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RESUMO

Na agricultura, a demanda por alternativas para aumentar a produgdo agricola, de forma
sustentavel, tornou-se de grande interesse, pelo fato da dependéncia de fertilizantes quimicos
usados na producdo de alimentos. Para isso, outros métodos como os bioestimulantes que sdo
substancias ou microrganismos aplicados as plantas apresentam a capacidade de afetar,
positivamente, 0s processos Vitais, aumentando a eficiéncia nutricional, melhorando as
caracteristicas de qualidade da cultura, independentemente do seu teor de nutrientes como o
morangueiro e a batata-doce. Os bioestimulantes sdo uma alternativa promissora com potencial
de aplicacdo na producéo agricola, em especial as bactérias promotoras de crescimento, o acido
hdmico e a terra diatomacea, por apresentarem capacidade de estimular o crescimento das
plantas. Dessa forma, objetivou-se avaliar o potencial de bioestimulantes no crescimento de
morangueiro e de batata-doce como promotor de crescimento. Com essa finalidade, foram
realizados ensaios in vitro e em casa de vegetacdo nas culturas de morangueiro e batata-doce.
Os bioestimulantes (bactérias promotoras de crescimento como Azospirillum brasilense,
Pantoea ananatis e Paenibacillus favisporus e acido himico) foram avaliados quanto a sua
capacidade de promocdo de crescimento vegetal em morangueiro. Dados fitotécnicos,
nutricionais, fisioldgicos (IRGA / infrared gas analyser) e de mudancas anatdmicas nas plantas
foram coletados. No segundo ensaio, a frequéncia de aplicacdo de Azospirillum brasilense no
morangueiro quanto ao efeito da capacidade de crescimento das plantas foi avaliada. No terceiro
e quarto ensaios foram avaliados o efeito da terra diatomacea no cultivo in vitro e na
aclimatizacdo de batata-doce sobre o crescimento, a fisiologia e a anatomia de plantas. Os
bioestimulantes foram capazes de estimular maiores efeitos sobre o crescimento, acumulo de
nutrientes, anatomia, fisiologia, mostrando que é possivel combinar os inoculantes bacterianos
com acido himico, obtendo melhores respostas que a aplicacdo isolada de ambas. Conclui-se
que os bioestimulantes avaliados apresentam potencial para a aplicagdo como promotores de
crescimento nas culturas do morangueiro e batata-doce e, seus efeitos abrangem crescimento,
mudancas na anatomia foliar, fisiol6gicos e acimulo de nutrientes pelas plantas.

Palavras-chave: Fragaria x ananassa Duch. Ipomoea batatas (L.). Inoculagéo. BPCP. Terra
diatomacea.



ABSTRACT

In agriculture, the demand for alternatives to increase agricultural production in a sustainable
way has become of great interest, due to the fact of dependence on chemical fertilizers used in
food production. For this, other methods such as biostimulants that are substances or
microorganisms applied to plants have the ability to positively affect vital processes, increasing
nutritional efficiency, improving the quality characteristics of the crop regardless of its nutrient
content such as strawberry and potato sweet. Biostimulants are a promising alternative with
potential for application in agricultural production, especially growth-promoting bacteria,
humic acid and diatomaceous earth because they have the ability to stimulate plant growth.
Thus, the objective was to evaluate the potential of biostimulants in the growth of strawberry
and sweet potato as a growth promoter. For this purpose, in vitro and greenhouse tests were
performed on strawberry and sweet potato crops. Biostimulants (growth-promoting bacteria
such as Azospirillum brasilense, Pantoea ananatis and Paenibacillus favisporus and humic acid)
were evaluated for their ability to promote plant growth in strawberry. Phytotechnical,
nutritional, physiological data (IRGA / infrared gas analyzer) and anatomical changes in plants
were collected. In the second test, the frequency of application of Azospirillum brasilense on
strawberry in relation to the effect of the plants' growth capacity was evaluated. In the third and
fourth trial, the effect of diatomaceous earth on in vitro cultivation and sweet potato
acclimatization on plant growth, physiology and anatomy were evaluated. The biostimulants
were able to stimulate greater effects on growth, accumulation of nutrients, anatomy,
physiology, showing that it is possible to combine bacterial inoculants with humic acid,
obtaining better responses than the isolated application of both. It is concluded that the
evaluated biostimulants have potential for application as growth promoters in strawberry and
sweet potato crops, and their effects include growth, changes in leaf anatomy, physiological
and nutrient accumulation by plants.

Keywords: Fragaria x ananassa Duch. Ipomoea batatas (L.) inoculation, PGPB
Diatomaceous earth.
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1 INTRODUCAO

A procura por produtos provenientes de cultivos organicos esta em grande crescimento,
mas a producdo ainda € pequena com baixo rendimento em relacdo a agricultura convencional,
como 0 morango e batata-doce. Essas duas culturas sdo produzidas em diferentes regides e
consumidas em quase todo o mundo, em razdo do seu emprego na culinéria e valores
nutricionais bem definidos.

O morango é um pseudofruto cultivado e comercializado que cresceu seu consumo, nos
ultimos anos em diversas partes do mundo, devido as propriedades organolépticas, sabor Unico,
com diversos beneficios para a salde e composto com diferentes nutrientes que minimizam
riscos de doencas cronicas. J& a batata-doce € uma cultura antiga, com vasta disseminacéo, e é
produzida especialmente em sistemas agricolas com reduzida entrada de insumos, sendo
cultivada, principalmente, por pequenos produtores e acatada como fonte de seguranca
alimentar de véarias populagdes rurais, sobretudo em regides mais pobres.

Entretanto, para alcancar elevadas producBes € necessario o uso intensivo de
fertilizantes quimicos no cultivo em campos produtivos. Esses métodos ocasionam em elevados
custos de producdo, problemas ambientais e efeitos negativos na satde publica em médio e
longo prazo. Diante disso, a agricultura moderna tem empregado uma série de inovacgdes
tecnoldgicas que proporcionam novos estimulos fisiologicos as plantas, auxiliando a se
tornarem mais tolerantes aos estresses bioticos e abioticos.

Nesse contexto, sdo necessarias mudancas nas estratégias de producdo dessas culturas,
empregar novos métodos para aumentar a produtividade, como o uso de bioestimulantes, que
promove o crescimento, desenvolvimento e aumento na produtividade das culturas, podendo
apresentar grande potencial na produgédo do morango e da batata-doce. Os bioestimulantes séo
capazes de favorecer mudangas nos processos estruturais, promovendo o equilibrio hormonal e
estimulando o desenvolvimento, com o intuito de aumentar a produtividade das culturas. Assim,
a utilizacdo de bioestimulantes tem crescido, principalmente por ser alternativa ao uso eficiente
de fertilizantes e por ser ecologicamente correto.

Entre os bioestimulantes, é encontrada uma abundancia de produtos como: extratos de
algas, produtos contendo aminodcidos, acidos humicos e fulvicos, quitosana, compostos
inorganicos, fungos e bactérias promotoras de crescimento e produtos contendo reguladores de

crescimento vegetal.
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Entretanto, em decorréncia da complexidade dos efeitos dos bioestimulantes nas plantas
para induzir respostas fisiologicas e modificacdo em seu crescimento e desenvolvimento, dessas
plantas, é necessario que a interacdo dos bioestimulantes seja bem-sucedida para a espécie
vegetal estudada. Sendo assim, uma forma de ter acesso as respostas dos bioestimulantes, nas
plantas, € por meio de pesquisas de sele¢do, frequéncia de aplicacdo e dosagem adequada com
respostas na capacidade de crescimento sobre as espécies vegetais em que se objetiva aplicar.

Portanto, neste trabalho, objetivou-se avaliar o potencial de bioestimulantes a base de
bactérias promotoras de crescimento vegetal como Azospirillum brasilense, Pantoea ananatis
e Paenibacillus favisporus, &cido himico e terra diatomacea no crescimento de morangueiro e

de batata-doce, bem como verificar seus principais efeitos sobre essas culturas agronémicas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1  Aspectos gerais do morangueiro

O morangueiro (Fragaria x ananassa, Duch.), pertencente a familia Rosaceae, propaga-
se via sexuada e assexuada (GONCALVES et al., 2016). A reproducdo assexuada ocorre, por
meio de estol6es utilizados, comercialmente, para a producdo de mudas, por meio de estoldes
emitidos pela planta e enraizados no solo ou em substratos, podendo ser comercializados como
muda de raiz nua ou com torrdo (FRANZON et al., 2010). A reproducdo sexuada se da por
sementes e é utilizada nos programas de melhoramento genético para adquirir maior
variabilidade genética nos materiais (GALVAO et al., 2014).

A planta de morangueiro é herbacea, rasteira e perene. Em geral, é cultivada como planta
anual para a producéo de frutos (FERLA et al., 2007). O sistema radicular é composto por raizes
adventicias e fasciculadas. As adventicias também sdo conhecidas como raizes primarias, sao
perenes e tém funcdo de reserva. As raizes fasciculadas ou secundarias se desenvolvem a partir
das adventicias e sdo as responsaveis pela absorcao de agua e nutrientes, dispostas em camadas,
quando sdo substituidas por outras que surgem acima das velhas (PIRES et al., 2000).

O fruto do morangueiro € um pseudofruto originario do receptaculo floral que se torna
carnoso e suculento (FERLA et al., 2007). Os aquénios sdo os frutos verdadeiros, sendo
estruturas escuras que contém as sementes e se prendem ao morango que é o fruto falso
(BORTOLOZZO et al., 2007). As folhas do morangueiro podem conter 3 a 5 foliolos, unidas a
um peciolo principal (QUEIROZ VOLTAN et al., 1996). As flores dessa espécie formam-se de
meristemas terminais da coroa, sendo agrupadas em inflorescéncias (GONCALVES et al.,
2016). O florescimento do morangueiro é dependente de fatores internos, pela temperatura e
pelo fotoperiodo, porém, esta sensibilidade varia de acordo com a cultivar (BRADFORD et al.,
2010).

O morangueiro, atualmente, produzido em diversos lugares é oriundo do cruzamento
entre duas espécies selvagens, a Fragaria virginiana, originaria da América do Norte, e a
Fragaria chiloensis, originaria do Chile e llhas do Havai (EDGER et al., 2019). Esse
cruzamento foi realizado, na Europa e resultou em plantas com frutos de maior tamanho e
melhor qualidade (GONCALVES et al., 2016). O cultivo do morangueiro pelos europeus era
tanto para producdo de frutos quanto ornamentacgéo, tornando-se uma planta comum em jardins
e hortas (HUMMER; HANCOCK, 2009).
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O morango é uma das frutas mais importantes no mercado internacional, com cultivo
realizado em diferentes partes do mundo, devido as propriedades organolépticas e sabor Unico
(BHAT et al., 2015; TACO, 2011), mostrando grande aumento do seu consumo nos ultimos
anos (ANDRADE et al., 2019). O produto dessa cultura apresenta diversos beneficios para a
salde, composto por diferentes nutrientes que ajudam a reduzir riscos de doengas crbnicas
(FORBES-HERNANDEZ et al., 2016). Além disso, 0 morango tem alto teor de vitamina C,
também fornece varias outras vitaminas em menor extensdo, como tiamina, riboflavina, niacina
e vitamina B6 e contém vitaminas lipossoluveis, incluindo carotenoides, vitamina A, vitamina
E, vitamina K e apresenta uma atividade antioxidante, notavelmente, alta (MILLER et al.,
2019). O fruto € uma boa fonte de manganés, magnésio, cobre, ferro e fosforo (NOUR et al.,
2017). Esse fruto tem alto retorno econémico, pois € uma boa fonte de nutriente e possui grande
aceitacdo dos consumidores e diversidade de comercializacdo e processamento
(FACHINELLO et al., 2011).

Com forte apelo econdmico e social, a producdo do morango exibe constante
crescimento. De acordo com a Organizacdo das NacGes Unidas para Agricultura e Alimentacéo,
no ano de 2007, a producdo mundial anual de morangos foi estimada em mais de 5,8 milhdes
de toneladas com 341 mil hectares. J&, no ano de 2017, a producédo quase dobrou, com o total
de 9,2 milhdes de toneladas e area plantada de 395 mil hectares. Atualmente, os paises com
maior producdo do pseudofruto sdo China, Estados Unidos, México, Egito, Turquia, Espanha,
Republica da Coréia, Poldnia, Russia e Marrocos (FAOSTAT, 2019). No Brasil, em 2017,
segundo dados do IBGE (2017), apontaram o Sudeste (110.333 ton), Sul (28.662 ton), Centro-
Oeste (4.650 ton) e o Nordeste (2.867 ton), como as regides que tem as maiores quantidades

produzidas de morango no Brasil.

2.2 Aspectos gerais da batata-doce

A batata-doce (Ipomoea batatas L. (Lam)) € uma espéecie pertencente a familia
Convolvulaceae, originaria da América do Sul e com ampla adaptagdo as variadas condigdes
climaticas do Brasil (LOEBENSTEIN, 2009). E uma planta tropical herbacea possui caule do
tipo rama que se desenvolve paralelamente ao solo, podendo atingir até trés metros de
comprimento. Possui folhas do tipo cordiforme, lanceolada e recortada com peciolos bastante

desenvolvidos. As flores sdo hermafroditas de coloracdo lilds ou arroxeadas. Entretanto, sdo
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autoincompativeis, o que beneficia a fecundacdo cruzada. Trata-se de uma planta perene,
contudo cultivada como anual (FILGUEIRA, 2008).

Essa cultura é uma hortalica que se destaca pela facilidade de cultivo, baixo custo de
producdo e com empregabilidade na alimentacdo humana e animal. Além disso, € uma
importante alternativa para diversos processos industriais, matéria-prima para tecidos, papel e
cosmeéticos (CARDOSO et al., 2005).

As raizes da batata-doce séo utilizadas na culinaria doméstica em inumeras formas e
ainda sdo Uteis como matéria-prima para processos industriais (ROESLER et al., 2008). Além
do consumo das raizes da batata-doce, alguns paises, como do continente Africano consomem
as folhas jovens que sdo ricas em proteinas e vitaminas (KAGIMBO et al., 2018). A batata-
doce apresenta grande potencial na alimentacdo animal, pois seus residuos culturais, como
ramas e raizes tuberosas nao comerciaveis podem ser aproveitados (FIGUEIREDO et al., 2012)
e tém alto valor de proteina e energia, com 11% na matéria seca de ramas (GONCALVES
NETO etal., 2011).

A batata-doce apresenta grande variabilidade genética (WERA et al., 2014), permitindo
selecdo para inumeras finalidades, como aquisicdo de materiais resistentes a pragas e doencas
(AZEVEDO et al., 2002; NGAILO et al., 2016), com maior densidade de raizes e maior teor
de matéria seca (CARDOSO et al., 2007). Apresenta-se com grande importancia na producéo
industrial de farinha e amido (GONCALVES NETO et al., 2011).

Em comparacdo com culturas como arroz, milho, banana e sorgo, em regides tropicais,
a batata-doce é mais eficiente em termos de quantidade produzida por unidade de area e por
unidade de tempo (LEONEL et al., 2005). A batata-doce possui maior teor de carboidratos e
lipidios do que o inhame e mais proteina que a mandioca. Em estruturas vegetais amiléaceas,
possui maior teor de matéria seca, carboidratos, lipidios, calcio e fibras que a batata (Solanum
tuberosum), e é considerada como boa fonte de energia, sais minerais e vitaminas (OLIVEIRA
et al., 2008). E uma hortalica rustica, de ampla adaptacio, com alta tolerancia & seca e de facil
producdo (CAVALCANTE et al., 2006).

No contexto mundial, a batata-doce é cultivada em diversos paises, com 70,5% na Asia,
24,6% na Africa, 4% nas Américas, 0,8% na Oceania e 0,1% na Europa. Na producio mundial,
a China se destaca como maior produtor de batata-doce com 71 milhdes de toneladas, e entre

0s paises da América do Sul o Brasil (776285 ton) encontra-se como um dos principais
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produtores, sendo cultivada, praticamente, em todas as localidades e, principalmente, como
cultura de segurancga alimentar em pequenas propriedades rurais (FAOSTAT, 2019).

No Brasil, € uma cultura produzida, em sua maioria, em sistemas agricolas com menor
entrada de insumos, cultivada especialmente por pequenos produtores (FIGUEIREDO et al.,
2012; MONTES et al., 2006; SOUZA, 2000). Essa cultura apresenta alto retorno econdmico,
sendo matéria-prima em processos industriais como a producédo de farinha, amido, alimentacéo
animal e com potencial na producéo de etanol (DIAZ et al., 2014).

Como toda cultura agricola, a batata-doce apresenta fatores bi6ticos e abioticos que
influenciam seu crescimento e desenvolvimento, contribuindo para baixas produtividades ou
perdas na qualidade (CASTRO et al., 2019; FAN et al., 2015; SILVA et al., 2019). Dentre os
fatores que ocasionam perdas, o processo de multiplicacdo vegetativa, por meio de raizes e
ramas se destaca, por ocorrer disseminacdes de pragas e doencas, durante os cultivos
sucessivos, resultando em quedas na producdo (CASTRO et al., 2008). As principais pragas,
insetos de solo e nematoides danificam severamente as raizes, ocasionando perdas de qualidade
(HUE; LOW, 2015; PINHEIRO et al., 2011).

Acatada como fonte de seguranca alimentar de varias populacdes rurais, sobretudo em
regides mais pobres, a batata-doce representa uma alternativa de renda, principalmente pelo
baixo custo de producéo e por exibir um ciclo de 90 a 120 dias, proporcionando regular fluxo
de capital na producgédo (MELO et al., 2009).

2.3 Bioestimulantes

Os bioestimulantes vegetais ou bioestimulantes agricolas sdo definidos como qualquer
substancia ou microrganismo fornecido as plantas em pequenas quantidades que possuam
capacidade de aumentar a eficiéncia da absor¢do nutricional, mas também elevar a tolerancia
ao estresse abidtico e bidticos, melhorando a qualidade dos produtos (BROWN et al., 2015;
SOFO et al., 2014). A primeira definicdo de bioestimulantes vegetais surgiu como materiais
gue promovem o crescimento das plantas, quando aplicados em pequenas quantidades, exceto
fertilizantes (KAUFFMAN et al., 2007).

Em decorréncia do fato de os bioestimulantes aumentarem o vigor e a produtividade das
plantas, a utilizacdo tem sido empregada em todas as etapas de producéo agricola (YAKHIN et

al., 2017). Os mais empregados e promissores sdo: extratos de algas, hidrolisados de proteinas,
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acidos hamicos e fulvicos, silicio, quitosana, compostos inorganicos (Al, Co, Na, Se e Si),
fungos e bactérias promotores de crescimento (DU JARDIN, 2015; RUZZI; AROCA et al.,
2015).

Esses compostos, quando aplicados a planta, podem provocar modificacbes no
crescimento, na anatomia, aumento nas atividades fotossintéticas, melhoria no
desenvolvimento do sistema radicular e maior absorcdo de nutrientes. Além disso, 0s
bioestimulantes também podem ajudar a quebrar a dorméncia, aumentar o tamanho dos frutos,
0 vigor, a uniformidade das plantas e regular a floracdo (CALVO et al., 2014; HALPERN et
al., 2015). Todos esses efeitos se somam ao crescimento, acarretando no maior desempenho da
cultura e alcangando elevadas producdes (LANA et al., 2009).

