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RESUMO GERAL

Estresses ambientais limitam o estabelecimento e desenvolvimento de plantulas em ambientes
de clima arido e semiarido. A inoculacdo de Rizobactérias Promotoras de Crescimento de
Plantas (RPCPs) minimiza os efeitos adversos de estresses em plantas cultivadas. Entretanto,
poucos sdo os estudos que testaram a inoculacdo de RPCP em plantas nativas de ambientes
semiarido. O presente trabalho teve como objetivo avaliar as influéncias da inoculacdo de
Azospirillum lipoferum no crescimento e nas respostas fisiologicas de plantulas de
Myracrodruon urundeuva submetidas a estresses. O experimento foi conduzido na
Universidade Federal Rural de Pernambuco, Unidade Académica de Serra Talhada em
ambiente de viveiro. As sementes foram sanitizadas e inoculadas com a rizobactéria, com
tratamento controle correspondendo as sementes que ndo receberam a inoculagdo. Trés
semanas apos a germinacao as plantulas foram transplantadas para vasos de 3,8 L. A reducgéo
da reposicdo de &gua foi conforme a evapotranspiracdo de referéncia (ETO), sendo o0s
tratamentos: controle (100% da ETO), déficit moderado (50% da ETO) e déficit severo (25%
da ETO). Foram realizadas avaliacGes biométricas e de biomassa, fisioldgicas (trocas gasosas,
teores de clorofilas), potencial hidrico, curvas de luz de eficiéncia fotossintéticas e avaliagdo
da fluorescéncia da clorofila. As plantulas inoculadas e sob os tratamentos moderados de
déficit hidrico apresentaram altura 31% maior em relacdo as plantulas sem inoculo. A
biomassa foliar das plantulas inoculadas e sob déficit hidrico severo foi 17% superior as
plantulas sem in6culo. As taxas fotossintéticas, condutancia estomaética e transpiracao
apresentaram maiores médias para as plantulas sob efeito de inocula¢do. O potencial hidrico
das plantulas ndo inoculadas e sob déficit moderado foi 14% mais negativo que as plantulas
com indculo. As curvas de intensidade luminosa para as plantulas inoculadas e sob efeito de
déficit hidrico apresentaram maiores valores de fotossintese, condutancia e transpiracdo. A
fluorescéncia maxima apresentou as maiores médias para as plantulas inoculadas do
tratamento controle de déficit hidrico e para o coeficiente de dissipacdo fotoquimica as
plantulas inoculadas do tratamento severo de déficit hidrico se sobressairam em relagcdo as
plantulas sem ino6culo. Com isso a inoculagdo de RPCP em M. urundeuva apresenta-se como
uma alternativa para a producdo de plantas mais tolerantes ao déficit hidrico, sendo uma
alternativa para a utilizacdo dessas plantas na recuperacao de areas degradadas.

Palavras-chave: Aroeira, estresse abidtico, plantulas, rizobactérias, trocas gasosas.



GENERAL ABSTRACT

Environmental stresses limit the establishment and development of seedlings in arid and semi-
arid climate environments. Inoculation of Plant Growth Promising Rhizobacteria (RPCPSs)
minimizes the adverse effects of stresses on cultivated plants. However, few studies have
tested the inoculation of RPCP in native plants in semi-arid environments. The present work
had as objective to evaluate the influences of the inoculation of Azospirillum lipoferum on the
growth and the physiological responses of Myracrodruon urundeuva seedlings submitted to
stress. The experiment was conducted at the Federal Rural University of Pernambuco, Serra
Talhada Academic Unit in a nursery environment. The seeds were sanitized and inoculated
with the rhizobacterium, with control treatment corresponding to the seeds that did not receive
the inoculation. Three weeks after germination the seedlings were transplanted into 3.8 L
vessels. The reduction of water replenishment was in accordance with the reference
evapotranspiration (ETO). The treatments were: control (100% ETO), moderate stress (50%
ETO) and severe stress (25% ETO0). Evaluations were biometric and biomass, physiological
(gas exchange, chlorophyll content), water potential, light curves of photosynthetic efficiency
and evaluation of chlorophyll fluorescence were performed. Seedlings inoculated and under
moderate water deficit treatments presented a 31% higher height in relation to seedlings
without inoculum. Foliar biomass of inoculated seedlings and under severe water defict was
17% higher than seedlings without inoculum. The photosynthetic rates, stomatal conductance
and transpiration presented higher averages for the seedlings under inoculation effect. The
water potential of uninoculated and moderately deficit seedlings was 14% more negative than
seedlings with inoculum. The light intensity curves for seedlings inoculated and under water
defict showed higher values of photosynthesis, conductance and transpiration. The maximum
fluorescence showed the highest mean values for inoculated seedlings of the water déficit
control treatment and for the photochemical dissipation coefficient the inoculated seedlings of
the severe water stress treatment were highlighted in relation to the seedlings without
inoculum. Thus, the inoculation of RPCP in M. urundeuva presents itself as an alternative for
the production of plants more tolerant to water defict, being an alternative for the use of these

plants in the recovery of degraded areas.

Key words: abiotic stress, aroeira, gas exchange, rhizobacteria, seedling.
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APRESENTACAO

O estabelecimento de plantulas de espécies nativas em florestas de ambientes
semiaridos e aridos € fortemente influenciado por fatores ambientais caracteristicos destas
regibes. Altas temperaturas associadas aos baixos indices pluviométricos dificultam o
estabelecimento de espécies vegetais, pois a fase de plantula requer um répido
desenvolvimento e aprofundamento do sistema radicular. Além dos fatores ambientais, estas
florestas encontram-se seriamente perturbadas pela acdo antrdpica, resultando em grandes
areas desmatadas e com serios riscos de desertificacdo, sendo necessarios estudos voltados
para a restauracao destas areas.

O déficit hidrico afeta aspectos morfolégicos e fisioldgicos das espécies vegetais,
provocando mudancas no potencial hidrico foliar, contetdo relativo de agua, condutancia
estomatica, resultando em menores taxas fotossintéticas e diminuindo o crescimento das
plantas. Uma alternativa que vem sendo utilizada no meio agricola para o estabelecimento de
plantulas em éareas que apresentam deficiéncia hidrica é a inoculacdo de rizobactérias
promotora de crescimento de plantas (RPCP). Estudos apontam uma série de beneficios
apresentados pela inoculacdo de rizobactérias, entre os quais destacam-se: altos indices de
germinacdo, maior crescimento do sistema radicular, produgdo de fitormonios, aumento da
area foliar, maior crescimento da parte aérea das plantas e melhor performance do aparato
fotossintético. Dentre as rizobactérias destacam-se as do género Azospirillum, que sdo
diazotroficos de vida livre, ou seja, possuem a capacidade de fixar nitrogénio atmosférico, e
colonizam a regido da rizosfera de gramineas tropicais. No entanto, poucos sdo trabalhos
publicados sobre os efeitos da inoculagdo nas trocas gasosas e no aparato fotossintético de
plantas nativas de ambientes aridos e semiaridos.

Plantas do semiarido brasileiro estdo submetidas a longos periodos de déficit hidrico,
além de perturbacdes antrépicas e mudancas climaticas, que podem aumentar ainda mais as
areas de degradacdo. Com isto o uso da inoculacdo de rizobactérias promotoras de
crescimento de plantas é uma alternativa que pode favorecer o estabelecimento de plantulas
nativas nestes ambientes, contribuindo com estudos para recuperacao de areas degradadas de
ambientes semiaridos. Partindo deste pressuposto o presente trabalho teve por hipétese que a
inoculagéo de Azospirillum lipoferum em sementes de Myracrodruon urundeuva, cultivadas
em ambiente de viveiro, apresentam uma melhor tolerancia ao estresse hidrico. O trabalho

encontra-se dividido em dois capitulos, o primeiro aborda os efeitos da inoculagdo da
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rizobactéria Azospirilllum lipoferum em pléantulas de Myracrodruon urundeuva sob efeitos de
déficit hidrico ao longo do tempo, avaliando aspectos de biometria, biomassa e pardmetros
fisioldgicos. O segundo capitulo aborda os efeitos da inoculacdo nas plantulas submetidas a
estresse hidrico avaliando respostas de trocas gasosas em relacdo a inducdo de diferentes
faixas de luminosidade, além da avaliacdo do aparato fotossintético das plantulas. Ao término
do trabalho observou-se que inoculacdo de Azospirilllum lipoferum mitigou os efeitos do
déficit hidrico em plantulas de Myracrodruon urundeuva em condigdes de viveiro. Estudos
desta natureza contribuem para o avanco do conhecimento das respostas das plantas nativas
ao estresse, bem como subsidiar trabalhos de recuperacdo e reflorestamento de &reas

degradas.
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CAPITULO 1 - A INOCULACAO DE Azospirillum lipoferum MAXIMIZA A
EFICIENCIA ECOFISIOLOGICA E DE BIOMASSA EM PLANTULAS DE
Myracrodruon urundeuva ALLEMAO (ANACARDIACEAE) SOB EFEITO DE
DEFICIT HIDRICO

RESUMO

O estresse hidrico limita o estabelecimento de plantulas em ambientes de climas &rido e
semiarido. Estudos apontam que a inoculacdo de Rizobactérias Promotoras de Crescimento de
Plantas minimiza os efeitos adversos do estresse hidrico. No entanto, esses estudos séo
limitados a plantas cultivadas e, os poucos apresentados com plantas nativas limitam-se a
condigdes de ambiente controlado. O presente estudo avaliou a influéncia da inoculagdo de
Azospirillum lipoferum no crescimento de plantulas de Myracroduon urundeuva Allemé&o
(ANACARDIACEAE) sob efeitos de déficit hidrico. O experimento foi realizado em
ambiente de viveiro na Universidade Federal Rural de Pernambuco, Unidade Académica de
Serra Talhada. As sementes foram sanitizadas e em seguida 50% foram inoculadas com a
rizobactéria e 50% ndo receberam a inoculacdo, sendo o tratamento controle. Apé6s a
germinacdo as plantulas foram transplantadas para vasos de 3,8 L de capacidade. A reposicao
de &gua foi baseada na evapotranspiracdo de referéncia (ETO), com os tratamentos controle
(100% da ETO), déficit moderado (50% da ETO) e déficit severo (25% da ETO). Foram
realizadas analises biométricas e fisiologicas. O experimento foi realizado em delineamento
inteiramente casualizado em esquema fatorial 2 x 3 (com e sem in6culo x niveis de irrigacdo
de 100, 50 e 25% da ETO) com 15 repeticdes. As plantulas inoculadas com A. lipoferum e sob
efeito de déficit hidrico apresentaram maior altura, didmetro do coleto e namero de folhas. A
area foliar especifica aumentou 27% nas plantulas inoculadas e sob déficit moderado. A
biomassa aérea total das plantulas inoculadas e sob efeitos de déficit hidrico de 50 e 25%
foram 30% e 21%, respectivamente, superior as plantulas sem indculo. A condutancia
estomatica e transpiracao apresentaram as maiores médias para as plantulas inoculadas. Estes
resultados sugerem que a inoculacdo da A. lipoferum em plantulas de M. urundeuva conferiu
aumento de biomassa e melhor desempenho fotossintético, podendo ser usada como uma
alternativa para a producdo de plantas mais tolerantes ao déficit hidrico e, portanto,

ferramenta de manejo de plantas nativas para uso de restauragéo florestal.

