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ARTICLE INFO ABSTRACT

Recebido 28 Set 2021 In semiarid regions, water deficit is a factor that limits the establishment of seedlings,
Aceito 05 Mai 2022 which need more efficient morphoanatomical structures. Plant Growth Promoting
Publicado 21 Jun 2022 Rhizobacteria (RPCPs) promotes better performance in cultivated plants; however,

no records exist for native species in the semiarid region. The objective of this study
was to evaluate the anatomical variations of leaves of four species of young plants
from the riparian forest of the Caatinga inoculated with Azospirillum lipoferum
cultivated under different levels of water deficit. The experiment was carried out in
a nursery covered with 70% shade. Two hundred forty seeds of each species were
germinated (Triplaris gardneriana, Handroanthus impetiginosus, Licania rigida,
and Myracrodruon urundeuva), and half of the seeds were inoculated with the strain
of Azospirillum lipoferum (BR-11080). Three irrigation levels were adopted: 25, 50,
and 100% of the Reference Evapotranspiration (ETO). After three months, a leaf was
collected from each individual for anatomical characterization. A. lipoferum
conferred greater thickening of the leaf mesophyll (0.65 to 57%), the epidermis (50
to 95%), chlorophyllian parenchyma (40 to 80%), and thickness of the xylem wall
(63%), especially in treatments of greater stress (25 and 50% of ETO0). Deposition of
biochemical components was verified, especially in plants with inoculum, in
treatments with higher stress. These results show that RPCPs change the anatomical
structures of young plants in the semiarid region, making them more tolerant to water
deficit and, therefore, showing strong potential for use in reforestation and recovery
of degraded areas.

Keywords: Leaf anatomy, Azospirilum lipoferum, riparian forests, microorganisms,
semiarid.

RESUMO

Em regides semidridas, o déficit hidrico é um fator que limita o estabelecimento das
plantulas, as quais necessitam de estruturas morfoanatbmicas mais eficientes. As
Rizobactérias Promotoras do Crescimento de Plantas (RPCPs) promovem uma
melhor performance em plantas cultivadas, entretanto, os registros sdo escassos para
espécies nativas do semiarido. Objetivou-se avaliar as variagGes anatdmicas de folhas
de quatro espécies de plantas jovens de mata riparia da caatinga inoculadas com
Azospirillum lipoferum cultivadas sob diferentes niveis de déficit hidrico. O
experimento foi conduzido em viveiro coberto com sombrite 70%. Foram postas para
germinar 240 sementes de cada espécie (Triplaris gardneriana, Handroanthus
impetiginosus, Licania rigida e Myracrodruon urundeuva), sendo metade das
sementes inoculadas com a cepa de Azospirillum lipoferum (BR-11080). Trés niveis
de irrigac8o foram adotados: 25, 50 e 100% da Evapotranspiracdo de Referéncia
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(ETO). Apos trés meses foi coletada uma folha de cada individuo para caracterizacao
anatémica. A. lipoferum conferiu um maior espessamento do mesofilo foliar (0,65 a
57%), epiderme (50 a 95%), parénquima clorofiliano (40 a 80%) e espessura da
parede do xilema (63%), especialmente nos tratamentos de maior estresse (25 e 50%
da ETO0). Verificou-se deposicdo dos componentes bioquimicos especialmente nas
plantas com in6culo, nos tratamentos de maior estresse. Estes resultados mostram
que as RPCPs conferem mudancas nas estruturas anatdbmicas de plantas jovens do
semiéarido, tornando-as mais tolerantes ao déficit hidrico e, portanto, apresentando
forte potencial para uso em reflorestamento e recuperacéo de areas degradadas.

Palavras-Chave: Anatomia foliar, Azospirilum lipoferum, florestas riparias,

microrganismaos, semiarido.

Introducéo

As regides semiaridas distribuem-se por
grande parte do mundo (N6brega et al., 2011), e séo
caracterizadas pela irregularidade de chuvas e
longos periodos secos, ocasionando a escassez
hidrica (Trovao et al., 2007). Desta forma, o
estabelecimento das plantulas em regibes
semiaridas torna-se limitado (Dugque et al., 2013).
Para tolerar as condi¢cBes de déficit hidrico, as
plantas dessas regifes apresentam mecanismos que
refletem na sua estrutura (Duque et al., 2013),
como a reducdo de éarea foliar, fechamento
estomatico (Osakabe et al., 2014), aumento da
compactacdo do mesofilo e variagdes na
permeabilidade da cuticula, que limitam o
desenvolvimento das plantas (Xoconostle-Cazares
et al., 2010). Nesse contexto, as Rizobactérias
Promotoras do Crescimento de Plantas (RPCPs)
tém sido utilizadas para amenizar os efeitos
negativos decorrentes da falta de agua, através da
producdo de substéncias, dentre elas as auxinas e
citocininas que reduzem o estresse e auxiliam em
um melhor desenvolvimento estrutural das plantas
(Kumar, Prakash & Johri, 2011). Apesar de estudos
apontarem o efeito positivo da interacdo entre
microrganismos e plantas cultivadas (Lucy et al.,
2004; Freitas et al., 2003; Chen et al., 2000), sdo
escassos 0s estudos que avaliam a real eficicia da
relacdo entre microrganismos e plantas nativas de
florestas riparias do semiarido (Oliveira et al.,
2018).