As substancias presentes nos bioestimulantes ajudam na maior absorcdo de agua e
nutrientes, proporcionando menor impacto em periodos de deficiéncia hidrica, durante o ciclo
da cultura (RODRIGUES et al., 2015). A acdo dos bioestimulantes contribui também em
aumentar a tolerancia contra salinidade, altas temperaturas, frio e maior resisténcia das plantas
contra insetos pragas, doencas e nematoides. Porém, a eficacia dessas substancias em combater
as condicdes de estresses ocasionados as plantas, dependem de diferentes fatores como tempo
de aplicacdo e modo de acdo (SILVA et al., 2014; SOFO et al., 2014). Segundo Bulgari et al.
(2019), a utilizacdo de bioestimulantes pode ser realizada em diferentes periodos, antes de
fatores que causem estresse no cultivo, durante o estresse ou mesmo depois. Esses mesmos
autores afirmam que a aplicacdo dos bioestimulantes, durante o desenvolvimento, depende da
espécie e do periodo mais critico para a producdo. Com isso, é necessario identificar o momento
certo para sua aplicacéo, sendo tdo importante quanto a determinacdo da concentracdo a ser
utilizada.

Os bioestimulantes apresentam fatores que influenciam nas caracteristicas da atividade
do solo, tanto microbiologicamente quanto enzimaticamente, causando alteragdes no sistema
radicular e alterando a solubilidade e transportabilidade dos nutrientes nas plantas (LUCINI et
al., 2015; PASCALE et al., 2017). Essas alteracbes ocasionadas pela influéncia dos
bioestimulantes, estimula o crescimento das plantas, aumentando seu metabolismo,
germinacao, fotossintese e absorcdo de nutrientes do solo e, assim, melhorando a produtividade
das plantas (YAKHIN et al., 2017).

Em relacdo ao uso de bioestimulantes na agricultura, o maior mercado foi em 2012, na

Europa, com 6,2 milhdes hectares tratados com bioestimulantes, sendo os principais produtores
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Franca, Itdlia e Espanha (YAKHIN et al., 2017). Dessa forma, diversas pesquisas ja foram
documentadas, mostrando os efeitos positivos com o uso de bioestimulantes, em cultivos de
olericolas, a exemplo de pimenta (AMINIFARD et al., 2012), tomate (DHOUIB et al., 2019),
alface (SANDEPOGU et al., 2019), espinafre (PEREIRA et al., 2019), Solanum tuberosum L.
(PIVOVAROQV et al., 2019), repolho (GODLEWSKA et al., 2019), entre outras.

Soppelsa et al. (2019), estudando o efeito de diferentes bioestimulantes (hidrolisado de
alfafa, vitaminas, quitosana e silicio) no morangueiro, verificaram que 0os mesmos foram
capazes de promover o acimulo de biomassa em raizes e frutos. Esses autores consideraram
que os bioestimulantes sdo uma ferramenta agronémica valida, capaz de opor-se as
consequéncias negativas do cultivo sob condi¢Bes nutricionais insuficientes. Mattner et al.
(2018), avaliando o crescimento de raizes de morango com 0 uso de extrato comercial,
verificaram aumento significativo no volume e comprimento das raizes das plantas de morango
visando a produgdo comercial de frutos.

Neumann et al. (2017), trabalhando com extrato de alga (Ascophyllum nodosum) para a
producdo de mudas de batata-doce em bandejas, verificaram que esse bioestimulante otimizou
a formacdo de mudas de batata-doce, contribuindo para o aumento de vigor e consequente
precocidade das mesmas. Ja, ROs et al. (2015), avaliando diferentes concentracdes do
bioestimulante na batata-doce, observaram interferéncia no numero de raizes e folhas nas
plantas, mas concentragdes pequenas dos bioestimulantes ndo favoreceram a produtividade das
raizes tuberosas.

Na avaliacdo dos bioestimulantes, existe grande diversidade nas respostas das plantas
quando ao seu efeito, e apresentam misturas complexas derivadas de matérias-primas de origem
altamente diferentes. Dessa forma, mostra-se que Sd0 necessarias pesquisas, em razdo das
diferentes respostas das plantas aos bioestimulantes, tornando ndo sé um desafio, mas também

uma grande oportunidade.
2.3.1 Bactérias promotoras de crescimento
O surgimento dos inoculantes bacterianos, no desenvolvimento das plantas, ocorreu a

mais de cem anos (SANTOS et al., 2019a). Contudo, 0 uso de inoculantes na agricultura cresceu

bastante nas Ultimas décadas, em sua maioria, em razdo das comunidades de pesquisa e
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desenvolvimento agricola trabalharem em busca de solugdes visando ao aumento da produgéo
(CALVO etal., 2014; HAYAT et al., 2010).

As principais fungdes das bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCPs) sdo
de fornecer nutrientes para as plantas, por meio da fixacdo bioldgica de nitrogénio e
solubilizacédo de nutrientes, producdo de hormdnios vegetais, aumento da tolerancia a estresses
abioticos e melhoria da estrutura dos solos (BULGARI et al., 2019).

As BPCPs apresentam capacidade de crescer rapidamente e aproveitar grande variedade
de substancias como fonte de nutrientes, dentre esses alguns ficam dispersas no solo, outras
interagem com as raizes das plantas (GLICK, 2014). De acordo com Pershina et al. (2015), em
1 g de solo é possivel encontrar em solos de florestas mais de 2 x 10° células bacterianas e em
solos de agricultura organica mais de 1,5 x 10°. Em relago & interagdo plantas microrganismo,
alguns estudos apontam que 20.000 espécies sdo completamente dependentes dos
microrganismos para o crescimento e sobrevivéncia (VAN DER HEIJDEN et al., 2008).

A interacdo entre bactérias do solo e raizes das plantas ocorre na parte do solo localizada
préxima as raizes, chamada de rizosfera. A rizosfera é a parte do solo onde as raizes das plantas
e biota do solo se interagem, sendo a zona proeminente responsavel por diversas interacdes
microbianas (LYNCH; LYNCH et al., 1990). Essa interacdo entre plantas e bactérias ajuda as
plantas a manterem a produtividade sob condigdes estressantes (ETESAMI et al., 2017).

Esses organismos apresentam grande capacidade para incrementar 0 crescimento e
aumentar o rendimento de diferentes espécies vegetais (SINGH et al., 2018). O crescimento das
plantas, por meio das bactérias promotoras de crescimento ocorre por mecanismos diretos e
indiretos (GLICK, 1995). Os mecanismos diretos incluem producdo de auxina, giberelina,
citocininas, fixacdo de nitrogénio, solubilizagéo de fosfato e sequestro de ferro por sideroforos
bacterianos. O mecanismo indireto refere-se em suprimir 0s microrganismos fitopatogénicos e
incluem antibioticos, enzimas de degradacdo da parede celular, competi¢do, cianeto de
hidrogénio, resisténcia sisttmica induzida e extin¢do de sideroforos (BENIZRI et al., 2001;
BHATTACHARYYA etal., 2012).

As BPCPs sdo um grupo com potencial em melhorar a nutricdo das culturas agricolas,
aliviando os impactos do estresse ambiental, por ser um meio ecol6gico, bioldgico e de baixo
custo em relacdo aos outros mecanismos utilizados atualmente na agricultura (MAYAK et al.,
2004; ROLLI et al., 2015; TIMMUSK et al., 2015). Além disso, as BPCPs servem como

biocontrole e biofertilizantes que auxiliam a manutencdo da fertilidade do solo, como meio
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alternativo aos fertilizantes quimicos e ajudam na remocdo de metais pesados e outros
contaminantes do solo, transformando-os em formas que possam ser absorvidos e utilizados
(SINGH et al., 2018; ULLAH et al., 2015).

No que tange a aplicacéo das bactérias promotoras de crescimento no segmento agricola
uma gama de culturas agricolas apresentou respostas positivas se beneficiando da aplicacéo dos
inoculantes bacterianos. As principais culturas inoculadas séo soja (LEGGETT et al., 2017),
feijado (HUNGRIA et al., 2003), grdo de bico (LARANJO et al., 2014), milho (HUNGRIA et
al., 2010), cana-de-actcar (SANTOS et al., 2019b), tomate (LIMA et al., 2018), alface
(MANGMANG et al., 2014), morango (MORAIS et al., 2019), entre outras culturas.

Dentre as principais respostas observadas nas plantas, apos a inoculagao das bactérias,
estdo modificacdes anatbmicas das folhas e raizes, maior crescimento da parte aérea e das
raizes, maior acimulo de biomassa, aumento da taxa de germinacéo, crescimento de colmos e
caules, aumento nos teores de clorofila das folhas, aumento do peso de frutos e melhoria na
qualidade, aumento do rendimento, maior sobrevivéncia de plantas na fase de aclimatizagéo,
além de aumentar a toleréncia as condi¢des ambientais de estresse e controle da incidéncia de
fitopatdgenos (JANG et al., 2018; LARRABURU et al., 2016; LARRABURU; LLORENTE,
2015; MORAIIS et al., 2019; NAVEED et al., 2014; TORTORA et al., 2012).

As BPCPs desempenham papel fundamental no crescimento, desenvolvimento e na
protecdo das plantas, atuando de forma direta e indireta, por meio de varios mecanismos. Esses
inoculantes bacterianos estdo, cada vez mais, ganhando atenc¢éo, devido ao seu grande potencial
na agricultura (CALVO et al., 2014). Dessa forma, a utilizacdo de BPCPs pode tornar-se uma
das estratégias de maior importancia para a agricultura mundial, por representar uma ferramenta
eficaz e sustentavel, mantendo a produtividade das culturas agrondmicas e reduzindo o impacto

ambiental dos sistemas produtivos.

2.3.2 Acido hamico

O acido hdmico é um produto comercial que contém elementos que promovem a
melhoria da fertilidade do solo e aumenta a quantidade de substancias nutricionais essenciais
para as plantas (CIMRIN et al., 2010). O acido humico € uma macromolécula que compreende

substancias humicas, sendo constituintes naturais da matéria organica do solo, resultantes dos
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processos de decomposicao das plantas, animais e residuos microbianos (BULGARI et al.,
2019).

Ha diferentes beneficios do acido humico sobre as plantas, como a melhora do
desenvolvimento radicular, eficacia na reproducdo de microrganismos do solo, aumento da
retencdo de &gua dos solos, melhoria da estrutura dos solos com maior aeragdo e fornecimento
de nutrientes (FAHRAMAND et al., 2014; OLIVARES et al., 2017; PICCOLO et al., 1997).
Dentre os efeitos do acido himico, o mais relatado é sobre estimular o desenvolvimento
radicular, como resultado do desencadeamento da enzima H + ATPase, auxiliando na expanséo
radicular (CANELLAS et al., 2014). Essa substancia, além de atuar de forma direta na
morfologia e na fisiologia das raizes, atua também de forma indireta, modificando a quimica e
dindmica microbiana do solo (PUGLISI et al., 2013). Esses efeitos ocasionados pelos acidos
himicos podem criar melhores condicBes para o desenvolvimento das plantas e explicar o
aumento do crescimento delas.

O é&cido humico influencia, diretamente, na nutri¢do das plantas, resultando no aumento
de macro e micronutrientes (BALDOTTO et al., 2009; JANNIN et al., 2012) e melhoria da
tolerancia a estresses ambientais, como estresse salino e hidrico (ALI et al., 2019; GARCIA et
al., 2012). No trabalho realizado com pimentdo o acido humico e fosforo resultou em plantas
com elevados teores de N, P, K, Ca, Fe, Mg, S, Mn e Cu em raizes e brotos (CIMRIN et al.,
2010). A aplicacédo de acido humico em abacaxizeiro também incrementou os contetidos de N,
P, K, Ca e Mg, quando comparado com o tratamento controle (BALDOTTO et al., 2009).

A utilizacdo de acido himico em ambientes salinos ajuda no desenvolvimento das
plantas. Aydin et al. (2012), trabalhando com feijoeiro sob solo com alta salinidade, verificaram
melhoria significativa das variaveis afetadas sobre alta salinidade o que ocasionou no aumento
de nitrato, nitrogénio e fésforo das plantas. Nas condigdes de estresse hidrico, Garcia et al.
(2012), avaliando os efeitos do &cido himico sobre o crescimento e a fisiologia de mudas de
arroz, observaram aumento da massa seca das raizes em comparagéo ao controle sob condicdes
de deficiéncia de agua.

Em relacdo a resposta das plantas com a aplica¢éo do acido humico é satisfatério a sua
utilizagdo por promover maior crescimento e desenvolvimento das plantas (BALDOTTO et al.,
2014). Dessa forma, seus beneficios sobre a producédo vegetal estimulam o aumento crescente

de seu uso nas culturas agricolas, que se baseiam em dados para a realiza¢do da sua aplicacéo,
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devido ao fato de que é necessario determinar concentragdes 6timas de acidos humicos para as
diferentes culturas agricolas e para cada sistema de manejo de cada regido.

2.3.3 Terra diatomacea

A terra de diatomécea ou diatomita € uma rocha sedimentar composta pelos restos de
esqueletos fossilizados de diatomaceas, proveniente de algas fossilizadas, contendo didxido de
silica como seu principal componente (AMEL et al., 2019; LORINI et al., 2001). Em muitos
produtos comerciais, a quantidade de terra de diatoméacea apresenta a quantidade que varia de
80% a mais de 90% de silica (SiO2) (KORUNIC et al., 2006; SHAFIGHI et al., 2014; SHAMS
etal., 2011).

De acordo com Pilon-Smits et al. (2009), o silicio é considerado elemento benéfico, ndo
sendo essencial para o desenvolvimento das plantas, mas pode promover o crescimento e ser
eficaz em determinadas situacdes. O silicio apresenta como caracteristica a deposicao de silica
amorfa, ao longo da planta, fortalecendo as paredes celulares das plantas e tornando as mais
rigidas, desencadeando um mecanismo de defesa natural (CURRIE et al., 2007).

Esse produto é seguro para manuseio (LORINI et al., 2001), baixa toxicidade para
mamiferos, sendo registrado como aditivo alimentar e que ndo promove a contaminagdo do
meio ambiente (JAYAS et al., 1994). Além disso, a terra diatomacea também ¢ usada no
controle de insetos, sendo uma substancia com grande potencial no controle dos principais
insetos de armazenamento com eficiéncia e em curto espaco de tempo (MARSARO JUNIOR
et al., 2007).

Além disso, possui grande capacidade de retencdo de agua, devido a sua elevada
porosidade, bem como a possibilidade de ser empregada para enriquecer biofertilizantes e ser
utilizada na agricultura (MENDES, 2016). Na agricultura, a terra diatomacea € uma opcéao
potencialmente sustentavel para amenizar o estresse biotico e abiotico em diversas plantas, alem
de promover melhor desempenho das culturas (ETESAMI et al., 2018).

Na literatura, existem relatos da utilizac&o de silicio no cultivo in vitro e no processo de
aclimatizacéo, favorecendo morfologia foliar, fisiologia, crescimento e desenvolvimento das
plantas (ASMAR et al., 2011; RODRIGUES et al., 2017; SILVA et al., 2012). Como a terra
diatomacea € uma fonte com alta concentracdo de silicio, estimula a exploracdo das

potencialidades desse composto sobre os fatores de crescimento das culturas agricolas.
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Nesse contexto, a terra diatoméacea traz beneficios para as culturas, estimulando o
aumento da rigidez das células e tem efeitos indiretos como o aumento da eficiéncia da
fotossintese, e aumento da resisténcia das células, fato que mostra a potencialidade do emprego
desse composto em outras formas de utilizacdo a exemplo do cultivo in vitro e processos de

aclimatizacdo de mudas.
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ARTIGO 1 - Bioestimulantes no crescimento de mudas de morangueiro: &cido himico e
bactérias promotoras de crescimento

RESUMO

A demanda por produtos organicos cresce a cada ano. No entanto, os rendimentos na agricultura
organica apresentam producdes inferiores que a agricultura convencional. Dessa forma, o uso
de bactérias promotoras de crescimento, em campos de producéo, torna-se uma ferramenta
fundamental. Com isso, objetivou-se avaliar os efeitos da inoculacdo de trés bactérias
promotoras de crescimento com e sem associacao ao acido himico sobre atributos fitotécnicos,
nutricionais, fisioldgicos e anatdmicos na cultura do morangueiro. Mudas de morangueiro
provenientes do cultivo in vitro foram aclimatizadas e transplantadas para vasos e mantidas em
casa de vegetacdo. No ensaio foram utilizados nove tratamentos, constituidos de: 1) controle —
solucdo nutritiva reduzida sem inoculacdo; 2) controle: solucdo nutritiva completa sem
inoculagdo; 3) Azos: Azospirillum brasilense; 4) Azos + AH: Azospirillum brasilense + &cido
hamico; 5) Pant: Pantoea ananatis; 6) Pant + AH: Pantoea ananatis + acido hamico; 7) Paen:
Paenibacillus favisporus; 8) Paen: Paenibacillus favisporus + acido humico; 9) Acido hdmico.
Aos 100 dias da instalacdo do experimento, foram avaliadas caracteristicas fitotécnicas,
nutricionais, fisiol6gicas e anatomia foliar. A inoculacdo das bactérias promoveu mudancgas em
todas as caracteristicas avaliadas. Os inoculantes bacterianos Pantoea ananatis e Paenibacillus
favisporus induziram resultados promissores, melhorando o desempenho inicial do
morangueiro, evidenciando interacdo com as plantas de morangueiro como promotores de
crescimento.

Palavras-chave: BPCP. Inoculacdo. Anatomia. Fotossintese.

Biostimulants in the growth of strawberry: humic acid and growth-promoting bacteria

ABSTRACT

The demand for organic products grows every year. However, the yields in organic agriculture
show lower yields than conventional agriculture. Thus, the use of growth-promoting bacteria in
production fields becomes a fundamental tool. Thus, the objective was to evaluate the effects
of inoculation of three growth-promoting bacteria with and without association with humic acid
on phytotechnical, nutritional, physiological and anatomical attributes in strawberry cultivation.
Strawberry seedlings from in vitro cultivation were acclimatized and transplanted into pots and
kept in a greenhouse. In the trial, nine treatments were used, consisting of: 1) control - reduced
nutrient solution without inoculation; 2) control: complete nutrient solution without
inoculation; 3) Azos: Azospirillum brasilense; 4) Azos + AH: Azospirillum brasilense + humic
acid; 5) Pant: Pantoea ananatis; 6) Pant + AH: Pantoea ananatis + humic acid; 7) Paen:
Paenibacillus favisporus; 8) Paen: Paenibacillus favisporus + humic acid; 9) Humic acid. At
100 days after installation of the experiment, phytotechnical, nutritional, physiological and leaf
anatomy characteristics were evaluated. The inoculation of the bacteria promoted changes in
all evaluated characteristics. The bacterial inoculants Pantoea ananatis and Paenibacillus
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favisporus induced promising results, improving the initial performance of the strawberry,
showing interaction with the strawberry plants as growth promoters.

Keywords: PGPB. Inoculation. Anatomy. Photosynthesis.