Palavras-chave: Deéficit hidrico, ecofisiologia vegetal, fotossintese, semiarido, rizobactéria.

15



ABSTRACT

Water stress limits the establishment of seedlings in arid and semi-arid climates. Inoculation
of Rhizobacteria Promising of Plant minimizes the adverse effects of water deficit, but
ecophysiological studies with native species are scarce and limited to the laboratory. The
present study evaluated the influence of the inoculation of Azospirillum lipoferum on the
growth of Myracroduon urundeuva Allemdo (ANACARDIACEAE) seedlings under the
effects of water deficit. The experiment was carried out in a nursery environment at the
Federal Rural University of Pernambuco, Academic Unit of Serra Talhada. The seeds were
sanitized and then 50% were inoculated with the rhizobacteria and 50% did not receive the
inoculation, being the control treatment. After germination the seedlings were transplanted
into pots of 3.8 L of capacity. The water replenishment was based on reference
evapotranspiration (ETO), with control treatments (100% ETO), moderate stress (50% ETO)
and severe stress (25% ETO0). Biometric and physiological analyzes were performed. The
experiment was conducted in a completely randomized design in a 2 x 3 factorial scheme
(with and without inoculum X irrigation levels of 100, 50 and 25% ETO) with 15 replicates.
Seedlings inoculated with A. lipoferum and under water deficit showed higher height,
collection diameter and number of leaves. The specific leaf area increased 27% in inoculated
seedlings and under moderate deficit. The total aerial biomass of inoculated seedlings and
under water stress effects of 50 and 25% were 30% and 21%, respectively, higher than
seedlings without inoculum. Stomatal conductance and transpiration presented the highest
mean values for inoculated seedlings. These results suggest that the inoculation of A.
lipoferum in M. urundeuva seedlings confer increased biomass and better photosynthetic
performance, and can be used as an alternative for the production of native plants that are

more tolerant to water stress and, therefore, a plant management tool forest restoration.

Key words: Photosyntheses, rhizobacteria, vegetal ecophysiology, water deficit.
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1 INTRODUCAO

A restauracdo natural de florestas de ambientes semiaridos é condicionada por fatores
abioticos limitantes que afetam o estabelecimento de plantulas (SCALON et al, 2011). Nestes
ambientes, o periodo chuvoso concentra-se em um curto espaco de tempo e em uma grande
variabilidade espacial acarretando em longos periodos de seca (BEUCHLE et al., 2015;
SANTOS et al.,, 2016; SANTOS et al.,, 2017). Com isso, a fase de plantula é a mais
vulneravel, pois para garantir a sobrevivéncia € necessario que ocorra a germinagao com
rapido e aprofundado sistema radicular durante o periodo chuvoso, ou mesmo o
desenvolvimento de raizes de reserva (FIGUEIROA; BARBOSA; SIMABUKURO, 2004).
Nas Ultimas décadas, o estresse hidrico esta entre os estresses abidticos que mais aumentaram
em intensidade (VURUKONDA et al., 2016), provocando alteracbes no potencial hidrico
foliar (¥w), no contetdo relativo de agua (CRA), na condutdncia estomatica e na
transpiracdo, acarretando na reducdo das taxas fotossintéticas (PIMENTEL, 2004,
LARCHER, 2006; AYAN et al., 2014). Além disso, ocorre a degradacdo de clorofilas
(MATOS et al., 2014), diminuindo a eficiéncia fotoquimica do fotossistema Il (ARAUJO;
DEMICINIS, 2009). Consequentemente, o dano ao aparelho fotossintético compromete 0s
aspectos biométricos, resultando em plantas menores, com reducdo do comprimento de raizes,
namero de folhas e biomassa das plantas (SMIT; SINGELS, 2006). Neste sentido, a
associacao de microrganismos com plantas vem sendo apontada como uma estratégia que
pode proporcionar as plantas uma reducdo nos efeitos do estresse hidrico (KUMAR e
VERMA, 2017), entretanto, os dados disponiveis ainda sdo limitados a ambientes de
laboratdrio para espécies de clima semiarido (OLIVEIRA et al., 2018).

Estudos apontam que a utilizacdo de microrganismos ajuda as espécies vegetais a lidar
com longos periodos de estresse hidrico (RUBIN; GROENIGEN; HUNGATE, 2017). Entre
esses microrganismos, estdo as Rizobactérias Promotoras do Crescimento de Plantas —
RPCPs, que conforme Gray e Smith (2005) sdo divididas em: 1) bactérias que localizam-se
dentro das células das plantas, produzindo nodulos, as quais apresentam estruturas
especializadas na fixagdo bioldgica de nitrogénio, especialmente leguminosas, e 2) bactérias
gue se desenvolvem extracelularmente, nos tecidos das raizes das plantas, porém, estas ndo
produzem nédulos, mas possuem a capacidade de promover o desenvolvimento vegetal

através da producdo de substancias especificas, como os fitormonios.
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A utilizagdo das RPCP’s ja demonstraram uma série de vantagens e beneficios, como
aumento dos indices de germinacéo, alto desenvolvimento de raizes, aumento de area foliar e
da producdo de sementes e aumento dos conteddos de clorofilas (MIRANDA et al., 2015).
Estudos que relatam o potencial das RPCP’s concentram-se na area agricola, entre os quais a
inoculacdo de rizobactérias em Cicer arietinum (grdo-de-bico) (TIWARI et al., 2016), Zea
mays (milho) (GARCIA et al., 2017), Triticum (trigo) (HOSSEINI et al., 2017), Glycine max
(soja) (KANG et al., 2014) e Solanum lycopersicum (tomate) (CALVO-POLANCO et al.,
2016). Outros trabalhos relatam a promocao de crescimento em plantas perenes, como € o
caso do café (FREITAS, 1989) e do abeto (esséncia florestal) (CHANWAY et al., 2000).
Entre as RPCP’s, destacam-se as do género Azospirillum, que coloniza a regido da rizosfera
de muitas gramineas tropicais, fixando nitrogénio atmosférico e o transferindo para a planta
(HALDAR; SENGUPTA 2015). As bactérias do género Azospirillum também possuem
capacidade de estimular a producdo de horménios vegetais, resultando em um maior
crescimento vegetal (MASCIARELLI et al., 2013).

Recentemente, Oliveira et al. (2018) avaliaram os efeitos da inoculacdo da rizobactéria
Azospirillum lipoferum em plantulas de Myracrodruon urundeuva sob efeitos de estresse
hidrico, em ambiente de laboratério, controlando temperatura, CO2, Oz e luz. Neste estudo, foi
verificado maior tolerancia ao estresse hidrico moderado em plantulas inoculadas, por meio
de parametros biométricos e fisico-quimicos. Contudo, ndo foram avaliados pardmetros
fotossintéticos e, a resposta do crescimento das plantulas sob condicdes de viveiro.

A Myracrodruon urundeuva é uma espécie potencial para o desenvolvimento de
estudos deste tipo, pois é uma espécie nativa que, conforme o Ministério do Meio Ambiente
(2008), esta entre as espécies ameacadas de extin¢do e que ocorre tanto naturalmente tanto em
ambiente de Caatinga como em floresta riparia. Outros trabalhos no mundo que avaliaram a
interacdo entre rizobactérias com plantas nativas de ambientes aridos e semiaridos avaliaram
que a inoculacdo favoreceu um melhor desempenho fotossintético para plantas de Pinus
halepensis e Quercus coccifera (Rincon et al, 2008), aumento na concentracdo de hormonios
para Platycladus orientalis (LIU et al., 2013) e melhor desempenho em campo para planta de
Pinus halepensis (MENGUAL et al., 2014).

Naturalmente, as plantas do semiarido do Brasil estdo sujeitas ao forte estresse hidrico,
adicionalmente, as perturbacdes antropicas e mudancas climaticas podem intensificar os
periodos de seca e atuar negativamente no estabelecimento e sobrevivéncia das espécies
(CASTRO; CAVALCANTE, 2011). Assim, a hipotese deste trabalho foi que a inoculagéo de
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A. lipoferum em sementes de Myracrodruon urundeuva, crescidas em viveiro, pode promover
plantas mais tolerantes ao estresse hidrico. Logo, o objetivo foi avaliar por meio de
parametros ecofisioldgicos a influéncia da inoculacdo da A. lipoferum em plantulas de

Myracrodruon urundeuva submetidas a diferentes niveis de irrigagéo.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Area de Estudo

O experimento foi realizado em um viveiro da Universidade Federal Rural de
Pernambuco na Unidade Académica de Serra Talhada — UFRPE/UAST, localizada no
municipio de Serra Talhada, Pernambuco, Brasil (07° 59°31°’S, 38° 17°54’W), a 444 m de
altitude, entre os meses de janeiro a junho de 2018. De acordo com de Kdppen e Geiger
(1995), o clima ¢ do tipo BSwh’ semidrido, quente e seco, com ocorréncias de chuvas entre os
meses de dezembro a maio e, com uma média anual de aproximadamente 653 mm/ano
(SANTOS, 2013). O viveiro no qual o experimento foi conduzido, apresentava as suas laterais
revestidas com sombrite a 70%, e, na parte superior do viveiro um plastico do tipo policloreto
de vinila (PVC) transparente, para evitar entrada de agua da chuva. As condi¢des ambientais
foram monitoradas por meio de uma estacdo meteoroldgica pertencente ao Instituto Nacional
de Meteorologia — INMET (www.inmet.gov.br) localizada a aproximadamente 270 m de
distancia do local do experimento. Dentro do viveiro a temperatura e umidade do ar foram
monitoradas por meio de um termohigrometro (OMEGA EL-USB-2) o qual, registrava as
medidas em intervalos de uma em uma hora, ao longo do dia. A interceptacdo luminosa foi
feita por meio de um ceptdometro (AccuPAR, LP-80, Decagon Devices Inc., Pulman, USA), as
quais foram realizadas na altura das plantulas em cinco plantulas de cada tratamento, no

horario compreendido entre as 11:00 e 13:00 horas.
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2.2 Preparo das Sementes e do Substrato

As sementes de M. urundeuva Allemdo (Anacardiaceae) utilizadas no experimento
foram coletadas de matrizes localizadas no Parque Estadual Mata da Pimenteira, no municipio
de Serra Talhada/PE. Foram utilizadas 120 sementes, as quais passaram por uma pré-limpeza
manual para retirada de vestigios do fruto (DANTAS, et al., 2014). A sanitizacdo das
sementes foi realizada em laboratoério, imersas em alcool etilico a 70% por 30 segundos, em
seguida com hipoclorito de sodio a 1,3% por quatro minutos, por fim foram realizadas trés
lavagens com agua destilada (VAIN et al., 2008).

O solo utilizado foi coletado em uma area proxima ao local do estudo, a um perfil de
profundidade de zero a 20 cm, e foi classificado como Cambissolo Haplico Ta Eutréfico (solo
com argila de alta atividade e de alta fertilidade) Tipico (SANTOS et al., 2013). Para

informacdes relacionadas a andlise fisica e quimica do solo consultar Oresca et al. (2018).