Em situacBes de elevada temperatura e
escassez de agua, as plantas respondem de
diferentes formas para evitar a perda excessiva de
agua (Xoconostle-Cazares et al., 2010), como
fechamento estomatico, aumento da densidade de
tricomas na face abaxial da folha ou perda de folhas
(Chaves; Flexas & Pinheiro, 2009). Como
consequéncia ocorre a diminuicdo do mesofilo
foliar e do desenvolvimento da planta (Duque et al.,
2013). Essas alteragdes limitam o crescimento, e
sobrevivéncia dos vegetais, pois de acordo com
Boeger & Wisniewski (2003), plantas sob menor
disponibilidade de &gua e expostas a altas
temperaturas, apresentam folhas de menores
tamanhos e, em casos especificos, chegam a perder

suas folhas para evitar os efeitos da seca (Lima et
al., 2021). Em razdo disso, a planta é limitada a
realizar funcBes importantes, como a fotossintese e
condutancia estomatica, além de interferir no
desenvolvimento celular (Ahmad et al., 2014).
Dessa forma, o déficit hidrico dificulta o
estabelecimento das espécies vegetais (Ahmad et
al., 2014).

Em condicbes de deficit hidrico alguns
microrganismos  fixadores de  nitrogénio,
promovem um melhor desenvolvimento e
crescimento de espécies vegetais, melhorando a
turgescéncia celular e reduzindo os efeitos da seca
(Mendes, Garbea & Raaijmarkers, 2013). Entre
£sses microrganismaos, as Rizobactérias
Promotoras do Crescimento de Plantas (RPCPS) se
destacam por ndo produzirem nodulos e
desenvolvem-se de forma extracelularmente nos
vegetais, estimulando a producdo de fitorménios
como auxinas e citocininas, que favorecem o
desenvolvimento das plantas (Bottini et al., 1989).
As rizobactérias do género Azospirillum pertencem
as RPCPs, e possui alta capacidade de interacdo
eficiente com as plantas submetidas a estresse
hidrico, facilitando a absorcéo de agua pela planta,
e melhorando a realizacdo dos processos
fisiologicos nas espécies vegetais (Radwan et al.,
2004).

A utilizacdo das RPCPs proporciona
aumento dos teores de clorofila, magnésio,
nitrogénio e proteinas, 0s quais podem melhorar o
desempenho  fotossintético, dando melhores
condicbes para estabelecimento das plantas
(Kaushal et al., 2015). Estudos como o de Freitas
(1998) mostram a eficiéncia de microrganismos
promotores do crescimento em cultivares de café,
gue melhorou o desenvolvimento em plantas
inoculadas. Em espécies de ambientes naturais,
destacam-se os estudos de Oliveira et al. (2018),
onde foi observado que a A. lipoferum possibilitou
um maior desenvolvimento de raizes e parte area,
bem como proporcionou maior potencial hidrico e
teor de clorofila em plantulas de Myracrodruon
urundeuva, e os de Ricéon (2008); Liu et al. (2013)
que também avaliaram a interacdo de rizobactérias
em espécies vegetais. No entanto, ndo ha relatos de
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estudos que abordem a influéncia das RPCPs na
estrutura anatémica foliar de plantas do semiarido.

Tendo em vista, que o déficit hidrico em
plantas causa modificagbes morfoanatomicas,
ressalta-se a importancia de se conhecer como
esses microrganismos atuam nos tecidos foliares.
Neste sentido, buscou-se testar a hipotese que a
inoculacdo de RPCPs promovem mudancas nas
estruturas anatdbmicas foliares, que possibilitam
maior tolerancia ao estresse hidrico (Pereira et al.,
2012). Objetivou-se avaliar as respostas
anatdmicas foliares de quatro espécies nativas de
floresta riparia do semiarido do Brasil, inoculadas
com a rizobactéria Azospirillum lipoferum e sob
diferentes niveis de déficit hidrico.

Material e Métodos
Area de estudo

O experimento foi conduzido em um
viveiro, coberto com sombrite a 70% de
sombreamento, instalado na Unidade Académica
de Serra Talhada (UAST-UFRPE), situada em
torno das seguintes coordenadas geogréaficas
7°53°21” € 7°57°36” S ¢ 38°18°42” ¢ 38°17°7” W,
no municipio de Serra Talhada, Pernambuco. O
clima da regido é semiarido, BSwh’ conforme
Kdppen, com temperatura média anual de 24°C e
precipitacdo pluviométrica anual de 632 mm (Silva
& Almeida, 2013).

Coleta e processamento do material

Foram coletadas 240 sementes de cada
espécie. As sementes de Triplaris gardneriana
Wedd.  (Polygonaceae) e  Handroanthus
impetiginosus (Mart. ex DC) (Bignoniaceae) foram
coletadas no Parque Estadual Mata da Pimenteira
(PEMP) em novembro de 2017, em Serra Talhada,
Pernambuco, e as sementes de Licania rigida
Benth. (Chyrsobalanaceae) e Myracrodruon
urundeuva Allemdo (Anacardiaceae) foram
coletadas em novembro e dezembro do mesmo ano,
naquele  municipio. As sementes foram
armazenadas em recipientes de polipropileno
fechado e guardadas em local refrigerado a 4°C até
o dia da semeadura. Posteriormente, as sementes de
cada espécie foram separadas em dois lotes, cada
um contendo 120 sementes, sendo um destinado
para a inoculacdo e outro para o tratamento
controle.

