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CRESCIMENTO INICIAL DE Calophyllum brasiliense CAMBESS (GUANANDI)
TRATADO COM SUBSTANCIAS HUMICAS E BACTERIAS POTENCIALMENTE
PROMOTORAS DO CRESCIMENTO VEGETAL

RESUMO - Sistemas agroflorestais (SAFs) tém sido apontados como capazes de garantir a
preservacdo de diferentes compartimentos ambientais e a oferta de produtos agricolas.
Calophyllum brasiliense CAMBESS (guanandi) € uma espécie arbdrea com ocorréncia no
Cerrado de interesse para o desenvolvimento de (SAFs) e a producdo de mudas sadias e
vigorosas desta espécie depende do uso de insumos, os quais devem ser produzidos a partir de
fontes renovaveis e de baixo custo de producdo. Dentre estes, as substancias himicas (SH) e
os inoculados microbianos (IM) tém sido estudados como potenciais agentes de
desenvolvimento vegetal, mas ainda pouco explorados para a producdo de mudas de espécies
arboreas. O presente trabalho teve como objetivos: avaliar os efeitos da adicdo de SH
extraidas com NaOH (acidos humicos - AH) ou agua quente (extrato humico soltvel em &gua
- EHSA) no desenvolvimento de mudas de guanandi em conjunto com bactérias. Realizou-se:
a) O isolamento e a identificacdo de bactérias potencialmente promotoras de crescimento
vegetal em estruturas da propria espécie vegetal, e também a rizosfera, em plantas oriundas de
povoamentos florestais ja existentes; b) Verificar se 0 uso combinado dos materiais himicos e
das bactérias isoladas altera o perfil de desenvolvimento de mudas de guanandi durante a fase
de viveiro. Os testes de prospeccdo demonstraram um total de 31 isolados de bactérias
fixadoras de nitrogénio. Dentre esses, 28 solubilizaram fdsforo e, 25, o zinco. O isolado,
pertencente ao género Pseudomonas, apresentou o maior valor de fosforo solubilizado (100,4
ng mL™) e foi o mais promissor para a producéo de AIA (0,52 ug mL™) e solubilizacdo de
zinco (147,8 pug mL™). O género Enterobacter apresentou valor de solubilizacdo de zinco
(147,7 ug mL™). Os resultados obtidos mostraram a presenca de uma grande diversidade de
bactérias benéficas associadas a Calophyllum brasiliense Cambess, que podem ser exploradas
como inoculantes microbianos na agricultura. Ap6s a aplicacdo de IM+AH, a parte aérea e
raiz apresentaram, respectivamente, um aumento médio de 35,77% e 54,81% da massa
secaem comparagdo ao controle. O IM+EHSA apresentaram 10 e 16% mais massa seca e
numero de raizes laterais respectivamente em comparagdo com o tratamento controle. Com
relacdo ao didametro do caule, houve um aumento de 21,76% da massa seca para o tratamento
AH. O tratamento IM obtido a partir da rizosfera e de estruturas vegetais do guanandi
acarretou deficiéncia hidrica nas mudas, reduzindo em 27,94% a quantidade de agua, quando
comparadas ao controle. Com relagdo da eficiéncia do uso da agua (EUA), todos os
parametros associados as trocas gasosas, o tratamento AH foi o que apresentou os melhores
valores. E possivel afirmar que a combinacdo do efeito de promocdo do crescimento
biométrico caracteristico das SH com a inoculagdo de bactérias foi favoravel, estimulando
assim o uso de bioestimulante a base bactérias e SH em sistemas agroflorestais.

Palavras-chave: Bioestimulantes vegetais; Agrofloresta; Efeitos fisioldgicos; Promocéo do
crescimento vegetal.



EARLY GROWTH OF Calophyllum brasiliense CAMBESS (GUANANDI) TREATED
WITH HUMIC SUBSTANCES AND POTENTIALLY PROMOTING BACTERIA OF
VEGETABLE GROWTH

ABSTRACT - Agroforestry systems (SAFs) have been pointed as capable of guaranteeing the
preservation of different environmental compartments and the supply of agricultural products.
Calophyllum brasiliense CAMBESS (guanandi) is a tree species that occur in the Cerrado of
interest for the development of SAFs and the production of healthy and vigorous seedlings of this
species depends on the use of inputs, which must be produced from renewable sources. Low cost of
production. Among these, humic substances (SH) and microbial inoculated (IM) have been studied
as potential agents of plant development, but still little explored for the production of seedlings of
tree species. The present work aimed to evaluate the effects of the addition of SH extracted with
NaOH (humic acids - AH) or hot water (water-soluble humic extract - EHSA) on the development
of guanandi seedlings together with bacteria. (a) the isolation and identification of potential plant
growth-promoting bacteria in structures of the plant species itself, and also the rhizosphere in
plants from existing forest stands; (b) Verify that the combined use of humic materials and isolated
bacteria alters the development profile of guanandi seedlings during the nursery phase. Prospecting
tests showed a total of 31 isolates of nitrogen-fixing bacteria. Of these, 28 solubilized phosphorus
and 25 zinc. The isolate, belonging to the genus Pseudomonas, presented the highest value of
solubilized phosphorus (100,4 ug mL™) and was the most promising for the production of IAA
(0,52 pg mL™) and zinc solubilization (147, 8 pg mL™). The genus Enterobacter presented a zinc
solubilization value (147,7 pg mL™). The results showed the presence of a large diversity of
beneficial bacteria associated with Calophyllum brasiliense Cambess, which can be exploited as
microbial inoculants in agriculture. After the application of IM +AH, the shoot and root presented,
respectively, an average increase of 35,77% and 54,81% of the dry mass compared to the control.
The IM + EHSA presented 10 and 16% more dry mass and number of lateral roots respectively
compared to the control treatment. Regarding stem diameter, there was a 21,76% increase in dry
mass for AH treatment. The IM treatment obtained from the rhizosphere and plant structures of
guanandi caused water deficit in the seedlings, reducing by 27,94% the amount of water when
compared to the control. Regarding the efficiency of water use (WUA), all parameters associated
with gas exchange, the AH treatment presented the best values. It is possible to state that the
combination of the characteristic biometric growth-promoting effect of SH with bacterial
inoculation was favorable, thus stimulating the use of biostimulant bacteria and SH in agroforestry
systems.

Keywords: Plant Biostimulants; Agroforestry; Physiological effects; Promotion of plant growth.
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1.PRIMEIRA SECAO
1.1 INTRODUCAO

A influéncia do homem como agente de modificacdo do ambiente foi intensa nas
ultimas décadas, o que resultou em uma transformacdo acentuada da paisagem natural do
planeta. As areas florestais nativas foram particularmente afetadas em funcdo da sua
substituicdo por sistemas agricolas e pecuarios com objetivo de ampliar a oferta de
alimentos e outros produtos de origem vegetal e animal. Apesar da maior producdo, a
destruicdo e/ou deterioracdo da qualidade das fontes de &gua doce, a erosdo dos solos, 0
desaparecimento de espécies vegetais e animais foram acentuados (FUNASA, 2014).
Muitos cientistas também afirmam que a substituicdo de areas florestais por monocultivos
agricolas seja responsavel por parte das alteracdes climaticas que culminaram, ou tem
influenciado, no aquecimento do planeta (MMA, 2018).

O Brasil ¢ um exemplo tipico da interferéncia humana na paisagem natural.
Tradicionalmente, o pais € um grande fornecedor de matéria-prima florestal, com
concomitante reocupacdo das areas de vegetacdo nativa para a producdo agropecuaria. O
Cerrado brasileiro, bioma extremamente rico em diversidade de vida, é considerado uma
das ultimas fronteiras agricolas e tem sofrido alteracbes severas nas Ultimas décadas.
Ocupando uma area original de aproximadamente dois milhdes de quilébmetros quadrados
(EITEN,1993; RATTER et al.,1996), o Cerrado apresenta-se hoje com areas florestais
nativas bastante fragmentadas que representam somente 20% da vegetagdo original
(MACHADO et al., 2004; FELFILI et al., 2005; OLIVEIRA, 2015). Como efeito, grande
parte da sua diversidade tem sido perdida (para uma revisdo mais abrangente sobre o

assunto sugere-se o artigo “A conservagdo do Cerrado”, de KLINK e MACHADO (2005),



0 que, na pratica, representa enormes prejuizos ambientais, cientificos, econémicos e
culturais.

A substituicdo de florestas nativas por areas agricultadas ocasiona a ruptura de um
sistema integrado de reciclagem baseado na absorcdo de elementos e compostos quimicos
provenientes dos solos e da atmosfera pelas plantas, sintese de biomoléculas orgéanicas e
restituicdo destes ao ambiente por meio da liberacdo de residuos e exsudatos. Com a
destruicdo desse ciclo, a qualidade do solo é afetada negativamente, principalmente devido
a destruicdo da matéria organica, componente fundamental para a sustentabilidade em solos
de baixa fertilidade natural (SILVA et al., 2016; MEW et al.,2018). Para minimizar 0s
impactos negativos da degradacdo da matéria organica apds a remocdo das florestas, a
agricultura utiliza grandes quantidades de fertilizantes solveis como os superfosfatos, o
sulfato de amonio e o cloreto de potassio, na tentativa de garantir produtividades
satisfatorias.

A dependéncia desse tipo de insumo é encarada, entretanto, como insustentavel por
grande parte dos cientistas que se ocupam do tema, uma vez que muitos desses fertilizantes
sdo produzidos a partir de fontes ndo renovaveis em escala humana, tais como os fosfatos
naturais, com possibilidade de esgotamento das jazidas num periodo de tempo ndo muito
longo (CORDELL et al., 2009). Além disso, ha uma grande demanda por energia fossil no
processo de obtencdo desses fertilizantes, que tambem podem aumentar a salinidade dos
solos, a eutrofizacdo de cursos d’agua e a emissdo de gases promotores do efeito estufa
(HOBEN et al., 2011; NOVOTNY, 2011).

Sob as perspectivas econdmica e social para o Brasil, hd também severas criticas

quanto a dependéncia externa de fertilizantes industrializados solUveis para garantir a oferta
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de produtos vegetais. Em geral, 75% do nitrogénio, 50% do fosforo e 90% do potassio
aplicados como fertilizantes sdo importados (ANDA, 2019), o que encarece 0s produtos e
0s torna inacessiveis para a grande parte dos agricultores brasileiros. As importacdes de
fertilizantes intermediarios alcancaram em dezembro de 2018 a quantidade de 2.629
milhdes de toneladas, indicando aumento de 18,6% nas importacdes em relacdo ao mesmo
periodo de 2017 (ANDA, 2019).

Os avancos ocorridos nas ultimas décadas, visando suprir a demanda mundial por
produtos vegetais, ndo podem ser negligenciados, mas as condicionantes sociais,
ambientais e econdmicas indicam a necessidade de alteracdo das formas de cultivo e
criacdo. Nesse sentido, muitas praticas tém sido apontadas como capazes de garantir a
producdo de alimento e, ainda, promover a conservacao da qualidade do ambiente. Dentre
essas praticas, os sistemas agroflorestais (SAFs) apresentam um potencial ainda pouco
explorado no Cerrado brasileiro, apesar dos muitos aspectos favoraveis de sua adoc¢do. Os
SAFs baseiam-se no emprego associado de espécies florestais com outras plantas de
interesse agricola em uma mesma area (MACHADO et al., 2004) A implementacdo destes
sistemas permite ciclos de crescimento de culturas muito mais diversificado e estruturado
que os sistemas de monocultivo, ampliando a capacidade desse ambiente de suportar as
modificagdes impostas pelas praticas agricolas, proporcionando assim uma constante
renovacgdo nos ciclos de crescimento das espécies exploradas (MORENO e OBRADOR,
2007).

Nos SAFs, observa-se 0 uso eficiente de recursos naturais em funcdo do maior
aproveitamento da energia solar, da &gua e dos nutrientes, permitindo uma reducédo

significativa da necessidade de aplicagdo de fertilizantes soliveis (MORENO e
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OBRADOR, 2007; MARINHO et al., 2014). O acimulo de biomassa e de carbono no solo
favorece a atividade de microrganismos responsaveis pela ciclagem de nutrientes, reduzem
a emissdo de gases promotores de efeito estufa para a atmosfera (KHANNA, 1997;
HERGOUALC’H et al., 2012). Além disso, a qualidade da matéria organica € alterada, com
acumulo de formas labeis e reducdo de estruturas recalcitrantes de carbono (MARINHO et
al., 2014). A presenca das arvores diminui a ocorréncia de processos erosivos, aumentando
a qualidade dos recursos hidricos (CANNAVO et al., 2011). Economicamente, as arvores
introduzidas também podem ser fonte de renda a partir da sua exploracdo sustentada,
possibilitando a ampliacdo da renda do agricultor.

O passo inicial para a implantacdo de SAFs é a selecdo das espécies a serem
utilizadas. Essa selecdo leva em consideracdo a experiéncia do produtor com as espécies, a
capacidade de adaptacdo edafoclimatica das plantas, de sobrevivéncia e producdo no
sistema, além do retorno econémico potencial. Para a regido do Cerrado, a espécie florestal
Calophyllum brasiliense CAMBESS (guanandi) vem ganhando destaque devido a
possibilidade de retorno financeiro consideravel e habilidade vigorosa de crescimento em
areas degradadas (LORENZI, 1998; BUSATO et al., 2016). Apresenta potencialidades para
uso como fonte de madeira para construcao civil, naval e de moveis finos; producdo de
fitoterapicos e aplicacdo ornamental (SANTA-CECILIA et al., 2011; BUSATO et al.,
2016). O conjunto desses beneficios torna o guanandi uma espécie florestal interessante
para a implantacdo de SAFs no Cerrado, mas a sua exploragéo, nesse sentido, assim como
os resultados de pesquisa envolvendo a espécie, ainda sdo escassos.

Um segundo aspecto associado a implantacdo de SAFs relaciona-se a obtencéo de

mudas de qualidade. A perspectiva de desenvolvimento sustentado requer que 0S insumos
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empregados para a producdo das mudas tenham origem renovavel. Também é requisito que
esses insumos venham afetar positivamente o crescimento das plantas, reduzindo a
possibilidade de estresse sofrido, ap6s o plantio do viveiro para a area definitiva. Esta etapa
é extremamente sensivel e pode significar o fracasso ou sucesso do empreendimento. As
substancias hamicas (SH) sdo compostos naturais obtidos de solos, sedimentos e residuos
organicos que podem ser utilizados como bioestimulantes do crescimento vegetal
(CONCEICAO et al., 2009; BALDOTTO et al., 2010; BUSATO et al., 2016). Usualmente,
os trabalhos que abordam o papel das SH como estimulante do crescimento vegetal
utilizam a fracdo hamica denominada acidos humicos (AH), obtida ap6s extracdo com
solucdo alcalina (NaOH) seguida de acidificacdo do meio até pH 1,0-1,5. Entretanto,
muitos efeitos fisiolégicos também foram reportados em plantas cultivadas sob aplicacédo
de extrato hamico solvel em dgua (EHSA) (PINTON et al., 1998; BUSATO et al., 2016;
ZANIN et al., 2019). As fracbes himicas mais eficientes, as doses, a forma de extracdo, o
tipo de planta afetada, os principais efeitos observados, entre outros, sdo algumas das
informacgdes que ainda merecem ter seu estudo aprofundado especialmente em espécies
florestais.

Outro insumo agricola renovavel capaz de auxiliar o crescimento das plantas, mas
que ainda é pouco explorado para espécies florestais nativas, diz respeito aos
microrganismos promotores do crescimento vegetal (MPCV). Varios grupos microbianos
podem associar-se as plantas e afetar de maneira diferenciada a vida do vegetal, suas
caracteristicas genotipicas e fenotipicas (BEATTIE, 2006). Esses microrganismos podem
estimular o crescimento da planta através de efeitos biofertilizantes e bioestimulantes,

acarretando aumento da resisténcia a doencas e melhor condicionamento da planta aos
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estresses ambientais (STURZ e NOWAK, 2000; BALDOTTO et al., 2010; EMBRAPA,
2016). Um exemplo conhecido da interacdo planta-microrganismo € o que envolve a
fixacdo de nitrogénio atmosférico (N,), pela associacéo de espécies leguminosas e bactérias
diazotroficas, endofiticas entre outras que habitam a rizosfera . Atualmente, entretanto,
reconhece-se que diversas outras atividades metabolicas e fisiologicas das plantas estdo em
consonancia com a vida dos microrganismos (EMBRAPA, 2016). Por exemplo, a producéo
de acidos organicos e agentes quelantes por microrganismos que habitam o ambiente
rizosférico pode auxiliar a solubilizacdo de fosfato e zinco, aumentando a sua
disponibilidade aos vegetais (KLOEPPER et al., 1980; ADESEMOYE et al., 2010; YU et
al., 2012). Os microrganismos podem também ser fonte de fitohormdnios vegetais, tais
como o acido indol acético (AlA), principal auxina encontrada nas plantas (BALDOTTO et
al., 2010), além de aumentar a taxa fotossintética das plantas (ZHANG et al., 1996;
BALDOTTO et al., 2010).

