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Resumo

A aplicacdo de microrganismos benéficos as plantas induz diversas modificacdes
morfoanatdmicas que estdo associadas a promocdo de crescimento. O objetivo do
estudo foi avaliar as alterac6es morfoldgicas e anatdmicas induzidas por bioestimulantes
em mudas de acaizeiro (Euterpe oleracea Mart.). Aos cinco meses de idade mudas de
acaizeiro foram inoculadas com Burkholderia pyrrocinia (BRM-32113), Bacillus
subtilis (UFRA-92), Trichoderma asperellum (UFRA T-06, T-09, T-12 e T-52) e um
controle (ndo inoculadas), com cinco repeticdes. Todos bioestimulantes induziram
aumento no incremento morfolégico e anatdbmico favoraveis para a promocdo de
crescimento das mudas avaliadas. Mudas inoculadas com bioestimulantes tiveram
aumento na altura, diametro do coleto, nimero de folhas e indice de robustez. As
alteragdes anatdmicas nas mudas de acaizeiro inoculadas em relacdo ao controle
incluem o aumento da espessura do mesofilo, do limbo, espessura e largura da nervura
foliar, assim como na quantidade e tamanho dos elementos de vasos do metaxilema. Em
comparacdo ao controle, somente o isolado BRM-32113, induziu o aumento do
diametro radicular, cortex e diametro das células do metaxilema nas raizes laterais de
primeira ordem, enquanto que nas raizes laterais de segunda ordem todos isolados
estimularam aumentos no didmetro do cortex radicular. A inoculagdo com
bioestimulantes em mudas de acaizeiro induzem alteracdo morfoldgicas e anatdmicas
atuando sobre o desenvolvimento das mudas e podem aumentar o desempenho

fisiologico e contribuir para a promogéo de crescimento.

Keys words: Rizobactérias, Trichoderma asperellum, Euterpe oleraceae,

Microrganismos, Inoculacéo.



Abstract

The application of beneficial microorganisms to plant induces several
morphoanatomic changes that are associated with growth promotion. The aim of this
study was to evaluate the morphological and anatomical alterations by biostimulants in
acai seedlings (Euterpe oleracea Mart.). At five months age acai seedlings were
inoculated with Burkholderia pyrrocinia (BRM-32113), Bacillus subtilis (UFRA-92),
Trichoderma asperellum (UFRA T-06, T-09, T-12 e T-52) and a control (uninoculated),
with five repetition. All biostimulants induced favorable increase morphological and
anatomical alterations for growth promotion in the evaluated seedlings. Seedlings
inoculated with biostimulants presented higher height, stem diameter, number of leaves
and robustness index. Anatomical changes in relation to control involve increased
mesophyll, limb thickness, leaf vein thickness and width, as wel as the amount size of
metaxylem vessel elements. Compared to the control, only the isolate BRM-32113
induced increase in root diameter, cortex and metaxylem cell diameter in the first order
lateral roots, whereas in the secondary order lateral roots all isolates stimulated
increases in the cortex diameter. The inoculation of biostimulants in acai seedlings
induced morphological and anatomical changes that may improve physiological

performance and contribute the growt promotion.

Keys words: Rhizobacterias, Trichoderma asperellum, Euterpe oleraceae,

Microorganisms, Inoculation.
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1. CONTEXTUALIZACAO

O acaizeiro (Euterpe oleracea Mart.) € uma espécie nativa da Amaz0nia,
pertencente a familia Arecaceae, de grande importancia econémica devido a
versatilidade de produtos obtidos a partir desta palmeira (NOGUEIRA et al., 2005), em
especial a producdo de frutos de acai que vem crescendo, devido 0s beneficios
encontrados nos frutos como fonte de vitaminas e minerais servindo como alimento
funcional e bebida energética na comercializacdo no mercado nacional e internacional
(OLIVEIRA e TAVARES, 2016).

Para suprir o aumento da demanda pelo consumo de acai, a partir da década de
1990 a producdo de frutos passou a ser obtida de acaizais nativos manejados em solos
de varzea e de terra firme com cultivares melhoradas geneticamente pela Embrapa como
a cultivar BRS Pard (OLIVEIRA e TAVARES, 2016). Porém o sucesso da implantacdo
e 0 desenvolvimento de acaizais em areas de terra firme dependem de mudas de

qualidade, homogeéneas, resistentes e/ou tolerantes a estresses bio6ticos e abioticos.

A comissao estadual de sementes e mudas do Para (1997) estabeleceu normas e
padrdes de mudas de acaizeiro com idades de 4 a 6 meses devem apresentar de 40 a 60
cm de altura com crescimento uniforme, possuir no minimo cinco folhas
fisiologicamente ativas com peciolos longos, no qual as folhas mais velhas devem ter
foliolos separados, possuir sistema radicular bem desenvolvido com extremidades

aparadas quando ultrapassar os torrdes, aspecto vigoroso e livre de pragas e doencas.

Umas das alternativas para a producdo de mudas de acgaizeiros vigorosas € a
aplicacdo de microrganismos promotores de crescimento em plantas (MPCPs), que
estimulam modificacbes anatbmicas, fisiologicas e metabdlicas que favorecem o
desenvolvimento vegetal (REGO et al. 2014; CASTRO et al., 2019). Estes
microrganismos atuam por meio de mecanismos como a solubilizacdo de fosfato e
potéssio, producdo de siderd6foros, producdo de fito-hormonios, controle de pragas e
doengas e inducdo de resisténcia sistémica, garantindo assim a promocdo de
crescimento da planta (CIPRIANO et al., 2013; JHA e SARAF, 2015).
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Dentre estes microrganismos, isolados de rizobactérias e do fungo de T.
asperellum, tem se mostrado eficientes nas modificacBes anatbmicas e fisiologicas, que
resultou no incremento de biomassa em diversas espécies vegetais (CARDOSO, 2017;
LOPES, 2017; CASTRO, 2018).

As préticas agricultaveis exercem certa influéncia sobre o corpo vegetal, estudos
das alteragdes morfoanatémicas tém sido empregados em diversos trabalhos como uma
ferramenta de compreensdo dos mecanismos ativados pela planta as condigdes impostas
(SILVA et al, 2005).

A raiz é o primeiro 6rgdo da planta que entra em contato com 0s microrganismos
presentes no solo, a influéncia destes microrganismos pode afetar diretamente no
aumento do calibre radicular, principalmente pelo aumento no tamanho ou em nimero
de camadas de células presentes na epiderme, cortex, cilindro vascular e elementos de
vasos de xilema e floema (REGO et al., 2014).

A inoculacdo com microrganismos promotores de crescimento estimula
alteracGes morfoanatdmicas de forma indireta nas folhas, modificacGes na area foliar,
espessura do mesofilo e densidade estomatica estdo intimamente relacionadas com os
processos fotossintetizantes e acimulo de biomassa, enquanto que area vascular da
folha est4 voltada a absorcdo e translocacdo de nutrientes (LOPES, 2017; WU et al.,
2017).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a promocéo de crescimento e influéncia das
alteracdes morfoanatémicas estimuladas por isolados de rizobactérias de Burkholderia
pyrrocinia (BRM13113) e Bacillus subitillis (R-92) e uma mistura com isolados de
Trichoderma asperellum (UFRA-06, UFRA-09, UFRA-12 e UFRA-52) em mudas de

acaizeiro.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Acaizeiro (Euterpe oleraceae Mart.)

O acaizeiro (Euterpe oleracea Mart.) é uma palmeira nativa da regido amazonica
que possui importancia econémica, social e cultural, devido as inumeras formas de uso
dos produtos oriundos desta palmeira, que pode ser usada no paisagismo, recuperagao
de &reas degradadas, na construgdo rustica, na producdo de papel, na confeccdo de
biojoias e na alimentacdo por meio do consumo do palmito e da polpa dos frutos
(OLIVEIRA et al., 2007).

Geralmente habitando areas de varzeas da regido amazonica, podendo também
ser encontrado em matas de terra firme e igapd6 (GUSMAO et al., 2012). Esta
distribuida geograficamente em maior frequéncia no estado do Para ao longo do estuario
do Rio Amazonas, além de estados do Amapa, Amazonas e Maranhdo e em outros
paises da América do sul como Guiana e Venezuela (MAPA, 2012).

