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RESUMO

Respostas da batata-doce a inoculagao de micorriza e rizobactéria

Considerada uma importante cultura e base alimentar em paises em
desenvolvimento, a batata-doce [/[pomoea batatas (L.)] € uma cultura rustica por néo
demandar altas tecnologias, além de apresentar baixo custo de produgdo. Seu
rendimento pode ser afetado por fatores abidticos como a deficiéncia hidrica e
nutricional, e como alternativa, tem-se adotado o emprego de novas tecnologias
sustentaveis que trazem maior produtividade e ao mesmo tempo reduzem os
impactos ambientais, dentre elas a inoculagdo com microrganismos. Sendo assim,
esse estudo teve como objetivo avaliar repostas biométricas (area foliar e massa
seca aérea e radicular), e bioquimicas (pigmentos fotossintéticos e compostos
secundarios nas folhas e teor de beta caroteno nas raizes) em plantas de batata-
doce inoculadas com fungo micorrizico arbuscular - FMA (Rhizophagos clarus) e
rizobactéria (Bacillus subtilis), de forma isolada. Adicionalmente, foram avaliados
parametros de atividade biolégica no solo. O delineamento experimental foi o
inteiramente casualizado, com 3 tratamentos (controle, inoculagdo com micorriza e
inoculagdo com rizobactéria) e 10 repetigdes. As plantas inoculadas com FMA
apresentaram aumentos no teor de clorofila, carotenoides e fendis totais nas folhas,
assim como na atividade da enzima desidrogenase e na respiragao basal do solo.
Porém, houve reducdo na massa seca de raizes adventicias e tuberosas. A
inoculacdo das plantas com a rizobactéria ndo resultou em diferencas na massa
seca da parte area e radicular como nos parametros bioquimicos avaliados,
ocorrendo apenas aumento da atividade da enzima desidrogenase e da respiragéo
basal do solo.

Palavras-chave: Ipomoea batatas L. Raizes Tuberosas. Absorcao Mineral.
Microrganismos Promotores do Crescimento em Plantas. Biomassa Microbiana do
Solo.



ABSTRACT

Sweet potato responses to mycorriza and rhizobacteria inoculation

Considered an important crop and food base in developing countries, sweet potato
[lpomoea potatoes (L.)] is a rustic crop because it does not require high technologies,
in addition to its low production cost. Its yield can be affected by abiotic factors such
as water and nutritional deficiencies, and as an alternative, new sustainable
technologies have been adopted that bring greater productivity and at the same time
reduce environmental impacts, including inoculation with microorganisms. Therefore,
this study aimed to evaluate biometric responses (leaf area and aerial and root dry
mass), and biochemical (photosynthetic pigments and secondary compounds in
leaves and beta carotene content in roots) in sweet potato plants inoculated with
mycorrhizal fungus arbuscular - FMA (Rhizophagos clarus) and rhizobacteria
(Bacillus subtilis), in isolation. Additionally, parameters of biological activity in the soil
were evaluated. The experimental design was completely randomized, with 3
treatments (control, inoculation with mycorrhiza and inoculation with rhizobacteria)
and 10 replications. Plants inoculated with AMF showed increases in the content of
chlorophylls, carotenoids and total phenols in leaves, as well as in dehydrogenase
enzyme activity and basal soil respiration. However, there was a reduction in the dry
mass of adventitious and tuberous roots. The inoculation of plants with rhizobacteria
did not result in differences either in the dry mass of the aerial and root parts, as well
as in the biochemical parameters evaluated, with only an increase in the activity of
the dehydrogenase enzyme and in the basal respiration of the soil.

Keywords: Ipomoea batatas L. Tuberous Roots. Mineral Absorption. Growth-
promoting Microorganisms in Plants. Soil Microbial Biomass.
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1. INTRODUGAO

No Brasil, a batata-doce, é considerada como uma cultura rustica e bastante
antiga, € cultivada principalmente pelos pequenos agricultores e utilizada como base
alimentar pela populagédo de baixa renda e por paises em desenvolvimento (ZERO;
LIMA, 2005). Considerada o sexto alimento mais importante produzido no mundo
(CIP, 2010), ndo demanda grandes tecnologias para seu cultivo e apresenta grande
resisténcia a pragas, boa resposta a aplicagdo de fertilizantes e capacidade de
desenvolvimento mesmo em solos degradados e de baixa fertilidade (MOULIN et al.,
2014). Pode ser esse o motivo pelo qual os produtores n&o procuram devida
orientagdo profissional, obtendo baixos indices de produtividade no pais (ZERO;
LIMA, 2005).

Uma maior demanda por alimentos esta sendo gerada pelo aumento da
populagdo mundial, e como consequéncia, a busca pelo desenvolvimento de
tecnologias que melhorem a produtividade de forma sustentavel em grande escala.
Nos tempos atuais, onde a procura por alimentos naturais e saudaveis estido
ganhando espaco, é importante garantir grande produ¢gées mantendo a qualidade do
alimento, zelando pelos recursos naturais.

A producédo sustentavel esta ligada ao desenvolvimento de tecnologias que
reduzem os impactos ambientais e minimizem a aplicacdo de insumos nao
renovaveis, como os fertilizantes a base de fésforo (NOVAIS; SIQUEIRA, 2009).
Diante disso, estudos sobre a microbiota do solo sdo de grande interesse, em vista
da vasta gama de organismos, dentre eles fungos e bactérias considerados
essenciais ao ecossistema e no processo de ciclagem de nutrientes, aptos a
tornarem as produgdes agricolas mais sustentaveis (AHEMAD; KHAN, 2009), em
especial aqueles que incluem grupos funcionais, como os fungos micorrizicos
arbusculares (FMA) e as rizobactérias (COSTA; MELLONI, 2019).

Segundo Schoebitz, Lépez e Roldan (2013), o uso de inoculantes a base de
microrganismos promotores de crescimento em plantas apresenta resultados
satisfatorios quando adotados em uma produgédo agricola sustentavel. Esses
microrganismos promovem alteragdes benéficas nas plantas, atuando na morfologia
do sistema radicular, em processos fisiolégicos tais como a fotossintese e a

absorcao mineral, na qualidade nutricional e no aumento de compostos de defesa da
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planta; tendo sido testados com resultados positivos em diferentes culturas
agricolas.

Existem poucos estudos na literatura com informagdes sobre a utilizagao de
fungos micorrizicos e rizobactérias na cultura da batata-doce, evidenciando a
necessidade de se conhecer melhor os efeitos benéficos destes microrganismos
como promotores de crescimento e indutores de tolerancia aos estresses bioticos e
abidticos. Como uma tecnologia alternativa capaz de gerar aumento de
produtividade, este estudo avaliou os efeitos da inoculagdo da batata-doce com a
espécie de fungo micorrizico Rizophagos clarus e com a espécie de rizobactéria

Bacillus subtilis.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Batata-doce

Pertencente a familia Convolvulaceae, a batata-doce € uma cultura rustica,
com baixo custo de producdo e elevada capacidade nutritiva, destacando-se na
agricultura familiar (GOMES, 2007). Seu cultivo € recomendado para climas quentes,
com temperatura média acima de 24°C e tem preferéncia por solos arenosos, com
pH ligeiramente acido e sem presenga de aluminio toxico (SILVA; LOPES;
MAGALHAES, 2008). Apesar de ser rustica, a exposicdo a baixas temperaturas
pode acarretar atraso no desenvolvimento, em contrapartida, altas temperaturas
(acima de 34°C) afetam a taxa fotossintética e atrasam ou impedem o inicio da
tuberizagao, devido a lignificagao das raizes adventicias (RAVI et al., 2009; ERPEN
etal., 2013).

E uma planta herbacea dicotiledénea com habito rastejante, com ramas que
variam de 3 e 5 metros com tons arroxeados ou verdes (MOHAMMAD et al., 2014).
Passa por trés fases fenoldgicas durante seu ciclo: a primeira onde ocorre a
predominancia do desenvolvimento da parte aérea e raizes adventicias; a segunda
onde ocorre a tuberizagcdo e crescimento vegetativo, e por ultimo, a fase em que
ocorre o enchimento dos tubérculos (QUEIROGA et al., 2007).

A batata-doce apresenta dois tipos de raizes: a absorvente, encarregada da
estabilidade da cultura no solo, absor¢ao e condugao de agua e nutrientes, e a raiz
tuberosa, tida como o 6rgao de interesse comercial da planta, denominada “batata”,
onde armazena energia em forma de amido e outras substancias (FREITAS, 2018).
Comumente é vista apenas como uma cultura de subsisténcia, em virtude da difuséo
na alimentagdo familiar, sendo consumida assada ou cozinha, no entanto, exerce
funcao importante também como matéria prima industrial, com alto valor nutricional,
devido a presencga de 3 caroteno, carboidratos e antocianinas, compostos fendlicos,
fibra dietética, acido arcorbico e fendlico, provitamina A e sais minerais (VIZZOTTO
et al., 2018).

A China é o maior produtor mundial, com produtividade média de 21,35 t ha
', e apesar do alto potencial produtivo no Brasil, o pais encontra-se em 15° nesse
ranking, com produtividade equivalente a 67,9% (14,51t ha') a da chinesa
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(ORGANIZACAO DAS NACOES UNIDAS PARA A ALIMENTACAO E A
AGRICULTURA- FAQO, 2019). A nutricdo € um dos elementos que mais contribuem
para a elevagao da produtividade e quantidade de tubérculos e deve ser aplicada de
acordo com as exigéncias da cultura (CORASPE-LEON et al., 2009). A batata-doce
demanda grande quantidade de N durante o ciclo de desenvolvimento, segundo
Ferreira (2017) foi o nutriente mais acumulado nas raizes e parte aérea, seguido

pelo K e Ca, resultado semelhante aos de Echer, Dominato e Creste (2009).

2.2. Micorrizas

O termo micorriza existe desde 1885 quando proposto pelo botanico aleméo
Albert Bernard Frank, vem do grego “mico” (fungo) e “riza” (raizes) (SOUZA et al.,
2006). Mas somente em 1984, apds anos de pesquisas, demonstrou-se de maneira
convincente que essa associacdo nao era parasitica como se suspeitava, e que o
fungo seria incapaz de causar qualquer disfungdo nas raizes, sendo assim
caracterizada por uma associagdo mutualista (SIQUEIRA; FRANCO, 1988 apud
SOUZA et al., 2006).

Com a necessidade de sobrevivéncia, fungos e plantas desenvolveram
associacbes para que, através de mecanismos de comunicacdo molecular, fosse
possivel estabelecer a interacdo morfologica, funcional e intercelular, formando
assim uma relacdo simbidtica, como se verifica nas micorrizas (MOREIRA;
SIQUEIRA, 2006). Os fungos micorrizicos possuem hifas, estruturas que atuam
como extensao das raizes das plantas e desempenham papéis importantes, como a
absorcado de nutrientes e agua, estruturacdo do solo, promogédo de tolerancia a
estresses e resisténcia a doencas (CARDOSO; ANDREOTE, 2016).