2.3 Preparo e Inoculacéo da Azospirillum lipoferum (BR-11080)

O inoculante foi produzido com uma amostra da A. lipoferum (BR-11080), que foi
repicada e crescida em meio caldo nutriente (2,5 g de cloreto de sodio e 0,75 g de extrato de
carne), em um erlenmeyer de 500 ml, sendo agitado por 48 horas (agitador magnético — GL —
3250A) em temperatura ambiente. ApOs o crescimento bacteriano, a suspensdo foi
centrifugada a 9.000 rpm por 3 minutos, e o sobrenadante foi descartado. Em seguida,
adicionou-se 4 mL de agua destilada e esterilizada para ressuspensdo do precipitado.
Realizou-se a leitura de densidade ética (DO) das solucdes, no espectrofotobmetro (Biochrom
Libra S70), ajustando essas leituras com a adicdo de agua destilada esterilizada até atingir
uma densidade 6tica (DO) de aproximadamente 1,0 a 535 nm, indicando com essa leitura a
presenca de 10% Unidades Formadoras de Col6nia (UFC) mL™ de solucio (KUSS et al.,
2007). A inoculacdo foi realizada através do contato das sementes com a suspensdo da A.
lipoferum em placas de Petri durante duas horas. As sementes que ndo receberam inoculagdo

(controle) permaneceram em contato com agua destilada esterilizada por igual periodo.
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2.4 Semeadura e Crescimento das Plantulas

As sementes de M. urundeuva, foram semeadas em bandejas de germinacdo, composta
por 30 células, as quais foram preenchidas com o substrato (solo) e previamente irrigadas
antes da semeadura. Sessenta sementes foram utilizadas para os tratamentos com a inoculagéo
de A. lipoferum e 60 sementes ndo foram inoculadas (controle). Trés semanas apds a
germinacéo as plantulas foram transplantadas para vasos de 3,8 L de capacidade. Durante um
periodo adaptativo de 30 dias as plantulas foram irrigadas a 100% da evapotranspiracdo de
referéncia (ETO0). Apos este periodo todas as plantulas foram submetidas ao tratamento de
déficit hidrico, baseando-se na ETO de 100% (controle), 50% (moderado) e 25% (severo)
respectivamente. A temperatura foliar foi aferida quinzenalmente ao longo do dia, utilizando
um termoémetro com infravermelho (ScanTemp - 600.00).

As plantulas de M. urundeuva caracterizam-se por ser uma planta decidua na estagédo
seca, folhas compostas e imparipinadas possuindo de onze a quinze foliolos, seus frutos sdo
do tipo drupa globosa ou ovoide, com calice persistente, considerando-se um fruto-semente
(PARAEYN et al., 2018).

2.5 Anélises Biométricas e de Biomassa

As analises biométricas das plantulas foram realizadas quinzenalmente, conforme
Benincasa (1986), durante um periodo de 75 dias entre os meses de abril e junho de 2018.
Utilizou-se trés plantulas de cada tratamento, das quais se avaliou: altura da parte aérea,
aferido do colo até a gema apical com o auxilio de uma trena manual e o diametro do coleto,
aferido com o auxilio de um paquimetro digital (Stainless Hardened). As medidas de
producdo de biomassa foram realizadas ao final do experimento, sendo selecionadas trés
plantulas de cada tratamento, as quais foram separadas em folhas, caule e raiz. As folhas e 0s
caules foram imediatamente pesados em balanca digital semi analitica para a obtencdo do
peso fresco. As folhas incluindo o peciolo, foram digitalizadas em scanner de mesa para a
determinacédo da area foliar e area foliar especifica (area foliar/peso seco foliar) por meio do
programa Lafore (www.landeco.uni-oldenburg.de/21342.html) (PEREZ-HARGUINDEGUY
et al., 2013). Para as raizes foram medidos o comprimento e o didmetro da raiz de reserva.

Apos estes procedimentos todo o material foi colocado separadamente em sacos de papel e
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mantidos em estufa a 60° C por um periodo de 72 horas, em seguida foram pesados

novamente para determinagdo da massa seca das fragoes.

2.6 Teores de Clorofilas

Os teores de clorofila a, b e total foram mensurados com um clorofildmetro (CFL
1030 Falker), que mede a quantidade de radiagcdo transmitida por meio das folhas, de forma
Optica, em trés diferentes comprimentos de onda (dois na faixa do vermelho, préximo aos
picos de absorcdo da clorofila e um no infravermelho proximo). Para as leituras foram
utilizadas folhas totalmente expandidas e expostas a radiacdo solar, seguindo as
especificacbes do fabricante (FALKER, 2008).

As leituras foram realizadas nos horarios compreendidos entre 8:00 e 11:00 h da
manha. Posteriormente, realizou-se a extracdo direta de clorofila pelo método proposto por
Telles et al. (1977) realizando-se leituras das amostras em espectrofotémetro (modelo
Biochrom Libra S70) na faixa espectral de 645, 652 e 663 nm, correspondentes aos valores de
clorofila a, b e total, respectivamente. Foram realizados os dois métodos com a finalidade de

calibrar o equipamento (clorofildmetro).

2.7 Analises Fotossintéticas

As medidas foram realizadas em trés plantulas de cada tratamento entre as 9:00 e
11:00 horas, utilizando a terceira folha, a partir do &pice, totalmente expandida e em perfeito
estado fitossanitario (SANTOS JUNIOR et al., 2006). Estas medidas foram realizadas
quinzenalmente, durante todo o experimento. Para isto, utilizou-se um analisador de gases por
infra-vermelho (IRGA) modelo L1-6400XT, LICOR, EUA, com uma intensidade luminosa de
2000 pmol m? st e CO2 de 400 pumol mol* (SANTOS JUNIOR et al., 2006). Foram
avaliadas: fotossintese liquida (A), condutancia estomatica (gs), taxa transpiratoria (E),
concentracdo interna de COa, eficiéncia instantdnea de transpiracdo (A/E) e eficiéncia

intrinseca do uso de agua (A/gs).
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2.8 Potencial Hidrico Foliar

As medidas do potencial hidrico foliar foram realizadas no momento final do
experimento (aos 75 dias), ao amanhecer, usando uma folha em perfeito estado fitossanitario,
completamente expandida e ndo senescente, localizada na regido mediana da plantula. Foi
utilizada nesta avaliagdo a camara de pressdo do tipo Scholander (Modelo 3005F01)
(SHOLANDER et al., 1965).

2.9 Dano de Membrana

O dano de membrana foi realizado para os tratamentos com e sem indculo e de 100%
e 25% da ETO. Para a determinacdo do dano de membrana foi utilizado a metodologia de
extravasamento de eletrolitos, conforme Shanahan et al. (1990). Nesta analise o dano de
membrana é determinado pela seguinte equacéo:
DM = 253 (C1 + C2) x 100, onde:
DM= Dano de membrana;
C1= Condutividade elétrica inicial;

C2= Condutividade elétrica final.
2.10 Contetdo Relativo de Agua

O conteddo relativo de 4gua (CRA) foi realizado conforme metodologia de Slavik
(1979), para os tratamentos com e sem indculo e de 100 e 25%. O CRA foi determinado por
meio da seguinte formula:

_ MF-MS

C.RA 5 x100, onde:

C.R.A = Conteudo relativo de agua;
MF= Massa fresca;

MS= Massa seca,;

MT= Massa turgida.
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2.11. Anélise Estatistica

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado em esquema
fatorial 2x3 (com e sem indculo x trés niveis de déficit) com 15 repeticbes. Para a analise dos
dados, foi realizada uma ANOVA fatorial, com todos os tratamentos, respeitando os pré-
requisitos de normalidade e homocedasticidade. Quando constatado diferencas significativas,
as médias foram comparadas pelo teste de tukey (P<0,05). Os dados foram analisados com o
software R versao 3.5.0, e os graficos foram gerados por meio do software Sigma Plot, versao
14,

As analises de componentes principais (PCA’s) foram realizadas para averiguar
possiveis agrupamentos e definir as variaveis mais importantes para os tratamentos com e sem
inculo. Os dados foram transformados para padronizacdo em virtude da diferenca de

magnitude e escala. As PCA’s foram geradas por meio do software R versédo 3.5.0.

3 RESULTADOS

3.1 Biometria e Biomassa

Ao término do experimento (aos 75 dias) as plantulas de Myracroduon urundeuva
submetidas a inoculagdo da Azospirillum lipoferum e sob déficit moderado e severo
apresentaram alturas de 12% e 7%, respectivamente, superior as plantulas sem indculo,
observando-se que todas as plantulas apresentaram diminuicdo gradativa da altura, variando
conforme a aplicacdo dos tratamentos de déficit hidrico (Figura 1- A). Para o didametro do
coleto ao término do experimento as plantulas inoculadas se sobressairam, verificando-se
diferenca significativa entre os tratamentos controle (10%) e moderado (6%) de déficit hidrico
(Figura 1- D, E). O numero de folhas ao longo do experimento apresentou variacdo, entretanto
ao final do experimento as plantulas inoculadas do déficit hidrico moderado possuiam 10% a

mais de folhas que as plantulas sem inéculo.
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Figura 1. Altura da planta (mm) (A, B, C), didametro do coleto (mm) (D, E, F) e nimero de
folhas (G, H, I) em plantulas de Myracroduon urundeuva com e sem inéculo (Azospirillum
lipoferum) sob trés niveis de déficit hidrico (100%, 50% e 25% da ETO), letras maiusculas
representam diferencas entre os tratamentos de inoculagdo, letras mindsculas representam

diferenca entre os tratamentos de irrigagéo.

A biomassa foliar das plantulas inoculadas foi superior em relacdo as plantulas sem
indculo para os tratamentos controle (36%), moderado (6%) e de déficit hidrico severo (17%),
conforme apresentado na tabela 1. Comportamento semelhante observou-se para a biomassa
do caule e a biomassa aérea total, as quais para o tratamento controle e de déficit hidrico
severo apresentaram médias variando entre 20% a 30% (Tabela 1). Este mesmo padrdo foi
verificou-se para a area foliar, que teve um aumento de 42% para o tratamento controle e 27%
para o deficit hidrico severo (Tabela 1). Apesar desta variagdo entre os tratamentos, a area
foliar especifica foi diferenciada somente no tratamento moderado de déficit hidrico, com
aumento de 16%. A biomassa das raizes finas também foi maior para as plantulas inoculadas

dos tratamentos controle (17%) e de déficit hidrico severo (23,6%). A quantidade de dgua na
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raiz de reserva foi superior a 20% para as plantulas inoculadas do tratamento controle e 16%
para 0 moderado (Tabela 1).

Tabela 1. Biomassa de plantulas de Myracrodruon urundeuva Alleméo cultivadas sob
diferentes condigcdes de déficit hidrico (% ETO), com (C.I.) e sem (S.l.) indculo. BF =
biomassa foliar; AF= &rea foliar; AFE = &rea foliar especifica; BC = biomassa caule; BAT=
biomassa aérea total;, BRG= biomassa raizes grossas; BRF biomassa raizes finas; BRT=
biomassa raiz total; RRPA= razdo raiz parte aérea; QARR= quantidade de agua na raiz

reserva; CR= comprimento da raiz; DR= diametro da raiz.

