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Stimulation of H*-ATPase activity by Enterobacter sp. in Calophyllum brasiliense Cambess (guanandi)
seedlings

Plant biostimulants using microorganisms tend to increase nutritional efficiency, abiotic stress tolerance and
are indicated as commercial inputs for production in agroforestry systems. Many forest species are nutritionally
demanding and soils may not have sufficient nutrients to meet various plant metabolic demands. Calophyllum
brasiliense Cambess (guanandi) is a tree species occurring in the Cerrado of interest for the development of
forest systems. The production of seedlings of this species depends on the use of inputs such as microbial
inoculated (IM). IM using bacteria of the genus Enterobacter have been studied as potential agents of plant
development, as they are of the low cost of production, but are still little explored for tree seedlings production.
The objective of this work was to verify if the use of isolated bacteria alters the development profile of guanandi
seedlings during the nursery phase, as well as if there is stimulation of the production of H*-ATPases enzymes.
For this, bacteria of the genus Enterobacter were previously isolated, and the seedlings underwent two
applications of 50 mL of IM during 150 days of development in a forest nursery. After this period, these
seedlings were submitted to enzymatic action evaluation by H* proton extrusion through the acidification of the
medium, and the biometric variables were measured. The results showed that the acidity provided by exposure
of guanandi seedlings to the IM was 2.92% higher than the control and there was no difference for the biometric
variables evaluated, but the IM treatment presented better yield for all variables, being the number of lateral
roots, main root length, dry mass of the area and roots 16.35, 12.2, 7.35 and 11.12% greater than the control,
respectively. Therefore, the existence of synergy between beneficial guanandi-associated bacteria can be
exploited as microbial inoculants in agriculture.

RESUMO

Os bioestimulantes vegetais utilizando microrganismos tendem a aumentar a eficiéncia nutricional, tolerancia
ao estresse abiotico e sdo indicados como insumos comerciais para producdo em sistemas agroflorestais. Muitas
espécies florestais sdo exigentes quanto aos aspectos nutricionais e 0s solos podem ndo apresentar nutrientes
suficientes para suprir diversas demandas metabdlicas das plantas. O Calophyllum brasiliense Cambess
(guanandi) é uma espécie arbdérea com ocorréncia no Cerrado de interesse para o desenvolvimento de sistemas
florestais, a producdo de mudas desta espécie depende do uso de insumos como por exemplo os inoculados
microbianos (IM). Os IM usando bactérias do género Enterobacter tém sido estudados como potenciais agentes
de desenvolvimento vegetal, por serem de baixo custo de produgdo, mas ainda sdo pouco explorados para a
producdo de mudas de espécies arboreas. O trabalho objetivou verificar se 0 uso das bactérias isoladas altera o
perfil de desenvolvimento das mudas de guanandi durante a fase de viveiro, bem como se ocorre estimulo da
producéo de enzimas H*-ATPases. Para isto as bactérias do género Enterobacter foram isoladas previamente,
e as mudas sofreram duas aplicacdes de 50 mL de IM durante 150 dias de desenvolvimento em viveiro florestal.
Apos este periodo essas mudas foram submetidas a avaliagdo de ag¢do enzimatica por extrusdo de protons H*
por meio da acidificagdo do meio, sendo aferidas as variaveis biométricas. Os resultados mostraram que a acidez
proporcionada pela exposi¢do das mudas de guanandi ao IM foi de 2,92% maior que o controle e ndo houve
diferenca para as varidveis biométricas avaliadas, porém o tratamento IM apresentou melhor rendimento para
todas as variaveis, sendo 0 nimero de raizes laterais, comprimento da raiz principal, massa seca da parte area e
raizes 16,35; 12,2; 7,35 e 11,12% maiores que o controle, respectivamente. Portanto, a existéncia da sinergia
entre bactérias benéficas associadas ao guanandi, podem ser exploradas como inoculantes microbianos na
agricultura.
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INTRODUCAO

Os microrganismos possuem um papel funda-
mental nos ecossistemas, desempenhando fung¢bes
criticas nas transformagGes bioquimicas de elemen-
tos nos diferentes compartimentos ambientais (Ku-
mar et al., 2015). Quando atuam de maneira sinér-
gica com as plantas podem favorecer o seu cresci-
mento, sendo entdo, denominados microrganismos
promotores do crescimento vegetal (MPCV).