Ap6s anos de estudos, foi comprovado que quase todas as plantas
necessitam de associagdes mutualisticas com fungos, em especial os micorrizicos,
0s quais conferem alteracbes na planta através de mecanismos fisicos, como o
auxilio aos pélos radiculares na absorgdo de agua e nutrientes em quantidades
demandadas pela planta para sobrevivéncia (BERUDE, 2015) devido a maior
exploracdo do solo pelas raizes, atingindo sitios distantes pelas radicelas das
plantas (AZEVEDO, 2010). Nessa simbiose, o fungo obtém carboidratos e
substancias essenciais para o seu desenvolvimento e esporulagdo, enquanto a

planta hospedeira recebe do solo agua e nutrientes inorganicos (CRUZ et al., 2020).
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Dentre os nutrientes, destaca-se o fosforo (P), considerado o fator edafico que mais
intervém no percentual de colonizagdo e os efeitos da simbiose nas plantas
(MOREIRA et al., 2019).

Tomazello Filho e Krigner (1982) classificaram as micorrizas pelo arranjo
das hifas formadas no tecido da raiz, sendo que as principais sdo as ectomicorrizas,
endomicorrizas e ectendomicorrizas. Dentre elas, as mais relevantes por serem mais
frequentes na maioria dos ecossistemas, sdo as endomicorrizas (penetram a raiz) e
as ectomicorrizas (crescem externamente a raiz).

As endomicorrizas, mais conhecidas como fungos micorrizicos arbusculares
(FMA), s&o capazes de penetrar de forma intercelular sem causar modificagbes
morfolégicas (COGO et al, 2019) e suas estruturas sdo denominadas de
arbusculos, que posteriormente formardo o micélio extrarradicular, proporcionando
assim maior eficiéncia na absorg¢do de nutrientes do solo através do mecanismo de
transferéncia, onde os mesmos sao transferidos para as raizes micorrizadas
(SMITH; READ, 2008).

Quando a colonizagdo por FMA ocorre, as hifas do fungo podem crescer
externamente da raiz até o solo através do micélio externo, chegando a extensao de
10cm a partir da superficie da raiz, o que permite a exploracdo de um maior volume
de solo e captura especialmente dos nutrientes de baixa mobilidade, além de
conferir as plantas uma maior capacidade de tolerancia aos estresses, como a
salinidade, seca, ataque de patégenos, etc. (BAREA et al., 2016). Varios fatores sé&o
apontados como influenciadores na associagdo do fungo com o sistema radicular
das plantas, tais como o teor de P (SMITH; READ, 2008), matéria orgénica, umidade
e aspectos fisicos do solo (SMITH; SMITH, 2011b).

Os FMA sao também conhecidos por aumentar a eficiéncia na absorcao de
P, induzir o crescimento do hospedeiro e promover tolerancia a estresses
(EMBRAPA, 2006). Sua colonizagao inicia-se com o crescimento de hifas infectivas
que se desenvolvem na rizosfera e ao entrar em contato com as raizes, formam uma
estrutura de penetracdo do tipo apressério. Apés o reconhecimento celular da
superficie, ocorrem a infeccdo e posteriormente a penetracdo, possibilitando a
colonizagao do apoplasto e das células do cértex (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Segundo Marschner e Dell (1994), o fungo micorrizico arbuscular, através da
simbiose, pode fornecer nutricionalmente por volta de 80% do fdsforo, 25% do

nitrogénio, 10% do potassio e 25% do zinco. Outro ponto importante é a capacidade
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do fungo de consumir cerca de 20% do carbono dos fotoassimilados do hospedeiro
(FENG et al., 2002), logo, quando colonizada por FMA a raiz da planta funciona
como um dreno de carboidrato, promovendo o equilibrio de C por toda a planta
(WRIGHT; SCHOLES; READ, 1998) podendo causar maior acumulo de agucares
nos tecidos vegetais (CRUZ et al., 2020)

Varios fatores sdo apontados como influenciadores na associagao do fungo
com o sistema radicular das plantas, tais como o teor de fésforo (SMITH; READ,
2008), matéria organica, umidade e aspectos fisicos do solo (SMITH; SMITH,
2011b). Os metais pesados existentes no solo em concentragdes toxicas exercem
grande influéncia sobre os FMA, reduzindo a germinagdo dos esporos, o
crescimento micelial, a colonizagéo e, a vista disso, causando grande impacto em
sua ecologia e diversidade (MARTINEZ; JOHNSON, 2010)

Os fungos micorrizicos arbusculares sdo biotroficos, dependem do seu
hospedeiro vivo, o que afeta sua comercializagdo por conta da dificuldade para
producdo em grande escala (ENDRES, 2018). Um inoculante a base de
Rhizophagus clarus foi utilizado em culturas de algodao e soja por Cely et al. (2016)
expressando seu potencial e viabilizando sua utilidade na agricultura, observando-se
diferengas significativas principalmente na absor¢do do P quando comparado ao
controle sem adubagdo e inoculagdo. Silva e Siqueira (1997) realizaram um
experimento analisando o potencial de in6culo do R. clarus em soja e ao compara-lo
com outras espécies de FMA, observou-se um desempenho superior do mesmo na
colonizagao ao hospedeiro, chegando a 98%. A autora Sala (2002), também usando
soja em seu experimento, relata aumento de até 262% no crescimento em relagao a
outro fungo (Azospirillum spp), resultando em beneficios na produgdo de matéria

seca e fotossintese.

2.3. Efeitos da associagao entre plantas e fungos micorrizicos arbusculares
(FMA).

2.3.1 Efeitos morfolégicos e fisiolégicos

Relatos de efeitos comuns sdo encontrados em plantas hospedeiras de
FMA, sendo eles o aumento em altura, massa seca, brotacdes e raizes (SILVA et
al., 2004).
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Os resultados de Kumar et al. (2015) mostram o crescimento em dobro da
matéria seca da parte aérea, raiz e altura em milho inoculado com FMA em
comparagao ao controle. Segundo ele, os parametros fisicos quimicos influenciados
pelo efeito da micorriza foram os responsaveis por esse crescimento. Resultados
semelhantes de ganho de biomassa em plantas inoculadas foram relatados por
Fonseca et al. (2019), avaliando os mesmos parametros em Coffea arabica L., 0s
quais foram independentes do gendtipo avaliado. Rodrigues et al. (2018) mencionam
em seu trabalho utilizando Rhizophagus clarus um aumento significativo de 45% na
altura de plantas de Tectona grandis LF e 80% na biomassa foliar quando
comparados ao controle.

Kaschuk et al. (2009), descreve o aumento do desempenho da fotossintese
em legumes proveniente dos maiores niveis de pigmentos fotossintéticos nas folhas,
ocasionando um maior indice de exportacdo de triose fosfato para o citoplasma;
ativando o ciclo de Calvin, que tem como efeito a maior producdo dos metabdlitos
primarios, precursores de vias do metabolismo secundario.

Em estudos realizados por Fortuna et al. (1996) com macéd e ameixa, foi
constatada a eficacia dos FMA na rapida aclimatizagdo e crescimento de
microestacas enraizadas in vivo, intensificacdo da ramificagdo das raizes e inducéao

da retomada da fotossintese e crescimento apical durante a aclimatagao.

2.3.2 Efeitos nutricionais

A absorcdo de nutrientes também é otimizada em plantas micorrizadas,
sendo observados aumentos nos niveis de macronutrientes, em especial o P
(MATSUBARA; ISHIGAKI; KOSHIKAWA, 2009) e de micronutrientes (CHU et al.,
2001).

Em geral, a disponibilidade de P no solo é baixa devido a sua dificil
solubilidade e mobilidade, de modo que este nutriente carece da atividade
microbiana para ser liberado das formas organicas, e dessa forma, ser absorvido
pelas raizes. Existem alguns fatores que influenciam a absor¢éo do P do solo, os
quais estao mais relacionados a capacidade do sistema radicular de alcancgar este
macronutriente e também ao transporte (SMITH, 2011b). Liu et al. (2016) cita a
ocorréncia do aumento de até 80% na capacidade de absorcédo de P pelas plantas

associadas a fungos micorrizicos arbusculares, reduzindo os custos com
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fertilizantes, principalmente aqueles com fosfato. Esse mesmo relato é encontrado
em trabalhos mais recentes, como o de Nunes et al. (2019), que conclui que o uso
do FMA Rhizophagus clarus melhorou o desempenho das plantas de milho por meio
do aumento do fornecimento de P.

O mecanismo envolvido na absorgao de nutrientes minerais baseia-se na
exploragéo do solo pelo micélio do fungo, onde os genes transportadores de fosfato
sao diferencialmente expressos (SBRANA; AVIO; GIOVANNETTI, 2014). O aumento
da absorcdo de nutrientes é subsequente do aumento da area de crescimento
radicular proveniente da atividade micorrizica (GAO et al., 2012). Giovannetti et al.
(2012) relata em seus estudos com tomate, obtengcdo da maior produ¢cdo em plantas
inoculadas com FMA, além da elevacao no teor de nutrientes como P, Ca, K e Zn

encontrada em comparacgao as plantas controle.

2.3.3 Efeitos sobre o teor de substancias ativas e qualidade nutricional

Na industria alimenticia, estudos recentes buscam o melhoramento
nutricional dos vegetais em fungdo da obtengcdo de um alimento com alto valor
nutricional e que possa ser satisfatério mesmo ingerido em menores quantidades
(EFTEKHARI et al., 2012; LINGUA et al., 2013). Esse melhoramento pode ser obtido
de forma convencional ou através da biotecnologia, entretanto, o sucesso dessas
tecnologias dependeria da aceitagdo do publico, e por esse motivo, Baslam (2012)
optou por avaliar o efeito da aplicacdo de FMA em alface para elevar a qualidade
nutricional sem riscos a saude humana e meio ambiente, e concluiu que essa
associacao € uma alternativa viavel e satisfatoria.

A batata-doce possui compostos bioativos, como carotenoides, antocianinas,
acidos fenolicos, flavonoides e vitamina C (TRUONG et al., 2007), além de uma
mistura unica de compostos fendlicos, como acidos hidroxicinamicos, antioxidante
primario em grande parte dos cultivares comerciais (PADDA; PICHA, 2008). Dentre
os fitoquimicos, os favindides e fendis sdo os mais importantes pelos beneficios
antioxidantes e anticancer, atuando fortemente na eliminagao de radicais superdxido
(REN et al., 2003; GOMES et al., 2003). Ela € rica em [B-caroteno, precursor da
vitamina A que auxilia na prevengao de algumas deficiéncias causadas pela falta
dessa vitamina (VAN DEN BERG et al., 2000).
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Diversos estudos tém sido realizados para avaliar as respostas da
associagao entre espécies medicinais e FMA, tendo como objetivo aumentar o
rendimento e melhorar a qualidade das plantas pelo aumento nos teores de
metabalitos secundarios (ZUBEK et al. 2012; ZENG et al., 2013). A aplicagao de
fungos micorrizicos arbusculares é uma técnica que ja vem sendo utilizada em
plantas medicinais (ZUBEK, 2012) com o intuito de induzir a acumulagdo de
metabdlitos secundarios, contribuindo no desenvolvimento da agricultura sustentavel
e, dessa forma, reduzindo o uso de fertilizantes quimicos (PEDONE-BONFIM et al.,
2012).