O suco de acai obtido a partir do processamento da polpa dos frutos sdo uma das
principais fontes de alimento das populagdes ribeirinhas da Amazbnia, que tem
conquistado paladares no Brasil e no mundo, sendo consumidos nas grandes capitais
brasileiras em formas de bebida energética, sorvetes, geleias entre outros (OLIVEIRA et
al., 2002). O aumento na demanda por frutos tem garantido grande interesse dos
agricultores em investir no aumento de produtividade em diferentes sistemas de cultivo

seja em monocultivos ou em consorcios com outras espécies (QUEIROZ et al., 2001).

O estado do Pard é o maior produtor de frutos de acai sendo, responsavel por
mais de 65% da producédo nacional, seguido dos estados do Amazonas e Maranhdo com
23 e 08 % respectivamente, a posicdo de destaque no cenario nacional se deve
principalmente as mesorregides do Nordeste paraense e 0 Marajo que juntas produzem
mais de 91 % da producdo estadual de acai (IBGE, 2017).

O estado do Para apresenta boas perspectivas na producdo de acai, devido as
condi¢Bes ambientais favordveis (temperatura, precipitacdo, fotoperiodo, radiacdo entre
outros), com uma vasta extensao territorial de area inundada, além de ser o segundo

estado brasileiro com maior nimero de terras degradadas que podem ser reaproveitadas
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por meio do plantio de acaizeiro voltadas a regeneracdo ambiental e aumento da
producdo (BENTES et al., 2017).

O plantio de agaizeiro em areas desmatadas de terra firme surge com uma boa
alternativa na recuperacdo de areas degradadas, o que reduz a pressdo sobre a
exploragdo em areas de varzea que sdo mais frageis, além disso, os plantios em areas de
terra firme facilitam o escoamento da producdo de forma mais rapida, sem precisar de
transporte fluvial que é mais lento (HOMMA et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2007).

A partir da década de 1990 a producéo de frutos antes praticamente exclusiva do
extrativismo de acaizeiro nativos, passou a ser obtida por meio de acaizais implantados
e manejados em areas de varzea e terra firme, sendo implantados em areas irrigadas e
consorciados com outras espécies, atualmente 80% da producdo do fruto ainda sdo
oriundos do extrativismo, enquanto que o restante da producdo advém de cultivos

manejados em varzea e terra firme (NOGUEIRA et al., 2005).

2.2 Microrganismos Promotores de Crescimento

A aplicagdo com microrganismos promotores de crescimento em plantas é vista
como uma alternativa sustentavel para estimular a formacdo de mudas vigorosas e
resistentes as condicBes adversas, a inoculagdo com estes microrganismos reduz o uso
de insumos quimicos e o crescimento acelerado de mudas diminui o tempo de viveiro
da planta reduzindo os custos de producdo com adubos, irrigacdo e médo de obra
(CASTRO 2018).

A liberacdo de exsudados pelas raizes das plantas estimulam seletivamente o
crescimento da populacdo de microrganismos na rizosfera, aumentando a atividade
microbiana nesta area e regifes adjacentes (5mm da superficie das raizes), gerando

caracteristicas fisico quimicas e bioldgicas diferenciadas ao solo (BALOTA, 2018).

A rizosfera é uma camada fina do solo adjacente as raizes das plantas, com
grande importancia e ativa ao metabolismo vegetal (SAHARAN e NEHRA, 2011).
Nesta regido € possivel encontrar bactérias, fungos, actinomicetos, protozoas e algas,

sendo as bactérias presentes em maior quantidade (VEJAN et al., 2016).
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Além da regido rizosférica, os microrganismos podem ser considerados
endofiticos e habitar os espacos intercelulares das raizes, apesar dos diferentes termos
para esses microrganismos quanto ao seu local de habitacdo, hd microrganismos com a
capacidade de viver em diferentes partes das raizes durante seu ciclo de vida (VESSEY,
2003).

A presencga destes microrganismos na regido radicular garante uma interacao
simbionte, no qual os microrganismos se beneficiam pelo consumo dos exsudados
radiculares liberados, enquanto que as plantas sdo beneficiadas por mecanismos de
promogéo de crescimento induzidos por microrganismos que podem ocorrer de forma
direta ou indireta, caracterizando estes microrganismos como biofertilizantes,
bioestimulantes e biocontroladores (VAN LOON, 2007; SHAYKH et al., 2016).

Muitos estudos tem favorecido o entendimento da interagdo entre
microrganismos e plantas na regido radicular, embora certos isolados possam colonizar
a parte aérea, conforme Zhao et al. (2016) mostraram que isolados bacterianos foram
capazes de ultrapassar barreiras anatémicas radiculares, se transportando via xilema em
direcdo a parte aérea, que por sua vez apresentou diversas modificacdes hormonais que

favoreceram o crescimento da planta hospedeira.

Rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCPs) sdo bactérias de
vida livre no solo e/ou que colonizam a regido da rizosfera, fornecendo diversos
beneficios ao solo e a planta (RAMAKHRISNA et al., 2019). Nos Gltimos anos uma
variedade de espécies rizobactérias foram relatadas como promotoras crescimento em
plantas e testadas em aplicacdes comerciais de sucesso em geral estas bactérias sdo
pertencentes aos géneros de: Alcaligenes, Arthrobacter , Azospirillum, Azotobacter,
Bacillus, Burkholderia, Enterobacter, Klebsiella, Pseudomonas, Rhizobium e Serratia
(SAHARAN e NEHRA, 2011).

RPCPs apresentam diversos mecanismo de promogdo de crecimento para a
planta hospedeira, como fixacdo de nitrogénio, solubilizacdo de fésforo, producéo de
sideroforos, sintese e inducdo de hormonios e metabolitos secundarios, inducdo de
resisténcia (KUNDAN et al, 2013; AHEMAD e KIBRET, 2014), além de amenizar 0s
efeitos do deficti hidrico (CASTRO et al, 2019).
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Os mecanismos de promog¢do em plantas induzidos por bactérias sdo mediados
pelo quorum sense que € a comunicacgdo quimica de grupos de genes que SA0 expressos
a partir de uma determinada concentracdo de celulas bacterianas (PAUNGFOO-
LONHIENNE et al., 2016).

O afrouxamento da parede celular estimulado pela sintese de auxina bacteriana
aumenta a quantidade de exsudados expelidos pela raiz, que sdo fornecidos como
nutrientes para o crescimento e desenvolvimento de bactérias na rizosfera. (AHEMAD e
KIBRET, 2014; GLICK, 2012). Em plantas de cana de agucar, isolados de Burkholderia
spp. foram estimulados a produzir um biofilme composto por expolissacarideos e
proteinas na superficie da raiz a partir da producdo de extratos radiculares
(PAUNGFOO-LONHIENNE et al., 2016).

As RPCPs podem ser utilizadas e aplicadas de diferentes formas como na
microbilizacdo de sementes e explantes em mudas micropropagadas, incorporadas ao
substrato de plantio, tratamento de estacas, tubérculos e raizes, pulverizagdes na parte
aérea incluindo folhagem e frutos, e em pés-colheita (MARIANO et al., 2004).

As rizobactérias pertencem ao grupo de microrganismo mais ultilizado na
promogéo de crescimento em plantas com resultados obtidos em diversas espécies como
em Arabidospsi thaliana (ARGAWAL et al., 2019), Zoysia japonica Steud (ARAUJO,
2019), phaseolus vulgaris L. (BORUAH et al., 2003) e Euterpe oleracea (CASTRO et
al., 2019). Além das RPCPs, algumas espécies de fungos sdo relatados como

promotores de crescimento potenciais como os fungos de Trichoderma aperellum.

Trichoderma asperellum é um fungo de vida livre com ocorréncia mundial,
encontrados em diferentes solos atuando na decomposi¢cdo da matéria orgénica, a
diversidade de espécies de Trichoderma spp. resulta da sua grande potencialidade de
uso deste microrganismo como a promocdo de crescimento de plantas, controle de
pragas e doencas (SARMA et al., 2014) e remediacdo de &reas contaminadas
(HARMAN, 2006).