Exemplos de MPCV como fungos e bactérias in-
cluem aqueles que possuem habilidade em aumen-
tar a oferta de nutrientes provenientes de fontes
pouco sollveis no solo. A interacdo do fosforo com
outros constituintes do solo como o célcio, o alumi-
nio e o ferro diminuem a sua solubilidade e difuséo,
tornando-o0 menos disponiveis as plantas (Marra,
2012). Algumas espécies de fungos e bactérias sdo
capazes de solubilizar compostos fosfatados, o que
permite aumentar a oferta desses nutrientes em so-
los com baixa oferta natural de fosforo (Chagas et
al., 2010). Diferentes grupos de bactérias solubili-
zadoras de fosfato tém sido identificadas, incluindo
géneros Pseudomonas, Enterobacter, Bacillus,
Rhizobium, Burkholderia, Achromobacter,
Agrobacterium, Microccocus, Flavobacterium e
Erwinia. Esta habilidade decorre da capacidade
desses microrganismos exsudar &cidos organicos,
inorganicos e prétons, estes Gltimos especialmente
em decorréncia da assimilacdo de NH4* (Lozada,
2015).

Os acidos organicos atuam como agentes com-
plexantes capazes também de aumentar a mobili-
dade de metais pouco moveis e soltveis na solugéo,
ampliando a sua oferta para as plantas. Outra con-
tribuicdo importante dos MPVC para a nutri¢ao ra-
dicular é a estimulagdo de enzimas como as H*-
ATPases da membrana plasmatica, que convertem
a energia livre liberada pela hidrélise do ATP em
um potencial eletroquimico trans-membranar
usado para a importacao de nitrato e outros nutrien-
tes (Du Jardin, 2015). Além da captacéo de nutri-
entes, 0 bombeamento de prétons pelas ATPases da
membrana plasmaética também contribui para o
afrouxamento da parede celular e o aumento celular
levando a maiores rendimentos por parte da planta
(Zandonadi et al., 2010, 2016; Tavares et al., 2017).

Vérias estratégias, incluindo métodos de enge-
nharia tradicional e genética, tém sido utilizados
para aumentar a resisténcia das culturas ao estresse
abidtico e biotico, o uso de microrganismos para
melhorar o crescimento das plantas e a toleréncia
ao estresse, € uma das estratégias mais promissoras
(Shahzad et al., 2017). Os fitohormonios, como as
auxinas classicas, as citocininas, o etileno e as gi-
berelinas, e 0s mais recentes, incluindo os brassi-
nosterdides, jasmonatos e as strigolactonas podem

revelar-se importantes metas de engenharia meta-
bolica para a produgdo de plantas abidticas resisten-
tes ao stress (Wani et al., 2016). A identificacdo dos
mecanismos desenvolvidos pelas plantas para neu-
tralizar os estresses abioticos e manter seu cresci-
mento e sobrevivéncia sob condicBes adversas, tem
relacéo direta com as associacdes entre 0 meio e 0s
microrganismos como, por exemplo, as bactérias
do género Enterobacter (Wani et al., 2016).

Os estudos e inovagdes de técnicas que otimizem
a producdo de espécies florestais nativas como o
Calophyllum brasiliense Cambess (C. brasiliense),
mais conhecido como guanandi, podem auferir ga-
nhos econdémicos e ambientais significativos, de
acordo com todos esses parametros analisados. A
habilidade vigorosa de crescimento em areas degra-
dadas faz da espécie um potencial elemento chave
para a recuperacdo de areas antropizadas. Além
disso, é uma espécie arborea de grande plasticidade
ecoldgica, presente em diferentes fitofisionomias
(Marcos et al., 2007) e apresenta elevada capaci-
dade de producéo de biomassa (Lorenzi, 1998). De-
vido a sua preferéncia em colonizar solos com alta
saturacdo hidrica, seu uso para a recuperagdo de
matas ciliares também se mostra adequado. A espé-
cie também apresenta flores o que promove a atra-
¢do de abelhas, fomentando a possibilidade de ex-
ploracdo da meliponicultura e favorecendo a poli-
nizacdo de outras espécies vegetais. Os frutos do C.
brasiliense podem também servir como alimento
para a fauna nativa, tornando as agroflorestas
abrigo de espécies animais selvagens (Lorenzi,
1998).