Enquanto os metabdlitos primarios estdo presentes em todo o reino vegetal,
os metabdlitos secundarios tém uma disposicdo mais limitada e funcdes especificas.
Portanto, embora possam nao ser essenciais para a vida, podem ter grande
importancia para a sobrevivéncia das plantas e seu sucesso reprodutivo (PEDONE-
BONFIM et al.,, 2012). Os metabdlitos secundarios sdo divididos em classes, os
compostos fendlicos sdo uma delas, incluindo os flavonoides e fendis simples

Dentre os metabdlitos secundario de plantas, os fendis sdo de grande
importancia para a saude humana por serem antioxidantes, anti-inflamatérios, ter
propriedades antibacterianas e antivirais; além de atuarem na prépria planta como
atrativo para polinizadores e como compostos de defesa em estresses bioticos e
abidticos (STEINKELLNER et al., 2007). Souza Ferrari et al. (2020) menciona em
suas pesquisas com Curcuma longa L. que alteragdes na produgao de compostos
fendlicos e na atividade antioxidante podem ocorrer pela acido de FMA. Cruz et al.
(2020) também relata em seus estudos com capim lim&o o aumento do nivel fendlico
encontrado no extrato da planta no tratamento com o fungo em comparagao ao
controle. Foi demonstrado por Toussaint, Smith e Smith (2007) em seus estudos
com FMA em manjericao, a indugao da produgao de antioxidantes na parte aérea da
planta, resultado esse obtido por meio da concentracdo de P nos tecidos,
comparando com o controle que nao foi inoculado.

Em um experimento conduzido em estufa com plantas de Vitis vinifera
inoculadas com diferentes espécies de fungos micorrizicos arbusculares, Krishna et
al. (2005) observou o aumento de nutrientes minerais, carotendides e uma elevagéao
de até nove vezes no conteudo de fendlicos totais em folhas, em relagao as plantas

nao colonizadas.
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Acredita-se que as alteracbes do metabolismo secundario provém do
aumento da nutricho mineral como resposta da planta a colonizagdo fungica,
justificando o impacto dos FMA na produgdo de acidos fendlicos e flavonoides
(SBRANA; AVIO; GIOVANNETTI, 2014; ZUBEK, 2015). Alguns autores sugerem a
hipétese de que as mudancgas na producdo de compostos fendlicos podem estar
relacionadas ao aumento da atividade enzimatica envolvida na sintese de
flavonoides (IBRAHIM; JAAFAR, 2011). Harrison e Dixon (1994) analisaram raizes
de plantas inoculadas com FMA e encontraram resultados que mostram o aumento
de fenilalanina aménia-liase (FAL) induzida pelos fungos, a qual € considerada a

enzima chave para a biossintese de compostos fendlicos (HAO et al., 1996)

2.3.4 Maior resisténcia aos estresses abioticos

Fungos micorrizicos arbusculares (FMA) tém sido cada vez mais usados
para minimizar estresses bidticos e abiéticos e para adequar a planta as condi¢des
ambientais para alcangar um melhor desenvolvimento de safra (BRUISSON, 2016).
Estudos sobre os FMA evidenciam a contribuicdo da simbiose na promocao de
tolerancia das plantas a estresses abioticos provenientes de efeitos fisicos,
nutricionais, fisiolégicos e celulares (RUIZ-LOZANO, 2003). Mecanismos que
explicam a atividade protetora do fungo micorrizico as plantas incluem a melhoria da
nutricdo mineral, concedendo vigor e resisténcia por meio das hifas que aumentam a
absorcao de nutrientes, e o aumento da concentragdo de aminoacidos nas raizes da
batata-doce (ISSA et al., 2017) A colonizagao é capaz de aumentar na presenga de
estresse hidrico, influenciando na relagdo entre solo/ agua/ planta, impactando os
aspectos fisioldgicos, como a fotossintese (AUGE, 2001). A presenca de FMA tem
se mostrado influenciadora na promocéo de tolerancia em virtude do aumento do
vigor das raizes, da produgdo de hormdnios vegetais pela planta e no aumento da
expresséo de genes responsivos ao estresse (YAO; ZHU; CHEN, 2005).

Em condigdes de estresse hidrico, as plantas inoculadas com FMA possuem
multiplos mecanismos, como o enriquecimento de P e proteinas transportadoras de
agucares nas raizes, regulacdo de proteinas aquaporinas e aumento de
antioxidantes (RAPPARINI; PENUELAS, 2014). Ruiz-Lozano (2003) propde outros
mecanismos, tais como o ajuste osmotico reforcado, hidratagcdo das folhas e

reduzido dano oxidativo causado pelas espécies reativas do oxigénio (ROS). O
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ajuste osmotico também foi relatado em folhas de plantas de manjericdo inoculadas
com micorrizas durante um periodo de seca (KUBIKOVA et al., 2001). Da mesma
forma, um menor dano oxidativo para lipideos e proteinas nos nodulos da soja
inoculada com FMA foi observado em comparacao as plantas nao inoculadas, isso
ocorreu devido a protegcdo contra a senescéncia do nodulo (PORCEL; BAREA;
RUIZ-LOZANO, 2003).

Em estudos realizados por Porcel e Ruiz-Lozano (2004) o efeito da
inoculagdo do FMA em plantas de soja mediante estresse hidrico apresentou
melhora de 27% na brota em comparagao aos tratamentos sem o indculo, resultado
semelhante foi encontrado no desenvolvimento de raiz e potencial hidrico das folhas.
Essa contribuicdo para a tolerdncia a seca pode estar relacionada com os
mecanismos de captagao de agua pela hifa do fungo (MARULANDA; AZCON; RUIZ-
LOZANO, 2003) ou pelas alteragbes micorrizicas ocorridas na morfologia radicular
da planta (KOTHARI; MARSCHNER; GEORGE, 1990). Em estudos com manijericao,
os autores Toussaint, Smith e Smith (2007) descrevem a relagdo do fungo quanto ao
estresse hidrico e relaciona esse potencial a inducdo da producao de antioxidantes
na parte aérea da planta. Os autores Akula e Ravishankar (2011) relatam em seus
estudos utilizando plantas medicinais, que, sob de estresse hidrico, maiores teores
de compostos fendlicos sdo encontrados nas plantas, os quais conferem resisténcia
ao estresse.

Atualmente, outro meio de combate considerado é o emprego de
bioinoculantes com rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCP),
essa pratica tem-se mostrado eficiente no combate as mudangas induzidas pelo
clima abidtico que limita o desempenho das plantas sob estresse (ALORI et al.,
2017). Esse mecanismo pode acontecer por meio da producdo da enzima
desaminase (SALEEM et al., 2015), nodulagdo na raiz (MASCIARELLI; LLANES;
LUNA, 2014), produgcdo de hormodnio vegetal acido indol acético (GUJRAL et al.,
2013), acido salicilico (EKINCI et al., 2014), solubilizante PO42- (KUMARI;
KHANNA 2016), dentre outros compostos.

As RPCP sédo de grande importancia na luta pelo desenvolvimento
sustentavel das plantas em estresse abidtico, e uma das classes de destaques sao
os Bacillus (KASIM et al., 2016). Um estudo na rizosfera de cactos mostrou que

isolados do Bacillus sp. apresentaram bons resultados na promog¢ao de crescimento
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da planta através da producdo de acidoindol acético, solubilizagao
de PO 4 2" e produgéo de cianeto de hidrogénio e NH3 (ENEBE; BABALOLA, 2018).

2.4 Aplicagcao de micorrizas em batata-doce

Considerada uma importante fonte de carboidrato, a batata-doce (lpomoea
batatas (L.)) serve como fonte de alimento rico em micronutrientes e betacaroteno
(LAURIE et al., 2012). Dentre os elementos essenciais para seu crescimento, o P é
o grande destaque devido ao seu papel crucial no desenvolvimento da planta, dado
que, atua na respiragao, fotossintese e na formacao de ligagdes de pirofosfato que
concedem transferéncia de energia (BAILEY et al., 2009). Entretanto, o P é
naturalmente deficiente em alguns solos em virtude da sua baixa mobilidade e sua
alta fixacao pelos coldides do solo (EMBRAPA, 1995).

A dependéncia da batata para o crescimento e melhor absorcdo de
nutrientes pela micorriza ja foi bem estabelecida. Estudos de Harikumar e Potty
(2002) com raizes de batata-doce em um solo com baixos niveis de P, revelaram
aumento na porcentagem da colonizagéo e infec¢do do FMA, quando comparado a
altos niveis de P.

A aplicacdo de FMA em batata-doce, combinada a fertilizacdo do solo, pode
aumentar o rendimento de raizes (MUKHONGO et al., 2017). Segundo este autor,
existe a hipotese de que o FMA melhora a disponibilidade do P através de sua
solubilizacao.

Sob condicbes de baixa disponibilidade de P, tem sido constatado que a
simbiose entre a batata-doce e os FMA é eficiente (NEUMANN et al., 2009).
Segundo Mukhongo et al. (2017), quando ha interagcéo entre a inoculagao de FMA e
aplicacao de baixas taxas de fertilizantes inorgénicos, o efeito € benéfico ao
crescimento e rendimento da batata-doce, melhorando a morfologia e os teores de
acucar e [B-caroteno no tubérculo, evolugdes estas importantes, para atender as
exigéncias de um mercado de alimentos voltado a saude (TONG et al., 2013).

O prolongamento do comprimento da raiz é de alta importancia para fornecer
nutrientes como K e Zn, além do P, para batata-doce (MARSCHNER, 2012) e
aperfeicoar a producdo (SHARMA; SHARMA, 2017). Rakshit e Bhadoria (2008)
revelam que nao existem niveis padroes de P disponivel no solo para obtencao do

melhor beneficio do FMA, contudo, estes autores citam faixas entre 20 e 150mg kg™’
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de P como propicias para melhor colonizacdo de FMA no solo, visando efeitos
promissores no crescimento e rendimento da batata-doce.

Yooyongwech et al. (2016) analisou o efeito da simbiose entre FMA e
cultivares de batata-doce sensiveis ao déficit hidrico. Houve regulagdo osmoética
resultante da acdo do FMA, potencializando o uso da agua no nivel celular,;
enquanto que no tratamento irrigado, o peso seco, peso fresco, comprimento de raiz

e peso dos tubérculos das plantas inoculadas aumentaram consideravelmente.

2.4 Rizobactéria Promotora de Crescimento em Planta (RPCP)

A estreita area do solo em torno do sistema radicular € denominada
rizosfera. O termo rizobactérias é conferido as bactérias que se desenvolvem na
regidao da raiz e quando possuem algum efeito benéfico para as plantas, sao
intituladas de rizobactérias promotoras de crescimento -RPCP (WALKER et al.,
2003). Capazes de mobilizar, transformar e solubilizar nutrientes, as rizobactérias
s&o mais eficientes do que as bactérias de vida livre no solo (HAYAT et al., 2010).

A rizobactéria Bacillus subtilis € uma bactéria Gram-positiva comumente
encontrada no solo (LAKSHMANAN et al., 2013). Considerada n&o patogénica, tem
sido usada como organismo modelo para estudar a producdo de metabdlitos
secundarios, formagao de esporos, desenvolvimento de biofilme, fixacdo as raizes
das plantas, etc. (KOVACS, 2019).