1 INTRODUCAO

Para alcancar elevadas producdes de morango, € necessaria grande quantidade de
fertilizantes em diferentes estagios fenoldgicos, o que acarreta aumento dos custos totais de
producdo (DOGRA et al., 2019; LOVAISA et al., 2015) . Consequentemente, a demanda de
tecnologias e métodos para a producédo de forma sustentavel torna-se necessaria, principalmente
o atrelamento de fertilizantes quimicos usados na producdo de morango (ANDRADE et al.,
2019).

Na busca de métodos alternativos que proporcionem melhores produgdes e maiores
rentabilidade nas culturas agricolas, novas estratégias estdo surgindo e sendo adotadas pelos
produtores, como 0 uso de bioestimulantes. Os bioestimulantes sdo substancias ou
microrganismos que aplicados em pequenas quantidades promovem o crescimento das plantas,
exceto fertilizantes (DU JARDIN, 2015). Com isso, 0 uso de bactérias promotoras de
crescimento de plantas (BPCP) e substancias humicas (AH), apresentam potencial no
crescimento do morangueiro (SERRET-LOPEZ et al., 2016).

As bactérias promotoras de crescimento sdo microrganismos que possibilitam a
melhoria do crescimento e rendimento das plantas, permitindo a sua utilizacdo no lugar de
produtos quimicos sinteticos (ESITKEN et al., 2010). Aléem disso, estimulam o
desenvolvimento das plantas de forma direta e indiretamente, colonizando-se na rizosfera das
plantas (PREMACHANDRA et al., 2016).

Esses microrganismos podem agir na planta por diferentes mecanismos. De forma
direta, com reguladores de crescimentos, auxinas, citocininas e giberelinas, solubilizacdo de
fosforo e fixacdo de nitrogénio atmosférico (FERREIRA et al., 2019; GLICK, 1995), ou de
forma indireta, que sdo mecanismos que inibem os microrganismos fitopatogénicos que
dificultam o crescimento das plantas (BENIZRI et al., 2001; BHATTACHARYYA et al.,
2012).
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As BPCPs sdo um grupo com potencial em melhorar a nutricdo das culturas agricolas
(ERDOGAN et al., 2018) e apoiar o desenvolvimento das plantas em condic¢des naturais, seja
por estresse salino (CHANRATANA et al., 2019) ou hidrico (CHANDRA et al., 2019). Além
disso, aumentam o rendimento e a qualidade de frutos de diversas culturas importantes, como
videira (ERDOGAN et al., 2018), macieira (KARLIDAG et al., 2007), tomateiro (BONA et
al., 2018) morangueiro (MORAIS et al., 2019), dentre outras culturas, exercendo papel
fundamental no desenvolvimento sustentavel.

Atualmente, alguns géneros, como Azospirillum (BRUSAMARELLO-SANTOS et al.,
2017; MEHNAZ et al., 2006; SALAMONE et al., 1996) s@o descritos como fixadores de
nitrogénio, e outros como Paenibacillus sendo solubilizadores de fosfato (MARRA et al.,
2012). Ja, o género Pantoea é relatado como fixador de nitrogénio (LOIRET et al., 2004) e
solubilizador de fosfato (ORTEGA et al., 2008; SINGH et al., 2014).

Dessa forma, para melhorar o rendimento das culturas, a associa¢do de BPCP e &cidos
hamicos (AH) mostra-se como mecanismo sustentavel e que maximiza o crescimento e
desenvolvimento das plantas, obtendo maiores produc@es nas culturas agricolas (MELO et al.,
2018; OLIVEIRA et al., 2018). Os AH sdo empregados na agricultura, pois promovem a
melhoria das propriedades fisicas e fisico-quimicas, favorecem a capacidade de retencdo de
agua e da atividade bioldgica do solo, exercendo papel direto sobre o crescimento das plantas,
especialmente sobre o desenvolvimento radicular (RODRIGUES et al., 2014) .

O uso de BPCP, aliado ao &cido humico, no cultivo de morangueiro, torna-se uma
estratégia de grande importancia para a agricultura. Com isso, objetivou-se avaliar os efeitos de
bioestimulantes sobre atributos fitotécnicos, nutricionais, fisioldgicos e anatdbmicos na cultura

do morangueiro.
2 MATERIAL E METODOS
2.1  Material vegetal e descricdo do ambiente de cultivo
O experimento foi realizado em ambiente protegido e instalado sobre sistema de
bancada em estufa localizada no Departamento de Agricultura da Universidade Federal de

Lavras (UFLA), no municipio de Lavras — MG, no periodo de junho a setembro de 2018. O
municipio esta situado a 21°14°06” S e 45°00°00” W ¢ altitude média de 918 m.



39

Mudas de morangueiro cultivar Pircinque foram cedidas pela Universidade do Estado
de Santa Catarina (UDESC), cultivadas in vitro em meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962),
acrescido de 30 g L™ de sacarose e 5,5 g L™ de agar. O pH do meio foi ajustado para 5,8. As
plantas foram mantidas em sala de crescimento sob temperatura de 25 + 2°C, fotoperiodo de 16
horas e intensidade luminosa de cerca de 40 umol m?2s™. As plantas com quatro semanas de
cultivo foram utilizadas como fornecedoras de explantes para 0s ensaios.

As mudas provenientes de cultivo in vitro foram aclimatizadas em substrato Tropstrato®
por 20 dias. As mudas aclimatizadas foram transplantadas para vasos com volume de cinco
litros, contendo latossolo vermelho, sendo adicionados 20 gramas de lithothamnium por vaso.
A caracterizagio quimica do solo apresentou pH = 5,4; P = 0,47 mg dm; K = 2,55 mg dm3;
Ca =0,27 cmolc dm™; Mg = 0,10 cmolc dm™3; Al = 0,04 cmolc dm™3; t = 0,42 cmolc dm™; T =
1,92 cmolc dm™; Saturacdo de aluminio = 9,52%; Saturacdo por base = 19,61%; Matéria
organica = 0,73 dag kg*; Cu = 1,41 mg dm; Fe = 29,89 mg dm=; Mn = 2,06 mg dm=; e Zn =
0,47 mg dm™3. As plantas foram mantidas em casa de vegetacdo cobertas com filme de

polietileno transparente (150 microns) e sombrite 70% e irrigadas diariamente.

2.2 Obtencéo e cultivo dos inoculantes

As bacteérias utilizadas no ensaio foram obtidas na Colecgéo de Cultura da Microbiologia
Agricola (CCMA/UFLA) do Laboratério de Microbiologia das FermentacGes do Departamento
de Biologia da UFLA. Para o ensaio, foram utilizadas Azospirillum brasilense (Ab-V5),
Pantoea ananatis (MQT16M1) e Paenibacillus favisporus (MHT8M®6) ja descritas na literatura
como bactérias promotoras de crescimento vegetal. As bactérias selecionadas foram cultivadas
em meio agar-nutriente (3 g L™ de extrato de carne, 5 g L™ de peptona e 15 g L™ de &gar).

Para a aplicagdo do indculo bacteriano no solo, foi realizado previamente o preparado
em meio caldo nutriente a 30°C sob agitacédo orbital constante de 120 rpm, durante 48 horas e
posterior ajuste da concentragdo celular para 1 x 108 células mL™* (densidade Optica de 0,5 e
comprimento de onda de 600 nm mensurada em espectrofotdmetro). A quantidade de caldo
nutriente com o indculo foi de 10 mL por planta.

No ensaio, foram utilizados nove tratamentos, constituidos de: 1) controle — solugéo
nutritiva reduzida sem inoculagéo; 2) controle: solucdo nutritiva completa sem inoculagéo; 3)

Azos: Azospirillum brasilense; 4) Azos + AH: Azospirillum brasilense + acido humico; 5) Pant:
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Pantoea ananatis; 6) Pant + AH: Pantoea ananatis + acido humico; 7) Paen: Paenibacillus
favisporus; 8) Paen: Paenibacillus favisporus + acido himico; 9) Acido hiimico. Azospirillum
brasilense, Pantoea ananatis e Paenibacillus favisporus foram avaliados quanto a sua
capacidade de promocao de crescimento vegetal no morangueiro, conduzidos em casa de
vegetacdo. As bactérias foram aplicadas a cada 15 dias com e sem acido himico. A quantidade
de acido hdimico foi de 10 ml L™, apds a diluigdo aplicados 100 ml por vaso. O acido hiimico
foi proveniente da empresa SoloHumic®. Além disso, a cada 15 dias, foi aplicada a solugéo
nutritiva de Hoagland e Arnon (completa para o controle positivo e com niveis de 10% de
nitrogénio e fésforo) na quantidade de 50 ml por vaso. A solucdo completa de Hoagland e
Arnon (1950) utilizada para o tratamento sem inoculagdo + adubacdo completa apresentava 1
mL L™ de KH2PO4 (1 mol L), 5 mL L™ KNOs (1 mol L), 5 mL L™ de Ca(NOs)2 (1mol L?),
2mL Lt de MgSO4 (Imol L), 1 mL de solugéo de micronutrientes (2,86 g L™ de HsBOs, 1,81
g L't de MnCly, 0,22 g L™t de ZnS04.7H,0, 0,08 g L™* de NaM00.4H,0) e 1 mL de Fe-EDTA
(24,1 g Lt de FeSO4.7H,0 e 25,1 g L™t de EDTA). A composicéo da solugio com baixa adi¢ao
de nitrogénio e fosforo (10% da necessidade total) consistiu na substituicdo de KH2PO4, KNO3
e Ca(NO3)2 por 5,9 mL de KCI (1 mol L), 5 mL de CaCl, (1 mol L), 0,1 mL L de KH2PO4
(1mol LY e 1 mL L? de NH4NOs (1,5 mol L) (GONZALEZ, 2015).

Aos 100 dias da instalacdo do experimento, foram efetuadas nas mudas de morangueiro

analises de crescimento, nutricionais, trocas gasosas, teor de clorofila e anélises anatémicas.

2.3 Andlises de crescimento

Apo6s 100 dias do inicio do experimento, foram analisados numeros de folhas,
comprimento de parte aérea (cm), comprimento de raiz (cm), massa fresca e seca (g) da parte
aérea e raiz. A massa seca do material vegetal foi analisada ap6s secagem em estufa de secagem

com circulacgéo e renovacgéo de Ar - SL-102/Solab a 60°C por 72 horas até peso constante.
2.4 Anélises nutricionais
As plantas foram secas em estufa de secagem com circulagéo e renovacao de Ar - SL-

102/Solab a temperatura de aproximadamente 60 °C a 65 °C até atingir peso constante.

Posteriormente, realizou-se andlise nutricional foliar, segundo metodologia descrita por
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Malavolta et al. (1997). Foram analisados os teores de nitrogénio (N) e fosforo (P). Para a
andlise foliar, as amostras foram compostas de folhas de trés repeti¢des (quatro plantas por

parcela) por tratamento.

2.5  Trocas gasosas e clorofila

Para a avaliacdo de trocas gasosas, foram mensuradas com analisador de trocas gasosas
por infravermelho (IRGA / Infra-Red Gas Analyzer) modelo LiCor-6400XT. Para a avaliacéo
foram selecionadas folhas completamente expandidas em oito plantas por tratamento, a partir
das 08h00min. A densidade de fluxo de fotons fotossinteticamente ativos foi fixada na camara
do aparelho para 1000 umol m s, Em seguida, determinaram-se a taxa fotossintética (A) em
umol CO, m? s%, taxa transpiratoria (E) em mol H.O m s, condutincia estomatica (gs) em
mol m? s e carbono interno (Ci).

Para o estudo dos teores de clorofila, foi utilizada o ClorofiLOG (Modelo Cfl 1030),
sendo realizadas as medicGes em duas posi¢oes da planta. Essas medidas foram realizadas em
duas folhas completamente expandidas de cada individuo. Foram avaliados os teores de

clorofila a, b e total.

2.6 Analises anatdmicas

Para a analise anatdmica, utilizou-se a regido mediana da segunda folha completamente
expandida. As amostras foram obtidas de quatro individuos diferentes para cada tratamento.
Posteriormente, as amostras foram transferidas para frascos com alcool 70% e desidratadas em
série alcodlica (70, 80, 90 e 100%), sendo deixadas por 15 minutos em vacuo e duas horas em
cada concentracédo alcodlica. Em seguida, as amostras foram mantidas por 24 horas em solugao
de resina para pré-infiltracdo, composta de etanol 100% e resina liquida base (1:1). Logo apés,
foram emblocadas com o kit HistoResin (Leica Microsystems, Heidelberg, Alemanha).

As secbes transversais foram obtidas em microtomo semiautomatico rotativo com
espessura de 8 um, coradas com azul de toluidina e lavadas com agua destilada para retirada do
excesso de corante. Posteriormente, as laminas foram montadas com Verniz vitral como meio

de montagem.
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As laminas foram observadas e fotografadas em microscopio optico (Motic BA 210)
com camera acoplada (Moticam 5) para captura das imagens. Para cada repeticdo foram
realizadas dez fotografias, utilizando-se seis laminas com as se¢fes transversais. As imagens
obtidas foram analisadas em software especifico para analise de imagens Motic Images Plus
3.0.

Para a determinacdo da espessura dos tecidos foliares foram avaliadas: espessura da
epiderme adaxial (EEAD), espessura da epiderme abaxial (EAB); espessura do parénquima
palicadico (EPP), espessura do parénquima lacunoso (EPL), espessura do mesofilo (EM) e

espessura do limbo foliar (ELF).

2.7 Andlise de dados

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com nove
tratamentos, quatro repeticdes (trés plantas por parcela). Os dados foram submetidos a analise
de variancia (ANAVA) e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade. As analises estatisticas foram realizadas com o software R (v. 3.2.2). Todos 0s

gréaficos foram produzidos com o software SigmaPlot 13.0 (Systat Software, Inc).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A cultivar de morangueiro Pircinque mostrou-se responsiva a inoculacao das bactérias
promotoras de crescimento (BPCP), com efeitos significativos em todas as variaveis analisadas
(p<0,05). Em relacdo ao numero de folhas, comprimento de parte aérea e comprimento das
raizes, os resultados mostraram que foram afetados, significativamente, pela inoculacdo
bacteriana (FIGURA 1). No entanto, para o numero de folhas, o tratamento com adubacéo

completa sem inoculacgéo foi superior aos demais tratamentos.
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Figura 1 - Namero de folhas (A), comprimento de parte aérea (B) e comprimento das raizes (C)
de morangueiro cv. Pircinque cultivado em casa de vegetacdo por 100 dias na
presenca e auséncia de bioestimulantes.
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Médias representadas pela mesma letra ndo diferiram significativamente pelo teste de Skott-Knot, a 5% de
probabilidade.
Fonte: Do autor (2020).

Para comprimento da parte aérea, a bactéria Paenibacillus favisporus com e sem
associacdo com o acido hdmico (AH) mostrou-se superior. Contudo, ndo diferiu
significativamente ao controle com adubacgdo completa e sem inoculagédo (FIGURA 1B). Os
outros tratamentos apresentaram efeitos intermediarios ou baixos no nimero de folhas e
comprimento da parte aérea do morangueiro. Porém, diferiram-se, significativamente, do
tratamento com adubacdo reduzida o que pode ser verificado na Figura 2. Morais et al. (2019),
trabalhando com morangueiro, observaram resultados diferentes em relacdo ao nimero de
folhas e comprimento de parte aérea, onde nenhuma das variaveis diferiu significativamente

pela inoculacdo bacteriana quando comparou com o controle que possuia solugdo nutritiva
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reduzida e sem inoculacdo. Ja, dados apresentados por Tomic et al. (2015) indicaram maior
namero de folhas por plantas em relagéo ao tratamento controle, o que ndo foi observado nesse

trabalho, onde o controle completo foi superior aos demais tratamentos.

Figura 2 - Crescimento de parte aérea de morangueiro cv. Pircinque cultivado em casa de
vegetacdo por 100 dias na presenca e auséncia de bioestimulantes.

Legenda: Area foliar do morangueiro. A: solucdo nutritiva reduzida e sem inoculagdo; B: solucdo nutritiva
completa sem inoculacgdo; C: Azospirillum brasilense; D: Azospirillum brasilense + acido himico; E: Pantoea
ananatis; F: Pantoea ananatis + acido htimico; G: Paenibacillus favisporus; H: Paenibacillus favisporus + acido
hdmico; I: &cido humico. Escala 2 cm.

Fonte: Do autor (2020).

No comprimento das raizes, as bactérias Azospirillum brasilense com AH e Pantoea
ananatis apresentaram valores maiores que 0s outros tratamentos (Figura 1C). As plantas com
esses tratamentos tiveram aumento de 22,09% e 14,07, respectivamente. Os tratamentos com
os inoculantes Azospirillum brasilense, Paenibacillus favisporus com AH e AH sem
inoculacéo, apresentaram valores superiores aos controles com solugdo nutritiva completa e

reduzida. Esses resultados podem ser visualizados na Figura 3.
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Figura 3 - Crescimento do sistema radicular de morangueiro cv. Pircinque cultivado em casa de
vegetacao por 100 dias na presenca e auséncia de bioestimulantes.

Legenda: Sistema radicular. A: solugdo nutritiva reduzida e sem inoculacdo; B: solucdo nutritiva completa sem
inoculacdo; C: Azospirillum brasilense; D: Azospirillum brasilense + &cido hdmico; E: Pantoea ananatis; F:
Pantoea ananatis + acido himico; G: Paenibacillus favisporus; H: Paenibacillus favisporus + &cido himico; I:
acido humico. Barra 4 cm.

Fonte: Do autor (2020).

No geral, houve efeito significativo da inoculacdo das bactérias promotoras de
crescimento na cultivar de morangueiro Pircinque, ocasionando mudangas no crescimento,

tanto do sistema foliar quanto radicular. Nas Figuras 8 e 9, mostram-se o desenvolvimento da
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parte aérea das plantas de morangueiro sob diferentes inoculantes bacterianos ap6s, 100 dias de
cultivo, em casa de vegetacao.

Para a massa fresca da parte aérea, a bactéria Paenibacillus favisporus com AH
apresentou a maior producdo, porém, nao diferiu significativamente do tratamento com solucéo
nutritiva completa (FIGURA 4A). Na massa fresca das raizes a bactéria Paenibacillus

favisporus com AH tiveram valores superiores (FIGURA 4B).

Figura 4 - Massa fresca parte aérea (A), massa fresca das raizes (B), massa seca parte aérea (C)
e massa seca das raizes (D) de morangueiro cv. Pircinque cultivado em casa de
vegetacdo por 100 dias na presenca e auséncia de bioestimulantes.
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Médias representadas pela mesma letra ndo diferiram, significativamente pelo teste de Skott-Knot, a 5% de
probabilidade.
Fonte: Do autor (2020).

A massa seca da parte aérea foi influenciada significativamente, pelos tratamentos. A
maior producédo de massa seca foi observada no tratamento com Paenibacillus favisporus com

AH (Figura 4C). Esse tratamento permitiu aumento de 15,57% na producdo da massa seca em
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relagdo ao tratamento com solugéo nutritiva completa. Os demais tratamentos proporcionaram
valores intermediarios no aumento da massa seca da parte aérea em plantas, porém, todos o0s
tratamentos diferenciaram-se significativamente do controle com solucdo nutritiva reduzida e
sem inoculacéo.