A identificacdo e uso de MPCV apresentam-se como uma nova fronteira para o
desenvolvimento de insumos biol6gicos renovaveis. Para espécies de interesse agricola, ha
um grande numero de trabalhos que ja se encontra disponivel na literatura cientifica
(KLOEPPER et al., 1980; ADESEMOYE et al., 2010; BALDOTTO et al., 2010; YU etal.,
2012; EMBRAPA, 2016). Para espécies florestais nativas de Cerrado, que representam
potencial para o desenvolvimento de SAFs, mas que ainda ndo passaram por programas
especificos de melhoramento ou que ndo se enquadram dentro de um contexto associado as
commodities, hd ainda um longo caminho a ser percorrido para o desenvolvimento desses
tipos de insumo. Essa comprovacdo passa, inicialmente, pela prospeccdo de

microrganismos em areas ja ocupadas pelas plantas de interesse; pela identificacdo desses
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microrganismos e pela realizacdo de teste de crescimento com plantas. 1sso ocorre porque
hd uma integracdo intima entre microrganismo e hospedeiro resultante da elevada
especificidade existente entre eles (BALDOTTO et al., 2010). Em outras palavras, as
plantas ja possuem um conjunto de microrganismos associados as suas estruturas (internas
ou externas) que e especifico (YU et al.,, 2012; EMBRAPA, 2016) e precisa ser
previamente identificado antes dos testes de campo.

Alguns estudos envolvendo a manipulacdo associada de MPCV e SH, visando o
desenvolvimento acelerado dos vegetais, tém sido realizados e demonstraram que, quando
aplicados conjuntamente, apresentam maior eficiéncia do que quando isolados
(CONCEICAO et al., 2009; MARQUES JUNIOR et al., 2008; BALDOTTO et al., 2010;
LIMA et al., 2014; OLIVARES et al., 2015; AGUIAR et al., 2016). Utilizando bactéria
diazotrofica do género Burkholderia em conjunto com acidos humicos (AH) BALDOTTO
et al. (2010), verificaram que a interacdo promoveu apresentou resultados superiores ao
observado em cada fator isolado (bactéria ou AH) em abacaxi cultivado in vitro. Resultados
semelhantes foram observados no enraizamento de microtoletes de cana-de-agucar a partir
da adicio de bactéria diazotrofica e AH extraidos de vermicomposto (MARQUES JUNIOR
et al.,, 2008). A comprovacdo da eficiéncia desta associacdo € importante para o
desenvolvimento agricola tecnologico, cientifico e social que pode estar a disposi¢do de
uma parcela grande de agricultores que nédo dispGe de recursos financeiros para a aquisicao

dos insumos atualmente em uso.
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1.2 CONSIDERACOES GERAIS

A acdo combinada de SH e MPCV tem sido explorada como bioinsumo agricola,
sob a perspectiva de estimular o crescimento das plantas empregando-se materiais
renovaveis e de baixo custo. Grande parte dos trabalhos, entretanto, emprega espécies
vegetais de ciclo curto, notadamente milho e hortaligas. A exploragdo florestal juntamente
com espécies agricolas, em SAFs, tem sido apontada como uma alternativa viavel para
geracdo e renda e preservacdo ambiental e a obtencdo de mudas de alta qualidade, a partir
do uso desse tipo de tecnologia (bioinsumos), pode ser importante e estratégica na
implantacéo dos sistemas.

A presente tese de doutorado foi elaborada com a hipdtese de que a adi¢do de
bioinsumo agricola, constituido a base de SH e possiveis MPCV isolados de plantas ou
solos j& povoados com guanandi, altera o perfil estimulando o desenvolvimento de mudas
dessa espécie durante a fase de viveiro. Especificamente, os objetivos almejados foram: (i)
realizar a prospeccéo e identificacdo em nivel molecular de bactérias com habilidade para
fixar N, atmosférico, solubilizar fésforo e zinco e produzir acido indol-acético (AlA) que
estejam, associadas a plantas de guanandi; (ii) extrair e caracterizar AH de vermicomposto
de esterco bovino, visando avaliar se sua aplicagdo, em conjunto ou ndo com as bactérias
prospectadas, pode favorecer o crescimento das mudas de guanandi e (iii) extrair e
caracterizar EHSA a partir de vermicomposto de esterco bovino e também avaliar se a sua
aplicagdo, em conjunto ou ndo com as bactérias, favorece o crescimento das mudas de

guanandi.
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A tese foi dividida em dois artigos cientificos. O primeiro deles intitulado “Triagem
de bactérias benéficas associadas ao Calophyllum brasiliense CAMBESS, de modo a
desenvolver inoculantes microbianos para a agricultura”. O trabalho foi originalmente
publicado em inglés na revista Plant Omics Journal. Aqui é apresentada a sua traducdo em
portugués. Algumas das bactérias isoladas e caracterizadas no trabalho foram empregadas
para a confeccdo do segundo artigo, intitulado “Efeito de bioestimulantes vegetais sobre o
desenvolvimento inicial de mudas de Calophyllum brasiliense CAMBESS”. Neles, as
bactérias selecionadas foram aplicadas em mudas de guanandi em conjunto, ou ndao, com
AH e EHSA, avaliando-se a biometria das plantas, parametros associados a trocas gasosas

(e.g., eficiéncia de uso da agua) e taxa de fotossintese.
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RESUMO - Bactérias benéficas pertencem a um grupo de microrganismos que sdo capazes
de aumentar o crescimento das plantas por varios mecanismos. Neste estudo, bactérias
solubilizadoras de fosforo e zinco, fixadoras de nitrogénio e produtoras de acido indol-
acetico (AIA) associadas a Calophyllum brasiliensis CAMBESS (guanandi), foram
isoladas visando o desenvolvimento de inoculantes microbianos (IM) para uso na
agricultura. A caracterizacdo e a identificacdo das bactérias isoladas também foram
realizadas. Obteve-se um total de trinta e um isolados de bactérias fixadoras de nitrogénio,
dos quais 28 mostraram a capacidade de solubilizar fosforo e, 25, de solubilizar o zinco. O
isolado AP-JNFb-3-2, pertencente ao género Pseudomonas, apresentou o maior valor de
fosforo solubilizado (100,4 pg mL™). Os isolados AP-JNFb-3-2 e RHI-JIMVL-3-1,
associados aos géneros Pseudomonas e Enterobacter, respectivamente, apresentaram 0s
maiores valores de solubilizacdo de zinco (147,8 e 147,7 pg mL™). O isolado RO-LGI.P-3-
2, pertencente ao género Pseudomonas, foi 0 mais promissor para a producao de AlA (0,52
ng mL™). Os resultados obtidos demonstraram a presenca de uma grande diversidade de
bactérias benéficas associadas ao guanandi, que podem ser exploradas como IM na

agricultura.

Palavras-chave: Crescimento de plantas; Indculo microbiano; Sequenciamento do gene
16S rRNA; Solubilizacdo de fosforo; Solubilizagdo de zinco; Producdo de é&cido
indolacético.
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ABSTRACT - Beneficial bacteria belong to a group of microorganisms that are able to
enhance plant growth by several mechanisms. In this study, phosphorus and zinc
solubilizing, nitrogen-fixing and indole acetic acid (IAA) producing bacteria associated
with Calophyllum brasiliensis CAMBESS (guanandi) were screened to develop microbial
inoculants (MI) for use in agriculture. Characterization and identification of screened
bacteria were also performed. A total of thirty-one nitrogen-fixing bacteria isolates were
obtained, of which 28 showed the ability to solubilize phosphorus and, 25, to solubilize
zinc. The isolate AP-JNFb-3-2, belonging to the genus Pseudomonas, presented the highest
value of solubilized phosphorus (100.4 pg mL™). The isolates AP-JNFb-3-2 and RHI-
JMVL-3-1, associated with the genera Pseudomonas and Enterobacter, respectively,
showed the highest values for zinc solubilization (147.8 and 147.7 ug mL™). Isolate RO-
LGI.P-3-2, belonging to the genus Pseudomonas, was the most promising for IAA
production (0.52 pg mL™). The results obtained showed the presence of a large diversity of
beneficial bacteria associated with guanandi, which may be explored as Ml in agriculture.

Keywords: Plant Growth; Microbial inoculum; 16S rRNA gene sequencing; Phosphorus
solubilization; Solubilization of zinc; Indolacetic acid production.
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1. Introducéo

A tendéncia global nos agrossistemas produtivos aponta para 0 uso de insumos
agricolas obtidos em conceitos sustentaveis. Os bioestimulantes vegetais atendem a esse
requisito e sdo definidos como substancias ou microrganismos aplicados a plantas em
baixas quantidades com o objetivo de aumentar a eficiéncia nutricional, a tolerancia ao
estresse abidtico e as caracteristicas de qualidade das culturas (Du Jardin, 2015).

Particularmente na agricultura brasileira, 0 sucesso evidenciado como uso de
microrganismos fixadores de nitrogénio atmosférico nas Gltimas décadas estimulou o
desenvolvimento e o emprego de indculos microbianos (IM). Além da fixacdo de
nitrogénio, alguns IM podem promover o crescimento das plantas aumentando a producao
de acidos organicos e substancias quelantes, resultando em maior solubilidade de fésforo e
zinco sollveis no solo (Chen et al., 2006; Gontia-Mishra et al., 2017). Também produzem
reguladores de crescimento, como auxinas, citocininas e giberelinas (Groppa et al., 2012)
que podem modular o desenvolvimento radicular e aumentar a absor¢do de agua e
nutrientes pelas plantas, bem como aumentar o controle da doenca devido a producdo de
antibidticos ou enzimas liticas da parede celular (Sarma et al., 2015). Além disso, esses
reguladores podem reduzir o estresse ambiental resultante da seca, calor extremo ou
salinidade (Groppa et al., 2012).

Muitos géneros de bactérias ja foram avaliados como IM, com resultados
demostrando aumentos significativos no crescimento e producéo das plantas. No entanto, a
maior parte desses estudos foi realizada em culturas anuais (Groppa et al., 2012; Sarma et
al., 2015; Gontia-Mishra et al., 2017). Plantas de ciclo longo como a espécie florestal

Calophyllum brasiliensis CAMBESS (guanandi) vem ganhando destaque devido a sua
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importancia econdémica para os agricultores, pois apresenta capacidade de crescimento em
areas degradadas e potencial para a implantacdo de SAF’s (Schembergue et al., 2017).

O Cerrado brasileiro é uma das regiGes com ocorréncia nativa do guanandi e, apesar
de seu desenvolvimento agricola extensivo visando a producdo de gréos, hd um interesse
crescente na exploracdo madeireira sustentavel nessa regido. No entanto, os solos do
Cerrado sdo classificados como Latossolos (65%) e argissolos (15%), que apresentam
deficiéncia acentuada de formas solUveis de nutrientes como fdsforo e zinco (Rada, 2013;
Lopes e Guilherme, 2016). Além disso, a regido do Cerrado apresenta uma longa estacao
seca compreendendo de 5 a 6 meses, ha periodos de seca mesmo durante a estacdo chuvosa,
solos com baixa capacidade de retencdo de agua e desenvolvimento radicular limitado em
funcdo da toxicidade do aluminio quando o pH dos solos ndo é corrigido (Lopes e
Guilherme, 2016). Desta forma, espera-se que a selecdo e aplicacdo de um conjunto
benéfico de microrganismos selecionado auxiliem as plantas de guanandi quando essas
estiverem submetidas a condi¢Ges adversas no Cerrado. No entanto, nesse caso essa
possibilidade de acdo de bactérias no desenvolvimento da planta, ainda ndo foi explorada
para 0 guanandi. O presente estudo foi realizado com objetivo de isolar e identificar
bactérias fixadoras de nitrogénio atmosférico, solubilizadoras de fosforo e zinco produtoras
de acido indol-acético (AlA) associadas ao guanandi na perspectiva de desenvolver um 1M

com potencial para uso na agricultura.

2. Material e Métodos

2.1 Isolamento e quantificacdo de bactérias
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Partes aéreas (folhas e ramos) de diferentes plantas de C. brasiliensis foram
coletadas de espécimes adultos (aproximadamente 10 anos) juntamente com seus solos
rizosféricos e raizes em Brasilia, Distrito Federal. Os materiais foram coletados em sacos
plasticos esterilizados e imediatamente enviados ao laboratorio (Microbiologia UFV-
Florestal) para o isolamento de bactérias fixadoras de nitrogénio de acordo com o
procedimento descrito por Ddbereiner et al. (1995). O material foi desinfectado a superficie
usando etanol a 70% (p / v) durante 1 min agitacdo, seguido por adicdo de solucdo de
hipoclorito de sodio a 3% (v / v), agitacdo lenta durante 15 min e lavado quatro vezes com
agua destilada .

Amostras de 1,0 g de raizes finas e partes aéreas desinfetadas a superficie foram
trituradas separadamente em 9,0 mL de solucdo salina estéril (NaCl, 0,85 g L™). Para isolar
as bactérias presentes na rizosfera, 1,0 g do solo aderido as raizes também foi agitado na
mesma solucdo salina estéril por 5 min na mesma relacdo 1:1 solo: solucdo. De ambas as
solucdes diluidas (10™), diluicBes seriadas de 10 a 10°® foram obtidas. Assim, aliquotas de
0,1 mL de cada solugdo diluida foram colocadas em frascos contendo 5,0 mL de seis meios
especificos semissélidos isentos de N: JINFb, NFb, LGI, LGI-P, IMV ou JMVL.

O material foi entdo incubado a 30°C durante 7 dias. Posteriormente, a populagéo
bacteriana foi determinada pela técnica do nimero mais provavel (NMP), utilizando trés
repeticdes, e expressa como o log do nimero de células g* do material testado apés o
crescimento nos diferentes meios. Os frascos das menores diluicdes em série que
apresentaram uma fina pelicula subsuperficial foram usados para isolamento de colénias
puras que foram entdo transferidas para meios JNFb, NFb, LGI, LGI-P, MV ou JMVL

semissolidos frescos, seguidos por varias etapas de purificacdo (Dobereiner et al, 1995).
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Utilizando-se o material biologico desenvolvido na pelicula superficial, foram
riscadas em placas de agar do mesmo meio de cultura sélido e incubadas a 30°C durante 7
dias. Subsequentemente, as col6nias isoladas foram selecionadas de acordo com as suas
caracteristicas morfoldgicas semelhantes e foram novamente transferidas por riscagem para

uma nova placa com o mesmo meio de cultura para purificacdo das col6nias.

2.2 Caracterizacao morfoldgica e avaliacédo da coloracdo gram

Os isolados foram subcultivados em meio DYGS semi-solido e especifico,
consecutivamente, por 24 h, a 30 °C, com o objetivo de avaliar as caracteristicas
morfologicas de ambas as col6nias e células bacterianas de acordo com Lozada et al.
(2018). Um cadigo isolado foi assim designado para identificar as bactérias da seguinte
forma: a origem do material usado (Root = RO; Parte aérea = AP; Rhizosphere = RHI); o
meio de cultura utilizado (JMV, JMVL, NFb, JNFb, LGI e LGI.P); a diluicdo utilizada (1=
10%; 2=10% 3=10" 4=10"; 5=10"°) e um ntmero para diferenciar as cepas bacterianas

isoladas da mesma placa de Petri.

2.3 Isolamento do DNA genémico, amplificacdo por PCR e analise da sequéncia
16S rRNA

Os isolados bacterianos foram identificados com base no sequenciamento parcial do
gene 16S rRNA. Em resumo, o0 DNA gendmico foi isolado em duplicata utilizando um kit
"DNA & RNA Purification Bacterial Genomic Miniprep” (Sigma Aldrich) e os extratos da
mesma amostra foram reunidos. Primers de PCR universais para os genes 16S rDNA de

bactéria 27f ((5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) (Lane,1991)) e 1492r ((5°-
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GGTTACCTTGTTACGACTT-3") (Lane, 1991)), para o gene 16S rRNA, foram
amplificados em tamanho esperado de 1465 pb. [Os PCRs foram realizados em triplicatas
de reagoes de 50 pL com 0,6 uM de cada um dos iniciadores, ~5 ng de DNA de molde ¢
1xtampéo de reacdo de PCR, 2,5 U de Pfu DNA polymerase (MBI. Fermentas, EUA)].

O programa de amplificacdo consistiu em um passo de desnaturacao inicial a 96 °C
durante 5 min, seguido de 25 ciclos, onde 1 ciclo consistiu em 96 °C durante 30 s
(desnaturacao), 55 °C durante 30 s (anelamento) e 72 °C por 1min 30 s (extensdo) e uma
extensdo final de 72 °C durante 5 min. Os produtos de PCR foram visualizados em géis de
agarose (2% em tampdo TBE) contendo brometo de etidio e purificados com um kit de
extracdo de gel de DNA (Axygen, EUA). Para serem sequenciados, foi utilizado um
sequenciador Applied Biosystems (ABI 3730xI DNA Analyzer). As sequéncias foram
depositadas no Centro Nacional de Informag6es sobre Biotecnologia (banco de dados do

banco NCBI, www.ncbi.nlm.nih.gov) com ndmeros de acesso de MH304298 a MH304309.