As rizobactérias sao microrganismos altamente resistentes em condigdes
adversas presentes no meio ambiente, devido a capacidade de formacao de
esporos, que suportam extremos de temperatura e pH, dessecacéo, radiacédo UV e
diversos produtos quimicos (OLIVEIRA, 2006). Inumeras rizobactérias sdo capazes
de promover o crescimento em plantas, efeito esse atribuido a produgdo de
substéncias reguladoras de crescimento, producao de antibioticos, mineralizagao e
solubilizacdo de nutrientes, como o P, através do alongamento radicular que
também permite maior acesso & agua (MOREIRA; ARAUJO, 2013). Sua agdo
benéfica induz diretamente também a germinagao dos esporos de FMA, produzindo
compostos como o COz2, etileno, amobnia, aminas, alcoois, (XAVIER; GERMIDA,
2003) dentre outros influenciadores da fisiologia da planta, atuando na maior
permeabilidade celular da raiz, favorecendo a penetragéao de fungos e a formagao de

micorriza com as raizes das plantas (VIVAS et al., 2003).
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A inoculagao de rizobactérias pode ocorrer pela aplicagao direta dos esporos
na superficie das raizes ou do solo, preservando diretamente as plantas contra
doencas (LOPEZ, 2017). Alguns microrganismos promotores de crescimento em
planta sdo comercializados em bioprodutos, alguns deles registrados pelo U.S.
Environmental Protection Agency (USEPA), dentre estes, 14 sdo bactérias e 12 sao
fungos, o quais s&o indicados para culturas como o algodado, tomate, soja,
amendoim, milho, hortalicas e etc. No Brasil, ainda ndo ha produtos comerciais
registrados contendo B. subtilis, porém, o produto Serenade®, da Agraquest
encontra-se em fase de registro (OLIVEIRA JUNIOR, 2020).

2.4.1 Efeitos morfolégicos e fisiolégicos

O género Bacillus tem grande potencial para ser usado como inoculo na
agricultura e até mesmo na industria. Este género contribui expressivamente para a
saude das plantas devido aos seus multiplos beneficios. Autores relatam elevagao
de diversos parametros morfoldgicos na cultura do arroz (SHARMA; GARG, 2018),
tomate (DURUKAN et al., 2019), cevada (JAMILY et al., 2019), alface (LEE et al.,
2020), entre outros. No caso do pimentéo, a aplicagdo de B. subtilis proporcionou
crescimento de variados germoplasmas (ALVAREZ-SOLIS et al., 2016; HAGHIGHI;
BARZEGAR, 2018; HUANG; KLOEPPER, 2020).

Baset et al. (2010) declaram que a RPCP age alterando as camadas
externas do cortex da raiz em fungdo do aumento da divisao celular que ocorre nas
regides periféricas das mesmas. Além de alterar a arquitetura da raiz, o Bacillus
induz a producao de diferentes fitorménios, como o acido indolacético (AlA), acido
giberélico, citocininas (KLOEPPER; GUTIERREZ-ESTRADA; MCINROY, 2007),
acido abscisico e etileno (KUDOYAROVA et al., 2019). O AIA é conhecido por
estimular o crescimento da planta, aumentando a area da superficie da raiz,
induzindo seu alongamento (LU et al., 2015), proliferado também as raizes laterais,
e, por conseguinte, elevando a capacidade de absor¢cao de nutrientes e minerais
pela planta, em especial o P (SURESHBABU; AMARESAN; KUMAR, 2016; ACUNA
et al., 2011; MARSCHNER; CROWLEY; RENGEL, 2011).

Wang et al. (2019) relata a capacidade do B. subtilis em produzir os acidos

organicos citados acima e também sua atuagao na liberagdo de P soluvel no solo,
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macroelemento importante utilizado na fotossintese, energia, sintese e degradagao
de fontes de carbono.

2.4.2 Efeitos nutricionais

Em busca de maximizar a produtividade, fertilizantes artificiais tém sido
constantemente usados (ALOO et al, 2019), ndo s6 elevando os custos de
producao, mas também a degradagcdo ambiental (YOUSSEF e EISSA, 2014 ). Ha
uma pressao por parte dos agricultores para conseguir reduzir os niveis de
fertilizantes recomendados para que haja o rendimento esperado, contudo, tais
reducdes podem acarretar estresse abidtico nas plantas. Deste modo, estudos que
avaliam a hipétese de que a RPCP consiga manter a produtividade com redug¢ao na
aplicacao de fertilizantes ja forneceram resultados preliminares promitentes
(GROVER et al., 2011).

Rizobactérias com a capacidade de solubilizar nutrientes insoluveis s&o
biofertilizantes promissores (DAMAN et al. 2016) e vale a pena explorar para uso na
producdo de batata-doce. Bem como outras culturas, nutrientes importantes que
limitam o crescimento da batata-doce sdo N, P, K, e embora o teor médio de P na
maior parte dos solos seja se 0,05%, somente cerca de 0,1% esta disponivel
livremente para ser absorvido pelas culturas devido a sua baixa mobilidade e
solubilidade (JORQUERA et al., 2011; ALORI et al. 2017). Estudos investigando a
habilidade de espécies microbianas em solubilizar fésforo e potassio (YASIN;
MUNIR; FAISAL, 2016) mostram o género Bacillus em destaque (PRAKASH,;
ARORA, 2019). Concentragdes elevadas de NPK em brotos e tubérculos de batata-
doce ja foram observadas ao utilizar cepas de RPCP, em comparagao ao tratamento
controle sem cepas (FARZANA et al., 2007);

A nutricdo de P é essencial para o desenvolvimento do tubérculo na batata-
doce, bem como na manutencao da alta taxa fotossintética durante o enchimento do
tubérculo e melhoria do conteudo de proteina (WU et al., 2013; MISHRA; MOHAN;
MISHRA, 2007). Hanif et al. (2015) em um experimento em casa de vegetagao
utilizando batata comum inoculada com B. subtilis e com adicdao de fitatos
(substancia orgénica de P na forma insoluvel), relatou aumento do comprimento de
raizes e parte aérea, no peso seco e umido de parte aérea e raizes, mostrando

também o potencial da rizobactéria em converter o substrato organico de P. Em
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outro estudo conduzido por Hassani et al. (2015) também utilizando batata comum, o
B. subtilis mostrou efeito significativo no rendimento de tubérculos. Sabendo que as
pontas e superficies das raizes sdo locais onde ocorrem grande absor¢ao de
nutrientes, € possivel que o mecanismo pelo qual as RPCP administram a crescente
absorcao de nutrientes seja mediante a estimulagdo do desenvolvimento radicular
(YANG; KLOEPPER; RYU, 2009).

2.4.3 Maior resisténcia a estresses

Nos ultimos anos, bioestimulantes estdo em desenvolvimento com a
promessa de auxiliar as plantas ao estresse abidtico (AKHTAR; SIDDIQUI, 2008;
PORCEL; AROCA; RUIZ-LOZANO, 2012; WOO; PEPE, 2018). A definicdo para
bioestimulante para as plantas é de qualquer substancia e/ou microrganismo com
finalidade em elevar a eficiéncia nutricional, tolerdncia a estresse abidtico, vigor,
dentre outros, independente do seu teor nutricional (DU JARDIN, 2015). Atualmente,
ja é de grande interesse o0 uso de bioestimulantes com RPCP com a finalidade de
aprimorar a germinagao de sementes e sua capacidade emergencial sob estresse
bidtico e abidtico (SELVAKUMAR et al., 2017; LIU et al., 2017; COSTA-GUTIERREZ
et al., 2020; RAFIQ et al., 2020).

O Bacillus spp. é uma das espécies de RPCP de biocontrole mais estudada
em batata comum (PAVLO et al. 2011) e é considerado importante n&o sé por suas
habilidades bioprotetoras (promissor contra Pectobacterium spp e doengas
transmitidas pelo solo da batata, como o cancro do caule e do estoldo
(CHOUDHARY et al., 2009; LARKIN; TAVANTZIS, 2013), mas também devido a
producdo de endodsporos que oferecem protecdo contra estresses ambientais
(ADESEMOYE et al., 2017).

Estudos evidenciam a habilidade das RPCP em promover eficiéncia no uso
da agua em grandes culturas como o trigo, milho e alface (CREUS et al., 2004;
FIGUEIREDO et al., 2008; MARULANDA; BAREA; AZCON, 2009). Li et al. (2016)
notaram a influéncia do B. subtilis no fechamento dos estdmatos, aprimorando o uso
da agua em Vicia faba. Outros autores (COHEN et al., 2008; ZHANG et al. 2008; LI
et al., 2016) também observaram influéncia do B. subtilis na conduténcia estomatica,
persuadindo diretamente na capacidade fotossintética e na tolerancia a desidratacao

celular. No trigo, valores superiores de taxa de assimilagdo de CO? em plantas
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expostas ao estresse hidrico foram encontrados em plantas inoculadas com B.
subtilis em comparagdo com as nao inoculadas (BARNAWAL et al., 2017).

Outro modo de mitigar as sequelas dos estresses abidticos pelo qual as
RPCP atuam, é a redugcdo de danos oxidativos causado pelas EROS (espécies
reativas de oxigénio), mediante atividade enzimatica antioxidante ou eliminatoria das
EROS, ambos acometidos pelas plantas em resposta a esses estresses (KANG et
al., 2014; YOU; CHAN, 2015).

2.4.4 Rizobactérias em batata-doce

Muito pouco ainda se sabe sobre os efeitos do Bacillus na rizosfera da batata-
doce. De acordo com Hungria, Nogueira e Araujo (2013) e Aloo et al. (2019), muitas
investigagcdes ainda s&o necessarias para compreender tais mecanismos, uma vez
que as informagdes sobre o papel de colonizagdo e potencial de promocédo de
crescimento sdo amplamente inexploradas nessa cultura.

Em relatos que dizem respeito a atividade do Bacillus em batata-doce
(variedade “Melody”), o autor Ekin (2009) concluiu que o Bacillus pode ser utilizado
com a finalidade de promover o crescimento e otimizar a absor¢do mineral em
batata-doce. As ramas foram tratadas com suspensao bacteriana (diluida em agua
deionizada) preparada em laboratério, e no tratamento contendo rizobactéria, houve
aumento de 3,1% na altura; 23,1% no numero de ramificacdes e 3,1% no peso dos
tubérculos quando comparadas ao controle sem aplicagao.

Marques et al. (2014) estudou Bacillus naturalmente retirado da propria
rizosfera e replicado, revelando que a rizobactéria foi predominantemente
enriquecida na rizosfera dos tubérculos de todos os trés genoétipos de batata-doce
estudados. Segundo o autor, esses resultados sdo de suma importancia, pois
podem ser usados como informacgdes valiosas para a sele¢cao de RPCP para elevar

a produtividade da batata-doce futuramente.

3. OBJETIVO
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O objetivo desse estudo foi avaliar repostas biométricas, fisiologicas,
bioquimicas e biolégicas do solo em plantas de batata-doce inoculadas com fungo

micorrizico e rizobactéria, de forma isolada.

4. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em condigbes de casa de vegetagdo (com
controle de temperatura e umidade), instalado na Area Experimental do Centro de
Estudos em Ecofisiologia Vegetal do Oeste Paulista — CEVOP - UNOESTE, em
Presidente Prudente/SP. As mudas de batata-doce foram obtidas a partir de plantas
matrizes da variedade “Canadense” presentes no banco de germoplasma da
UNOESTE. O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado,
constando de 3 tratamentos (controle, inoculagdo com micorriza e inoculagdo com
rizobactéria). Cada tratamento foi composto por 10 repeti¢des, totalizando 30 vasos.
Para fim de melhor correcido e conhecimento da nutricdo, foi realizada analise do

solo.