Tratamentos

Variavel 100 % 100 % 50 % 50 % 25 % 25 %

ETO/C.I. ETO/S.I. ETO/C.I. ETO/S.I. ETO/C.I. ETO/S.I.
BF 2,67 Aa 1,70 Ba 0,92Ab 0,87 Aab 0,60 Ab 0,50 Ab
AF 584,60 Aa 339,66 Ba 201,99 Ab 208,44 Aa 138,67 Ab 101,34 Ab
AFE 216,83 Aa 201,80 Aa 218,14 Aa 188,79 Aa 228,57 Aa 207,93 Aa
BC 1,760 Aa 1,396 Ba 0,597Ab  0,845Ab 0,429 Ab 0,309 Ac
BAT 4,436 Aa 3,100 Bb 1525Ab 1946 Ab 1,032Ab 0,816 Ac
BRG 11,878 Aa 13,000 Aa 8,769 Ab 10,262 Ab 2,510Ac 3,473 Ac
BRF 0,541 Aab 0,448 Aab 0,340 Aa 0,751 Aa 0,250 Ab 0,191 Ab
BRT 12,419 Aa 13,448 Aa 9,109 Ab 11,013Ab 2,760 Ac 3,665 Ac
RRPA 2,813 Bb 4,329 Ab 6,005 Aa 5941 Aa 2,736Bb 5130 Ab
QARR 8,875 Aa 7,084 Aa 3,638 Ab  3,053Ab 0,924 Ab 0,912 Ab
CR 61,333 Aa 51,000 Ba 50,000 Aa 50,366 Aa 43,766 Aa 43,333 Aa
DR 7,523 Aa 9,130 Aa 6,303 Aa 7,336 Aa 5430Aa 3,526 Ab

Letras mailsculas diferentes entre linhas representam diferenca entre os tratamentos com e
sem indculo pelo teste de Tukey a 5% de significancia, letras minasculas diferentes entre
linhas representam diferenca entre os tratamentos de déficit hidrico pelo teste de Tukey a 5%

de significancia.
As maiores variagdes de temperatura foliar ocorreram aos 75 dias, no horario das

14:00 horas, no qual ocorreu um aumento de temperatura de aproximadamente 5°C a mais nas

plantulas do tratamento de déficit severo em comparacdo as do controle. Entretanto,

26



observou-se que no inicio do experimento, aos 15 dias, ja havia aumento de 6,42% da
temperatura foliar no tratamento de déficit hidrico severo, as 11:00 (Figura 2).
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Figura 2. Temperatura foliar e do ambiente, as 11:00 e 14:00 horas em plantulas de
Myracrodruon urundeuva Allemdo inoculadas com Azospirillum lipoferum diferentes
condigdes de déficit hidrico (% ETO).

3.2 Teores de Clorofila

Os teores de clorofila apresentaram variacdo aos 75 dias. Verificou-se que as plantulas
com indculo e sob estresse moderado apresentaram aumento de 30% dos teores de clorofila a
em relagdo ao inicio do experimento, enquanto que para as plantulas sem inoculo esse
aumento foi de 28% (Figura 3). Este mesmo padréo ocorreu para os teores de clorofila b e
total, no qual para as plantulas inoculadas e sob déficit moderado os aumentos foram de 52%
para clorofila b e 38% para os teores de clorofila total, para as plantulas sem inoculo e sob o
mesmo tratamento de déficit hidrico esse aumento foi de 48% e 35%, respectivamente, em

relacdo ao inicio dos tratamentos de déficit hidrico (Figura 3).
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Figura 3. Niveis de clorofila a aos 15 (A) e 75 (B) dias, b (C-D) e total (E-F) em plantulas de
Myracrodruon urundeuva Allem&o inoculadas com Azospirillum lipoferum sob diferentes
condigdes de déficit hidrico (% ETO).

3.3 Parametros Fisiologicos

A fotossintese, aos 15 dias de aplicacdo dos tratamentos de déficit hidrico apresentou
as maiores médias para as plantulas inoculadas dos tratamentos moderado (27%) e de déficit
hidrico severo (21,75%) comparando-se com as plantulas sem inéculo (Figura 4- B, C). Para
este mesmo periodo, a condutancia estomatica também apresentou as maiores médias para as

plantulas inoculadas sob déficit hidrico moderado (61%) e severo (45%), conforme figura 4-
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E, F. Verificou-se também que nas plantulas inoculadas a fotossintese sempre apresentou
maiores valores (Figura 4- A, B). Por outro lado, a fotossintese das plantulas com déficit
hidrico severo caiu significativamente ao final do experimento, independente de estarem com
ou sem inoculacdo (Figura 4- C).

A conduténcia estomética e a transpiragdo foram maiores significativamente para as
plantulas inoculadas do tratamento controle de déficit hidrico até os 60 dias (Figura 4- D, G).
Para as plantulas submetidas a déficit hidrico moderado e severo a condutancia estomatica
caiu a partir dos 45 dias e a transpiracao a partir dos 30 dias (Figura 4-E, F, H, I). Além disso,
verificou-se que nas duas maiores ldminas (controle e moderado) as plantulas com in6culo
tiveram maiores condutancia e transpiracdo (Figura 4-D, E, G, H), o que ndo aconteceu para o
déficit hidrico severo, no qual a inoculacdo ndo influenciou nestes parametros. Isso refletiu na
eficiéncia do uso da agua, a qual as plantulas sob déficit hidrico severo ao final do

experimento (75 dias) apresentaram maiores valores (Figura 4-P).
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Figura 4. Taxa de fotossintese liquida (A, B, C), condutancia estomatica (D, E, F),
transpiracédo (G, H, 1), concentracgdo interna de CO2 (J, L, M), eficiéncia do uso da &gua (N, O,
P) e eficiéncia intrinseca do uso da agua (Q, R,S) em plantulas de Myracrodruon urundeuva
Allemdo, inoculadas com Azospirillum lipoferum submetida a trés niveis diferentes niveis de

déficit hidrico (100% da ETO, 50% da ETO e 25% da ETO0) ao longo de um periodo de 75 dias.
30



3.4 Potencial Hidrico Foliar

O potencial hidrico foliar foi variavel entre os tratamento de estresse e de inoculagao.
As plantulas inoculadas e sob déficit hidrico severo apresentaram potencial hidrico foliar 35%
mais negativo do que as plantulas sem inéculo (Figura 5)O contrario ocorreu para as plantulas
do tratamento controle (14%) e do tratamento moderado de déficit hidrico (17,61%), nas quais

o potencial hidrico foi mais negativo para as plantulas sem indculo (Figura 5).
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Figura 5. Potencial hidrico foliar em plantulas de Myracrodruon urundeuva Allemao,
inoculadas com Azospirillum lipoferum submetida a trés niveis de déficit hidrico (100% da
ETO, A; 50% da ETO, B; 25% da ETO, C).

4.5 Dano de Membrana e Contetido Relativo de Agua

N&o ocorreu variagdo entre os tratamentos de inoculacdo para a analise de dano de
membrana (Figura 6). Contudo, para o conteudo relativo de agua as plantulas sem indculo do
tratamento controle de déficit hidrico apresentaram maior porcentagem (10%) em relacdo as
plantulas sem indculo (Figura 6). Observou-se o inverso para o tratamento de déficit hidrico
moderado, no qual as plantulas inoculadas se sobressairam com contetdo relativo de agua
19% superior. As plantulas sob déficit hidrico severo ndo apresentaram diferenca entre 0s

tratamentos de inoculagdo (Figura 6).
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Figura 6. Dano de membrana (A- 100% e 25% da ETO) e contetdo relativo de agua (B —
100%, 50% e 25% da ETO) em plantulas de Myracrodruon urundeuva Allemao, inoculadas

com Azospirillum lipoferum submetida a diferentes niveis de estresse hidrico.

A andlise de componentes principais realizada para os parametros biométricos e
ecofisioldgicos das plantulas Myracrodruon urundeuva submetidas a inoculacdo A. lipoferum
explicou 78,6% da variabilidade total dos dados (Figura 7). Destes 62,9% sdo
correspondentes a componente principal 1 (PC1) e 15,7% correspondem a componente
principal 2 (PC2). Para a PC1, as varidveis mais relevantes e seus coeficientes de correlagdo
foram: conduténcia estomatica (r= 0.96), transpiracdo (r = 0,94), fotossintese (r = 0.93),
biomassa aérea total (r = 0.92), quantidade de agua na raiz de reserva (r = 0,91) e biomassa
foliar (0,90). Para a PC2 as varidveis mais relevantes com seus respectivos coeficientes de
correlagdo foram: clorofila a (r = 0.75), clorofila b (r = 0.65), clorofila total (r = 0,71) e
concentracéo interna de COz (r = 0,67) (Figura 7).

Para as plantulas sem indculo a analise de componentes principais explicou 76,1% da
variabilidade total dos dados, destes 60,4% para PC1 e 15,7% para a PC2 (Figura 8). Para a
PC1, as variaveis mais relevantes e seus coeficientes de correlacdo foram: fotossintese (r =
0,95), biomassa raizes grossas (r = 0,92), transpiracdo (r = 0,91), biomassa caule (r = 0,90) e
biomassa total das raizes (r = 0,89). Para a PC2 as variaveis que apresentaram maior
relevancia foram: potencial hidrico (r = 0,89), eficiéncia do uso da agua (r = 0,88), eficiéncia

intrinseca do uso da agua (r = 0,86).
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Figura 7. Andlise de componentes principais em plantulas de Myracrodruon urundeuva

o
o
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Allemao, inoculadas com Azospirillum, submetidas a diferentes niveis de déficit hidrico
(ALT= Altura, DC= Diametro do coleto, NF= Numero de folhas, BF= Biomassa Foliar, AF=
Area Foliar, AFE= Area Foliar Especifica, BC= Biomassa Caule, BAT= Biomassa Aérea
Total, BRG= Biomassa Raizes Grossas, BRF= Biomassa Raizes Finas, BRT= Biomassa Raiz
Total, QARR= Quantidade de Agua na Raiz de Reserva, CR= Comprimento da Raiz, DR=
Diametro da Raiz, PHF= Potencial Hidrico, CRA= Contelido Relativo de Agua, °CF8:00=
Temperatura Foliar as 8:00 horas, °CF11:00= Temperatura Foliar as 11:00, °CF14:00=
Temperatura Foliar as 14:00 horas, °CF17:00= Temperatura Foliar as 17:00, A= Fotossintese,
gs= Condutancia Estomatica, E= Transpira¢do, Ci= Concentracdo Interna de CO2, EUA=
Eficiéncia do uso da agua, EIUA= Eficiéncia Intrinseca do Uso da Agua, Cla= Clorofila a,
Clb= Clorofila b, Clt= Clorofila total).
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Figura 8. Andlise de componentes principais em plantulas de Myracrodruon urundeuva
Alleméo, sem inoculacdo, submetidas a diferentes niveis de déficit hidrico (ALT= Altura,
DC= Diametro do coleto, NF= Nimero de folhas, BF= Biomassa Foliar, AF= Area Foliar,
AFE= Area Foliar Especifica, BC= Biomassa Caule, BAT= Biomassa Aérea Total, BRG=
Biomassa Raizes Grossas, BRF= Biomassa Raizes Finas, BRT= Biomassa Raiz Total,
QARR= Quantidade de Agua na Raiz de Reserva, CR= Comprimento da Raiz, DR= Didmetro
da Raiz, PHF= Potencial Hidrico, CRA= Contelido Relativo de Agua, °CF8:00= Temperatura
Foliar as 8:00 horas, °CF11:00= Temperatura Foliar as 11:00, °CF14:00= Temperatura Foliar
as 14:00 horas, °CF17:00= Temperatura Foliar as 17:00, A= Fotossintese, gs= Condutancia
Estomatica, E= Transpiracdo, Ci= Concentracdo Interna de CO2, EUA= Eficiéncia do uso da
agua, EIUA= Eficiéncia Intrinseca do Uso da Agua, Cla= Clorofila a, Clb= Clorofila b, Clt=
Clorofila total).