Os isolados de T. asperellum, sdo atraidos por moléculas de carboidratos

altamente hidratadas que formam uma camada mucilaginosa secretada pelas raizes da
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planta hospedeira, a colonizagdo do fungo, corresponde a habilidade de reconhecimento
e adesdo ao sistema radicular, penetracdo na planta e tolerdncia aos metabdlitos
produzidos pela planta devido a invasdo, no qual o fungo adere a regido radicular
mediada por proteinas como as hidrofobinas (HERMOSA et al., 2012).

A aplicacdo deste fungo na promogdo de crescimento fornece uma série de
beneficios a planta hospedeira, as modificagfes na microflora das raizes, e solubilizacao
de nutrientes por parte destes microrganismos estimula o desenvolvimento das raizes e
aumento de numeros de pelos absorventes, consequentemente aumenta a absorcdo de

nutrientes e o desenvolvimento vegetal (HARMAN, 2006).

A maioria dos estudos com Trichoderma spp. sdo relacionados com a
capacidade destes fungos no biocontrole de doencas, porém recentemente trabalhos tém
sido focados na promocdo de crescimento de plantas a partir do bioestimulo de fito-
hormonios e da solubilizagédo de nutrientes (ZHAO e ZHANG, 2015).

Em mudas de arroz infectadas com Monographella albescens a aplicacdo de
Trichoderma asperellum promoveu crescimento de plantas de arroz, reduziu a &rea de
lesdo da doenca nas folhas e consequentemente amenizou os efeitos negativos no
aparato fotossintético, a partir de mudancas nas trocas gasosas, fluorescéncia, contetdo

de clorofila e atividade de enzimas de estresse oxidativo (BUENO et al., 2017).

Isolados de T. asperellum foram eficientes no biocontrole da queima da bainha
em arroz causada pelo fungo de Rhizoctonia solani, além disso, quatro isolados de T.
asperellum (UFRA-06, UFRA-09, UFRA-12 e UFRA-52), induziram no aumento da
area e bimassa radicular, o que comprova o potencial destes fungos na promogdo de
crescimento e biocontrole de doencas, para servir como novos bioinoculantes no

aumento da produtividade na agricultura (SILVA et al., 2012).

Em microestacas de Eucalyptus sp, isolados de Trichoderma spp. estimularam
no aumento no enraizamento, assim como a maior taxa de sobrevivéncia de estaca a

partir do biocontrole de estacas infestadas por Botrytis cinerea. (FORTES et al., 2007).
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2.3. Mecanismos de promogao de crescimento
A capacidade de fixar nitrogénio atmosférico € uma caracteristica especifica

de organismos procariotos, algumas RPCPs sdo capazes de fixar nitrogénio, além de
solubizar foésforo e potassio, resultando no aumento da disponibilidade de nutrientes na
regido da rizosfera e impedindo a perda por lixiviagdo destes nutrientes
(BHATTACHARYYA et al., 2012; VEJAN et al., 2016). Em plantas de brachiaria
testadas por Lopes et al. (2018), e agaizeiro por Castro et al. (2019) a inoculagdo com
isolados bacterianos, estimularam aumentos na concentragdo de nitrogenio na regido
radicular, o que pode contribuir para 0 maior eficiéncia de absorcdo destes nutrientes

pela planta.

Microrganismos possuem papel essencial na ciclagem de nutrientes, a
solubilizagdo de nutrientes encontrados em formas indisponiveis no solo é vista como
um dos mecanismos de promoc¢do de crescimento induzidos por microrganismos,
macronutrientes como fosforo e potassio sdo bastante relatados na literatura e podem
contribuir diretamente com o aspecto nutricional e desenvolvimento da planta
(RODRIGUEZ e FRAGA, 1999; MEENA et al., 2014).

O fésforo € um macronutriente essencial para o desenvolvimento das plantas,
atuando nos processos fisioldgicos e no metabolismo vegetal, com grande influencia no
desenvolvimento meristematico e crescimento inicial de raizes e maturagdo das plantas.
A solubilizacdo de fosforo ocorre pela reducdo do ph do solo , a partir da formacéo de
acidos organicos produzida pela atividade microbiana e mineralizacdo destes acidos por
meio de fosfatases (SHARMA et al., 2011).

Aproximadamente 90 a 98% do potassio no solo é encontrado sob forma
indisponivel a partir de rochas como biotita, mica e feldspato, microrganismos presentes
no solo excretam &cidos orgénico ou polissacarideos, a acidificacdo das células
microbianas e regides adjacentes sdo capazes de remover 0 potassio de rochas e
minerais garantindo a disponibilidade de potassio (MEENA et al. 2014; SINDDU et al.
2016).

Microrganismos sdo capazes de produzir sideréforos, que sdo quelatos de ferro

com baixo peso molecular, que podem também formar complexos estaveis com zinco e
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cromo, 0 que favorece a absor¢cdo de micronutrientes pelas plantas e aumenta a
tolerancia por toxidez de metais pesados (AHEMAD e KIBRET, 2014). Em plantas de
Arabidopsis thaliana, um isolado de Burkholderia phytofirmans testado foi responsavel
pela producdo de sider6foros e acimulo de micronutrientes como zinco, cobre e ferro,
(ZHAO et al., 2016).

A producdo de fito-hormonios pode ser induzida por meio da acdo de
microrganismos, no qual estes compostos podem promover crescimento das células das
raizes, devido ao aumento de raizes laterais e pelos radiculares, aumentando a absorcao
de agua e nutrientes (SURESHBABU et al., 2016; GOUDA et al., 2018).

Hormdnios sdo compostos que alteram o metabolismo vegetal mesmo em
baixas concentracdes, sdo produzidos em diferentes partes da planta e possuem
diferentes funcbes como o crescimento vegetal e producdo de frutos, cada resposta
fisioldgica da planta é resultante da atuagdo conjunta de diversos fitohorménios, dentre
estes 0s maiores grupos hormonais sdo: auxina, giberilina, citocianina, etileno e acido
abscisico (SAHARAN e NEHRA, 2011).

A producdo de horménios no tecido vegetal envolve uma série de modificacdes
fisiologicas nas plantas como a capacidade de enraizamento, crescimento apical,
germinacdo de sementes, amadurecimento entre outros, porém as interacbes hormonais
especificas dentro da planta ainda ndo apresentam um detalhamento adequado para uma
aplicabilidade direta no campo (TAIZ e ZEIGER, 2013), certos isolados de
microrganismos possuem a capacidade de produzir diversos tipos de hormonios, agindo
como bioestimulantes na promogéo de crescimento da planta hospedeira (REDDY,
2013).

Rizobactérias sdo capazes de atuar sobre os processos fisiologicos da planta
alterando o seu teor de auxina, estimulando o aumento do comprimento e a area de
superficie das raizes, permitem que a planta possa expandir suas raizes a novos acessos
de nutrientes do solo (AHEMAD e KIBRET, 2014). A exsudagdo de auxinas e outros
metabdlitos por meio de fungos de Trichoderma spp. estimulam a elongacéo radicular,

formacéo de raizes laterais e absorcéo de nutrientes (VERGARA et al., 2018).
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A producdo de auxinas reflete na formacéo de primoérdios de raizes laterais, a
partir do periciclo (VERBO e LIBERMAN, 2016). Em plantas de Arabidopsis thaliana,
rizobacterias induziram na ativacdo de genes de expressdo que alteram a sensibilidade
de raizes a presenca de auxinas, além de estimular modificacGes no xilema radicular
(AGARWAL et al., 2019).

Hibridos de plantas de cereja apresentaram aumento nos teores de AIA e GA3
em folhas e raizes quando inoculados com o isolado T-22 de Trichoderma harzianum, a
producédo destes fitohormonios pode ser vista como um dos mecanismos direto de

promogéo de crescimento (SOFO et al,. 2011).

Algumas bactérias regulam o teor de ACC (1-aminociclopropane-1-carboxilic
acid) que é um precursor imediato do etileno, por consequéncia a concentracdo de
etileno em niveis adequados, favorecem o desenvolvimento da planta (RUZZI e
AROCA, 2015). A producdo de etileno e outros fito-horménios como os &cidos
jasmonico e salicilicos induzidos a partir de microrganismos contribuem no sistema de
defesa da planta, dificultando o crescimento de outros microrganismos na regido da
rizosfera (VERBO e LIBERMAN, 2016).