2.4 Andlise filogenética

As sequéncias foram alinhadas usando o plugin Genius MAFFT (versdo 8.1.1) com
configuragcbes padrdo, e arvores filogenéticas foram construidas usando o0 metodo
Neighborg-Joining baseado na matriz de distancias de dois parametros Kimura com 1.000
réplicas de bootstrap (n=1000) no Pacote MEGA 6.0 (Molecular Evolutionary Genetics

Analysis) (Tamura, et al., 2013).

2.5 Quantificacéo de fosforo e solubilizacdo de zinco
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Os isolados foram caracterizados pela sua capacidade de solubilizar fosfato e zinco
com base na formacdo de um halo de dissolucdo visivel em meio solido. Para fdésforo, os
isolados foram cultivados em meio liquido DYGS por 24 h, a 30 °C e 120 rpm. Aliquotas
de 20 uL das suspensdes bacterianas foram incubadas a 30 °C, por 7 dias, em placas de
Petri contendo meio de cultura solido a pH 7,0 utilizando: 10,0 g de glicose, 5,0 g de
cloreto de amonio (NH4CI), 1,0 g de cloreto sédio (NaCl), 1,0 g de sulfato de magnésio
hepta-hidratado (MgS0O,.7H,0), 1,0g de fosfato de calcio (Cas(PO4)3OH), 15 g de agar e 1
L de agua destilada (Verma et al., 2001).

Para o zinco, as bactérias isoladas foram cultivadas no mesmo meio liquido DYGS
nas mesmas condigdes e aliquotas de 20uL das suspensdes bacterianas foram incubadas a
30°C, por 7 dias, em placas de Petri contendo meio sélido preparado em pH 7,0 usando :
10,0 g de glicose, 1,0 g de sulfato de aménio ((NH4).SQO,), 0,2 g de cloreto de potassio
(KCI), 0,1 g de hidrogenofosfato de dipotassio (K;HPO,), 0,2 g de sulfato de magnésio
hepta-hidrato de (MgS0O,.7H,0), 1,0g de 6xido de zinco (ZnO), 15 g de 4gar e 1 L de &gua
destilada (Saravanan et al., 2003). O didmetro do halo para ambos os testes foi medido
usando um paquimetro digital e calculado usando a férmula matematica: diametro do halo
(mm) = didmetro total - didmetro da colonia. Esta diferenca foi utilizada para determinar
qualitativamente, com trés repeticdes, a capacidade dos isolados solubilizarem fdsforo e
zinco.

A andlise quantitativa foi avaliada quanto ao potencial de solubilizagcdo de fésforo
dos isolados identificados com base na analise da sequéncia, utilizando tubos Falcon
contendo 10 mL de meio NBRIP. O meio NBRIP foi preparado a pH 7,0 ajustado usando:

10,0 g de glicose, 5,0 g de fosfato de célcio (Cas(PO4)3OH), 5,0 g de cloreto de magneésio
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(MgCl,.6H,0), 0,25 g de hepta-hidrato de sulfato de magnésio (MgSQO,.7H,0), 0,2 g de
cloreto de potéssio (KCI), 0,1 g de (NH;)2SO,4 e 1 L de agua destilada (Nautiyal, 1999). 100
uL de inéculo contendo 10® UFC mL™ de cada isolado bacteriano foram entdo aplicados ao
meio, com posterior incubacédo a 30 °C, por 5 dias. Um controle ndo inoculado tambem foi
mantido sob as mesmas condi¢des. Em seguida os tubos foram centrifugados a 10.000 rpm
por 10 min e o fosforo no sobrenadante foi estimado pelo método da cor azul
molibdofosforico (MASINI, 2008), usando um espectrometro a 650 nm (UV-vis 8454,
Agilent Technologies, Santa Clara, EUA).

O potencial de solubilizacdo de zinco dos isolados foi avaliado utilizando tubos
Falcon contendo 10 mL de meio DYGS liquido inoculado individualmente com cada
isolado obtido (100 pL de indculo com 108 UFC mL™). Um controle n&o inoculado também
foi mantido sob as mesmas condi¢cGes. O meio DYGS liquido foi preparado a pH 7,0
utilizando: 10,0 g de glucose, 0,2 g de cloreto de potassio (KCI), 0,19 de (NH;)2SO4, 0,2 g
de hepta-hidrato de sulfato de magnésio (MgSQO,4.7H,0), 0,1 g de fosfato dipotéssico
(K2HPO,), 1,0g de 6xido de zinco (ZnO) e 1 L de agua destilada e foi incubado a 30 °C por
5 dias. Posteriormente, os tubos foram centrifugados a 10.000 rpm por 10 min, foi
determinada a curva analitica, definido os padrdes e o zinco no sobrenadante foi entéo
estimado por espectroscopia de emissdo atdmica com plasma de micro-ondas (MP-AES-

4200, Agilent Technologies, Santa Clara, EUA).

2.6 Determinacao da producéo de AIA
Os isolados foram testados quanto a sua capacidade de produzir acido indol-acético

(AlA), conforme método colorimétrico apresentado por (llimer e Schinner, 1995). Para
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realizacdo dos testes, 1,0 mL do meio NBRIP previamente centrifugado foi inoculado em
frascos contendo 2,0 mL de reagente de Salkowski preparado com 1,2g de ferro tricloreto
(FeCl3), 42 mL de acido sulfarico (H,SO,4) e 58 mL agua destilada. Este foi mantido a
temperatura ambiente no escuro por 30 min e, em seguida, o desenvolvimento da cor rosa
foi medido no sobrenadante usando um espectrofotdmetro a 560 nm (UV-vis 8454, Agilent
Technologies, Santa Clara, EUA). A absorbancia foi correlacionada com uma curva

analitica produzida usando solucdes padréo contendo AlA sintético comercial.

2.7 Andlise estatistica

Os resultados quantitativos (NMP, solubilizacdo de fosforo, solubilizacao de zinco e
producdo de AIA) foram avaliados por analise de variancia (ANOVA) e as médias
comparadas pelo teste de Tukey a (p <0,05). Dados qualitativos (caracterizacdo
morfoldgica e coloracdo gram, formacdo de halo de solubilizacdo de fdsforo e zinco,
isolamento do DNA gen6mico, amplificacdo por PCR e sequéncia 16S rRNA e andlise
filogenética) foram analisados descritivamente. Para cada teste, foram colhidas amostras

em triplicata, com excecdo da analise gendmica e filogenética.

3. Resultados

3.1 Quantificacéo e Isolamento de bactérias fixadoras de nitrogénio

As populagdes de bactérias fixadoras de nitrogénio da rizosfera, raizes e partes
aéreas do guanandi, avaliadas pelo método de NMP, séo apresentadas na Fig.1. Os seis
meios de cultura ndo apresentaram diferencas em relacdo a populacdo de bactérias presente

nas raizes (Fig.1A). Resultado semelhante foi observado para bactérias da rizosfera
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(fig.1C). Por outro lado, na parte aérea, os meios JMV, LGI.P e JNFb apresentaram o maior
crescimento de bactérias em comparacdo com o meio LGI (Fig.1B). Os meios NFb e JIMVL

apresentaram crescimento intermediario, sem diferenca estatistica em relagcdo aos demais.
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Figura 1 - Log do numero de células de bactérias por grama presentes nas raizes (A), (B)
da parte aérea e (rizosfera) (C) ap0s o crescimento em diferentes meios de cultivo. Barras
referem-se a desvios padrdo. As letras referem-se ao teste de Tukey (p < 0,05). A auséncia

de letras indica falta de diferenca estatistica.
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Em geral, os resultados do NMP para as raizes ilustraram a proliferacdo acentuada
das bactérias nos seis meios especificos (média de 5,26 log de células g*) quando
comparados com a parte aérea (3,93 log de células g™) e rizosfera (3,54 log de células g™).
A presenca de um elevado nuimero de microrganismos oportunistas resulta em alta
competicdo na rizosfera e pode ser reconhecida como um importante mecanismo de
regulacao populacional. Assim, bactérias e outros grupos microbianos podem competir por
nutrientes e compostos exsudados pelas raizes, reduzindo a populacdo de bactérias
fixadoras de nitrogénio.

Obteve-se um total de 31 isolados bacterianos, dos quais 7 da parte aérea , 11 eram
da rizosfera e 13 das raizes de guanandi. Isolados dos meios semissolidos (JNFb, NFb,
LGI, LGI-P, JIMV e JMVL) permitiram a obtencdo de bactérias fixadoras de nitrogénio
detectadas pela formacdo de um filme aerotatico sobrenadante, que foram entéo purificados

em meio sélido seletivo.

3.2 Identificacdo das bactérias isoladas e avaliagdo morfoldgica por coloracgéo

As caracteristicas morfoldgicas dos isolados cultivados no meio especifico estdo
apresentadas na Tabela 1. Houve predominio da coloracdo do centro branco (25 isolados,
81% do total) e do tipo de lente (28 isolados, 90%). Todos os isolados apresentaram
col6nias com superficies lisas. O muco foi observado em 4 isolados (13 %), e 10 isolados
(32%) apresentaram tamanho de colonia menor que 1 mm. Com excecdo dos isolados RO-
NFb-3-2, RO-JNFb-4-2, RO-LGI-4-1 e RO-LGI.P-3-2, todos os outros foram Gram-

negativos.
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Tabela 1 - Caracteristicas morfologicas dos isolados cultivados em meio especifico de crescimento.

Natureza Diémetro Diémetro
Isolado Coloracéo Tamanho Elevacdo  Borda Superficie Gram halo halo
P(mm) Zn(mm)
AP-JIMV-2-1 Centro amarelo de aspecto leitoso >1mm Lente Lobado Suave - 17 17
RO-JMV-4-1  Centro branco claro <1mm Plana Inteira Suave - 13 13
RHI-JMV-3-1 Borda translucida, centro branco claro >1mm Plana Inteira Suave - - ;
AP-JMVL-3-1 Borda translicida, centro branco claro >1mm Lente Inteira Suave - 18 18
RO-JMVL-4-1 Borda translicida, centro branco claro 1mm Lente Inteira Suave - 16 3
RHI-JMVL-3-1 Borda translicida, centro branco claro >1mm Lente Inteira Suave - 14 5
AP-NFb-2-1 Centro branco de aspecto leitoso <1 mm Lente Ondulado  Suave - 15 6
RO-NEb-3-1 Centro branco de aspecto leitoso >1 mm Lente Ondulado  Suave - 15 8
RO-NFb-3-2 Centro branco de aspecto leitoso 1 mm Lente Ondulado  Suave + 15 4
RO-NEb-3-3 Centro branco de aspecto leitoso 1mm Lente Ondulado  Suave - 14 6
RO-NFb-3-4 Borda transldcida, centro branco claro <1l mm Lente Inteira Suave - - -
RHI-NFb-3-1  Centro branco de aspecto leitoso <1 mm Lente Ondulado  Suave - 14 3
RHI-NFb-3-2 t(izrr]lggck?(rjznco aspecto leitoso, borda <1 mm Lente Ondulado  Suave - 14 :
RHI-NFb-3-3 t(;:g;g; rberrz?tr:eco aspecto leitoso, borda <1 mm Lente Ondulado  Suave ]
RHI-NFb-3-4  Centro branco de aspecto leitoso <lmm Lente Ondulado  Suave - 14 8
APINFb-3-1 E?trgsrg amarelo, borda branca do aspecto >1 mm Lente Inteira Suave - 15 :
AP-JNFb-3-2  Centro branco claro, borda clara 1mm Lente Inteira Suave - 15 .
RO-JNFb-4-1  Aspecto leitoso centro amarelo, borda clara >1 mm Lente Inteira Suave - 16 14
RO-JNFb-4-2  Centro branco claro, borda clara >1mm Lente Lobada Suave + 9 i}
RO-JNFb-4-3  Centro branco aspecto leitoso, borda clara >1mm Lente Inteira Suave - 15 16
RHI-JNEb-3-1 Centro branco aspecto leitoso, borda clara >1mm Lente Inteira Suave - 18 17
RHI-JNFb-3-2  Centro branco aspecto leitoso, borda clara >1 mm Convexo Inteira Suave - 16 8
RHI-LGI-2-1  Centro branco <1mm Lente Inteira Suave - 14 .
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RO-LGI-4-1
RO-LGI-4-2
AP-LGI.P-2-1
AP-LGI.P-2-2
RHI-LGI.P-3-1
RHI-LGI.P-3-2
RO-LGI.P-3-1
RO-LGI.P-3-2

Centro branco, borda translicida
Centro branco, borda branca clara
Centro branco, borda branca clara
Centro branco

Translucido

Translicido

Borda transldcida, centro branco claro
Borda transldcida, centro branco claro

<1lmm
<1mm
1mm
1 mm
1mm
lmm
<1lmm
1 mm

Lente
Lente
Lente
Lente
Lente
Lente
Lente
Lente

Inteira
Ondulado
Inteira
Inteira
Ondulado
Ondulado
Inteira
Ondulado

Suave
Suave
Suave
Suave
Suave
Suave
Suave
Suave

18

11

15
14
12
11

13
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3.3 Identificacdo rRNA 16S e analise filogenética de bactérias isoladas da espécie

vegetal

A andlise filogenética do sequenciamento do gene 16S rRNA foi realizada nos 31
isolados. E o banco de dados do NCBI foi utilizado para identificar e comparar as sequéncias.
Doze isolados (RHI-LGI.P-3-1, RHI-JMVL-3-1, RO-JMVL-4-1, AP-JMVL-3-1, RHI-NFb-3-
4, AP-JNFb-3 -1, RO-JNF-4-2, RO-NF-3-4, AP-JNF-3-2, RO-NF-3-2, RO-LGI.P-3-2 e RHI-
NF-3 -3) foram usados para obter uma arvore filogenética, com base no sequenciamento
parcial do 16S rRNA (Fig. 2). Os produtos de PCR de 19 isolados ndo apresentaram padrdes
para produzir dados de sequéncia de alta qualidade, mesmo ap0s a realizacdo dos métodos de
purificacdo.

A analise filogenética revelou que os 12 isolados pertenciam a quatro géneros:
Enterobacter, Escherichia, Pseudomonas e Bacillus. Nove isolados (AP-JMVL-3-1, RHI-NF-
3-4, AP-JNF-3-1, RO-JNF-4-2, RO-NF-3-4, AP-JNF-3-2, RO-NFb-3-2, RO-LGI.P-3-2 e
RHI-NFb-3-3) apresentaram 99% ou mais de semelhanca entre as sequéncias disponiveis do
GenBank. Por outro lado, os isolados RHI-LGI.P-3-1, RHI-JMVL-3-1 e RO-JMVL-4-1
apresentaram a menor similaridade (87%).

Com base nas sequéncias dos isolados RHI-LGI.P-3-1, RHI-IMVL-3-1, RO-JMVL-4-
1 e AP-JMVL-3-1, os resultados da pesquisa do Blast mostraram que eles estdo intimamente
relacionados com diferentes cepas do género Enterobacter. Os isolados AP-JNFb-3-2, RO-
NFb-3-2 e RO-LGI.P-3-2 estavam intimamente relacionados (99%) com espécies do género
Pseudomonas. Os isolados RO-LGI.P-3-2, AP-JNFb-3-2 e RHI-NFb-3-2 foram relacionados
ao género Pseudomonas, com 100% de similaridade. No isolado RHI-NFb-3-3 houve 100%
de ocorréncia para o género Bacillus. Quatro isolados (RHI-NFb-3-4, AP-JNF-3-1, RO-JNFb-

4-2, RO-NFb-3-4) foram intimamente relacionados (100%) com a espécie Escherichia coli.
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KF010363.1 Enterobacter sp. B16
@ 73631 - RHI-LGLP-3-1
KF475838.1 Enterobacter ludwigi stram IHB B 1518
KU215650 Enterobacter cloacae strain PSM 1
@ 73231 - RHI-JMVL-3-1 Enterobacter
KM370909.1 Enterobacter sp. RUCE]
@ 71241 - RO-JMVL-4-1
CPN17179.1 Enterobacter hormaechei subsp. steigerwalti stram DSM 16691
96 | @ 72231 - AP-JMVL-3-1
HG941666.1 Eschetichia coli isolate C10
CP020543.1 Escherichia coli C
@ 73334 - RHI-NFb-3-4
100 | @ 72431 - AP-JNFb-3-1
@ 71442 - RO-JNFb-4-2
@ 71334 - RO-NFb-34
’i{ CP019952.1 Psendomonas parafulva strain PRS09-11288

E. coli

72432 - AP-INFh-3-2
LN347264.1 Pseudomonas sp. CCOS 191

100
AP240202.1 Pseudomonas sp. OCR3 Pseudomonas
o

o | @ 73332 - RO-NFh-3-2
@ 71632 - RO-LGLP-3-2
@ 73333 - RHI-NFh-3-3

.
I [KR780457.1 Bacillus sp. CRh20 Bacillus (gutgroup)
100 L KF956637.1 Bacillus sp. 522830

0.0z

Figura 2 - Arvore filogenética de isolados bacterianos obtidos de Calophyllum brasiliense

CAMBESS.

