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RESUMO

Atualmente existe uma grande preocupacdo com a recuperacdo de éareas degradadas,
principalmente pela ameaca de extincdo de espécies vegetais nativas, como por exemplo a
aroeira do sertdo (Myracroduon urundeuva), nativa da Caatinga. A inoculagdo de
rizobactérias promotoras do crescimento de plantas (RPCPs) tem sido uma alternativa para
minimizar os efeitos adversos do estresse hidrico em plantas cultivadas. Entretanto, ndo se
conhece sobre os efeitos das RPCPs em plantas da Caatinga. Portanto, acredita-se que a
inoculacdo da RPCP, Azospirillum lipoferum, em plantas de M. urundeuva pode conferir
maior tolerancia ao estresse hidrico. Neste sentido, o presente estudo avaliou a influéncia dos
efeitos da A. lipoferum no crescimento de M. urundeuva, sob estresse hidrico. O experimento
foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC). Em fatorial 2 x 4 (com e sem
indculo x quatro 1dminas de irrigacdo), a ANOVA foi realizada no software R e as médias dos
tratamentos foram comparadas pelo teste LSD (P < 0,05). Inicialmente, sementes de M.
urundeuva foram sanitizadas e parte foi inoculada e outra ndo (controle). Dez dias ap6s a
germinacao, as plantulas foram submetidas a quatro laminas de irrigacdo: 180 mm (controle),
135 e 90 mm (estresse moderado), e 45 mm (estresse severo). As plantas cresceram sob
condigdes de fotoperiodo de 12 horas a 28 °C e 12 horas no escuro a 26 °C, com umidade
relativa de 50% e intensidade luminosa de 450 pmol de fotons m2 s, Apés 81 dias foram
realizadas medidas biométricas da parte aérea e das raizes das plantas, e nos foliolos foi
quantificado o potencial hidrico foliar (WHr), além do extravasamento de eletrolitos, teor de
clorofilas, teor de proteina, conteido de prolina, atividade da superdxido dismutase (SOD) e
avaliacdo da aparéncia geral das plantas, bem como a porcentagem de foliolos caidos. A
inoculacéo foi confirmada pela mudanca de coloragdo do meio de cultura azul de bromotimol
isento de nitrogénio (NFB) semissolido, de verde amarelado para azul. Nas plantas
inoculadas, os efeitos adversos do estresse hidrico moderado foram minimizados, ao passo em
que houve menor queda de foliolos e maior tonalidade de verde, confirmado pela manutencao
dos mais altos teores de clorofila a, b e total. A associacdo da RPCP com as raizes das plantas
proporcionou aumentos de 30% no comprimento da raiz, de 50% na massa seca da raiz, de
34% na massa seca da parte aérea e de 10% no conteudo de proteinas soltveis, em relacéo as
plantas controle. As plantas inoculadas ainda mantiveram o potencial hidrico foliar 5% maior
em relacdo as ndo inoculadas, e apresentou menor dano de membrana no estresse hidrico

moderado. Por outro lado, a atividade da SOD foi menor nas plantas inoculadas,



possivelmente devido a indugdo de um caréter protetivo ndo enzimético. Além disso, as
plantas inoculadas apresentaram caracteristicas morfofisiologicas superiores as ndo
inoculadas. Dessa forma, a inoculacdo de RPCP em M. urundeuva pode ser uma alternativa
viavel para producdo de plantas mais tolerantes ao estresse hidrico. Ademais, essa téecnica
possui um forte potencial de uso em planos de reflorestamento e recuperacdo de &reas
degradadas em regides de florestas tropicais secas (FTS). Contudo, sdo necessarios mais
estudos sobre os mecanismos bioquimicos e fisiologicos que conferem essas tolerancias,

assim como, o estudo desses mesmos mecanismos em outras plantas nativas.

Palavras-chave: Aroeira do Sertdo, Semiarido, Estresse hidrico.



ABSTRACT

Nowadays there is a great concern about the recovery of degraded areas, mainly due to the
threat of extinction of native plant species, such as the aroeira do sertdo (Myracroduon
urundeuva) native of the Caatinga biome. In line with this, inoculation of plant growth
promoting rhizobacteria (PGPR) has been an alternative to minimize the adverse effects
caused by drought stress in cultivated plants. However, little is known about the effects of
RPCPs in native plant species of Caatinga. Therefore, it’s believed that the inoculation of a
PGPR, Azospirillum lipoferum, in M. urundeuva plants might confer greater tolerance to
drought stress. In this context, the present study evaluated the influence of A. lipoferum on the
growth of M. urundeuva under drought stress. The experiment was conducted in a completely
randomized design (DIC). In factorial 2 x 4 (with and without inoculum x four irrigation
levels), ANOVA performed in software R and the means of treatments were compared by the
LSD test (P < 0.05). Firstly, seeds of M. urundeuva were sanitized, and then part was
inoculated with A. lipoferum, and another was not inoculated (control). Ten days after
germination, the seedlings were submitted to four irrigation levels: 180 mm (control), 135 and
90 mm (moderate stress), and 45 mm (severe stress). The plants grew under photoperiod
conditions of 12 hours at 28 ° C and 12 hours in the dark at 26 ° C, with relative humidity of
50% and light intensity of umol of photons m=2 s. After 81 days biometric measures of the
shoot and roots of the plants, and in the leaflet was quantified the leaf water potential (PwL),
electrolyte leakage, chlorophyll content, soluble protein content, proline content, superoxide
dismutase (SOD) activity and general appearance of the plants, as well as the percentage of
fallen leaflets were evaluated. The inoculation was confirmed by the change of the colour of
the semi-solid nitrogen-free bromothymol blue (NFB) culture medium from yellowish green
to blue. In the inoculated plants, the adverse effects of moderate drought stress were
minimized, while there was less leaflet drop and greater green tint, this was confirmed by the
maintenance of the highest levels of chlorophyll a, b and total. The association of PGPR with
the roots of the plants provided increases of 30% root length, 50% root dry weight, 34% root
shoot dry weight and 10% soluble protein content. The inoculated plants still maintained 5%
higher leaf water potential than those not inoculated, as well as presented lower membrane
damage in moderate drought stress. On the other hand, SOD activity was significantly lower
in the inoculated plants, possibly due to the induction of a non-enzymatic protective feature.
In addition, the inoculated plants shown better morphological and physiological



characteristics than those not inoculated. In this way, the inoculation of PGPR in M.
urundeuva can be an alternative for the production of plants that are more tolerant to drought
stress. In addition, this technique has a strong potential for use in reforestation and recovery
plans of degraded areas in tropical dry forests (TDF). Nevertheless, further studies on the
biochemical and physiological mechanisms that confer these tolerances are needed, as well as

studies about these same mechanisms in other native plants.

Keywords: Aroeira do Sertdo tree, Semiarid, Oxidative stress.
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vasos de 1,2 kg aos 81 dias ap6s germinagdo, submetidas as seguintes condicdes:
fotoperiodo de 12 horas a 28 °C e 12 horas no escuro a 26 °C; Umidade Relativa

constante de 50%; intensidade luminosa 450 pumol de fotons m2 s. mm*: milimetro.

Figura 13. Foliolos de Myracroduon urundeuva sem e com inéculo (Azospirillum lipoferum)
sob quatro laminas de irrigacdo (180, 135, 90 e 45 mm). Coleta realizada aos 81 dias
nas seguintes condi¢des: fotoperiodo de 12 horas a 28 °C e 12 horas no escuro a 26 °C;
Umidade Relativa constante de 50%; intensidade luminosa 450 pumol de fotons m2 s,
MM™: MUITMELIO. vt reeraeres 52

Figura 14. Clorofila a (A), b (B), total (C) e razéo clorofila a/b (D) de plantas de
Myracroduon urundeuva, com e sem inoculacdo (Azospirillum lipoferum) sob quatro
laminas de irrigacdo (180, 135, 90 e 45 mm). Os valores de médias seguidas pela
mesma letra ndo sdo significativamente diferentes em P < 0.05........cccovvvviininiennnn. 53

Figura 15. (A) Comprimento da raiz, (B) didametro de coleto, (C) area foliar e (D) altura da
parte aérea de plantas de Myracroduon urundeuva, com e sem inéculo (Azospirillum
lipoferum) sob quatro niveis de irrigacdo (180, 135, 90 e 45 mm). Os valores de

médias seguidas pela mesma letra ndo sdo significativamente diferentes em P < 0.05.

Figura 16. Massa seca da raiz (A) e da parte aérea (B) de plantas de Myracroduon
urundeuva, com e sem inoculo (Azospirillum lipoferum) sob quatro laminas de
irrigacdo (180, 135, 90 e 45 mm). Os valores de médias seguidas pela mesma letra ndo
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Figura 17. Teor proteina solivel (A e B) e de prolina (C) em plantas de Myracroduon
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Figura 18. Potencial hidrico foliar (A e B), dano de membrana (C) e superoxido dismutase
(SOD) (D) de plantas de Myracroduon urundeuva, com e sem inoculagdo
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valores de medias seguidas pela mesma letra ndo séo significativamente diferentes em
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1. INTRODUCAO

As florestas tropicais secas (FTS) estdo distribuidas em regides sazonalmente secas
caracterizadas por climas aridos e semiaridos, as quais representam 40% das florestas
tropicais (BEUCHLE et al., 2015). Durante décadas, as areas que incidem sob as FTS tém se
tornado cada vez mais populosas, chegando a abrigar um terco da populacdo mundial (MILES
et al., 2006). As diversas atividades antropicas desenvolvidas nessas regides tém provocado
muitas pressfes ambientais, como a supressdo de vegetacdo nativa, seja para a
comercializacdo de madeira, como também a conversdo de FTS em areas de producdo
agricola e/ou atividade pecuaria (MILES et al., 2006). Alem disso, as mudancas climaticas
globais tém intensificado as caracteristicas climaticas das FTS, acarretando em precipitacdes
pluviométricas mais concentradas e intensas durante curto periodo do ano, e estacfes de seca
mais prolongadas, assim diminuindo a disponibilidade hidrica para as plantas dessas regides
(BEUCHLE et al., 2015).

Dentre as FST, destaca-se a Caatinga, tipica do semiarido do Nordeste do Brasil,
caracterizada por elevadas temperaturas, com média anual em torno de 25 °C, e baixa
pluviosidade anual, aproximadamente 450 mm (MOURA et al., 2007). Nesse bioma, ainda
existe uma elevada biodiversidade, contudo, ao longo dos anos a intensa atividade antrdpica
tem resultado em grande degradacdo deste ambiente, levando inclusive a diminuicdo da
diversidade vegetal (BEUCHLE et al., 2015).

O Ministério do Meio Ambiente (2008) enfatiza o risco de perda de diversidade
vegetal, na Caatinga, visto que cerca de 48 espécies de plantas estdo ameacadas de extincao,
incluindo a Myracrodruon urundeuva (Allemao) (Anacardiaceae), conhecida popularmente
como aroeira do sertdo. Essa planta possui grande importancia econdmica, medicinal e
ecologica, a medida que sua madeira € apreciada comercialmente (LORENZI, 2014),
apresenta elevada concentracdo de tanino (MONTEIRO et al., 2006) e provavelmente
interage com uma grande diversidade de microrganismos ainda desconhecidos. Desta forma,
sua extincdo podera representar prejuizos imensuraveis.

As plantas da caatinga frequentemente enfrentam obstaculos para perpetuarem no seu
habitat, este problema tem sido acentuado com o desmatamento e o prolongamento das
estacOes de seca, representando assim uma intensificacdo do estresse hidrico para as plantas
(VIEIRA et. al, 2015). Esses fatores representam uma limitacdo para o crescimento e
desenvolvimento das espécies vegetais nativas, principalmente na fase de plantula
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(DEMIDCHIK, 2015). O estresse hidrico € o fator que mais restringe o crescimento das
plantas (ZINGARETTI et al., 2013).

As plantas sob estresse hidrico alteram seu metabolismo para minimizar os efeitos
adversos da seca (AHMAD et al., 2014). Em condicGes de estresse hidrico, o equilibrio entre
a producdo e a eliminagdo de espécies reativas de oxigénio — EROs (superoxido de oxigénio,
peroxido de hidrogénio e radicais hidroxila), é perturbado, prevalecendo maiores niveis de
EROs nas células vegetais (DAS et al., 2015). Isso pode representar uma toxicidade para as
plantas, pois as EROs podem oxidar distintas macromoléculas que compdem as membranas
plasméticas celulares e alterarem a conformacdo de proteinas, lipideos e do &cido
desoxirribonucleico (DNA) (DAS et al., 2015). Contudo, a planta produz metabdlitos e
enzimas antioxidantes que eliminam o excesso dessas EROs (DEMIDCHIK, 2015). Alguns
exemplos dessas enzimas sdo a superdxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e o ascorbato
peroxidase (APX) (DEMIDCHIK, 2015).

O aumento dos niveis de prolina também pode minimizar os efeitos adversos da seca,
ao passo gue esse aminoacido pode atuar como ativador de rotas de desintoxicacdo e como
ajustador osmoético (SZABADOS; SAVOURE, 2010; HAYAT et al., 2012). A difusdo de
agua da planta para atmosfera também é ajustada via estbmatos. Assim, plantas sob estresse
hidrico aumentam rapidamente a producdo de hormdnios como &cido abscisico (ABA) e o
etileno, os quais estdo envolvidos com o fechamento estomatico, desta forma minimizando a
perda de agua (ACHARD et al., 2003; BARNA et al., 2012; OSKABE et al., 2014). O etileno
ainda tem importante papel na morte celular programada e esta fortemente relacionado com
abscisao foliar (SAKAMOTO et al., 2008). Deste modo, a queda de folhas provocadas pelo
etileno representa uma das estratégias das plantas para tolerarem o estresse hidrico
(SAKAMOTO et al., 2008).