Preparacao e aplicacdo do inoculante Azospirilum
lipoferum (BR- 11080)

A cepa da rizobactéria Azospirillum
lipoferum (BR-11080) foi isolada e caracterizada
pela EMBRAPA Agrobiologia, Seropédica, RJ
(Oliveira et al., 2018). A preparacéo e a aplicacdo
do inoculante foram realizadas no laboratério de

microbiologia da Unidade Académica de Serra
Talhada (UAST/UFRPE). As cepas foram
cultivadas em caldo nutriente composto de 5 g de
cloreto de sodio e 1,5 g de extrato de carne por 48
horas. Em seguida, foi agitado a temperatura
ambiente em um agitador magnético e posto em
uma centrifuga (Hettich Universal 320) por dois
minutos, em velocidade de giro de 10000 rpm,
descartando o sobrenadante. Em seguida, foram
adicionados 4 mL de &gua destilada e esterilizada
para ressuspensdo do precipitado. Para confirmar
as unidades formadoras de col6nia em mL™, foi
realizada a leitura de densidade 6tica (DO), em
espectrofotdmetro (biochrom), ajustando-as pela
adicdo de agua destilada esterilizada até atingir um
DO préximo de 1,0 a 535 nm, indicando a presenca
de 108 Unidades Formadoras de Coldnia mL* de
solucéo (Kuss et al., 2007).

A aplicacdo do inoculante foi realizada
pela imersdo das sementes das quatro espécies em
20 ml da solucdo da suspenséo bacteriana, durante
duas horas (Sousa, 2007). Apds isso, as sementes
inoculadas e ndo inoculadas foram postas para
germinar a temperatura ambiente, em bandejas de
polipropileno contendo solo de uma &rea local de
Caatinga (Oresca et al., 2018), e irrigadas
diariamente. Ap6s um més, as plantulas foram
transplantadas para vasos plasticos com capacidade
de 3,8 L com o mesmo solo (Oresca et al., 2018).
Além disso, foi adicionado 1 mL da solucdo
bacteriana no solo dos vasos dos tratamentos com
indculo, para garantir a presenga do inoculante
apos o transplante.

As plantulas foram submetidas a trés niveis
de disponibilidade de agua com base na
Evapotranspiracdo de Referéncia (ET0) de 100%,
50% e 25%, sendo irrigadas trés vezes por semana
durante 60 dias, pelo método de Penman-Monteith
(Kalekar, 2018). Foi utilizado o delineamento
experimental inteiramente casualizados (DIC) em
modelo fatorial 4x2x3, sendo quatro espécies, dois
tratamentos de indculo de RPCPs e trés tratamentos
de disponibilidade hidrica, respectivamente.

Cortes anatémicos

A andlise anatémica foi conduzida no
Laboratério do Programa de Po6s-Graduacdo em
Producéo Vegetal, na Unidade Académica de Serra
Talhada (UAST). Aos 60 dias apos a semeadura foi
coletada uma folha de cada um dos cinco
individuos de cada espécie, a partir do segundo nd,
a contar do apice, completamente expandidas,
livres de patdgenos e sem danos aparentes. De cada
folha foi obtida uma amostra da por¢cdo mediana,
contendo a nervura principal, posteriormente
fixada em formaldeido, acido acético e etanol 50%
(FAA 50%), por 72 horas (Johansen, 1940). Em
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seguida as amostras foram postas em etanol 60%
por uma hora e estocadas em etanol 70% até serem
analisadas.

As amostras foram estocadas e submetidas
ao processo de desidratacdo etilica de 80%, 85%
90% e 95% (Johansen, 1940). Foi realizada a
infiltracdo da resina sintética (kit Historesina -
hidroxietilmetacrilato, Leica, Heidelberg) junto
com o pd ativador para fixacdo, processada em um
agitador magnético, e em seguida a solucdo e as
amostras foram armazenadas em um dessecador
para a acdo do poO ativador. Na fase da
polimerizacéo, para o endurecimento do produto, a
resina foi adicionada junto ao endurecedor, e
posteriormente depositada em Histomold de
polietileno para inclusdo das amostras em resina
plastica, contendo 9 inclusdes de 6 x 8 mm por
placa.

Apbs esse processo 0s moldes foram
guardados em estufa para secagem a 103°C. Os
blocos foram fixados em um suporte de madeira e
em seguida seccionados em  micrétomo
semiautomatico (CUT-5062). Para detectar 0s
componentes bioguimicos, as sec¢des transversais
das amostras obtidas com espessura de 5 um, foram
coradas com os respectivos reagentes: Lugol para
avaliar amido, fluoroglucina &cida para lignina
(Johansen, 1940), Sudam Il para lipideos (Pearse,
1972) e Azul de toluidina para analisar mucilagem
e a estrutura celular (Fisher, 1968). Posteriormente,
foram produzidas laminas permanentes montadas
em Entellan® (Fisher, 1968). Para a captura das
imagens e medicOes das estruturas celulares foi
usado o software Image pro Plus versdo 4.0.5.29,
as quais foram calibradas com uma régua
micrométrica para determinar sua dimensdo real.
Foram feitas cinco medigdes de cada tratamento,
sendo mensuradas a espessura do mesofilo,

COM INOCULO 4

SEM INOCULO ,

parénquimas palicadico e esponjoso, células
epidérmicas e cuticulas das faces abaxial e adaxial,
além da nervura central das folhas e a espessura da
parede dos vasos do xilema.

Analise estatistica

Para avaliar se houve ou ndo diferencas
estatisticas entre os tratamentos com e sem a
rizobactéria e os de estresse hidrico, os dados das
estruturas anatémicas foram submetidos a anéalise
de variancia pelo teste F. As médias obtidas de cada
tratamento foram submetidas ao teste de Tukey
com P < 0,05. Os testes estatisticos foram
realizados pelo programa estatistico Rstudio, e 0s
gréficos foram gerados por meio do software
Sigma- Plot versdo 14.0.