Em A. thaliana o efeito da inoculagdo com isolado de B. phytofirmans, induziu o
aumento no comprimento radicular e formacdo de raizes laterais, mediado pela
producdo de ACC que atua na formacdo de raizes laterais e de auxina e giberilina
responsaveis pelo crescimento vegetal, além de alteracBes anatdmicas representadas
pelo aumento no tamanho das células da medula caulinar, resultaram na promocéo de
crescimento (ZAHO et al., 2016).

O biocontrole de doencas € mais um dos mecanismos aplicados por estes
microrganismos, consistindo na inducdo de resisténcia sistémica (IRS), producdo de
antibioticos e competicdo. Rizobactérias estimulam uma série de respostas de defesa na
planta, simulando um ataque por organismos patogénicos, antibidticos produzidos
compdem um conjunto de compostos que impedem a entrada de patdgenos e seu
crescimento (SAHARAN e NEHRA, 2011).
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Em estudos abordando o biocontrole de doengas, Sarma et al. (2014) mostram
que fungos de Trichoderma spp. sdo capazes de ativar genes sinalizadores de defesa,
para a producdo de compostos como os hormoénios e metabolitos secundario, alem de

suprimir o crescimento do patogeno.

Estes mecanismos estimulam um conjunto de alteracGes anatdbmicas e
morfoldgicas que favorecem a promocéo de crescimento em plantas (Luis et al., 2010),
atribuidas a melhoria do aparato fotossintético, absor¢do de nutriente, tolerancia a
estresses abi6ticos entre outros (REGO et al., 2014; PAUNGFOO-LONHIENNE et al.,
2016; PARADISO, et al., 2017).

2.4. Morfologia e Anatomia Vegetal

O sistema radicular tem como funcéo a fixacdo da planta no solo, absorcéo de
agua e sais minerais e armazenamento de substancias de reserva energética como o
amido, o crescimento e direcionamento das raizes se da pela disponibilidade de agua e
nutrientes na rizosfera, para que ocorra uma absorcdo efetiva de nutrientes o solo deve
estar em contato com uma maior area de superficie de raizes, que é maximizado pela
emisséo de pelos radiculares (HARTHMANN et al., 2010; SANTOS e CARLESSO,
1998).

O sistema radicular fasciculado compreendendo muitas raizes adventicias
(CUTTER, 2002). Aléem disso, a estrutura interna da raiz no estagio priméario de
crescimento apresenta trés regides de tecido: A epiderme, o cortex e o cilindro vascular
(RAVEN et al. 2001).

A associacdo simbidtica entre plantas de cana de acUcar e isolados de
Burkholderia spp. estimularam o aumento na espessura radicular resultante de camadas
adicionais de células presentes no cortex e aumento de aerénquima (PAUNGFOO-
LONHIENNE et al., 2016). Estudos em Arabidopsis thaliana, rizobactérias foram
capazes de modular o crescimento e diferenciacdo de raizes primarias que influenciou
diretamento no desenvolvimento de raizes laterais e na arquitetura radicular (VERBO e
LIBERMAN, 2016).

Na raiz a epiderme geralmente é uniestratificada, com a presenca de cuticula,

algumas células da epiderme se diferenciam em pelos radiculares com a funcdo de
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absorcdo de agua e nutrientes (APPEZZATO DA GLORIA e HAYASHI, 2013). O
aumento do numero de células corticais ao redor do eixo radial aumenta o nimero de
células formadoras de pelos radiculares, células epidérmicas sobrepostas a duas células
corticais (VERBO e LIBERMAN, 2016).

O cortex na raiz € um tecido formado por varias camadas parenquimaticas,
presente entre a epiderme e o cilindro vascular, o cortex forma duas camadas de células
esclerotizadas, uma mais externa em direcdo a epiderme, denominada de exoderme e
outra mais interna em dire¢do ao cilindro vascular chamada de endoderme, ambas as
camadas de células uni estratificadas com a funcéo de formar uma barreira apoplastica a
entrada de substancias e patogenos (CASTRO, 2009).

Em plantas de arroz a inoculacdo com rizobactérias estimulou o espessamento
do cortex e da exoderme, que podem conferir a planta 0 maior acimulo de nutrientes
como potassio, calcio e magnésio, além da menor perda de agua e maior resisténcia as
condigdes de estresses (REGO et al., 2014).

Segundo Appezzato da Gloria e Hayashi (2013), a regido do cértex pode
apresentar aerénquimas muitos desenvolvidos entre os espacos intercelulares em plantas
de locais alagados, estes espacos de aerénquima foram observados no cortex de raizes
de mudas de acaizeiro, isto deve ocorrer devido a uma adaptacdo desta espécie que é

bastante encontrada em areas de varzeas e por exigir grande demanda por agua.

A regido central ocupada nas raizes corresponde ao cilindro vascular, formado
por um sistema vascular associado com parénquima, que é delimitado pelo cértex, este
tecido é rodeado por uma camada de células mono ou multiestratificada denominada de
periciclo responsavel pela formacdo de raizes laterais, por ultimo o periciclo é
envolvido por uma endoderme que corresponde a uma camada de células (ESAU,
1959).

Nas monocotiledéneas o sistema vascular é formado exclusivamente de xilema e
floema primario e periciclo, o xilema é um tecido transportes de agua e nutrientes,
armazenamento de substancias e sustentacdo da planta, o xilema primario se distingue
em duas fases de desenvolvimento a primeira é o protoxilema formado por células

condutoras com paredes secundarias precocemente lignificadas, enquanto que o
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metaxilema sdo células com paredes secundarias lignificadas mais tardiamente, o que
permite o0 seu maior crescimento, desta forma células de metaxilema apresentam
tamanho do que o protoxilema (APPEZZATO DA GLORIA HAYASHI, 2013).

Em plantas de arroz testadas por Régo et al. (2014) a inoculagdo com
microrganismos promoveu o0 aumento no diametro dos elementos de vasos de

metaxilema que esta associado com o aumento da condutividade hidraulica.

Para Ryan et al. (2016), a condutancia hidraulica fornece certo entendimento
acerca da absor¢éo de agua nas raizes e suas variagdes na condutancia ao longo e dentro
das raizes, ocorrendo de formas distintas para os diferentes tipos de raizes resultante de
um complexos de sinais que sdo coordenados por diversos fatores como a estrutura da

parede celular, regulagdo de fito-horménios e proteinas transportadoras.

Segundo Paula (1975), o cilindro vascular de raizes de acaizeiro é bem
caracteristico, com células do protoxilema alternadas com corddes de floema, o
metaxilema cresce a partir do protoxilema, e se distribui obedecendo a uma orientagéo
circular com células de maiores diametros, na parte central do cilindro vascular ocorre a

presenca de células fibrosas mucilaginosas e taniferas.

A inoculagdo com biopromotores (Rizobactérias e isolados de Trichoderma
asperellum) apresentaram modificacdes morfoanatémicas e bioquimicas em raizes de
mudas de arroz garantindo maior absorcdo, resisténcia ao estresse hidrico e
impedimento mecénico de patdgenos (REGO et al 2014). Mudancgas morfoanatdmicas
em folhas e raizes foram observadas também em mudas de alface tratadas com RPCP,

assim como a promogao de crescimento (CARDOSO 2017).

O mesofilo ¢ um tecido formado por camadas de células presentes entre as
epidermes adaxial e abaxial, o mesofilo pode apresentar duas camadas de células com

caracteristicas distintas: Os parénquimas palicadico e lacunoso (ESAU, 1959).

O parénquima palicadico é um tipo de tecido formado por uma ou mais camadas
de células alongadas, ricas em cloroplastos e orientadas junto a face adaxial da folha, o
que permite a maior absorcao de luz e a grande eficiéncia fotossintética deste tecido nas

folhas, enquanto que o parénguima lacunoso é formado por células de formato irregular,
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presentes junto a face abaxial, com grandes espagos intercelulares, estes espacgos sao de

grande importancia para as reacdes de trocas gasosas no mesofilo (CASTRO, 2009).