Adicionalmente, pesquisas apontam que a presenca de Rizobactérias Promotoras do
Crescimento de Plantas (RPCP), as quais constituem um grupo de bactérias presentes na
rizosfera, minimiza o estresse hidrico, por meio da inducdo de producdo de enzimas
antioxidantes, além de outros hormdnios e metabdlitos que desempenham papéis importantes
na reducdo dos danos provocados pela seca (FIGUEIREDO et al., 2008; KOHLER et al.,
2008; YANG et al., 2009; WANG et al., 2015).

Nas Ultimas décadas, diversos estudos conduziram experimentos utilizando espécies
de RPCPs, a fim de minimizar o estresse oxidativo e/ou aumentar os niveis de produtividade
de plantas cultivadas, como Zea mays (BRANDAO, 1989;: WALKER et al., 2011),
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Lycopersicon esculentum (MAYAK et al., 2004), Lactuca sativa (SOTTERO et al., 2006;
COELHO et al., 2007), Phaseolus coccineus (STEFAN et al., 2013), Cicer arietinum
(KARNWAL; KUMAR, 2012; YADAV et al., 2014), Oryza sativa (LUCAS et al., 2014) e
Glycine max (KANG et al., 2014). Entretanto, ainda sdo escassos 0s estudos sobre os efeitos
do estresse hidrico em espécies arboreas nativas de ambientes aridos e/ou semiaridos e
inoculadas com RPCP. Além disso, os estudos que avaliaram a interagdo de RPCPs com
plantas nativas de FTS ainda sdo poucos representativos em relacdo a distribuicdo geografica
dessas FTS, como do Mediterraneo (Pinus halepensis; Quercus coccifera) (RINCON, 2008) e
da China (Platycladus orientalis) (LIU et al., 2013).

Os estudos citados acima ndo abordaram os danos oxidativos nas plantas, embora
apresentaram resultados que sugerem a minimizacdo dos efeitos do estresse hidrico. Assim,
no presente estudo, espera-se que a inoculacdo com Azospirillum liporefum (RPCP), produza
plantas de M. urundeuva mais tolerantes ao estresse hidrico no estagio inicial de crescimento.
Além disso, os resultados obtidos neste estudo sdo de grande relevancia, uma vez que poderdo
gerar conhecimento sobre a tolerancia de espécies nativas que possa nortear a elaboracdo de
planos de manejo e de recuperacdo de areas degradadas.

Neste contexto, objetivou-se avaliar a influéncia da inoculacdo da Azospirillum
lipoferum no crescimento de plantas de M. urundeuva submetidas ao estresse hidrico, por
meio de medidas biométricas. Além disso, buscou-se entender respostas fisioldgicas para a
tolerancia ao estresse hidrico, por meio de medidas de prolina, dano de membrana, status
hidrico e atividade da SOD.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Florestas tropicais secas (FTS)

O conjunto de vegetacdo presente em regides tropicais, de climas aridos e semiéaridos,
caracterizadas por sazonalidade de chuvas com longos periodos de seca, sdo consideradas
Florestas Tropicais Secas — FTS (WAROUX; LAMBIN, 2012). Essas FTS estdo distribuidas
ao longo do planeta, sendo que mais da metade (54,2 %) esté localizada na América do Sul, o
restante encontra-se distribuida quase igualitariamente entre América do Norte e Central,
Africa e Eurasia (Fig. 1) (MILES et al., 2006).

Cerca de um terco da populacdo mundial vivem em regides tropicais sazonalmente
secas (MILES et al., 2006), e grande parte dessa populacdo depende dos recursos naturais das
FTS para sua sobrevivéncia. As FTS fornecem uma ampla variedade de produtos que séo
coletados e vendidos pela populacdo local (DJOUDI et al., 2015). Tais produtos contribuem
para dietas locais, como frutas silvestres, legumes, tubérculos, mel, insetos comestiveis, carne
de caca e plantas medicinais (SUNDERLAND et al., 2015).

As FTS fornecem amplos servigos ecossistémicos para os habitantes locais, como o
recurso hidrico, utilizado para a dessedentacdo animal, a polinizacdo e a ciclagem de
nutrientes no solo que contribuem significativamente para a melhoria da agricultura (FOLI et
al., 2014). Assim, os servicos de regulagdo das FTS também reduzem a sensibilidade da
agricultura a seca (PRAMOVA et al., 2012).

A madeira € o principal produto proveniente das FTS que é utilizado para atender
demanda energética local, ao passo que aproximadamente 2,4 milhdes de pessoas (cerca de 40
% da populacdo) de paises subdesenvolvidos tém como base energética a madeira
(SUNDERLAND et al., 2015). Contudo, a madeira retirada das FTS também é fonte de renda
para as comunidades locais, embora a grande maioria dos processos de producdo de carvao
vegetal nessas regides sejam informais (SUNDERLAND et al., 2015).

Outro papel fundamental das FTS é a mitigacao dos processos associados as mudancas
climaticas, por meio do processo de fixacdo do carbono, representando grande estoque de
carbono principalmente nos caules dos vegetais (BECKNELL et al., 2012). Porém, ainda nédo
se conhece a real capacidade de fixagéo de carbono pelas FTS (SUNDERLAND et al., 2015).
Contudo, Portillo-Quintero et al. (2014) revelam que longos periodos de monitoramento das

FTS permitird o conhecimento sobre a quantidade de carbono que pode ser fixado por essas
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florestas, adicionalmente afirmam que a regeneragdo de grandes extensbes de FTS nas
Américas contribuiriam significativamente para o sequestro de carbono atmosférico.

As mudancas climaticas refletem principalmente no amplo decréscimo na
precipitacdo, o que representa uma grande barreira para o estabelecimento natural das plantas,
assim como para o sucesso de reflorestamento. A América do Sul apresenta uma das maiores
porcentagens de riscos (37 %) de sofrer com as mudancas climéticas (MILES et al., 2006).

As FTS detém um alto valor de biodiversidade, entretanto essa biodiversidade tem
reduzido drasticamente, ao passo que 97% dessas FTS sofrem multiplas pressées ambientais
(MILES et al., 2006). A principal causa dessa reducgdo sdo as intensas atividades humanas,
frequentemente simultadneas, como: a fragmentacdo de habitats, incéndios, conversdo em
terras para agricultura e/ou pecudria, e exploracdo madeireira indiscriminada (MILES et al.,
2006). Adicionalmente, segundo Portillo-Quintero e Sanchez-Azofeifa (2010), cerca de 66 %
dos ecossistemas de FTS das Américas tiveram sua area convertida para outros usos.

Por meio de informacdes biogeogréficas e distribuicdo de flora (OLSON et al., 2001;
HANSEN et al., 2003), Miles e colaboradores (2006) estimaram a area remanescente de FTS
distribuidas ao longo da superficie terrestre, no ano de 2000, em aproximadamente 1.048.700
km? (Fig. 1).
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Figura 1. Distribuigdo global da floresta tropical seca no ano 2000, exibida como células de
10 km contendo esse tipo de floresta (incluindo plantac6es em areas de floresta seca tropical)
(Adaptado de MILES et al., 2006).

Diante da importancia das FTS para grande parte da populacdo mundial e as pressoes
ambientais que essas florestas sofrem, torna-se urgente a adogdo de medidas que visem a
recomposicao dos servicos ecossistémicos. Cada pais tem o dever de preservar as FTS dentro
de sua unidade territorial por meio da cria¢do de unidades de conservacgéo, implementacao de
programas e planos de recuperagdo de areas degradas. Além disso, para conservacdo dessas

florestas é fundamental o constante monitoramento, a elaboragdo de politicas sustentaveis
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para utilizacdo dos recursos naturais, bem como a regularizacdo de praticas agricolas,

pecuaria e de extragdo madeireira.

2.2 Caatinga

Dentre as FTS no Brasil, a Caatinga é considerada um bioma que apresenta uma ampla
extensdo territorial. De acordo com IBGE (2010), ela incide sobre 844 mil km2 do territério
brasileiro e engloba partes dos territorios pertencentes aos estados do Maranhéo, Piaui, Cear3,
Rio Grande do Norte, Pernambuco, Paraiba, Alagoas, Sergipe, Bahia e parte de Minas Gerais
(IBGE, 2010). Segundo Viera e colaboradores (2015) sua area corresponde a 54% da Regido
Nordeste e a 11% do territorio brasileiro, constituindo o chamado “Poligono das Secas”.

O clima incidente sobre essa regido é o semiarido, que apresenta baixa pluviosidade,
além de ser irregular, com médias anuais de 450 mm, e altas temperaturas durante todo ano,
variando em torno de 25°C (TROVAO et al., 2007). As condicdes edafoclimaticas dessa
regido influenciam diretamente no tipo de vegetacdo. Contudo, a Caatinga apresenta uma
grande heterogeneidade vegetal, como foi exposto por Velloso e colaboradores (2002),
qguando classificou oito ecorregides: Depressdo Sertaneja Meridional, Depressdo Sertaneja
Setentrional, Dunas do S&o Francisco, Complexo Ibiapaba-Araripe, Complexo Chapada
Diamantina, Planalto da Borborema, Raso da Catarina e Complexo de Campo Maior.

Por meio do levantamento realizado por Giulietti e colaboradores (2006) do nimero de
espécies vegetais presentes na Caatinga foi possivel revelar quais sdo as familias de plantas
mais representativas desse bioma, assim distribuidas: 278 espécies (Fabaceae), 103 espécies
(Convolvulaceae), 73 espécies (Euphorbiaceae), 71 espécies (Malpighiaceae), 66 espécies
(Poaceae) e 57 espécies (Cactaceae). A vegetacdo da regido semiarida esta naturalmente
condicionada ao déficit hidrico, por conta das caracteristicas climaticas e da baixa capacidade
de retencéo de agua do solo (TROVAO et al., 2007).

Dentre os biomas brasileiros a Caatinga tem sido indicada como 0 menos conhecido e
0 mais negligenciado (MMA 2011; SANTOS et al., 2011). Alem disso, esse bioma tem
sofrido diversas pressdes ambientais que resultam na degradacdo ecossistémica, evidenciado
pela perda de cobertura vegetal natural. Beuchle et al (2015) verificaram a perda de 46.021 e
43.636 Km2 de vegetacdo nativa entre os periodos de 1990 a 2000 e de 2000 a 2010,
respectivamente (Fig. 2). Totalizando 89.656 km? de perda de cobertura vegetal, e tal perda

representa aproximadamente 10% da &rea da Caatinga. Contudo, os dados de cobertura

24



vegetal remanescente desse ambiente apresentam algumas variagdes. Segundo MMA-IBAMA
(2010), a vegetacdo remanescente da Caatinga em 2002 foi de 55,7%, e reduziu para 53,4%
em 2009. Enquanto para Beuchle e colaboradores (2015) o bioma Caatinga ainda apresenta 63

% de cobertura vegetal remanesce.
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Figura 2. Perda de cobertura arbérea por unidade de amostragem (km2), em dois periodos de
avaliados: (a) 1990 a 2000 e (b) 2000 a 2010 (Adaptado de BEUCHLE et al., 2015).

De acordo com MMA (2008) a Caatinga abriga cerca de 1512 espécies vegetais sendo
318 endémicas e 48 ameacadas de extin¢do, dentre essas encontra-se a Myaracroduon
urundeuva. Ainda segundo MMA (2008) diante das espécies ameacadas de extincdo, tal
bioma deve receber atencdo especial na expansdo e na gestdo do Sistema Nacional de

Unidades de Conservacao, assim como nos planos de manejo das Unidades de Conservagéo.

2.3 Myracroduon urundeuva (ALLEMAO)

De Acordo com Lorenzi (2014) a M. urundeuva (familia Anacardiaceae) é uma
espécie arbdrea que naturalmente ocorre na Caatinga. Essa especie € encontrada em terrenos
secos e rochosos, em formacOes abertas e muito secas (caatinga) e em formacdes muito
umidas e fechadas (florestas pluviais com 2 000 mm de precipitagdo anual), sendo
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encontrados registros no Parand, no Mato Grosso do Sul, no oeste dos estados da Bahia,
Minas Gerais, Sdo Paulo (LORENZI, 2014) e ainda segundo Santin e Leitdo Filho (1991),
Gurgel-Garrido e colaboradores (1997), Carmello-Guerreiro e Paoli (1999) na Bolivia, no
Paraguai e na Argentina.

A M. urundeuva é popularmente conhecida por: urundeuva, aroeira, aroeira do sertéo,
aroeira do campo e aroeira preta (LORENZI, 2014). Sua altura na caatinga ou no cerrado
varia de 6-14 m, enquanto em solos mais férteis da floresta latifoliada semidecidua pode
atingir de 20-25 m, com troncos de 50-80 cm de didmetro, além disso, apresenta madeira
muito pesada (densidade 1,19 g/cm®), de grande resisténcia mecénica e praticamente
imputrescivel (LORENZI, 2014).

A florescéncia ocorre nos meses de junho e julho, geralmente nessa época a planta
perde toda sua folhagem, devido sua caracteristica decidua, e a maturacdo dos frutos ocorre
entre o final do més de setembro até o final do més de outubro (LORENZI, 2014). A unidade
de semeio é o fruto-semente, que apresenta formato ovoide e um célice persistente, com
diametro de aproximadamente 3 mm (FELICIANO; MARANGON; HOLANDA, 2008).
Segundo Silva et al. (2002) a germinacdo 6tima ocorre na faixa de temperatura de 20 a 30 °C,
Feliciano; Marangon; Holanda (2008) utilizando a temperatura constante de 25 °C obtiveram
80% de sementes germinadas em relacdo a quantidade semeada.