Resultados

As espécies com e sem a rizobactéria
apresentaram diferencgas significativas na estrutura
anatdmica nos diferentes tratamentos de estresse
hidrico. Entretanto, as plantas inoculadas
apresentaram valores significativamente maiores
quanto a espessura das estruturas anatémicas: do
mesofilo (0,65% a 57%), células epidérmicas das
faces adaxial e abaxial (50-95%), nervura mediana
(65%), parede dos vasos do xilema (63%),
parénquima palicaddico e esponjoso (40-80%),
especificamente nos regimes de 25% e 50% da
ETO.

Handroanthus impetiginosus

Houve diferenca significativa para os
tratamentos com e sem o inoculo, e de estresse
hidrico. As faces epidérmicas adaxial e abaxial
possuem paredes celulares sinuosas e cuticula
delgada em todos os tratamentos (Figura 1 ACD).

Figura 1. Seccdes transversais do mesofilo e nervura central de folhas de Handroanthus impetiginosus, com e
sem inoculo. A. Mucilagem na regiéo cortical, corado com azul de toluidina; B. Lignina nas paredes dos vasos
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xilematicos, corados com fluoroglucina &cida; C. Deposi¢do de amido no interior de células do parénquima
clorofiliano, corados com Lugol; D. Mucilagem na epiderme; E. Lignina; F. Substancias amilaceas na regido
cortical e mesofilo. Escala: 100 um (imagens C, D e F) e 200 um (imagens A, B e E). Cad = cuticula adaxial;
Cab = cuticula abaxial; Ead = epiderme adaxial; Eab = epiderme abaxial; FI = fibra; PE = parénquima
esponjoso; PP = parénquima palicadico; TR = tricoma; asterisco = mucilagem, seta branca = lignina, seta preta
= amido. Fonte: Jesus et al. (2020).

A face epidérmica adaxial das folhas 1). A cuticula ndo apresentou diferenca
inoculadas foi mais espessada (50 a 72%), significativa, entretanto, os maiores valores foram
principalmente, nos tratamentos de 25% e 50% da observados nas plantas inoculadas (25 a 33%) no
ETO, assim como a face abaxial (23 a 32%) (Tabela tratamento de 25% da ETO (Tabela 1).

Tabela 1. Avaliacdo quantitativa da anatomia das folhas de Handroanthus impetiginosus inoculadas com a
Azospirillum lipoferum e sob os diferentes tratamentos de estresse hidrico. C.I = com in6culo; S.I = sem o
indculo; Cad = cuticula adaxial; Cab= cuticula abaxial; Ead= epiderme adaxial; Eab = epiderme abaxial; MS
= Mesofilo; PP = parénquima pali¢adico; PE = parénquima esponjoso. Fonte: Jesus et al. (2020).

Espessura (um)

Estresse  Inoculo (I;c;a (/?gz Nervura
e Cad Cab Ead Eab MS PP PE (mm)
hidrico do
(ETO) xilema
2506 C.l 3,3Aa 2,8Aa 12,1Aa 82Aa 76,4Aa 31,1Aa 42,2Aa 3,52Aa 0,338Aa
S. 2,0Aa 2,1Aa 3,56Bb 3,8Bb 759Ba 23,7Bb 418Ba 2,34Aa 0,207Ba
50% C. 3Aa 1,5Aa 6,8Aa 58Aa 76,4Aa 31,7Aa 42Aa 3,78Aa 0,338Aa
S. 2,8Aa 2,0Aa 5,2Bb 3,9Ab 759Bb 23,7Ba 41,8Bb 2,48Aa 0,207Bb
100% C.l 2,9Aa 2Aa 7,2Aa 5,1Ba 76,4Aa  31,6Aa 42Aa 3,17Aa  0,350Aa
S| 3Aa 1,8Aa 75Aa 54Aab 75,9Bb 27,5Bb 41,2Bb  2,14Bb  0,250Bb
CV (%) 14,17 27,3 44,71 35,24 16,78 46,38 22,42 31,65 0,89

*Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas na coluna ndo apresentaram diferenca significativa para o
tratamento de inoculacdo e médias seguidas pelas mesmas letras minusculas na coluna ndo apresentam
diferenca significativa entre os tratamentos de irrigacdo pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Nas folhas sem indculo verificou-se a xilematicos (32%), sendo os maiores valores para
presenca de tricomas do tipo tectores, as folhas inoculadas, especialmente no tratamento
aparentemente unicelulares e alongados (Figura de 100% da ETO (Tabela 1). Os componentes
1EF). O parénguima esponjoso ocupou maior guimicos avaliados foram evidenciados em todos
proporcdo do mesofilo (57%) em relacdo ao 0s tratamentos, com o0s vasos do Xxilema
parénquima palicdico (41%) (Tabela 1). No aparentemente mais lignificados nas folhas
entanto, nas folhas inoculadas, verificou-se maior inoculadas (Figura 1B).
espessura tanto do parénquima paligadico (23%)
guanto o0 esponjoso (2%), quando comparadas com Licania rigida
aquelas sem o in6culo (Tabela 1). O parénquima As folhas inoculadas de L. rigida
esponjoso, em todos os tratamentos, apresentou apresentaram  diferencas  significativas  das
células peculiarmente arredondadas e com alguns estruturas analisadas, quando comparadas com as
espagos intercelulares (Figura 1ACD). Houve folhas sem o inoculante. As células epidérmicas
diferencas significativas para o mesofilo (1,33%), s8o sinuosas da face adaxial e abaxial (Figura 2A).

nervura central (1,46%) e parede dos vasos
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Figura 2. SeccOes transversais do mesofilo e nervura central de folhas de Licania rigida, com e sem a
Azospirillum lipoferum. A. Mucilagem, corados com azul de toluidina; B. Amido na regido do parénquima,
corado com lugol; C. Lignina em vasos do Xilema, corado com fluoroglucina acida; D. Mucilagem na regido
cortical; E. Substancias amilaceas coradas com lugol na nervura central; F. Lignina na parede dos vasos do
xilema. Escala: 200 um. Cad = cuticula adaxial; Cab = cuticula abaxial; Ead = epiderme adaxial; FI = fibra;
PE = parénquima esponjoso; PP = parénquima pali¢adico; XI = xilema; asterisco = mucilagem, seta branca =
lignina, seta preta = amido; Estrela= camada subepidérmica. Fonte: Jesus et al. (2020).