Ferretti e Britez (2006) observaram que 0 pro-
cesso de restauracgdo florestal envolve diversas eta-
pas como: estudos do solo, levantamento de plantas
nativas da regido, planejamento de restauracdo por
meio de um sistema de informacao geogréfica, pro-
ducdo de mudas, aplicacdo de diferentes técnicas de
plantio (como plantio manual ou mecanizado com
mudas e estacas) e monitoramento de biomassa e
biodiversidade. No entanto, algumas espécies nati-
vas sdo consideradas adequadas para o plantio di-
reto, proporcionando uma maior variedade de pro-
dutos, conforme ja observado na silvicultura nacio-
nal (Lorenzi, 1998; Ferretti e Britez,2006). Estimu-
lar o reflorestamento de C. brasiliense, especial-
mente entre pequenos e médios agricultores com
recursos financeiros limitados, é uma alternativa
que se torna viavel, perante as demandas atuais do
mercado financeiro.

As bactérias que promovem o crescimento das
plantas melhoram a absorgdo de nutrientes, o ren-
dimento das culturas, reduzem o custo de fertiliza-
¢do e minimizam a poluicdo ambiental ao diminuir
a lixiviacdo de formas de nitrogénio (Baldotto et al.,
2010). Além de solubilizar fosfatos e 6xido de
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zinco, bactérias como Pseudomonas sp., Burkhol-
deria sp., Agrobacterium sp., Azotobacter spp. e
Erwinia sp. podem incentivar o crescimento de
plantas em funcéo da sua habilidade de fixagéo de
N. atmosférico, sendo classificadas como diazotro-
ficas (Hallmann et al., 1997; Gupta et al., 2013).
Atuando de forma direta, essas bactérias podem al-
terar o metabolismo das plantas, afetando sua fisio-
logia e o seu crescimento (Silveira et al., 2016).

S&o considerados bioestimulantes vegetais,
qualquer substancia ou microrganismo aplicado a
plantas com o objetivo de aumentar a eficiéncia nu-
tricional, tolerancia ao estresse abidtico e / ou tra-
cos de qualidade da cultura, independentemente do
seu contetido de nutrientes; por extensao, os bioes-
timulantes das plantas também designam produtos
comerciais contendo misturas de tais substancias e
/ ou microrganismos (Du Jardin, 2015). Nesse tra-
balho, avaliou-se as alteracdes do perfil de desen-
volvimento de mudas da espécie C. brasiliense du-
rante a fase de viveiro, ao adicionar a cultura o
bioinsumo obtido a partir do cultivo de bactérias do
genéro Enterobacter sp. isoladas de plantas e solos
ja povoados com a C. brasiliense a mesma espécie
florestal.

MATERIAIS E METODOS
Producéo e padronizacdo das mudas

Sementes de guanandi foram obtidas de viveiro
comercial, sanitizadas com hipoclorito de sodio a
10%, enxaguadas abundantemente com agua desti-
lada e entéo acondicionadas em canteiros preenchi-
dos com areia, sob incidéncia solar direta, para ger-
minagdo. Apds um periodo aproximado de 60 dias,
plantulas, contendo de 4 a 6 pares de folhas e pa-
dronizadas por tamanho (Figural), foram trans-
plantadas e utilizadas para testes posteriores com
inoculacdo de bactérias potencialmente promotoras
do crescimento vegetal.

Figura 01 - (A) Producdo das mudas de C. brasili-
ense. (B) Transplante e padronizagdo das mudas.

As mudas transplantadas permaneceram em vi-
veiro, expostas diretamente ao sol, por um periodo
de 150 dias, sendo regadas diariamente.

Obtencao e adicao de bactérias as mudas de
Guanandi

As bactérias com potencial para emprego como
MPCV foram previamente isoladas e identificadas
por Souza et al. (2019). Para os testes com as mudas
de guanandi, foi selecionado isolados pertencentes
ao género Enterobacter devido a sua habilidade de
solubilizag&o de fosfato de célcio e 6xido de zinco,
capacidade de fixagdo biol6gica de nitrogénio at-
mosférico e de producdo de acido indol-acético.

As bactérias selecionadas foram crescidas em
meio LB (Luria Bertani), seguindo a proporcao (gL
1:Triptona (10); Extrato de Levedura (5); Cloreto
de Sadio (5) e pH final de 7,0 (x0,2). O IM foi pa-
dronizado com a concentracdo de bactérias em 108
UFC.mL, e o ajuste dessa concentracdo foi reali-
zado por meio da leitura da densidade dptica cuja
densidade ficou entre 600 a 640 nm, de acordo com
a curva de crescimento da solucao contendo as bac-
térias e 0 meio de cultura. Foi utilizado o volume
de 50 mL das solucdes de IM para as aplicacdes da
solucdo meio/bactérias (contendo as bactérias e o
meio de cultura). Uma segunda aplicacéo das solu-
cOes contendo as bactérias foi realizada 60 dias
apos a primeira aplicacao.