Na primeira fase de desenvolvimento ocorre a germinacdo com a presenca da drupa, e
a formacéo do hipocotilo, do cotilédone, da gema apical, do colo, dos pélos e da raiz (Fig. 3
A) (FELICIANO; MARANGON; HOLANDA, 2008). A segunda fase, plantula, inicia-se
com a formacdo dos protofilos opostos, a raiz apresenta-se fina, sinuosa, com pelos finos e
poucas raizes secundarias (Fig. 3 B) (FELICIANO; MARANGON; HOLANDA, 2008). A
terceira fase, planta jovem, é iniciada com o aparecimento de pronomofilo, com raiz axial
levemente tuberosas e raizes secundérias pouco desenvolvidas, castanho-claro, e em relacéo a
parte aérea a plantula apresenta os dois primeiros protofilos opostos e 0s cinco posteriores séo
alternados e trifoliolados (Fig. 3 C) (FELICIANO; MARANGON; HOLANDA, 2008).
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Figura 3. Aspectos morfoldgicos das fases de desenvolvimento de Myracroduon urundeuva
— 12 fase de desenvolvimento - germinacgdo (A), 22 fase - plantula (B), 32 fase - planta jovem
(C). Hipocdtilo (hi), drupa (dr), cotilédone (c), gema apical (g), colo (co), pelos (pe), raiz (r),
radicula (rd), raiz secundaria (rs) e gema axial (ga) (Adaptado de FELICIANO;
MARANGON: HOLANDA. 2008).

Feliciano, Marangon e Holanda (2008) sugerem que a formacdo da raiz tuberosa, que
contém reserva de nutrientes, seja possivelmente resultado de processos bioguimicos e
fisiologicos para minimizar as condi¢cbes ambientais adversas de seu habitat. Contudo, a
caatinga habitat natural da M. urundeuva tem sofrido diversas pressdes ambientas que
intensificam o estresse hidrico para plantas. Assim, dificultando o estabelecimento das
plantas, principalmente, em seu estadio inicial de crescimento, além de retardar o crescimento
das mesmas.

Figueirda, Barbosa e Simabukuro (2004) verificaram a diminuicdo de parametros
biométricos, de plantulas de M. urundeuva, com a reducdo dos regimes hidricos. Neste
sentido, Kratka e Correa (2015) testaram diferentes substratos no crescimento inicial de M.
Urundeuva, e concluiram que a adicdo de 25% de matéria organica melhorava

significativamente os atributos das plantulas.

27



2.4 Efeitos do estresse hidrico em plantas

A disponibilidade hidrica para as plantas depende da intera¢do do sistema solo-planta-
atmosfera, desta forma, 0 movimento de dgua do solo para a atmosfera é intermediado pela
planta, que por sua vez, depende das caracteristicas fisicas do solo (SANTOS; CARLESSO,
1998). O suprimento hidrico que as plantas tém disponivel para seus processos metabélicos
esta relacionado com a habilidade da cultura em utilizar a &gua armazenada no solo, enquanto
a demanda atmosférica esta condicionada a fatores meteoroldgicos combinados com o dossel
vegetativo (CARLESSO, 1995).

A textura do solo estd diretamente relacionada com sua capacidade de retencdo de
agua, desta forma, solos argilosos retém mais agua quando comparado com solos arenosos,
pois o solo argiloso apresenta uma maior area superficial e menor quantidade de poros entre
as particulas que o constituem (TAIZ; ZEIGER, 2006). O solo quando estd seco apresenta
uma maior forca de retencdo, dificultando a captacdo de &gua pelas plantas
(BERGAMASCHI, 1992), além de limitar o crescimento radicular (LUDLOW; MUCHOW,
1990), assim, apenas uma parcela da dgua armazenada no solo € disponivel para a captacdo
das plantas (CARLESSO, 1995). Consequentemente, o déficit hidrico pode representar um
fator limitante tanto no desenvolvimento quanto no crescimento de diversas espécies vegetais
(LECOEUR; SINCLAIR, 1996).

A falta de agua para a planta pode acarretar uma espécie de conflito interno entre a
conservacdo da agua e a taxa de assimilacdo do CO: para producdo de carboidratos
(MOLLER; JENSEN; HANSSON, 2007). Além disso, pode provocar prejuizos
morfofisioldgicos nas plantas, como relatado por Das e colaboradores (2015) como o
decréscimo da producdo da éarea foliar, o fechamento dos estdmatos, aceleracdo da
senescéncia e a abscisdo das folhas. Outros efeitos foram observados nas plantas em
decorréncia deste déficit, como a reducdo na atividade fotossintética, através da reducdo na
assimilacdo de CO- e da senescéncia das folhas (FAVER et al., 1996). Devido a necessidade
das plantas em desenvolverem “mecanismos adaptativos e de resisténcia”, ocorrem alteracGes
na utilizagdo dos carboidratos que passam a ser utilizados no desenvolvimento de novas partes
das plantas (CRAFTS-BRANDNER; PONELEIT, 1992).

As plantas sdo organismos aerobicos obrigatérios, e exigem oxigénio para a producao
de energia mitocondrial. Assim, como resultado natural da fotossintese e da respiracdo, as
plantas constantemente produzem Espécies Reativas de Oxidativas — EROs (MOLLER,;

JENSEN; HANSSON, 2007). As EROs sdo produzidas nas partes verdes das plantas, na
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presenca de luz, principalmente nos cloroplastos, nas mitocondrias, nos peroxissomos e nas
membranas plasmaticas (MOLLER; JENSEN; HANSSON, 2007). Nos cloroplastos séo
produzidos o oxigénio molecular (O2), mais especificamente no fotossistema Il (PSII) e o
superoxido (O2Y) no fotossistema | (PSI), ambos com subprodutos (DAS et al., 2015) (Fig. 4).
Nas mitocondrias sdo produzidos O2" no complexo | e na ubiquinona (Q), também como
subprodutos (DAS et al., 2015) (Fig. 4). Nos peroxissomos séo produzidos Oz em diversas
reacOes metabolicas, principalmente pela acdo da xantina oxidase (XO) e H2O> (peroxido de
hidrogénio) pela acdo do glicolato (DAS et al., 2015) (Fig. 4). Nas membranas plasmaticas
enzimas como NADPH oxidase e peroxidases de parede celular oxidam o O2 em Oz e H203,
respectivamente, tais EROs participam de diversas processos fisiologicos (DAS et al., 2015)

(Fig. 4).
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Figura 4. Principais sitios e fontes de sintese de EROs na célula vegetal (Adaptado de
HOSSAIN et al., 2011).

Sob condi¢Bes normais, sem estresse oxidativo, hd um equilibrio entre a geracéo e
eliminacdo de EROs. Entretanto, sob condi¢cdes ambientais adversas, tal como o estresse
hidrico, este equilibrio é perturbado, prevalecendo o aumento dos niveis de EROs nas células
vegetais (OSAKABE et al., 2014). Apesar de altas concentracGes dessas EROs provocarem
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danos oxidativos em muitos componentes estruturais e celulares, por outro lado,
concentracOes especificas de EROs desempenham um papel vital na sinalizacdo celular
(MITTLER, 2002). A exposic¢do continuada por EROs cria um ambiente oxidativo que afeta o
equilibrio redox da célula, provocando alteracdes intracelulares, que possui funcdes celulares
importantes, como nas varias vias de sinalizagfes celulares que regulam a diviséo celular e
estresse nos sistemas de reagBes sensiveis a situacdo de redox (MOLLER; JENSEN;
HANSSON, 2007). SituacOes severas de alteracdo de estado redox, frequentemente podem
levar desde a senescéncia foliar até a morte celular (DAS et al., 2015). Contudo, as plantas
empregam alguns mecanismos de defesa, como metabdlitos e enzimas do sistema
antioxidante que tem a funcdo de prevenir o acimulo excessivo de EROs, ou ainda eliminar o
excesso provocado por estresses bioticos (MOLLER; JENSEN; HANSSON, 2007).

As isoenzimas de superoxido dismutase (Fe-SOD; Mn-SOD e Cu-Zn-SOD) séo as
primeiras na linha de defesa da planta contra EROs, atuam principalmente nos clorosplastos,
mitocondrias, peroxissomos e no citosol (HAJIBOLAND, 2014). A SOD converte O2" em
H20- e O, isto representa uma minimizacdo dos danos causados a planta visto que o H20; é
menos toxico (MOLLER; JENSEN; HANSSON, 2007). A catalase (CAT) atua
principalmente na eliminagéo de H20., convertendo em H20 e Oz no peroxissomos, durante a
B-oxidacdo, na fotorrespiracdo e ainda no citosol das células (HAJIBOLAND, 2014).
Enguanto nos cloroplastos e no citosol a ascorbato peroxidase (APX) também atua na
eliminagdo H»O> utilizando o ascorbato como doador de hidrogénio, produzindo
monodeidroascorbato (MDHA) (HAJIBOLAND, 2014). Outra enzima responsavel pela
eliminacdo do acumulo excessivo H20; é a peroxidase (POD) (HAJIBOLAND, 2014). Essa
enzima é ativada rapidamente por varios fatores de estresse, devido ampla distribuicdo celular
e isoformas, assim apresenta alta eficiéncia no metabolismo de H>O, (HAJIBOLAND, 2014).

Além das enzimas que atuam como antioxidantes, as plantas ainda podem adotar
outros mecanismos fisioldgicos que minimizam os efeitos adversos do estresse hidrico. Por
exemplo, a sintese de grandes quantidades de compostos de baixo peso molecular, e nédo
toxicos em concentragdes milimolar, os denominados osmolitos, tais como a prolina, glicina,
betaina, entre outros (HAYAT et al., 2012).

A Dbiossintese de prolina ocorre constantemente no citosol, e diante de situagbes de
estresse sua sintese é aumentada nos cloroplastos (SZABADOS; SAVOURE, 2010).
Atuamente, sdo conhecidas duas rotas de biossintese de prolina em plantas superiores, uma

rota do glutamato (Glu) e outra da ornitina (Orn), sendo os dois compostos precursores da
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sintese de prolina (Fig. 5) (HAYAT et al., 2012). Na rota do Glu, a enzima Al-pirrolina-5-
carboxilato sintetase (P5CS) fosforila e reduz Glu em glutamato-semialdeido (GSA), o qual
espontaneamente ¢ convertido para Al-pirrolina-5-carboxilato (P5C) e consequentemente a
enzima Al-pirrolina-5-carboxilato redutase (PSCR) converte o P5C para prolina (Fig. 5)
(HAYAT et al., 2012). Enquanto na rota da Orn, a biossintese ocorre por meio das enzimas
ornitina-d-aminotrasferase (5-OAT) (HAYAT et al.,, 2012) (Fig. 5). Por outro lado, a
degradacéo da prolina (oxidacdo da prolina para glutamato) ocorre na mitocéndria, por meio
da acdo de duas enzimas, prolina desidrogenase (PDH) e pirrolina carboxilato (P5C) e a
enzima pirrolina-5-carboxilato desidrogenase (P5CDH) modifica (P5C) para glutamato (Fig.
5) (HOSSAIN et al., 2014).
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Figura 5. Rotas biosintéticas do metabolismo de prolina em plantas superiores (Adaptado de
BURRITT, 2012).

As altas concentragbes de prolina minimizam os efeitos adversos do estresse,
principalmente, por meio do ajustamento osmotico celular e como ativador de rotas de
desintoxicacdo (SZABADOS; SAVOURE, 2010; HAYAT et al., 2012). Além disso, outra
importante funcdo da prolina é a protecdo do envoltério de hidratacdo em torno de delicadas
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proteinas, evitando assim sua desnaturagdo em situacdo de estresse (Fig. 6) (HOSSAIN et al.,
2014).

agua (Adaptado de BUCHANAN; GRUISSEM; JONES, 2001).

O é&cido abscisico (ABA) é um horménio chave para o desenvolvimento das plantas,
como também, geralmente induzido nas plantas sob estresse hidrico (GOMES et al., 2014).
Durante alguns casos de estresse hidrico as raizes das plantas detectam a seca por meio de
osmoprotetores, como a histidina cinase (ATHK1) que ativa a biossintese do ABA
(HARRISON, 2012). Esse horménio é ligado a um transportador e levado até as folhas via
xilema, nas folhas e é transferido para células guarda nos estbmatos, onde ativa canais ibnicos
por meio de transcri¢des e expressdes génicas (HARRISON, 2012). Essa ativacdo envolve
varios processos, tais como a fosforilacdo de proteinas, producdo de EROs e comunicacdes
entre horménios (HARRISON, 2012).

Diante do estresse hidrico, os sistemas de transporte de ions e de agua, por meio de
funcdes das membranas plasmaticas, controlam as variagdes de pressdo de turgor nas células
guarda (OSKABE et al., 2014). Entdo, durante a seca 0 ABA enddgeno é rapidamente
produzido, desencadeando diversas respostas fisioldgicas, incluindo o fechamento estomatico
(OSKABE et al., 2014). O fechamento estomético representa um beneficio, a curto prazo,

para as plantas frente aos efeitos adversos provocados pelo estresse hidrico, principalmente
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por reduzir a perda de &gua. Porém, o fechamento estomatico a longo prazo pode influenciar
na absorcdo de CO», assim reduzindo a fotossintese e o crescimento da planta (OSKABE et
al., 2014).