3.4 Verificacdo qualitativa e quantitativa da solubilizacdo por bactérias de
fosforo e zinco

Vinte e oito isolados (90%) apresentaram a capacidade de solubilizar fésforo in vitro,
apresentando um halo caracteristico ao redor das col6nias. Apenas 3 isolados (RHI-JIMV-3-1,
RO-NFb-3-4 e RHI-NFb-3-3) ndo exibiram esse potencial. Foram observados diametros de
halo variavel, onde os isolados AP-JMV-2-1, AP-JMVL-3-1, RO-JMVL-4-1, RO-JNFb-4-1,
RHI-JNFb-3-1, RHI -JNFb-3-2 e RO-LGI-4-1 apresentaram os maiores valores (diametro do
halo> 16 mm, Tabela 1). Um total de 25 isolados (80%) apresentou capacidade de solubilizar
0 zinco, dos quais 8 tinham didmetro do halo maior ou igual a 13 mm (Tabela 1). Os isolados
AP-JMV-2-1, AP-JMVL-3-1, RO-JNFb-4-3 e RHI-JNFb-3-1 apresentaram o maior diametro
do halo, com valores maiores que 16 mm. Ao contrario, os isolados RHI-JMV-3-1, RO-NFb-
3-4, RHI-NFb-3-3, AP-JNFb-3-2, RO-JNFb-4-2 e RHI-LGI-2-1 n&o apresentaram capacidade

de solubilizar o zinco, como foi observado pela auséncia de um halo.
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A concentracdo de fosforo solivel no meio NBRIP inoculado variou entre 34,9 e
100,4 pg mL™* (Fig. 3A), com o maior registro observado com o isolado AP-JNFb-3-2. Os
resultados da busca BLAST das sequéncias 16S rRNA indicaram que este isolado esta
intimamente relacionado com bactérias pertencentes ao género Pseudomonas (P. parafulva
CP 019952.1) (Fig. 2). O isolado RO-NFb-3-4, estatisticamente semelhante ao AP-JNFb-3-2,
apresentou o segundo maior valor de fésforo solubilizado (93,7 + 9,9 ug mL™) e foi

relacionado ao isolado de Escherichia coli C10 HG941666 1 e E. coli C CP020543.1.
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Figura 3 - Solubilizacdo de fosforo (A), solubilizacdo de zinco (B) e producdo de acido

indolacético (C) por isolados bacterianos obtidos de Calophyllum brasiliense CAMBESS.
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O isolado RO-LGI.P-3-2 apresentou concentracdo de fosforo solubilizado de 79,0 £
4,3 pg mL™ e esta intimamente relacionado com Pseudomonas sp. CCOS 191 In847264.1 e
Pseudomonas sp. OCR3 AB240201.1. A concentracdo de zinco solivel no meio DYGS
inoculado variou de 83,0 a 147,8 pg mL™ (Fig. 3B), sendo que os isolados AP-JNVb-3-2
(147,8 £ 5,0 ug mL™Y), RHI-IMVL-3- 1 (147,7 + 7,3 ug mL™) e RHI-LGI.P-3" (142,9 + 12,4
Hug mL™Y) registraram os maiores valores. O isolado AP-JNFb-3-2 esta intimamente
relacionado com bactérias pertencentes ao género Pseudomonas. No entanto, os isolados
RHI-JMVL-3-1 e RHI-LGI.P-3-1 foram relacionados ao género Enterobacter (cepa de E.
cloacae PSM 1 KU 215680, cepa de E. ludwigii IHB B 1518 KF 475838.1 ou Enterobacter

sp. B16 KF 010363.1).

3.5 Quantificacdo da producdo de acido indol-acético pelos isolados bacterianos

Os 12 isolados foram testados para producdo de AlA e os resultados sdo apresentados
na Fig. 3C. A producéo do AIA variou entre 0,11 + 0,02 ug mL™ e 0,52 + 0,08 pg mL™, tendo
o0 isolado RO-LGI.P-3-2 apresentado o maior valor. As sequéncias 16S rRNA indicaram
estreita relacdo deste isolado com bactérias pertencentes ao g@género Pseudomonas

(Pseudomonas sp. CCOS 191 LN 847264.1 ou Pseudomonas sp. OCR3 AB240202.1).

4. Discussao

Inoculantes microbianos podem induzir respostas bioquimicas que favorecem o
crescimento das plantas. Este estudo apresentou, pela primeira vez, a existéncia de uma
interacdo entre plantas de guanandi, uma espécie arborea do Cerrado brasileiro, com
diferentes espécies de bactérias fixadoras de nitrogénio. A colonizacdo predominante de
bactérias fixadoras de nitrogénio no sistema radicular tem sido relatada para diferentes

espeécies de plantas (Singh et al., 2011), o principal local de infec¢do bacteriana sdo rupturas
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de células epidérmicas durante o surgimento de raizes laterais e estabelecimento endofitico
por colonizacdo de espacos intercelulares do parénquima cortical (Baldotto et al., 2011).

Essas bactérias, aléem de fixarem o nitrogénio, podem também ser capazes de
solubilizar nutrientes e produzir fitohorménios, e, sdo, portanto, materiais biolégicos com
potencial para uso como promotores de crescimento de plantas (Singh et al., 2011). Dentre 0s
isolados que puderam ser identificados pelo sequenciamento 16S rRNA, o AP-JNFb-3-2 esta
intimamente relacionado ao género Pseudomonas (P. parafulva CP 019952.1) e apresentou
maior capacidade de solubilizar fésforo em meio NBRIP, com valor de 100,4 ug mL™. Essa
concentracdo € menor que a observada por Gupta et al. (2012) que relataram que as bactérias
associadas a Aloe barbadensis apresentaram solubilizacéo de fosforo entre 150 e 340 pg mL™.
As espécies mais proximas dos isolados obtidos por Gupta et al. (2012) foram identificadas
como Pseudomonas synxantha, Burkholderia gladioli, Enterobacter hormaechei e Serratia
marcenses. Da mesma forma, Awais et al. (2017) isolaram bactérias solubilizadoras de
fosforo da rizosfera de cana-de-agucar e arroz, e observaram que a solubilizacdo variou de
50,07 a 717,99 ppm (ug mL™) nos meios NBRIP e Pikovskaya.

Os solos do Cerrado brasileiro sdo geralmente &cidos e deficientes em nutrientes
(Lopes e Guilherme, 2016) e, portanto, a solubilizacdo do fosfato inorganico € de grande
interesse para a selecao de microrganismos com potencial para serem explorados como IM na
agricultura. Uma avaliacdo de potenciais solubilizantes de fosfato de 20 isolados de raiz de
arroz, cultivados na regido do Cerrado brasileiro determinou que 75% dos isolados foram
capazes de solubilizar no meio Pikovskaya. A anélise de sequenciamento do gene 16S rRNA
revelou que todos os isolados avaliados apresentaram alta similaridade com o género Bacillus.
(Braga et al., 2018).

A atividade solubilizadora de fosforo é determinada pela capacidade microbiana de

produzir e liberar &cidos organicos, que através de seus grupos carboxilicos quelatam os
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cations ligados ao fosforo ou diminuem o pH, convertendo o fosforo em formas solUveis
(Gupta et al., 2012; Awais et al., 2017). Chen et al (2006) usaram cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC) para detectar acido citrico, glucénico, lactico, succinico, propibnico e
trés outros acidos organicos ndo identificados que foram produzidos a partir de culturas de
Bacillus, Rhodococcus, Arthobacter, Serratia, Chryseobacterium, Delftia. Gordonia e
Phyllombacterium. Shahid et al. (2012) observaram que Enterobacter sp. produziu &cidos
gluconico e malico, resultando em 43,5 ug mL™ de fésforo solubilizado. Outras bactérias
pertencentes aos géneros Enterobacter, Arthrobacer, Azotobacter, Bacillus e Serratia também
sdo capazes de produzir diferentes acidos organicos, resultando em concentracdes de fosforo
solubilizado entre 270,2 e 623,6 pg mL™ (Chen et al., 2006; Yi et al., 2008).

No entanto, embora a liberagcdo dos &cidos organicos tenha sido indicada como um dos
principais fatores responsaveis pela solubilizacdo de fosforo, também hé relatos que sugerem
que o fosforo insoluvel pode ser solubilizado sem qualquer producéo de acido organico (Kim
et al., 1997; Chen et al. al., 2006). Acidos inorganicos como &cido cloridrico (Kim et al.
1997), nitrico e sulfurico (Dugan et al. 1965) produzidos por quimioautotroficos e a atividade
da bomba de H*, por exemplo, tém sido apontados também como possiveis mecanismos para
promover a solubilizacdo inorganica do fésforo (Reyes et al., 1999). O presente trabalho ndo
procurou determinar 0os mecanismos responsaveis pela solubilizacdo, mas apenas identificar
as bactérias mais promissoras. Nesse sentido, os isolados AP-JNFb-3-2 e RO-LGI.P-3-2,
identificados como pertencentes ao género Pseudomonas, apresentaram o maior potencial
para atuar como agentes de solubilizacdo de fosforo.

O zinco é um nutriente requerido pelas plantas como componente de reacfes
enzimaticas, metabolismo de carboidratos, sintese de auxinas e também desempenha um
papel vital na regulacdo da expressdo génica necessaria para a tolerancia a estresses

ambientais (Gontia-Mishra et al., 2017). A deficiéncia de zinco nas culturas pode ser devida a
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sua baixa solubilidade, em vez de baixa disponibilidade no solo (Igbal et al., 2010). Assim, as
bactérias que atuam como agentes de solubilizacéo aplicadas no IM podem auxiliar as plantas
na obtencdo desse nutriente.

Um total de 25 isolados obtidos de tecidos e rizosfera do guanandi apresentaram
capacidade de solubilizacdo de zinco no teste qualitativo, dos quais oito apresentaram
diametros de halo maiores ou iguais a 13 mm. Esse resultado é semelhante ao relatado por
Ramesh et al. (2014) e Mumtaz et al. (2017) em estudos envolvendo solubilizacdo de zinco
por bactérias pertencentes ao género Bacillus. Em medidas quantitativas, os isolados AP-
JNFb-3-2, RHI-JMVL-3-1 e RHI-LGP-3-1, intimamente relacionados as bactérias
pertencentes aos géneros Pseudomonas e Enterobacter, apresentaram o maior potencial de
solubilizagdo com o teor de zinco na média entre 142,9 e 147,8 ug mL™. Esses valores estdo
de acordo com os apresentados por Khande et al. (2017) que isolaram bactérias da rizosfera
de duas cultivares de soja cultivadas na India e obtiveram valores de solubilizacdo de zinco
variando de 89,00 a 547,38 pg mL™.

Os isolados obtidos por Khande et al (2017) foram identificados como Bacillus cereus,
B. anthracis, B. thuringiensis, B. tequilensis e B. subtilis subsp. Inaquosorum. Trabalhos
anteriores demonstram a capacidade de bactérias do género Pseudomonas para solubilizar o
zinco de varios compostos insoltveis de zinco (Di Simine e Sayer, 1998; Gontia-Mishra et al.,
2017).

A criacdo de condigdes &cidas no meio liquido pelas bactérias em decorréncia da
producdo de diferentes acidos organicos também foi relatada, similar ao fésforo, como a
principal causa de solubilizacdo de zinco (Saravanan et al., 2003; Ramesh et al., 2014). Di
Simine et al. (1998) observaram que o acido gluconico e 2 acidos ceto-gluconicos produzidos
por Pseudomonas fluorescens auxiliaram na solubilizacao de sais de zinco e Gontia-Mishra et

al. (2017) demostraram uma correlacdo positiva entre solubilizacdo de zinco por
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Pseudomonas aeruginosa e a reducéo do pH do meio. A producdo de acidos organicos pelos
isolados obtidos de guanandi reduziu drasticamente o pH nos meios (dados ndo mostrados),
sendo esta uma das explicacdes possiveis para solubilizacao do zinco.

Os 12 isolados identificados pela anélise de PCR produziram AIA em concentracfes
entre 0,11 e 0,52 ug mL™. Esse intervalo esta abaixo do observado por Posada et al. (2016)
que relataram concentracdes produzidas por bactérias da rizosfera de banana entre 1,9 e 60,0
g mL™. Mumtaz et al. (2017) também relataram maior producdo de AIA por isolados
endofiticos bacterianos de sementes de arroz (entre 11,5 a 38,8 pg mL™) e por Bacillus spp
(entre 2,6 a 15,8 pg mL™), respectivamente. Por outro lado, Tsavkelova et al (2005a, 2007b)
demostraram que as quantidades de AIA secretadas na cultura liquida por bactérias isoladas
de orquideas tropicais variaram de 0,5 a 92,9 png mL™. Assim, é possivel inferir que o AIA
produzido por bactérias varia muito de acordo com a linhagem da espécie. O isolado mais
promissor observado no presente trabalho foi 0 RO-LGI.P-3-2 e as sequéncias de 16S rRNA
indicaram uma estreita relacdo deste com bactérias do género Pseudomonas (Pseudomonas

sp. CCOS 191 LN 847264.1 ou Pseudomonas sp. OCR3 AB240202.1).
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5. Conclustes

O isolado AP-JNFb-3-2, obtido da parte aérea das plantas e identificado como
pertencente ao género Pseudomonas, foi a bactéria solubilizadora de fosforo mais promissora.
Os isolados AP-JNFb-3-2 e RHI-JMVL-3-1 apresentaram os maiores valores de solubilizacao
de zinco. Estas bactérias foram associadas aos géneros Pseudomonas e Enterobacter,
respectivamente. O isolado RO-LGI.P-3-2, pertencente ao género Pseudomonas, apresentou o
maior valor para producdo de AIA com (0,52 ug mL™). Os resultados obtidos no presente
trabalho demonstraram a presenca de uma grande diversidade de bactérias associadas a
exemplares adultos de guanandi, que podem ser exploradas para uso como IM visando
auxiliar as plantas na obtencdo de nutrientes de solos pobres do Cerrado, assim como na

oferta de reguladores de crescimento para as plantas.
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EFEITO DE BIOESTIMULANTES VEGETAIS SOBRE O DESENVOLVIMENTO
INICIAL DE MUDAS DE Calophyllum brasiliense CAMBESS

RESUMO - Bioestimulantes vegetais sdo compostos ou microrganismos aplicados as
plantas ou rizosfera que podem estimular processos naturais capazes de auxiliar no
desenvolvimento dos cultivos agricolas. Substancias humicas (SH) e microrganismos
promotores do crescimento vegetal (MPCV) apresentam seu potencial, dado o conjunto de
resultados encontrados na literatura especializada envolvendo esses materiais, € entretanto
ainda limitado a poucas espécies vegetais, em particular, aquelas de ciclo mais curto.
Espécies vegetais de interesse para a implantacdo de sistemas agroflorestais (SAFs), tais
como Calophyllum brasiliense CAMBESS (guanandi), tém sido pouco exploradas nesse
contexto. No presente trabalho, os efeitos da adi¢cdo de solu¢Bes contendo acidos hdmicos
(AH) e extrato himico soltvel em adgua (EHSA), associados ou ndo a solugbes bacterianas,
foram avaliados como bioestimulantes capazes de acelerar o desenvolvimento inicial de
mudas de guanandi. A hipotese € que as medidas biométricas das plantas, o contetdo de
nutrientes, a taxa fotossintética e a eficiéncia de uso da agua sejam favorecidas com a
aplicacdo conjunta dos AH e EHSA com os MPCV. Para isto efetuou-se a caracterizacao
quimica dos AH e EHSA, utilizou-se bactérias previamente selecionadas pela sua
habilidade de solubilizacdo de fosfato de célcio e o0xido de zinco, capacidade de fixacao
biologica de nitrogénio atmosférico e de producdo de &cido indol-acético. Realizou-se
também a determinacdo dos parametros de trocas gasosas, sendo efetuada aplicacdo em seis
tratamentos (controle, IM, AH, EHSA, IM+AH e IM+EHSA). Apb6s a aplicacdo do
tratamento IM+AH, a parte aérea e raizes apresentaram, respectivamente, um aumento
médio de 35,77% e 54,81% da massa seca. Com rela¢do ao diametro do caule, houve um
aumento de 21,76% da massa seca. O tratamento IM+EHSA apresentou 10 e 16% mais massa
seca e nimero de raizes laterais respectivamente em comparagdo com o tratamento controle.
Destaca-se que o tratamento IM acarretou deficiéncia hidrica nas mudas, reduzindo em
27,94% a quantidade de agua assimilada pelas plantas. Com excecéo da eficiéncia do uso da
agua (EUA), todos os parametros associados as trocas gasosas, o tratamento AH foi o que
apresentou os melhores resultados. O conjunto destes resultados obtidos mostrou que a
presenca de bactérias e SH, associados ao guanandi, podem ser explorados para auxiliar as
plantas na obtencdo de nutrientes, bem como oferecer reguladores de crescimento,
favorecendo sua exploracdo em SAFs e incentivando a producdo e comercializacdo de
espécies nativas.