Medida de acidez em solucéo possivelmente as-
sociada a atividade das bactérias sobre as
H*-ATPases

Para as andlises da acidificacdo rizosférica, utili-
zou-se a metodologia descrita por Aguiar et al.
(2013), com adaptacdes. A estimativa da atividade
da H*-ATPase foi realizada pela medi¢édo de acidez
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de soluces de cultivo contendo mudas de C. brasi-
liense inoculadas ou ndo com bactérias. Trés mudas
de cada tratamento foram transferidas para um re-
cipiente contendo 400 mL de solugédo de CaCl, 2
mol L com pH 7,0 em triplicata. A medida da aci-
dez (pH) da solugéo de CaCl2 foi realizada com um
pHmetro (Hanna Instruments, HI 221, Chile). A de-
terminagédo do pH da solugéo foi realizada a cada
10 minutos, até o final do periodo de 140 minutos.
As raizes foram entdo secas em estufa de circulagdo
fechada (Ethik Technology, ASP — 420/TD), e a
guantidade de H* foi expressa em extrusdo de H*
por grama de massa seca de raizes, podendo-se as-
sociar, portanto, ao gradiente de protons gerado
pela atividade da H*-ATPase.

AvaliacBes biométricas das mudas

As mudas foram coletadas e avaliadas as seguin-
tes caracteristicas: nimero de raizes (NR), nimero
de raizes laterais (NRL), (comprimento da parte aé-
rea (CPA), com régua graduada, considerando-se
da base do vaso (substrato) até a Gltima ramificacdo
foliar; comprimento raiz principal (CRP) da base
do vaso (substrato) até o final da raiz principal; di-
ametro do caule (DC) e diametro da raiz principal
(DRP), com paquimetro digital; indice de area fo-
liar (IAF), a partir da obtencdo de imagens fotogra-
ficas e processamento no programa digital ima-
geJ®; massa fresca aérea (MFA), massa fresca raiz
(MFR), massa seca raiz (MSR) e massa seca parte
aérea (MAS) em balanca analitica, sendo MSR e
MAS obtidos apds um periodo de 72h em estufa a
65°C (TE-394/4, Tecnal, S&o Paulo, Brasil). A den-
sidade de raizes laterais foi também obtida a partir
da relacdo entre NRL e CRP.

Andlise estatistica

A avaliacdo biométrica foi realizada empre-
gando-se 20 repeticOes, seguindo um DIC. Apo6s
atestada a normalidade dos dados pelo teste de Sha-
piro-Wilk, realizou-se o teste F e, quando significa-
tivo, empregou-se o teste de Tukey (p<0,05) para
comparagdo das médias. Para a medicéo de acidez
em meio minimo, foi feita a média de trés mudas
por tratamento e, quando significativa, as médias
foram comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados ndo apresentaram uma correlagéo
significativa com a atividade da fracdo das raizes
tratadas no tempo 150 dias (Figura 2). O aumento
da acidez do meio pode ser principalmente associ-
ado a dois fatores principais: i) producdo de CO;

pela respiracdo radicular, ou seja, durante a respira-
¢do ha a producdo de CO; que ao se dissolver no
meio causa reducgéo do pH, e ii) aumento da extru-
sdo de H*, possivelmente associado a atividade dos
AH sobre as H*- ATPases (Aguiar et al., 2013).

A acidez proporcionada pela exposicao das plan-
tulas C. brasiliense aos microrganismos foi de
2,92% maior que o controle, ndo sendo exclusiva-
mente devido ao estimulo nas bombas de H* Si-
queira et al. (2008). Esse resultado sugere que o
método simplificado pode ser usado no estudo de
exsudatos fisiologicamente ativos.
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Figura 2- Medida de pH da solugdo contendo mu-
das de C. brasiliense demonstram extrusao de pro-
tons H* pelas raizes.