O etileno é um hormdnio gasoso que possui importantes papéis em pProcessos
fisiologicos, como na germinacdo, na dorméncia de sementes, no amadurecimento e na
senescéncia (BLEECKER; KENDE, 2000; LIN et al., 2009). O etileno ainda pode auxiliar a
sobrevivéncia das plantas em condi¢Ges ambientais adversas, tal como estresse hidrico, por
meio do fechamento estomatico e da inducdo da morte celular programada (ACHARD et al.,
2003; BARNA et al., 2012). O papel do etileno na morte celular programada tem sido
relacionado com a abscisdo foliar (SAKAMOTO et al., 2008). Durante esse processo, as
células da camada de abscisdo devem ser degradas através da morte celular programada para
que as folhas caiam (SAKAMOTO et al., 2008). Assim, a queda das folhas de plantas que
estdo sob estresse hidrico representa uma das estratégias das plantas para evitar o consumo de
agua restante em suas células.

Diante do estresse hidrico, ocorrem diversas alteraces bioguimicas e fisioldgicas nas
plantas. Tal como a producdo excessiva de EROs, que em altas concentragdes causam danos
as membranas celulares, podendo culminar na morte da planta. Por outro lado, as plantas
desempenham respostas para minimizar os efeitos adversos do estresse, como a producgéo de
enzimas antioxidantes e/ou metabolitos que eliminam as EROs e auxiliam no ajustamento
osmotico. As plantas sob condicGes de estresse, ainda empregam outros mecanismos para

evitar a perda de 4gua, aumentando a producéo de fitoreguladores, como 0 ABA e o etileno.

2.4.1 Potencial hidrico (¥H)

O potencial hidrico (¥H) de uma planta é composto pelo somatério de varios
componentes de potencias, conforme a seguinte equagdo: Y = ¥s + ¥Yp + Yo + Pm
(BUCHANAN; GRUISSEM; JONES, 2001). O potencial de soluto (¥s) € ditado pelo
numero de particulas dissolvidas na agua, assim, o W diminui quando existe uma maior
concentragéo de solutos (BUCHANAN; GRUISSEM; JONES, 2001). De forma simplificada,
0 potencial de pressdo (Wp) reflete as forcas fisicas exercidas na agua pelo ambiente
(BUCHANAN; GRUISSEM; JONES, 2001). Deste modo, quando a &gua é submetida a
pressdo negativa (tensdo), o Wr € menor que 0 MPa, e consequentemente o Wn é diminuido
(BUCHANAN; GRUISSEM; JONES, 2001). Por outro lado, 0 W1 é aumentado quando ha
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uma pressdo positiva (turgor) (BUCHANAN; GRUISSEM; JONES, 2001). O potencial
gravitacional (Wg) pode ter efeito substancial quando a agua € transportada por longas
distancias, de cinco a dez metros, mas esse componente pode ser omitido quando o transporte
considerado é entre células ou em plantas pequenas (BUCHANAN; GRUISSEM; JONES,
2001). O quarto componente, o potencial matrico (¥m) explica como as superficies solidas
(paredes celulares e coloides) interagem com a agua, e diminuem o ¥y (BUCHANAN;
GRUISSEM; JONES, 2001). No entanto, os valores de ¥wm s@o pequenos e dificeis de
mensurar, assim, o impacto do ¥m no Wh da planta geralmente é ignorado (BUCHANAN;
GRUISSEM; JONES, 2001).

O WH é um pardmetro comumente utilizado para verificar o status hidrico das plantas
(BUCHANAN; GRUISSEM; JONES, 2001). Deste modo, a diferenca de WH da planta e do
solo determina a direcdo do fluxo de agua, assim, a agua move-se espontaneamente de regies
de alto W para regides adjacentes de baixo ¥n (BUCHANAN; GRUISSEM; JONES, 2001).
Portanto, plantas localizadas em regides sazonalmente secas, normalmente reduzem seus W,
para evitar a perda de &gua. O potencial hidrico foliar (¥nr) pode ser medido utilizando uma
camara de pressdo. Contudo, a validade do Wnr como indicador do status hidrico de toda a
planta é preciso, ao se avaliar o fluxo osmoticamente dirigido através das membranas
celulares, e em plantas pequenas (BUCHANAN; GRUISSEM; JONES, 2001).

As plantas foram classificadas em duas categorias de acordo com a capacidade dos
estbmatos regularem o Wur: (a) iso-hidricas e (b) aniso-hidricas (MARTINEZ-VILALTA et
al., 2014). As iso-hidricas ajustam a sua abertura estomatica de forma eficiente, enquanto as
aniso-hidricas possuem um controle estomatico menos rigoroso (MARTINEZ-VILALTA et
al., 2014). Tal dicotomia é utilizada para caracterizar estratégias de respostas a seca
(VILALTA et al., 2014). Contudo, a maioria das plantas flutuam entre esses dois
comportamentos, desta forma levando a classificacdes inconsistentes (MARTINEZ-
VILALTA etal., 2014).

De modo geral, as respostas das plantas diante de condi¢des de seca, sdo complexas e
envolvem diversos ajustes em varias escalas organizacionais. Este fato, dificulta a
classificacdo de estratégias das plantas em relacdo ao uso de agua em condicBes de estresse

hidrico.
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2.4.2 Mudancas na pigmentacao em plantas sob estresse hidrico

As clorofilas a e b séo pigmentos fotossintetizantes, presentes na membrana dos
tilacoides, nos cloroplastos das folhas, e em outros tecidos vegetais (TAIZ; ZEIGER, 2006).
A abundancia desses pigmentos variam de acordo com a espécie vegetal (TAIZ; ZEIGER,
2006). Durante o processo fotossintético, tais pigmentos servem como um complexo antena,
0s quais absorvem luz e transferem a energia para os centros de reacdo, onde as reacgoes
quimicas de oxidorreducdo culminam no armazenamento de energia a longo prazo (TAIZ;
ZEIGER, 2006).

Durante o estresse hidrico, uma série de reacdes bioquimicas produzem compostos que
causam danos aos pigmentos fotossintetizantes, assim como as membranas dos tilacOides
(ASHRAF; HARRIS, 2013). Desta forma, é esperado a reducdo da capacidade fotossintética
das plantas sob condicgdes de estresse hidrico (ASHRAF; HARRIS, 2013). Sob tais condicdes,
comumente é observado a reducdo nos conteudos de clorofilas (BIJANZADEH; EMAM,
2010; MAFAKHERI et al., 2010; DIN et al., 2011). Entretanto, alguns microrganismos
presentes na porcdo de solo no entorno das raizes de plantas ou mesmo no seu interior,
interagem positivamente com esses vegetais, induzindo maiores conteddo de clorofilas
(WANG et al., 2012; ZULUETA-RODRIGUEZ et al., 2014; CAPPELLARI et al., 2015).
Porém, ainda ndo estd totalmente claro se hd uma protecdo as moléculas de clorofila

existentes ou se tais microrganismos induzem maior producao.

2.5 Rizobactérias promotoras do crescimento de plantas (RPCPs)

As interacOes entre plantas e microrganismos sdo divididas basicamente em trés
grupos: (i) negativas; (ii) positivas, na qual os dois envolvidos se beneficiam por meio de uma
relacdo dependente (simbiose) ou atraves de uma relacdo independente, em que os ambos ou
apenas um dos envolvidos se beneficiam, porém sem prejudicar o outro (associacdo); e (iii)
neutra, na qual nenhum dos individuos envolvidos na interacdo se beneficiam diretamente e
nem é prejudicado (SINGH et al., 2004).

Cooper (1959) em expedicdo aos campos agricolas da antiga Unido Soviética
constatou a inoculacdo de microrganismos ndo simbidticos em cerca de dez milhdes de
hectares, com excelentes resultados de produtividade. A partir desta publicacdo, aumentaram

as possibilidades de pesquisas e aplicacdes praticas com inoculantes, a fim de intensificar a
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producdo agricola, visto a avidez por alimento de um mundo em crescimento acelerado e
fragilizado apos o fim das duas guerras mundiais (SILVEIRA; FREITAS, 2007). Kavimandan
e Gaur (1971) inocularam uma especie bacteriana do género Pseudomonas em cultura de
milho, assim como Merriman e colaboradores (1974) inocularam Bacillus subtilis em cereais
e cenoura, ambas pesquisas obtiveram produtividade superiores dessas culturas alimenticias
em relacdo as plantas ndo inoculadas. Além disso, Kloepper e Schroth (1978) ao inocularem
bactérias da rizosfera de plantas de rabanetes verificaram o maior crescimento das mesmas
comparadas ao controle, tanto em casa de vegetacdo quanto em campo, entdo designaram pela
primeira vez o termo “Rizobactérias Promotoras do Crescimento de Plantas (RPCPs)”.

As RPCPs séo representadas por um extenso grupo de bactérias que habitam a
rizosfera e beneficiam o crescimento de plantas, através de uma relacdo associativa
(SILVEIRA; FREITAS, 2007). Embora os rizobios beneficiem plantas leguminosas através
da fixacdo biolégica de nitrogénio, convencionalmente ndo sdo incluidos no grupo de
bactérias (RPCPs), pois apresentam uma relagdo simbidtica (SILVEIRA; FREITAS, 2007).

As bactérias do género Azospirillum sdo classificadas como organismos rizosféricos
que coloniza principalmente a zona de elongacdo e os pélos radiculares, algumas espécies
podem ainda ser encontradas no interior das raizes (FIGUEIREDO et al., 2008). As espécies
deste género podem ser consideradas universais a medida que apresentam uma ampla
distribuicéo ecoldgica, colonizando plantas crescidas em diferentes habitats (FIGUEIREDO et
al., 2008). Estirpes de Azospirillum foram encontradas em associacdo com monocotiledéneas,
tal como: milho, arroz, cana-de-agUcar, sorgo, gramineas forrageiras como Digitaria, as quais
foram inicialmente denominadas Spirillum lipoferum por Dobereiner e Day (1976), e de
acordo com Rozier e colaboradores (2016) essas espécies ainda sdo consideradas RPCP.
Estirpes de Azospirillum também foram encontradas em associacdo com dicotileddneas
(FIGUEIREDO et al., 2008). Atualmente, esse género é representado por 12 espécies, sendo
algumas: A. amazonense, A. brasilense, A. halopraeferens, A. doebereinerae, A. irakense e A.
lipoferum (PEREG; DE-BASHAN; BASHAN, 2016).

Pereg; De-Bashan e Bashan (2016) realizaram um levantamento dos efeitos em

diversas culturas promovidos pela inoculacdo da RPCP Azospirillum lipoferum (Tab. 1).

Tabela 1. Efeitos da inoculagdo de Azospirillum lipoferum em diferentes espécies de plantas.

Tipo de Espécie de CondicOes Efeitos na Pais Referéncia

planta planta de estudo  planta

Graminaceae Diferentes Casa de Aumentodo  Brasil, BASHAN E
cereais vegetacdo  crescimento e Israel, BLEVANONY,
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Tabela 1. Efeitos da inoculacdo de Azospirillum lipoferum em diferentes espécies de plantas.

Erva
daninha

Legumes

Culturas
industriais

Graos (nédo
cereais)

Milheto
(Pennisetum
glaucum (L.)
R.Br.)

Tomate
(Solanum
lycopersicum
L)

Tomate

Funcho
(Foeniculum
vulgare
Mill.)

Mostarda
(Brassica
juncea
(L.) Coss.)

Girasol
(Helianthus
annuus L.)

Oil palm
(Elaeis
guineensis
Jacq.)

Gréo de bico

e campo

Culturas
em vaso

Casa de
vegetacédo

Culturas
em vaso

Campo

Campo

Casa de
vegetacao

Estufa e
campo

Estufa

assimilacao
de minerais

Aumento da
germinacéo,
vigor da
plantula,
altura da
planta e peso
da semente

Aumento do
crescimento,
protecao
contra
patdgenos

Aumento da
assimilacao
de N

Aumento do
crescimento

Aumento do
crescimento e
assimilacao
de N

Aumento do
crescimento

Aumento do
crescimento e
assimilacéo
de N

Aumento do
crescimento,
assimilacao
de nutrientes
e aumento de

USA,
France,
México
Argentina

Coréia

Israel

México

Egito

india

Franca

Maléasia

Egito

1987; OKON E
LABANDERA-
GONZALEZ 1994;
DOBBELAERE et
al., 2001; BASHAN
et al., 2004;
BELIMOV et al.,
2004
POONGGUZHALI
et al., 2005

BASHAN, 1998;
BASHAN E
VAZQUEZ, 2000.

ESQUIVEL-COTE
et al., 2010

MAHFOUZ E
SHARAF-ELDIN
2007

SAHA et al., 1985;
KESAVA RAO et
al., 1990; GAMO E
AHN, 1991

FAGES AND
ARSAC, 1991

AMIR et al. 2001,
2005

EL-MOKADEM et
al., 1989
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Tabela 1. Efeitos da inoculacdo de Azospirillum lipoferum em diferentes espécies de plantas.

nodulagéo
Amendoim Campo Aumentode  India RAVERKAR E
(Arachis nodulagéo e KONDE 1988
hypogaea L.) conteudo de

N

Fonte: Adaptado de PEREG; DE-BASHAN; BASHAN, 2016.