Segundo Henderson (2006), as camadas do mesofilo em palmeiras raramente sao
diferenciadas em parénquimas pali¢adico e lacunosos. Em folhas de Eleais guinnenses
(Jacg.) o mesofilo € formado por parénquima clorofiliano, com poucos espagos
intercelulares com quatro camadas de células de formato isodiamétrico (LUIS, 2010)
estas caracteristicas podem ser observadas em cortes anatémicos de folhas em mudas de

acaizeiro descritas por Paula, (1975).

O espessamento do limbo foliar e do parénquima palicadico estimulou aumento
na taxa fotossintética em mudas de Phaseolus vulgaris inoculadas com isolados de
Pseudomonas fluosescens, o que pode ter contribuido para o acimulo de biomassa,
visto que o aumento da taxa fotossintética esta diretamente ligado a producdo de foto
assimilados (BORUAH et al., 2003).

Nas folhas, os feixes vasculares correspondem a regido da nervura, 0 conjunto
de nervuras é denominado de venacdo e nas monocotileddneas estas nervuras encontram
se organizadas de forma paralela (CASTRO, 2009). Os feixes vasculares em palmeiras
geralmente estdo envolvidos por uma camada de células escleroticas, com a funcéo de
protecédo do sistema vascular (HENDERSON, 2006).
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ALTERACOES MORFO-ANATOMICAS INDUZIDAS POR
BIOESTIMULANTES ESTAO ASSOCIADAS A PROMOCAO DE
CRESCIMENTO EM MUDAS DE ACAIZEIRO.

RESUMO

A aplicacdo de microrganismos benéficos as plantas induz diversas modificacdes
morfoanatdmicas que estdo associadas & promocdo de crescimento. O objetivo do
estudo foi avaliar as alterag6es morfoldgicas e anatdmicas induzidas por bioestimulantes
em mudas de acaizeiro (Euterpe oleracea Mart.). Aos cinco meses de idade. Mudas de
acaizeiro foram inoculadas com Burkholderia pyrrocinia (BRM-32113), Bacillus
subtilis (UFRA-92), Trichoderma asperellum (UFRA T-06, T-09, T-12 e T-52) e um
controle (ndo inoculadas), com cinco repeticées. Todos bioestimulantes induziram o
aumento no incremento morfologico e anatémico favoraveis para a promocdo de
crescimento nas mudas de avaliadas. Mudas inoculadas com bioestimulantes tiveram
aumento na altura, didmetro do coleto, numero de folhas e indice de robustez. As
alteracGes anatdbmicas nas mudas de acaizeiro inoculadas em relacdo ao controle
envolvem aumento na espessura do mesofilo, do limbo, espessura e largura da nervura
foliar, assim como na quantidade e tamanho dos elementos de vasos do metaxilema. Em
comparagdo ao controle, somente o isolado BRM-32113, induziu o aumento do
didmetro radicular, cortex e didmetro das células do metaxilema nas raizes laterais
primarias, enquanto que nas raizes laterais secundarias todos isolados estimularam
aumentos no diametro radicular. A inoculacdo com bioestimulantes em mudas de
acaizeiro induzem alteracdo morfolégicas e anatdbmicas atuando sobre o
desenvolvimento das mudas e podem aumentar o desempenho fisiolégico e contribuir

para a promogao de crescimento.

Palavras chaves: Rizobactérias, Trichoderma asperellum, Euterpe oleraceae,

Microrganismos, Anatomia, Inoculagéo.
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INTRODUCAO

O crescimento dos plantios de acaizeiro tem crescido nas ultimas décadas,
impulsionando pela demanda de mercado nacional e internacional, tanto na forma de suco,
polpa e produtos, alem disso é esperado o aumento dessa producdo principalmente em areas
de terra firme (IBGE, 2017; OLIVEIRA e TAVARES, 2016).

Os principais limitantes do plantio de acaizeiro em terra firme concentram se nos
primeiros anos de plantio, no qual a planta inicia o processo de adaptacdo e necessita de
superar as condicdes edafoclimaticas como barreiras do solo, deficiéncia hidrica, altas
temperaturas, pragas e doengas (OLIVEIRA e TAVARES, 2016; SILVESTRE et al, 2016).
Durante a fase inicial de crescimento em campo € necessario 0 uso de mudas robustas que
apresentem caracteristicas de acordo com as recomendac@es da comissdo de mudas do estado
do Para de 1997 e desenvolvimento radicular que permitem a melhor adaptacao e crescimento

e menores taxa de mortalidade.

O maior crescimento de mudas de acaizeiro foi obtido pelo uso de microrganismos
como bactérias do género de Burkholderia que promoveram o aumento do crescimento e
biomassa radicular e da parte aérea, além de induzir a precocidade (CASTRO, 2019). Por
outro lado, essas mesmas bactérias aumentam a tolerancia de mudas de acaizeiro ao estresse

hidrico.

Véarios mecanismos sdo estudados para explicar o aumento de biomassa em plantas
inoculadas com os microrganismos promotores de crescimento como as alteragcdes hormonais
(AGARWAL et al., 2019), solubilizacdo de nutrientes (CASTRO et al., 2019), aumento na
performance fotossintética nas fases fotoquimica e bioquimica (NASCENTE et al., 2017),
entretanto sdo escassos 0s estudos relacionados as alteracbes morfoanatomicas de

crescimento.

Em mudas de seringueira foi observado modificagdes no tecido vascular, com o
aumento do numero celulas de xilema, afetando positivamente sobre a conducéo hidraulica de
nutrientes (Diniz et al., 2010). Mudancas anatdmicas induzidas por Rhizophagus irregulares
em populos x canadensis influenciaram diretamente no desenvolvimento fisiologico da planta
(Wu etal., 2017).
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Isolados de rizobactérias e de fungos como o Trichoderma asperellum, tem sido
eficiente nas modificacdes metabolicas, fisiologicas e anatdmicas resultando no incremento de
biomassa em diversas espécies vegetais (Paradiso et al., 2017; Régo et al., 2014). Logo este
trabalho parte da hip6tese de que os isolados de rizobactérias (B. pyrrocinia e B. subtilis) e o
mix de isolados de T. asperellum (T-06, T-09, T-12 e T-52), estimulam modificacGes

anatémicas capazes de contribuir na promocao de crescimento em mudas de acaizeiro.

O objetivo deste trabalho foi avaliar as alteracbes anatdbmicas associadas ao
crescimento de mudas de acaizeiro (Euterpe oleracea Mart.) inoculadas com rizobactérias e
T. asperellum (T-06, T-09, T-12 e T-52).

MATERIAL E METODOS

Material vegetal
Sementes de agaizeiro da cultivar pai d” égua foram semeadas em bandejas de pléastico

contendo 2,5 L de substrato composto de fibra de coco triturada (Golden mix). Aos 60 dias
apos a germinacdo, as plantulas em estagio de muda palito apresentaram duas folhas
expandidas e altura proxima de 13 cm, foram transplantadas para sacos de plastico (15 x 25
cm, comprimento x altura) contendo substrato composto de 60% de latossolo e 40% de cama

de aviario curtida.

Inoculacdo com microrganismos
Os microrganismos foram cultivados no laboratério de protecdo de plantas (LPP) da

Universidade Federal Rural da Amazénia (UFRA), dentre estes microrganismos foram
testados dois isolado de rizobactérias B. pyrrocinia (BRM-32113), B. subtilis (UFRA-92) e
uma mistura de quatro isolados do fungo T. asperellum (T-06, T-09, T-12 e T52).

As rizobactérias foram cultivadas em placas de petri em meio solidificado de 523 de
Kado & Heskett (1970), durante 48 horas com temperatura média de 28 °C conforme
recomendacdes (Filippi et al., 2011). Apds isso, foi feita uma suspensdo bacteriana ajustada
em espectrofotbmetro, cuja concentragdo foi ajustada de acordo com a correlagdo entre a
densidade 6tica e o niumero de unidades formadoras de colénias (U.F.C./ml) para 0,2 Abs.

(540 nm), o que corresponde a aproximadamente a 108 u.f.c./ml (Mafia et al., 2009).

