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RESUMO

O dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.) € uma espécie oriunda do continente africano,
pertencente a familia das Arecaceaes com grande importancia, devido a comercializagao
dos 6leos de dendé e palmiste extraidos de seus frutos e utilizados nas industrias
alimenticias, farmacéuticas, cosméticos e biocombustiveis. No Brasil, o estado do Para
possui posicdo de destaque na producdo de 6leo de palma, por conta das condi¢des
edafoclimaticas favoraveis ao crescimento da cultura e pela quantidade de areas
degradadas que podem ser reaproveitadas com o cultivo do dendezeiro. Nas ultimas
décadas, o cultivo do dendezeiro tem expandido na regido, porém processo de producdo
de mudas de dendezeiro requer um longo periodo de viveiro e altas dosagens por
fertilizantes, por conta disso € necessario o uso de técnicas que favoregam o crescimento
de mudas de dendezeiro e melhorem a eficiéncia no uso de fertilizantes. O uso de
microrganismos promotores de crescimento de plantas tende a ser uma alternativa
sustentdvel na formag¢do de mudas robustas e de maior precocidade e menor custo
beneficio, dentre estes microrganismos destacam se fungos do género Trichoderma e
rizobactérias como Serratia marcescens ¢ Bacillus amyloliquefaciens, estes
microrganismos possuem a capacidade de promover crescimento em plantas devido a
diversos mecanismos diretos e indiretos. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar as
alteragdes morfoanatomicas foliares e radiculares, associadas ao desempenho
fotossintético e ao desenvolvimento radicular em mudas de dendezeiro, induzida pela
inoculagdo com microrganismos promotores de crescimento. Desta forma, foram
realizados dois experimentos em delineamento inteiramente casualizado, o primeiro
consistiu em mudas de dendezeiro inoculadas com Bacillus amyloliquefaciens, Serratia
marcescens ¢ um pool de quatro isolados de T. asperellum (UFRA-06, UFRA-09, UFRA -
12 e UFRA-52) e comparadas com mudas controle (ndo inoculadas), seis meses apos a
inoculacdo das plantas, foi observado que todos os microrganismos testados promoveram
alteragdes morfoanatomicas e fisiologicas favoraveis ao crescimento em mudas de
dendezeiro. A aplicagdo com estes microrganismos estimulou o aumento da espessura do
limbo foliar, do mesofilo e no nimero e didmetro dos elementos de vaso do metaxilema,
isto pode ter contribuido com o acumulo de clorofilas e consequentemente no aumento
da atividade potencial do fotossistema II, na taxa de transporte de elétrons, na dissipacao
fotoquimica e na assimilagdo liquida de CO2 em plantas bioestimuladas, resultando de
modo geral na promocdo de crescimento em mudas de dendezeiro. O segundo
experimento teve por objetivo avaliar as alteragdes morfoanatomicas radiculares
favoraveis a melhoria na eficiéncia na adubacdo e¢ ao crescimento em mudas de
dendezeiro inoculadas com isolados de Trichoderma spp. Mudas de dendezeiro tratadas
com 50% da adubacao recomendada foram inoculadas com o isolado de Trichoderma FT-
02 e o pool com quatro isolado de 7. asperellum (UFRA-06, UFRA-09, UFRA-12 ¢
UFRA-52) e comparados com plantas ndo inoculadas com 50% e 100% da adubacdo
recomendada. As plantas com 12 meses de idade bioestimuladas apresentaram
espessamento do cortex, aumento no numero e diametro dos elementos de vasos do
metaxilema e do cilindro vascular, além disso o isolado de FT-02 proporcionou o aumento
da area superficial e volume radicular em comparagao as plantas nao inoculadas. De modo
geral, a inoculacdo com microrganismos em mudas de dendezeiro induziu alteragdes
morfoanatdmicas positivas e funcionais, que permitiu a melhoria na performance
fotossintética, desenvolvimento radicular e contribuiu com a promog¢ao de crescimento.

Palavras Chave: Inoculagdo, anatomia, fisiologia, crescimento radicular.