TABELA 1. Caracteristicas quimicas do solo utilizado nos vasos.

(cm) (CaCl) (gdm?3) (mgdm?®) ——(mmol.dm?®)——— %
0-15 4,2 3,5 9,1 24,2 0,8 4,9 1,2 31,1 22,3

Os vasos com capacidade para 8 litros foram preenchidos com solo corrigido
quanto ao pH (elevagdo da saturacdo de bases para 70% CITAR A REFERENCIA
PARA ESSA ELEVACAO DE BASES). As mudas/ramas foram coletadas das plantas
matrizes da colecdo de germoplasma da batata-doce da UNOESTE, medindo-se

20cm a partir da regido apical e plantadas nos vasos (uma rama por vaso).



30

No tratamento com o uso da micorriza, a inoculagdo ocorreu no momento do
plantio. Utilizou-se 800g de solo micorrizado com a espécie Rizophagus clarus para
cada quilo de solo no vaso (aproximadamente 2 esporos por grama de solo = 1600
€Sporos por vaso).

A adubacdo de plantio ocorreu de acordo com a analise do solo e a
recomendacgao para a cultura, excluindo-se o fésforo apenas no tratamento com o
fungo.

No tratamento com a rizobactéria, a inoculacdo ocorreu aos 30 dias apds o
plantio, aplicando-se a quantidade de 2 mL do isolado diluido em 100 mL de agua
deionizada diretamente na superficie do solo, com a finalidade de alcancar a
quantidade de 5,0 x108 bactérias por grama de solo. Para isso, foi utilizado o isolado
de Bacillus subtilis AP-3, caracterizado por Araujo et al. (2005). A multiplicagado do
isolado bacteriano se deu em placas de Petri, com meio de cultura sélido agar
nutriente (3 g L' de extrato de levedura, 5 g L' de peptona e 20 g L' de agar) e
foram mantidas em estufa por 48 horas, a 32° C. Pelo método de diluicao seriada e
plagueamento, a concentragdo da suspensdo bacteriana foi calculada e ajustada
para aproximadamente 5,0 x108 UFC (unidades formadoras de col6nias) por mL-".
Dessa suspensao foi retirado o volume de indculo para atender a concentragao de
bactérias a ser inoculadas no solo.

Os tratamentos (controle sem inoculagdo e inoculagdo de microrganismos)
receberam duas adubacgdes de cobertura com NPK aos 45 e 90 dias apds o plantio
das ramas nos vasos. No tratamento com micorriza, tanto a adubag&o de plantio
como a de cobertura foram isentas de fésforo.

Para melhorar as condi¢gdes de compactacédo do solo e prevenir a influéncia
desse fator no desenvolvimento das plantas, houve adigdo de 2kg do substrato
comercial (Carolina) esterilizado em todos os vasos aos 57 dias apos o plantio
(DAP). O experimento passou a receber irrigagdo automatizada diaria quatro vezes
ao dia até o final do experimento.

Ao final do periodo experimental (133 DAP) as plantas foram retiradas dos
vasos, separando-se a parte aérea e as raizes. Foram coletadas 3 folhas frescas por
planta com imediato congelamento das mesmas em ultrafreezer (-80° C) para

posterior execucao das analises bioquimicas.
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O efeito da inoculagdo dos microrganismos sobre as plantas de batata-doce
foi avaliado através de caracteristicas fisiologicas, bioquimicas e de microbiologia do

solo, a saber:

a) Parametros fisiologicos:

A érea foliar (AF - cm?) foi avaliada por método destrutivo, através de
medidor portatii de area (modelo LI - 3000A, LI-COR, USA), utilizando-se 4
plantas/repeticoes por tratamento.

Nas demais repeticoes foram determinadas as massas secas de parte aérea
(folhas + hastes - g planta™) e raizes (raizes adventicias + raizes tuberosas ndo
comerciais - g planta™) apds a secagem das mesmas separadamente, em estufa
com circulagao de ar a temperatura de 70° C até a obtencdo de peso constante.
Posteriormente, calculou-se a area foliar especifica (obtida pela relagao entre a area
foliar e a fitomassa seca das folhas), a razdo de area foliar (obtida pela raz&o entre a
area foliar e a fitomassa seca total das plantas) e a relagao raiz / parte aérea (obtida
pela divisdo entre massa seca total de raiz e a massa seca da parte aérea)
(QUEIROGA et al., 2007).

b) Parametro Bioquimicos:

Extracado de pigmentos foliares: a extracao foi realizada em folhas frescas de

acordo com o método de Wellburn (1994) acrescentando-se dimetilsulféxido (DMSO)
neutralizado com carbonato de calcio as amostras de tecido foliar. As leituras
efetuadas em espectrofotdbmetro, em triplicata, usando o DMSO como branco. Os
valores sdo expressos em ug L™

Teor de fendis totais nas folhas: a determinagao foi realizada no extrato

etandlico foliar, de acordo com o método Folin-Ciocalteu e solugdo de carbonato de
sédio 25 % (STAGOS et al., 2012), usando acido galico como padréo. Os valores
sd0 expressos em pg.mL".

Atividade antioxidante nas folhas: A determinacao foi realizada no extrato

etandlico foliar, de acordo com o método baseado na atividade sequestradora do
radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila), segundo a metodologia descrita por
Blois (1958) com algumas modificagdes. As absorbancias foram determinadas em

espectrofotdbmetro UV-visivel a 517nm.
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Teor de macronutrientes nas folhas: os teores de N, P, K, Mg, Ca e S foram

determinados em material seco conforme métodos descritos por Malavolta, Vitti e
Oliveira (1997) e expressos em g kg™

Colonizacao radicular para FMA: foram coletadas cerca de trés raizes nao

tuberosas com no minimo 1 cm de todas as plantas de todos os tratamentos e
enviadas ao laboratério da Universidade Paranaense—UNIPAR para estimativa de
colonizagdo de FMA na raiz. As mesmas foram limpas em agua deionizada,
clarificadas em 10% KOH (90 °C for 1 h) e acidificadas com 5% HCI (90 °C for
30 min). Tonalizou-se com corante trypan azul e manter em banho maria (90 °C por
30 minutos). Apds a coloragao, as raizes foram preservadas em lactoglicerol, até a
montagem das laminas (PHILLIPS et al, 1970). Os segmentos que foram
colonizados foram observados em placas sobrepostas por laminas. O resultado da
colonizagado da raiz por FMA foi obtida pela equag&o: Col.t = (ArcSenVCol. (%)100) -
(1804T), onde Col.t é colonizagao total; (%) porcentagem; Pi (1) propor¢édo numérica
derivada da relagédo entre as magnitudes do perimetro de uma circunferéncia e sua
diametro com um valor de 3,14.

A taxa de colonizagao radicular foi determinada somente para o tratamento
com a micorriza. O tratamento com a rizobactéria continha amostras de raizes
adventicias finas e sem nodulagbes visiveis, tornando o processo de contagem da

bactéria inviavel, ja que o mesmo é realizado pela contagem de nodulos.

c) Atividade biolégica no solo:

No final do experimento foram coletadas amostras de solo as quais foram
posteriormente encaminhadas para o laboratério, onde passaram por peneiramento
e adequacao de umidade para condicdo de capacidade de campo e em seguida
foram encaminhadas para as seguintes analises bioldgicas: carbono e nitrogénio da
biomassa microbiana (FERREIRA et al., 1999; TEDESCO et al., 1995), atividade
enzimatica da desidrogenase (VAN OS; GINKEL, 2001) e fosfatase &acida
(TABATABAI, 1994), respiragao basal do solo (JENKINSON; POWLSON, 1976),
quociente metabdlico (calculado a partir da razdo entre o C-CO2 liberado pela
respiracdo do solo pelo carbono da biomassa microbiana) (ANDERSON; DOMSCH,
1993).
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Analise da biomassa microbiana do solo — carbono e nitrogénio (CBM e

NBM): a analise de biomassa microbiana do solo - BMS foi realizada em duplicata,
utilizando a metodologia descrita por Ferreira et al. (1999), onde o solo foi seco em
estufa com ventilagdo a 30° C por 24 horas, apds este processo as amostras foram
passadas em peneira de 2,0 mm de malha. Depois foram pesadas em erlenmeyer
de 250 mL, 2 amostras de 50 g de cada parcela, foram reumedecidas com 3 mL de
agua destilada para atingir aproximadamente 25% da capacidade de campo de um
solo arenoso (REICHARDT, 1988), agitadas para uniformizar a distribuicdo da
umidade e colocada 1 amostra de cada tratamento para irradiar no microondas por
70 segundos, tempo obtido pela férmula:
T=rm¢/P

Onde:

T=tempo real de exposi¢cdo das amostras ao microondas.

R = 800J g' de solo, quantidade de energia necessaria para

€exXposicao;

mi= Massa total das amostras a serem irradiadas em gramas;

P = Poténcia real do aparelho em W.

A poténcia real do aparelho foi calculada pela seguinte formula:

P=Cp. K. At. m
T

Onde:

P = Poténcia real do aparelho em W;

Cp =1 J ml' °K, capacidade da agua de receber calor;

K = 4,184, fator de corregéo de cal m™ ° K-' para watts (J s™);

At = Variagao de temperatura em °C de 1 L de agua em 2 minutos de
€exposicao;

m = 1000g, massa da agua em gramas;



34

t = 120s, tempo de exposi¢cao da agua ao microondas

As amostras irradiadas e nao — irradiadas foram submetidas a extracido com
50mL de Sulfato de Potassio - K2SO4 (0,5 mol L") por 30 minutos, em agitador
rotatério circular. Deixados decantar e filtrados em papel filtro. Deste filtrado, 10 mL
foram utilizados para a analise do carbono e 10 mL foram guardados em tubo rosca
mantidos sob refrigeragdo para a analise do nitrogénio da biomassa microbiana.

A determinagdo do Carbono nos extratos irradiados e n&o irradiados
foireliazada utilizando-se 10 mL do extrato, oriundo dos 50mL apods filtracdo, e
adicionando-se em seguida 2 mL de K2Cr207 (0,066 mol L"), 10mL de H2SO4
concentrado e 5SmL de H3PO4 concentrado. Apds o resfriamento foi adicionado 50mL
de agua destilada.

A titulagdo foi feita utilizando sulfato ferroso amoniacal (0,04 mol L-') com
fenil-alanina como indicador.

O C extraido do solo foi calculado pela férmula:

C (mg kg')= (Vb - Va). N .1000 .Vextrator

(volume do extrato x massa do solo seco)
Onde:
C = carbono extraido do solo;

Vb = Volume (mL) do (NH4)2Fe(SO4)2 gasto na titulagdo do branco;
Va = Volume (mL) do (NHa4)2Fe(SOa4)2 gasto na titulacdo da amostra;
N = normalidade exata do (NH4)2Fe(SOa4)2, N = 0,677;

Vextrator = Volume de K2SOgsutilizado na extragdo = 50mL;
Vextrato= Volume de K2SOs4 utilizado para analise = 10mL,;

Massa do solo seco em gramas = 50g

O Cmic é calculado pela formula:

Cmic (mg Kg') = C|—Cn
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Kec
Onde:
Ci = carbono extraido do solo irradiado
Cni = carbono extraido do solo néo irradiado

Kec = proporgao total do carbono microbiano extraido apdés irradiagéo = 0,21
(FRIGHETTO, 2000). O fator de correcdo Kec citados na literatura sdo muito
variaveis (0,21 a 0,45), ndo havendo um consenso a respeito do valor a ser utilizado.
Neste trabalho adotou-se o valor de 0,21 (FRIGHETTO, 2000).