A espessura da faces epidérmicas adaxial e especialmente no tratamento de 100% da ETO,
abaxial das folhas apresentou diferencas sendo os maiores valores para as folhas inoculadas
estatisticas quanto ao inoculo e déficit hidrico, (40 a 55%) (Tabela 2).

Tabela 2. Avaliagbes quantitativas da anatomia das folhas de Licania rigida inoculadas com a Azospirillum
lipoferum e sob os diferentes tratamentos de estresse hidrico. C.I = com indculo; S.I = sem o indculo; Cad =
cuticula adaxial; Cab = cuticula abaxial; Ead = epiderme adaxial; Eab = epiderme abaxial; MS = Mesofilo; PP
= parénquima palicadico; PE= parénquima esponjoso. Fonte: Jesus et al. (2020).

Espessura (um)

E§tr§sse ) Parede
hidrico Inoculo .y cap  Ead  Eab  MS PP PE  dovasodo \ervura
(ETO) . (mm)
xilema
2506 C.l 1,7Ba 2,1Aa 7,8Aa 2,4Ba 64Aa 31,2Aa  34,1Aa 3,42Aa  0,487Aa
S. 2,8Aa 1,1Ba 6,1Aa 41Aa 532Ba 17,4Bb  33,6Ba 3,4Ba 0,313Ba
50% C.l 2,8Ab 19Aa 6,6Aa 2,8Aa 674Aa 174Aa 34,1Aa 2,8Ab 0,447Aa
S. 2Ab 1,6Aa 5,9Aa 3,7Aa  49,1Aa 195Aa 26,4Ba 2,3Bb 0,300Ba
100% C.l 2,3Ab 1,3Ba 9Aa 8Aa 69Aa 31Aa 38Aa 3Aa 0,452Aa
S. 2,7Ab 14Aa 5,4Bb 3,6Bb  48,7Bb  20,4Ab  27,9Bb 1,9Bb 0,214Bb
CV (%) 19,39 24,1 19,88 49,02 15,87 28,56 13,46 22,05 0,29

*Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas na coluna ndo apresentaram diferenca para o indculo.
Médias seguidas pelas mesmas letras mindsculas na coluna ndo apresentam diferenca significativa entre os
tratamentos de irrigacdo pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Nas folhas inoculadas, a cuticula da face indculo. Nessa espécie, observou-se uma camada
abaxial foi mais espessa nos tratamentos de 25% da subepidérmica na face adaxial, a qual pode ter
ETO (Tabela 2), quando comparadas com as sem natureza colenquimatica (Figura 2A).
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Nas folhas de L. rigida o parénquima (p<0,05) para todos os tratamentos de estresse
palicadico apresenta apenas uma camada com (Tabela 2).
células pequenas, e parénquima esponjoso com As folhas de L. rigida possuem a nervura
quatro camadas de células irregulares e cutinizada (Figura 2AD). Na nervura central,
compactadas (Figura 2A). O parénquima fibras, provavelmente de origem periciclica,
esponjoso ocupou a maior parte do mesofilo (61%), envolvem o feixe vascular (Figura 2BCF).
quando comparado com o parénquima paligadico, Componentes bioquimicos foram evidenciados
gue ocupou 38% (Tabela 2). No entanto, tanto o para todos os tratamentos, no entanto, lignina e
parénquima palicadico quanto 0 esponjoso amido se destacaram mais claramente nas folhas
apresentam aumento significativo (p>0,05) para as inoculadas com a rizobactéria (Figura 2BC).
folhas com in6culo (34 e 26%), especialmente nos
tratamentos de 25% e 100% da ETO (Tabela 2). Foi Myracrodruon urundeuva
registrado maiores espessuras do mesofilo (34%) Houve  diferencas das  estruturas
nas folhas inoculadas e da nervura central das anatdémicas para todos os tratamentos. Evidenciou-
folhas (41%) quando comparada com as sem se células epidérmicas com contorno ondulado
in6culo (Tabela 2). A espessura das paredes do (Figura 3ADE), em toda a extensdo do mesofilo e
xilema foi maior (35%) para as plantas inoculadas, nervura mediana.

as quais apresentaram diferencas significativas

LIGNINA
4

COM INOCULO »

SEM INOCULO Y

Figura 3. Secgdes transversais do mesofilo e nervura central de folhas de Myracrodruon urundeuva, com e
sem inoculo. A. Mucilagem no parénquima, corado com azul de toluidina; B. Vasos xilematicos lignificados,
corados com fluoroglucina &cida; C. Substéncias mucilaginosas na regido cortical; D. Regido do mesofilo
apresentando mucilagem; E. Substancias lipidicas na parede celular de células epidérmicas, corados com
Sudan IlI; F. Substancias mucilaginosas na regido cortical. Escala:100 (imagens A, D, E e F) e 200 um
(imagens B e C). Cad = cuticula adaxial; Cab = cuticula abaxial; DCS = Ducto secretor; Ead = epiderme
adaxial; Eab = epiderme abaxial; FI = fibra; FV = feixe vascular; PE = parénquima esponjoso; PP = parénquima
palicadico; PE = parénquima esponjoso; asterisco = mucilagem, seta branca = lignina, estrela = Lignina. Fonte:
Jesus et al. (2020).