ABSTRACT

The oil palm (Elaeis guineensis Jacq.) is a species from the African continente, belonging
to the Arecaceae family, with great importance due to the commercialization of palm
kernel oils extracted from their fruits and used in the food, pharmaceutical, cosmetics and
biofuels. In Brazil, the state of Para has a prominent position in the production of palm
oil, due to the edaphoclimatc conditions favorable to the crop and the number of degraded
areas that can be reused with the cultivation of oil palm. In recente decades, oil palm
cultivation has expanded in the region, but the processo of producing oil palm seedlings
requires a long period in the nursery and high doses of fertilizers, which is why it is
necessary to use techniques that favorable to the growth of oil palm seedlings and improve
efficiency in the use of fertilizers. The use of plant growth-promoting microorganisms
tends to be a sustainable alternative in the formation of robust seedlings, more precocious
and lower cost-benefit. Among these microorganisms, fungi of the Trichoderma genus
and rhizobacteria such as Serratia marcescens and Bacillus amyloliquefaciens stand out,
these microorganisms have the ability to promote growth in plants due to several direct
and indirect mechanisms. Therefore, the objective of this work was to evaluate leaf and
root morphoanatomical changes, associated with photosynthetic performance and root
development in oil palm seedlings, induced by inoculation with growth-promoting
microorganisms. Thus, two experiments werw carried out in a completaly randomized
design, the first consisted of oil palm seedlings inoculated with B. amyloliquefaciens, S.
marcescensand a pool of four isolates of 7. asperellum (UFRA-06, UFRA-09, UFRA-12
and UFRA 52) and compared with control seedlings (not inoculated), six months after
inoculation of the plants, it was observed that all microorganisms tested promoted
morphoanatomical and physiological changes favorable to growth in oil palm seedlings.
The application with these microorganisms stimulated na in the thickness of the leaf
blade, the mesophyll and the number and diameter of the metaxylem vessel elements, this
may have contributed to the accumulation of chlorophylls and consequently the increase
in the potential activity of photosystem II, at the rate electron transport, photochemical
dissipation and net assimilatin of CO: in biostimulated plants, generally resulting in the
promotion of growth in oil palm seedlings. The second experimente aimed to evaluate
root morphoanatomical changes favorable to improving fertilization efficiency and
growth in oil palm seedlings inoculated with isolates of Trichoderma spp. oil palm
seedlings treated with 50% of the recommended fertilization were inoculated with the
Trichoderma FT-02 isolate and the pool with four 7. asperellum isolates (UFRA-06,
UFRA-09, UFRA-12 and UFRA-52) and compared roo non-inoculated plants with 50%
and 100% of the recommended fertilization. The biostimulated 12 month old plants
showed thickening of the cortex, na increase in the number and diameter of the metaxylem
vessel elements and the vascular cylinder, in addition, th FT-02 isolate provided na
increase in the surface area and root volume in comparison to the plants not inoculated.
In general, inoculation with microorganisms in oil palm seedlings induced positive
morphoanatomical and fuctional changes, which allowed an improvement in
photosythetic performance, root development and contributed to the promotion of growth.

Key word: inoculation, anatomy, physiology, root growth.
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CONTEXTUALIZACAO

O dendezeiro ou palma de O6leo (Elaeis guineensis Jacq.) ¢ uma espécie
monocotiledonea, pertencente a familia das Arecaceaes, caracteriza por ser uma cultura
permanente e continua ao longo do ano com um ciclo de produgao de 25 a 30 anos, possui
grande importancia economica devido aos oleos extraidos a partir de seus frutos, o 6leo
de palma ¢ o 6leo de palmiste (BRAZILIO etal.; 2012; SUFRAMA,2003; MAPA,2018).

O dendezeiro se destaca dentre as plantas oleaginosas por apresentar a maior
produtividade, com rendimentos variando entre 25 a 28 toneladas de cachos por hectare
ao ano, e 4 a 6 toneladas de 6leo por hectare ao ano (SUFRAMA, 2003). Atualmente o
Brasil € nono maior produtor de 6leo de palma no mundo sendo responséavel por 395.000
toneladas de 6leo ao ano (SEDAP, 2020)

A Amazodnia brasileira apresenta caracteristicas edafoclimaticas adequadas ao
cultivo de dendezeiro, tendo o estado do Pard com uma ampla disponibilidade de areas
degradadas que podem ser aproveitadas para o cultivo desta cultura (MAPA, 2018). Com
isso, a cultura da palma apresenta um grande potencial produtivo nesta regido visando
atender o mercado crescente de o0leo de palma e de palmiste, destinados as industrias
alimenticias, farmacéuticas, cosméticos e de biodiesel (CARDOSO et al.; 2014).

Para garantir o crescimento de areas de cultivo de dendezeiro na regido, €
necessario a implantacdo com mudas de alta qualidade agronémica que podem refletir
diretamente no crescimento e produtividade durante a fase adulta (BARCELOS et al.;
2001). Porém o processo de producdo de mudas de dendezeiro demanda um longo periodo
de 12 meses em média ¢ necessita de uma alta demanda por fertilizantes e alto custo

operacional (BARCELOS et al.; 2001; LIMA et al.; 2020).