Os resultados obtidos (Figura 2 e 3) apontam as
auxinas como principal contribuinte na transcricdo
de genes codificando ATPases, promogéo do cres-
cimento celular e a ativacdo dessas proteinas (Zan-
donadi et al., 2018). O ambiente propicio para obter
eficécia destes bioestimulantes, aquisi¢do de nutri-
entes e crescimento das raizes esta fortemente rela-
cionado com o grau de acidificacdo radicular (Zan-
donadi et al., 2016). A extrusdo de proétons relaci-
ona-se a0 mecanismo de promocao do crescimento
celular é mediado pelas H*-ATPases em um pro-
cesso conhecido como “a teoria do crescimento
acido” (Aguiar et al., 2013).

Para Rayle e Cleland (1992); Aguiar et al. (2009)
a inducdo da expressdo das enzimas representa o
sistema primario de transporte de H* do interior da
célula para o apoplasto e, para a formacao do gra-
diente de H*, gerado através da membrana plasma-
tica. Zandonadi et al. (2018), contribui com esses
resultados ao afirmar que a presenca de moléculas
organicas pode ser um diferencial importante dos
biofertilizantes em relacdo aos fertilizantes mine-
rais, sendo que todos os biofertilizantes apresenta-
ram em sua composicdo o acido 3-indolil acético
(AIA), um hormdnio vegetal da classe das auxinas,
extremamente importante para o desenvolvimento.
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Para Aguiar et al. (2013) tal processo proporci-
ona as condic0es fisiologicas 6timas para o funcio-
namento de enzimas do tipo hidrolases e fenol-oxi-
dases, enzimas com habilidade de romper liga¢des
da parede celular, onde a expanséo celular é favo-
recida pela acdo de algumas enzimas especificas
como, por exemplo, as expansinas, que em pH me-
nor ou igual a 4,5, promovendo o aumento da plas-
ticidade da parede celular pela liberagdo momenta-
nea de pequenos segmentos da matriz de glucanos
ligados as microfibrilas de celulose (Rayle e Cle-
land, 1992; Aguiar et al., 2009; Aguiar et al., 2013).

Nardi et al. (1996), em seus trabalhos comprova-
ram que os efeitos positivos das alteragdes no pH
pela agdo dos microrganismos no crescimento das
plantas de centeio, ttm um efeito maior sobre o de-
senvolvimento radicular do que no desenvolvi-
mento de folhas e caules, estabelecendo assim o
efeito positivo, isto é, contato fisico superficial, ou
efeito direto, onde quer que as substancias e enzi-
mas fossem absorvidas e translocadas nas plantas.
Em complemento a essas observacgdes Canellas et
al. (2005) e Aguiar et al. (2013) afirmam que o re-
laxamento da parede celular e 0 aumento do turgor
culminam com o elongamento celular, assim esses
dados encontrados aqui para o tratamento com bac-
térias do género Enterobacter inoculadas confir-
mam pelo menos em parte, que a medida da acidez
da solucdo contendo plantas tratadas com IM esta
relacionada com a atividade da H*-ATPase (au-
mento da extrusdo de H*) de membrana plasmatica.

Facganha (2002) confirmou a bioatividade, avali-
ada pela agéo de substancias sobre o transporte de
prétons através da membrana plasmatica de células.
Esse autor confirma ainda que ocorreu estimulo da
area superficial radicular, ou seja, estimularam a
H*-ATPase de membrana plasmatica em plantulas
de café e milho, revelando que a interagdo planta-
IM promoveu uma redistribuicdo das massas mole-
culares dessas substancias, sugerindo uma dina-
mica de mobilizacéo de subunidades funcionais por
exsudatos das raizes.

Baldotto e Baldotto, (2014) associam que estes
incrementos sdo ocasionados pelo aumento da ati-
vidade de H*-ATPases radiculares, acompanhado
em mudangas na distribuicdo de nitrato entre raiz e
parte aérea. Os autores observaram que 0 aumento
da concentracdo de nitrato na parte aérea esta rela-
cionado com o aumento da concentracdo dos fitor-
reguladores citocininas e poliaminas (principal-
mente putrecina), levando aos incrementos no cres-
cimento.

Os resultados observados na figura 2 confirmam
a hipétese de que o efeito de estimulacdo sobre o
crescimento vegetal € benéfico para o desenvolvi-
mento da espécie aumentando o seu rendimento du-
rante os 150 dias de avaliacdo. Esses resultados

apontam para uma estimulacdo da atividade e pro-
mocdo da sintese das enzimas H*-ATPases da
membrana plasmatica, num efeito tipicamente au-
xinico (Quaggiotti et al., 2004; Aguiar et al., 2009;
Busato et al., 2017). Essa sequéncia de eventos bi-
oquimicos, que resulta em maior nimero de células
e crescimento de tecidos radiculares mais finos, é
conhecida como teoria do crescimento &cido (Rayle
e Cleland, 1992).