4 DISCUSSAO

No presente estudo, a inoculacdo da rizobactéria A. lipoferum conferiu um melhor
desempenho para as variaveis biométricas e de biomassa para as plantulas M. urundeuva e sob
efeitos de déficit hidrico. Aos 75 dias de aplicacdo dos tratamentos de deficit hidrico, as
plantulas inoculadas apresentaram maior crescimento (Figura 1) e incremento de biomassa
foliar e biomassa do caule (Tabela 1). Estes resultados influenciaram diretamente a biomassa
aérea total, que apresentaram maiores incrementos para as plantulas inoculadas do tratamento
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controle (30%) e de déficit hidrico severo (20%), apontando com isso a eficiéncia da
inoculagdo da A. lipoferum nas plantulas submetidas a déficit. O maior crescimento e
incremento de biomassa apresentados para as plantulas inoculadas. O maior crescimento e
incremento de biomassa apresentados para as plantulas inoculadas é justificado pela melhor
performance fotossintética e de condutancia estomaética para este tratamento. A inoculacdo de
rizobactéria em plantulas de milho sob déficit hidrico também conferiu aumentos de biomassa
da parte aérea em torno de 30% segundo Baldotto et al. (2012).

Apesar do efeito positivo das RPCP, percebeu-se que o deficit hidrico reduziu
gradativamente os valores biométricos das plantulas, independente dos tratamentos. Estas
diminuicdes estdo relacionadas com a reducdo da pressdo de turgor que ocorre em plantas
submetidas a restricdes hidricas (CATUCHI et al., 2012, SCALON et al, 2011). No trabalho
desenvolvido por Oliveira et al. (2018) com plantulas de M. urundeuva, inoculadas com A.
lipoferum e sob efeitos de estresse hidrico, também foi encontrado biomassa superior para as
plantulas inoculadas em relacdo as sem inoculo. Os maiores valores de area foliar e area foliar
especifica para os tratamentos controle, moderado e severo, registrados neste trabalho (Tabela
1) sugerem que houve atuacdo positiva da inoculacdo da rizobactéria no aumento da area
foliar especifica das plantulas sob efeitos de estresse hidrico, tendo como consequéncia maior
captura de luz, fotossintese (Figura 4) e crescimento (Figura 1). Entretanto, naturalmente,
plantulas sob efeitos de déficit hidrico apresentam reducéo da area foliar especifica (KADAM
etal., 2015).

A inoculacdo da A. lipoferum aumentou a biomassa das raizes finas das plantulas do
tratamento controle e de déficit hidrico severo em aproximadamente 23%. A quantidade de
agua nas raizes de reserva apresentou valores superiores para as plantulas inoculadas dos
tratamentos controle (20%) e moderado (16%) de déficit hidrico (Tabela 1), semelhante ao
registrado por Oliveira et al. (2018). O aumento de raizes primarias e secundarias em resposta
a inoculacdo de rizobactérias relaciona-se a producédo e/ou sinalizacdo da rota de biossintese
do horménio acido indolacético (AlA) nas raizes (ASTRIANI et al., 216).

A inoculacdo da A. lipoferum ndo interferiu na temperatura foliar das plantulas de M.
urundeuva (Figura 2), possivelmente devido ao controle da condutancia estomatica das
plantulas a fim de manté-las resfriadas. Contudo, as temperaturas foliares foram mais
elevadas (5°C) para os tratamentos moderado e severo de déficit hidrico (Figura 2). Este
comportamento justifica-se devido a transpiracdo reduzida, reduzindo a perda de calor para a
atmosfera (GONTIA; TIWARI, 2008; WANG; GARTUNG, 2010).
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Além do aumento da temperatura foliar o déficit hidrico provocou redugdes no
potencial hidrico foliar e conteddo relativo de &gua em decorréncia da diminuicdo da
condutancia estomatica e transpiracdo acarretando em redugdes acentuadas na taxa
fotossintética (AYAN et al., 2014; TAIZ et al., 2017). No presente trabalho verificou-se que
as plantulas sem indculo do tratamento controle e de déficit hidrico moderado apresentaram
potencial hidrico foliar mais negativo (14% e 17,61%, respectivamente) que as plantulas
inoculadas (Figura 5). Para o contetdo relativo de agua as plantulas sob tratamento de
inoculacdo e deficit hidrico moderado apresentaram 0s maiores valores em porcentagem
(19%) em relacdo as plantulas nédo inoculadas (Figura 6). Plantulas de M. urundeuva sob
déficit hidrico e inoculadas com A. lipoferum apresentam maior potencial hidrico foliar e
menor dano de membrana, apontando a atuacdo da rizobactéria (OLIVEIRA et al., 2018). Em
area de Caatinga o potencial hidrico foliar em plantulas de M. urundeuva aproxima-se de -0,3
Mpa, para o periodo chuvoso (TROVAO et al., 2008). Estes valores relacionam-se com a
presenca de raizes de reserva existente nesta espécie, as quais armazenam agua e nutrientes
(FELICIANO; MARANGON; HOLANDA, 2008). Para o presente estudo, a quantidade de
agua nas raizes de reserva foi superior para as plantulas inoculadas dos tratamentos controle
(20%) e moderado de déficit hidrico (16%) em relacdo as plantulas sem in6culo (Tabela 1),
sugerindo que a inoculacdo nas plantulas sob déficit hidrico moderado contribui para um
maior desenvolvimento de raizes e consequentemente acimulo de agua nas raizes de reserva.
A formacdo de raizes em resposta a inoculacdo de rizobactérias possivelmente esta
relacionada com a producdo de horménios como o acido indolacético (ADESEMOYE et al.,
2008).

Outra variavel afetada pelo déficit hidrico € o teor de clorofila, para este estudo os
maiores teores de clorofilas a, b e total observados nas plantulas inoculadas certamente
favoreceu uma melhor performance fotossintética em condicGes de estresse. Estes resultados
divergem com os citados por Sun et al. (2013) e Abdelgawad et al. (2015) para plantulas de
Chrysanthemum morifolium e Lotus corniculatus, as quais apresentaram menores teores de
clorofilas para as plantulas sob efeitos de déficit hidrico. De acordo com Ashraf e Harris
(2013), plantas sob condicGes de déficit hidrico é a capacidade em manter niveis adequados
de clorofilas, que se relaciona diretamente com a eficiéncia fotossintética (ASHRAF;
HARRIS, 2013).

As trocas gasosas (fotossintese, condutancia estomaética e transpiracdo) mostraram

variacdo em relagdo aos tratamentos de inoculacdo, as quais apresentaram maiores médias
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para as plantulas inoculadas (Figura 4). Conforme aumentou-se o déficit hidrico, a
condutancia estomética apresentou variagdo, conforme visto em diversos trabalhos
(FERNANDES et al., 2015; SANTOS et al, 2012) e em C4 (HU et al., 2010; ZHOU et al.,
2013). Neste trabalho, as diferentes condicOes de déficit hidrico acarretaram em diminuicdes
da conduténcia estomaética, entretanto, as plantulas sob efeitos de inoculagdo da A. lipoferum e
sob os tratamentos controle e de déficit hidrico moderado e severo se sobressairam em relagdo
as plantulas ndo inoculadas (Figura 4- D, E, F). Estes resultados refletem nas variaveis de
fotossintese e transpiragdo, nas quais as plantulas inoculadas apresentaram maiores valores
(Figura 4- A, B, C; G, H, I). Estes resultados sugerem que a inoculacdo da A. lipoferum
influencia positivamente na abertura estomatica. Resultados semelhantes foram encontrados
em plantas de arroz inoculadas com rizobactérias (NASCENTE et al., 2016). Mesmo sendo
atenuado os efeitos do déficit hidrico nas plantulas inoculadas, aos 75 dias, foram registrados
maiores valores de concentragdo interna de CO2, sugerindo baixo consumo de interno na
fotossintese.

A eficiéncia instantdnea do uso da agua, que é a relacdo entre fotossintese e
transpiracdo, apresentou ao término do experimento os melhores resultados para as plantulas
inoculadas e sob efeitos de déficit hidrico severo (Figura 4- P), relacionando-se com 0s
resultados de potencial hidrico foliar, os quais apresentaram-se menos negativo para as
plantulas inoculadas submetidas a déficit hidrico severo. Comportamento semelhante ocorreu
com a eficiéncia intrinseca da agua, relacdo entre fotossintese e condutancia estomatica
(Figura 4- S). Estudos realizados por Bresson et al. (2013) apontam que plantulas inoculadas e
sob efeito de estresse hidrico apresentaram um melhor desempenho desta variavel. Os dados
encontrados para este trabalho apontaram que as plantulas inoculadas e submetidas a déficit
hidrico de moderado e severo possuem maior eficiéncia no uso da dgua do que as plantulas
ndo inoculadas submetidas aos mesmos tratamentos de estresse hidrico (Figuras 4-P e S),
indicando que nestas condicbes as plantulas inoculadas regulam a perda de agua mais
eficientemente enquanto assimilam mais CO>. Os altos valores da eficiéncia intrinseca do uso
da 4gua sdo encontrados quando ocorre o fechamento parcial dos estdmatos, ocasionados pelo
estresse hidrico (LARCHER, 2000). Ainda que sob condigdes de estresse hidrico elevado, tais
variaveis podem manter-se alta, como ocorreu com os estudos de Bulegon et al., (2018),

trabalhando com inoculagdo foliar de A. brasilense em plantas de U. ruziziensis.
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5 CONCLUSAO

A inoculagdo da RPCP A. lipoferum atenua os efeitos do déficit hidrico em plantulas
de M. urundeuva favorecendo a manutencdo do desempenho fotossintético com maiores
indices de condutancia estomatica, transpiracdo e fotossintese, garantindo o crescimento das
plantulas em condigdes de viveiro sob efeitos de deficiéncia hidrica. Contudo, se faz
necessario mais estudos no que se refere a producdo de horménios vegetais induzidos pela
atuacdo de rizobactérias, bem como avaliagdes em campo de plantulas sob efeitos de
inoculacdo. A Myracrodruon urundeuva é uma espécie potencial para a recuperacdo de areas
degradadas, de grande importancia para ambientes semiaridos. Os resultados deste estudo
apontam possiveis avancos com a inoculagdo de RPCP em planta de ambientes semiérido,
apontando como uma alternativa para a producdo de mudas para recuperacdo de areas

perturbadas.
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CAPITULO 2 — PLANTULAS DE Myracrodruon urundeuva INOCULADAS COM
Azospirillum lipoferum EXIBEM RESPOSTAS FOTOSSINTETICAS DISTINTAS EM
RELACAO A DISPONIBILIDADE DE LUZ