Para a cuticula ndo foram observadas tratamento de 100% da ETO as folhas com in6culo
diferencas esteticamente significativas, entre os apresentaram maiores valores em espessura da
tratamentos, no entanto observou-se que no cuticula (5 a 22%) (Tabela 3).
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Tabela 3. Avaliagfes quantitativas da anatomia das folhas de Myracrodruon urundeuva inoculadas com a
Azospirillum lipoferum e sob os diferentes tratamentos de estresse hidrico. C.I = com in6culo; S.I = sem o
indculo; Cad = cuticula adaxial; Cab = cuticula abaxial; Ead = epiderme adaxial; Eab = epiderme abaxial; MS

= Mesofilo; PP = parénquima palicadico; PE= parénquima esponjoso. Fonte: Jesus et al. (2020).

Espessura (um)

Estresse Parede do Nervura
hidrico Inéculo Cad Cab Ead Eab MS PP PE vaso do (mm)
(ETO) xilema

2504 C. 24Aa 2Aa 10,1Aa 89Ab 555Aa 333Aa 228Aa 1,3Aa 0,371 Aa
S. 29Aa 21Aa 113Aa 91Aa 399Bb 279Bb 15Abc 1,2Aa 0,148 Ba
50% C. 25Aa 13Aa 13Aa 8Aa 49 Ab 31Aa 18,6 Ab 2,7Aa 0,160 Aa
S. 28Aa 18Aa 12Aa 7Aa  579Bb 238Bb 341Aa 1,6Ab 0,148 Aa
100% C. 35Aa 19Aa 128Aa 82Ab 495Aa 315Aa 18,6 Ab 2,2Ab 0,221 Aa
S. 27Aa 18Aa 66Ba 98Aa 53Bb 33Aa 28 Aa 3,8Aa 0,149 Ba

CV (%) 13,94 15,34 21,76 1152 12,48 12,07 30,9 46,6 0,44

*Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas na coluna ndo apresentaram diferenca para o indculo e
médias seguidas pelas mesmas letras minusculas na coluna ndo apresentam diferenca significativa entre 0s
tratamentos de irrigacdo pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A epiderme da face adaxial apresentou
maiores valores em espessura para as folhas
inoculadas (48,4%) no tratamento de 100% da
ETO, sendo estatisticamente diferente com relagdo
as folhas sem o in6culo (Tabela 3). Mesmo néo
havendo diferenca estatistica no tratamento de 50%
da ETO, os maiores valores absolutos foram
registrados para o indculo, sendo 8% maior na face
epidérmica adaxial e 12,5% na face abaxial (Tabela
3).

O parénquima palicadico ocupou maior
area do mesofilo nas plantas inoculadas (56%) nos
tratamentos de 25 e 50% da ETO (Tabela 3),
enquanto o parénquima esponjoso foi maior nas
folhas sem o indculo (42%), sendo mais evidente
esse aumento nos tratamentos de 50% e 100% da
ETO (Tabela 3). No parénguima esponjoso sdo
vistas de duas a trés camadas celulares achatadas
com pouco espacos intercelulares (Figura 3ADE).
A parede do vaso do xilema apresentou maior

espessura nas plantas inoculadas (1,3 um), quando
comparadas as ndo inoculadas (Tabela 3),
principalmente nos tratamentos de 25 e 50% da
ETO. Observou-se canais secretores, em secgdo
transversal, de limen relativamente grande, nas
proximidades do floema (Figuras 3BCF). No
entanto, o nimero de ductos secretores (2-3) foi
maior nas folhas dos tratamentos inoculados,
enquanto aguelas sem o indculo apresentaram
ductos (1 - 2), para todas as folhas e tratamentos de
ETO (Figura 3). Para as plantas inoculadas, os
vasos do Xilema apresentaram-se, visualmente,
mais lignificados (Figura 3B).

Triplaris gardneriana

Houve diferenca estatistica para a maioria
dos aspectos anatdmicos das folhas inoculadas
(Tabela 4).

Tabela 4. Avaliagbes quantitativas da anatomia das folhas de Triplaris gardneriana inoculadas com a
Azospirillum lipoferum e sob os diferentes tratamentos de estresse hidrico. C.I = com inéculo; S.I = sem o
inéculo; Cad = cuticula adaxial; Cab= cuticula abaxial; Ead= epiderme adaxial; Eab= epiderme abaxial; PP=
parénquima paligadico; PE= parénquima esponjoso. Fonte: Jesus et al. (2020).