Os quatro isolados do fungo T. asperellum (UFRA T-06, T-09, T-12 e T-52) foram
cultivados em meio de cultura BDA (batata-dextrose-Agar) incubadas durante cinco dias a 28
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°C, posteriormente foi preparado de cada isolado uma suspensdo na concentragdo de 108

conidios/ml e misturadas na mesma proporc¢ao (Rego et al., 2014).

Para a inoculacdo, as raizes das mudas de acaizeiro (c.v pai d’égua) com cinco meses
de idade, foram imersas durante 30 minutos nas suspensodes, e posteriormente foram plantadas
em sacos de polietileno (15 x 25, diametro x altura) contendo substrato, nos dois primeiros

meses foi feito uma rega com 100 ml de suspensdo de microrganismos.

O experimento foi instalado durante os meses de junho a dezembro de 2018, em
viveiro pertencente a Universidade Federal Rural da Amazo6nia (UFRA campus Belém-PA),
(1°27° 197 S; 48° 26° 19” W), com temperatura média do ar de 32 + 2°C, umidade relativa de
75 + 5%, DPV do ar igual a 20,2 kPa e 800 = 100 pmol m? s ! de radiacdo incidente.

Morfometria
Mudas de acaizeiro com cinco meses de idade foram avaliadas quanto aos seus

parametros morfométricos, o nimero de folhas foi contabilizado em cada planta, a altura (AP)
foi medida entre a base inferior do caule até o &pice da folha mais longa, o didmetro do coleto
(DC) foi mensurado com auxilio de um paquimetro digital e a partir destas duas variaveis foi
calculado o indice de robustez (IR), conforme pode ser observado na equacdo. IR= AP/DC
(Benicasa, 1988).

Biomassa
Amostras de folhas e raizes de mudas de acaizeiro foram levadas em estufas a 65 °C

durante 48 horas, ap0s a secagem as amostras foram pesadas em balanca analitica de preciséo
(Benicasa, 1988)

Anatomia
Foram selecionadas amostras vegetais de folhas e raizes, onde de cada planta foi

coletada a raiz adventicia de maior comprimento com a presenca de raizes laterais de primeira
e segunda ordem. Foi realizado um corte no intermédio da segunda folha mais desenvolvida.
Os materiais coletados foram fixados em F.A.A 70 (formaldeido 37%, acido acético glacial e
etanol 70%) na proporcéao de 1:1:18 durante 72 horas e posteriormente conservados em alcool
70% (Johansen, 1940).

O preparo de laminas histoldgicas se deu por meio de cortes transversais manuais das

amostras, com auxilio de lamina de aco, as secgOes foliares, foram clarificadas com
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hipoclorito de sédio (NaCIO) comercial 50% por dois minutos, lavadas em agua e coradas
com azul de toluidina 33% e as sec¢Oes radiculares com fucsina 1% (Nascimento e Potiguara,
1999).

As fotomicrografias foram obtidas a partir de um microscépio Optico com camera
acoplada digital, de modo a realizar fotografia das imagens. Os parametros anatémicos
observados foram medidos pelo programa Image J, calibrado com régua microscépica para o
mesmo aumento das fotografias (Pereira et al., 2008). Os parametros mensurados nas folhas
foram: area do feixe vascular da nervura central (AVF), Espessura da nervura (EN), Largura
da nervura, Espessura do limbo (EL), Espessura do mesofilo (EM) e Espessura da epiderme
(EE). Os parametros mensurados em raizes adventicias e laterais foram: diametro médio da
raiz (DMR), diametro do cortex (DC), espessura da exoderme (EE), didmetro do cilindro
vascular (DCV), didmetro de elementos de vasos do metaxilema (DM), nimero de elementos

de vaso do metaxilema (NM) e nimero de grupos de floema (FL).

Outra parte das amostras vegetais ja fixadas foram desidratadas em série alcodlica
crescente (50, 70, 90 e 100%), levadas a cAmara de CPD (Critical point dryer), a fim de
realizar a secagem das amostras e quando secas, foram montados em porta-amostras (stubs),
no qual o material foi colado com uma fita de carbono de dupla face, por fim as amostras
foram cobertas com um fina camada de ouro e visualizadas em microscopio eletrénico de
varredura (MEV) (Nascimento & Potiguara 1999; Larraburu et al., 2010; Régo et al., 2014).

Andlise estatistica
O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado com quatro

tratamentos (Controle, B. pyrrocinia e B. subtilis. e mistura de T. asperellum) e cinco
repeticdes, os dados foram submetidos a andlise de varidncia e as medias das varidveis
morfométricas foram comparadas pelo teste de Duncan (p<0,05), enquanto que para as
variaveis anatbmicas foram comparados pelo teste de Scoot-Knott (p<0,05), com auxilio da

linguagem R (R core team, 2017).

RESULTADOS

Biometria e Biomassa
Todos os isolados promoveram crescimento em mudas de agaizeiro, em relacdo ao

controle (Figura 1). Com incrementos variando entre 64 e 90% em altura, 32 a 36% em

numero de folhas, 44 a 63% em diametro do coleto, 10 a 21% no indice de robustez, 114 a
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159% na matéria seca da parte aérea e 144 a 194% na matéria seca da raiz em relagcdo ao

controle (Tabela 1).

Anatomia
As modificagOes radiculares de mudas de agaizeiro inoculadas com rizobacterias e T.

asperellum iniciaram em tamanho e numero de tecidos nas raizes laterais de primeira ordem
(Figuras 2 e 3). Nas raizes laterais de primeira ordem o isolado BRM 32113- B. pyrrocinia
induziu desenvolvimento em 12% na espessura do didametro da raiz, em 22% na espessura do
cortex, 15% no didmetro dos elementos de vaso do metaxilema (figura 4). Os demais
microrganismos testados estimularam a espessura da exoderme (figura 5) entre 21 e 42% em

comparacgao ao controle (Tabela 2).

As raizes laterais de segunda ordem foram estimuladas por todos os isolados de
rizobactérias, que resultou em aumento em 10% e 20% no didmetro e no cértex (figura 6),
respectivamente, em relacdo ao controle. Os demais parametros ndo diferiram entre 0s

tratamentos (Tabela 3).

Modificagbes morfoanatdmicas também foram encontradas em folhas de mudas de
acaizeiro inoculadas com biopromotores (Figuras 7 e 8). A espessura do limbo apresentou um
incremento variando entre 10 e 16%, a espessura do mesofilo entre 08 e 16%, a espessura da
nervura entre 26 e 30%, a largura da nervura entre 36 e 51%, comparada ao controle. O
isolado de B. subtilis estimulou 0 aumento no didmetro de elementos de vasos do metaxilema
em 29%. T. asperellum (UFRA T06, T-09, T-12 e T-52) estimulou em 122% a area vascular
da folha e 0 maior nimero de elementos de vaso do metaxilema (figura 9) (Tabela 4).

DISCUSSAO

Promocéao de crescimento
Os microrganismos promotores do crescimento vegetal tem sido registrado em varias

espécies como arroz (Régo et al., 2014), palma de éleo (Om et al., 2009) e acaizeiro (Castro et
al., 2019) e os estudos tem focado no aumento em biomassa radicular, foliar, (Gupta et al.,
2015) melhoria da performance fisiologica e nutricional Nascente et al., 2016). O presente
estudo relata pela primeira vez as alteragdes morfoldgicas e anatdbmicas associadas a
promocdo de crescimento em mudas de acaizeiro inoculadas com rizobactérias (BRM-32113
e UFRA-92) e T. asperellum. (UFRA-T06, T09, T12 e T52).
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Todos os isolados de rizobactérias e T. asperellum estimularam o crescimento
radicular e da parte aérea de mudas de acgaizeiro no presente estudo. Plantas inoculadas com
esses microrganismos aumentaram em altura, numero de folhas, didmetro, robustez e
biomassa, 0 que permite a formacdo de mudas mais vigorosas e resistentes as condi¢des
adversas de campo. O acumulo de biomassa pode estar associado a diversos mecanismos de
promocdo de crescimento, como o estimulo na biossintese de fito-horménios, fixacdo de
nitrogénio e solubilizacdo de fosforo, enxofre, ferro e cobre (Van loon, 2007; Reddy, 2013;
Gupta et al., 2015).