O efeito do AH nos inoculantes bacterianos utilizados tiveram efeitos positivos,
decorrentes das substancias reguladoras que induzem o crescimento e desenvolvimento do
sistema radicular, por meio da auxina (TREVISAN et al., 2010). O AH estimula a atividade da
ATPase na membrana celular, o que auxilia na expansao radicular, aumentando os locais de
colonizagdo das BPCPs nas raizes (CANELLAS et al., 2014).

As BPCPs atuam como promotoras de crescimento vegetal de forma direta, por meio de
fitormoénios (como AlA), solubilizacdo de fosfato, fixacdo bioldgica de nitrogénio, também, de
forma indireta, diminuindo ou prevenindo os efeitos de organismos patogénicos (GOUDA et
al., 2018; LAZAROVITS; NOWAK, 1997). Os inoculantes bacterianos, associados a um
hospedeiro, estimulam o surgimento de maior ndmero de raizes, maior densidade e
comprimento dos pelos radiculares, melhorando a absor¢do de nutrientes e agua (ERTURK et
al., 2012), o que fica evidente nos tratamentos que continham os inoculantes no trabalho.

Na massa seca das raizes, o tratamento com Azospirillum brasilense com AH (FIGURA
4D), permitiu aumento de 25,89% em comparagdo com o tratamento com solugédo nutritiva
completa. Em relacdo ao controle, que tinha 10% de nitrogénio e fosforo, essa bactéria
apresentou ganho de 54,09%. Resultado semelhante foi observado por Conceicdo et al. (2008),
verificando que o uso conjunto AH e BPCP estimulou o crescimento vegetal de milho, com
ganhos na massa fresca e seca em relacdo ao controle. Pedraza et al. (2010), trabalhando com
morangueiro, observaram que diferentes linhagens de Azospirillum brasilense produziram
efeitos positivos no crescimento da cultura, expressas nas variaveis comprimento da raiz e
massa seca da parte aérea e raiz.

De acordo com Mirza et al. (2001), o aumento do desenvolvimento do sistema radicular
ocorre, em razdo do acréscimo do reguladores, tornando possivel a maior absorcéo de agua e
nutrientes, causando aumento de biomassa. As BPCPs séo um fator de grande impacto, pois
transformam substancias organicas e inorganicas em nutrientes e os disponibilizam diretamente
para as plantas (ERTURK et al., 2012).

O teor de nitrogénio (FIGURA 5A) e fosforo foliar (FIGURA 5B) do morangueiro foi

influenciado, significativamente, pelos tratamentos. Para o teor de nitrogénio, maiores valores
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foram obtidos a partir da aplicagdo da solucdo nutritiva completa, os quais diferiram
significativamente do controle com solucdo nutritiva reduzida e do tratamento com &acido

himico sem inoculagéo.

Figura 5 - Concentracdo de nitrogénio (A) e fosforo (B) na parte aérea do morangueiro cv.
Pircinque cultivado em casa de vegetacdo por 100 dias na presenca e auséncia de
bioestimulantes.
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Meédias representadas pela mesma letra ndo diferiram significativamente pelo teste de Skott-Knot, a
5% de probabilidade.
Fonte: Do autor (2020).

Plantas do tratamento com a solucéo nutritiva completa apresentaram valor de 16,96 g
de nitrogénio por kg de planta, ao passo que os tratamentos com Azospirillum brasilense,
Pantoea ananatis e Paenibacillus favisporus com e sem associagdo com AH apresentaram
valores, variando entre 14,86 e 17 g de nitrogénio por kg de planta (FIGURA 5A). A aplicagéo
das BPCPs apresentou ganhos entre 7,68% e 23,19% em comparagdo ao tratamento com
solugdo nutritiva reduzida. Contudo, apesar das BPCP terem sido estatisticamente iguais ao
controle completo, nesses tratamentos houve fixacdo de N em uma forma assimilavel pela
planta, ou seja, dispensou adubacgéo de N.

As altas concentracbes de N nas plantas que foram inoculadas com as BPCP
proporcionaram respostas positivas. Esses tratamentos evidenciaram maiores acumulo de
biomassa fresca e seca em relacéo ao controle reduzido sem inoculagéo, sendo explicado pelo
maior aumento do sistema radicular e, consequentemente, maior captacdo de agua e nutrientes.
Sé et al. (2019) observaram resultados semelhantes com inocula¢do de BPCP em capim-zuri,

com maior teor de N e maiores valores nas caracteristicas morfologias e produtivas.
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O maior valor do teor foliar de fosforo (1,12 g) foi obtido na aplicacdo da solucdo
nutritiva completa (Figura 5B). No entanto, esse tratamento diferenciou-se significativamente
do controle com solucéo nutritiva reduzida, Azospirillum brasilense e o que continha somente
acido humico, apresentando aumento de 40% em relacdo ao controle com solucdo nutritiva
reduzida.

A inoculacdo do Pantoea ananatis permitiu aumento de 33,75% no teor fosforo em
relacdo ao tratamento com solucdo nutritiva reduzida, apresentando maior acumulo de fosforo
em relacdo as bactérias promotoras de crescimento. As plantas desse tratamento apresentaram
teores de 1,07 g de P por kg de planta e plantas do tratamento com solugéo nutritiva reduzida
apresentaram teores de 0,80 g de P por kg de planta. Entretanto, quase todos os inoculantes
bacterianos promoveram maior absorcdo de fosforo, ndo tendo sido observadas diferencas
significativas entre dados de teor de fosforo em plantas dos tratamentos com inoculacdo dos
inoculantes Pantoea ananatis e Paenibacillus favisporus com e sem associacdo com AH e
Azospirillum brasilense com AH.

Esitken et al. (2010), também relataram aumento na massa seca e no teor de nitrogénio
e fosforo foliares da cultura do morango, quando inoculou Bacillus e Pseudomonas nas plantas.
Nesse mesmo trabalho, foi verificado aumento de 53% no teor de fésforo foliar. Ao inocular
bactéria do género Pantoea em amendoim, Taurian et al. (2010) observaram aumento na
biomassa das plantas, mostrando-se como um inoculante promissor.

Estudando a mesma cultura, Andrade et al. (2019) observaram que a inoculacdo de
Azospirillum, Burkholderia e Enterobacter em combinacdo com 50% da necessidade de
nitrogénio resultaram nas melhores respostas de comprimento e massa seca de raizes, obtendo
aumento de 96% da massa seca da plantas de morangueiro quando comparado com o controle
gue continha 50% da necessidade em nitrogénio da cultura.

Os inoculantes bacterianos utilizados ocasionaram mudancas fisiologicas nas plantas
(FIGURA 6). A taxa de carbono interno (Ci) apresentou valores mais altos nos tratamentos com
Azospirillum brasilense sem e com associagdo com AH, Pantoea ananatis associado com AH,
na solucdo nutritiva reduzida sem inoculagdo e no meio que tinha somente AH (FIGURA 6A).
Todos os outros tratamentos ndo diferiram significativamente entre si. Maior concentracéo de
Ci esta relacionada a maior capacidade de carboxilacéo pelas plantas, o que pode influenciar no

aumento da taxa fotossintética.
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Figura6 - (A) Carbono interno (Ci); (B) transpiracdo (E); (C) condutancia estomética (gs) e
(D) fotossintese (A) de morangueiro cv. Pircinque cultivado em casa de vegetacéo
por 100 dias na presenca e auséncia de bioestimulantes.
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Médias representadas pela mesma letra ndo diferiram significativamente pelo teste de Skott-Knot, a 5% de
probabilidade.
Fonte: Do autor (2020).

Os maiores valores para taxa de transpiragcdo foram observados em tratamentos com
inoculacdo de Pantoea ananatis com AH e Paenibacillus favisporus com AH. Esses
tratamentos induziram aumento de 14,26% e 18,53% na taxa de transpiragéo, respectivamente.
Ja, os outros tratamentos n&o diferiram, significativamente, entre si (FIGURA 6B).

Maiores valores de condutancia estomatica (gs) foram encontrados nos tratamentos com
a solucdo nutritiva completa, Azospirillum brasilense com AH, Pantoea ananatis com AH e
Paenibacillus favisporus sem e com AH (FIGURA 6C). O aumento da taxa de transpiracéo e
condutancia estomatica também foi induzido pela inoculacdo de bactérias promotoras de

crescimento em trabalho de Morais et al. (2019), estudando a cultura do morangueiro. Os
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autores relataram que houve tendéncia de aumento da altura das plantas com os tratamentos de
inoculagéo.

A queda na taxa de transpiracdo em plantas que receberam solucéo nutritiva reduzida e
nos inoculantes bacterianos menos eficientes para a promocao de crescimento esta interligado
aos menores valores encontrados na condutancia estomatica, pois reflete no fechamento dos
estdbmatos para diminuir a transpiragdo para evitar perda de agua (ALBUQUERQUE et al.,
2013). Neste trabalho, tratamentos que induziram o crescimento de plantas também permitiram
maiores valores de taxa de crescimento e, consequentemente, valores mais elevados da
condutancia estomatica (FIGURA 6B).

A taxa de fotossintética (A) foi influenciada significativamente pelos tratamentos.
Maiores valores para essa variavel foram observados em tratamentos com os inoculantes
bacterianos Paenibacillus favisporus sem e com acido humico e no controle com a solugédo
nutritiva completa. J4, os tratamentos com Azospirillum brasilense, Pantoea ananatis com AH
apresentaram valores intermediarios para esse pardmetro (FIGURA 6D).

O aumento na gs das plantas em resposta as BPCPs influencia, diretamente, nos
parametros Ci, A e E. A abertura estomatica esta relacionada ao aumento na capacidade de
trocas gasosas, no influxo de CO> para o interior da planta, aumentando os niveis de Ci, € no
efluxo de H>O para o ambiente externo, contribuindo para maiores taxas transpiratérias. Esses
resultados mostraram aumento na biomassa da parte aérea e das raizes, principalmente quando
inoculado com Paenibacillus favisporus com AH em comparagdo ao controle com solucédo
nutritiva reduzida e sem inoculacdo, em decorréncia da maior atividade fotossintética exibida
por essas plantas (FIGURA 6D).

Morais et al. (2019) relataram que a inoculacdo com BPCP, em comparagdo com as
plantas ndo inoculadas, apresentaram maior atividade fotossintética nas plantas de
morangueiro, consequentemente, maior crescimento, sendo um fator importante em ambientes
de recursos limitados. Samaniego-Gamez et al. (2016), trabalhando com pimenta, observaram
incremento na capacidade fotossintética com BPCP, aumentando os valores dos teores de
clorofila. Entretanto, os autores relataram valores inferiores de transpiracdo e condutancia
estomatica em relagdo ao controle, diferente do que foi observado no presente trabalho.

Os teores de clorofila (FIGURA 7) também foram influenciados, significativamente,
pelos tratamentos. Para a clorofila a (FIGURA 7A), maiores valores foram obtidos no

tratamento com o inoculante Azospirillum brasilense sem acido hdmico, sendo,
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significativamente, diferente dos outros tratamentos. Para a clorofila b (Figura 7B), o
tratamento com Paenibacillus favisporus com &cido humico foi diferente, significativamente,
em relacdo aos outros tratamentos, tendo um ganho de 32,06% em compara¢do com o0

tratamento controle de solugéo nutritiva reduzida.

Figura 7 - Clorofila a (A), clorofila b (B) e clorofila total (C) de morangueiro cv. Pircinque
cultivado em casa de vegetacdo por 100 dias na presenca e auséncia de

bioestimulantes.
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Médias representadas pela mesma letra ndo diferiram significativamente pelo teste de Skott-Knot, a 5% de

probabilidade.
Fonte: Do autor (2020).

Referente a clorofila total (FIGURA 7C), maiores valores foram obtidos nos tratamentos
com Azospirillum brasilense com e sem AH com ganho de 9,91% e 8,84%, respectivamente.
Os outros isolados apresentaram valores intermediarios para essa variavel e todos foram

significativamente diferentes do tratamento controle com solucdo nutritiva reduzida e o

tratamento com AH sem inoculacao.
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Com relacéo ao maior teor de clorofila, o nitrogénio disponivel poderia ter sido utilizado
para a sintese de clorofila, o que poderia exemplificar as diferencas entre os teores de clorofila
das plantas inoculadas e controle com adubacdo reduzida. Resultados semelhantes foram
observados por Naveed et al. (2014) e Cohen et al. (2015). Além disso, em relacdo ao
Azospirillum, diversos trabalhos confirmam sua capacidade em aumentar significativamente os
teores de clorofila e outros pigmentos fotossintetizantes (CURA et al., 2017; FASCIGLIONE
etal., 2015; QUADROS et al., 2014; ZAREA et al., 2012).

Nas caracteristicas anatdmicas, 0s inoculantes bacterianos aumentaram,
significativamente, a espessura das epidermes adaxial e abaxial do morangueiro (FIGURA 8A
e 8B). O inoculante Pantoea ananatis com e sem associacdo com AH induziu aumento mais
expressivo na epiderme adaxial, porém, com diferenca significativa somente dos controles com
adubacdo completa e reduzida. Para a epiderme abaxial, os inoculantes Azospirillum brasilense,
Pantoea ananatis, Paenibacillus favisporus sem e com associacdo com AH e os controles
completo e reduzido tiveram os melhores resultados.

As plantas de morangueiro inoculadas com as BPCPs, apresentaram maiores espessuras
da epiderme em relacdo aos controles. Logo, como a epiderme tem papel protetor, essas plantas
poderdo demonstrar maior resisténcia ao estresse bidtico e abiotico (LARRABURU et al.,
2016).
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Figura 8 - Espessura da epiderme adaxial (A), espessura da epiderme abaxial (B), espessura do
mesofilo (C), espessura do limbo foliar (D), espessura do parénquima pali¢adico (E)
e espessura do parénquima lacunoso (F) de morangueiro cv. Pircinque cultivado em
casa de vegetacao por 100 dias na presenca e auséncia de bioestimulantes.
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A inoculacéo de Pantoea ananatis com AH, assim como a aplicacdo da solucdo nutritiva
completa, aumentou, significativamente, a espessura do mesofilo e do limbo foliar do
morangueiro. Esses tratamentos induziram aumento de 10,61% e 12,25% para o mesofilo e
11,11% e 13,21% no limbo foliar, respetivamente. Outros isolados induziram valores
intermediarios para essas variaveis, ndo sendo significativamente diferentes dos valores
observados no tratamento com adubacdo reduzida e sem inoculagdo. O tratamento com
Azospirillum brasilense com AH levou a diminuicdo nas espessuras do mesofilo e do limbo
foliar, sendo menores que os observados no tratamento com adubacdo reduzida e sem
inoculacdo (FIGURA 8C e 8D).

Os tratamentos apresentaram efeito significativo sobre a espessura dos parénguimas
palicadico e lacunoso. Maiores valores para a primeira variavel foram observados com o
inoculante bacteriano Pantoea ananatis mais AH (98,44 um), para a segunda variavel, com a
inoculacdo Pantoea ananatis com AH, Paenibacillus favisporus e controle com solucéo
nutritiva completa (82,91 pum, 84,15 um e 89 um, respectivamente) (FIGURA 8E e 8F).

No que tange a variavel espessura do parénquima palicadico, o Azospirillum brasilense
com AH e tratamento com AH sem inoculacdo apresentaram diminuicdo na espessura em
comparagdo com o observado no tratamento com solucgéo nutritiva reduzida e sem inoculagéo.
Para a espessura do parénquima lacunoso, todos os demais tratamentos ndo induziram efeito
diferente ao observado com o tratamento com adubacdo reduzida. No geral, houve efeito da
aplicacdo dos bioestimulantes no crescimento da cultivar de morangueiro Pircinque,
ocasionando mudancas na anatomia foliar apos 100 dias de cultivo em casa de vegetacao
(FIGURA 9).

No crescimento das plantas, fitormonios controlam os parametros e modelam o0s
aspectos das plantas (FERREIRA et al., 2019), desempenhando papel essencial na promogéo
do crescimento e desenvolvimento das plantas em geral. Nesse cenério, diferencas observadas
na anatomia foliar do trabalho, provavelmente, estdo relacionadas as alteragcbes hormonais
induzidas pelas bactérias (LARRABURU et al., 2010). Reis Junior et al. (2004), trabalhando
com diferentes inoculantes bacterianos, constataram que os mesmos foram capazes de produzir

fitormonio AlA.
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Figura 9 - Cortes transversais de folhas de morangueiro cv. Pircinque cultivado em casa de
vegetacao por 100 dias na presenca e auséncia de bioestimulantes.

Legenda: Corte transversal. A: solugdo nutritiva reduzida e sem inoculagdo; B: solug¢do nutritiva completa sem
inoculagdo; C: Azospirillum brasilense; D: Azospirillum brasilense + &cido himico; E: Pantoea ananatis; F:
Pantoea ananatis + acido himico; G: Paenibacillus favisporus; H: Paenibacillus favisporus + &cido hdmico; I:
acido himico. Escala 100um.

Fonte: Do autor (2020).

O aumento da espessura do parénquima palicadico tem sido correlacionado com a
divisdo celular das bactérias dentro das plantas que varia do inoculante bacteriano
(LARRABURU etal., 2010). A maior espessura do parénquima apds inoculacéo de PGPB pode
estar relacionada a inducdo da fotossintese nessas plantas e por esse tecido ser um tecido de
reserva (TAIZ; ZEIGER, 2009).

Os resultados mostraram que é possivel combinar os inoculantes bacterianos com AH,
obtendo melhores respostas que na aplicacéo isolada de ambas. As BPCPs, uma vez associados
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ao hospedeiro, estimulam o sistema radicular, aumentando o tamanho e numero de raizes
laterais, ampliando a aérea de superficie de contato das raizes (MELO et al., 2018). Dessa
forma, o uso de bioestimulantes € um mecanismo decisivo e complementar em comparagédo

com o0s insumos geralmente usados o morangueiro.

4 CONCLUSOES

Bioestimulantes a base de BPCP e AH quando associados no cultivo do morangueiro,
apresentaram efeitos significativos sobre o crescimento vegetal, anatomia foliar, nutricionais e
fisioldgica da cultura. Os inoculantes bacterianos Pantoea ananatis e Paenibacillus favisporus
induziram resultados promissores para a maioria das variaveis analisadas neste trabalho,

aumentando o desempenho inicial do morangueiro.
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ARTIGO 2 - Frequéncia de aplicacdo de azospirillum brasiliense no crescimento do
morangueiro

RESUMO

O uso de bactérias promotoras de crescimento tem se destacado, em razdo do seu potencial na
reducdo de uso de fertilizantes usados na producédo e por estimular o crescimento das plantas,
por meio da sintese de fitormonios, fixacdo bioldgica de nitrogénio, solubilizacdo de fosfato e
controle bioldgico de fitopatdgenos. Assim, a utilizacdo do inoculante Azospirillum brasilense
pode-se tornar uma alternativa a aplicacdo de insumos agricolas. Além de ser o mais estudado,
esse inoculante tem a capacidade de promover o crescimento das plantas. Diante do exposto,
objetivou-se avaliar a frequéncia de aplicacao de Azospirillum brasilense via solo no cultivo do
morangueiro, aferindo caracteristicas fitotécnicas, fisiologicas, nutricionais e anatdémicas.
Mudas de morangueiro cv. Pircinque provenientes do cultivo in vitro foram aclimatizadas,
transplantadas para vasos e mantidas em casa de vegetacdo. No ensaio, foram utilizados cinco
tratamentos, constituidos de: T1) inoculag¢do Unica; T2) inoculacdo de 15 em 15 dias; T3)
inoculacdo de 30 em 30 dias; T4) controle com solugdo nutritiva completa sem inoculagéo e
T5) controle com solucdo nutritiva reduzida sem inoculacdo. A aplicacdo dos controles foi
realizada a cada 15 dias com solugéo nutritiva. Plantas de morangueiro com inoculagdes mais
frequentes do inoculante bacteriano mostraram-se, nitidamente, superiores aos controles. Sendo
assim, conclui-se que a inoculacgdo de Azospirillum brasilense de 15 em 15 dias no morangueiro
tem efeitos significativos sobre as caracteristicas fitotécnicas, fisioldgicas e na epiderme
adaxial. No tratamento com uma Unica aplicacdo do inoculante induziu resultados promissores
no comprimento das raizes e biomassa da massa seca das raizes.