Palavras-chave: Bioestimulante vegetal; Agrofloresta; Efeitos fisiologicos; Promogdo do
crescimento vegetal; Acido Himico, Guanandi.
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EFFECT OF VEGETABLE BIOESTIMULANTS ON THE INITIAL DEVELOPMENT
OF Calophyllum brasiliense CAMBESS SEEDLINGS

ABSTRACT - Plant biostimulants are compounds or microorganisms applied to plants or
rhizosphere that can stimulate natural processes capable of assisting in the development of
agricultural crops. Humic substances (SH) and plant growth-promoting microorganisms (MPCV)
have their potential, given the set of results found in the specialized literature involving these
materials, however, it is still limited to a few plant species, particularly those of shorter cycle.
Plant species of interest for the implantation of agroforestry systems (SAFs), such as Calophyllum
brasiliense CAMBESS (guanandi), have been little explored in this context. In the present work,
the effects of the addition of solutions containing humic acid (AH) and water-soluble humic
extract (EHSA), associated or not with bacterial solutions, were evaluated as biostimulants
capable of accelerating the initial development of guanandi seedlings. The hypothesis is that plant
biometric measurements, nutrient content, photosynthetic rate, and water use efficiency are
favored by the joint application of AH and EHSA with MPCV. For this, the chemical
characterization of AH and EHSA was carried out, previously selected bacteria were used for
their ability to solubilize calcium phosphate and zinc oxide, biological nitrogen fixation capacity
and indole acetic acid production. Gas exchange parameters were also determined and applied in
six treatments (control, IM, AH, EHSA, IM + AH and IM + EHSA). After the application of the
IM + AH treatment, the shoot and roots presented, respectively, an average increase of 35,77%
and 54,81% of the dry mass. Regarding stem diameter, there was a 21,76% increase in dry mass.
The IM + EHSA treatment presented 10 and 16% more dry mass and number of lateral roots
respectively compared to the control treatment. It is noteworthy that the IM treatment caused
water deficit in the seedlings, reducing by 27,94% the amount of water assimilated by the plants.
Except for water use efficiency (WUA), all parameters associated with gas exchange, the AH
treatment presented the best results. These results show that the presence of bacteria and SH,
associated with guanandi, can be exploited to assist plants in obtaining nutrients, as well as offer
growth regulators, favoring their exploitation in SAFs and encouraging the production and
marketing of species native.

Keywords: Plant Biostimulant; Agroforestry; Physiological effects; Promotion of plant growth;
Humic acid, Guanandi.
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1. Introducéo

Bioestimulantes vegetais sdo compostos ou microrganismos aplicados as plantas que
podem estimular processos naturais capazes de auxiliar no desenvolvimento dos cultivos
agricolas, independente da sua constituicdo nutricional (EUROPEAN BIOSTIMULANTS,
2018). Inicialmente empregados em sistemas de producdo com elevado valor agregado (e.g.,
cultivo protegido e producdo organica de hortalicas e frutas), o mercado de bioestimulantes
tem crescido nos Gltimos anos movido pela sua aplicacdo também em cultivos convencionais
(COLLA e ROUPHAEL, 2015). No ano de 2019, o mercado global de bioestimulantes
vegetais foi estimado em 2,19 bilhdes de ddlares, com projecdes para alcancar 4,44 bilhdes ja
em 2024 (MARKETSANDMARKETS, 2017).

Uma revisao critica a respeito do uso de bioestimulantes na agricultura foi realizada
por DU JARDIN (2015), que incluiu as substancias humicas (SH) como uma das oito
possiveis categorias existentes. As SH sdo formadas a partir de transformacGes quimicas,
fisicas e bioldgicas de residuos organicos e podem contribuir para a regulacdo de muitos
processos ecologicos e ambientais, incluindo o crescimento de plantas (CANELLAS et al.,
2015). De acordo com ROSE et al. (2014), raizes e parte aérea das plantas podem ser
aumentados, em média, em até 22% em funcdo da aplicacdo exdgena de SH. Esse estimulo de
crescimento tem sido explicado principalmente devido ao efeito que essas substancias
exercem sobre a H-ATPase, proteina diretamente envolvida na absor¢do de nutrientes, no
desenvolvimento de raizes laterais e na expansdo de celular (CANELLAS et al., 2002;
ZANDONADI et al., 2010; RAMOS et al., 2015).

A acdo das SH como estimulante vegetal, entretanto, envolve também outros
mecanismos de defesa das plantas relacionados a atenuacdo de estresses promovidos pela
escassez de dgua (MELO et al., 2017), excesso de sais (AYDIN et al., 2012) e de metais

(DOBBSS et al., 2018; PITTARELLO et al., 2018). Aumentos na taxa de fotossintese liquida
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e na eficiéncia do uso da 4gua também ja foram reportados em plantas tratadas com SH (FAN
et al., 2014; OLIVARES et al., 2015; BUSATO et al., 2017). Recentemente, CANELLAS et
al. (2019) também observaram que as SH alteram o perfil de exsudacéo das raizes, liberando
uma variedade de compostos que interferem na comunidade microbiana presente na rizosfera.
Essa liberacdo poderia estimular a acdo de microrganismos promotores do crescimento
vegetal (MPCV), os quais podem interagir com as plantas e auxiliar no seu desenvolvimento
por diferentes mecanismos.

O ntmero de MPCV empregados como bioestimulantes vegetais é relativamente baixo
considerando a biodiversidade natural desses organismos (OLIVARES et al., 2017), mas a
literatura especializada reporta uma vasta gama de informacbes a respeito dos efeitos
positivos de fungos e bactérias no controle de doengas, no aumento da oferta de nutrientes e
no auxilio da defesa contra estresses abiéticos (BALDOTTO et al., 2010; MELO et al., 2017,
MATTEOLLI et al., 2018). A liberacdo de células nos apices radiculares (células de borda)
desempenha um papel fundamental na deteccdo de alteracdes ambientais que necessitem de
uma sinalizacdo especifica para a defesa das plantas (DRIOUICH et al., 2013). Essas células
sdo liberadas mais intensamente quando as plantas sdo tratadas com SH, o que pode, também,
favorecer a colonizacdo de MPCV nas plantas de interesse (CANELLAS e OLIVARES,
2017). Assim, MARQUES JUNIOR et al., (2008) relataram aumento no comprimento das
raizes (de 60 a 118%) e area radicular (33 até 233%) quando toletes de cana-de-agucar foram
tratados com SH e H. Seropedicae. De maneira semelhante, SH aplicadas em conjunto com a
mesma bactéria aumentaram o crescimento das raizes de milho e garantiu a sobrevivéncia da
bactéria adicionada até a emisséo de raizes por plantas (CONCEICAO et al., 2008).

Apesar de todo potencial do uso de SH e MPCV, associados ou ndo, no
desenvolvimento vegetal, o conjunto de resultados encontrados na literatura especializada

envolvendo esses materiais € limitado a poucas espécies vegetais, em particular milho
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(CANELLAS et al., 2013; RODRIGUES et al., 2017; MELO et al., 2018), cana-de-agucar
(OLIVARES et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2018), alface (MEIRELLES et al., 2017; SHAH
et al.,, 2018) e tomate (FREITAS et al., 2009; BERNADES et al., 2011). Plantas de ciclo
longo ou mesmo espécies vegetais de interesse para a implantacdo de sistemas agroflorestais
(SAFs) tém sido pouco exploradas nesse contexto. Particularmente para a regido do Cerrado,
a espécie florestal Calophyllum brasiliense CAMBESS (guanandi) tem sido apresentada
como uma boa alternativa para implantacdo de SAFs devido a sua habilidade de crescimento
em solos de baixa fertilidade e alto valor agregado da madeira (MARTINOTTO et al., 2012).
Assim, torna-se importante determinar se esses bioestimulantes interferem positivamente no
desenvolvimento de mudas de guanandi, potencializando o0 povoamento com essa espécie
florestal.

No presente trabalho, os efeitos da adi¢do de SH extraida de vermicomposto de esterco
bovino empregando-se NaOH (acidos humicos, AH) e dgua (extrato humico soltvel em agua,
EHSA), associados ou ndo a solugbes contendo bactérias potencialmente promotoras do
crescimento de plantas, foram avaliados como bioestimulante capaz de acelerar o
desenvolvimento inicial de mudas de guanandi. A hipdtese é que as medidas biométricas das
plantas, a taxa fotossintética e a eficiéncia de uso da dgua sejam positivamente alteradas com

a aplicacdo conjunta dessas bactérias e AH ou EHSA.

2.Material e Métodos

2.1. Vermicompostagem e extracdo de acidos humicos e extrato solivel em &gua- Para
obtencdo dos AH e EHSA, inicialmente foi realizado um processo de compostagem por 30
dias empregando-se de esterco bovino e palha seca de milho, em proporcdes capazes de
garantir uma relacéo inicial C/N < 40/1. Apos, as pilhas de composto foram colonizadas com

minhocas da espécie Eisenia foetida na proporcdo de 1000 minhocas por m* de composto. Ao
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longo do processo, a umidade foi ajustada para valores entre 50 e 70%. A coleta do
vermicomposto foi realizada 120 dias ap0s o inicio do processo, quando ja nao apresentava as
caracteristicas da matéria-prima original.

Os AH foram entdo extraidos do vermicomposto conforme procedimento descrito em
SANTOS et al. (2008). Para isso, foi utilizada NaOH 0,1 mol L, como solvente na razéo
vermicomposto/extrator de 1:20 (m:v). O material foi agitado por 6 horas em atmosfera inerte
de N, seguido de separacdo da fracdo soluvel por decantacdo e centrifugacdo. O extrato
alcalino obtido teve o pH reduzido até 1,5-2,0 com H,SO, 6 mol L™, forcando a precipitacéo
dos AH, que foram separados da fracdo soltvel (acidos falvicos) por decantacdo seguida de
centrifugacdo. Os AH foram entdo redissolvidos e precipitados com NaOH e H,SO, trés vezes
para a remocdo de impurezas minerais, lavados repetidamente com agua destilada e dialisados
contra agua destilada em membranas “cut-off” 14 kDa (Thomas Scientific, Inc). Os AH foram
entdo congelados e secos por liofilizagdo (L101, Liotop, Sao Paulo, Brasil).

Para obtencdo do EHSA, empregou-se uma adaptacdo do método proposto por
PINTON et al. (1998). Nesse caso, 0 vermicomposto e agua aquecida a 70 °C (razdo 1:20m:v)
foram agitados por periodo de 4 horas, com posterior periodo de descanso para decantacdo da
fracdo insoltvel. Apds separacdo da fracdo sollvel por sifonacdo, o material insollvel
resultante sofreu nova extracdo, utilizando-se 0 mesmo procedimento, sendo o extrato obtido
adicionado ao primeiro obtido. Os EHSA foram entdo congelados e secos por liofilizagdo

(L101, Liotop, Sé&o Paulo, Brasil).

2.2. Caracterizacdo dos AH e EHSA - A avaliacdo da composicao elementar foi realizada em
automatico CHN (CHN 2400 series, Perkin Elmer, Massachusetts, USA) e as acidezes total,
carboxilica e fenolica foram determinadas de acordo com SCHNITZER e GUPTA, (1965).

Para acidez total, 100 mg de cada material foram acondicionados em erlenmeyer contendo 50
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mL de Ba(OH), 0,125mol L™, agitando-se por 24 h. A suspensdo foi filtrada em papel filtro
faixa azul e o material foi titulado com solucdo padronizada de HCI 0,05 mol L™ até pH
8,4+0,1 com auxilio de um pHmetro (Tec 5, TECNAL, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil) até pH
8,4+0,1. Para acidez carboxilica, 100 mg de de cada material foram colocados em erlenmeyer
contendo 50 mL de solugdo de Ca(COO), 0,2 mol L™?, em 4gua livre de CO,, com agitacéo
por 24 h seguida de filtracdo (papel faixa azul com poros de 0,125 mm). O residuo foi lavado
com agua livre de CO, e titulado com solucéo padronizada de NaOH 0,1 mol L™ até pH
9,8+0,2. A acidez fendlica foi determinada pela diferenca entre a total e a carboxilica.

A espectroscopia na regido do infravermelho foi realizada utilizando-se pastilhas com
1 mg de AH em 100 mg de KBr, na faixa de 600 cm™ a 4000 cm™ de nimero de onda, em um
equipamento Varian 640 (Varian, Toquio, Japdo). Os espectros foram discutidos conforme
(DENDISOVA et al., 2018; PALENCIA, 2018; ZHANG e ROEYERS, 2019). Para
identificar e quantificar os principais grupamentos de C presentes no material, foi realizada
analise de ressonancia magnética nuclear de **C em um equipamento Bruker spectrometer
(Bruker Avance Il HD 600 MHz, Bruker, Germany) operando a 150.9 MHz. As amostras
foram acondicionadas em rotor de zircénio, com parametro de giro de 10 + 1 KHz e
polarizacdo cruzada com rotacdo no angulo magico (CPMAS), com tempo de aquisicdo de
22,5 ms, decaimento de 1,0 s e tempo de contato de 2,0 ms. Os espectros foram manipulados
no software SpinWorks versao 3.1. e avaliados de acordo com MARTINEZ-BALMORI et al.,
(2014), em seis regides: deslocamentos quimicos entre 190 a 160 ppm (carbonilas de cetonas,
quinonas, aldeidos e grupos carbonilas); de 160 a 140 ppm (fendis e C aromaético O-
substituido); de 140 a 110 ppm (C aromatico néo substituido e olefinico); de 110 a 95 ppm (C
anomérico); de 95 a 65 ppm (Sistemas O-alquil); de 65 a 45 ppm (substituicdo metoxi; N
grupos alquilicos) e de 45 a 0 ppm (carbonos alquilicos, principalmente CH, e CH3). As areas

referentes aos carbonos alquilo (0 a 45 ppm) e aromatico/olefinico (110 a 160 ppm) foram
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somadas para obtencdo do indice de hidrofobicidade (HB). As areas de 200 a 160, 110 a 95 e
95 a 5 ppm foram somadas para obtencdo do indice de hidrofiolicidade (HI). A partir destas,
obteve-se a relagdo HB/HI. O indice de aromaticidade (IA) foi definido em porcentagem da
area do espectro de *C RMN na regido dos grupos aromaticos (110-160 ppm) em relacéo &
area total do espectro, excetuando-se as areas do C carboxilico e carbonilico (Hatcher et al.,
1981). Os resultados da caracterizacdo das SH obtidos pelas diferentes técnicas descritas

foram avaliados de maneira descritiva.

2.3. Producédo das mudas de guanandi e testes preliminares — Sementes de guanandi foram
obtidas de um viveiro comercial (mudas de sementes nobres — MG), e utilizadas para testes
preliminares visando determinar possiveis concentracdes 6timas de AH e EHSA capazes de
estimular o desenvolvimento inicial das plantas. Para isto, as sementes foram inicialmente
esterilizadas com hipoclorito de sodio a 10%, enxaguadas com agua destilada e
acondicionadas em canteiros com areia, em pleno sol, para germinacdo. Apods 60 dias,
plantulas contendo 4 a 6 pares de folhas receberam 400 mL de solugdes contendo 0,0; 2,5;
5,0; 10,0; 20,0 ou 40,0 mgL™* de AH ou EHSA, aplicadas semanalmente. Apé6s 60 dias, as
mudas foram coletadas para avaliacdo de nimero de raizes (NR) e nimero de raizes laterais
(NRL), por contagem manual, comprimento da parte aérea (CPA), comprimento da raiz
principal (CRP); diametro do caule (DC) e da raiz principal (DRP), empregando-se um
paquimetro digital (Stainless Hardened Ago inox 150 mm / 6"); indice de area foliar (IAF), a
partir da obtencdo de imagens e processamento no programa imageJ®, massa fresca da parte
aérea (MFA) e das raizes (MFR), em balanca analitica (Marte/Shimadzu AUW); massa seca
da raiz (MSR) e parte aérea (MAS), apds secagem do material em estufa de circulagdo
forcada (TE-394/4, Tecnal, S&o Paulo, Brasil) por 72 h a 65 °C e pesagem em balanca

analitica (Marte/Shimadzu AUW). Os dados obtidos foram modelados e, a partir da derivacédo
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das equacOes obtidas, foram determinadas as concentracfes Otimas para cada medida
avaliada, sendo a concentracao 6tima empregada no experimento de crescimento de plantas de
guanandi aquela resultante da média aritmética de cada valor determinado. O experimento
seguiu um delineamento inteiramente casualizado, com 20 repetices e os dados foram

avaliados utilizando-se o software estatistico R (versdo 3.2.2.).