Os microrganismos testados neste trabalho foram descritos em trabalhos anteriores
como promotores de crescimento, devido os seus diferentes mecanismos de agdo, BRM-
32113 foi descrita como produtor de sideroforos, enquanto que todos os isolados de T.
asperellum (UFRA T-06, T-09, T-12 e T-52), sdo produtores de enzimas solubilizadoras de
fosfato, com destaque para os isolados T-12 e T-52 que também sdo produtores de auxina
(Régo et al., 2014).

Anatomia radicular
Raizes laterais apresentaram diferencas anatdmicas induzidas pela inoculagdo com

microrganismos, enquanto que raizes adventicias ndo mostraram alteragcdes anatdmicas. Isto
pode ter ocorrido visto que as raizes adventicias se encontravam formadas antes da inoculacédo

que por sua vez influenciou diretamente na formacéo e desenvolvimento de raizes laterais.

No presente estudo, BRM-32113 estimulou o aumento do didmetro de raizes laterais
de primeira ordem, que pode ser resultante, principalmente, pelo incremento na espessura do
cortex, da exoderme e no didmetro do metaxilema. Consequentemente, o diametro das raizes,
espessura do cortex e das raizes fornecem maior sustentacdo a planta e fixacdo das plantas ao
solo, enquanto que o didmetro do metaxilema pode auxiliar na maior conducgdo de &gua e sais
minerais, juntamente com a maior concentracdo de pelos radiculares que sdo responsaveis
pela absorcdo de agua e ions do solo para a planta, e a espessura da exoderme contribui na
resisténcia a entrada de patdgenos e maiores acumulos de substancias de reservas (Castro et
al., 2009).

O maior diametro dos elementos de vaso do metaxilema em raizes laterais de primeira
ordem influenciou diretamente o acimulo de biomassa radicular nas plantas inoculadas com

BRM-32113. O aumento da area ocupada pelas células do metaxilema aumenta a capacidade
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de conducdo de agua e nutrientes, através da menor a resisténcia ao fluxo de &dgua (Pereira et
al., 2008) e manutencdo da condutividade hidraulica (Ribeiro et al., 2015). Esses beneficios
podem estar associados a maior tolerancia das plantas ao déficit hidrico, como observado em
mudas de acaizeiro inoculadas com rizobactérias, onde a maior absor¢éo e eficiéncia do uso

da &gua contribuiram para aliviar os efeitos da seca (Castro et al., 2019).

Sob condicbes de déficit hidrico, a inoculacdo com Azospirilum brasileiensis
favoreceu ajustamento hidrico, a partir do aumento dos elementos de vasos do metaxilema e
amenizou os efeitos negativos do estresse hidrico no crescimento vegetal em plantas de trigo
(Pereyra et al., 2012) e tomate (Romero et al., 2014).

A exoderme é uma camada de células esclerenquimatica que funciona como uma
barreira apopléstica entre o cortex e a epiderme (Castro, 2009). No presente estudo, todos 0s
isolados de microrganismos proporcionaram ganhos na espessura da exoderme de raizes
laterais de primarias, o que pode reduzir a perda de ions da raiz para a solucdo do solo e
consequentemente contribuir para a maior absorcdo de agua e o acimulo de nutrientes, além
de também garantir maior sustentacdo para a planta (Enstone et al., 2003). Outros beneficios
relacionados ao maior espessamento da exoderme envolvem a mitigacdo do estresse por
metais pesados, como observado em plantas de Echinodorus grandiflorus (Cham. e Schultdl.)

cultivadas em solo contaminado com chumbo (Ribeiro et al., 2015).

A inoculagdo com microrganismos nas mudas de acaizeiro estimulou o aumento na
espessura do cortex em raizes laterais de segunda ordem, que pode ser resultante do maior
numero de camadas ou maior tamanho de celulas do cortex, o que contribuiu diretamente para
0 desenvolvimento no calibre radicular, maior sustentacdo vegetal e acimulo de amido

(Appezzato-da-Gloria e Hayashi, 2013).

Anatomia foliar

Mudas inoculadas com T. asperellum, induziram aumento na area vascular da nervura
foliar das mudas de acaizeiro, que pode influenciar na melhoria do transporte de agua e
solutos no xilema, assim como maior absor¢do e translocacdo de produtos da fotossintese no
floema (Menezes et al, 2013). Resultados com mudas de Populos canadensis inoculadas com
microrganismos, a maior area vascular da nervura da folha foi correlacionada positivamente
com aumentos na fotossintese, contetdo relativo de dgua e o acumulo de nutrientes, como 0

carbono e nitrogénio (Wu et al., 2017).
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Os isolados de microrganismos nas mudas de acaizeiro estimularam diferencialmente
os elementos de vaso. BRM-32113 e T. asperellum, induziram aumento no didmetro dos
elementos de vasos do metaxilema, enquanto que UFRA-92 estimulou o numero destes
elementos de vasos. Desta forma a inoculagdo com 0s microrganismos permitiu 0 aumento de
fluxo de transporte de agua e sais minerais para a folha das mudas de acaizeiro, o que melhora

a conducéo de nutrientes e condutividade hidraulica (Melo et al, 2007).

Todos os isolados de microrganismos induziram aumentos na espessura e largura da
nervura foliar. O aumento na espessura da nervura foliar em plantas de café testadas sob
diferente disponibilidade hidrica foi associado com o maior fluxo de fotossintatos e 4gua na
planta (Batista et al., 2010).

A espessura do limbo foliar observado nas plantas inoculadas com microrganismos
esta relacionada as alteracGes anatdmicas da folha, mais especificamente ao mesofilo, que é
formado por camadas de células parenquimaticas que influenciam diretamente na espessura
do limbo (Castro et al., 2009).

Todos os isolados estudados no presente estudo aumentaram a espessura do limbo
foliar e do mesofilo que é um tecido rico em cloroplastos e contribui diretamente para a
assimilacdo de CO e acumulo de biomassa (Ribeiro et al., 2012; Taiz e Zeiger, 2013). No
presente estudo constatou se que o mesofilo em acaizeiro € homogéneo, ou seja, ndo apresenta
distincdo entre os parénquimas palicadicos e lacunosos. O espessamento dessa regido pode
resultar do alongamento ou adi¢do de camada de células pali¢adicas, contribuindo no aumento
dos parénquimas paligadicos e lacunosos garantindo menor resisténcia do mesofilo & entrada
do CO», e a maior atividade de carboxilagdo pela rubisco (Bjorkman, 1981; Abbade et al.,
2009; Paradiso et al., 2017). O espessamento do mesofilo foi relacionado com o acimulo de
biomassa como em mudas Handroanthus impetiginosus (Mart. ex DC) inoculadas com

Azospirillum brasiliense (Larraburu & Llorente, 2015).

Segundo Castro et al. (2019) a aplicacdo com rizobactérias promotoras de crescimento
em mudas de acaizeiro sdo capazes de amenizar os danos no aparato fotossintético sob
condicdes de estresse hidrico. Esse beneficio pode estar associado a maior espessura no
mesofilo, como observado no presente estudo, que pode conter um maior numero de
cloroplastos e, consequentemente, maior nimero de fotossistemas (PSIl e PSI) que

influenciam na manutencdo do desempenho fotossintético. Os isolados induziram
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modificagdes morfologicas anatdmicas em folhas e raizes de mudas de agaizeiro estdo

associadas ao acumulo de biomassa e maior crescimento das mudas de acaizeiro.

As alteracbes morfoanatdmicas induzidas pelos microrganismos em mudas de acai
podem refletir no desempenho da planta adulta, haja vista que essas alteragcbes sdo
irreversiveis e contribuirdo para um maior desempenho das plantas bioestimuladas sob

condi¢des ambientais adversas no primeiro ano de crescimento em campo.

CONCLUSAO
Todos os microrganismos avaliados (B. pyrrocina, B. subtilis e T. asperellum (UFRA T-

06, T-09, T-12 e T-52)) induziram diferencialmente modificacdes morfoantémicas em folhas

e raizes de mudas de acaizeiro associada ao acimulo de biomassa.

Todos os microrganismos estimularam aumento na espessura da exoderme em raizes
laterais primarias com destaque para BRM 32113 que induziu aumento no diametro radicular
e espessura do cortex das raizes laterais; R-92 induziu aumento no diametro nas raizes laterais
de segunda ordem e espessura do cortex, enquanto que T. asperellum induzium aumento

somente na espessura do cortex das raizes laterias de segunda ordem.