Para a determinagcdo do nitrogénio da biomassa microbiana (NBM), os
extratos foram submetidos ao método da ninhidrina (JOERGENSEN; BROOKES,
1990), retirando 0,6 mL do extrato, adicionando 1,4 mL de acido citrico (0,1 mol L)
e 1 mL do reagente ninhidrina, as amostras foram levadas ao banho-maria a 100°C
por 20 minutos. A solugcdo é deixada para ficar em temperatura ambiente e
adicionado 4 mL de etanol, procedendo a realizagao da leitura no espectrofotdmetro
a 570 nm de comprimento de onda.

Respiracdo do solo: A respiragdo do solo foi avaliada segundo Alef e

Nanipieri (1995). Foram utilizadas amostras de 50g de solo. Estas foram
homogeneizadas e mantidas dentro de frascos herméticos. Sobre a superficie do
solo, em cada frasco colocou um becker de 50 ml contendo 40 mL de solugao de
NaOH 0,5 mol L'. Os frascos ficaram incubados pelo periodo de 24 horas. Para
avaliar a retengcédo de COz2 na solugéo, utilizou o método condutimétrico (RODELLA;
SABOYA, 1999) com leitura de condutividade na solugdo de NaOH apds 24 horas,
empregando-se um condutivimetro HI99301 (Hanna instruments). A quantidade de
CO2 produzida pela respiracdo foi calculada utilizando-se formula definida por
Rodella e Saboya (1999) e os resultados foram expressos em mg de C-CO? g' h'.

Quociente metabdlico (qCO2): O quociente metabdlico foi calculado a partir

da razdo entre o C-CO2 liberado pela respiragdo do solo pelo C na biomassa
microbiana, expresso em mg C-CO2 g' BMS — C h' (ANDERSON; DOMSCH,
1993).

Atividade da enzima desidrogenase (ED): A atividade da enzima

desidrogenase foi estimada segundo Van Os e Ginkel (2001), foram realizadas em
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triplicatas, sendo pesadas 5 g de solo de cada amostra, e estas foram colocadas em
tubos de ensaio. Posteriormente, foram adicionados 2 mL da solugdo T.T.C a 1%,
juntamente com 1mL de glicose a 0,1%. Na amostra “branco” foram adicionadas
1mL de glicose a 0,1% e 2 mL de solu¢ao tampao tris a 0,1M (pH= 7,6). As amostras
foram misturadas em agitador tipo VORTEX e incubadas em tubo de ensaio a 30 °C,
por 18h. Apds a incubacao, foi adicionado 9 mL de metanol em todas as amostras,
e logo em seguida, foram filtradas para a realizagao da leitura no espectofotdémetro
em 530nm. Os resultados foram ajustados em curva padrdo e expressos na forma
de concentragéo de TTF — formazan (ug.g").

Atividade da enzima fosfatase acida (FA): A atividade da fosfatase acida

realizada segundo a metodologia proposta por Tabatabai (1994). Foram realizadas
em triplicadas, sendo pesadas amostras de 1 g de solo em tubos de ensaio. As
amostras de solo foram adicionados 1 mL de p-nitrofenyl fosfato e 4 mL de tampé&o
MUB (pH 6,5) para realizagao da atividade fosfatase acida. Apds incubagao (37 °C, 1
hora) foram adicionados 1 mL de CaCl2 0,5 M e 4,0 mL de NaOH 0,5 M a
suspensao de solo, e filtradas (Whatman n1). Nos controles, a solugdo de p-NPP
0,025 M foi acrescentada 1 mL de CaCl2 0,5 M e 4 mL de NaOH 0,5 M. A atividade
da fosfatase foi obtida pela quantificacdo espectrométrica a 400 nm do p-nitrofenol
liberado na mistura filtrada.
d) Analise estatistica dos resultados

Todos os dados foram submetidos ao teste de normalidade por Kolmogorov-
Smirnov e Shapiro-Wilk e teste de homogeneidade de variéncia pelo teste de Leveni
(p < 0,05). Quando significativos, os parametros foram submetidos ao teste de Tukey
(p < 0,05). Toda a analise estatistica dos dados foi realizada utilizando o software
SAS 9.2.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Analises fisiolégicas
5.1.1 Biomassa da parte aérea, raiz e area foliar

Nao houve diferengas visuais no estado das plantas de todos os tratamentos
durante o periodo do experimento (Figura 1). Os valores de massa seca de folhas e

hastes, e area foliar ndo diferiram significativamente entre os tratamentos (Tabela 2).

Figura 1- Comparagao visual dos tratamentos antes da colheita, plantas com 133
DAP. Fonte: autoral.
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TABELA 2 — Massa seca de folhas, hastes, parte aérea e area foliar de plantas de
batata-doce inoculadas com rizobactéria (Bacillus subtilis) e fungo micorrizico
(Rizhophagus clarus).

Tratamento Massa seca Area foliar
(g/planta™) (cm?)
Folhas Hastes Folhas+hastes
Controle 15,74 a 23,47 a 39,18 a 3587,77 a
Micorriza 17,15 a 27,36 a 41,68 a 3124,60 a
Rizobactéria 18,07 a 25,61 a 43,05 a 3587,43 a
C.V. (%) 18,92 18,13 22,17 13,42

*Médias seguidas de mesma letra nao diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade.

Em relagao as raizes tuberosas, houve diminuigdo das massas fresca e seca
para o tratamento com micorriza, em comparagao ao controle (Tabela 3 e Figuras 2).
E provavel que no tratamento com micorriza o baixo teor de P disponivel no solo foi
insuficiente para suprir as necessidades da planta, o que afetou o processo de
tuberizacdo, sendo que nao houve compensagao dessa menor disponibilidade de
fésforo pela atividade do fungo micorrizico. Ferreira et al. (2018), relatou 0 aumento
da producao de matéria seca da raiz em Mucuna cinereum favorecido pela adigao
de P no solo em tratamentos com o FMA Rizophagus clarus.

As plantas inoculadas com a rizobactéria ndo apresentaram diferencas em
relagdo as plantas controle quanto as massas fresca e seca de raizes tuberosas
(Tabela 3 e Figura 3). Entretanto, em estudos realizados por Ekin et al. (2009) com
batata inglesa e Yasmin, Othman e Maziz (2020) com batata-doce, ha relatos
positivos quanto ao maior rendimento de tubérculos e raizes tuberosas em resposta
a aplicagéo de B. subtilis associada a fertilizagdo nitrogenada. Ambos os autores
citados utilizaram ramas tratadas com suspensao bacteriana preparadas localmente.
Ekin et al. (2009) trabalharam com uma concentragdo final de 109 CFU mL" e
prepararam seu solo com NPK em plantio e pds plantio, quando as plantas se
encontravam com 15-25 cm de altura, enquanto Yasmin, Othman e Maziz (2020)
administraram trés doses de fertilizante nitrogenado nos tratamentos microbianos,

além do P e K, e nao citou a concentracao de rizobactéria utilizada.
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Efeitos semelhantes de aumento de producdo de tubérculos também foram
encontrados por Uysa e Kantar (2020) em batata inglesa inoculada com as
rizobactérias Bacillus subtilis, utilizando uma metodologia alternativa das citadas
anteriormente. A autora aplicou fertilizante microbiano, mistura comercial contendo
trés cepas de B. subtilis VKPM B-10641 (DSM 24613), B. amyloliquefaciens VKPM
B-10642 (DSM 24614) e B. amyloliquefaciens B-10643 (DSM 24615), (1mL/ 10L de
agua) nas ramas durante o plantio e posteriormente, com o0 mesmo produto, mas na
quantidade de 1 mL/100 L agua/ha no inicio da floragdo. A concentragao bacteriana

do fertilizante comercial é de 1x10° cfu/ml, disponivel em frascos com 10 ml.

TABELA 3 — Massas fresca (MF) e seca (MS) de raizesz tuberosas e adventicias em
plantas de batata-doce inoculadas com rizobactéria (Bacillus subtilis) e fungo
micorrizico (Rizhophagus clarus).

Tratamentos Raiz tuberosa Raiz adventicia
(g/planta )
MF MS MF MS
Controle 116,75 a 66,40 a 135,75 a 34,29 a
Micorriza 64,20 b 19,51 b 164,66 a 28,13 a
Rizobactéria 99,50 a 58,45 a 176,57 a 36,18 a
C.V. (%) 42,08 55,61 30,92 59,37

*Médias seguidas de mesma letra nao diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade.
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Figura 2- Raizes adventicias e raizes tuberosas em plantas de batata doce
inoculadas com Rizophagus clarus (T= testemunha; M= micorriza).

Fonte: autoral.

Figura 3 — Raizes adventicias e raizes tuberosas em plantas de batata doce
inoculadas com Bacillus subtilis (T= testemunha; B= rizobactéria.)

Fonte: autoral.

Nao foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos com
inoculagdo de microrganismos em relagédo ao controle quanto aos parametros de
area foliar especifica e razdo de area foliar (Tabela 4), demonstrando a auséncia de
efeitos positivos da inoculagao sobre o crescimento das plantas. Assis et al. (2020),
em seus estudos com Melissa officinalis L. encontraram resultados que mostram a
influéncia do teor de matéria organica no solo sob a atividade do FMA em relacéo a
AFE, onde, tratamentos com fertilizagcao orgénica + fungo apresentaram médias
significativamente maiores do que nos tratamentos sem adicao de matéria organica.

No presente estudo, o teor de MOS no solo utilizado para o experimento foi de 3,5
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g/dm3, considerado baixo, fator este que pode ter influenciado para a baixa atividade
dos microrganismos.

A relacao raiz / parte aérea foi 25% maior nos tratamentos com micorriza,
quando comparadas ao controle (Tabela 4). Isto significa que as plantas inoculadas
com o fungo micorrizico apresentaram maior crescimento do sistema radicular

(raizes adventicias e tuberosas em conjunto) em relagao a parte aérea.

TABELA 4 — Parametros de area foliar especifica (AFE), razao de area foliar (RAF) e
relacdo raiz/parte aérea (R/PA) em plantas de batata-doce inoculadas com
rizobactéria (Bacillus subtilis) e fungo micorrizico (Rizhophagus clarus).

Tratamentos AFE RAF R/PA
Controle 182,88 a 26,09 a 1,52 b
Micorriza 173,65 a 32,33 a 1,90 a

Rizobactéria 154,64 a 21,31 a 1,52 b
C.V. (%) 21,70 24,67 19,70

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey
5% de probabilidade.

5.1.2 Nutrigao

Em relagdo ao teor de macronutrientes nas folhas, verifica-se que as plantas
inoculadas com micorriza apresentaram concentragcao de P semelhante as plantas
controle (Tabela 5), apesar de nao terem recebido adubacgéao fosfatada. Os FMA séo
de grande importancia para ciclo do P (fornecendo fosfato inorganico do solo para as
plantas e o convertendo em fosfato organico) (MUKHONGO et al., 2017). Moreira e
Siqueira (2002) relatam a importante influéncia da quantidade desse nutriente aos
FMA que estdo no solo, enfatizando o favorecimento da germinagao e crescimento
assimbidtico, quando o P se encontra em baixas quantidades.