O estudo desenvolvido é inédito, existindo pou-
cas comparagfes com demais estudos, mas pode-se
citar Bertolazi et al., (2010) que comenta 0 aumento
da atividade da H*-ATPase em presenca de fungos
ectomicorrizicos (fungos ectomicorrizico), desta-
cando-se um maior entendimento sobre a regulagéo
das bombas de prétons e transportadores na mem-
brana fangica. Bago et al., (1997) revelaram que a
atividade da ATPase sensivel ao vanadato (associ-
ada a membrana plasmatica) dos microssomas da
raiz do girassol aumentou com a colonizacdo mi-
corrizica., atividade aumentada das atividades de
ATPase é sensivel a nitrato (associado a tonoplas-
tos) e azida (relacionada @ membrana mitocondrial)
em extratos obtidos de plantas de cebola micorri-
zica com 45 e 60 dias de idade. Além disso, as
H*ATPases da membrana plasmatica sdo codifica-
das por familias multigénicas que incluem genes no
tomate, em Arabidopsis thaliana, Nicotiana plum-
baginifolia e em Saccharomyces cerevisiae (Sch-
lesser et al., 1988). Dessa forma é necessario a rea-
lizagdo de mais estudos a fim de elucidar e aprofun-
dar sobre espécies florestais envolvidas aos meca-
nismos de bioestimuladores vegetais utilizando mi-
crorganismos para dar continuidade ao estudo rea-
lizado.

Notou-se que ndo houve diferenca para as varia-
veis biométricas avaliadas (Figura 3). Sendo o tra-
tamento com bactérias do género Enterobacter
aquele com melhor rendimento para todas as varia-
veis.

O NRL para o IM foi 16,35% superior ao con-
trole (Figura 3A). Estes resultados podem estar as-
sociados ao fato de que o crescimento vegetal pode
variar conforme sua origem, e seus efeitos indiretos
mediados pela acdo das bactérias na rizosfera (po-
rosidade, textura de agregacao, respiracao, pool de
nutrientes biodisponiveis, atividade da microbiota e
assim por diante), enquanto que os efeitos diretos
sdo aqueles ligados a acdo no desenvolvimento da
planta a partir de sua interagdo com as membranas
celulares na superficie da raiz (Olaetxea et al.,
2017).

Assim como ocorre na presenga de auxinas, a
aplicacdo do IM resulta em inducgdo de raizes e ex-
panséo celular, associada ao aumento da atividade
bioguimica e expressdo dos genes que codificam
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para as ATPases (Zandonadi et al., 2007). Os resul-
tados confirmam a hipotese de que o efeito de esti-
mulag&o sobre o crescimento vegetal €, pelo menos
em parte, benéfico para o desenvolvimento da es-
pécie aumentando o seu rendimento durante os 150
dias de avaliagdo. Nery et al. (2016), ao analisarem
a distribuicdo percentual da alocacdo de biomassa
nos diferentes 6rgdos das plantas, verificaram que,
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em média, 45% de fotoassimilados foram alocados
para as raizes em todos os niveis de sombreamento
por eles avaliados. Para esses autores, cerca de 20%
a 25% da biomassa seca produzida pelas plantas foi
alocada para o caule, ndo havendo diferengas entre
os tratamentos em tratamentos para a mesma espé-
cie aqui avaliada (Nery et al., 2016).
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Figura 3 - Efeito da adig¢do de in6culo microbiano contendo bactérias do género Enterobacter sobre o desen-
volvimento de mudas de C. brasiliense. (A) nimero de raizes laterais, (B) comprimento da raiz principal, (C)
massa seca parte aérea, (D) massa seca raizes. Barras representando a média de 20 mudas e o desvio-padrao.
Auséncia de letras representa auséncia de significancia pelo teste de F.