RESUMO

Plantas de ambientes aridos e semiaridos estdo frequentemente expostas a diferentes tipos de
estresses abidticos que podem afetar o seu estabelecimento. Estudos apontam que
rizobactérias favorecem o desenvolvimento de plantas submetidas a estresses ambientais,
entretanto, poucos sdo os trabalhos com plantas nativas de ambientes aridos e semiaridos. O
presente trabalho avaliou os efeitos da inoculacdo de Azospirillum lipoferum nas respostas
fotossintéticas influenciadas pelo incremento de luz em plantulas de Myracrodruon
urundeuva Allemdo (Anacardiaceae) submetidas a déficit hidrico. O experimento foi
conduzido em um viveiro da Universidade Federal Rural de Pernambuco da Unidade
Académica de Serra Talhada. As sementes foram 50% inoculadas com A. lipoferum e 50%
néo receberam tratamento de inoculacdo (considerado o tratamento controle). Para a reposicao
de 4gua utilizou-se a Evapotranspiracdo de Referéncia (ETO), aplicando-se os tratamentos
controle (100% da ETO) e deficit hidrico severo (25% da ETO0). Foram realizadas avaliacdes
de trocas gasosas em resposta a inducdo de diferentes indices de luminosidade e inducdo da
fluorescéncia da clorofila a. O experimento foi realizado em delineamento inteiramente
casualizado em esquema fatorial 2 x 2 (com e sem indculo x niveis de irrigagdo de 100% e
25% da ET0) com 15 repeticBes. Os maiores indices de fotossintese, condutancia estomatica e
transpiracdo apresentaram 0s maiores resultados para as plantulas inoculadas sob efeito de
déficit hidrico severo (25% da ET0). A maior eficiéncia do uso da agua foi apresentada pelas
plantulas inoculadas do tratamento controle, enquanto que a eficiéncia intrinseca do uso da
agua foi melhor nas plantulas inoculadas submetidas a déficit hidrico severo. A fluorescéncia
méaxima da clorofila das plantulas inoculadas do tratamento controle apresentaram médias 6%
superiores as plantulas sem inoculo. Para o coeficiente de dissipacdo fotoquimica as plantulas
inoculadas e sob déficit hidrico de 25% apresentaram maiores medias que as plantulas sem
indculo. A inoculagdo da rizobactéria aumentou a eficiéncia fotossintética das plantulas de M.
urundeuva submetidas a estresse hidrico, apresentando um melhor desempenho fotossintético
mesmo em condicdes de alta luminosidade.
Palavras chaves: estresse abidtico, fotossintese, luminosidade, rizobactéria, RPCP.
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ABSTRACT

Plants from arid and semi-arid environments are often exposed to different types of abiotic
stresses that may affect their establishment. Studies indicate that rhizobacteria favor the
development of plants submitted to environmental stresses, however, few are the works with
native plants of arid and semiarid environments. The present work evaluated the effects of the
inoculation of Azospirillum lipoferum on the photosynthetic responses influenced by the
increase of light in Myracrodruon urundeuva Alleméo (Anacardiaceae) seedlings submitted
to water deficit. The experiment was conducted in a nursery of the Federal Rural University
of Pernambuco of the Academic Unit of Serra Talhada. The seeds were 50% inoculated with
A. lipoferum and 50% did not receive inoculation treatment (considered the control
treatment). For the replacement of water, the Reference Evapotranspiration (ET0) was used,
applying the control treatments (100% ETO) and severe water deficit (25% ETO0). Gaseous
exchange evaluations were performed in response to the induction of different indices of
luminosity and induction of chlorophyll a fluorescence. The experiment was conducted in a
completely randomized design in a 2 x 2 factorial scheme (with and without inoculum x
100% irrigation levels and 25% ETO) with 15 replicates. The highest indexes of
photosynthesis, stomatal conductance and transpiration presented the highest results for
seedlings inoculated under severe water deficit (25% of ETO). The higher efficiency of water
use was presented by the inoculated seedlings of the control treatment, while the intrinsic
efficiency of water use was better in inoculated seedlings submitted to severe water deficit.
The maximum chlorophyll fluorescence of the seedlings inoculated from the control treatment
presented a mean 6% higher than the seedlings without inoculum. For the photochemical
dissipation coefficient, seedlings inoculated and under water deficit of 25% presented higher
mean values than seedlings without inoculum. The inoculation of rhizobacteria increased the
photosynthetic efficiency of M. urundeuva seedlings submitted to water stress, presenting

better photosynthetic performance even under high light conditions.

Keywords: abiotic stress, photosynthesis, luminosity, rhizobacteria, RPCP.
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1 INTRODUCAO

As florestas de ambientes aridos e semiaridos representam 40% das florestas tropicais
do mundo, as quais vem sofrendo forte alteracGes em decorréncia de atividades antropicas
(BEUCHLE et al., 2015). Naturalmente estes ambientes apresentam altos indices de estresse
hidrico e incidéncia luminosa (SUZUKI et al., 2014). Elevadas intensidades de radiagdo solar,
quando absorvidas podem acarretar em saturacdo luminosa, diminuindo a eficiéncia do uso da
radiacdo por parte das plantas (JIANG et al., 2004). Com isso ocorrem variagdes das trocas
gasosas que também sdo influenciadas pela disponibilidade hidrica para as plantas (PINZON-
TORRES, SHIAVINATO, 2008). O uso de microrganismos favorece um melhor desempenho
da eficiéncia do uso da agua e melhor controle estomatico (SWARTHOUT et al., 2009),
entretanto poucos sdo os trabalhos desta natureza com plantas nativas de ambientes
semiaridos.

Estresses abidticos afetam a assimilacdo de CO2 em decorréncia das limitagdes
fisioldgicas e bioguimicas (ADAMS et al., 2013). Contudo o desempenho fotossintético em
plantas sob condi¢des ambientais adversas € dependente da espécie vegetal, que apresentam
mecanismos adaptativos para responder as condicOes estressantes especificas (COUSINS et
al., 2014). Para alcancar a fotossintese potencial ou maxima, as plantas desenvolvem vérios
processos inter-relacionados, de modo que ocorra um equilibrio entre a fase fotoquimica e as
reacOes do ciclo de Calvin (GOH et al., 2012). A luz é a fonte priméria de energia relacionada
a fotossintese, e em conjunto com a disponibilidade de CO. influenciam os fatores de
desenvolvimento, crescimento e producdo dos vegetais (PEREIRA, 2011). A luminosidade
apresenta grande importancia sobre a condutancia estomatica, sendo um dos principais fatores
que regulam o processo fotossintético nas plantas (AASAMAA e SOBER, 2011), pode atuar
diretamente no ajuste dos aparatos fotossintéticos quanto a forma de absorcdo, transmissao e
uso da energia disponivel (GONCALVES et al., 2010). A producéo de biomassa vegetal varia
conforme a absorcéo da densidade de fluxo de f6tons fotossintéticos (DFFF) pelas folhas e da
eficiéncia da planta em transformar a radiacdo solar em energia quimica por meio do processo
fotossintético. A quantidade de DFFF absorvida depende da eficiéncia da interceptacdo de
radiacédo pelo dossel, e este depende da morfologia e fisiologia da planta.

Vaérios estudos realizados com microrganismos apontam que a sua utilizacdo ajuda as
espeécies vegetais a lidar com estresses abioticos (RUBIN; GROENIGEN; HUNGATE, 2017).
Entre esses microrganismos destacam-se as rizobactérias promotoras de crescimento de

plantas (RPCP’s), que atuam na reciclagem de nutrientes (GLICK, 2012), favorecendo o
4y
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desenvolvimento de plantas em condigdes estressantes (CHEVARIYA; DESAI, 2014),
minimizando os efeitos negativos por diversos tipos de estresse ambiental (KUMAR et al.,
2011). Entretanto, a maioria dos trabalhos publicados com as RPCP’s sdo da area agricola,
entre estes os trabalhos com Zea mays (milho) (GARCIA et al., 2017), Triticum (trigo)
(HOSSEINI et al., 2017), Glycine max (soja) (KANG et al., 2014), Solanum lycopersicum
(tomate) (CALVO-POLANCO et al., 2016). Oliveira et al. (2018) avaliou a influéncia da
inoculacdo da rizobactéria Azospirillum lipoferum, no crescimento e em respostas fisico-
quimicas em plantulas de Myracrodruon urundeuva sob efeitos de estresse hidrico. No
referido trabalho verificou-se que a rizobactéria conferiu aquela espécie um aumento do
sistema radicular, de biomassa, teor de proteinas sollveis e menores danos de membrana e
queda foliar. Desta forma, precisa-se entender como o sistema fotossintético e a fluorescéncia
da clorofila das plantas inoculadas respondem ao estimulo de luz.

A melhoria do aparato fotossintético das espécies vegetais proporcionado pela RPCP’s
pode ser avaliada pelos principais parametros de fluorescéncia, como fluorescéncia inicial
(Fo), fluorescéncia méxima (Fw), eficiéncia fotoquimica méxima do fotossistema Il (Fv/Fwm),
atividade potencial do fotossistema Il (Fv/Fo), coeficientes de dissipacdo fotoquimica (gP) e
ndo fotoquimica (gN) (BAKER, 2008). Estudos evidenciam que altas taxas de radiacdo
afetam o crescimento das plantas, e que a luz solar em excesso pode ser prejudicial a
fotossintese, uma vez que a eficiéncia do processo fotossintético pode ser reduzida quando as
plantas sdo expostas a altos niveis de luz, de modo particular sob condicdes ambientais
adversas (BRANT et al., 2010). Oliveira et al. (2019) estudando os efeitos da inoculacao de A.
lipoferum em pléntulas de M. urundeuva submetidas a déficit hidrico, verificaram que
plantulas inoculadas apresentaram niveis mais elevados de condutdncia estomatica,
fotossintese e transpiracdo, mesmo submetidas a diferentes niveis de déficit hidrico.