2.4. Adicao de bactérias, AH e EHSA as mudas — As bactérias com potencial para emprego
como estimulantes do crescimento do guanandi foram previamente isoladas e identificadas
por SOUZA et al. (2019). Foram selecionadas dois isolados pertencentes aos géneros
Pseudomonas e Enterobacter devido a sua habilidade de solubilizacdo de fosfato de célcio e
oxido de zinco, capacidade de fixacdo bioldgica de nitrogénio atmosférico e de producdo de
acido indol-acético. As bactérias foram aplicadas isoladamente ou em conjunto com as
concentracdes o6timas de AH e EHSA (22,6 mg L™* e 2555 mg L™, respectivamente)
determinadas conforme tépico 2.3.

Para os testes visando determinar o potencial de estimulo ao crescimento, plantulas de
guanandi obtidas conforme tépico 2.3. foram transplantadas para vasos de 2,0 L contendo
substrato autoclavado formado por solo, vermiculita e areia, na propor¢do 3:1:1 (v:v:v). Os
teores de nutrientes no substrato foram analisados conforme (EMBRAPA, 2009). Apos as
plantulas receberam adi¢des da concentracdo mais eficiente de AH, EHSA, bactérias e
combinagdes (AH+bact.; EHSA+bact.) além de um tratamento controle. Para isto, os AH e
EHSA solubilizados em KOH 0,1 mol L™ e o pH da solucéo foi ajustado para 6,5 com HCI
0,1 mol L™, sendo aplicados quinzenalmente 100 mL planta™, por meio de pulverizagio foliar
e diretamente na rizosfera. As bactérias selecionadas foram crescidas em meio LB, sendo

aplicados 50 mL de solucéo (meio/bactérias) contendo as bactérias (10° bactérias mL™). Para
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ajuste da concentracdo bacteriana, utilizou-se leitura da densidade optica em 640 nm, de
acordo com a curva de crescimento da solucdo contendo as bactérias e o meio de cultura.
Assim, foram observados seis tratamentos: 1) Controle: mudas produzidas utilizando-
se somente o substrato de crescimento vegetal autoclavado; 2) AH: mudas produzidas com o
substrato, com adicdo de AH determinada; 3) EHSA: mudas produzidas com o substrato, com
adicdo de EHSA determinada; 4) IM: mudas produzidas com o substrato, com aplicacdo dos
isolados bacterianos (10° bactérias mL™); 5) AH+IM: mudas produzidas com o substrato, com
adicdo de AH e IM. 6) EHSA+IM: mudas produzidas com o substrato, com adi¢cdo de EHSA
e IM. O material permaneceu em viveiro de producdo de mudas separados a 50 metros de
distancia, em pleno sol, por um periodo de 150 dias, sendo regados diariamente, minimizando
0 maximo os riscos de contaminacdo dos tratamentos avaliados. Uma segunda aplicacdo das
solucdes contendo as bactérias nos tratamentos 3 e 4 foi realizada 60 dias apds a primeira
aplicacdo. Apos atestada a normalidade dos dados pelo teste de Shapiro-Wilk, foi realizado
teste F e, quando significativo, empregou-se o teste de Tukey (p<0,05) para comparagdo das

médias.

2.5. Parametros relacionados as trocas gasosas e taxas fotossintéticas — Foram
determinados empregando-se um sistema portatil de determinacdo de trocas gasosas por
infravermelho (Infra-Red Gas Analyser) (L1-6400 XTR-Z, Analytical Development Company
Limited, Nebraska, USA). As medi¢des foram realizadas das 9 h as 11h 40 min (HALL et al.,
1993), utilizando a ultima folha completamente desenvolvida, registrando cinco medicgdes
para cada folha, em intervalos de 20 a 30 s, avaliando-se a taxa liquida de assimilagcdo de CO,
(A), condutancia estomatica (gs), concentracdo de CO; nas cavidades subestomaticas (C;) e a
taxa de transpiracdo (E), sob irradiancia de 1200 pmol de fétons m? s e concentracio

externa de CO, (C,) de 400 pmol mol™. A eficiéncia no uso de 4gua (EUA) foi obtida pela
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relagdo entre (A/E) [(umol m™ s™)/(mmol H,0 m?s™)™]. Os parametros de fluorescéncia da
clorofila A (Chl a) foram obtidos por meio de cdmaras de fluorescéncia integradas na mesma
pinca na qual os parametros de trocas gasosas foram mensurados, empregando-se, 5
repeticdes sorteadas em cada tratamento e realizando a avaliacdo da comparacao das médias

pelo teste Tukey (p<0,05).

2.5.1. AvaliacGes biométricas - Aos 150 dias foram avaliadas as caracteristicas: NR por
contagem manual; NRL por contagem manual com auxilio de lupa; CPA, com régua
graduada, considerando-se da base do vaso (substrato) até a ultima ramificacao foliar; CRP da
base do vaso (substrato) até o final da raiz principal; DC e DRP, com paquimetro digital; IAF,
a partir da obtencéo de imagens fotograficas e processamento no programa digital imageJ®;
MFA, MFR, MSR e MAS em balanca analitica, sendo MSR e MAS obtidos apds um periodo
de 72 h em estufa a 65 °C (TE-394/4, Tecnal, Sdo Paulo, Brasil). A densidade de raizes
laterais foi também obtida a partir da relacdo entre NRL e CRP. Os resultados seguiram um
delineamento inteiramente casualizado (DIC), com 20 repeticdes os dados foram avaliados

utilizando-se o software estatistico R (versdo 3.2.2.).

3. Resultados e Discussao

3.1. Composicao elementar, acidez total, carboxilica e fenélica dos AH e EHSA

A Tabela 1 apresenta a composi¢do elementar e a distribuicdo dos componentes de

acidez das SH empregadas no experimento.
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Tabela 1 — Acidez total, fendlica, carboxilica, composicéo elementar e relagfes atbmicas dos
AH e EHSA extraidos de vermicomposto de esterco bovino.

Acidez Composigéo elementar Relagdes atdmicas

Acidez Acidez Acidez C H N @) C/IN H/C O/C

total fendlica carboxilica

............. MMOole g™ v e KO
AH 6,0 3,5 2,5 4425 68,1 274 461,3 1884 185 0,78
EHSA 2,0 1,3 0,7 2452 3,70 161 5242 177,68 0,18 0,16

Os resultados demonstraram para 0s AH baixo conteudo de C e N e elevado contetido
de O, ja para os EHSA o contetdo de C, O e N também foram baixos quando comparado a
média observada na literatura (GRIFFITH e SCHNITZERZ, 1975; CELI et al., 1997;
BUSATO et al., 2010; CANELLAS et al., 2015; DOBBSS et al., 2016; PITTARELLO et al.,
2018). Estes resultados demonstraram que a vermicompostagem foi caracterizada pela
degradacdo da matéria organica responsavel e pela formacdo de materiais himicos LV et al.
(2013), vez que essa variagcdo no teor de C esta relacionada as condi¢cbes ambientais do
vermicomposto e a propria heterogeneidade do mesmo (EBELING et al., 2011). Pode estar
associado também a uma elevada acidez total do material, faixa que pode ser observada para
material humificado menos condensado, como os acidos flivicos, o que implica SH pouco
oxidadas e menor intensidade do processo de humificacdo para este trabalho (CANELLAS et
al., 2015). Observa-se que pode ocorrer blogueio dos grupamentos funcionais oxigenados pela
formacdo de complexos MENDONCA e ROWELL (1996). Esses bloqueios podem diminuir
a evolucgdo quimica das SH promovendo acimulo de &cidos favicos ou de AH com baixo grau
de humificacdo (DOBBSS et al., 2010). De fato, quando os EHSA foram avaliados em

relagdo aos componentes de acidez, foi observada baixa acidez total (Tabela 1), sendo que o
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comportamento mostrado pelos EHSA deve ser atribuido as suas diversas caracteristicas
moleculares (PICCOLO et al., 2019).

O conteudo de O sugere niveis elevados de oxidacdo nos AH obtidos do
vermicomposto, que pode estar associado a uma elevada acidez total do material, faixa que
pode ser observada para material humificado menos condensado, como os acidos flavicos, o
que implica AH bastante oxidados e menor intensidade do processo de humificacdo
(CANELLAS et al.,, 2015). De fato, quando os AH foram avaliados em relacdo aos
componentes de acidez, foi observada baixa acidez total (Tabela 1). O AH apresentou valores
de 2,5, 3,5 e 6,0 mmol; g*, enquanto que EHSA foi de 0,7, 1,3 e 2,0 mmolg.™ para acidez
carboxilica, fendlica e total, respectivamente. Estes resultados estdo de acordo com dados
relatados por PERTUSATTI e PRADO (2007) divergindo para a acidez total 4,94 e 2,40
mmol. g, no entanto, esta de acordo com DOBBSS et al. (2009), pois a acidez fendlica foi
responsavel por quase dois tercos do H* na acidez total das SH avaliadas por estes autores.

Considera-se essa variacdo em funcdo da origem da SH analisada CANELLAS et
al.(2005), onde a acidez fendlica representou a maior parte dos grupos reativos. PICCOLO
(2002), SIERRA et al. (2004) e MAJI et al. (2017) associam a acidez fendlica das SH ao
conteddo de grupamentos hidroxilas que normalmente estdo ligados a anéis aromaticos
(fendis) que pode ser também observado no tépico 3.2 do espectro de infravermelho. Para
CANELLAS et al. (2005) e BALDOTTO e BALDOTTO (2014), as espécies fendlicas estdo
associadas a macromoleculas de lipideos, onde a proeminéncia dos grupamentos carboxilicos
e de OH-fendlicos sublinha a significativa da acidez das SH.

Em comparagdo com esses resultados COTTA (2019) encontrou em um dos Seus
tratamentos avaliados para SH valores de 0,84, 4,33 e 517 mmolg." para a acidez
carboxilica, fenolica e total, 0o que permite associar estes resultados ao processo de

estabilizacdo, onde ocorre uma diminuicdo dos grupos alifaticos na estrutura da matéria
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organica e a formacdo de anéis aromaticos substituidos, os quais sdo geralmente grupos
carboxilicos, hidroxilicos e carbonilicos. Um dos aspectos mais estudados sobre as SH € a sua
capacidade de complexacdo sendo abordada por PRADO et al. (1999) que obteve resultados
divergentes ao deste trabalho valores de 2,33, 2,74 e 5,07 mmolg.™” para a acidez carboxilica,
fenolica e total em funcdo da origem das SH, o que de forma direta influi na capacidade de
complexacdo com metais, que ocorre devido ao grande nimero de grupos funcionais. Essas
fracdes de tamanho molecular maior tendem a apresentar quantidade relativa de C aromatico,
enquanto as fracbes de menor tamanho tendem a ser compostas por carbonos oxidados e
menos compostos C aromaticos (CANELLAS et al., 2010).

A partir da composicdo elementar das SH, foram obtidas as razdes atbmicas C/N, H/C
e O/C, AH (18,84; 1,85 e 0,78) e EHSA (177,68; 0,18 e 0,16) respectivamente (LU et al.,
2000; MIRANDA et al., 2007). A razdo H/C maior nos EHSA associa-se segundo estes
autores, as transformacdes diagenéticas, bem como as condi¢cGes ambientais sob as quais as
substancias humicas foram formadas.

COTTA (2019) obteve em seus tratamentos avaliados as razdes atémicas C/N, H/C e
O/C, entre 24,87-21,38, 1,61-1,38 e 0,50-033, respectivamente, resultados que se relacionam
aos deste trabalho, uma vez que, acelerada humificacdo do vermicomposto reflete em um
decréscimo da C/N e o aumento de nutrientes minerais (P, K e Na), e esta relacionada com a
mineralizacdo da matéria organica pelas minhocas. Para KAYHANIAN e
TCHOBANOGLOUS (1993), a relacdo C/N do humus estabilizado deve estar entre 15 a 20
(razbes atdbmicas) sendo divergente para 0s EHSA, no entanto, a razdo C/N indica o grau de
incorporagéo de nitrogénio na estrutura humica e é considerada um dos mais simples métodos
para se avaliar a capacidade de assimilacdo pelas plantas do nitrogénio (COTTA, 2019).

A razdo atdmica O/C maior nos AH estima a abundancia de oxigénio contido em

grupos funcionais, relacionada com os teores de carboidratos, sendo que para BUDZIAK et
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al. (2004) as razbes O/C aumentaram e diminuiram de valor no decorrer da compostagem,
indicando processos oxidativos mais fortes no inicio da compostagem, e de reducéo no final o
que pode ser associado as diferencas entre os AH e EHSA. Para BALDOTTO e BALDOTTO
(2014), as razdes O/C indicam o teor de grupos oxigenados presentes na molécula, de forma
que as razdes H/C e C/N tendem a diminuir a razdo O/C estando de acordo com os resultados
deste trabalho.

A razdo atbmica O/C pode ser estimada pela abundancia de oxigénio contido em
grupos funcionais, relacionada com os teores de carboidratos das SH; para BALDOTTO e
BALDOTTO (2014), as razbes O/C indicam o teor de grupos oxigenados presentes na
molécula, de forma que as razdes H/C e C/N tendem a diminuir a razdo O/C. A relagcdo C/N
indica o grau de incorporacdo do N na estrutura das SH e consequente grau de humidificacdo
(JARBAS et al., 2007), pois quanto menor a razdo atbmica H/C, maior a resisténcia a
termodegradacdo, indicando alta resisténcia de estruturas aromaticas a processos de oxidagédo

estando relacionada com o grau de aromaticidade (BOTERO, 2010).

3.2. Espectroscopia na regido do infravermelho

De modo geral, os espectros de AH e EHSA apresentam nove bandas de absor¢do bem

definidas, conforme observado na (Figura 1).
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Figura 1- Espectros de infravermelho de AH e EHSA extraidos de vermicomposto de

esterco bovino.

Ha uma banda de absorcdo com centro em 3.524 cm™ (variando de 3.693 a 3.438 cm™)
devido ao estiramento de ligagdes O-H de varios grupos hidroxilados, mas principalmente
acidos carboxilicos capazes de fazer ligagdes hidrogénio que alteram a frequéncia de
estiramento. Na faixa espectral de comprimentos de 3.440-3.300 cm™, verificou-se a presenca
de uma banda de absorcédo, referente, a estiramento COOH em H, de modo que a forca das
ligacGes intermoleculares indica a extensdo do alargamento. Quanto mais ligacfes de H, mais
acido € o material analisado e mais larga é a absorcdo nessa regido (DIAS et al., 2009). A
guantidade de oxigénio pode ser relacionada a presenca de grupos funcionais na superficie das
SH (DE SOUZA e BRAGANCA, 2017) e o mesmo pode ser dito sobre a presenca de
hidrogénio. Os grupos representados pelas bandas 3616 cm™, 2600 cm™, 1200 cm™, nas quais
a ultima banda € atribuida ao alongamento C=0O, e ao alongamento e deformacdo OH no
grupo COOH, respectivamente (TROMPOWSKY et al., 2005; DE SOUZA e BRAGANCA,

2017). A banda em torno de 3438 cm™ esta relacionada com estiramento de OH de
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grupamentos carboxilicos, fendlicos, alcoois e da agua ligada (SANCHES et al., 2007; DIAS
et al., 2009).

Observou-se uma aguda e bem definida banda de absorcdo centrada em 2.928 cm™
devido ao estiramento simétrico de ligagdes C-H, principalmente de grupos metil (CH3); sdo
atribuidas aos estiramentos antissimétrico e simétrico de C-H dos grupos alifaticos
(SANCHES et al., 2007; DOSKOCIL et al., 2018). A banda distinta ocorrendo em torno de
1640 cm™ pode ser atribuida ao estiramento de grupos C=C em anéis aromaticos
(DOSKOCIL et al., 2018).

A banda de absorgdo em 1.690 cm™ (variando entre 1.712 cm™ e 1.640 cm™), atribuida
genericamente a presenca de carbonilas (C=0) em cetonas e aldeidos; uma banda de absorc¢éo
intensa e alargada em 1.623 cm™ (1.640 cm™) atribuida & presenca de uma série de
estiramento simétricos de ligacbes C=0 de grupos COQ’, banda de amida e quinonas; banda
de absorcdo centrada em 1.513 cm™, devido a estiramentos C-C de anéis aromaticos
(indicador da presenca de ligninas) e sistemas N=C conjugados; uma banda de absorcdo em
1.422 cm™ atribuida a deformacdo de ligages C-H de grupos metil e metilenos; uma banda
de absorcdo bem definida centrada em 1.198 cm™ atribuida & presenca de deformagéo de O-H
em grupos carboxilicos e ligacdes éster (C-O) e, ainda, a presenca de fendis.