Espessura (um)

E§trgsse . Parede do
hidrico noculo -y cab  Ead  Eab MS PP PE  vasodo ervura
(ETO) ; (mm)
xilema
2504 C. 38Aa 29Aa 141Aa 67Bb 809Aa 339Aa 456 Aa 3,5Aa 0,151 Ba
S. 33Bb 29Aa 122Ba 8,9 Aa 72 Bb 26 Ba 45 Ab 3,4Aa 0,472 Aa
50% C. 26Bb 17Aa 114Aa 102Aa 96 Aa 22 Aa 65,1 Aa 2,3Bb 0,130 Ab
S| 2,7 Aa 1,7 Aa 9,5 Bb 8,1Ba 47,2Bb 19,1Bb 31,2Bb 3,2Aa 0,472 Aa
100% C. 27Aa 19Aa 112Aa 10,1Aa 96Aa 22 Aa 65,1 Aa 1,9Bb 0,139 Ab
S. 26Bb 1,75Ab 9,8Bb 7,8 Aa 47Bb 16 Bb 39,9Bb 2,8Aa 0,97 Aa
CV (%) 16,71 27,64 14,79 15,87 30,3 26,87 28,25 22,49 0,73
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*Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas na coluna ndo apresentaram diferenca para o indculo e
médias seguidas pelas mesmas letras minusculas na coluna ndo apresentam diferenca significativa entre os

tratamentos de irrigacdo pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Observou-se que a epiderme foi mais
espessa  (8,33%), especialmente nas folhas
inoculadas na face adaxial, em todos os
tratamentos da ETO (Tabela 4).

COM INOCULO »

As células epidérmicas das folhas
inoculadas apresentaram-se mais volumosas
(Figura 4AB).

SEM INOCULO »

Figura 4. Seccdes transversais do mesofilo e nervura central de folhas de Triplaris gardneriana, com e sem
indculo, A. Mucilagem no parénquima, corado com azul de toluidina; B. Parénquima com substancias
amilaceas, corados com Lugol; C. Lignina nas paredes do xilema, corado com fluoroglucina acida; D. Regido
do mesofilo apresentando mucilagem; E. Substancias lipidicas na parede celular de células epidérmicas,
corados com Sudan Ill; F. Lignina nas paredes do xilema. Escala: 200 um. Cad = cuticula adaxial; Cab =
cuticula abaxial; Ead = epiderme adaxial; Eab = epiderme abaxial; FI = fibra; PE = parénquima esponjoso; PP
= parénquima pali¢adico; PE = parénquima esponjoso; XI = xilema; Asterisco = mucilagem, seta branca =

lignina, seta preta = amido; Estrela= lipideos. Fonte: Jesus et al. (2020).

Por outro lado, nos tratamentos sem
indculo, as células epidérmicas apresentaram
menor espessura na face adaxial e maior na abaxial
de (1,5 e 20%) a 25% da ETO (Tabela 1).

O inbculo conferiu maior espessura da
cuticula da face adaxial (10%), principalmente nos
tratamentos de 25% e 100% da ETO (Tabela 4).

A érea do mesofilo (50%) e parede dos
vasos do xilema (33%) foram maiores nas folhas
inoculadas, nos tratamentos de 25% da ETO,
quando comparadas aquelas sem o inoculo (Tabela
4). Substancias lipidicas, mucilaginosas, bem
como lignina, foram evidenciadas para as folhas
com e sem a rizobactéria (Figura 4).

Discusséo

As espécies nativas do semiarido realizam
ajustes em suas estruturas morfoanatdbmicas em
decorréncia da escassez de agua e irregularidade
das chuvas (Figuerba et al., 2004). No presente

estudo, a acdo da RPCPs foi confirmada a partir de
dados anatdmicos realizadas nas folhas das quatro
espécies de plantulas submetidas a estresse hidrico.
As pléntulas inoculadas apresentaram diferencas
na epiderme, na area e células do mesofilo e
nervura mediana, principalmente nas condigdes de
baixo regime hidrico, além de apresentar
diferengas quanto aos componentes bioquimicos,
confirmando a acdo da rizobactéria. Dessa forma,
as RPCPs auxiliaram na resisténcia das folhas sob
estresse hidrico, otimizando o uso da a4gua (Wang
etal., 2014).

A epiderme possui diversas
funcionalidades, por ser um tecido formado por
diferentes tipos de células especializadas, que
constituem os estdbmatos e o0s tricomas, por
exemplo (Dickison, 2000). Este tecido desempenha
um importante papel nas espécies vegetais de
regides semiaridas, expostas a condicdes de alta
temperatura (Dickison, 2000), pois possibilita a

Jesus, A.L.N.; Brito, N.D. da S.; Medeiros, M.J. dos S.; Oliveira, A. dos S.; Lima, A.L.A. 112



Journal of Environmental Analysis and Progress V. 07 N. 02 (2022) 104-116

resisténcia a perda de agua, elevando a eficiéncia
hidrica (Burghardt & Riederer, 2006; Tenhaken,
2015). A maior espessura da epiderme evidenciada
nas plantas inoculadas, sugere que a rizobactéria
proporciona ajustes anatdbmicos que favorece a
melhor performance da planta. Em todas as
espécies estudadas, as células epidérmicas
mostraram-se bastante sinuosas, por estarem em
ambiente controlado.

A espessura da cuticula ndo diferiu entre os
tratamentos de indculo e de estresse para as
plantulas de M. urundeuva. No entanto, as demais
espécies  estudadas  apresentaram maior
espessamento da cuticula, principalmente da face
adaxial. As cuticulas espessas proporcionam
protecdo contra altas intensidades luminosas (Cen
& Ornman, 1993; Pireda et al., 2019). Marcati
(2001) destacou que a espessura da cuticula ndo é,
necessariamente, um fator de controle de
permeabilidade, embora constitua um tema de
grande importancia. No entanto, o0s autores
também esclarecem que a cuticula é a primeira
barreira para reducdo da perda de agua, contra 0s
efeitos de herbicidas e polui¢do ambiental.

Para as folhas de H. impetiginosus, sem a
rizobactéria, observou-se tricomas na face abaxial.
Os tricomas sdo estruturas adaptativas das espécies
vegetais, para evitar a perda de agua (Hallik et al.,
2017). De acordo com Hallik et al. (2017), a
ocorréncia dos tricomas é mais comum em
ambientes secos, onde ha uma maior incidéncia de
elevada temperatura.