Palavras-Chave: Fragaria x ananassa Duch. Bactérias promotoras de crescimento de plantas.
Fotossintese. Anatomia foliar.

Frequency of application of Azospirillum brasilense on strawberry growth

ABSTRACT

The use of growth promoting bacteria have received special attention because of its potential in
fertilizer use reduction used in production and to stimulate plant growth by means of
phytohormones synthesis, nitrogen fixation, phosphate solubilization and biological control
phytopathogens. Thus, the use of the inoculant Azospirillum brasilense can become an
alternative to the application of agricultural inputs. In addition to being the most studied, this
inoculant has the ability to promote plant growth. In view of the above, the objective was to
evaluate the frequency of application of Azospirillum brasilense via soil in strawberry
cultivation, assessing phytotechnical, physiological, nutritional and anatomical characteristics.
Strawberry seedlings cv. Pircinque from in vitro cultivation were acclimatized, transplanted
into pots and kept in a greenhouse. In the trial, five treatments were used, consisting of: T1)
single inoculation; T2) inoculation every 15 days; T3) inoculation every 30 days; T4) control
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with complete nutrient solution without inoculation and T5) control with reduced nutrient
solution without inoculation. The controls were applied every 15 days with nutrient solution.
Strawberry plants with more frequent inoculations of the bacterial inoculant were clearly
superior to the controls. Thus, it is concluded that the inoculation of Azospirillum brasilense
every 15 days in strawberry has significant effects on the phytotechnical, physiological and
adaxial epidermis characteristics. In the treatment with a single application of the inoculant it
induced promising results in the length of the roots and biomass of the dry mass of the roots.

Keywords: Fragaria ananassa Duch. Plant growth promoting bacteria. Photosynthesis. Leaf
anatomy.

1 INTRODUCAO

O morangueiro (Fragaria x ananassa Duch) é uma cultura perene (GUERRERO-
MOLINA et al., 2012) com grande aceitacdo no mercado e cultivada em diferentes partes do
mundo. No entanto, na maioria dos paises produtores, o cultivo ocorre com uso intensivo de
agroguimicos, que, embora contribuam para altas produc@es, ocasiona varios impactos ao meio
ambiente (DELAPORTE-QUINTANA et al., 2017).

Em diversos paises, as préaticas agricolas sdo controladas, especialmente, por produtos
quimicos sintéticos. O uso continuo desses produtos acarreta grandes impactos ao solo, ao meio
ambiente e a saude humana (NAIK et al., 2019). Logo, a procura por uma abordagem mais
sustentavel e ambientalmente correta com altas produtividades e com retorno econémico para
os produtores das culturas agricolas, torna-se necessaria (MORAES SA et al., 2017).

Nesse contexto, o uso de inoculantes bacterianos torna-se uma alternativa para suprir as
necessidades nutricionais das culturas agricolas, permitindo a diminuigdo do uso de produtos
quimicos, como fertilizantes (ANDRADE et al., 2019). As bactérias promotoras de crescimento
tém sido cada vez mais usadas para promover o crescimento das plantas, por meio de
mecanismos que melhoram a absor¢do de fdsforo, fixacdo de nitrogénio e producdo de
fitormbnios (NADEEM et al., 2014). As bactérias promotoras de crescimento vegetal também
apresentam capacidade de realizar interagdes com plantas de forma harmdnica, exercendo
funcBes de induzir mecanismos de defesa nas plantas (FUKAMI et al., 2018).

Dentre as bactérias promotoras de crescimento, a mais estudada e usada é a
Azospirillum, que tem capacidade enorme de beneficiar grandes variedades de espécies

vegetais, resultando em maior rendimento final em comparagdo com tratamentos néo
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inoculados (LARRABURU et al., 2016; RUIZ-SANCHEZ et al., 2011; TORTORA et al.,
2012). Os beneficios da inoculagdo com Azospirillum sdo atribuidos, principalmente, por sua
capacidade de fixar nitrogénio atmosférico, mas tambeém por sintetizar fitorménios, em
particular o &cido indol-3-acético (FUKAMI et al., 2018; LARRABURU et al., 2016; SANTOS
etal., 2019).

O Azospirillum € um microrganismo que existe, naturalmente, na maior parte dos solos
(QUADROS et al., 2014). Apesar disso, apresenta baixa capacidade de sobrevivéncia por
periodos prolongados, na maioria dos solos e alteracGes nas condi¢es fisico-quimicas do solo
e remocdo das plantas afetam rapidamente seus niveis populacionais (BASHAN E DE-
BASHAN, 1995).

Contudo, a inoculacdo dessa bactéria promotora de crescimento contribui de forma
direta, fornecendo alteracbes morfoldgicas, fisioldégicas e aumento da produtividade das
culturas, com isso, melhorando o uso de recursos de producdo, com amplos beneficios para o
meio ambiente (CASSAN et al., 2016). Com base nesse contexto, o uso das bactérias
promotoras de crescimento como o inoculante Azospirillum brasilense estd em constante
crescimento nos Gltimos anos, em razao dos maiores custos de fertilizantes quimicos e a énfase
na agricultura sustentavel.

Dessa forma, objetivou-se avaliar a frequéncia de aplicacdo de Azospirillum brasilense
via solo, no cultivo do morangueiro, aferindo caracteristicas fitotécnicas, fisioldgicas,
nutricionais e anatdmicas, a fim de se obter a frequéncia correta de aplicacdo do inoculante na

cultura.

2 MATERIAL E METODOS

2.1  Material vegetal e descricdo do ambiente de cultivo

O experimento foi conduzido no Departamento de Agricultura da Universidade Federal
de Lavras (UFLA), Lavras - MG. O municipio esta situado a 21°14°06” S ¢ 45°00°00” W e
altitude média de 918 m. Foi conduzido sobre sistema de bancada em casa de vegetacdo, no
periodo de junho a outubro de 2018.

Mudas de morangueiro da cultivar Pircinque foram cedidas pela Universidade Federal

do Estado de Santa Catarina (UDESC). Foram cultivadas in vitro, em meio MS (Murashige et
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al., 1962), acrescido de 30 g L™ de sacarose e 5,5 g L de agar. O pH do meio foi ajustado para
5,8. As mudas foram mantidas em sala de crescimento sob temperatura de 25 + 2°C, fotoperiodo
de 16 horas e intensidade luminosa de cerca de 40 umol m?s™. Ap6s quatro semanas de cultivo
as mudas provenientes de cultivo in vitro foram aclimatizadas em substrato Tropstrato® por 20
dias. As mudas aclimatizadas foram transplantadas no dia 11 de julho de 2018 para vasos com
volume de 5 L, contendo latossolo vermelho, sendo adicionado 20 g de lithothamnium por vaso.

O solo utilizado foi coletado dentro da UFLA. A caracterizacdo quimica do solo
apresentou pH = 5,4; P = 0,47 mg dm=; K = 2,55 mg dm™; Ca = 0,27 cmolc dm™; Mg = 0,10
cmolc dm™3; Al = 0,04 cmolc dm3; t = 0,42 cmolc dm™; T = 1,92 cmolc dm3; Saturagio de
aluminio = 9,52%; Saturagdo por base = 19,61%; Matéria organica = 0,73 dag kg; Cu = 1,41
mg dm3; Fe = 29,89 mg dm™; Mn = 2,06 mg dm™; e Zn = 0,47 mg dm™. As plantas foram
mantidas em casa de vegetacdo, cobertas com filme de polietileno transparente (150 microns),

sombrite 70% e irrigadas diariamente.

2.2  Microrganismo e producéo de inoculo

A bactéria utilizada no ensaio foi cedida pela Colecdo de Cultura da Microbiologia
Agricola (CCMAJ/UFLA) do Laboratério de Microbiologia das Fermentagdes, do
Departamento de Biologia, da UFLA. No ensaio, foi utilizada a bactéria Azospirillum brasilense
(Ab-V5) ja descrita na literatura como bactéria promotora de crescimento vegetal. A bactéria
foi cultivada em meio agar-nutriente, composto de 3 g L™ de extrato de carne, 5 g L™ de peptona
e 15 g L de 4gar. O indculo bacteriano foi previamente preparado em meio caldo nutriente a
30°C, sob agitacéo orbital constante a 120 rpm, durante 48 horas. Em seguida, a concentragédo
celular foi ajustada para 1 x 108 células/mL (densidade ptica de 0,5 e comprimento de onda de
600 nm mensurada em espectrofotdbmetro). A quantidade de caldo nutriente com indculo foi de
10 mL.

Azospirillum brasilense foi avaliado quanto a sua capacidade de promocdo de
crescimento vegetal em morangueiro, a partir de ensaios conduzidos em casa de vegetacdo. A
primeira inoculacdo foi realizada no dia 26 de junho de 2018 e a ultima no dia 18 de setembro
de 2018. O delineamento foi inteiramente casualizado, com quatro repeti¢cdes (duas plantas por
parcela) e 5 tratamentos: T1) inoculagéo unica; T2) inoculacdo de 15 em 15 dias; T3) inoculacéo

de 30 em 30 dias; T4) controle com solucgéo nutritiva completa sem inoculagéo e T5) controle
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com solugdo nutritiva reduzida sem inoculacdo. A aplicacdo dos controles foi realizada a cada
15 dias com solucdo nutritiva de Hoagland e Arnon (1950) nos controles (completa e com niveis
de nitrogénio e fésforo a 10%), na quantidade de 50 ml por vaso. A solucdo completa de
Hoagland et al. (1950) utilizada no tratamento sem inoculacdo + adubacdo completa continha
1 mL L de KH2PO4 (1 mol L), 5 mL L™t KNO3 (1 mol L), 5mL L de Ca(NOs)2 (1 mol L
Y, 2mL Lt de MgSOs (1 mol L), ImL de solugdo de micronutrientes (2,86 g L™ de H3BOs,
1,81 g L't MnCl, 0,22 g L* de ZnS04.7H20, 0,08 g L de NaM00.4H20) e 1 mL de Fe-EDTA
(24,1 g L de FeSO4.7H,0 e 25,1 g L™* de EDTA). A composicéo da solugdo com baixa adicdo
de nitrogénio e fosforo (10% da necessidade total) consistiu na substituicdo de KH2PO4, KNO3
e Ca(NOs), por 5,9 mL de KCI (Imol L), 5mL de CaClz (Imol L), 0,1 mL L de KH2PO4
(Amol L) e 1mL L* de NHsNOs (1,5mol L) (GONZALEZ, 2015).

Aos 105 dias de instalacdo do experimento, foram realizadas nas mudas de morangueiro
andlises de crescimento, andlises nutricionais, trocas gasosas, teor de clorofila e anélises

anatdbmicas.

2.3 Andlises de fitotécnicas

Foram avaliadas as mudas de morangueiro quanto ao nimero de folhas, comprimento
de parte aérea (cm), comprimento de raiz (cm), massa fresca e seca de parte aérea e raiz (g). A
massa seca do material vegetal foi analisada apos secagem estufa de secagem com circulacédo e
renovacdo de Ar - SL-102/Solab e temperatura de aproximadamente 60 °C até atingir peso

constante.

2.4 Andlises nutricionais

A analise nutricional foliar foi realizada segundo metodologia descrita por Malavolta et
al. (1997). Foram analisados os teores de nitrogénio (N), sendo utilizadas amostras compostas
de folhas de trés repeti¢des (2 plantas por parcela) por tratamento. As plantas foram secas em
estufa de secagem com circulagdo e renovagdo de Ar - SL-102/Solab e temperatura de

aproximadamente 60 °C a 65 °C até atingir peso constante.
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2.5  Trocas gasosas e clorofila

Foram mensuradas com analisador de trocas gasosas por infravermelho (IRGA /Infra-
Red Gas Analyzer) modelo LiCor-6400XT. Selecionaram-se folhas completamente expandidas
em oito plantas por tratamento, a partir das 08h00min. A densidade de fluxo de fétons
fotossinteticamente ativos foi fixada na cdmara do aparelho para 1000 pmol m2 s, Em seguida,
determinaram-se a taxa fotossintética (A) em umol CO2 m? s, taxa transpiratdria (E) em mol
H.0 m2 s, condutancia estomatica (gs) em mol m2 s e carbono interno (Ci).

Para a avaliagdo dos teores de clorofila utilizou o ClorofiLOG (Modelo Cfl 1030), sendo
realizadas as medi¢cBes em duas posicGes da planta das primeiras folhas completamente

expandidas de cada individuo. Foram avaliados os teores de clorofila a, b e total.

2.6 Analises anatbmicas

As amostras foram obtidas de quatro individuos diferentes para cada tratamento.
Utilizou-se a regido mediana da segunda folha completamente expandida. Posteriormente, as
amostras foram transferidas para frascos com alcool 70% e desidratadas em série alcodlica (80,
90 e 100%), sendo deixadas por 15 minutos em vacuo e duas horas em cada concentracdo
alcoolica. Posteriormente, as amostras foram mantidas por 24 horas em solugéo de resina para
pré-infiltracdo, composta de etanol 100% e resina liquida base (1:1). Em seguida, foram
emblocadas com o kit HistoResin (Leica Microsystems, Heidelberg, Alemanha). As secdes
transversais foram obtidas em micrétomo semiautomatico rotativo com espessura de 8 pm,
coradas com azul de toluidina e lavadas com agua destilada para retirada do excesso de corante.
Posteriormente, as laminas foram montadas com Verniz vitral como meio de montagem.

As laminas foram fotografadas em microscopio oOptico (Motic BA 210) com camera
acoplada (Moticam 5), sendo realizadas dez fotografias por repeticdo, utilizando seis laminas
com as seg¢des transversais. As imagens obtidas foram analisadas em software especifico para
andlise de imagens Motic Images Plus 3.0. Para a determinag&o da espessura dos tecidos foliares
foram avaliadas: espessura da epiderme adaxial (EEAD), espessura da epiderme abaxial (EAB);
espessura do parénquima palicaddico (EPP), espessura do parénquima lacunoso (EPL),

espessura do mesofilo (EM) e espessura do limbo foliar (ELF).
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2.7 Analise de dados

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, constituido de cinco
tratamentos com quatro repeti¢des (duas plantas por parcela). Os dados foram submetidos a
andlise de variancia (ANAVA) e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade. Todos os graficos foram produzidos com o software SigmaPlot 13.0 (Systat

Software, Inc). As analises estatisticas foram realizadas com o software R (v. 3.2.2).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A inoculacdo da bactéria Azospirillum brasilense em diferentes periodos, no
morangueiro, ocasionou efeitos significativos nas variaveis analisadas (P<0,05). O nimero de
folhas (FIGURA 1A) foi, significativamente, influenciado pelos tratamentos. Maiores valores
para essa variavel foram observados nos tratamentos com inoculacdo de 15 em 15 dias e o que
continha a solucdo nutritiva completa. A inoculacdo, de 15 em 15 dias, induziu aumento de
49,26% no namero de folhas. Tratamentos, com as outras frequéncias de aplicacBes do
inoculante, apresentaram valores intermedidrios para esse parametro, com excecdo do
tratamento com solucdo nutritiva reduzida, que foi significativamente diferente e apresentou

valor inferior.
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Figural- Numero de folhas (NF), comprimento parte aérea (CPA) e comprimento das raizes
(CR) do morangueiro cv. Pircinque submetidas a inoculacdo de Azospirillum
brasilense, controle 1 (solucdo nutritiva completa e sem inoculagdo) e controle 2
(solucdo nutritiva reduzida e sem inoculacao) cultivadas em casa de vegetacao por
105 dias.
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Médias representadas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.
Fonte: Do autor (2020)

Maiores valores de comprimento da parte aérea foram observados nos tratamentos com
aplicacdo de Azospirillum brasilense a cada 15 dias e solucdo nutritiva completa. A aplicacao
do inoculante bacteriano, nesse tratamento, permitiu aumento de 38% no comprimento da parte
aérea em relacdo ao controle com solucdo nutritiva reduzida, o que pode ser observado na
Figura 2. O tratamento com inoculacéo, de 30 em 30 dias, apresentou valor intermediario, e
superior, significativamente, em relagdo ao controle com solucdo nutritiva reduzida. Esses
resultados podem estar relacionados com a baixa taxa de sobrevivéncia por periodos
prolongados dos inoculantes bacterianos (BASHAN; DE-BASHAN et al., 1995).
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Figura 2 - Crescimento da parte aérea do morangueiro inoculado e ndo inoculado com
Azospirillum brasilense.

Legenda: Area foliar do morangueiro. A: 1 aplicacio de Azospirillum brasilense; B: inoculagio de 15 em 15 de
Azospirillum brasilense; C: inoculacio a cada 30 dias de Azospirillum brasilense; D: controle com solucgdo
nutritiva completa; E: controle com solugéo nutritiva reduzida. Barra = 2 cm.

Fonte: Do autor (2020).

Estudos sobre diferentes bactérias promotoras de crescimento de plantas, avaliando o
crescimento de morangueiro, relatam que o numero de folhas e comprimento de parte aérea das
plantas ndo apresentaram diferenca significativa pela inoculacdo bacteriana, em comparacao
com o tratamento sem inoculacdo (MORAIS et al., 2019).

Ainoculacéo, a cada 30 dias, possibilitou aumento no comprimento das raizes. Contudo,
ndo diferiu, significativamente, do tratamento com apenas uma inoculagdo e o controle com
solucdo nutritiva reduzida. Menores comprimentos das raizes foram observados no tratamento
com inoculacdo de 15 em 15 dias. Dobbelaere et al. (1999), trabalhando com inoculagéo de
Azospirillum em trigo, verificaram que as plantas com maiores niveis de in6culos mostraram
inibicdo do crescimento radicular, apresentando menor comprimento das raizes.

Segundo Fukami et al. (2018), a inoculagdo com menor frequéncia de aplicacdo de
Azospirillum brasilense nos tratamentos, que tem capacidade fixar nitrogénio atmosférico,
resultou em um sistema radicular maior. Ja, na inoculagdo com maior frequéncia, o sistema
radicular foi menor. Isso ocorre, pelo fato de que em ambientes com limitacdo de nitrogénio, o
sistema radicular tende a explorar o maior volume de solo como tentativa de suprir a deficiéncia
desse nutriente (BONIFAS et al., 2005).
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Em relacdo a massa fresca da parte aérea e das raizes (FIGURA 3), a maior producéo
de biomassa foi observada no tratamento cuja frequéncia de aplicacdo ocorreu no periodo de
15 em 15 dias, com valores 8,47 g de parte aérea e 18,86 g de raizes. Esses valores significam
aumento da biomassa de 11,30% e 58% na massa fresca da parte aérea e das raizes de 18,61%
no tratamento com solugdo nutritiva completa e 35,98% na solucdo reduzida. Contudo, 0s
demais tratamentos testados ndo proporcionaram aumento da massa fresca da parte aérea e das
raizes em morangueiro, apresentando valores inferiores ao tratamento controle com solucéo

nutritiva completa.