A Caatinga, vegetacdo tipica do semiarido brasileiro, que € caracterizada por
apresentar temperaturas elevadas e altos indices de incidéncia luminosa, apresenta varias
espécies com potencial para o desenvolvimento de estudos sobre a inoculacéo de rizobactérias
em plantas nativas. Entre estas destaca-se a M. urundeuva, a qual ja se tem conhecimento
sobre suas respostas a inoculagdo de rizobactéria em ambiente controlado sob condicGes de
déficit hidrico, conforme Oliveira et al. (2018), entretanto, os efeitos da luz em excesso nas
plantas em ambiente viveiro ainda sdo desconhecidos. Assim, este trabalho teve como
objetivo avaliar as respostas do aparato fotossintético, por meio de inducdo de curva de

luminosidade e avaliacdo da fluorescéncia da clorofila em plantula de Myracrodruon
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urundeuva inoculadas com a rizobactéria Azospirillum lipoferum, submetidas a estresse

hidrico.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Area de Estudo

O experimento foi conduzido em um viveiro na Unidade Académica de Serra Talhada
da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UAST/UFRPE), entre 0s meses de janeiro a
junho de 2018. De conforme o com de Koppen e Geiger (1995), Serra Talhada apresenta
clima ¢ do tipo BSwh’ semiarido, quente e seco, no qual as ocorréncias de chuvas entre
concentram-se entre 0s meses de dezembro a maio, com uma média anual de
aproximadamente 653 mm/ano (SANTOS, 2013). O viveiro em que 0 experimento
apresentava laterais e cobertura constituidas por sombrite a 70%, e sob a cobertura foi
colocado um plastico do tipo policloreto de vinila (PVC) transparente, com o objetivo de
evitar entrada de dgua da chuva. As condi¢des ambientais do periodo do experimento foram
monitoradas por uma estacdo meteorologica do Instituto Nacional de Meteorologia — INMET
(www.inmet.gov.br) situada a aproximadamente 270 m de distancia do local do experimento.
No interior do viveiro a temperatura e umidade do ar foram acompanhadas por meio de um
termohigrometro (OMEGA EL-USB-2) que realizava os registros intervalos de uma em uma
hora, ao longo do dia. A interceptacdo luminosa foi aferida por meio de um ceptdmetro
(AccuPAR, LP-80, Decagon Devices Inc., Pulman, USA), e realizadas na altura das plantulas
em cinco plantulas de cada tratamentos, no intervalo de horarios compreendido entre as 11:00
e 13:00 horas.

2.2 Preparo de Sementes e do Substrato:

As sementes de Myracrodruon urundeuva Allemé&o (Anacardiaceae) foram coletadas
no Parque Estadual Mata da Pimenteira, situado no municipio de Serra Talhada-PE. Utilizou-
se 120 sementes, que passaram por uma pré-limpeza manual para retirada de componentes do
fruto, em seguida foram sanitizadas em laboratorio, por meio de imersdo em alcool etilico a
70% por 30 segundos e hipoclorito de sdédio a 1,3% por quatro minutos, finalizando com trés

lavagens com agua destilada (DANTAS, et al., 2014; VAIN et al., 2008).
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O solo utilizado foi coletado de uma &rea proxima ao experimento, a um perfil de
profundidade variando entre zero a 20 cm, este solo foi classificado como Cambissolo
Héaplico Ta Eutréfico (solo com argila de alta atividade e de alta fertilidade) Tipico (SANTOS
et al., 2013). Para informacdes relacionadas a analise fisica e quimica do solo consultar
Oresca et al. (2018).

2.3 Preparo e Inoculacéo da Azospirillum lipoferum (BR-11080)

O preparo do inoculante se deu por meio uma amostra da Azospirillum lipoferum (BR-
11080), repicada e crescida em meio caldo nutriente (2,5 g de cloreto de sodio e 0,75 g de
extrato de carne), em um erlenmeyer de 500 ml, agitado por 48 horas (agitador magnético —
GL — 3250A) a temperatura ambiente. Com o crescimento bacteriano, a suspensdo foi
centrifugada a 9.000 rpm por 3 minutos, apds o processo 0 sobrenadante foi descartado.
Adicionou-se 4 mL de &gua destilada e esterilizada para ressuspensdo do precipitado
realizando a leitura de densidade ética (DO) das solugdes em espectrofotdmetro (Biochrom
Libra S70), ajustando as leituras com a adi¢do de agua destilada e esterilizada até atingir
densidade otica (DO) de aproximadamente 1,0 a 535 nm, indicando com isto a presenca de
108 Unidades Formadoras de Colonia (UFC) mL™? de solugio (KUSS et al., 2007).

A inoculagéo realizou-se por meio do contato das sementes com a suspensao da A.
lipoferum em placas de Petri por um periodo de durante duas horas. As sementes do
tratamento controle permaneceram pelo mesmo periodo de tempo em contato com agua

destilada e esterilizado.

2.4 Semeadura e Crescimento das Plantulas

Foram utilizadas bandejas de germinacdo compostas por 30 células, que foram
preenchidas com substrato (solo), sendo irrigadas antes da semeadura. Foram semeadas 60
sementes de M. urundeuva inoculadas com A. lipoferum e 60 sementes sem inoculagéo
(tratamento controle). Apoés trés da germinacao as plantulas foram transplantadas de 3,8 L de
capacidade. As plantulas passaram por um periodo adaptativo de 30 dias sendo irrigadas a
100% da evapotranspiracdo de referéncia (ET0). Apds este periodo foram submetidas ao
tratamento de déficit hidrico, com base na ETO de 100% (controle), 50% (moderado) e 25%

(severo) respectivamente.
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2.5 Curvas de Saturacdo Luminosa

Para a determinacgéo da eficiéncia do uso da luz em plantulas de M. urundeuva foram
realizadas curvas de luz para as varidveis de trocas gasosas, em viveiro, ap0s 75 dias
exposicao aos tratamentos de déficit hidrico. Para isso utilizou-se trés plantulas por tratamento
(trés plantulas por tratamento de inoculacdo e de déficit hidrico (100% da ETO e 25% da
ETO), sendo as medidas realizadas na terceira folha, a partir do apice, totalmente expandida e
em perfeito estado fitossanitario. Utilizou-se para esta avaliacdo um sistema portatil de
fotossintese (IRGA, modelo LI 6400XT, LI-COR, EUA) acoplado com um fluorémetro. A
fotossintese (A), condutancia estomatica (gs), concentracdo interna de CO2 (Ci), eficiéncia
instantdnea do uso da agua (EUA) e eficiéncia intrinseca do uso da &gua (EIA) foram
mensurados em resposta ao incremento da intensidade luminosa (0, 50, 100, 200, 300, 400,
800, 1200, 1600 e 2000 pmol m2s 1) na cAmara de leitura do IRGA e com concentragio de
CO2 de 400 pmol mol™. As mensuracdes foram realizadas no intervalo das 9:00 as 11:00 da

manha.

2.6 Fluorescéncia da Clorofila

As medidas de fluorescéncia foram realizadas por meio do método de pulso de
saturacdo (SCHREIBER et al., 1994) em folhas de trés plantulas por tratamento (inoculagéo e
déficit hidrico). Para esta andlise utilizou-se o sistema portatil de fotossintese (IRGA, modelo
LI-6400XT, LI-COR, EUA) acoplado com um fluordmetro. Foram escolhidas folhas expostas
a condi¢Oes de luz e adaptadas ao escuro durante 30 minutos. A intensidade do pulso de luz
de saturagdo foi de 8000 umol m?2s ! com duragdo de 0,7 segundos. Foram avaliados 0s
seguintes parametros: florescéncia inicial (Fo), florescéncia maxima (Fwm), atividade potencial
do fotossistema Il (Fv/Fo), eficiéncia fotoquimica efetiva do fotossistema Il (Fv/Fwm’),

coeficiente de extensdo fotoquimica (qP) e coeficiente de extensdo ndo fotoquimico (qN).
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3 RESULTADOS

3.1 Curvas de Saturacdo Luminosa

A intensidade luminosa atingiu seu ponto de saturacdo para a fotossintese proximo a
2000 umol ms para o tratamento controle de déficit hidrico, enquanto que para o de déficit
hidrico severo o ponto de saturagdo foi proximo a 1200 umol m?s?, independente do
tratamento de inoculacdo (Figura 1-A e B). As taxas de fotossintese para o tratamento
controle, foram maiores para as plantulas ndo inoculadas (Figura 1-A), enquanto que para o
tratamento severo de déficit hidrico o comportamento foi inverso, com taxas fotossintéticas
bem elevadas, atingindo valores de 40,37% acima das plantulas sem indculo.

A inoculacdo manteve as plantulas com os estdmatos abertos em condicdes de déficit
hidrico severo, observando-se um aumento de 45% em relacdo as plantulas sem indculo
(Figura 1-D). Consequentemente, aumentaram as taxas de fotossintese (28%) e transpiragdo
(59%) (Figura 1-B, F). Para o tratamento controle de inoculagdo observou-se comportamento

inverso, as plantulas sem indculo se sobressairam a essas variaveis (Figura 1- A, C, E).
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Figura 1. Curva de inducdo de fotossintese (A-B), conduténcia estomatica (C-D) e
transpiracdo (E-F) por saturacdo luminosa em plantulas de Myracrodruon urundeuva
Allemdo, com e sem inoculo de Azospirillum lipoferum, submetida a tratamento controle
(100% da ETO) (A-C-E) e de déficit severo (25% da ETO (B-D-F).

A curva de concentragdo interna de COz apresentou as maiores concentragdes no inicio
da aplicacdo das intensidades luminosas (Figura 2 A-B). A partir da intensidade luminosa de
500 umol m2s™ os valores da concentragdo interna de CO, decairam permanecendo as curvas
do tratamento com e sem indculo semelhantes (Figura 2 A-B). Observou-se que a
concentracdo interna de CO. apresentou um melhor desempenho quando a intensidade
luminosa atingiu 1200 pmol m2s?, atingindo o pico de saturagido com 2000 umol m?s?, no

qual as curvas com e sem inéculo se igualam. Contudo, observa-se que para o tratamento
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severo de déficit hidrico a saturacdo ocorreu mais rapido do que para o tratamento controle
(Figura 2- B).

Nos tratamentos controle e de déficit hidrico severo as maiores médias de eficiéncia da
agua foram registradas para o tratamento com indculo a uma densidade de fétons de 300 umol
m2s?, enquanto que para o tratamento sem indculo foi a 400 umol m2s? (Figura 2 C-D).
Entretanto, as plantulas inoculadas do tratamento controle de déficit hidrico apresentaram
maiores médias (33%) que as plantulas sem inoculo. Para o tratamento de déficit hidrico as
plantulas sem indculo apresentaram melhor desempenho (47% superior) do que as plantulas
inoculadas. A eficiéncia intrinseca do uso da agua para as plantulas com e sem indculo do
tratamento de severo de déficit hidrico apresentaram elevacdo de acordo com a intensidade
luminosa, atingindo o seu pico maximo quando a intensidade luminosa alcangou 800 pmol m
2sY(Figura 2 E-F). Ap6s esta intensidade luminosa ocorreu um declinio até os tratamentos
com e sem in6culo igualarem-se. Para o tratamento controle de déficit hidrico também houve
um pico da eficiéncia intrinseca do uso da agua aos 800 pmol m2s?, enquanto acima deste
valor conforme aumentou-se a intensidade luminosa diminuiu a eficiéncia intrinseca do uso
da agua, sendo que para este tratamento as plantulas com inoculo apresentaram as maiores

médias.
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Figura 2. Curva de concentragéo interna de CO2 (A-B), eficiéncia instantanea do uso da gua
(C-D) e eficiéncia intrinseca do uso da agua (E-F) por saturacdo luminosa em plantulas de
Myracrodruon urundeuva Allemao, com e sem in6culo de Azospirillum lipoferum, submetida
a tratamento controle (100% da ETO0) (A-C-E) e de déficit hidrico severo (25% da ETO) (B-D-
F).
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3.2 Fluorescéncia da Clorofila

A inoculagéo da A. lipoferum conferiu as plantulas de M. urundeuva do tratamento
controle de déeficit hidrico um aumento de 15% da fluorescéncia inicial (Fo) em relacdo as
plantulas sem indculo (Figura 3-A). No entanto, esta mesma variavel para o tratamento de
déficit hidrico severo as plantulas sem indculo se sobressairam em 7%, conforme figura 3-A.
Comportamento semelhante ocorreu para a variavel da fluorescéncia maxima (Fwm),
observando-se que para as plantulas controle do tratamento de déficit hidrico e submetidas a
inoculacdo apresentaram médias 6% superior as plantulas sem inéculo (Figura 3-B). Para o
tratamento de déficit hidrico severo o comportamento foi inverso, as plantulas sem indculo
apresentaram médias 8% maiores do que as plantulas inoculadas (Figura 3-B).