O maior espessamento do parénquima
palicadico das folhas inoculadas foi observado no
tratamento de maior deficit hidrico. Esse maior
espessamento pode ser melhor explicado,
conforme Reed (2005), devido ao estimulo de
fitormbnios produzidos pelas RPCPs, que
permitem o alongamento e a multiplicac&o celular
no vegetal. O parénquima palicadico pode ser
constituido de vérias camadas, dessa forma, ha
maior possibilidade de aumento da atividade
fotossintética (Oguchi, Hikosaka & Hirose, 2003).
Esses autores destacaram que isso é possivel
devido ao aumento da superficie da membrana
plasmética, que confere um maior ndmero de
cloroplastos. Nesse sentido, a atividade metabdlica
das plantas é mais favorecida (Oguchi et al., 2003).

O presente estudo mostra que a nervura e a
lamina foliar foi significativamente mais
expandida nas plantas inoculadas, confirmando o
que ja foi estudado por Reed (2005), o qual
mostrou a grande eficiéncia das RPCPs para
auxiliar no crescimento celular, aumento da area do
limbo foliar e raiz. Estas caracteristicas facilitam a
conducdo de &gua via xilema (Metcalfe, 1983;
Fahn & Cutler, 1974). De acordo com Figueiredo

(2010), esse fator se deve a uma maior producéo de
auxinas e citocininas pelas RPCPs, as quais atuam
na expansdo e no alongamento celular, ajudando
também na divisdo celular (Figueiredo, 2010).

O maior espessamento na lamina foliar e
do mesofilo nas plantas sem indculo no tratamento
a 25% da ETO indica que o déficit hidrico é um
fator que exerce forte influéncia na estrutura
anatdmica das plantas. Costa et al. (2007), explica
que o déficit hidrico no solo promove maior
condigéo das plantas terem suas folhas reduzidas, e
com isso um adiantamento da senescéncia.

As folhas de M. urundeuva apresentaram
estrutura de secrecdo interna ligados aos feixes
vasculares, sendo diferentes nos tratamentos de
in6culo. De acordo com Fahn (2000), ductos sdo
estruturas que possui a caracteristica de um epitélio
secretor. A presenca desses ductos, especialmente
na regido do floema pode servir como um marcador
taxonémico e anatémico para a diferenciacdo das
espécies (Mastroberti & Mariath, 2008). Segundo
Ascensdo et al. (2007), essas estruturas de secrecao
interna sdo de ocorréncia comum em
Anacardiaceae, podendo ter origem lisigena
(rompimento celular) ou esquizégena (afastamento
de células). As cavidades encontradas foram em
maiores quantidades nas folhas inoculadas e pode,
portanto, ser decorrente das caracteristicas de
turgescéncia das células (Machado, Canaveze &
Rodrigues, 2017). No entanto, h& necessidade de
mais estudos para esclarecimento da acdo da
rizobactéria nas estruturas secretoras.

A deposicdo de amido foi evidenciada em
maior parte nas folhas inoculadas, principalmente
no parénquima clorofiliano. O amido funciona
COmo uma reserva energética nas plantas, e
caracterizado como um dos principais produtos da
fotossintese (Fahn, 1979; Mastroberti & Mariath,
2008). Esse resultado confirma de fato a acéo
benéfica da rizobactéria em auxiliar no processo
fotossintético nas plantas. A presenca de células
mucilaginosas também foi evidente nas plantas de
todos os tratamentos. A presenca de mucilagem
esta relacionada a capacidade adaptativa e de
sobrevivéncia da espécie aos ambientes secos
(Barreiro & Machado, 2007).

Nas folhas inoculadas foram observadas
poucas concentracOes de substancias lipidicas nas
paredes celulares da epiderme e tricomas das
espécies estudadas. Essas substancias tém como
funcdo amenizar o processo de difusdo de vapor de
agua das folhas para o0 meio externo (Burghardt &
Riederer, 2006; Larcher, 2006), no entanto, o
excesso de lipidios pode causar oxidacdo e
prejudicar o desenvolvimento da folha (Larcher,
2006). Dessa forma, as RPCPs podem ter atuado na
reducdo desse componente bioquimico.
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As RPCPs minimizaram os efeitos do
estresse hidrico através de mecanismo de
resisténcia, associando modulagdes fisiologicas e
bioquimicas (Fahn, 2000). A anélise anatdmica das
folhas das quatro espécies da caatinga aqui
estudadas mostrou que a associacao da rizobactéria
A. lipoferum em plantas da caatinga resultou em
um melhor desenvolvimento e uma maior
tolerancia dessas plantas em situacdo de escassez
hidrica.

Concluséo

A inoculacdo de RPCPs em quatro
espécies arbdreas do semiarido do Brasil atuou de
forma positiva no ajuste das estruturas anatdbmicas
foliares sobre condi¢bes de déficit hidrico.
Embora, algumas caracteristicas se mantiveram
semelhantes em ambos os tratamentos, notou-se
gue a atividade da rizobactéria foi significativa.
Portanto, pode-se inferir que as RPCPs induzem
ajustes anatomicos foliares, permitindo melhor
tolerdncia ao estresse hidrico. Dessa forma, a
utilizacdo da rizobactéria A. lipoferum em espécies
de plantas nativas do semiarido do Brasil mostrou-
se satisfatoria, podendo ser aplicada em projetos
visando o reflorestamento de areas degradadas.
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