Uma banda de absorcdo em 1.086 cm™ e 1.031 cm™ devida a estiramentos C-O de
polissacarideos nos AH. Por fim, as bandas de absorcdo entre 800 e 912 cm™ atribuidas a
vibracdes de ligacbes C-H de grupos aromaticos e de impurezas inorganicas e organo-
metalicas (DOBBSS et al., 2009). A comparacdo da regido de impressdo digital (1400 a 900
cm™) com o espectro de uma amostra padrdo é de fundamental importancia para confirmar a
identidade da substancia analisada. Estes autores também afirmam que as bandas de
deformacéo C-H fora do plano foram observadas na zona de 912-678 cm™ e foram atribuidos

a estruturas aromaticas com hidrogénios aromaticos isolados. DIAS et al. (2009) observaram
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que a banda de absorc&o na zona de 1.510-1.540 cm™ pode estar relacionada ao estiramento

C=C aromaético, cuja deformag&o ocorre de 800 cm™ para baixo.

3.3. Ressonancia magnética nuclear de **C
A participacdo de cada regido observada nos espectros de RMN de **C é apresentada

na Tabela 2.

Tabela 2- Resultados obtidos por ressonancia magnética nuclear de **C a partir dos AH

extraidos de um vermicomposto.

Deslocamento quimico (Integracdo da area )

0-45  45-65 65-95  95-110 110-140 140-160 160-190 HB/HI 1A
.............................................................. PPIM .t

22,3 20,8 22,4 7,2 16,1 4,8 6,4 1,92 20,9
25,4 19,3 241 6,5 11,3 3,5 9,9 1,89 14,8

*Valores referem-se & area relativa correspondente a cada regido no espectro de °C.

O deslocamento do espectro entre 0 e 45 ppm apresentou 22,3% para 0s AH e 25,4%
para 0s EHSA de longas cadeias alquilicas sem substituicdo que podem incluir cadeias
lineares de carbono metilenos, provenientes, possivelmente de polissacarideos incorporados
as estruturas dos AH (CANELLAS et al., 2001). Estes contribuem para a regido alifatica do
espectro que é composta por grupos (CHy), e grupos (CHs), terminais de compostos lipidicos
de plantas e microrganismos (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006), como graxas e poliésteres
alifaticos (DESHMUKH et al., 2005; CHEN et al., 2008).

A regido entre 95 e 110 ppm com 7,2 e 6,5% dos AH e EHSA no espectro é associada
a presenca de carboidratos como unidades monoméricas de cadeias de polissacarideos,

presentes em tecidos vegetais com lignina (JOHNSON et al., 2005). A regido entre 45 e 65

70



ppm foi responsavel por 20,8 e 19,3% dos AH e EHSA no espectro pode ser associada ao
substituinte metoxil em anéis aromaticos de guaiacila e siringila (unidades da estrutura da
lignina) ou a ligacBes C-N em aminoacidos (HATCHER, 1987). AGUIAR et al. (2013) e
MARTINEZ-BALMORI et al. (2014) identificaram os mesmos grupos funcionais entre 140 e
160 ppm, o deslocamento quimico representou 4,8 e 3,5% da area do espectro das SH no
presente trabalho, sendo essa regido atribuida a carbono alquil com N-substituido em
proteinas e peptideos.

Na regido entre 65 e 95 ppm, representam 22,4 e 24,1% no espectro dos AH e EHSA,
picos referentes a presenca de carbono ligado a substituintes de oxigénio e/ou carbonos
ligados a grupos de éteres, atribuiram-se os sinais a presenca de carbono ligados a grupos
aromaticos e fenolicos (DIGNAC et al., 2002; SIMPSON e SIMPSON , 2012). A regido entre
110-160 ppm apresenta ocorréncia de anéis aromaticos, especificamente entre 110 e 140 ppm
representam 16,1 e 11,3% do espectro com ocorréncia de grupos fendlicos para as SH aqui
analisadas. A regido entre 160 e 185 ppm representam 6,4 € 9,9% no espectro dos AH e
EHSA esta relacionada a grupos carboxilicos que determinam o grau de hidrofilicidade das
SH (SIMPSON e SIMPSON, 2012; OLIVEIRA, 2015). E importante ressaltar, segundo WEN
et al. (2013), que alguns problemas, tais como, atribuicGes e quantificacdes de sinais mais
precisas sao dificeis de serem resolvidos devido a sobreposicao de sinais e outros fatores.

O indice de hidrofobicidade de 1,92 e 1,89 para os AH e EHSA corresponde aos
componentes hidrofilicos AGUIAR et al. (2013), esse indice segundo DOBBSS et al. (2009)
esta associado a capacidade de oxidacdo e grau de aromaticidade, que neste trabalho foi de de
20,9 e 14,8% dos AH e EHSA respectivamente, valores semelhantes aos encontrados na
literatura (DOBBSS et al., 2010; AGUIAR et al., 2013). A distribuicdo ndo-uniforme da
hidrofobicidade da matéria organica no solo pode retardar a entrada de agua nos agregados e,

assim, aumentar sua resisténcia a hidratacdo (SULLIVAN, 1990). Desta forma, SH que
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contém natureza mais hidrofébica sdo capazes de formar agregados mais estaveis do que
aqueles que possuem natureza mais hidrofilica (AGUIAR et al., 2013) mostrando que SH,
com maior grau de hidrofobicidade (C-aromatico + C-alquilico), apresentam maior
capacidade de estimular sistemas bioldgicos (DOBBSS et al., 2010). A importancia da
hidrofobicidade da matéria humica no crescimento radicular tem sido demonstrada em varios
estudos (CANELLAS et al., 2015). Dentre estes estudos Spaccini et al. (2000) provaram que
biomoléculas liberadas no solo durante a mineralizacéo de residuos de milho foram protegidas
da degradacdo microbiana por componentes hidrofébicos circundantes.

O processo de humificacdo decorrente da vermicompostagem demonstra mudancas
estruturais na conformacdo das SH, tais como alteracBes na composicdo elementar, grupos
funcionais e hidrofobicidade (AGUIAR et al., 2013). SH com maior grau de hidrofobicidade
usualmente apresentam maior capacidade de estimular desenvolvimento vegetal (DOBBSS et

al., 2010).

3.4. Testes com plantas
3.4.1. Testes preliminares com AH para verificacdo de possivel concentracdo 6tima —

A Tabela 3 indica 0 modelo de concentracdo-resposta para as diferentes variaveis
avaliadas a partir da aplicacdo de solugcbes contendo AH. Para o guanandi, as concentracdes
6timas modeladas variaram de 9,37 mg L™, para CPA, até 32,93 mg L™, para MFA. A média
geral obtida com as concentracdes 6timas de todas as variaveis avaliadas foi de 22,6 mg L™,

sendo esta empregada no experimento posterior.
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Tabela 3- Modelo de concentracdo-resposta, coeficiente de correlacdo (R?), niimero

de unidades que integram a amostra (n), nivel de significancia da regresséo (valor-p) e ponto

de inflexdo (concentracdo 6tima) para CPA, NRL, IAF, MFA, MAS e DRL de mudas de

guanandi, apds 60 dias em tratamento com diferentes doses de acidos humicos.

Equacéo

Concentracéo 6tima mg L™

Variavel (y = b2x*+b1x+b0) R’ N p (dx/dy): bi+2(b)x = 0

CPA  y=- 0,0042x%*+0,6787x+12,53 0,7825 8 <0,05 9,37

NRL y=- 0,0446x°+1,9381x+20,27 08505 8 <0,05 21,73

IAF  y=- 0,0174x%+0,8091x+21,96 08613 8 <0,05 22,15

MFA  y=- 0,0007x*+0,0461x+1,302 08749 8 <0,05 32,93

MSA y=- 0,0002x°+0,0113x+0,401 0,6668 8 <0,05 27,20

DRL y=- 0,0069x°+0,2768x+3,161 0,7692 8 <0,05 20,05
MEDIA 22,60

Para mudas de Cattleya warnery var a concentracéo ideal foi de 4,16 mg L™ para

melhor incremento em massa nas plantas (SILVA et al., 2015), enquanto que PINHEIRO et

al. (2010) determinaram 4,30 mg L™ para maior estimulo ao crescimento do didametro do

caule em mudas de eucalipto.

3.4.2. Testes preliminares com EHSA para verificacdo de possivel concentracdo 6tima- A

Tabela 4 indica 0 modelo de concentragao-resposta para diferentes variaveis avaliadas a partir

da aplicacdo de solugdes contendo EHSA. Para o guanandi, as concentracfes Otimas

modeladas variaram de 22,24 mg L™, para DRL, até 27,99 mg L, para IAF. A média geral

obtida com as concentracdes 6timas de todas as variaveis avaliadas foi de 25,55 mg L™, sendo

esta empregada no experimento posterior.
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Tabela 4 - Modelo de concentracio-resposta, coeficiente de correlagdo (R?), niimero
de unidades que integram a amostra (n), nivel de significancia da regressao (valor-p) e ponto
de inflexdo (concentracdo 6tima) para CPA, NRL, IAF, MFA, MAS e DRL de mudas de

guanandi, apds 60 dias em tratamento com diferentes doses de EHSA.

Equacao Concentracéo 6tima mgL™

Variavel (y = b2x*+b1x+b0) R’ N p (dx/dy): bi+2(b)x = 0

CPA  y=- 0,0048x%*+0,2587x+10,27 0,6765 8 <0,05 26,95

NRL y=- 0,0286x°+1,3826x+16,29 09342 8 <0,05 24,17

IAF =- 0,0097x*+0,543x+20,632  0,7632 8 <0,05 27,99

MFA  y=- 0,0005x?+0,0242x+1,3146  0,8114 8 <0,05 24,20

MSA =- 9,E-05x°+0,005x+0,4628  0,7249 8 <0,05 27,77

DRL y=- 0,0075x°+0,3336x+2,3353  0,8759 8 <0,05 22,24
MEDIA 25,55

AvaliacGes foram realizadas com duas variedades comerciais de sorgo granifero
(Sorghum bicolor L. Moench), 1G282 e 50a50 por VENDRUSCOLO et al. (2014) para
composicdo dos tratamentos, expostos a cinco diferentes doses de substancias hamicas (0,0;
1,0; 2,0; 3,0 e 40 mL Kg™), ndo ocorrendo efeito das doses de substancias himicas na
germinacdo e crescimento inicial de plantulas de sorgo. Essas concentragdes sao inferiores as
aqui testadas, mas vale ressaltar que ndo se trata de uma florestal. Para mudas de Cattleya
warnery var, a concentracdo ideal foi de 4,16 mg L™ para melhor incremento em massa nas
plantas, SILVA et al. (2015), enquanto PINHEIRO et al. (2010) determinaram 4,30 mg L™,

para maior estimulo ao crescimento do diametro do caule em mudas de eucalipto.

Das quatro doses (0,1,0, 3,0 e 5,0 mg L) testadas por RODRIGUES et al. (2018), a
dose 3,0 mg L* de C de AH de Fertiactyl GZ® e de AH-Alternativo promoveu,
respectivamente, maior massa seca da parte aérea e maior massa seca da raiz. Observa-se que
os efeitos nas plantas de guanandi sdo proximos, tendo uma variacéo de 5,750 mg L™ entre a

menor concentracdo e a maior. Alterando desta forma tanto a morfologia da parte aérea
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quanto do sistema radicular, sendo a concentragdo Otima da aplicacdo dos EHSA sobre
vegetais, dependente de estudos preliminares que definam a concentracdo 6tima para cada

espécie (BALDOTTO e BALDOTTO 2014).

3.4.2. Trocas gasosas e das taxas fotossintéticas nas mudas sob adi¢cdo de AH(concentracao

6tima), EHSA(concentracdo 6tima), IM, AH+IM e EHSA+IM

Durante o periodo da realizacdo do experimento, a temperatura variou entre 17,2 °C e
27,2 °C. A temperatura média registrada diariamente as 9h foi de 20,2 °C + 2,1. Nestas
condicdes, observou-se que, no intervalo de 150 dias de crescimento, foi definida a curva de
luz para o guanandi (Figura 2 A), sendo a Densidade de Fluxo de Fotons (DFFF) para a

avaliaco a pleno sol variando ao longo do dia de 2,03 umol m?s™ a 2010,2 pmol m?s™.
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Figura 2 - (A) Curva de luz do guanandi, sendo: taxa de assimilacdo liquida de CO,
(A) em funcédo da densidade de fluxo de fdétons fotossinteticamente ativos (DFFF), (B) Taxa
Fotossintética (A-polm?™); (C) Taxa de concentracdo de CO, (Ci-pol m’™); (D)
Condutancia estomatica (gs-polm?s™); (E) Eficiéncia no uso da agua (EUA-polCO, polH,0
1: (F) Taxa de transpiracdo (E-pol H,Om?s), submetidas a diferentes tratamentos aos 150
dias. Barras contrastam os tratamentos com controle. Letras referem-se ao teste de Tukey (p <

0,05), auséncia de letras refere-se a falta de significancia entre os tratamentos.
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Os estudos de fluorescéncia da curva de luz se iniciaram atraves de observacdes
realizadas por KAUTSKY, H. e HIRSCH (1931), onde foi constatado que em uma transicao
de escuro para a luz a intensidade de fluorescéncia inicial aumenta, seguida por um declinio
até chegar a um nivel constante. Para ocorréncia do aumento da fitomassa em cultivos, tal fato
depende principalmente do desenvolvimento da area foliar (dossel), e do periodo de
desenvolvimento, que a interceptacdo luminosa estd associada (PEDREIRA e PEDREIRA,
2007). Embora tenham ocorrido diferencas na taxa de assimilacdo liquida de CO, (Figura 2A)
entre os tratamentos, essas podem repercutir em diferencas na produtividade final em escalas
silviculturais, afetada pela incorporacdo de biomassa nas plantas, demonstrando-se que é mais
determinante na produtividade do que a atividade fotossintética (DALASTRA et al., 2014).

Os resultados para A (Figura 2B) foram significativamente diferentes com maior
rendimento associado ao tratamento AH e menor ao IM, com médias 12,52 e 8,9 polm%™,
respectivamente. Do ponto de vista fisioldgico, a taxa fotossintética responde diretamente a
fatores ambientais como luz, concentracbes de CO, do ambiente e temperatura, ou
indiretamente a fatores como a umidade do ar e umidade do solo, através dos efeitos do
controle estomatico (TAIZ e ZEIGER , 2007). A razdo do menor rendimento ser associado ao
tratamento IM é abordada por GONCALVES et al. (2010), pois a inibicdo da fotossintese
induzida pelo estresse fisiologico/hidrico pode ser devida a limitacdo estomatica em funcédo da
presenca dos microrganismos, como verificado em quatro diferentes espécies de gramineas
por GHANNOUM et al. (2003). Porém, no presente trabalho, verificou-se que tanto gs como
E apresentaram reducdes superiores as observadas em A sob as mesmas condi¢bes para o
tratamento IM, sendo possivel afirmar que nas trocas gasosas o fator fisioldgico A, foi afetado
pelo tratamento IM. Dado este antagbnico ao tratamento AH que favoreceu o
desenvolvimento das mudas podendo ser utilizado em conjunto como bioinsumo para a

espécie conforme média de 15% superior no tratamento IM+AH com 10,46 polm?s™.
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A reducdo de A pode ser associada, segundo CAMPELO et al. (2015), ao déficit
hidrico que ocorrem por diversas razdes, tais como gs ao fluxo de CO,, danos ao aparato
fotoquimico da fotossintese. Estes autores observaram que para as especies mogno e ipé-rosa,
por exemplo, verificou-se reducdo do Ci apenas no més de novembro, enquanto para o
guanandi verificou-se reducdo nos meses de novembro (manhé e tarde) e fevereiro (tarde), o
que também pode ter contribuido para a reducédo nas taxas de fotossintese. A reducdo do gs no
tratamento IM em 41% pode ser associada as observacdes de SOUSA et al. (2019) que
afirmam gque aumentos na temperatura foliar, ou mesmo presenca do estresse em funcéo das
bactérias, podem ser ligados tanto a condutancia reduzida dos estbmatos, como as taxas de
transpiracdo. Para eles, a evaporacdo da dgua do mesofilo das folhas provoca o resfriamento
das folhas, portanto, a perda latente de calor pela transpiracdo é fundamental para que as
plantas consigam manter a temperatura foliar dentro de limites que ndo causem danos,
justificando a reducdo do gs no tratamento IM. Para manter a funcdo e o metabolismo normal,
as plantas desenvolveram mecanismos fisiologicos para manter o turgor tecidual e a abertura
estomatica, de modo a maximizar a eficiéncia fotossintética (MASHILO et al., 2017).

