividade da enzima NR em folhas e raizes (Fig. 15
A), acarretando em maior atividade do metabolismo de nitrogénio. Por outro lado,
mudas de C. estrellensis inoculadas com Azorhizophillus sp. (Fig. 15 D) apresentaram
aumento dos parametros associados com os danos causados pelo estresse oxidativo,
tornando claro que neste caso a interacdo ndo gerou respostas que aumentassem a
tolerancia ao DH.

Os resultados encontrados indicam que os efeitos promotores do
crescimento vegetal variam de acordo com a espécie de planta e a estirpe de bactéria

utilizada, caracterizando a interacao espécie-especifica conforme proposto por Xiong et
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al. (2016). Assim, a inoculacdo em trés espécies vegetais tolerantes a salinidade:
Aegiceras corniculatum, Bruguiera gymnoihiza e Casuarina equisetifolia, com
bactérias promotoras do crescimento consideradas diazotroficas e solubilizadoras de
fosfato gerou resultados diferentes no crescimento € no acuimulo de N e P nos tecidos.
Resultados similares foram observado no presente estudo, em que diferentes padroes de
resposta foram encontrados de acordo com a associagdo planta-bactéria. Portanto, o
gendtipo vegetal desempenha um papel importante na resposta da planta a inoculagao
com BPCP, de modo que, a compatibilidade gendtipo-genodtipo ¢ crucial para

determinar o padrao de respostas observado (Amaral et al. 2016).

Conclusoes

A associacdo com BPCP influenciou respostas metabolicas que foram
responsaveis pelo aumento da tolerancia ao déficit hidrico nas espécies vegetais
estudadas. Em relacdo as hipoteses pode-se concluir que:

I - H4 mudangas no status hidrico das mudas inoculadas com BPCP,
tornando-as mais tolerantes ao déficit hidrico. Aceita-se esta hipotese. As mudas de
ambas as espécies arbOreas apresentaram mudangas no status hidrico que indicaram
aumento da tolerancia ao DH. Em T. micrantha houve aumento no potencial de agua
quando inoculada com Azorhizophillus sp. e C. estrellensis quando inoculada com
Azomonas sp. E ainda, reducdo da prolina em T. micrantha inoculada com Ab-VS5,
Azomonas sp. e Azorhizophillus sp.

IT - H& manutengdo do crescimento das mudas inoculadas com BPCP,
mesmo quando submetidas ao déficit hidrico. Aceita-se esta hipotese. As mudas de
ambas as espécies arboreas submetidas ao déficit hidrico e inoculadas com ZM e com
Azorhizophillus sp. apresentaram manuten¢do da massa seca da raiz e parte aérea,
quando comparadas aquelas mantidas em CC.

IIT - A inoculagdo com BPCP promove melhora nas trocas gasosas € no
metabolismo do nitrogénio das mudas contribuindo com a tolerancia ao déficit hidrico.
Aceita-se esta hipotese. Em T. micrantha inoculada com Ab-V5 houve manutengdo da
eficiéncia instantanea de carboxila¢do e em C. estrellensis foi observado aumento deste
parametro. E ainda, a maior atividade da enzima NR em folhas e raizes de ambas as

espécies vegetais associadas com ZM indica aumento da assimilagdo de NO3".
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IV - Ha menos danos causados pelo estresse oxidativo nas mudas inoculadas
com BPCP quando submetidas ao déficit hidrico. A hipdtese foi aceita. A protecdo
contra o estresse oxidativo foi observada em ambas as espécies, sendo nas mudas de T.
micrantha inoculadas com ZM e de C. estrellensis inoculadas com Ab-V5, em que
houve reducao da peroxidagao lipidica e do peroxido de hidrogénio.

Os resultados do presente estudo evidenciam que para a espécie pioneira (T.
micrantha) a associagdo com ZM ocasionou mudangas metabolicas em diversas rotas
bioquimicas, favorecendo maior aquisicdo de nitrogénio, ajuste osmotico e protecao
contra o estresse oxidativo. Para a espécie ndo pioneira (C. estrellensis), a associagdo
com ZM também ocasionou mudangas, principalmente relacionadas ao metabolismo de
N e crescimento. Contudo, a inoculacdo com Ab-V5 favoreceu o metabolismo
fotossintético e a prote¢do contra os danos causados pelo estresse oxidativo. Dessa
forma, essas espécies de bactérias podem representar maior compatibilidade com essas
espécies arboreas: ZM para T. micrantha e ZM e Ab-V5 para C. estrellensis.

Multiplos mecanismos sdo desenvolvidos no processo de tolerancia ao DH
no solo. A associagdo das BPCP com as mudas de espécies arbdreas favorece a ativagao
de processos metabdlicos que levam a melhor qualidade fisioldgica e ao aumento da
tolerancia ao DH em mudas de Trema micrantha e Cariniana estrellensis, aumentando
o potencial de sobrevivéncia dessas mudas quando submetidas a situagdo de desafio.
Em especial, para a espécie pioneira, a melhor resposta em relagdo ao DH foi observada
quando as mudas foram inoculadas com ZM, enquanto na espécie ndo pioneira esses
resultados foram obtidos quando houve a inoculagdo das mudas com ZM e Ab-V5. Isto
evidencia a compatibilidade entre essas BPCP e as espécies vegetais, e indica quais
espécies de bactérias poderiam ser usadas em trabalhos futuros associadas com essas
espécies arboreas, visando a melhor qualidade de mudas quando submetidas a condi¢des

de desafio, como por exemplo o transplantio para o campo.
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