Para a variavel CRP o IM resultou em incre-
mento de 12,2% quando comparada ao controle.
Esses resultados devem considerar as observagdes
feitas por Baldotto e Baldotto (2014) que conside-
ram os IM atuam na bioatividade que estimulam o
crescimento das plantas, aumentando a eficiéncia
na producéo vegetal. A aplicacdo de IM resultou
em efeitos benéficos na inoculagdo micorrizica e na
producdo de biomassa de brotacéo e raiz nos expe-
rimentos de Bettoni et al. (2014). Garcia et al.
(2016) utilizaram plantas de arroz para determinar
a acumulacdo de espécies reativas de oxigénio, em
funcéo da aplicacdo de bioestimulantes e observa-
ram que a sua aplicacdo resultou em aumento no
crescimento das raizes.

A intensificacdo da agricultura atingiu um ponto
critico em que os impactos negativos derivados

desta atividade estdo resultam em alteragdes clima-
ticas irreversiveis bem como a perda em muitos ser-
Vigos ecossistémicos, sendo a variavel CRP de fun-
damental interesse para implementacéo de sistemas
agroflorestais (Canellas et al., 2015). Uma solucéo
potencial para ajudar nesta transi¢do é o uso de bi-
oestimulantes de plantas baseados em bactérias
como as do género Enterobacter sp.. Essas infor-
macdes de acordo com os resultados apresentados
podem ser expandidas para o contexto silvicultural.

Essas diferencas revelam que a espécie apresenta
plasticidade anatdmica, adaptando-se a diferentes
condi¢cbes ambientais, como observado anterior-
mente para outras espécies florestais (Lima Jr. et
al., 2006; Nery et al., 2016). Os valores de MSA e
MSR (Figura 3C e 3D) para o tratamento com IM
foram 7,35 e 11,12% maiores quando comparados
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ao controle. Melo et al. (2012) ao avaliarem bacté-
rias em eucalipto afirmam que a bactéria néo inter-
feriu na massa seca, segundo estes autores uma das
explicagOes para o comportamento diferencial se-
riam fatores relacionados ao meio ambiente e cons-
tituicdo genética da arvore testada. Lana et al.
(2008) sao autores que também encontram insigni-
ficancia na massa seca ao no crescimento de estacas
de eucalipto. As atividades dos IM séo recalcitran-
tes, sendo possivel usa-las para introduzir micror-
ganismos benéficos no campo (Canellas et al.,
2015). Considerando-se o C. brasiliense, este apre-
senta lento desenvolvimento por se tratar de uma
espécie florestal, este tipo de trabalho favorece as
tecnologias silviculturais com beneficios na tecno-
logia de producéo.

Além da inddstria madeireira, C. brasiliense
pode ser empregado como fonte de compostos com
eficiéncia no tratamento de doengas humanas. O I&-
tex exsudado é usado no tratamento da Ulcera gas-
trica na medicina popular e varios compostos ativos
ja foram isolados da casca de seu tronco (Lemos et
al., 2012). A atuacéo de compostos produzidos pela
contra leishmaniose ja foi comprovada (Brenzan et
al., 2008), assim como seu papel no tratamento de
Diabetes mellitus, uma disfuncdo metabdlica cro-
nica e grave que interfere diretamente no metabo-
lismo dos carboidratos, gorduras e proteinas (Oli-
veira et al., 2016). Extratos hexanicos da folha da
espécie apresentam-se enriquecidos em calandlido,
substancia que inibe a transcriptase reversa do tipo
1 do virus da imunodeficiéncia humana (RT do
HIV-1) (César et al., 2011). Com o intuito de obter
suporte a programas de recomposicao de ambientes
degradados favorecendo a preservacdo da espécie,
possibilitando a amenizacdo das caracteristicas
onerosas na producéo florestal do C. brasiliense é
viavel do desenvolvimento de estudos de base fisi-
oldgica, sobretudo no que diz respeito a germinacao
de sementes e crescimento inicial de mudas (Lisboa
et al., 2012), pois a partir disso, permite aos produ-
tores ganhos significativos e favorecem a preserva-
cao da espécie.

CONCLUSOES

As mudas de C. brasiliense inoculadas com bac-
térias do género Enterobacter sp. apresentaram
maior crescimento biométrico e aumento na ativi-
dade das ATPases, estimulando assim 0 uso desse
microrganismo em sistemas agroflorestais de espé-
cies nativas. Os resultados obtidos evidenciam que
bactérias associadas a espécie florestal estudada,
podem ser exploradas para uso como IM visando
auxiliar as plantas na obteng&o de nutrientes de so-
los pobres do Cerrado, assim como na oferta de re-
guladores de crescimento para as plantas.
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