Houve reducdo na Ci (Figura 2D), no entanto, os tratamentos ndo apresentaram
diferenca significativa entre si. A provavel associacdo desses resultados pode ser feita em
funcdo do fechamento estomatico, conforme relato de DALASTRA et al. (2014). Estes
autores obtiveram respostas de curto prazo de plantas de café submetidas a atmosfera
enriquecida de CO, em condi¢Oes diversas, apontam para o efeito mitigador do CO, sobre 0
déficit hidrico, por meio do aumento das taxas fotossintéticas e manutencdo no acimulo de
carboidratos nas folhas e raizes do cafeeiro (SANCHES et al., 2018). Assim
independentemente da disponibilidade hidrica, pois todos os tratamentos receberam a mesma
frequéncia de irrigacdo, o comportamento metabdlico das plantas nos tratamentos Controle,

AH e EHSA para a Ci foi equivalente, sendo afetado apenas o0s tratamentos com
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microrganismos. No entanto SILVA et al. (2015) ao realizar testes de trocas gasosas em
plantas, observaram aumento linear do Ci na ordem de 24,14% a medida que se aumentaram
as laminas de irrigacdo e a disponibilidade hidrica, a justificativa associa-se ao tipo de
experimento que ndo inclui microrganismos nem SH, mas exclusivamente o deficit hidrico no
comportamento das plantas avaliadas.

A reducdo da gs pode limitar a taxa de retencdo de CO, e, consequentemente, a
concentracdo Ci diminui nos espacos intercelulares devido ao consumo de CO, pela atividade
fotossintética (DALEY et al.,2008). Os resultados para o gs (Figura 2C) ndo foram
significativamente diferentes sendo as médias dos tratamentos AH com 0,28 polm?®s™ o
melhor tratamento e IM o menor com 0,13 polm?s™. Esses resultados podem ser baseados no
fato de que os AH sdo considerados a fracdo mais bioativa das SH, apresentando maior
rendimento e produtividade nos diferentes niveis de organizacdo dos vegetais interferindo em
sua fisiologia (BALDOTTO e BALDOTTO, 2014; BUSATO et al., 2017; SABAH e OUKI,
2017; ZANDONADI et al., 2018). O estresse causado pelos microrganismos pode ser
considerado uma restricdo a producdo e estabilidade das plantas (HEINEMANN, 2010), como
exemplo, diversos mecanismos de defesa das plantas contra fitopatdgenos envolvem
alteracdes metabolicas que estdo correlacionadas com mudancgas na atividade de enzimas
chaves nos metabolismos priméario e secundario, influenciando de forma direta em seu
crescimento, e consequente comprometimento na producdo em sistemas florestais
(STANGARLIN et al., 2011).

Os resultados para EUA apresentaram diferenca significativa. Verificou-se que a
deficiéncia hidrica foi 27,94% maior para o tratamento IM (Figura 2F). Além dos
mecanismos intrinsecos de tolerancia a diferentes tipos de estresse abiotico, as plantas podem
associar-se a microrganismos do solo para suportar condi¢cdes adversas (PAGANO et al.,

2008). Para BARROS et al. (2018), mais de 80% das plantas terrestres realizam associacfes
79



simbioticas com microrganismos. Para eles, a simbiose pode minimizar os efeitos negativos
da deficiéncia hidrica através do aumento da captacdo de agua. Fato esses que divergiram
nesse experimento para as bactérias testadas que elevaram os niveis de estresse das plantas e,
consequentemente, elevando as taxas de utilizacdo hidrica, interferindo, assim, também, na
aquisicdo e translocacao de nutrientes.

Um aumento da incidéncia de estresses abidticos impactam negativamente o
crescimento e a produtividade das plantas em funcdo da caréncia de dgua no solo (ETESAMI
e MAHESHWARI , 2018). Para estes autores, o crescimento da planta sob as condicdes de
estresse serd menor do que as condicBes de ndo-estresse, sendo necessario reduzir os efeitos
adversos do estresse das plantas, pois tais condi¢des ndo podem ser generalizadas, sendo o
papel das interacbes de microrganismos vegetais benéficos e de grande importancia
econémica na producdo silvicultural (PARIONA-LLANOS et al., 2010).

Os resultados para E (Figura 2E) apresentaram diferenca significativa, sendo a média
para 0 melhor tratamento AH 5,47 pol H,Om?™ e para o tratamento IM apresentando o
menor resultado em média 2,75 pol H,Om?s™. A maior transpiracdo é benéfica, pois esse
fator estd diretamente correlacionado com a taxa fotossintética (RAMIREZ e HERRERA,
2017). A EUA é um importante mecanismo de adaptacdo fisiologica para melhorar a
produtividade das culturas em condicdes de limitacdo hidrica (MEDRANO et al., 2015). No
presente estudo, o0 EUA quando comparado ao controle, o tratamento IM+EHSA foi o Unico
tratamento inferior ao controle com 4%. Em comparacdo a estes resultados SILVA et al.
(2011) observaram em citros que o gendtipo mais tolerante a salinidade aumentou a EUA,
mantendo esta durante o periodo de exposicdo ao estresse salino. Assim, a presenca das
bactérias demonstra que as plantas de guanandi tiveram percepcao do estresse hidrico, e que o
aumento da EUA foi um bom indicador. Para SHIMAZAKI et al. (2007), a perda de agua

pelas plantas é regulada pela atividade das células-guardas, o tratamento 1M foi eficaz para E
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reduzindo em 38% a perca de agua gquando comparado controle, em que 0 aumento na
transpiracdo das plantas, se deve, sobretudo, a inabilidade em absorver agua suficiente para
repor aquela consumida no processo transpiratério (FERRAZ et al., 2012; FERRAZ et al.,
2014).

A reducdo de E € uma estratégia em que a planta desempenha em resposta a perda de
agua (ANDRADE et al., 2018), portanto, associa-se 0s resultados do guanandi avaliados a
uma taxa de transporte de elétrons melhorada, como a fotorrespiracdo durante o estresse
hidrico (MASHILO et al., 2018) em funcéo da atividade bacteriana nos tecidos vegetais. Para
MANDAL e JOSHI (2014), a maioria des espécies invasoras, como Chromolaena, exibem
um crescimento vegetativo abundante quando a agua € abundante, mas durante o estresse
hidrico causado por desnutricdo ou patdgenos, o fechamento dos estdbmatos resulta em
diminuicdo da condutancia foliar, fotossintese e transpiracdo (NAIDOO e NAIDOO, 2018).

Dentro dessa perspectiva de resposta ao tratamento IM ALVES et al. (2011), afirmam
que parametros relacionados as trocas gasosas podem ser considerados indicadores néo
invasivos de resposta fotossintética sob condicdes de estresse bidtico induzido pela presenca
de microrganismos. Para esse tipo de efeito, STERLING e MELGAREJO (2018)
comprovaram que a analise desses indicadores mostraram que a infeccdo por microrganismos
endofiticos patogénicos, ou ndo, causam reducdes nas taxas fotossintéticas, podendo ser esses
resultados aqui encontrados alteraces em fungédo da regulacéo negativa ou dano do aparelho
fotossintético devido a acdo bacteriana.

A diminuicdo da transpiragéo foliar reforca a ideia do estresse promovido por diversos
fatores, causando desbalanco metabdlico, levando assim ao colapso e desarranjo na formagéo
e manutencdo das estruturas da planta (MACHADO et al., 2010). INOUE (1988) observou
que a transpiracdo é um fendmeno bastante influenciado pelas condigdes do ambiente,

principalmente a temperatura e o déficit de saturacdo do ar. Para ele, sob idénticas condicdes,
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diferencas neste pardmetro podem indicar um mecanismo estomatico mais ou menos
eficiente, implicando na economicidade de &gua pela planta, este € um parametro que
expressa 0 potencial de assimilacdo de carbono em relacdo ao consumo de agua atraves da
transpiracdo (STROBL et al., 2017). E possivel dessa forma recomendar SH na agricultura;
com desenvolvimento do seu uso como sinergistas para melhorar a eficiéncia do uso de

fertilizantes e a atividade de inoculantes microbianos (ROSE et al., 2014).

3.4.3. Andlise biométrica do desenvolvimento das mudas de guanandi

N&o houve diferenca para as variaveis NF, DR, CRP, CPA, NRL e AF (Tabela 5). Ja
para DC, MFA, MSA, MFR e MSR observaram-se diferencas, sendo o tratamento IM+AH
aquele com melhor rendimento para as variaveis avaliadas.

Tabela 5 - Efeito da adicdo de AH e EHSA e in6culo microbiano e da combinacéo de

ambos sobre o desenvolvimento de mudas de guanandi.

Variavel Controle IM AH EHSA IM+AH IM+EHSA
N° Folhas (n°) 9,42+0,82a 9,00x1,12a 8,74t1,36a 9,58+0,89a 9,26x1,22a 9,84+0,62 a
C.P. aérea (cm) 23,59+165a 23,89t1,65a 21,50+2,17a 23,81+1,63a 25,06£2,31a 23,46x1,02a
N° Raiz Lateral 52,47+7,71a 61,05t5,64a 60,37£¢593a 59,21+6,29a 65,47+8,48 a 60,68+3,69 a
Raiz Principal (cm) 27,94+3,46a 31,35+3,60a 29,32+262a 28,72+224a 32,59+3,56 a 28,97+1,29 a
D. Caule (mm) 5,10+0,40b 5,26+0,46b 562+0,53ba 5,38+0,52ba 6,21+0,47a 5,18+0,23 b
D. Raiz (mm) 4,261£0,28a 4,27+0,36a  3,95+0,35a  4,27+0,40a 4,51+04la 4,11+0,20a
Area Foliar (cm?) 9,07+1,03a 844+1,15a 8,40+126a 8,99+1,29a 8,92+1,33a 7,69+0,44a
M. Fresca Aérea(g) 4,11+0,44ba 4,17+0,61ba 3,91+0,58b 4,27+0,64 ba 5,21+0,76a 3,97+0,24 b
M. Fresca Raiz (g) 6,58+0,63b 7,17+1,21b  6,65+0,76b  6,77+0,96b 9,12+1,00a 6,58+0,52 b
M. Seca Aérea (g)  1,37+0,17b 1,47+0,20ba 1,32+0,19b  1,43+0,22b 1,86+0,28a 1,31+0,09b
M. SecaRaiz (g) 1,35+0,14b 1,51+0,24b  1,41+0,18 b 1,41+0,22b  2,09+0,30 a 1,49+0,11 b

Valores referem-se & média seguida do desvio padrdo. Letras comparam a mesma variavel

entre tratamentos, pelo teste de Tukey (p<0,05). Médias seguidas de letras diferentes em cada

linha sdo estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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O resultado médio encontrado para DC (Tabela 3), no tratamento IM+AH, foi 21,76%
maior quando comparado ao controle. NERY et al. (2016), ao analisarem a distribuicéo
percentual da alocacdo de biomassa nos diferentes 6rgdos das plantas, verificaram que, em
média, 45% de fotoassimilados foram alocados para as raizes em todos os niveis de
sombreamento por eles avaliados. Os efeitos apresentados pelos tratamentos podem estar
associados a presenca de compostos semelhantes as auxinas nas SH, contribuindo para o
crescimento das plantas, especialmente do sistema radicular (CANELLAS et al., 2002;
BUSATO et al., 2010). Esses resultados demonstram o efeito benéfico destes bioestimulantes
pois, em corroboracdo com este trabalho NERY et al. (2016) obteve cerca de 20% a 25% da
biomassa seca produzida pelas plantas de guanandi, sendo alocadas para o caule, ndo

havendo diferencas entre os tratamentos por eles testados.

Essas diferencas revelam que a espécie apresenta plasticidade anatémica, adaptando-se
a diferentes condi¢bes ambientais, como observado anteriormente para outras espécies
florestais (LIMA JR. et al., 2006; NERY et al., 2016). O Tratamento IM+EHSA para as
variaveis MSA, CPA e DR apresentou resultados inferiores ao controle 4%, 1% e 4%,
respectivamente. Ja para o IM, a varidvel NF foi a Unica inferior ao controle, sendo 4%. Os
dois tratamentos com bactérias IM e IM+EHSA apresentaram 11% e 10% mais MSR do que
o0 controle, estando de acordo com os resultados de ROESCH et al. (2006), pois com relagéo
ao acumulo de matéria seca nas raizes, a andlise estatistica demonstrou similaridade entre os
trés tratamentos inoculados por estes autores. J& SPOLAOR et al. (2016) diverge dos
resultados, pois para estes autores o desdobramento da interagdo inoculagéo versus doses de N
ou bioestimulantes realizado, apesar de ndo ter sido significativo, na interacdo de ambos em

seus experimentos a adi¢do de N-fertilizante em cobertura no solo ndo proporcionou nenhum
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incremento de produtividade aos tratamentos, sugerindo que essas tecnologias séo
competitivas e ndo aditivas.

Os valores de MSA e MSR para o tratamento IM+AH foram 35,77% e 54,81%
maiores quando comparados ao controle. Isso se baseia no fato de que as SH séo consideradas
recalcitrantes a atividade microbiana, sendo possivel usa-las para introduzir microrganismos
benéficos no campo (CANELLAS et al., 2015). Considerando-se o guanandi, este apresenta
lento desenvolvimento por se tratar de uma espécie florestal, este tipo de trabalho favorece as
tecnologias silviculturais com beneficios na tecnologia de producdo. PARTIDA-MARTINEZ
e HEIL (2011) afirmam que os incrementos produtivos resultantes dessas interagdes somente
poderdo ocorrer se 0S microrganismos proporcionarem beneficios que excedam o custo
metabolico das plantas. Os AH e EHSA sozinhos ou em conjunto com IM atuaram como
bioestimulantes nas plantas de guanandi, de forma positiva, pois, na maior parte das variaveis
avaliadas, foram capazes de promover o aumento dos tecidos e érgdos vegetais (CANELLAS
et al., 2002; FACANHA et al., 2002). Segundo FREITAS, et al. (2014), isso ocorre pelo fato
de que a bioatividade das SH tem-se concentrado nas fragfes sollveis em agua ou de baixo
peso molecular, porque essas substancias podem acessar mais facilmente possiveis receptores
na superficie da membrana plasmatica ou o interior da célula, sendo que a dimensdo

molecular ndo é decisiva na bioatividade das SH (CANELLAS et al., 2019).

O NRL para o tratamento IM+AH foi 19,86% maior quando comparado ao controle.
Estes resultados podem estar associados ao fato de que o crescimento vegetal pode variar
conforme sua origem, e seus efeitos indiretos mediados pela acdo das SH na rizosfera
(porosidade, textura de agregacéo, respiracdo, pool de nutrientes biodisponiveis, atividade da
microbiota e assim por diante), enquanto que os efeitos diretos sdo aqueles ligados a acédo das

SH no desenvolvimento da planta a partir de sua interagdo com as membranas celulares na
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superficie da raiz (OLAETXEA et al., 2017). Ambos os tratamentos IM e IM+EHSA
apresentaram um aumento de 16% para o NRL. O NRL favorece a producdo de mudas de
guanandi, uma vez que se trata de uma das etapas mais importantes no processo produtivo
voltado para os SAFs, para fornecer plantas com qualidade comercial e competitiva. De
acordo com BORCIONI et al. (2016) e ZANDONADI et al. (2016), o NRL aumenta a area
superficial radicular, refletindo de forma direta na rizosfera, representando um beneficio do
tratamento com SH. Diante dos dados apresentados, comprova-se que o uso de SH e IM como
bioestimulantes vém demonstrando alteracdes positivas no desenvolvimento de algumas
culturas melhorando aspectos como fisiologia, absor¢cdo de nutrientes e metabolismo
(SANTOS et al., 2017).

Assim como ocorre na presenca de auxinas, a aplicacdo de AH resulta em inducédo de
raizes e expansao celular, associada ao aumento da atividade bioguimica e expressdo dos
genes que codificam para as ATPases (ZANDONADI et al., 2007). Os resultados confirmam
a hipétese de que o efeito de estimulacdo sobre o crescimento vegetal é, pelo menos em parte,
benéfico para o desenvolvimento da espécie aumentando o seu rendimento durante os 150

dias de avaliagéo.

4.Conclusoes

Os objetivos do estudo foram alcangcados, mostrando que a aplicacdo de AH e EHSA
com bactérias evidenciou alteracdes em todos os tratamentos. A hipdtese de que as medidas
biométricas das plantas, e o conteido de nutrientes, a taxa fotossintética e a eficiéncia de uso
da agua fossem positivamente alteradas com a aplicacdo conjunta dos AH e MPCV foi
alcancada, sendo que a aplicagdo de AH em conjunto com microrganismos, promoveu um um
aumento medio de 35,77% e 54,81% da massa seca, 0 mesmo foi observado com rela¢do ao
didmetro do caule, com um aumento de 21,76% de incremento. Destacou-se que o tratamento
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IM acarretou deficiéncia hidrica nas mudas, reduzindo em 27,94% a quantidade de agua e
reducdo do gs em 41% e A 9%. Diante destes resultados, é possivel afirmar que a combinacéo
do efeito de promocéo do crescimento biométrico caracteristico das SH com a inoculacdo de
bactérias foi favoravel a aplicacéo isolada, estimulando, assim, o uso desse bioestimulante em

sistemas agroflorestais e producdo madeireira.
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