2.6 Mecanismos de acdo de RPCPs

Cada espécie de RPCPs pode apresentar um ou mais mecanismos, diretos e/ou
indiretos, de promogdo do crescimento de vegetais. Esses mecanismos desempenham
fundamentalmente trés fungdes: bioprotecdo, biofertilizacdo e bioestimul¢do (FIGUEIREDO,
2010). Séo atribuidas carateristicas de bioprotecdo as RPCPs quando essas auxiliam na
eliminacdo de doencas e/ou patdgenos nas plantas (SHAIKH; SAYYED; REDDY, 2016),
enquanto a biofertilizagdo relaciona-se como 0 aumento na aquisicdo de nutrientes e
finalmente a bioestimulacdo consiste na inducdo de producéo de fitorménios (FIGUEIREDO,
2010).

De acordo com Yang e colaboradores (2009) as RPCPs representam uma alternativa
para as plantas tolerarem estresses abioticos, tais como a seca, alta salinidade e baixa
fertilidade. Desta forma a RPCP provoca nas plantas a denominada resisténcia sistémica
induzida (RSI) ou, de acordo com Yang e colaboradores (2009), a tolerancia sistémica
induzida (TSI), através do aumento da capacidade fisica e da parede celular, assim como
alteracbes de reagdes bioquimicas e fisiolégicas da planta (SHAIKH; SAYYED; REDDY
2016).

Durante o estresse hidrico, ocorre um aumento na concentracdo de &cido abscisico
(ABA), que inibe o crescimento e a abertura estomatica. A curto prazo, o fechamento dos
estomatos pode ser benéfico por impedir a perda de agua (FIGUEIREDO et al., 2008).
Algumas espécies de RPCPs podem produzir citocinina, que possivelmente afeta a sinalizagdo
do ABA, assim diminuindo a producdo de ABA, ao passo que compartilham a mesma origem
biossintética (Fig. 7) (Figueiredo et al., 2008). Além disso, outras espécies de RPCP
produzem antioxidantes como catalase que eliminam as EROs (Fig. 7) (KOHLER et al.,
2008).

O etileno do mesmo modo que as EROs e o ABA em altas concentragcbes pode

representar danos as plantas, provocando a abscisdo foliar e morte celular, neste sentido as
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RPCPs degradam o precursor do etileno, aminociclopropano carboxilato diaminase (ACC),
pela acdo da enzima ACC diaminase bacteriana, assim evitando a queda de folhas (Fig. 7)
(KOHLER et al., 2008; MAYAK et al., 2004).

Um dos compostos organicos volateis (COVs) produzidos pelas RPCPs diminui a
expressdo do gene transportador de K+ de alta afinidade 1 (HKT1), que regula os niveis de
sodio (Na) na parte aérea e na recirculacdo em toda a planta sob alta salinidade (Fig. 7)
(ZHANG et al., 2008). As RPCPs produzem &cido indolacético e metabdlitos desconhecidos
podem promover aumento do comprimento das raizes, bem como a area superficial das raizes,
consequentemente melhorando a captagéo de nitrato e fosforo (Fig. 7) (GYANESHWAR et
al., 2002; MANTELIN; TOURAINE, 2004; ADESEMOYE et al., 2008).
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Figura 7. Tolerancia Sistémica Induzida (TSI) por RPCPs contra a seca, a salinidade e baixa
fertilidade. (YANG; KLOEPPER; RYU 2009).
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As plantas estdo frequentemente expostas as condi¢cGes ambientais adversas, tal como
a seca, salinidade e baixa fertilidade do solo. Tais condigdes representam barreiras para o
crescimento e desenvolvimento das plantas, alterando seu metabolismo fisiologico. Neste
contexto, diferentes espécies de RPCPs podem se associarem as plantas, e empregarem um ou
mais mecanismos de agcdo que minimizem os danos oxitativos e/ou regularem a agdo de
fitohormonios. Contudo, ainda ndo estdo bem estabelecidos as vias sinalizagcbes de tais

mecanismos realizados pelas RPCPs.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta de sementes

O experimento foi conduzido nos laboratorios do Programa de Pds-Graduagdo em
Producédo Vegetal (PGPV), na Unidade Académica de Serra Talhada (UAST) da Universidade
Federal Rural de Pernambuco (UFRPE). Foram utilizadas sementes de uma arvore matriz de
aroeira do sertdo (Myracroduon urundeuva) localizada a 07°54'37.0"S e 38°17'58.5"W,
coletadas no dia 30 de outubro de 2016 na Unidade de Conservacdo Estadual Parque Estadual
da Mata da Pimenteira (Decreto N. 37.823/2012), Serra Talhada — PE.

3.2 Preparo de semente e do substrato

As sementes foram beneficiadas, eliminando as impurezas (inflorescéncias e galhos) e
acondicionadas em sacos de papel e envoltos em saco plasticos e mantidas a 4 °C e umidade
relativa (UR) de 30%. A temperatura e UR foram monitoradas com termohigrometro
(Incoterm) por 90 dias.

Foram selecionadas sementes com didametro aproximado a 5 mm, utilizando peneira
granulométrica redonda com abertura nominal N° 4, normalizada com 4,75 mm. Em seguida,
foram sanitizadas superficialmente em alcool etilico a 70% (vol./vol.) por 30 segundos, na
sequéncia em hipoclorito de sodio a 1,3% (vol./vol.) por quatro minutos e por fim trés
lavagens com &gua destilada esterilizada (VAIN et al., 2008).

O substrato utilizado para a germinacdo das sementes foi a mistura de areia lavada e
vermiculita (1:1, vol./vol.), esterilizado em Autoclave Vertical AV (Phoenix) por 1 hora, a
temperatura de 120° C, a 101 kPa.

3.3 Preparo e inoculagéo com Azospirillum lipoferum (BR-11080)

A producéo do inoculante foi realizada com amostra da A. lipoferum (BR-11080), a
qual foi repicada e crescida em meio caldo nutriente (5 g de cloreto de sodio, 1,5 g de extrato
de carne, 1,5 g de extrato de levedura), por 48 horas a temperatura ambiente,
aproximadamente a 28°C, sob agitacdo (agitador magnético — TECNAL, TE-0851). A
suspensdo bacteriana foi centrifugada (Hettich - MIKRO 220/220R) a 10.000 rpm por 5
minutos, e 0 sobrenadante foi descartado. Em seguida, foi adicionado 20 mL de agua destilada

esterilizada para ressuspensdo do precipitado. Procedeu-se a leitura de densidade 6tica (DO)
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das solucGes, no espectrofotdmetro (Biochrom Libra S70), ajustando-as pela adi¢do de agua
destilada esterilizada até DO proxima de 1,0 mm a 535 nm, indicando a presenca de 108
Unidades Formadoras de Col6nia (UFC) mL™ de solugio (KUSS et al., 2007).

A inoculacdo foi realizada por meio do contato das sementes, previamente
desinfestadas, com a suspenséo da A. lipoferum ajustada a 1028 UFC mL™, em placa de Petri
durante duas horas. Enquanto as que ndo receberam inoculagéo (controle) ficaram em contato
com agua destilada esterilizada por igual periodo. Posteriormente foram semeadas no

substrato.

3.4 Semeadura e crescimento de Myracroduon urundeuva

Foram utilizados 24 vasos de 0,9 L, perfurados e sanitizados, e com as dimensfes de
10,5 cm de altura, 13 e 9 cm de diametro superior e inferior, respectivamente. Foram
preenchidos com 1,2 kg de substrato, em seguida irrigados com agua destilada e esterilizada,
até 100 % da capacidade de campo (CC), representado pelo volume de &gua retida pelo solo
apos sofrer saturacdo e o cessamento da drenagem (SOUZA et al., 2000).

As sementes ndo inoculadas (controle) e inoculadas com Azospirillum lipoferum foram
semeadas e conduzidas para camara de crescimento climatizada (Fitotron — SGC 120), sob as
seguintes condicGes: fotoperiodo de 12 horas a 28 °C e 12 horas no escuro a 26 °C; Umidade
Relativa constante de 50%; intensidade luminosa 450 pmol de féton m s?, durante 81 dias.

A semeadura foi realizada no dia 30 de janeiro de 2016, a germinagdo ocorreu apos
trés dias da semeadura. Apds sete dias foi reposto a cada 48 horas volumes de agua
correspondentes a 100, 75, 50 e 25% da CC, totalizando laminas de 180mm 135, 90 e 45 mm,
respectivamente, ao fim de 81 dias. As plantas foram regadas com a solugdo nutritiva de
Hoagland e Arnon (1950), a cada sete dias (BOGINO et al., 2006). A lamina de irrigacao de
180 mm foi considerada controle, 135 e 90 mm foram consideradas estresse moderado e 45
mm estresse severo.

As plantas de M. urundeuva permaneceram na camara de crescimento de plantas
climatizada por 81 dias. Os 81 dias foram compostos por trés dias até o inicio da germinacéo,
em seguida, sete dias até o inicio da aplicacdo das laminas de irrigacéo, e por fim 71 dias de
aplicacdo dessas laminas. Ao final dos 81 dias foi realizada a confirmagao da inoculacéo, e

posteriormente, foram procedidas as analises biométricas, fisico-quimicas e bioguimicas.
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3.5 Confirmacéo da inoculacdo com Azospirillum lipoferum (BR-11080)

A confirmagdo da inoculacdo foi realizada utilizando o meio de cultura azul de
bromotimol isento de nitrogénio (NFB) semissolido (Sacarose: 10 g L™, KoHPO4: 0,6 g L,
MgSO4: 0,20 g L%, NaCl: 0,2 g L™, K2SO4: 0,1 g L™, CaCO3: 2,0 g L, pH 6.8, 2,0 ml de
solucdo de azul de bromotimol a 0.5%). Esse meio de cultura é seletivo para crescimento
Azospirillum spp.

As plantas foram retiradas dos vasos e 0 substrato aderido as raizes foi lavado com
agua destilada e esterilizada, e acondicionada em potes plasticos estéreis. Posteriormente,
aliquotas de 1 mL de agua proveniente da lavagem das raizes foram distribuidas em frascos de
penicilina contendo o meio de cultura NFB semissdlido. Em seguida, estes frascos foram
incubados na BOD a 30 °C por quatro dias. Apds o periodo de incubacdo a mudanca de cor do
meio NFB de verde amarelado para azul, indicou a presenca de Azospirillum spp.
(RAMANATHAN; RAMA; DHAMAYANTHI, 2015).

3.6 Analise biométricas

Foram mensurados a altura da parte aérea das plantas (ALT), do colo até a gema
apical, comprimento da raiz e diametro do coleto (DIAM), com o auxilio de um paquimetro
digital (Stainless Hardened).

A area foliar foi determinada a partir da digitalizacdo dos foliolos, de cada parcela, em
um “scanner” comercial e a imagem gerada foi processada por meio do software “Leaf Area
FOR Everyone (C) by Veiko Lehsten” (“LAFore”) (LEHSEN, 2002).

Uma planta de cada tratamento, parte aérea e raizes, foram mantidas em estufa de
circulacdo forcada de ar a 60 °C por 72 horas, até atingirem a massa constante, para

quantificacdo da massa seca.

3.7 Analises fisico-quimicas

3.7.1 Potencial hidrico foliar (¥HF)

O potencial hidrico foliar (W+r) foi medido as 08 h da manhd em uma planta de cada
tratamento, utilizando-se o terceiro ramo com foliolos completamente expandidos, mas nao
senescentes. Foi utilizado cdmara de pressdo Scholander (Modelo 3005F01), com capacidade
de presséo de 100 bares (OLIVEIRA et al., 2014).
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3.7.2 Extravasamento de eletrélitos

O dano de membrana foi determinado por meio do extravasamento de eletrélitos, de
acordo com Shanahan e colaboradores (1990). Foram coletados discos foliares, com 10 mm
de didmetro, que foram imersos em tubos de ensaio contendo agua deionizada, em seguida

foram incubados a 30 °C por oito horas e determinada a condutividade elétrica (C1) (Fig. 8).

240 -
220 -
200 -
180 A
160 -

140 -

CE (uS cm '1)

120 4

100 A

Tempo (horas)

Figura 8. Curva do tempo de estabilizacdo do extravasamento de eletrélitos, pela
condutividade elétrica (C1) do meio liquido, de tecidos foliares de Myracrodruon
urundeuva (Allemao) A.C. Serra Talhada, PE, UFRPE-UAST, 2017.

Finalmente, o dano de membrana (DM) foi estimado utilizando a féormula: DM = (C1

+ C2) x 100. Onde, a condutividade elétrica (C2) foi medida ap6s as amostras serem

submetidas a 100 °C durante 1 h.
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3.8 Analise bioquimicas

Foram coletadas quantidade de foliolos com aproximadamente trés gramas de massa
fresca, e congeladas em nitrogénio liquido. Em seguida, foram mantidas em ultrafreezer — 80

°C, até o inicio das analises.

3.8.1 Teor de proteina solUveis totais

A extracdo de proteina foi realizada conforme Zimmermam et al. (2006), com
modificacdes. Amostras de folhas frescas (0,1 g) foram maceradas em almofariz com a N>
liquido, em seguida foi adicionado tampdo fosfato de potassio 100 mM (pH 7,0).

O conteudo de proteinas soltveis foi mensurado conforme Bradford (1976) e

quantificado com base em curva padréo de (BSA) (Tab. 2 e Fig. 9).

Tabela 2. Solugdo padrdo de Bovine Serum Albumin, Agua destilada, volume final e
concentracdo final para a confeccdo curva de calibracdo, Serra Talhada-PE, UFRPE/UAST,
2017.