O uso de microrganismos promotores de crescimento em plantas (PGPM) tem
sido aplicado como uma alternativa na formag¢do de mudas precoce e na redug¢do no uso
de fertilizantes, o que garante maior viabilidade econdmica ao produtor (LIMA et al.;
2022) além de aliviarem os efeitos negativos causados por estresses abidticos e bioticos
(CASTRO et al 2020, SUNDRAM, 2015).

Diversos produtos a base de microrganismos sdo comercializados, por meio de
formulacdes em forma de p6 molhavel ou em granulos e seus efeitos variam de acordo
com o isolado inoculado, a planta hospedeira, forma de manejo e as condigdes

edafoclimaticas impostas (ZIN e BADALUDDI, 2020). Estudos com isolados nativos da
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Amazodnia tem mostrado resultados promissores em diferentes espécies de palmeiras
como o dendezeiro (LIMA et al.; 2020; LIMA et al.; 2021), acaizeiro (CASTRO et al.;
2019) e coqueiro (CARDOSO et al.; 2021).

Esses microrganismos atuam por meio de diversos mecanismos de promogao de
crescimento como a producao de fitohormonios, solubilizagdo de nutrientes, produgdo de
sider6foros, fixacdo de nitrogénio, inducdo de resisténcia sistémica, producdo de
compostos volateis, que contribuem na promogao de crescimento de plantas e resultam
em alteragdes morfoanatomicas em folhas e raizes (LOPES et al.; 2017; OLANREWAJU
et al.;2017; REGO et al.; 2014).

O Bacillus amyloliquefaciens induziu o aumento na sintese de hormonal de
citocininas e auxinas na zona quiescente radicular (ASARI et al., 2017). O que pode
favorecer sobre a atividade mitdtica acelerada de células nestes tecidos e resultar na
diferenciacdo morfoanatomicas da raiz (BATISTA et al., 2021).

Segundo Cardoso et al (2019) alteragdes morfoanatdmicas em folhas e raizes
induzida por bactérias em planta de alface pode estar atribuida a sintese de fitohormonios.
Em plantas de soja bioinoculadas com Trichoderma houve indugdo do cortex e cilindro
vascular de raizes, que garantem maior resisténcia a patdgenos e a condi¢des adversas
(OLIVEIRA et al.; 2020). Enquanto em plantas de arroz bioestimuladas, o aumento no
didmetro dos elementos de vaso do metaxilema, favoreceu a maior condutividade
hidraulica o que permite também o maior fluxo de nutrientes (REGO et al.; 2014).

O objetivo deste trabalho foi avaliar as alteracdes morfoanatomicas foliares e
radiculares, associadas ao desempenho fotossintético e ao desenvolvimento radicular em
mudas de dendezeiro, induzida pela inoculagdo com microrganismos promotores de

crescimento.
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ALTERACOES MORFOANATOMICAS E FISIOLOGICAS EM MUDAS DE DENDEZEIRO
INDUZIDA POR BIOESTIMULANTES*

*Artigo 1: Normas da Revista Acta Physiologiae Plantarum

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar as altera¢gdes morfoanatdmicas foliares, associadas ao desempenho
fotossintético em mudas de Elaeis guineensis induzida pela inoculagdo com microrganismos promotores
de crescimento. Mudas de dendezeiro foram inoculadas com Bacillus amiyloliquefaciens, Serratia
marcescens eum pool de quatro isolado de Trichoderma asperellum (UFRA-06, UFRA-09, UFRA-12 e
UFRA-52) e comparadas com plantas controle (ndo inoculadas), seis meses ap6s a inoculacao as plantas
foram avaliadas quanto aos pardmetros relacionados ao crescimento, fisiologia e anatomia foliar. O cultivo
das plantas com estes microrganismos promoveu o aumento da altura, do didmetro do coleto, do niimero
de folhas, da area foliar e do acumulo de biomassa seca de folha e raiz. Anatomicamente as folhas de
dendezeiro inoculadas com estes microrganismos resultaram no aumento da espessura do limbo foliar, do
mesofilo e no ntimero e didmetro dos elementos de vaso do metaxilaema. Além disso, verificou-se acimulo
de clorofilas e da atividade potencial do fotossistema II, na taxa de transporte de elétrons, na dissipagio
fotoquimica e na assimilagdo liquida de CO2. Deste modo, a inoculagdo combioestimulantes em mudas de
dendezeiro induziu alteragdes morfoanatomicas funcionais, que permitiu a melhoria na performance

fotossintética e contribuiu com a promogao de crescimento.