Figura 3 - Massa fresca parte aérea (MFPA), massa fresca das raizes (MFR), massa seca da
parte aérea (MSPA) e massa seca das raizes (MSR) do morangueiro cv. Pircinque
submetidas a inoculacdo de Azospirillum brasilense, controle 1 (solugdo nutritiva
completa e sem inoculacdo) e controle 2 (solucdo nutritiva reduzida e sem
inoculagéo) cultivadas em casa de vegetacdo por 105 dias.
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Médias representadas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.
Fonte: Do autor (2020).
A massa seca da parte aérea foi significativamente influenciada pelos tratamentos

(FIGURA 3). O maior acumulo de massa seca da parte aérea (2,60 g) foi observado com a
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inoculagdo de 15 em 15 dias com Azospirillum brasilense. Esse valor significou aumento de
56,6% na biomassa. Na massa seca das raizes, foi verificada diferenca significativa entre os
tratamentos. Maiores valores para variavel massa seca das raizes foram obtidos nos tratamentos
com fornecimento de Azospirillum brasilense somente com uma inoculagéo (49,48%) e com
inoculacdo a cada 15 dias (46,36%). Maior acimulo de biomassa nas raizes foi obtido nos
tratamentos com maior frequéncia de aplicacdo de Azospirillum brasilense. Esses resultados

podem ser comprovados na Figura 4.

Figura 4 - Crescimento do sistema radicular do morangueiro inoculado e ndo-inoculado com
Azospirillum brasilense.

Legenda: Sistema radicular. A: 1 aplicacdo de Azospirillum brasilense; B: inoculacéo de 15 em 15 de Azospirillum
brasilense; C: inoculagdo a cada 30 dias de Azospirillum brasilense; D: controle com solucdo nutritiva completa;
E: controle com solucéo nutritiva reduzida. Barra = 4 cm.

Fonte: Do autor (2020).

Steenhoudt e Vanderleyden (2000), realizando a inoculacéo de Azospirillum brasilense
em gramineas, observaram alteracdes na morfologia das raizes, sendo descrito como resultado
de substancias reguladoras, que ocasionou aumento do numero de raizes laterais e raizes
superficiais.

Essa diferenca nos tratamentos, principalmente no tratamento com maior frequéncia de
inoculacdo Azospirillum brasilense, pode ser decorrente da producdo de fitormonios, como a
auxina, que é promotora de expansao celular e pode influenciar em um maior acimulo de
biomassa (CASSAN et al., 2016; DOBBELAERE et al., 1999; SOMERS et al., 2005).
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Outro fator significativo, € que o acumulo de auxina em niveis excessivos, com a
inoculacdo com frequéncia de Azospirillum brasilense pode promover o efeito contrario de
inibicdo do crescimento de raizes (SCHLINDWEIN et al., 2008). Esses dados sao interessantes,
em decorréncia da resposta do tratamento com maior frequéncia de aplicacdo de Azospirillum
brasilense que ocasionou menor comprimento das raizes das plantas.

O nitrogénio foliar do morangueiro foi significativamente influenciado pelos
tratamentos (FIGURA 5). Maiores valores para essa variavel foram obtidos a partir da
frequéncia de aplicacdo a cada 15 (14,53 g de nitrogénio por kg de planta) e 30 dias (15,33 g
de nitrogénio por kg de planta), e com a solucdo nutritiva completa (16,86 g de nitrogénio por
kg de planta). Porém, ndo houve diferenga significativa entre os tratamentos.

Figura 5 - Teor de nitrogénio (N) na parte aérea do morangueiro cv. Pircinque submetidas a
inoculacdo de Azospirillum brasilense, controle 1 (solucdo nutritiva completa e sem
inoculacéo) e controle 2 (solugdo nutritiva reduzida e sem inoculagéo) cultivadas em
casa de vegetacao por 105 dias.
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Médias representadas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.
Fonte: Do autor (2020).



75

Menores teores de nitrogénio foram obtidos nos tratamentos com inoculagdo Unica de
Azospirillum brasilense com 12,30 g de nitrogénio por kg de planta e no controle com solugéo
nutritiva reduzida com 12,03 g de nitrogénio por kg de planta. Na aplicacdo do inoculante na
frequéncia de 15 em 15 dias, 30 em 30 dias e solu¢édo nutritiva completa promoveram aumento
de 18,13%, 24,63% e 37,07%, respectivamente. Nesse estudo, a frequéncia de aplicacdo de
Azospirillum brasilense, além de induzir aumento no teor de nitrogénio foliar, também
promoveu aumento na taxa fotossintética, transpiracdo, condutancia estomatica e teores de
clorofila.

Em estudos realizados por Pii et al. (2019) em milho, foi possivel observar que o
Azospirillum brasilense é capaz de diminuir 0 uso de nitrogénio na forma de NO3 por plantas.
Esses dados podem exemplificar os menores valores no teor de nitrogénio foliar observados no
estudo com as diferentes frequéncias de aplicacdo do inoculante em relacdo ao controle com
solugéo nutritiva completa. Dessa forma, o Azospirillum brasilense pode ter exercido influéncia
negativa no uso do nitrato do solo.

Diferenca significativa entre os tratamentos foi observada para a clorofila a, b e total
(FIGURA 6). Maiores teores de clorofila a foram obtidos nos tratamentos com aplicacdes a
cada 15 e 30 dias, no entanto, ndo diferiram significativamente. O Azospirillum brasilense
aplicado uma Unica vez ocasionou em valor intermediario para essa variavel. Menores valores

da clorofila a foram observados no tratamento controle, porém, com diferencas significativas.
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Figura6 - Clorofila a (A), clorofila b (B) e clorofila total (C) do morangueiro cv. Pircinque
submetidas a inoculacgéo de Azospirillum brasilense e o controle 1 (solucéo nutritiva
completa e sem inoculagdo) e controle 2 (solugdo nutritiva reduzida e sem
inoculacdo) cultivadas em casa de vegetacao por 105 dias.
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Médias representadas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.
Fonte: Do autor (2020).

Maiores valores de clorofila b ocorreram nos tratamentos com o inoculante aplicado
somente uma vez no solo e a cada 30 dias de inoculacdo (FIGURA 6). O tratamento com
solucgéo de nutritiva reduzida apresentou menor valor de clorofila b. Nos outros tratamentos,
foram verificados valores intermediarios para essa variavel e, significativamente, diferentes do
controle com solucdo nutritiva reduzida e sem inoculagdo. Em relacéo aos teores de clorofila,
0 nitrogénio disponivel poderia ser utilizado para a sintese de clorofila, exemplificando as
diferencas entre os tratamentos nas plantas inoculadas e no controle (CURA et al., 2017).

Morais et al. (2019), trabalhando com pigmentos fotossintéticos no morangueiro com
diferentes bactérias promotoras de crescimento, observaram tendéncia do aumento do teor de
clorofila em relagéo ao tratamento ndo inoculado, entretanto, ndo houve diferenca significativa.

Curé et al. (2017) verificaram aumento de 41% no teor clorofila total em milho utilizando
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Azospirillum brasilense em comparagdo com o tratamento controle. Outros estudos como de
Fasciglione et al. (2015) e Quadros et al. (2014) também mostraram a capacidade de a
Azospirillum em aumentar os teores de clorofila e outros pigmentos fotossintetizantes.

A utilizacdo de Azospirillum brasilense em plantas de morangueiro também foi avaliada
com base em caracteristicas fisioldgicas, ocasionando mudancas nas plantas (FIGURA 7). Em
relacdo a taxa de carbono interno (Ci), o maior valor foi alcangado no tratamento com solucéo
nutritiva reduzida, os demais tratamentos ndo apresentaram diferenca significativa entre si
(FIGURA 7A). Segundo Jadoski et al. (2005), a concentracdo de Ci no mesofilo foliar diminui
com o fechamento estomatico, o que influencia na diminuicdo da taxa fotossintética. Desse
modo, a reducdo da conduténcia estomatica necessitaria limitar a absorcdo de carbono pelas
plantas, em razdo da reducdo da abertura estomatica, fato esse que ndo ocorreu com o tratamento
com solucdo nutritiva reduzida e sem inoculacdo. Calbo e Morais et al. (1997) observaram
plantas com alto valor de Ci, entretanto, ndo apresentaram menor condutancia estomatica.

Essa concentracdo de Ci pode ser explicada pelo estresse (exemplo, menor nutricao),
que ocasionam falhas que ocorrem no fotossistema, desencadeando reducdo na difusdo de
carbono da cdmara subestomatica, e originando alto teor de carbono interno, que ndo é

facilmente acessado mesmo em grande quantidade (BERTOLLI et al., 2015).
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Figura7 - (A) Transpiracdo (E); (B) condutancia estomatica (gs); (C) fotossintese (A) e
Carbono interno (Ci) do morangueiro cv. Pircinque submetidas a inoculacdo de
Azospirillum brasilense e o controle 1 (solugdo nutritiva completa e sem
inoculacdo) e controle 2 (solucdo nutritiva reduzida e sem inoculagdo) cultivadas
em casa de vegetacdo por 105 dias.
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Médias representadas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Scott-Knott a 5%

de probabilidade.
Fonte: Do autor (2020).

A taxa de transpiracdo foi significativamente influenciada pelos tratamentos (Figura
7B). Os maiores valores para essa variavel foram verificados em tratamentos com frequéncia
de inoculacéo a cada 15 dias e no controle com solucdo nutritiva completa. Esses tratamentos
induziram aumento de 4,80% e 7,65%, respectivamente. O tratamento com inoculagcdo de
Azospirillum brasilense realizado de 30 em 30 dias ndo induziu taxa de transpiracao
significativamente diferente a do tratamento controle com solugéo nutritiva reduzida. O menor
valor para a taxa de transpiracédo foi observado no tratamento com inoculagéo Unica.

Maiores valores de condutancia estomatica (gs) foram encontrados nos tratamentos com
inoculagdes a cada 15 dias e controle com solucéo nutritiva completa (FIGURA 7C). Contudo,
houve diferenca significativa somente do tratamento com inoculagéo Unica. No presente estudo,

foi verificado que as plantas dos tratamentos que tiveram maiores taxas de transpiracdo também
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apresentaram maiores valores de condutancias estomaticas. De acordo com Albuquerque et al.
(2013), a taxa de transpiracao e condutancia estomatica estdo interligadas, os tratamentos menos
eficientes no crescimento das plantas estdo relacionados a diminuicdo da condutancia
estomatica, o que leva ao fechamento dos estdmatos, reduzindo as taxas de transpiracédo e de
fotossintese.

Em relacdo a taxa fotossintética, o tratamento com solucdo nutritiva completa
apresentou o maior valor, com diferencas significativas dos outros tratamentos (FIGURA 7D).
As inoculacdes de Azospirillum brasilense a cada 15 dias e 30 dias tiveram valores
intermediarios. A inoculagdo Unica de Azospirillum brasilense promoveu menor valor da
variavel, sendo inferior ao tratamento com solu¢do nutritiva reduzida. O aumento da
fotossintese, nesse tratamento, pode estar ligado ao aumento da abertura estomaética e,
consequentemente, em maior acimulo de biomassa na parte aérea das plantas de morangueiro.

No presente estudo, tratamentos que apresentaram maior acumulo de nitrogénio pelas
plantas também induziram maior capacidade fotossintética e maior teor de clorofila. De acordo
com Jang et al. (2018), os teores de clorofila estdo relacionados a capacidade fotossintéticas das
plantas e ao teor de nitrogénio.

Considerando todas as caracteristicas apresentadas, os resultados mostraram efeitos
significativos na inoculagéo de Azospirillum brasilense realizados de 15 em 15 dias e 30 em 30
dias nos parametros de trocas gasosas foliar. Esses resultados mostram as diferencas
significativas que ocorreram no crescimento e acumulo de biomassa das plantas de
morangueiro, principalmente na parte aérea, comparados com uma Unica inoculacdo da bactéria
e do controle com solucdo nutritiva reduzida (Figura 7). Esse fato sugere a importancia da
frequéncia de aplicacdo do inoculante bacteriano, no decorrer do ciclo da cultura do
morangueiro, com condicdo para melhorar a atividade fotossintética e, consequentemente, o
crescimento das plantas.

Morais et al. (2019), trabalhando com morangueiro, observaram que a inoculagédo de
bactérias promotoras de crescimento estimulou a mudanca de muitos parametros fisiolégicos,
morfoldgicos e de qualidade de frutos e que a inocula¢do dos mesmos pode ser uma alternativa
biotecnoldgica para a nutricdo das plantas.

A inoculacdo de Azospirillum brasilense, assim como aplicacdo de solucdo nutritiva,
proporcionaram diferencas significativas na anatomia foliar do morangueiro (FIGURA 8). A

inoculacdo de Azospirillum brasilense, de 15 em 15 dias, induziu 0 aumento mais expressivo
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na espessura da epiderme adaxial. A inoculagdo com Azospirillum brasilense uma Unica vez,
de 30 em 30 dias e solugdo nutritiva completa apresentaram valores intermediarios. Esses

resultados podem ser observados na Figura 9.

Figura 8 - Espessura da epiderme adaxial (EEDA), espessura da epiderme abaxial (EEAB),
espessura do mesofilo (EM), espessura do limbo foliar (EL), espessura do
parénquima palicadico (EPP) e espessura do parénquima lacunoso (EPL) do
morangueiro cv. Pircinque submetidas a inoculagdo de Azospirillum brasilense,
controle 1 (solucdo nutritiva completa e sem inoculacdo) e controle 2 (solucéo
nutritiva reduzida e sem inoculagdo) cultivadas em casa de vegetacdo por 105 dias.
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Médias representadas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.
Fonte: Do autor (2020).

A espessura da epiderme abaxial também foi significativamente influenciada pelos
tratamentos. A inoculacdo a cada 30 dias resultou no aumento mais expressivo para essa
variavel, entretanto, ndo diferiu do tratamento com solugdo nutritiva reduzida. Os outros
tratamentos induziram valores intermediérios para essa variavel, ndo sendo, significativamente,

diferente ao valor observado no tratamento com solucao nutritiva completa.
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Para a espessura do mesdfilo e do limbo, os tratamentos apresentaram efeitos
significativos. Maiores valores para ambas as variaveis foram observados para o tratamento
com solucdo nutritiva completa. No que tange a espessura do mesofilo, a aplicacdo de
Azospirillum brasilense uma Unica vez e a cada 30 dias apresentaram efeito intermediario, mas
n&o induziram efeito diferente ao observado com solugéo nutritiva reduzida.

Os tratamentos apresentaram efeito significativo sobre a espessura dos parénguimas
palicadico e lacunoso. Maiores valores para a primeira variavel foram observados em quase
todos os tratamentos, com excec¢do do tratamento com aplicacdes a cada 15 dias que promoveu
crescimento intermediario. Para o parénquima lacunoso o valor mais elevado foi verificado para
a solucdo nutritiva completa. Os outros tratamentos apresentaram valores intermediérios para
esse parametro e todos foram estatisticamente diferentes do tratamento controle com solucéo
nutritiva completa.

De acordo com Larraburu et al. (2015), em condicGes de estresse hidrico ou nutricional
ou de qualquer outra forma de estresse de origem ambiental pode ocasionar alteracdes
anatdmicas nas plantas e 0s mesmos serem detectados em estudos anatémicos. Essas alteracdes
ocasionam mudancas da espessura da epiderme, mesofilo, parénquima palicadico e lacunoso
modificando os espagos intracelulares nesse tecido (CASSAN et al., 2016; FERREIRA et al.,
2019; LARRABURU et al., 2010). Contudo, o efeito da inoculacéo de bactérias promotoras de
crescimento na mudanca das espessuras anatdmicas de plantas, pode estar interligado a outros
mecanismos que ocorrem durante a interacdo com as plantas e que ainda nao sao totalmente
esclarecidos (BASHAN et al., 2010).

Figura 9 - Cortes anatdmicos de folhas de morangueiro.

Legenda: Corte transversal. A: 1 aplicacio de Azospirillum brasilense; B: inoculagéo de 15 em 15 de Azospirillum
brasilense; C: inoculacdo a cada 30 dias de Azospirillum brasilense; D: controle com solucdo nutritiva completa;
E: controle com solugéo nutritiva reduzida. Barra = 100 pm.

Fonte: Do autor (2020).

As plantas de morangueiro, observados com a inoculagdo de Azospirillum brasilense

realizada em diferentes periodos do cultivo das plantas sofreram grande influéncia. Com isso,
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0 estudo mostrou os potenciais da inoculacdo da bactéria promotora de crescimento

Azospirillum brasilense como alternativa para a nutricdo das plantas de morangueiro.

4 CONCLUSOES

A inoculacdo de Azospirillum brasilense, de 15 em 15 dias, para a promocao de
crescimento vegetal do morangueiro promoveu efeitos positivos nas caracteristicas fitotécnicas,
pigmentos fotossintéticos, fisiologicas e epiderme adaxial. No tratamento com uma unica

aplicacdo, o inoculante induziu resultados promissores no sistema radicular do morangueiro.
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ARTIGO 3 - Diatomaceous earth promotes in vitro development of sweet potato

ABSTRACT

The supplementation of culture medium with silicon (Si) favors the development of in vitro
cultivated plants and minimizes seedling losses during the acclimatization phase. The objective
of this work was to evaluate the effect of different concentrations of diatomaceous earth on
phytotechnical characteristics, pigment contents, and the in vitro anatomical development of
the sweet potato (Ipomoea batatas) cultivar Brazlandia Branca. Nodal segments of sweet potato
established in vitro were inoculated into MS tissue culture medium containing 60 g L of
sucrose and solidified with 5.5 g L™ of agar. In our experiments, MS media containing four
different concentrations of diatomaceous earth (1, 2, 3, and 4 g L) were tested. As a control,
we also tested the effect of MS medium free from diatomaceous earth. After 30 days of in vitro
culture, chlorophyll, carotenoids, and phytotechnical and anatomical characteristics from in
vitro propagules of sweet potato were evaluated. We found that increase in fresh and dry mass
of sweet potato plants occurred in the presence of diatomaceous earth. The supplementation of
the culture medium with diatomaceous earth resulted in higher levels of carotenoids, total
chlorophyll, and chlorophyll a and b. The addition of a silicon source in MS medium resulted
in increased tissue thickness of adaxial and abaxial epidermis, lacunous parenchyma, and leaf
blade. Thus, the use of diatomaceous earth promotes the development of micropropagated sweet
potato plants. Furthermore, the addition of diatomaceous earth to the MS medium leads to
higher chlorophyll and carotenoid contents and greater thickness of the leaf epidermis.

Keywords: Ipomoea batatas. Silicon. Plant anatomy. Plant tissue culture.