BSA (uL) H20 destilada (pL) Vol. final (uL) Conc. Final BSA (ug 100uL™)

0 1000 1000 0
100 900 1000 10
200 800 1000 20
300 700 1000 30
400 600 1000 40
500 500 1000 50
600 400 1000 60
700 300 1000 70
800 200 1000 80
900 100 1000 90
1000 0 1000 100
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Figura 9. Absorbancia a 595 nm em funcdo da concentracdo de BSA (Bovine Serum
Albumin) para a curva de calibracdo. Serra Talhada, PE, UFRPE-UAST, 2017.

3.8.2 Atividade da superoxido dismutase (SOD)

A atividade da dismutase de superoxido (SOD; EC: 1.15.1.1) foi determinada segundo
metodologia descrita por Gianopolitis e Ries (1977).

Aliquotas de 0,1 ml do extrato proteico foram transferidas para meio de reagdo, em
tubos protegidos da luz, contendo tampdo fosfato de potassio 50 mM (pH 7,8), 0,1 mM de
EDTA, 13 mM de L-metionina e 75 uM de NBT. A reacéo foi iniciada pela adicdo de 2 mM
de riboflavina e rapida transferéncia dos tubos, sem a protecdo da luz, para camara iluminada

por lampada de 30 wats (30 umol de fotons m? s?), durante seis minutos. A reagdo foi
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interrompida pelo desligamento da luz, os tubos foram revestidos por filme escuro e
realizadas leituras a 540nm.

A atividade foi estimada com base na inibicdo da reducdo do NBT, definindo-se uma
unidade de atividade como a quantidade da enzima necessaria para inibir 50% da fotoreducéo
(BEAUCHAMP; FRIDOVICH, 1971). A atividade foi expressa em U.A. gt MF min™.

3.8.3 Conteudo de prolina

O contetdo de prolina foi mensurado com o método da ninhidrina &cida (BATES et
al., 1973). Foram pesados 20 mg de tecido foliar fresco e imersos em tubos de ensaio
contendo 10 mL de 4gua deionizada, em seguida foram aquecidos a 100 °C em banho maria
(TECNAL — TE 056 mag) por uma hora. Aliquotas de 1 mL de extrato foram transferidas
para tubos rosqueados e acrescidos 1 mL do reagente de ninhidrina acida, 1 mL de &cido
acetico glacial e agitados vigorosamente em agitador (PHOENIX, AP 56). Em seguida, 0s
tubos foram levados novamente ao banho maria a 100 °C por 1 hora e na sequéncia colocados
em banho de gelo até atingirem a temperatura ambiente. Por fim, foram acrescidos 2 mL de
tolueno P.A. e agitados vagorosamente por 15 segundos.

As leituras foram feitas a 520 nm no espectrofotdmetro. O conteddo de prolina foi

quantificado com base na curva padréo de L-prolina (Tab. 3 e Fig. 10).

Tabela 3. Solucdo padrdo de L-Prolina, solucdo estoque, agua destilada, volume final e
concentracédo final para a confeccdo curva de calibracdo, Serra Talhada-PE, UFRPE/UAST,
2017.

Vol. do estoque (L)  Vol. HoO destilada (uL)  Vol. final (uL) Concentragdo final

(umol mL™?)

0 4000 4000 0

50 3950 4000 0,0125
100 3900 4000 0,025
200 3800 4000 0,05
300 3700 4000 0,075
400 3600 4000 0,1
500 3500 4000 0,125
600 3400 4000 0,15
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Figura 10. Absorbancia a 520 nm em funcéo da concentracao de L-Prolina para a curva
de calibracdo. Serra Talhada, PE, UFRPE-UAST, 2017.

3.8.4 Teor de clorofilas

Os teores de clorofila a, b e total foram quantificados de acordo com Lichtenthaler e
Buschmann (2001). Foram macerados 80 mg de foliolos em 2 mL de acetona (80 %) com
pequena adicdo CaCOs. O macerado foi filtrado e lido em espectrofotometro (biochrom) a
645, 652 e 663 nm.

Além disso, foi registrada uma absorbancia nédo especifica de 710 nm, a qual clorofila
a, b e totais ndo absorvem, para corre¢do de cor, turbidez, e os compostos contaminantes
(OLIVEIRA, et al., 2014).
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3.9 Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade (Shapiro-Wilk) e ao teste
de homocedasticidade (Bartlett).

O experimento foi executado em delineamento inteiramente casualizado e as analises
de variancia e regressdo foram efetuadas em esquema fatorial 2 x 4 (com e sem indculo x
quatro laminas de irrigacdo), desta forma foram obtidos oito tratamentos, com trés repeticoes.

No total do experimento foram obtidas 24 parcelas (vasos). As médias * desvio padréo
foram comparadas pelo teste da diferenca minima significativa (least significant difference
(LSD) test) com P < 0.05. Os testes estatisticos foram realizados pelo pacotes ExpDes e
Agricolae do software R (www.R-project.org) versdo 3.0.2. Os gréaficos foram gerados por

meio do software Sigma Plot versédo 12.
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4. RESULTADOS

A eficiéncia da colonizacdo da Rizobactéria Promotora do Crescimento de Plantas
(RPCP), Azospirillum lipoferum, foi evidenciada pela mudanga da coloragdo do meio de
cultura NFB, de verde amarelado para azul, nas plantas de Myracroduon urundeuva que
passaram pelo processo de inoculacdo (Fig. 11). Enquanto as plantas que ndo foram
inoculadas, a coloracdo do meio NFB permaneceu inalterada (Fig. 11).

Todas plantas apresentaram uma pequena diminuicdo da altura em relacéo ao controle,
em torno de 1,10 cm, quando se reduziu a lamina de irrigacéo de 180 para 135 mm (Fig. 12).
Enquanto, nas laminas de 135 para 90 mm e 90 para 45 mm, as reducdes médias foram
relativamente proporcionais, aproximadamente 3,0 cm (Fig. 12). Por outro lado,
aparentemente, as plantas com e sem indculo ndo apresentaram diferencas visuais perceptiveis
(Fig. 12). Porém, as plantas que foram inoculadas mantiveram maior nimero de foliolos com
tonalidade verde, enquanto as plantas ndo inoculadas apresentaram maior quantidade de
foliolos com tonalidade roxa (Fig. 13). Além disso, observou-se que a reducdo nos niveis de
irrigacdo, resultou em menor ndmero de foliolos com tom roxo para as plantas sem indculo
(Fig. 13).

Sem Inéculo Com Inéculo

135 mm

90 mm

45 mm

Figura 11. Meio de cultura NFB semisélido com adicdo de aliquotas de &gua destilada
esterilizada, utilizadas na lavagem do substrato rizosférico de plantas de Myracroduon
urundeuva, aos 81 dias, sem e com indculo (Azospirillum lipoferum), sob quatro laminas de
irrigacéo (180, 135, 90 e 45 mm). *mm: milimetro. 50



Sem Inéculo  Com Inéculo Sem Inéculo  Com Inéculo

180 mm*

135 mm

90 mm

45 mm

Figura 12. Plantas jovens de Myracroduon urundeuva sem e com indculo (Azospirillum
lipoferum) sob quatro laminas de irrigacdo (180, 135, 90 e 45 mm), cultivadas em vasos de 1,2
kg aos 81 dias apds germinacao, submetidas as seguintes condi¢des: fotoperiodo de 12 horas a 28
°C e 12 horas no escuro & 26 °C; Umidade Relativa constante de 50%; intensidade luminosa 450

umol de fotons m2 s, mm*: milimetro.
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Figura 13. Foliolos de Myracroduon urundeuva sem e com inéculo (Azospirillum

lipoferum) sob quatro ldminas de irrigacdo (180, 135, 90 e 45 mm). Coleta realizada
aos 81 dias nas seguintes condicdes: fotoperiodo de 12 horas a 28 °C e 12 horas no
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escuro a 26 °C; Umidade Relativa constante de 50%; intensidade luminosa 450 pumol

de fotons m2 s, mm*: milimetro.
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Os teores de clorofila a, b foram significativamente superiores nos foliolos das plantas
que foram inoculadas e irrigadas com 180 e 135 mm em relacdo ao controle (Fig. 14 A, B).
Isso resultou no aumento de clorofilas totais, nas ldaminas de 180 e 135 mm, e na razéo a/b
apenas na irrigacdo maxima (180 mm) (Fig. 14 C e D). Em contrapartida, a inoculacdo nédo

manteve os teores de clorofila a, b, totais e razdo a/b superiores ao controle na restricdo

hidrica méxima (45 mm).
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Figura 14. Clorofila a (A), b (B), total (C) e razdo clorofila a/b (D) de plantas de
Myracroduon urundeuva, com e sem inoculagdo (Azospirillum lipoferum) sob quatro laminas
de irrigagdo (180, 135, 90 e 45 mm). Os valores de medias seguidas pela mesma letra ndo sdo

significativamente diferentes em P < 0.05.

A medida que se diminuiu as laminas de irrigacdo, o nimero de foliolos caidos foi
menor para as plantas ndo inoculadas (Tabela 4). Por outro lado, as plantas inoculadas
apresentaram, nitidamente, menores porcentagens de foliolos caidos, além de manter todos os

foliolos na lamina de irrigagdo méxima, 180 mm (Tabela 4).
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Tabela 4. Porcentagem de foliolos caidos de plantas de Myracroduon urundeuva com e sem

inoculo (Azospirillum lipoferum) sob quatro niveis de irrigagao (45, 90, 135 e 180 mm).

Foliolos caidos (%)

*mm Sem Inéculo Com Inéculo
180 6,39 +a 0+d
135 3,66+h 2,70 £ bc
90 2,15+¢c 2,07 +bc
45 2,30+ bc 188+c

*mm: milimetro. Médias + desvio padrdo. Os valores de médias seguidas pela mesma letra ndo séo

significativamente diferentes em P < 0.05.

As plantas que foram inoculadas apresentaram comprimentos de raizes
significativamente superiores as ndo inoculadas, com aumentos significantes na ordem de
30%, nas laminas de irrigacdo de 90 e 180 mm (Fig. 15 A). Adicionalmente, o crescimento
das raizes foi maximo quando as plantas inoculadas foram irrigadas com a ldmina de 180 mm
(Fig. 15 A). Consequentemente, a massa seca da raiz foi significativamente maior com a
inoculacdo, em torno de 50 %, para as plantas irrigadas com 90 mm (Fig. 16 A).

A parte aérea das plantas inoculadas apresentaram didmetro de coletos
significativamente maiores, cerca de 13%, quando irrigadas com 45 e 90 mm (Fig. 15 B).
Ainda na parte aérea, a altura da planta e a area foliar ndo foram influenciadas
significativamente com a inoculacdo da RPCP (Fig. 15 C e D). Por outro lado, diminuicdes
nas laminas de irrigacdo resultaram em decréscimos gradativos dessas medidas (Fig. 15 C e
D). Ademais, a massa seca da parte aérea foi significativamente maior com a inoculagdo, em

torno de 34%, para as plantas irrigadas com 135 mm (Fig. 16 B).

54



A a )
Hl Com Inoculo
18 + 1 Sem Inéculo a - 100
T 15 |
L 15 b \ ab L 80
N b
3 b [
« 127 b bc
° I - 60
2 9 bc c be
£ l c
= I - 40
£ 61
(@]
8 |
3 - 20
O T T T T 0
24 1B E Com Inéculo
a 1 Sem Inoculo a o5
20 a [ a
: (
£ b J J ab 20
l% 1.6 b be T A
3 cd J 15
8 1.2 - de T
g : :
£ 08 - 10
<
A
0.4 A 5
0.0 w w w w 0
180 135 90 45 180 135 90 45

Lamina de Irrigagdo (mm)

Lamina de Irrigagdo (mm)

Area Foliar (cn?)

Altura da Parte Aérea (cm)

Figura 15. Comprimento da raiz (A), didmetro de coleto (B), area foliar (C) e altura da parte

aerea (D) de plantas de Myracroduon urundeuva, com e sem inoculo (Azospirillum lipoferum)

sob quatro niveis de irrigacdo (180, 135, 90 e 45 mm). Os valores de médias seguidas pela

mesma letra ndo sdo significativamente diferentes em P < 0.05.
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Figura 16. Massa seca da raiz (A) e da parte aérea (B) de plantas de Myracroduon
urundeuva, com e sem indculo (Azospirillum lipoferum) sob quatro ldminas de irrigacdo (180,
135, 90 e 45 mm). Os valores de médias seguidas pela mesma letra ndo sdo significativamente

diferentes em P < 0.05.

O teor de proteinas soluveis foi superior em 10% nas plantas inoculadas em relagdo ao
controle (Fig. 17 A). Além disso, embora a quantidade de &gua fornecida para as plantas
também foi significativa para o conteido de proteina soltvel, os conteddos medios
mantiveram-se estatisticamente iguais em todas as laminas de irrigacdo (Fig. 17 B). Ademais,
as laminas de irrigacdo aplicadas e o processo de inoculagcdo ndo foram significativos para o

conteddo de prolina nas plantas de M. urundeuva (Fig. 17 C).
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Figura 17. Teor proteina solivel (A e B) e de prolina (C) em plantas de Myracroduon
urundeuva, com e sem inoculo (Azospirillum lipoferum) sob quatro I&minas de irrigacéo (180,
135, 90 e 45 mm). Os valores de médias seguidas pela mesma letra ndo sdo significativamente

diferentes em P < 0.05.