Palavras Chave: Trocas gasosas, fluorescéncia, anatomia foliar, microrganismos.

ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate leaf morphoanatomical changes, associated with
photosynthetic performance in Elaeis guineensis seedlings induced by inoculation with growth-promoting
microorganisms. Oil palm seedlings were inoculated with Bacillus amyloliquefaciens, Serratia marcescens
and a pool of four Trichoderma asperellum isolates (UFRA-06, UFRA-09, UFRA-12, and UFRA-52) and
compared with control (non-inoculated) plants, six months after inoculation, the plants were evaluated for
parameters related to growth, physiology and leaf anatomy. The cultivation of plants with these
microorganisms promoted an increase in height, stem diameter, number of leaves, leaf area, and
accumulation of leaf and root dry biomass. Anatomically, oil palm leaves inoculated with these
microorganisms increased the thickness of the leaf blade, the mesophyll, and the number and diameter of
the metaxylaem vessel elements. Furthermore, there was an accumulation of chlorophylls and the potential
activity of photosystemII, electron transport, photochemical dissipation, and net assimilation of CO2. Thus,
the inoculation with biostimulants in oil palm seedlings induced functional morphoanatomical changes,

which improved photosynthetic performance and contributed to plant growth promotion.

Key words: Gas exchange, fluorescence, leaf anatomy, microorganisms.



© 00 N O Ol & WN B

B W W W W W W W W W WMNDNDNDNDDNDNMDMNDNDNNNNMNREPRERPRPRPEPRPRERERERPPRPRPRER
O ©W 0O N O Ol A W NP OO0 NO O D WDNPFP OO0 NO Ol WOWDN P O

20

INTRODUCAO

O dendezeiro ou palma de 6leo (Elaeis guineensis Jacq.) ¢ uma espécie oriunda da Africa,
pertencente a familia das Arecaceaes, a partir do fruto do dendezeiro ¢ extraido dois tiposde dleo, o 6leo
de palma obtido do mesocarpo do fruto e o 6leo de palmiste a partir da semente, a versatilidade do uso
destes 6leos é de grande importancia para atender a demanda do mercado crescente nas diversas industria
como a alimenticia, cosméticos, firmacos e de biocombustiveis (Brazilio et al 2012; Souza Junior et al
2017).

O Brasil esta entre os principais produtores mundiais de dendé, com uma produgao de 395.000
toneladas de 6leo ao ano, as maiores areas cultivaveis encontram se na regifo amazonica, com destaque ao
estado do Para que é o maior produtor nacional de 6leo de palma, com uma produg¢do anual de 3.200.000
de toneladas de CFF (Sedap 2020). Dentre as espécies oleaginosas o dendé é o mais produtivo, pois
apresenta em média de 20 a 22 toneladas de cacho de fruto fresco (CFF) por hectare ao ano e uma producéo
variando entre 4 a 5 toneladas de 6leo por hectare ao ano (Souza Junior et al 2017; Sedap 2020).

O potencial produtivo de plantas de dendezeiro durante a fase adulta é resultante da maior
qualidade de mudas, devido a precocidade e produgéo na fase jovem com altura entre 80 a 125 cm e coleto
com didmetro de 18 a 25 cm, desta forma o processo de produg¢do de mudas de dendezeiro tem como
finalidade a formag¢do de mudas vigorosas e desenvolvidas, com condi¢des adequadas para serem
transplantadas a campo (Barcelos et al 2001; Gomes Junior et al 2010).

O processo de formacdo das mudas de dendezeiro geralmente ¢ longo, e necessita de uma alta
demanda por fertilizantes e alto custo operacional (Lima et al 2020). O uso de técnicas de manejo
sustentaveis na formagdo de mudas de qualidade faz-se necessario, para que apresentem maior desempenho
visando obter mudas mais vigorosas, ainda mais se levarmos em consideracdo as condi¢des adversas
impostas como o déficithidrico e a baixa disponibilidade de nutrientes que podem afetar as etapas iniciais
de desenvolvimento do dendezeiro (Lima et al 2020; Castro et al 2019).

O uso de microrganismos promotores de crescimento em plantas (MPCPs), sdo uma das
alternativas na formagdo de mudas precoces e de qualidade, pois estes microrganismos podem atuar por
meio de mecanismos como a solubilizagdo de nutrientes como fosforo e potassio, producido de sider6foros,
fixa¢do biologica de nitrogénio, estimulo na sintese de fitohormonios reguladores de crescimento como
auxinas, giberilinas e citocianinas (Olanrewaju et al 2017). Além disso, podem atuar como bio
controladores de pragas e doengas por meio da competigido direta por espago e alimento com
microrganismos fitopatogénicos e pela a producgdo de antibiodticos, enzimas liticas, compostos volateis e
indugdo de resisténcia sistémica e (Glick 2012).