Neumann et al. (2009), enfatizam a simbiose entre a batata-doce e os FMA
como eficiente na disponibilizagdo do P. Segundo Smith e Read (2008), a presenca
de P no solo podem influenciar a capacidade de associag¢ao entre o FMA e o sistema
radicular das plantas. As plantas também podem afetar essa conexao; o micélio

fungico que cresce nas plantas € controlado pela homeostase da mesma, enquanto
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0 micélio fungico que cresce no solo € controlado pelas condigdes ambientais
(SMITH; SMITH, 2011).

Ja no tratamento com B. subtilis, no qual houve adigdo de P ao solo, o teor
desse nutriente nas folhas nao foi diferente em relagdo ao tratamento controle
(Tabela 5). Este fator pode ser explicado pelo proprio mecanismo de agéo da
rizobactéria, que consiste em diminuir as buscas para solubilizagdo do P imobilizado
no solo quando o nutriente ja se encontra disponivel (pela adubagao fosfatada de
plantio e de cobertura) e vice-versa (ALORI et al., 2017).

Em relagdo aos demais macronutrientes, forma verificados menores toeres
de Ca e Mg nas plantas inoculadas com a micorriza e maior teor de K nas plantas
inoculadas com a rizobactéria (Tabela 5). A elevagado do teor de K é interessante
para as hortalicas que produzem raizes tuberosas como a batata-doce por este
elemento estar relacionado com atividades importantes de enzimas de ativacao,
formacao de proteinas, fotossintese e respiragcao (FIGUEIREDO, 2019). Echer et al.
(2015) citam o K como nutriente importante para formacao dos tubérculos da batata
doce.

TABELA 5 — Teor foliar de macronutrientes em plantas de batata-doce inoculadas
com rizobactéria (Bacillus subtilis) e fungo micorrizico (Rihzophagus clarus).

Tratamentos N TOTAL P K Ca Mg S
(9/Kg™)
Controle 20,79 a 1,63a 1522b 11,42a 5,70a 1,49 a
Micorriza 18,72 a 1,50a 17,89b 9,42b 3,88b 1,31 a
Rizobactéria 20,11 a 1,53a 2284a 11,14a 4,83ab 1,31 a

C.V. (%) 21,80 11,80 22,30 16,69 24,80 23,06

*Médias seguidas de mesma letra nao diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade.

Na analise do teor de macronutrientes radicular, verificou-se menor teor de
Ca nas raizes das plantas inoculadas com micorriza em relagdo ao controle (Tabela
6). As plantas inoculadas com a micorriza apresentaram maior teor de N em relagéo
as plantas inoculadas com a rizobactéria (Tabela 6). Amezquita et al. (2011)
encontrou efeito positivo no teor de N nos tecidos de Acacia mangium inoculadas

com FMA. Segundo George et al. (1992) quando o N se encontra na forma de



43

amonio, observa-se 0 aumento de sua absorcdo em plantas micorrizadas, as hifas
penetram com mais facilidade em material organico em decomposi¢do, devido ao
seu pequeno diametro, competindo melhor pelo N que foi recentemente
mineralizado (HODGE, 2001).

TABELA 6 — Teor de macronutrientes nas raizes adventicias de plantas de batata-
doce inoculadas com rizobactéria (Bacillus subtilis) e fungo micorrizico (Rizhophagus
clarus).

Tratamentos N P K Ca Mg S

(9/Kg™)
Controle 6,99 ab 0,39 a 0,78 a 1,46 a 8,70 a 0,88 a

Micorriza 9,59 a 0,67 a 2,77 a 1,63 b 11,48 a 1,00 a
Rizobactéria 6,56 b 0,44 a 0,74 a 1,41 a 11,09 a 0,92 a

C.V. (%) 35,80 58,20 19,40 14,07 62,70 48,30

*Médias seguidas de mesma letra nao diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade.

Um ponto importante a se destacar é a necessidade de uma afinidade entre
a planta hospedeira e a espécie de micorriza para uma efetiva associagao. Estudos
tem demonstrado que as diferentes espécies de FMA e até mesmo diferentes
isolados de uma mesma espécie diferem em sua habilidade em promover a
absorcdo de nutrientes e o crescimento da planta, podendo haver aumento,
decréscimo ou pouco efeito. Gai et al. (2006) avaliaram os efeitos de diferentes
isolados de FMA retirados da rizosfera em areas de cultivo de batata-doce,
verificando que os mais eficientes dentre todos os testados foram espécies do
género Glomus, capaz de aumentar a absorcdo de P e a biomassa em geral,
enquanto os outros se mostraram pouco eficientes. Portanto, a auséncia de
respostas de promog¢ao de crescimento observada neste experimento pode ser em
parte atribuida a baixa afinidade entre a batata-doce e a espécie Rizophagus clarus.
Um estudo mais aprofundado e abrangendo a comunidade micorrizica torna-se
necessario para responder se o R. clarus foi incapaz de estabelecer-se corretamente
no solo, ou se o tempo do experimento foi insuficiente para promog¢ao de beneficios

a planta.
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5.2 Analises bioquimicas

Nas folhas da batata-doce sdo encontrados diferentes compostos fendlicos
com atividade bioldgica, os quais geralmente se apresentam em maior concentragéo
do que nas raizes tuberosas, destacando-se os acidos fendlicos, flavonoides e
antocianinas (WANG et al., 2018).

Ja é de interesse de alguns pesquisadores buscar aumentar a sintese de
fendis e flavonoides em lavouras por meio de técnicas de manejo no campo. As
plantas sdo aptas a interagir com uma ampla variedade de estimulos de fontes
internas e externas para modificar suas atividades metabdlicas. Alguns compostos
conhecidos como elicitores ou bioestimulantes aumentam a sintese de fitoquimicos
em plantas que possuem importante funcdo de defesa em situagdes de estresses
bidticos e abidticos, tais como osfendis e os flavondides (GHASEMZADEH et al.,
2016). A inoculagcédo das plantas com micorriza resultou em aumento no teor de
compostos fendlicos totais nas folhas da batata-doce e reducdo no teor de

flavonoides e beta caroteno, em relagdo ao tratamento controle (Tabela 7).

TABELA 7 — Teor foliar de compostos fendlicos totais e flavonoides totais e teor de
beta-caroteno nas raizes de plantas de batata-doce inoculadas com rizobactéria
(Bacillus subtilis) e fungo micorrizico (Rizhophagus clarus).

Tratamentos Fenois Flavondides f-Caroteno
(ug.mL")
Controle 2218 Db 4350,99 a 1,52 a
Micorriza 54,14 a 2526,66 b 0,76 b
Rizobactéria 19,15 Db 4085,33 a 1,75 a
C.V. (%) 97,31 21,84 13,15

*Médias seguidas de mesma letra nao diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade.

A eficiéncia da micorriza em elevar compostos secundarios pode estar

relacionada a capacidade de aumento do numero de plastidios, mitocéndrias,
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absorcao de nutrientes e da indugao de respostas de defesa na planta. Todos esses
fatores podem favorecer o aumento de compostos biologicamente ativos
(CECCARELLI et al., 2010). Isso acontece devido a indug&o do sistema antioxidante
da planta em resposta ao FMA, desempenhando papel importante na tolerancia da
planta as condi¢cdes de estresse (LATEF; HAMED, 2011). Resultado semelhante foi
encontrado por Riter Netto et al. (2014), em estudos com maracuja (Passiflora alata),
onde o autor discorre sobre a relacdo entre fendis e adubacao fosfatada, relatando
reducao de 73% nos teores de fendis no tratamento com adicdo de P e sem
inoculacdo de FMA.

O B-caroteno € um pigmento de coloragdo alaranjada ao vermelho,
abundante em plantas e frutos, pertencente a familia dos carotenoides. Em folhas,
pode ser encontrado nos centros de reagcdo dos fotossistemas exercendo papel
fotoprotetor contra danos oxidativos (GUL et al., 2015; JING et al., 2016). O teor de
B-caroteno nas raizes de batata doce foi menor nas plantas inoculadas com FMA
(Tabela 7). Este resultado difere daquele obtido por Tong et al. (2013), onde a
inoculagdo de batata doce com os FMA Glomus intrarradices e Glomus mosseae
associada com baixo suprimento de fosforo as plantas resultou em maiores
concentracdes de [3-caroteno nas raizes tuberosas.

As clorofilas (clorofila a, clorofila b e clorofila total) sdo pigmentos que estao
integralmente ligados as fungdes fisioldgicas das folhas, absorvem energia luminosa
e a transferem ao aparato fotossintético (SIMS; GAMON, 2002), permitindo-se
estabelecer uma associagao direta entre a concentragao de clorofilas e o potencial
de atividade fotossintética da planta (ALMEIDA et al., 2014).

Na fotossintese estdo envolvidos os pigmentos: clorofilas a e b, carotendides
e as ficobilinas. As clorofilas a e b sao utilizadas na etapa fotoquimica, o primeiro
estagio dos processos fotossintéticos (ALMEIDA, et al., 2014), enquanto que os
outros pigmentos atuam na absorgao de luz e no transporte de energia radiante para
os centros de reacgdo, sendo chamados de pigmentos acessoérios (STREIT et al.,
2005). Nas plantas, os carotenoides também atuam como reguladores de estresse
(DIVYA et al., 2018)

As plantas inoculadas com FMA apresentaram maiores teores de clorofilas
a, b, total e carotendides em relagao as plantas controle (Tabela 8), resultados estes
semelhantes ao estudo de Rafiq et al. (2015) com batata inglesa (variedade Jyoti).

Em condi¢cdes de caréncia de P, as plantas liberam estrigolactonas, sintetizadas a
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partir dos carotenoides, que sao percebidos pelo FMA como molécula de sinalizagao
e despertam multiplas respostas como: alongamento das hifas, germinagdo de
esporos, formacao de hifépodes, dentre outros (AKIYAMA et al., 2005). Estudos
sugerem que ha diferentes finalidades para a via dos carotenoides na simbiose com
o FMA, atuando como sinalizadores durante a pré-simbiose; marcadores da
colonizagdo na raiz e caule; e como medidor indireto da ativagdo do sistema de
defesa da planta (KAUR; SUSEELA, 2020).

TABELA 8 — Pigmentos fotossintéticos em plantas de batata-doce inoculadas com
rizobactéria (Bacillus subtilis) e fungo micorrizico (Rizhophagus clarus).

Tratamentos Clorofilaa Clorofilab Clorofila total Carotenoides
(ug/g’ m.f)
Controle 7,72b 1,43 b 9,15a 217Db
Micorriza 9,37 a 1,76 a 11,13 a 275a
Rizobactéria 7,66 b 1,43 b 9,09 a 2,47 ab
C.V. (%) 13,39 12,47 14,26 13,99

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade.

A colonizagcdo micorrizica € uma caracteristica que pode ser afetada por
inumeros fatores, dentre eles, a propria espécie vegetal, a densidade de raizes, o
manejo adotado, entre outros (AFEK et al. 1990). Os tratamentos controle e
micorriza apresentaram resultados semelhantes de taxa de colonizagdo radicular
(Tabela 9), ja o tratamento com a rizobactéria apresentou menor taxa em relagéo ao
controle. Apesar das plantas controle ndo terem recebido qualquer tipo de
inoculacdo, havia a presenca de FMA nas raizes. Isso pode ser explicado pela
presenca de diversas colbnias microbianas nativas no solo que foi utilizado para a
montagem do experimento.