O potencial hidrico foliar se manteve 5 % superior nas plantas que foram previamente
inoculadas em relacdo ao controle (Fig. 18 A). Aléem disso, pequenas variagdes foram
observadas no potencial hidrico foliar & medida que se restringiu a 4gua, com excecdo da
lamina de irrigacdo de 90 mm (Fig. 18 B). Adicionalmente, a inoculagdo reduziu
significativamente o dano de membrana nas plantas irrigada 90 mm (Fig. 18 C). Embora, isso

ndo tenha sido observado nas laminas de 180, 135 e 45 mm (Fig. 18 C).
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Os foliolos das plantas que ndo foram inoculadas apresentaram atividade da
superoxido dismutase (SOD) significativamente superior as plantas inoculadas (Fig. 18 D).
Além disso, a reducdo continua no fornecimento de agua até 90 mm resultou em aumento
gradativo da atividade da SOD nos foliolos das plantas ndo inoculadas. Enquanto nas plantas
inoculadas houve um decréscimo gradativo da atividade de SOD, também até a lamina de 90
mm (Fig. 18 D). Ademais, a redugdo de &gua de 90 para 45 mm resultou no aumento da
atividade da SOD nos foliolos das plantas inoculadas e reducdo nos foliolos das plantas ndo
inoculadas (Fig. 18 D).
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Figura 18. Potencial hidrico foliar (A e B), dano de membrana (C) e superoxido dismutase
(SOD) (D) de plantas de Myracroduon urundeuva, com e sem inoculagdo (Azospirillum
lipoferum) sob quatro l&minas de irrigacdo (180, 135, 90 e 45 mm). Os valores de médias

seguidas pela mesma letra ndo sao significativamente diferentes em P < 0.05.
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5. DISCUSSAO

A inoculacdo foi confirmada por meio da mudanca de cor do meio de cultura NFB,
especifico para o crescimento de Azospirillum spp., de verde amarelado para azul (Fig. 11)
(RAMANATHAN; RAMA; DHAMAYANTHI, 2015). Isso indica que a colonizacdo A.
lipoferum na rizosfera das plantas foi eficiente.

As plantas nativas de regides de clima semiarido estdo frequentemente sujeitas aos
efeitos prejudiciais provocados pelo estresse hidrico, representando uma adversidade
principalmente no crescimento inicial. Deste modo, de acordo com Figueir6a; Barbosa;
Simabukuro (2004) a fase de plantula é a mais critica, ao passo que a sobrevivéncia depende
da germinacdo, com rapido aprofundamento da raiz na esta¢do chuvosa. O intuito de inocular
A. liporefum foi apresentar uma alternativa para a producgéo de plantas de M. urundeuva, mais
tolerantes a restricdo hidrica no estadio inicial de crescimento.

O crescimento e desenvolvimento vegetal sdo conceitos intrinsecamente relacionados,
enguanto o crescimento estd associado a multiplicacdo das células, que resulta na expansdo
celular, o desenvolvimento refere-se a diferenciacdo das células, no qual distintos tecidos
integrantes do vegetal serdo formados (LASTDRAGER; HANSON; SMEEKENS 2014). No
presente estudo, a reducdo no fornecimento de &gua para as plantas, provocou mudancas
visuais na morfologia da parte aérea e da raiz (Fig. 12). Isso foi confirmado com as medidas
biométricas, nas quais, verificou-se gradativas diminui¢cdes na altura da parte aérea, no
comprimento da raiz, no didmetro de coleto e na &rea foliar, tanto nas plantas previamente
inoculadas, como nas plantas controle (Fig. 15). Tais mudancas estdo relacionadas com a
reducdo de pressao de turgor das plantas submetidas as restricbes hidricas (BARTLETT,;
SCOFFONI; SACK, 2012).

Tratando-se da aparéncia das plantas, ao comparar aquelas inoculadas com o controle
(ndo inoculadas), ndo foi possivel notar mudancas visuais no tamanho (Fig. 12). Porém,
guando foi medido o comprimento da raiz, as plantas inoculadas e irrigadas com as laminas
méaxima e intermedidria (180 e 90 mm) respectivamente, apresentaram aumentos de
aproximadamente 30 % (Fig. 15 A). Esses maiores comprimentos de raizes das plantas
inoculadas também refletiram em aumentos significativos de 50 % na massa seca das raizes
(Fig. 16 A). Essa expansdo radicular induzida por RPCP, sob estresse hidrico, também
ocorreu em milho (VARDHARAJULA, 2011; NASEEM; BANO, 2014). Isso sugere que, a

inducdo do maior comprimento das raizes pode estar relacionado com a producdo de &cido
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indolacético e/ou outros metabolitos ainda desconhecidos produzidos pela RPCP
(GYANESHWAR et al., 2002; MANTELIN; TOURAINE, 2004, ADESEMOYE et al.,
2008).

A inoculacdo ndo apresentou efeito significativo na altura da parte aérea das plantas
(Fig. 15 D). No entanto, as plantas que foram inoculadas apresentaram aumentos
significativos no didmetro do coleto, na irrigacdo intermediaria e minima, 90 e 45 mm,
respectivamente (Fig. 15 B), resultando em acréscimo de aproximadamente 13 %. Ullah et al.
(2016) também evidenciaram esse aumento significativo, proximo a 8 %, no diametro de
plantas de tomate inoculada com uma espécie de RPCP sob restricdo hidrica. Contudo, as
raizes de plantas com in6culo apresentaram massa seca da parte aérea 34 % superior as ndo
inoculas (Fig. 16 B), comprovando a eficiéncia da RPCP, A. lipoferum, no incremento de
massa seca da parte aérea, sob estresse moderado. Esse fato, foi reflexo, principalmente, de
maiores didmetros (Fig. 15 B) e maior nimero de foliolos (Tab. 4) das plantas com indculo.
Além disso, esses dados convergem com aumentos significativos de matéria seca em diversas
culturas inoculadas, sob estresse hidrico (NASEEM; BANO 2014; PRUDENT et al., 2015;
ULLAH et al., 2016).

O beneficio da inoculacdo no comprimento da raiz e no didmetro do coleto,
possivelmente, deve-se a proximidade do sitio de interacdo entre a RPCPs e as plantas
(SOTTERO et al., 2006). O aumento dessas medidas, no estresse hidrico moderado e/ou
severo (90 e 45 mm), provavelmente, favoreceu a absorcdo e conducdo de agua nas plantas
inoculadas (NOUMAVO et al., 2016).

O potencial hidrico foliar (PxF) de plantas adultas de M. urundeuva, situadas em area
de Caatinga, apresentam pouca variacdo, préximo a -0,3 MPa, independente do periodo,
chuvoso ou seco (TROVAO et al., 2008). Isso estd relacionado com a presenca de raizes
tuberosas dessa espécie, visto que sdo capazes de armazenar nutrientes e agua, auxiliando a
planta a manter seu potencial hidrico foliar elevado sob condi¢des adversas de seu habitat
natural (FELICIANO; MARANGON; HOLANDA, 2008). Esses dados podem explicar os
achados no presente estudo, no qual os valores de Wnr tiveram pequenas variacOes nesta
planta, com médias em torno de -0,25 MPa (Fig. 18 B). Esses valores sdo relativamente altos
quando comparados com outras plantas da Caatinga, em média -1,0 MPa (TROVAO et al.,
2008). Além disso, 0 Whr das plantas inoculadas com a RPCP foi 5% superior as nao
inoculadas (Fig. 18 A). O Whr ajuda a descrever o status hidrico da planta, e esta diretamente
relacionado com a integridade da membrana plasmatica (RINCON et al., 2008). Desse modo,
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a superioridade no Wnr, promovido pela associacdo entre as plantas e a RPCP, pode ter
influenciado em menores danos de membrana, na irrigacdo maxima (180 mm) e na seca
moderada (90 mm) (Fig. 18 C), como verificado por Ullah et al. (2016).

O estresse hidrico implica na reducdo da qualidade das plantas, resultando em perda
de turgor das folhas (reducdo do Wrr) (BARLETT et al., 2012), e provocando aumento da
senescéncia foliar (DAS et al., 2015). Entretanto, as plantulas previamente inoculadas e
submetidas a irrigacdo maxima (180 mm) e intermediaria (135), apresentaram o Wnr alto,
mantendo a pressdo de turgor, evitando o aumento nos danos de membranas (Fig. 18 A e C),
minimizando a queda de foliolos (Tab. 4), bem como, preservando a tonalidade de verde
dessas plantas (Fig. 13). Isso foi verificado pela maior concentracédo de clorofila a, b e total,
(Fig. 14 A, B e C), sugerindo que a inoculacdo em condicdes de seca moderada contribuiu na
longevidade dos foliolos de M. urundeuva.

Sob condi¢es de estresse hidrico em plantas, tal como o imposto no presente estudo,
geralmente ocorre uma maior producdo do que eliminagdo das EROs (DAS et al., 2015).
Alguns estudos mostram que um dos pilares para a tolerancia das plantas ao estresse € o
aumento da atividade de enzimas que eliminam as EROs, que se inicia pela superoxido
dismutase — SOD (MOLLER; JENSEN; HANSSON, 2007). No presente estudo, este
comportamento ocorreu nos foliolos de plantas que ndo foram inoculadas, quando se
restringiu a irrigacdo até 90 mm (Fig. 18 D). Por outro lado, nos foliolos das plantas
inoculadas, essa restricdo de agua causou queda na atividade da SOD (Fig. 18 D). Isso sugere
gue nessas condicdes a SOD ndo foi um bom marcador bioquimico, pois a tolerancia destas
plantas as condicGes de restricdo hidrica pode ter ocorrido por fatores ndo enzimaticos
(OSAKABE et al., 2014), os quais ndo foram avaliados no presente estudo.

Os niveis de prolina parecem ndo estarem também envolvidos na tolerancia dessas
plantas inoculadas ao estresse hidrico (Fig. 17 C). Por outro lado, as plantas inoculadas
tiveram menos foliolos caidos em relagdo aquelas ndo inoculadas, no qual pode ter sido
influenciado pela producéo de citocinina, a qual antagoniza a producdo de &cido abscisico
(ABA), por compartilharem a mesma rota biossintética (YANG et al., 2009), além de estar
envolvida na absciséo foliar (YANG et al., 2009). Os fitorreguladores supracitados ndo foram
medidos no presente estudo. Porém, ainda € pouco conhecido as sinalizacGes envolvendo
RPCP e fitorreguladores (MAYAK et al., 2004; FIGUEIREDO et al., 2008; KOHLER et al.,
2008).

61



No presente estudo, os teores de proteinas solveis foram 10 % superior nos foliolos
das plantas inoculadas em relacdo aos foliolos das plantas controle (Fig.17 A). Isso evidencia
que o turnover esta sendo favoravel para sintese de novas proteinas ou de proteinas
preexistentes envolvidas na tolerdncia ao estresse hidrico induzido pela RPCP, como
evidenciado por Gagné-Bourque e colaboradores (2015). Embora no presente estudo ndo
tenha sido identificado tais proteinas.

Assim, a inoculacdo com A. lipoferum, presumivelmente conferiu as plantas de M.
urundeuva uma certa tolerancia ao estresse hidrico moderado (135 e 90 mm). Este fato pode
ser verificado na raiz, pelo incremento do comprimento e da massa seca. Enquanto na parte
aérea, as mudancas de tamanho foram menos pronunciadas, com exce¢do do aumento do
diametro de coleto, incremento da massa seca, reducdo da queda de foliolos, bem como, o
aumento da tonalidade de verde, confirmado nos teores de clorofilas. Adicionalmente, os
parametros fisico-quimicos e bioquimicos estudados, tais como, concentracdo de proteinas
soluveis, potencial hidrico foliar e clorofilas individuais e totais foram maiores nas plantas
inoculadas, submetidas ao estresse hidrico moderado (135 e 90 mm). O oposto foi verificado
na atividade da SOD, no qual as plantas inoculadas apresentaram menor atividade desta
enzima, este fato pode evidenciar a relativa protecdo por fatores ndo enzimaticos.

Desse modo, a inoculagdo minimizou os danos as plantas provocados pelo estresse
hidrico, mais evidente na seca moderada imposta (90 mm). Contudo, 0s mecanismos de acdo
da RPCP que sinalizam as defesas dessas plantas, como os horménios, devem ser o centro de
investigacdo para os proximos estudos. O presente estudo mostrou que a prolina ndo foi um
metabdlito que intermediou a sinalizacdo de estresse hidrico nas plantas inoculadas. Acredita-
se que os fitorreguladores ABA, citocina, etileno e ACC podem ser a chave para os
mecanismos de tolerdncia ao estresse hidrico. Assim, sdo necessarios mais estudos que visem
identificar os metabolitos e enzimas que intermedeiem a sinalizacdo e transducdo da
sinalizacdo que conferem as plantas de M. urundeuva inoculadas com RPCP maior tolerancia
ao estresse hidrico.

Portanto, a utilizacdo da RPCP, A. lipoferum conferiu maior tolerdncia ao estresse
hidrico em plantas de M. urundeuva. Atualmente, essa espécie vegetal esta ameacada de
extin¢do e seu habitat natural, a Caatinga, sofre inmeras pressfes ambientais. Diante dessas
circunstancias, existe uma necessidade latente de recuperagdo desse ambiente, entretanto, ndo
existem muitas informagdes que auxiliem na elaboracdo de planos de manejo e recuperacao

de areas degradadas. Neste sentido, o atual estudo mostrou potenciais avan¢os com a

62



inoculacdo da RPCP em M. urundeuva como alternativa para subsidiar a confeccdo de
programas de recuperacao e reflorestamento de areas degradadas.
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Tabela 5. ANAVA — Comprimento de Raiz de Myracroduon urundeuva inoculadas com
Azospirillum lipoferum sob quatro niveis de irrigacao.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Irrigacéo 3 157.645 52.548 23.3160  0.0000044™
Inoculo 1 41.607 41.607 18.4611 0.0005545™
Irrigacdo*Inoculo 3 30.353 10.118 4.4893 0.0181157"
Erro 16 36.060 2.254
Total 23 265.665
CV (%) 14.33

A sigla (ns) indica que o modelo testado n&do foi significativo, (**) indica que o modelo
testado foi significativo (P < 0.01), (*) indica que o modelo testado foi significativo (P <
0.05).