Para a varidvel de atividade potencial do fotossistema Il (Fv/Fo) houve diferenca
significativa entre os tratamentos com e sem indculo, no qual o tratamento controle de déficit
hidrico e sem inoculacdo da A. lipoferum apresentou média 18,5% superior as plantulas com
indculo (Figura 4-A). N&o houve diferencga entre os tratamentos severo de déficit hidrico e de
inoculacdo (Figura 4-A). Para a eficiéncia fotoquimica efetiva do fotossistema II (Fv’/Fm) 0
tratamento severo de déficit hidrico e sem indculo apresentou um aumento de 10% em relagéo
as plantulas inoculadas (Figura 4-B). Comportamento inverso apresentou-se para a variavel de
coeficiente de extensdo fotoquimica (gP), o qual as plantulas com inéculo do tratamento
severo de déficit hidrico foi 10% superior em relac&o as plantulas sem inoculo (Figura 5-A).
Para o coeficiente de extensdo nao fotoquimica (gN) ndo houve diferenca entre o0s

tratamentos.
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Figura 3. Fluorescéncia inicial (Fo) (A), Fluorescéncia maxima (Fm) (B), Atividade potencial
do fotossistema Il (Fv/Fo) (C) e eficiéncia fotoquimica efetiva do fotossistema Il (Fv’/Fm’)
(D), Coeficiente de extensdo fotoquimica (qP) (E) e coeficiente de extensdo ndo fotoquimica
(gN) (F), em plantulas de Myracrodruon urundeuva Allemdo, com e sem in6culo de
Azospirillum lipoferum, submetida a tratamento controle (100% da ETO) e de déficit hidrico
severo (25% da ETO).

4 DISCUSSAO

Quando expostas a estresses abioticos, como estresse hidrico e altas intensidades
luminosas, as plantas desenvolvem estratégias para manter taxas de fotossintese adequada em
resposta ao estresse submetido (LIU e HUANG, 2008; GONZALEZ-CRUZ e PASTENES,

2012). Para chegar a uma fotossintese maxima, € necessario que as plantas alcancem um
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equilibrio proximo entre a atividade fotoquimica e as rea¢es do ciclo C3 ou ciclo de Calvin
(DODD et al., 2010). No presente estudo, a inoculagdo manteve os estdbmatos abertos em
plantulas sob déficit hidrico (Figura 1- D). Isso elevou a fotossintese bem como a transpiracdo
(Figura 1- B, F). Os fotoassimilados resultados desse processo podem servir de matéria prima
para sintese de compostos antagbnicos ao acido abscisico, mantendo assim o0s estdbmatos
abertos. Para as plantulas inoculadas e submetidas ao estresse hidrico severo, a produgéo
fotossintética foi 40,37% maior em relacdo as plantulas ndo inoculadas (Figura 1 A-B).
Relacionada diretamente com a fotossintese, a condutancia estomatica e a transpiracdo das
plantulas inoculadas submetidas a estresse hidrico severo também apresentaram valores mais
altos quando comparadas as plantulas ndo inoculadas (Figura 1- C, D, E, F). Esses dados
sugerem que a inoculacdo da A. lipoferum confere as plantulas uma maior eficiéncia do seu
sistema fotossintético, mesmo sob condicdes de estresse abidtico como restricdo hidrica e
altas intensidades luminosas. Estudos realizados com diferentes intensidades luminosas
incidentes em plantas de amendoim (planta C3), foram observadas elevadas taxas de
fotossintese, entretanto com limitagio estomatica em torno de 500 pmol m*? s (ERISMANN;
MACHADO; DE GODQY, 2006).

As trocas gasosas indicam a eficiéncia na regulacdo da abertura estomatica que esta
diretamente relacionada com a assimilacdo de CO> (NASCENTE et al., 2016). Elevadas taxas
de fixacdo de CO> pela Rubisco demandam alto consumo de energia quimica, a qual é gerada
na fase fotoquimica da fotossintese, através da captacdo, absorcdo e transferéncia de energia
pelas moléculas de clorofilas (ZHANG et al., 2017). As maiores taxas de CO: intercelular
foram observadas em incidéncias luminosas baixas sendo maior na auséncia de luz (Figura 2),
em todas as plantulas, independente dos tratamentos de inoculagdo. As plantulas inoculadas e
do tratamento controle de déficit hidrico apresentaram maiores médias que as plantulas sem
indculo para a curva de intensidade luminosa para a variavel de eficiéncia instantanea do uso
da &gua (Figura 2-C), indicando que possivelmente a rizobactéria tenha gerado estimulos nas
plantulas, como a produgdo de hormonios que favoreceram um melhor desempenho desta
variavel submetidas a alta intensidade luminosa. A eficiéncia intrinseca do uso da agua para
as plantulas sob efeitos de inoculacdo e estresse hidrico severo se sobressairam em relacdo as
plantulas sem indculo (Figura 2 C-D, E-F). As RPCP’s estimulam alteragdes coordenadas na
transpiracédo, contetido de acido abscisico (ABA) e fotossintese, contribuindo assim com uma
maior eficiéncia do uso da dgua em plantas submetidas ao déficit hidrico (BRESSON et al.,
2013).
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A fluorescéncia inicial ou minima (Fo) indica a emissdo de luz pelas moléculas de
clorofilas excitadas, antes da energia ser dissipada para o centro de reagéo do fotossistema II.
Esta variavel pode aumentar o seu valor quando os centros de reacdes sdo prejudicados por
estresses ambientais, entre eles o estresse hidrico (CAMPOSTRINI, 2001). No presente
estudo, os maiores valores de Fo encontrados para as plantulas inoculadas do tratamento
controle de déficit hidrico podem indicar possiveis danos ao centro de reacdo do fotossistema
Il (Figura 3- A). Entretanto, a inoculacdo da A. lipoferum nas plantulas do tratamento de
déficit hidrico severo atenuaram o aumento da Fo, contribuindo com para um melhor
desempenho potencial do fotossistema Il (Figura 3-B). Estes resultados evidenciam a atuagéo
da A. lipoferum em plantulas sob efeitos de estresse hidrico, favorecendo um melhor
desempenho no aparato fotossintético atrelando-se com os resultados apresentados pela curva
de fotossintética, na qual as plantulas sob efeitos de estresse e inoculacdo apresentaram as
maiores médias em relagdo as plantulas sem indculo. Estudos apontam que a inoculacdo de
rizobactérias estimulam a um maior contetdo de clorofilas, o que pode resultar em uma maior
eficiéncia na absorcdo de luz, transferéncia de energia e de elétrons e maior controle na
dissipacdo do excedente de energia térmica (DODD et al., 2010; KANG et al., 2014). Estes
resultados sdo demonstrados pelos pardmetros de fluorescéncia da clorofila a, como
apresentando em plantas de pimenta inoculadas com Bacillus spp. (SAMANIEGO-GAMEZ
et al., 2016).

O parametro de florescéncia maxima (Fwm) indica o nivel maximo de luz emitida pelas
moléculas de clorofila a excitadas. Este processo acontece antes das reacdes fotoquimicas,
sendo que valores elevados podem reduzir o processo fotoquimico (ZHOU et al., 2016), pois
0 excesso de luz provoca superexcitacdo das moléculas de clorofila prejudicando os centros
de reacdo do fotossistema Il (STREIT et al, 2005). No presente estudo, as plantulas do
tratamento controle de estresse hidrico e com indculo apresentaram médias 6% superior as
plantulas sem indculo, comportamento inverso observou-se para as plantulas do tratamento de
estresse hidrico severo, no qual as plantulas sem inéculo apresentaram média 18% superior as
plantulas inoculadas (Figura 3-B).

A eficiéncia fotoquimica efetiva (Fv’/Fw’) indica a eficiéncia de captura de excitacéo
pelos centros de reacdo abertos do fotossistema I, sendo relacionado com a dissipagdo da
energia térmica no completo antena (SCHREIBER et al, 1994). Para este estudo as plantulas
sem indculo e sob efeitos de estresse hidrico apresentaram os maiores resultados (Figura 4-B),

apontando que mesmo sob estresse hidrico as plantulas ndo apresentaram deficiéncia na
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dissipacdo de energia térmica no complexo antena. Os resultados apresentados neste trabalho
para o coeficiente de extensdo fotoquimica (gP) apontaram que as plantulas sob efeitos de
inoculacdo e estresse hidrico severo apresentaram médias 10% superior em relacdo as
plantulas sem indculo, indicando assim que a rizobactéria possivelmente contribuiu para uma
melhor captura de energia de excitagdo para a redugdo do NADP. Em condicdes de estresse
hidrico a redugdo do P pode indicar danos foto-oxidativos ao centro de reagdes do
fotossistema 1l (ZHANG et al., 2017). Contudo, é necessario a realizacdo de outros estudos
para identificacdo de metabolitos que favorecem a sinalizacdo de horménios vegetais que

conferem maior toleréncia as plantulas inoculadas e sob efeitos de estresses ambientais.

5 CONCLUSAO

Os resultados obtidos permitem inferir que plantulas de Myracrodruon urundeuva
submetida a estresse hidrico e inoculadas com Azospirillum lipoferum apresentam melhor
eficiéncia fotossintética associado ao uso eficiente de luz, apresentando melhor desempenho
de condutancia estomatica e de transpiracdo. Indica ainda uma melhor eficiéncia fotossintética

mesmo sob condicdes de estresse abidtico.
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CONSIDERACOES FINAIS

A hipotese testada neste trabalho afirma que a inoculagéo da rizobactéria Azospirillum
lipoferum em sementes de Myracrodruon urundeuva confere as plantulas melhor tolerancia ao
estresse hidrico e a altas intensidades luminosas. Os resultados mostram que plantulas com
indculo apresentam um melhor desempenho fotossintético, acarretando em ganhos de
biomassa e crescimento. Em relacdo a variacdo de luminosidade as plantulas inoculadas e sob
estresse hidrico severo apresentaram melhor desempenho de fotossintese, condutancia
estomatica e transpiragéo.

Os estresses abidticos atrelados a agbes antropicas comprometem o estabelecimento de
plantulas em seu ambiente natural e o uso da inoculacdo de rizobactérias apresenta-se com
uma proposta que favorece este estabelecimento. Assim recomenda-se para trabalhos futuros
estudos em campo para se verificar se plantulas sob efeitos de inoculacdo e implantadas em
ambiente natural apresentam resultados satisfatorios, uma vez que estardo sujeitas as
condi¢cdes ambientais ndo controlaveis. Além deste, faz-se necessario também avaliar o
estimulo de producdo de fitorménios provocados por rizobactérias em plantulas sob estresse

hidrico, uma vez que j& € conhecido este efeito em plantas cultivadas.
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