1 INTRODUCTION

Sweet potato (Ipomoea batatas (L.) Lam.) is a tropical plant grown throughout Brazil.
Due to its rusticity and wide adaptation to the most varied environments and conditions, this
crop is a viable and easy cultivation alternative for producers with low technological input
(QUEIROGA et al., 2007).

With strong economic and social appeal, the production of sweet potato has been
growing over the years. In 2017, Brazil produced about 780 thousand tons in a total area of 54
thousand hectares, while the world production of sweet potato was approximately 112.8 million
tons during this time (FAO, 2019).

Despite these numbers, sweet potato productivity in Brazil is still far below its
productive potential, as yields of upto 40 tons per hectare can be obtained, depending on the
cultivated cultivar (SILVA et al., 2015).
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The sweet potato cultivar Brazlandia Branca, a fruit of the genetic improvement
program developed by Embrapa Hortalicas launched in 1984, stands out in the consumer market
for its high levels of antioxidants, vitamins A, B, C, K and E, fatty acids, as well as potassium,
magnesium, phosphorus, among other minerals that make it strongly appreciated in diets,
especially amongst those who practice physical activity (EMBRAPA, 2019).

In vitro cultivation of sweet potato is an important method of crop propagation aimed at
the production of high quality, pathogen-free seedlings. Tuberous roots or roots are used for
crop production, which can cause losses to final production due to the presence of diseases
(FLORES et al., 2015).

In agricultural production, silicon, although not considered an essential element in
general, has played an important role in plant nutrition. In addition, this nutrient may confer
resistance to plants against biotic and abiotic stresses (CRUZ et al., 2013). Thus, as a source of
silicon we can use diatomaceous earth, which is composed approximately of 91% of opaline
silica, in addition to containing impurities such as clay minerals, organic matter, carbonates,
and hydroxides (SOUZA et al., 2003).

The objective of this work, therefore, was to evaluate the effect of different
concentrations of diatomaceous earth on the phytotechnical characteristics, pigment content,

and anatomical development in vitro of sweet potato cultivar Brazlandia Branca.

2 MATERIAL AND METHODS

2.1  Preparation of plant material

Plants propagated in vitro through the cultivation of meristems were used as plant
material. The mother plants, belonging to the cultivar Brazlandia Branca, were obtained from
the Department of Agriculture (DAG) of the Federal University of Lavras (UFLA), Lavras-
MG, Brazil. In the Plant Tissue Culture Laboratory of the DAG/UFLA, the plants were
multiplied using 0.5 cm long nodal segments, which were inoculated into test tubes containing
15 mL MS tissue culture medium (MURASHIGE; SKOOG, 1962), plus 60 g L sucrose, 5.5
g L™ agar and pH adjusted to 5.8 before autoclaving at 121°C and 1.0 atm pressure for 20 min.

Subsequently, the tubes were placed in a growth room with a 16-hour photoperiod and a
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temperature of 25 + 2 °C, with artificial illumination provided by a white LED lamp and an
average irradiance of 49.4 uM m2 s for 30 days.

2.2  Invitro assay

After 30 days, the plants were used as explant suppliers for the tests. Each nodal segment
(approximately 0.5 cm) long was inoculated into a test tube containing 15 mL of sterile MS
culture medium, plus diatomaceous earth at concentrations of 1, 2, 3, and 4 g L™ as well as MS
medium without diatomaceous earth as a control. The test tubes were placed in tissue culture
conditions identical to those described above.

2.3  Phytotechnical analysis

After 30 days of in vitro cultivation, the plants were removed from the vials, and
subjected to washing in water to remove culture adhered to the roots. Then, leaf number, shoot
length (cm), root length (cm), shoot fresh mass and shoot dry mass (g), root fresh mass and root
dry mass (g) were analyzed. The dry mass of the plant material was analyzed after drying in
oven Ar - SL-102/Solab at 60°C for 72 hours until the plant material reaches a constant weight.

2.4  Pigment analysis

The analysis of pigment contents in sweet potato was carried out at the Seed Laboratory
of the DAG/UFLA. Six plants were used per treatment, corresponding to two plants per
replication. A known amount of fresh plant material (£ 0.5 g) was used in the analysis and then
milled in 10 mL of 80% acetone to extract chlorophyll. The solution was filtered and analyzed
by spectrophotometry (Multiskan FC — Thermo Scientific — Uniscience) at wavelengths of 470,
645, 652 and 663 nm, according to the methodology of Engel e Poggiani (1991). For the
determination of chlorophyll a, b, and total, and carotenoids levels, equations proposed by Li
et al (2013) were used.
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2.5  Anatomical analysis

For anatomical analysis, the median region of the second fully expanded leaf was used.
Samples were obtained from four individuals for each treatment. Subsequently, the samples
were transferred to bottles with 70% alcohol, dehydrated in alcohol series (70, 80, 90, and
100%), and left for 15 minutes in and two hours at each alcohol concentration. The samples
were then kept for 24 hours in a pre-infiltration resin solution composed of 100% and liquid
base resin (1:1), then packaged with the HistoResin kit (Leica Microsystems, Heidelberg,
Germany).

The cross sections were obtained using ten 8 um thick semi-automatic microtome. These
sections were then stained with toluidine blue and washed with distilled water to remove dye.
Subsequently, the blades were mounted with stained glass varnish as mounting.

The slides were observed and photographed under optical microscope (Motic BA 210)
with attached (Moticam 5) to capture the images. For each repetition, ten photographs were
taken, using six slides with the cross sections. The images obtained were analyzed using the
Motic Images Plus 3.0 image analysis software

To determine leaf tissue thickness, the following parameters were evaluated: adaxial
epidermis thickness, abaxial epidermis thickness; palisade parenchyma thickness, lacunous
parenchyma (EPL), mesophyll thickness (MS) and leaf blade thickness (ELF).

2.6  Statistical analysis

The experimental design was completely randomized with eight replications (two
seedlings per replication). Data were subjected to analysis of variance and regression with (P

<0.05). Statistical analyzes were performed with the R software (v. 3.2.2).

3 RESULTS AND DISCUSSION

The concentrations of diatomaceous earth applied to the MS culture medium benefited
the growth of sweet potato plants cultivar Brazlandia Branca. Addition of diatomaceous earth
had significant effect on leaf number, shoot length, and root length according with the

concentration. Increasing concentrations of diatomaceous earth showed quadratic growth, with
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peak function indicating increased shoot and root length to the estimated product concentration

of 3.35and 3.94 g L, respectively (Figure 1A and B).

Figure 1 - (A) shoot length (cm); (B) root length (cm); (C) leaf number of sweet potato plants
in vitro cultivated in different concentrations of diatomaceous earth.
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Soares et al. (2011) used silicon sources for orchid micropropagation and obtained
similar responses. While studying the effect of different concentrations and sources of silicon
on micropropagated yams, Rodrigues et al. (2017) reported a significant effect on plant shoot
length. In addition, Asmar et al. (2011) showed that sources of silicon promote shoot growth in
banana plants.

In this work, it was observed that the addition of 2 g L™ of diatomaceous earth resulted
in a higher leaf number in plants, followed by a sharp decline in the number of leaves of plants
treated with higher concentrations of the product (FIGURE 1C). This finding is in agreement
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with data from Soares et al. (2011), who observed an increase in the number of Cattleya group
orchid leaves using two sources of silicon. Braga et al. (2009), working with different silicon
sources in micropropagated strawberry described similar results. Pasqual et al. (2011) reported
that in two orchid species, the number of leaves decreased as silicon concentration increased.
Shoot fresh mass and root fresh mass had a quadratic increase corresponding to the
increasing concentration of the diatom soil (Figure 2). The maximum increment was estimated
at concentrations of 2.66 and 3 g L of the product, respectively. The use of this product
increased shoot fresh mass and root fresh mass by approximately 45% at a concentration of 2 g
L as compared to control treatment. Similarly, Rodrigues et al. (2017) reported that potassium

silicate and calcium silicate also increased the shoot fresh mass of yam plants.

Figure 2 - (A) shoot fresh mass (g); (B) root fresh mass (g); (C) shoot dry mass (g); (D) root
dry mass (g) of sweet potato plants in vitro cultivated in different concentrations of

diatomaceous earth.
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The addition of diatomaceous earth to the culture medium had a significant effect on
shoot dry mass (FIGURE 2C). The shoot dry mass had a biomass gain of 61% at the
concentration of 2 g L™* of the product. Dias et al. (2017) also reported an increase in dry shoot
mass with the use of sodium silicate. Asmar et al. (2011), working with banana in vitro, reported
higher dry mass volume of shoots when using culture medium supplemented with sodium
silicate. At the concentration of 2 g L™ (Figure 2D), the root dry mass gained approximately
44% in relation to the control in our experiments. Further increases in diatomaceous earth
beyond a concentration of 2g L™ resulted in marked decreases in fresh shoot mass, fresh root
mass, shoot dry mass and root dry mass. The reduction in plant growth observed in vitro with
increasing Si concentrations may result nutritional imbalance in the plant caused by excess
nutrient uptake (DIAS et al., 2017).

Our results demonstrate that addition of Si confers great benefits to sweet potato plants,
increasing the nutrient absorption capacity of the medium and increasing the biomass
accumulation in the shoot, producing better quality seedlings. Additionally, it is possible that
these seedlings may have greater resistance to biotic and abiotic stresses in the process of
acclimatization, increasing the chances of development and eventually leading to greater
seedling production capacity.

Increased levels of chlorophyll a and b, total chlorophyll and carotenoids were observed
at the concentration of 2 and 3 g L-1 of with the use of diatomaceous earth, showing quadratic
behavior in the curve (FIGURE 3). Taken together, our results show that the use of silicon in
the tissue culture medium increases leaf growth and root growth and promotes better
development of anatomical structures. Furthermore, silicon upregulates photosynthetic pigment
content of in vitro propagated plants by facilitating the development of larger photosynthetic
apparatuses (ASMAR et al., 2011; BRAGA et al., 2009).
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Figure 3 - (A) chlorophyll a; (B) chlorophyll b; (C) total chlorophyll; (D) carotenoids of sweet
potato plants in vitro cultivated in different concentrations of diatomaceous earth.
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Asmar et al. (2013a) working with the in vitro cultivation of banana plant cultivar Maca

with different sources of silicon, reported higher levels of total chlorophyll, as well as

chlorophyll a and b in treated plants. Recently, Martins et al. (2019) reported that plants grown

in medium supplemented with a source of calcium silicate showed increased photosynthetic

pigments and photosynthetic performance, as a result of containing higher levels of chlorophyll

and carotenoids.

The concentrations of diatomaceous earth had an effect on adaxial and abaxial
epidermal thickness (FIGURES 4A and 4B). The use of diatomaceous earth resulted in thicker

adaxial and abaxial epidermis when compared to the control treatment, with an increase in the

concentration up to 1.82 and 2.58 g L™ of the product, respectively.
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Figure 4 - (A) adaxial epidermis thickness; (B) abaxial epidermis thickness; (C) palisade
parenchyma thickness; (D) lacunous parenchyma thickness; (E) mesophyll thickness
and (F) leaf blade thickness of sweet potato plants in vitro cultivated in different
concentrations of diatomaceous earth.
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An approximate 38% increase in adaxial epidermis thickness was observed, when the

medium was supplemented with 2 g L™ of diatomaceous earth compared with the control.
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However, higher concentrations of this compound impaire development, resulting in lower
thickness when compared to the control. According to Assis et al. (2018), the adaxial epidermis
is more susceptible to environmental factors such as solar radiation and high temperatures than
the abaxial epidermis. Thus, greater epidermal thickness can offer greater tolerance to plants
exposed to high solar radiation (TAIZ; ZEIGER, 2006) and can significantly contribute to
improving pest and disease resistance (ALVES et al., 2015; BARBOSA FILHO et al., 2001;
REYNOLDS et al., 2016).

Our results convincingly demonstrate that the leaves cultivated in medium
supplemented with a silicon source, such as diatomaceous earth, develop thicker leaf structures,
which give these plants better opportunities to adapt to the acclimatization process, generating
higher quality seedlings which are consequently of greater value.

Palisade parenchyma thickness and mesophyll thickness decreased with increasing
diatomaceous earth concentrations in relation to control. The lowest thickness of the palisade
parenchyma and mesophyll was observed at a concentration of 4 g L™ in both (FIGURES 4C
and 4E). In contrast, there was an increase in thickness of the lacunous parenchyma at a
concentration of 4 g L™* of the product. Leaf blade thickness increased at a concentration of 1.56
g L of diatomaceous earth, showing a reduction in thickness in higher concentrations of the
product (FIGURE 4D).

Our results relating to the thickness of the lacunous parenchyma resemble those of Braga
et al. (2009), who demonstrated that supplementing MS medium with silicon sources such as
potassium or calcium silicate and sodium silicate favored the increase of the thickness of these
tissues in in vitro strawberry plants. According to Castro et al. (2009), the thicker spongy or
spongy parenchyma facilitates a greater accumulation of gases during gas exchange, due to the
irregular shape of its cells, resulting in an abundance of intercellular space.

Through cross sectioning, differences in leaf tissue thickness after treatment with
diatomaceous earth were verified, corroborating with the statistical data. These results
demonstrate the superiority of the plants in culture medium supplemented with diatomaceous
earth (FIGURE 5).



96

Figure 5 - Cross section of sweet potato leaf cultivar Brazlandia Branca developed in vitro in
different concentrations of diatomaceous earth. (A - control; B-1gL% C-2gL™;
D-3gLYandE-4gL™). Bar=100 um.
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Anatomical changes caused in vitro by supplementing the culture medium with silicon
can be triggered in ex vitro conditions, favoring the acclimatization process (Asmar et al.,
2013b; Martins et al., 2018), which is the end phase of the plant micropropagation process. This
practice is based on the fact that in vitro plants show improvements in the anatomical and
physiological characteristics of the leaves. Thus, with thicker leaf tissues, the chance of plant
survival during transfer to the ex vitro environment was greater, being less susceptible to biotic
and abiotic stresses (ASMAR et al., 2015).

In general, our results provides novel information on the role of silicon in promoting
plant biomass gain, pigment content, and leaf structure thickness, contributing to in vitro
cultivation of sweet potato. In addition, it is important to note that the benefits of using
diatomaceous earth on sweet potato cultivation are evident at specific concentrations.
Therefore, our results show the critical importance of diatomaceous earth in supporting the
proper development of sweet potato plantlets in vitro, with the ultimate aim of obtaining

seedlings with greater resistance to the acclimatization process in field-based conditions.

4 CONCLUSIONS

The use of diatomaceous earth at the concentration of 2 and 3 g L™ promotes an increase
in the overall quality of micropropagated sweet potato plants. In addition, the addition of
diatomaceous earth to MS medium leads to higher chlorophyll and carotenoid levels and greater
thickness of the leaf epidermis.
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ARTIGO 4 - Acclimatization of sweet potatoes under in vitro application of diatomaceous
earth

ABSTRACT

Diatomaceous earth is a naturally occurring material of organic origin that is rich in silicon.
This silicon source can be used in organic agriculture, with its in vitro application used in the
acclimatization of crops. However, there are no reports of the effects of diatomaceous earth
supplementation on the micropropagation of sweet potato cv. ‘Brazlandia Branca’ (Ipomoea
batatas) (white sweet potato). Thus, the objective of this study was to evaluate the effects of
different concentrations of diatomaceous earth applied in vitro on the growth, physiology and
anatomy of sweet potato cv. ‘Brazlandia Branca’ after acclimatization. Sweet potato nodal
segments pre-established in vitro were inoculated in MS medium supplemented with 60 g L
sucrose and solidified with 5.5 g L™ of nutrient agar, with pH 5.8. Four concentrations of
diatomaceous earth, 1, 2, 3and 4 g L%, and MS medium without diatomaceous earth as a control
treatment were tested. After 30 days of in vitro cultivation, the plants were transferred to a
greenhouse for acclimatization for 45 days. The experimental design was completely
randomized. The supplementation of diatomaceous earth in the in vitro cultivation had
beneficial effects, increasing the accumulation of biomass, improving the photosynthetic
apparatus and promoting favorable anatomical characteristics during the acclimatization of the
sweet potato plants. In addition, the use of diatomaceous earth achieved adequate seedling
development, with higher seedling quality and resistance to biotic and abiotic effects than
attained with control treatment.

Keywords: Microprogation. Physiology. Leaf anatomy. Ipomoea batatas.

1 INTRODUCTION

Sweet potato (Ipomoea batatas) is a popular crop grown in all Brazilian states. Due to
its roots, hardiness, high adaptability and large production capacity, it has economic and social
importance (FLORES et al., 2015). The sweet potato originated in Central and South America
(LOEBENSTEIN, 2009).

Sweet potato is vegetatively propagated via branches or stems and can be produced
under difficult growth conditions; however, some factors can cause decreased production, such
as pests and diseases. In the cultivation of sweet potato, 270 species of insects that can attack
the crop in the field or in storage have been recorded; although high levels of losses are not
common in well-managed crops, the damage can be high under poor crop management
(WANDERLEY et al., 2004). Some insects cause damage to the leaf surface, roots and pulp
(OLIVEIRA et al., 2015).
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There are reports in the literature that silicon (Si), in its amorphous silica form,
accumulates in the cell wall, forming a protective layer that acts as a barrier of mechanical
resistance to the invasion of diseases and pests (BARBOSA FILHO et al., 2001). This element
has high potential in agriculture because its benefits have direct effects on crop productivity,
significantly improving resistance against pests and diseases (ALVES et al., 2015;
REYNOLDS et al., 2016).

Studies of the effects of Si applied to sweet potato micropropagation are scarce.
However, studies of in vitro cultivation with silicon have been conducted with other crops, such
as yam (RODRIGUES et al., 2017) banana (ASMAR et al., 2013a), strawberry (BRAGA et al.,
2009), orchids (SOAREs et al., 2011), Anthurium (DIAS et al., 2017) and Billbergia zebrina
(MARTINS et al., 2018). These studies show that changes to the culture medium, such as the
addition of silicon sources, can have beneficial effects on plants. This element also causes
structural and physiological changes during acclimatization, improving the photosynthetic
apparatus (ASMAR et al., 2013Db).

The acclimatization process is a critical stage of micropropagation, which is the passage
from the in vitro phase to the greenhouse, during which the seedlings are influenced by water,
phytosanitary treatment, nutrient absorption and photosynthesis, causing variation in plants
growth (LOPES DA SILVA et al., 2011). During this process, it is necessary for the seedlings
to decrease the environments effects and improve the conditions for their growth and
development.

Silicon has characteristics beneficial to plants, such as its accumulation in the cell wall,
this accumulation creates a barrier that reduces water loss by evapotranspiration and improves
plant adaptation to water stress, reducing the plant's water demands and increasing its resistance
to drought (SANGSTER et al., 2001). During acclimatization, this characteristic lowers the
percent mortality of micropropagated plants due to reduced water loss and increased
photosynthetic capacity and growth (EPSTEIN, 1999).

Thus, diatomaceous earth, as an organic and naturally occurring source of silicon, is
used in organic agriculture. It reduces the amount of chemical inputs required during cultivation
and improves the growth and development of plants. However, there is little research on the
growth and development of horticultural crops treated with diatomaceous earth, which is mainly

used for seedling acclimatization.
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As diatomaceous earth is a natural compound with high silicon content that can benefit
the growth and development of plants and in light of the scarcity of information on its use with
sweet potato, the present study aimed to evaluate the effects of different concentrations of
diatomaceous earth during in vitro cultivation on the growth, physiology and anatomy of sweet

potato cv. ‘Brazlandia Branca’ after acclimatization.