E valido destacar que um dos motivos do valor inferior encontrado no
tratamento com rizobactéria € o comportamento repelente do Bacillus S. em meio a
outros microrganismos, que atraves da formagao de biofilme, domina maior parte da

raiz, impedindo nesse caso a colonizagao do fungo micorrizico.
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Os resultados para colonizagdo radicular de micorrizas encontrados no
presente estudo diferem-se dos relatados por Mustafa et al. (2016), que afirmam que
a redugcdo no teor de P ocasiona o aumento significativo no percentual de
micorrizacdo nas raizes. Tal questdao pode ser explicada por uma elevacdo na
permeabilidade da membrana celular, induzindo a liberagdo de metabdlitos
importantes pela raiz, para o desenvolvimento inicial dos esporos, ja que no
tratamento controle houve adicdo de P no plantio e posteriormente em cobertura.
Endres (2018) obteve resultado semelhante ao encontrar alta porcentagem de
colonizagdo de FMA em raizes de tabaco do tratamento controle (sem indculo),

demonstrando que a cultura é altamente micotrofica.
TABELA 9 — Colonizagado radicular de micorriza em plantas de batata-doce

inoculadas com rizobactéria (Bacillus subtilis) e fungo micorrizico (Rizophagus
clarus).

Tratamentos %Col. radicular

Controle 86,07 a

Micorriza 87,07 a
Rizobactéria 79,03 b

C.V. (%) 8,14

*Médias seguidas de mesma letra nao diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey
5% de probabilidade.

A CBM, atividade enzimatica e taxa de respiragdo sao ferramentas que
indicam sensiveis alteragbes ambientais e auxiliam no planejamento das praticas do
manejo do solo (SPADOTTO et al., 2004). A biomassa microbiana é importante para
compreender a decomposi¢cado dos residuos organicos, a ciclagem de nutrientes e o
fluxo de energia do solo, podendo influenciar tanto no estoque de carbono e outros
nutrientes minerais, quanto na transformacdo da MOS (matéria organica do solo)
(JENKINSON; LADD, 1981). Um solo com maior biomassa microbiana é tido como
saudavel biologicamente, contribuindo com a necessidade nutricional da cultura
(ALVES, 2014).

As andlises de microbiologia do solo mostraram que o teor de N na
biomassa microbiana (NBM) foi superior no tratamento com R. clarus em

comparagao ao tratamento com rizobactéria, e o oposto aconteceu no CBM, onde
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obtivemos resultado inferior no tratamento com a micorriza em relacdo aos demais
(Tabela 10). Valores elevados desses parametros apontam atividade de imobilizagao
temporaria dos nutrientes, resultando em menores perdas destes nutrientes no
sistema solo-planta (SOUZA FERRARI et al., 2020).

TABELA 10- Carbono da biomassa microbiana (CBM), nitrogénio da biomassa
microbiana (NBM); atividade enzimatica da desidrogenase (AED), respiragdo basal
do solo (RBS), atividade enzimatica da fosfatase acida (FA) e quociente metabdlico
(qCO2) do solo cultivado com plantas de batata-doce inoculadas com rizobactéria
(Bacillus subtilis) e fungo micorrizico (Rizhophagus clarus).

Tratamentos CBM NBM AED RBS FA qCO2
(mg kg™ (mgkg”') (ugTTF/g) (mgCO2  (mgkg”) (mg/kg/

dia™) h)
Controle 99,14 a 9,98 a 0,52b 3,57 c 5288a 0,03b
Micorriza 79,81 b 10,17 a 1,08 a 6,07 b 63,68a 0,07 a

Rizobactéria 103,29 a 7,316 b 0,99 a 7,39 a 50,58a 0,07 a

C.V. (%) 15,22 15,95 44,53 20,30 28,20 28,01

*Médias seguidas de mesma letra nao diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade.

A analise de respiracédo basal do solo (RBS) consiste em medir a liberagao
de CO2decorrente da atividade metabdlica do solo de microrganismos e raizes vivas
(MEDEIROS et al., 2019). Nos tratamentos com FMA e rizobactéria houve aumento
da RBS em relagdo ao controle (Tabela 10), confirmando a presenca destes
microrganismos no solo. Observa-se ainda que no tratamento com FMA houve
menor valor da RBS em relagédo ao tratamento com a rizobactéria. Tal fato pode ser
explicado pelo menor periodo de sobrevivéncia dos FMA no solo (KASCHUK;
ALBERTON; HUNGRIA, 2010).

A atividade da enzima desidrogenase no solo retrata a agado oxidativa total
da microbiota, e como € intracelular de baixa atividade, quando esta enzima se
encontra em condicdes livres no solo, pode funcionar como um bom indicador da
atividade microbiana (GARCIA; HERNANDEZ; COSTA, 1997). Ambos os
tratamentos com microrganismos mostraram boa relagdo com a atividade da enzima
desidrogenase (Tabela 10). Ja em relagdo a enzima fosfatase acida, ndo houve

diferenga entre os tratamentos. Ferreira et al. (2018) mencionam em seu estudo com
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Mucuna cinereum utilizando Rizophagus clarus que a atividade das fosfatases
acidas no solo também n&o foi influenciada pela inoculagédo de FMA.

O indice de quociente metabdlico de CO2foi maior nos dois tratamentos com
inoculagdo dos microrganismos (Tabela 10); resultado este semelhante ao
encontrado por Lermen, Mohr e Alberton (2015) em seu estudo com capim-lim&o
utilizando FMA. O qCO:2 é considerado como indicador de estresse microbiano, onde
valores inferiores podem indicar baixo uso de energia e demonstram um ambiente
mais estavel ou mais proximo de seu equilibrio, em contrapartida, valores altos
indicam condigdes de estresse ou perturbagdes (LERMEN; MOHR; ALBERTON,
2015). Segundo Matsuoka (2006) é preciso atentar-se que apenas 15 a 30% da
biomassa microbiana do solo € metabolicamente ativa, o indice de qCOz2 representa
apenas a atividade microbiana em relacdo a todo o C presente da biomassa
microbiana.

Segundo Toétola e Chaer (2002) altas taxas de respiragdo nem sempre
indicam condi¢gdes desejaveis, podendo significar a curto prazo liberagdo de
nutrientes para as plantas e, a longo prazo perda de carbono organico do solo para
a atmosfera. Ja em relacdo ao qCO2 baixas taxas indicam economia na utilizagao
de energia podendo estar relacionado a um ambiente mais estavel ou préximo do
seu estado de equilibrio. E uma alta taxa de respiragdo pode indicar tanto um
disturbio ecolégico, como um alto nivel de produtividade do ecossistema (ISLAM;
WEIL, 2000; TU; RISTAINO; HU, 2006). Segundo Moreira e Siquera (2006) pode
haver variacdo de comportamento da populagdo microbiana de acordo com a
espécie vegetal, até mesmo entre diferentes variedades, em virtude da diferenca
qualitativa e quantitativa dos exsudados liberados. Segundo as caracteristicas
quimicas do solo do presente estudo, o teor de M.O é de 3,5 g/dm> (Tabela 1)
considerado baixo (arenoso) segundo o Instituto Agronémico (IAC), por esta razao o
teor de qCO2 encontra-se elevado e em desequilibrio nos tratamentos com
microrganismos, ja que 0os mesmos, ao serem adicionados, geraram consumo de
M.O.

5.3. Consideragoes Finais

Apés a inoculacdo micorrizica e da rizobactéria, espera-se que as plantas

apresentem maior crescimento vegetal, massa seca da parte aérea e raiz, melhor
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estado nutricional, se tratando principalmente do P, maior produgcdo de metabdlitos
secundarios e outros. Entretanto, essas condi¢cdes ndo foram observadas na grande
maioria dos parametros analisados no presente trabalho. Em outros estudos
utilizando fungos micorrizicos arbusculares, os autores atribuiram a caréncia de
beneficios da inoculagdo a comunidade nativa, ressaltando a necessidade da
presenga dos fungos nativos no solo inoculado com FMA para que possa acontecer
a expressao dos seus possiveis efeitos, destacando a importancia dessa associagao
e a falta de beneficio as plantas em solos que séo esterilizados (SILVA; SIQUEIRA;
STURMER, 2009; TAFFOUO et al., 2014).

Embora a habilidade de diferentes espécies isoladas de FMA em colonizar a
raiz das plantas tenha sido demonstrada experimentalmente em plantas envasadas,
€ visto que nos ecossistemas naturais ou em areas agricolas, o sistema radicular de
uma planta é geralmente colonizado por comunidades mistas de fungos micorrizicos
arbusculares, envolvendo varias espécies (YANG et al, 2010). Essa multipla
inoculagao possibilita que os isolados fungicos atuem em sinergismo, oferecendo
beneficios para a planta hospedeira.

Em relacdo a rizobactéria, os estudos com a utilizacdo de Bacillus subtilis
em outras culturas s&o extensivos, entretanto, em batata doce ainda s&o iniciais.
Pesquisas futuras sdo necessarias para uma melhor compreensao dos mecanismos
de acao da rizobactéria na planta de batata doce e na sua producdo de raizes
tuberosas, tais como capacidade de colonizacao, solubilizagao de nutrientes, dentre
outros, para facilitar seu uso como componente sustentavel na produtividade dessa
cultura. Estudos em batata inglesa (Solanum tuberosum L.) (WU et al., 2013) e
outras diversas hortalicas tuberosas (GUIMARAES et al., 2016) mostram
comunidades diversas de bactérias que habitam sua rizosfera, enfatizando a
importancia de se conhecer melhor o modo de agdo destes microrganismos
benéficos para possibilitar sua aplicagdo ao cultivo sustentavel da batata doce,

Diversas revisdes discutem a interacido entre rizobactérias e micorrizas nos
quesitos promocgéao de crescimento, biofortificagdo e controle biolégico em condigdes
normais (sem estresse) ou em estresse, dentre outros (NADEEM et al., 2014). A
avaliacdo das diferentes metodologias de aplicagdo dos microrganismos, a
associacdo destes com a fertilizacao das plantas e o estudo dos multiplos fatores
atuantes nos diferentes ambientes agricolas é de suma importancia para a obtengao

de resultados positivos da utilizagdo destes microrganismos.
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6. CONCLUSAO

A inoculacao das plantas de batata doce com o fungo micorrizico arbuscular
Rhizophagos clarus promovou aumento no teor de clorofilas, carotenoides e fendis
totais nas folhas; assim como na atividade da enzima desidrogenase e respiragao
basal do solo. Proporcionou aumento na de 25% razao raiz/parte aérea das plantas.
Nao houve efeito deste microrganismo sobre o crescimento da parte area; porém
ocorreu redugao na massa seca de raizes adventicias e tuberosas.

A inoculacdo das plantas de batata-doce com a rizobactéria Bacillus subtilis
proporcionou aumento de 50% na concentracdo de potassio foliar, mas nio resultou
em diferencas tanto na massa seca da parte area e radicular como nos parametros
bioquimicos avaliados, ocorrendo apenas aumento da atividade da enzima

desidrogenase e da respiragao basal do solo.
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