Os bioestimulantes induziram aumentos na espessura do mesofilo, espessura do limbo,
espessura e largura da nervura e no numero de celulas do metaxilema, com destaque para T.

asperellum que induziu aumento na area vascular central da folha.

As alteragdes morfoanatdmicas induzidas pelos microrganismos em mudas de acai
podem refletir no desempenho da planta adulta, haja visto que essas alteracbes sao
irreversiveis e contribuirdo para um maior desempenho das plantas bioestimuladas sob

condigdes ambientais adversas no primeiro ano de crescimento em campo.
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TABELAS E FIGURAS

Tabela 1: Altura das plantas (AP), (cm), nimero de folhas (NF), Diametro de coleto (DC) (mm), indice de
robustez, Massa seca da parte aérea (MSPA) (g) e Massa seca da raiz (MSR) (g) em mudas de Euterpe oleraceae
(cultivar pai d’égua) inoculadas com bioestimulantes.

Isolados AP NF DC IR MSPA MSR
Controle 26,0d 28b 52b 52b 1,66 b 0,72b
B. pyrrocinia 42,7¢ 39a 76a 57a 4,30 a 1,76 a
B. subtilis 46,5b 3,7a 75a 6,3a 3,56 a 1,76 a
T. asperellum 49,5 a 3,8a 85a 59a 4,10a 2,12 a

Médias seguidas por letras minudsculas iguais na coluna ndo diferem significativamente pelo teste de Duncan
(P<0,05).
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Tabela 2: Raizes adventicias e laterais de primeira ordem de mudas de agaizeiro (Euterpe oleracea cv. Pai
d’égua) inoculadas com bioestimulantes. Didmetro da raiz (DR); espessura do cortex (EC); didmetro médio do
cilindro central (CC); espessura da exoderme (EE); diametro médio de elementos de vasos do metaxilema (DM);
nimero de elementos de vaso de metaxilema (NM) e grupos de floema (FL).

Raizes adventicias

Tratamentos PR =C cc oM =E NM FL
(pm)  (pm)  (pm)  (pm)  (um)

Controle 1420a 480a 290 a 44 a 53 a 08 a 10a
B. pyrrocinia 1330a 440a 340 a 44 a 58 a 09 a 11a
B. subtilis 1420a 470a 310a 34a 6l a 10a 09 a
T. asperellum 1540a 480a 350 a 48 a 57 a 10 a 11la
CV % 12,76 11,52 14,03 23,17 16,98 10,37 13,22

Raizes laterais de primeira ordem

Controle 813 b 274 b 177 a 20 b 33¢ 05a 06 a

B. pyrrocinia 910 a 336 a 181a 23 a 47 a 06 a 07 a
B. subtilis 623c  239b  126¢C 16 b 41Db 06 a 07a
T. asperellum 683 ¢ 257 b 148 Db 19b 40b 06 a 07 a
CV % 8,72 12,11 10,58 12,49 10,49 1498 13,09

Médias seguidas por letras minusculas na coluna iguais ndo diferem significativamente pelo teste de
Scott Knott (P<0,05).
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Tabela 3: Raizes laterais de segunda ordem de mudas de acaizeiro (Euterpe oleracea cv. Pai d’égua) inoculadas
com bioestimulantes um. Diametro da raiz (DR); espessura do cértex (EC); diametro médio do cilindro central
(CC); espessura da exoderme (EE); espessura da epiderme (EP).

Raizes laterais de segunda ordem

DR (um) EC(um) CC(um) EE(um)  EP (um)

Isolados
Controle 529 b 185¢ 97 a 28a 26a
B. pyrrocinia 562 a 211D 89 a 23 a 24 a
B. subtilis 580 a 223 a 93a 26a 27a
T. asperellum 539 b 205 b 93a 23 a 25a
CV% 4,59 5,35 8,04 18,19 11,06

Meédias seguidas por letras minGsculas na coluna iguais ndo diferem significativamente pelo teste de Scott Knott
(P<0,05).
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Tabela 4: Avaliacdo anatdmica foliar: Area vascular central em pm? (AVF); Espessura do mesofilo em pm
(EM); Espessura do corte transversal do limbo em pum (EL), Espessura da epiderme em um (EP), Espessura da
nervura em um (EN), Largura da nervura em pm (LN), Didmetro médio dos elementos de vasos do metaxilema
em um (DMX) e nimero de elementos de vasos de metaxilema em de folhas de mudas de agaizeiro (c. v pai
d’égua) inoculadas com biopromotores.

Folha

AVF EM EL EE EN LN DM
Isolados NM

(um?)  (um)  (um)  (um)  (um)  (um)  (um)

Controle 20050b 74b 90b 09a 317b 146b 35D 1b
B. pyrrocinia 26300b 86a 99 a 10a 404a 205a 34b 2a
B. subtilis 31900b 80a 104a 09a 399a 199a 45a 1b
T. asperellum 44420a 82a 99a 08a 411a 221a 35b 2a

CV % 26,41 523 479 1663 968 861 525

Médias seguidas por letras mintsculas na coluna iguais ndo diferem significativamente pelo teste de Scott Knott
(P<0,05).



51

Controle B. pyrrocinia B. subtilis T. asperellum

Figura 1: Desenvolvimento morfologico em mudas de agaizeiro (c.v Pai d’égua), inoculadas com
bioestimulantes de crescimento.
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Figura 2: Corte transversal em raizes laterais de primeira ordem em mudas de agaizeiro inoculadas com
bioestimulantes: Controle (T1), B. pyrrocinia (T2), B.subtilis (T3) e T. asperellum (T4), visualizados em

microscépio optico. Exoderme (EX), cilindro central (CC), metaxilema (MTX) e epiderme (EP).
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Figura 3: Eletromicrografias de corte transversal em raizes laterais de primeira ordem em mudas de acaizeiro
inoculadas com bioestimulantes: controle, B. pyrrocinia, B. subtilis e T. asperellum, visualizados em
microscépio eletrdnico de varredura. Exoderme (EX), Cortex (CO), cilindro central (CC), metaxilema (MTX) e

epiderme (EP).
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Figura 4: Cilindro central de raizes laterais de primeira ordem em mudas de agaizeiro inoculadas com
bioestimulantes: Controle, B. pyrrocinia, B. subtilis e T. asperellum, visualizados em microscopio dptico.
Cilindro central (CC) e metaxilema (MTX).
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Figura 5: Coértex e epiderme de raizes laterais de primeira ordem em mudas de acaizeiro inoculadas com
bioestimulantes: Controle, B. pyrrocinia, B. subtilis e T. asperellum, visualizados em microscépio Optico.
Cortéx, exoderme (EX), epiderme (EP).
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Figura 6: Corte transversal em raizes laterais de segunda ordem em mudas de agaizeiro inoculadas com
bioestimulantes: Controle (T1), B. pyrrocinia (T2), B. subitilis (T3) e T. asperellum (T4), visualizados em
microscépio oOptico; Aerénquima (AR), Epiderme (EP), Cdortex (CO), Exoderme (EX), Cilindro central (CC) e
Elemento de vaso do metaxilema (MTX).
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Figu ra 7: Corte tansversl em folhas de mudas de aizéir inoculadas com bioestimulantes: Controle (T1), B.
pyrrocinia (T2), B. subtilis (T3) e T. asperellum (T4), visualizados em microscopio éptico. Limbo (LI), mesofilo
(ME), metaxilema (MTX), Floema (FL), Epiderme (EP) e Fibra (FI).
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Figura 8: Eletromicrografias de Corte transversal em folhas de mudas de acaizeiro inoculadas com
bioestimulantes: Controle (T1), B. pyrrocinia (T2), B. subtilis (T3) e T. asperellum (T4), visualizados em
microscépio eletrdnico de varredura. Mesofilo (ME), metaxilema (MTX), Floema (FL), Epiderme (EP) e Fibra

(FI).
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bioestimulantes: Controle (T1), B. pyrrocinia (T2), B. subitilis (T3) e T. asperellum (T4), visualizados em
microscopio optico.