2 MATERIALS AND METHODS

2.1  Plant materials and growth environment

The plant materials in this study were plants propagated in vitro through the cultivation
of meristems. Parent plants of the cultivar ‘Brazlandia Branca’ were obtained from the
Department of Agriculture (Departamento de Agricultura, DAG) of the Federal University of
Lavras (Universidade Federal de Lavras, UFLA), Lavras-MG. At the DAG/UFLA Plant Tissue
Culture Laboratory, the plants were multiplied using nodal segments 0.5 cm in length. The
segments were inoculated in test tubes containing 15 mL of MS medium (Murashige and Skoog,
1962) supplemented with 60 g L-! sucrose and 5.5 g L-! agar, with pH adjusted to 5.8. The
tubes were then autoclaved at 121 °C and 1.0 atm for 20 min. Subsequently, the tubes were
maintained in a growth chamber for 30 days under a photoperiod of 16 h and a temperature of
25 + 2 °C, with artificial lighting provided by a white LED lamp yielding a mean irradiance of
49.4 yM m?2 s,

2.2 In vitro assay

After the period in the growth chamber, the plants were used as suppliers of explants for
the assays. Each nodal segment of approximately 0.5 cm length was inoculated in a test tube
containing 15 mL of either MS culture medium supplemented with diatomaceous earth at
concentrations of 1, 2, 3 or 4 g L™ or MS medium without diatomaceous earth as a control.
Each tube was supplemented with 60 g L™* of sucrose and 5.5 g L™ of agar, with pH adjusted to
5.8, and then autoclaved at 121 °C and 1.0 atm for 20 min. Subsequently, the tubes were

maintained in a growth chamber under a photoperiod of 16 h and a temperature of 25 + 2 °C,
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with artificial lighting provided by a white LED lamp yielding an average irradiance of 49.4
uM m2 s-1,

2.3 Acclimatization

After 30 days of in vitro cultivation, the plants were removed from the vials, washed in
running water to remove the excess culture medium adhered to the roots, and immediately
transferred to 1-L pots filled with commercial Plantmax® substrate. The plants were placed in
a greenhouse covered with transparent polyethylene film (150 microns) and 70% shade cloth
and equipped with an intermittent misting system. The plants were maintained in the

greenhouse for 45 days, corresponding to the months of September and October.

2.4  Gas exchange and chlorophyll determination

Gas exchange was measured with an IRGA Infra-Red Gas Analyzer (Licor - 6400XT,
Li - Cor, Lincoln, NE, EUA). Completely expanded leaves from eight plants per treatment were
selected, and measurements were started at 08:00. The photosynthetic photon flux density in
the analyzer chamber was fixed to 1000 pmol m? s*. The following measurements were
recorded: photosynthetic rate (A) in pmol CO2 m s, transpiration rate (E) in mol H,.O m? s’
! stomatal conductance (gs) in mol m? s * and internal carbon (Ci).

For the determination of chlorophyll content, a ClorofiLOG meter (model Cfl 1030) was

used, and measurements were performed on two fully expanded leaves of each plant.

2.5  Phytotechnical analysis

After 45 days, the number of leaves, shoot length (cm), root length (cm), fresh and dry
mass of the shoot (g) and fresh and dry mass of the roots (g) were analyzed. The dry mass of
the plant material was analyzed after drying in an oven Ar - SL-102/Solab to constant weight
at 60 °C for 72 h.
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2.6 Anatomical analysis

For the anatomical analysis, the median region of the second fully expanded leaf was
used. Samples were collected from four different individuals of each treatment. Subsequently,
the samples were transferred to vials with 70% alcohol, dehydrated in an alcohol series (70, 80,
90 and 100%) for 2 hours per alcohol concentration and then dried for 15 min under vacuum.
Next, the samples were maintained for 24 h in a preinfiltration resin solution composed of 100%
ethanol and liquid resin base (1:1) and then embedded with the HistoResin kit (Leica
Microsystems, Heidelberg, Germany).

Cross sections with a thickness of 8 um were obtained with a semiautomatic rotating
microtome, stained with toluidine blue and washed with distilled water to remove excess dye.
Subsequently, the slides were mounted with stained glass varnish as mounting medium.

The slides were observed and photographed under an optical microscope (Motic BA
210) with a coupled camera (Moticam 5). For each replicate, ten photographs were taken using
six slides of cross sections. The images were analyzed using Motic Images Plus 3.0 image
analysis software.

Leaf thickness was assessed using adaxial epidermis thickness (AdET), abaxial
epidermis thickness (AbET), palisade parenchyma thickness (PPT), spongy parenchyma
thickness (SPT), mesophyll thickness (MT) and leaf blade thickness (LBT). To determine the
thickness of root tissues, the following were evaluated: total area (TA), central cylinder area
(CCA), epidermis thickness (ET) and cortical parenchyma thickness (CPT).

2.7 Silicon concentration

The plant material used to determine silicon concentration was dry shoot, which was
attained by drying shoots to constant weight in a ventilated oven Ar - SL-102/Solab at 60 °C
for 72 h; after this step, the shoots were ground. The determination of silicon was performed
using the methodology proposed by Korndorfer et al., (2004). A total of 0.1 g of sample (dry,
ground shoots) was placed in a polyethylene tube, to which 2.0 mL of 30% (v/v) of H.Oz and
3.0 mL of NaOH were added (25 mol L). The tubes were sealed and autoclaved for 1 h at 123
°C and 0.15 MPa. After cooling, deionized water was added to complete volume. A 1-mL

aliquot of the extract was transferred to a 20-mL flask, and deionized water was added to



105

complete volume. The concentration of silicon was determined by spectrophotometric analysis
at 410 nm of the molybdosilicic acid yellow color formed after the reaction between silicon and

ammonium molybdate in HCI medium.

2.8  Statistical analysis

The experimental design was completely randomized, with four replicates (two
seedlings per replicate). The data were subjected to analysis of variance (ANOVA), and means
were separated using the Tukey test at 5% probability or by regression according to model fit.
The statistical analyses were performed with R software (v. 3.2.2).

3 RESULTS AND DISCUSSION

The diatomaceous earth of various concentrations influenced the growth of acclimated
sweet potato seedlings. The silicon levels in the shoot of sweet potato increased with the
addition of diatomaceous earth, with an estimated maximum level (5 g kg™?) observed at a
concentration of 2.58 g L™ of diatomaceous earth. Relative to control treatment, 2 g L™ of
diatomaceous earth, yielded a 35% increase in silicon in the shoots of plants (FIGURE 1A).
Following the application of calcium silicate in the in vitro cultivation of the Grand Naine
banana plant, Asmar et al. (2013b) observed an increased silicon content in the shoots of
acclimatized seedlings. Similar results were obtained by Almeida et al. (2009) in calla lilies,
with silicon yielding an increase in the nutrient content in plant leaves. In a study of B. zebrina
in which sodium silicate was used as the silicon source, Martins et al. (2018) found that relative
to control plants, treated plants exhibited an increase in silicon absorption, resulting in 92%

more silicon in treated plants than in controls.
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Figure 1 - (A) Silicon content, (B) leaf number, (C) shoot length and (B) length of the largest
root in sweet potato plants subjected to different concentrations of silicon
(diatomaceous earth) and acclimated for 45 days.
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Source: The author (2020).

The silicon present in plants of treatments that did not receive diatomaceous earth
possibly originated from the water used in the experiment. However, this possibility could not
be confirmed, because the water used to prepare the culture medium or used in the irrigation
system in the greenhouse was not tested for silicon. According to Lazzerini and Bonotto (2014),
silicon is a very abundant element in nature, being present everywhere, including in water. The
amount of absorbed silicon in the control plants was low relative to the amounts in plants from
treatments that received diatomaceous earth.

As shown in Figure 1, there were significant effects of the concentration of
diatomaceous earth on the number of leaves, shoot length and length of the largest root, with
maximum values achieved with estimated additions of 1.52, 2.08 and 3.67 g L™, respectively,
of diatomaceous earth. Similar results were obtained by Dias et al. (2017), who observed
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increases in number of leaves and shoot length in response to the addition of sodium silicate in
the in vitro cultivation of anthurium. Furthermore, Pasqual et al. (2011) observed a similar
response in leaf number in two orchid species when calcium silicate was used as the silicon
source. When studying the effect of the type of silicon source added to MS medium for yam
micropropagation, Rodrigues et al. (2017) observed differences in the number of leaves
between silicon-supplemented medium and control medium.

The addition of diatomaceous earth enhanced biomass accumulation in the shoots of the
sweet potato plants, with maximum accumulation of fresh and dry biomass achieved under the
estimated addition of 2.16 and 2.44 g L™, respectively, of diatomaceous earth. The use of this
material at a dosage of 1 g L™ increased fresh shoot biomass relative to the control amount by
37%. Relative to that under control treatment, the dry shoot biomass under a concentration of

3 g L of diatomaceous earth was increased by almost 67% (Figure 2).

Figure 2 - (A) Shoot fresh mass, (B) root fresh mass, (C) shoot dry mass and (D) root dry mass
of sweet potato plants subjected to different concentrations of silicon (diatomaceous
earth) and acclimated for 45 days.
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Root fresh and dry weight increased with increasing diatomaceous earth
supplementation up to 2.66 and 2.22 g L of the product, respectively, demonstrating a
quadratic relationship with diatomaceous earth concentration, and achieving gains of 15% and
23% relative to the control values (FIGURE 2). Asmar et al. (2013b) found increased shoot
levels of silicon in banana with the addition of calcium silicate to the in vitro growth medium,
which also favored higher biomass accumulation in the shoots and roots of the plants.

However, decreases in biomass were observed at higher concentrations of diatomaceous
earth, possibly because any nutrient, including silicon, taken in excess may cause nutritional
imbalances (DIAS et al., 2017).

The biomass results indicate that diatomaceous earth provides several benefits to plant
development, increasing the capacity of nutrient absorption, producing seedlings of higher
quality and with greater resistance to biotic and abiotic effects, thereby increasing the chances
of cultivation success. Thus, diatomaceous earth can lead to higher seedling production, shorter
cultivation time and, consequently, higher producer profit.

The photosynthetic efficiency (A) of the plants was increased when the plants were
cultivated in the presence of diatomaceous earth, with the highest efficiency observed at the
concentration of 2 g L™* (FIGURE 3D). This increase was a result of the increased stomatal
conductance (gs) with the increase in internal carbon concentration and the higher content of
chlorophyll a (FIGURE 4). Plant transpiration (E) was also increased in the presence of
diatomaceous earth, with the highest rates observed at concentrations above 2 g L. The pattern
of E was consistent with that of gs, demonstrating a connection between these processes.
Transpiration is important in the regulation of internal temperature and affects plant growth by
controlling the flow of sap within the plant.

Stomatal conductance regulates gas exchange and is directly related to the
photosynthetic process, thereby influencing plant growth and development (PAIVA et al.,
2005). The results of the present study revealed a higher photosynthesis rate and greater
stomatal conductance under treatment with diatomaceous earth than under control treatment,

revealing an influence of diatomaceous earth on gas exchange.
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Figure 3 - (A) Internal carbon (Ci); (B) transpiration (E); (C) stomatal conductance (gs) and
photosynthesis (A) in sweet potato plants subjected to different concentrations of
silicon (diatomaceous earth) and acclimated for 45 days.
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The amount of internal carbon (Ci) was positively influenced by the addition of
diatomaceous earth; a higher concentration of Ci is associated with a greater carboxylation
capacity of plants, which might have contributed to the increased photosynthetic rate observed
in plants grown in the presence of diatomaceous earth. An increase in plant gs in response to
diatomaceous earth was also observed; gs directly influences several parameters, such as Ci, A
and E. Greater stomatal opening is associated with an increased capacity of gas exchange,
facilitating CO: influx to the plant, which increases the levels of Ci, and the outflow of H,O to
the external environment, contributing to higher transpiration rates, as seen in the graphs below.
Pinto et al. (2012) applied potassium silicate to a cocoa crop and found that with 3 ml L*
potassium silicate, the photosynthetic rate was increased by 44% relative to the control rate,
whereas stomatal conductance, transpiration and internal carbon were not influenced by silicon

addition.
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Chlorophyll content increased with increasing concentration of diatomaceous earth from
2 g L and above (FIGURE 4). This result is consistent with the higher photosynthetic rate
observed in plants grown in the presence of diatomaceous earth, as the presence and
concentration of chlorophyll are directly related to the photosynthetic process. Chlorophyll a is
the pigment directly involved in the photochemical phase of photosynthesis. According to
Asmar et al. (2013b), the absorption of silicon brings several benefits, such as an increase in

chlorophyll levels, thereby improving photosynthetic efficiency.

Figure 4 - Chlorophyll a content of sweet potato plants subjected to different concentrations of
silicon (diatomaceous earth) and acclimated for 45 days.
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The treatments with higher photosynthetic rates, transpiration rates and chlorophyll
contents had the highest accumulation of biomass. Biomass accumulation directly influences
the growth and development of the plant throughout the cultivation cycle, culminating in higher
productivity at the end of the crop cycle.

The results of the present study demonstrated the efficacy of silicon application in
enhancing chlorophyll content in sweet potato, consistent with findings of Al-aghabary et al.
(2005), who observed an increase in chlorophyll content in response to silicon supplementation.
Similarly, Braga et al. (2009) reported higher chlorophyll contents in '‘Oso Grande' strawberry
when the medium was supplemented with a silicon source.

Analysis of the cross sections of the leaves of sweet potato seedlings grown in vitro and
acclimatized in a greenhouse revealed significant effects of diatomaceous earth on all measures
of leaf tissue thickness at all concentrations. The use of diatomaceous earth at 3 g L™ resulted

in thicker adaxial epidermis than did other treatment concentrations, and a significant difference
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was observed among the control treatment and the 1 g L™ treatment. Relative to control
treatment, the 3 g L™ concentration of diatomaceous earth increased the adaxial epidermis
thickness by 34% (FIGURE 5).
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parenchyma thickness (C), spongy parenchyma thickness (D), mesophyll thickness

Figure 5 - Adaxial epidermis thickness (A), abaxial epidermis thickness (B), palisade

(E) and leaf blade thickness (F) of sweet potato plants subjected to different

concentrations of silicon (diatomaceous earth) and acclimatized for 45 days.
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Greater abaxial epidermis thickness was observed with the dose of diatomaceous earth
at 1 and 2 g L than under the other treatments; however, significant differences were observed
only among these treatments and the control (FIGURE 5). In the in vitro cultivation of 'Maca'
banana plants, greater thickness of the abaxial epidermis was obtained when using calcium
silicate than when using other sources of silicate (ASMAR et al., 2013a). The responses of
silicon accumulation and absorption in plants vary with the source and concentration used, how
it is available, and plant species (ASMAR et al., 2013b; MARTINS et al., 2018).

The deposition of silicon in the cell wall leads to its accumulation in the leaves. This
accumulation creates a protective barrier, making the plant more resistant to fungi and insects,
preventing the loss of plant water, decreasing transpiration and aiding the acclimatization of
micropropagated plants, which may increase the survival rate during acclimatization
(PASQUAL et al., 2011; SILVA et al., 2008).

For palisade parenchyma and mesophyll thickness, the highest concentration of
diatomaceous earth yielded values significantly lower than the control. The doses of 1 and 2 g
L of diatomaceous earth resulted in higher thicknesses of the spongy parenchyma and leaf
blade than did the other treatments; however, there were no significant differences from the
control values (FIGURE 5). Braga et al. (2009), working with strawberries in vitro with
different silicon sources, also observed increased thickness of the leaf blade under silicon
supplementation. Plants with greater leaf blade thickness have higher chances of survival at the
time of transfer to the greenhouse, with blade thickness being a determining factor in tissue
culture (BARBOZA et al., 2006).

The greatest influence of diatomaceous earth on leaf anatomy was observed for
epidermal thickness, both adaxial and abaxial, with lower values observed in the control
treatment than in all of the other treatments. For the other variables, no increases were observed
under the addition of diatomaceous earth. High concentrations of diatomaceous earth tended to
reduce the thickness of the internal tissues of the leaf.

These changes in the leaf anatomy of acclimatized seedlings are directly related to
photosynthetic rate and transpiration, contributing positively to the growth and development of
sweet potato seedlings. Furthermore, such changes enhance adaptation to the greenhouse during
the acclimatization process and, consequently, the responses to field conditions (SILVA et al.,
2012).
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Significant effects of diatomaceous earth addition were observed for all parameters
related to root tissue thickness. Epidermis and exodermis thickness increased with
supplementation with diatomaceous earth, with largely equal values across treatments, with
significant differences from the control values. Epidermis thickness at the concentration of 2 ¢

L-! was increased by 37% relative to the control value (FIGURE 6).
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Epidermis thickness (A), exodermis thickness (B), cortical parenchyma thickness
(C), central cylinder area (D) and total area (E) of the root system of sweet potato

plants subjected to different concentrations of silicon (diatomaceous earth) and

acclimatized for 45 days.
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The highest values of cortical parenchyma thickness, central cylinder area and total area

were observed with doses of diatomaceous earth of 2 and 3 g L?; these values which were
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significantly different from the corresponding control values and those at the dose of 4 g L™ 1.
The increases in these variables with 3 g L™ of diatomaceous earth relative to the control values
were greater than 50% (FIGURE 6C).

The images of the anatomical sections of the acclimatized sweet potato seedlings
(FIGURE 7) reveal differences among treatments in the thicknesses of the leaf and root tissues,
corroborating the quantitative results and demonstrating the desirable responses achieved using
diatomaceous earth. The silicon-induced changes in the thicknesses of the tissues, both leaf and
root, influenced the accumulation of plant biomass and improved nutrient absorption, cell
rigidity and plant water maintenance. These effects improved the acclimatization ability of the
seedlings, allowing the plants to maintain adequate growth and development (ASMAR et al.,
2011).

Figure 7 - Cross sections of leaves (A to E) and roots (F to J) of sweet potato cv. ‘Brazlandia
Branca’ grown with different concentrations of diatomaceous earth in vitro and
acclimatized for 45 days (A and F, control; Band G, 1 gL™?; CandH, 2 g L?; D and
I,3gLY EandJ, 4gL™). Bar=100 um.
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Source: The author (2020).

Supplementation with diatomaceous earth at various concentrations had a great
influence on the performance of sweet potato seedlings during acclimatization to in vitro
cultivation, with results superior to control treatment. Changes in the anatomical structure of
leaf and root tissues were observed in the seedlings, in addition to increased photosynthetic
rates, chlorophyll contents and biomass, leading to improved production of the sweet potato
seedlings. These findings highlight the importance of this study. However, high concentrations

of diatomaceous earth did not have positive effects on seedling development.
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4 CONCLUSIONS

The use of diatomaceous earth in vitro provides as low cost and benefits during the
acclimatization process by increasing biomass, photosynthetic rate and chlorophyll a content
and improving the anatomical parameters of sweet potatoes, which directly influence the
growth and development of the plants throughout the production cycle at the concentration of
2 and 3 g L. The use of diatomaceous earth is strongly encouraged because it results in

anatomical characteristics that favor the adaptation of seedlings to field conditions.
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