Tabela 6. ANAVA — Diametro do coleto de Myracroduon urundeuva inoculadas com
Azospirillum lipoferum sob quatro niveis de irrigacao.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Irrigacdo 3 276759 0.92253 111.079 0™
Inoculo 1 0.00128 0.00128 0.154 0.70025"
Irrigacdo*Inoculo 3 0.14219 0.0474 5.707 0.00747"
Erro 16 0.13288 0.00831

Total 23 3.04394

CV (%) 6.31

A sigla (ns) indica que o modelo testado ndo foi significativo, (**) indica que o modelo
testado foi significativo (P < 0.01), (*) indica que o modelo testado foi significativo (P <
0.05).
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Tabela 7. ANAVA — Altura Parte Aérea de Myracroduon urundeuva inoculadas com
Azospirillum lipoferum sob quatro niveis de irrigacao.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Irrigacéo 3 217.38 72.461 10.0333 0.00058™
Inoculo 1 0.17 0.167 0.0231 0.88116™
Irrigagdo*Inoculo 3 21.63 7.21 0.9983 0.41895™
Erro 16 115.55 1.222

Total 23 354.73

CV (%) 14.96

A sigla (ns) indica que o modelo testado ndo foi significativo, (**) indica que o modelo
testado foi significativo (P < 0.01), (*) indica que o modelo testado foi significativo (P <
0.05).

Tabela 8. ANAVA — Area foliar de Myracroduon urundeuva inoculadas com Azospirillum
lipoferum sob quatro niveis de irrigacéo.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Irrigacéo 3 51.526 17.1752 9.7273  0.00068™
Inoculo 1 0.865 0.8647 0.4897 0.4941™
Irrigacdo*Inoculo 3 6.877 2.2922 1.2982  0.30927™
Erro 16 28.251 1.7657

Total 23 87.518

CV (%) 28.01

A sigla (ns) indica que o modelo testado nédo foi significativo, (**) indica que o modelo
testado foi significativo (P < 0.01), (*) indica que o modelo testado foi significativo (P <
0.05).
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Tabela 9. ANAVA - Massa seca da raiz de Myracroduon urundeuva inoculadas com
Azospirillum lipoferum sob quatro niveis de irrigacao.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Irrigaco 3 0.063999 00213329  16.5007 0.000037"
Inoculo 1 0.002564 0.0025637 1.9830 0.178211"
Irrigacio*Inoculo 3 0.026672 0.0088908 6.8769  0.003458"
Erro 16  0.020686 0.0012929

Total 23 0.113920

CV (%) 27.39

A sigla (ns) indica que o modelo testado ndo foi significativo, (**) indica que o modelo
testado foi significativo (P < 0.01), (*) indica que o modelo testado foi significativo (P <
0.05).

Tabela 10. ANAVA — Massa seca da parte aérea de Myracroduon urundeuva inoculadas com
Azospirillum lipoferum sob quatro niveis de irrigacao.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Irrigacéo 3 0.135383  0.045128 32.187 0.000001™"
Inoculo 1  0.005546  0.005546 3.956 0.064087™
Irrigacdo*Inoculo 3 0.02501  0.008337 5.946 0.006347"
Erro 16  0.022433  0.001402

Total 23 0.188373

CV (%) 12.48

A sigla (ns) indica que o modelo testado nao foi significativo, (**) indica que o modelo
testado foi significativo (P < 0.01), (*) indica que o modelo testado foi significativo (P <
0.05).
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Tabela 11. ANAVA — Contetdo de proteina de Myracroduon urundeuva inoculadas com
Azospirillum lipoferum sob quatro niveis de irrigacao.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Irrigacdo 3 11.7549 3.9183 7.2538 0.002737"
Inoculo 1 3.4063 3.4063 6.3058  0.023149"
Irrigacdo*Inoculo 3 2.6113 0.8704 1.6114 0.226079™
Erro 16 8.6428 0.5402

Total 23 26.4153

CV (%) 10.34

A sigla (ns) indica que o modelo testado n&o foi significativo, (**) indica que o modelo
testado foi significativo (P < 0.01), (*) indica que o modelo testado foi significativo (P <
0.05).

Tabela 12. Teste de Tukey — Contetdo de proteina de Myracroduon urundeuva inoculadas
com Azospirillum lipoferum sob quatro niveis de irrigacao.

QM
Grupo A. lipoferum Sem Inoculo
a 7.482303 -
b - 6.728839

Letras diferentes indica que houve diferenca significativa pelo teste de Tukey (P < 0.05).

Tabela 13. ANAVA — Potencial hidrico foliar de Myracroduon urundeuva inoculadas com
Azospirillum lipoferum sob quatro niveis de irrigacao.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Irrigacéo 3 0.019524  0.006508 6.374  0.00477"
Inoculo 1 0.014357  0.014357 14.0612  0.00175™
Irrigagdo*Inoculo 3 0.002557  0.000852 0.8347 0.4943™
Erro 16  0.016337  0.001021

Total 23 0.052775

CV (%) -14.08

A sigla (ns) indica que o modelo testado nédo foi significativo, (**) indica que o modelo
testado foi significativo (P < 0.01), (*) indica que o modelo testado foi significativo (P <
0.05).
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Tabela 14. Teste de Tukey — Potencial hidrico foliar de Myracroduon urundeuva inoculadas
com Azospirillum lipoferum sob quatro niveis de irrigacao.

QM
Grupo A. lipoferum Sem Inoculo
b -0.2025 -
a - -0.2514

Letras diferentes indica que houve diferenca significativa pelo teste de Tukey (P < 0.05).

Tabela 15. ANAVA — Dano de membrana de Myracroduon urundeuva inoculadas com
Azospirillum lipoferum sob quatro niveis de irrigacao.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Irrigacdo 3 932.09 310.7 66.874 0~
Inoculo 1 29.7 29.7 6.393 0.02236"
Irrigacdo*Inoculo 3 1151.36 383.79 82.605 (O
Erro 16 74.34 4.65

Total 23 2187.48

CV (%) 1.07

A sigla (ns) indica que o modelo testado ndo foi significativo, (**) indica que o modelo
testado foi significativo (P < 0.01), (*) indica que o modelo testado foi significativo (P <
0.05).

Tabela 16. ANAVA — Clorofila a de Myracroduon urundeuva inoculadas com Azospirillum
lipoferum sob quatro niveis de irrigacao.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
Irrigacéo 3 0.19151  0.063838 15.208 6.05E-05"
Inoculo 1 0.12759 0.127593 30.396 4.72E-05"
Irrigag&o*Inoculo 3 0.62973  0.209909 50.007 2.40E-08™
Erro 16 0.06716 0.004198

Total 23 1.016

CV (%) 5.63

A sigla (ns) indica que o modelo testado nédo foi significativo, (**) indica que o modelo
testado foi significativo (P < 0.01), (*) indica que o modelo testado foi significativo (P <
0.05).
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Tabela 17. ANAVA — Clorofila b de Myracroduon urundeuva inoculadas com Azospirillum
lipoferum sob quatro niveis de irrigacao.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Irrigacio 3 002788  0.009293 2.4592  0.100239™
Inoculo 1 0.031554  0.031554 8.3498  0.010669"
Irrigacio*Inoculo 3 006093  0.02031 5.3744 0.009431"
Erro 16  0.060464  0.003779

Total 23 0.180827

CV (%) 10.28

A sigla (ns) indica que o modelo testado n&o foi significativo, (**) indica que o modelo
testado foi significativo (P < 0.01), (*) indica que o modelo testado foi significativo (P <
0.05).

Tabela 18. ANAVA - Clorofilas totais de Myracroduon urundeuva inoculadas com
Azospirillum lipoferum sob quatro niveis de irrigacao.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Irrigacéo 3 0.35563 0.11854 12.711 1.67E-04™
Inoculo 1 0.22968 0.22968 24.628 1.41E-04™
Irrigacdo*Inoculo 3 1.24566 0.41522 44524 5.40E-08™
Erro 16 0.14921 0.00933

Total 23 1.98018

CV (%) 5.19

A sigla (ns) indica que o modelo testado nao foi significativo, (**) indica que o modelo
testado foi significativo (P < 0.01), (*) indica que o modelo testado foi significativo (P <
0.05).
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Tabela 19. ANAVA - Razdo clorofila a/b de Myracroduon urundeuva inoculadas com
Azospirillum lipoferum sob quatro niveis de irrigacao.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Irrigacéo 3 0.12265  0.040883 41714  0.023196"
Inoculo 1 0.09057 0.090567 9.2407 0.007803"
Irrigacdo*Inoculo 3 0.2946 0.0982 10.0195 0.000588™
Erro 16 0.15681  0.009801

Total 23 0.66463

CV (%) 5.02

A sigla (ns) indica que o modelo testado n&o foi significativo, (**) indica que o modelo
testado foi significativo (P < 0.01), (*) indica que o modelo testado foi significativo (P <
0.05).

Tabela 20. ANAVA - Atividade da SOD de Plantulas de Myracroduon urundeuva
inoculadas com Azospirillum lipoferum sob quatro niveis de irrigacao.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Irrigacdo 3 0.4159 0.1386 3.225 0.050585"
Inoculo 1 6.8928 6.8928 160.376 (O
Irrigagdo*Inoculo 3 2.1696 0.7232 16.827 0.000033™
Erro 16 0.6877 0.043
Total 23 10.166
CV (%) 1.07

A sigla (ns) indica que ndo ha diferenca significativa entre os tratamentos, (*) indica
significativa entre os tratamentos P < 0.01, (**) indica diferenca significativa entre 0s
tratamentos (P < 0.05).

Tabela 21. ANAVA da regressdo — Atividade da SOD em Myracroduon urundeuva
inoculadas com Azospirillum lipoferum sob quatro niveis de irrigacao.

QM
Modelo Testado A. lipoferum Sem Inoculo
Linear 0.99663™ 0.02335™
Quadratico 1.00452™ 0.43636™
Cubico 0.05977" 0.06486™
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A sigla (ns) indica que ndo ha diferenca significativa entre os tratamentos, (*) indica
significativa entre os tratamentos P < 0.01, (**) indica diferenca significativa entre 0s

tratamentos (P < 0.05).

Tabela 22. ANAVA — Conteudo de prolina de Myracroduon urundeuva inoculadas com

Azospirillum lipoferum sob quatro niveis de irrigacao.

FV QM Pr>Fc
Irrigacdo 3 0.002836 0.000945 2.7405 0.07754"
Inoculo 1 0.001507 0.001507 4.3699 0.0529"
Irrigacdo*Inoculo 3 0.000735 0.000245 0.7097 0.56021"
Erro 16 0.005519 0.000345

Total 23 0.010597

CV (%) 36.56

A sigla (ns) indica que o modelo testado ndo foi significativo, (**) indica que o modelo
testado foi significativo (P < 0.01), (*) indica que o modelo testado foi significativo (P <

0.05).
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I Agéncia

E Estadual de
O Meio Ambiente

CA UGUC N° 03/2017

Recife, 30 de margo de 2017

Ao Senhor

Douglas Moreira de Oliveira

Pesquisador :

Universidade Federal Rural de Pernambuco - UFRPE/UAST
Serra Talhada - PE

Assunto: Autorizagdo e apoio para pesquisa cientifica em Unidade
de Conservagao Estadual

Senhor Pesquisador,

Cumprimentando-o cordialmente, vimos por meio desta, levar
a Vosso conhecimento o resultado da solicitagdo de Autorizacgédo
de Pesquisa Cientifica, projeto intitulado “Inoculagdo de
Rizobactéria Promotora do Crescimento de Plantas (RPCP) _em
Myracrodruon urundeuva (Allemdo) confere tolerancia ao estresse
hidrico”, protocolada na forma do Processo CPRH N° 001384/2017,
a ser executado no Parque Estadual Mata da Pimenteira (PEMP),
Serra Talhada - PE.

Apbés andlise, conclui-se tratar de projeto de pesquisa
basica e aplicada para a conservacdo da biodiversidade e que ndo
coloca em risco a sobrevivéncia ~das espécies integrantes dos
ecossistemas protegidos na supracitada Unidade de Conservagao.
Portanto, esta Agéncia Estadual de Meio Ambiente (CPRH) d& como
deferida a solicitagdo, estando a equipe executora AUTORIZADA a
desenvolver as atividades previstas no cronograma geral, sendo
esta autorizagdo valida até 31/12/2017.

Informa-se a necessidade de apresentar a esta Agéncia
relatério das atividades desenvolvidas no referido Parque, bem
como os resultados da pesquisa, no prazo de 60 (sessenta) dias

apés a conclusédo dos trabalhos.

Atenciosamente,

Gerente da Unidade de Gestdo de Unidades de Conservagdo —

UGUC/DRFB/CPRH

Rua Santana, 367, Casa Forte Recife - PE CEP 52060-460 CNPJ: 06.052.204/0001-52 Tel.: 81 3182.8800 Site: www.cprh.pe.gov.br

{yPapel Reciclado nio clorado, com menor custo ambiental.
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