Por meio destes mecanismos, 0os microrganismos induzem alteragdes morfoanatdmicas positivas
ao crescimento vegetal (Larraburu e Llorente 2015), o que pode favorecer sobre a performance
fotossintética (Marques et al 2021). Segundo Gashash et al (2022) o aumento do parénquima pali¢adico
tem relacdo direta com a melhoria do processo fotossintético. Harman et al (2019) encontraram diversos
genes envolvidosnas etapas fotoquimica e bioquimica das fotossinteses, assim como a sintese de proteinas
e pigmentos altamente expressos em plantas tratadas com Trichoderma.

Em mudas de agaizeiro, isolados bacterianos promoveram aumento nas taxas de assimilacdo

liquida de COz, reguladas pela condutancia estomatica e melhoria do aparato fotossintético (Castro et al
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2019). Isolados de Trichoderma spp. promoveram aumento de pigmentos fotossintéticos, e
consequentemente com a fotossintese em plantas de tomateiro (Alexandru et al 2013). O aumento da taxa
de assimilagdo liquidade CO; contribuiu como acumulo de biomassa seca em plantas de arroz inoculadas
com bactérias e um pool de isolados de T. asperellum (Nascente et al 2017).

Com isso, estes estudo parte da hipotese que os microrganismos promotores de crescimento
induzem altera¢des morfoanatomicas funcionais sobre a melhoria do aparato fotossintético e contribuino
desenvolvimento da planta hospedeira. Diante do exposto, este trabalho tem por objetivo avaliar as

alteragdes morfoanatomicas e a performance fotossintética em mudas de dendezeiro bioestimuladas.

MATERIAL METODOS

Area experimental

O experimento foi instalado durante os meses de fevereiro a setembro de 2021 em area de casa de
vegetagdo na Universidade Federal Rural da Amazonia (UFRA), localizadano municipio de Belém-PA, no

qual apresenta caracteristica climatica do tipo AMI de acordo com Koppen-Geiger.

Material vegetal

Sementes de Elaeis guineensis Jacq. (Compacta x Ghana) pré-germinadas, foram semeadas e
permaneceram durante 30 dias em sementeira contendo fibra de coco (Golden mix) como substrato, as
plantulas com altura média de 15 cm foram inoculadas com bioestimulantes e transplantadas em sacos de
polietileno de 45 x 45 cm contendo terrigo.

A plantas foram irrigadas diariamente, entre as 08 e 09 horas, a fim de manter a disponibilidade
de d4guaproxima a capacidade de campo. A reposicao dadguaperdida por evapotranspiracao foi mensurada
a partir da metodologia descrita por Klar et al (1966), onde os sacos com substrato foram saturados com
agua e pesados apds o escorrimento, em seguida o substrato foi secado em estufa de ar a temperatura de

105 °C durante 48 horas e pesado novamente.

Preparo e inoculacio com microrganismos

Isolados bacterianos e de fungos do género Trichoderma provenientes do banco de
microrganismos do laboratorio de prote¢do de plantas (LPP) da UFRA, foram cultivadose inoculadosem
mudas de dendezeiro. A aplicagdo com 100 ml da suspensdo microbiana foi feita durante o transplantio e
aos 15 e 45 dias ap6s o plantio das mudas (Lima et al 2020).

Dentre os microrganismos cultivados foram selecionados dois isolados bacterianos de Serratia
marcescens € Bacillus amyloliquefaciens. Alémde um pool com quatro isolados fingicos de Trichoderma
asperellum (UFRA-06, UFRA -09, UFRA -12 ¢ UFRA -52).

As rizobactérias foram cultivadas em placas de Petri contendo meio solidificado de 523 de Kado
e Heskett (1970), durante 48 horas com temperatura média de 28 °C, conforme recomendagdes (Filippi et
al 2011). Apés isso, a suspensdo bacteriana foi ajustada em espectrofotdometro, cuja concentragdo foi
ajustada de acordo com a correlagdo entre a densidade 6tica e o numero de unidades formadoras de coldnias
(U.F.C./ml) para 0,2 abs. (540 nm), o que corresponde a aproximadamente a 108 u.fc.mL! (Mafia et al
2009).
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Os isolados de Trichoderma foram cultivados em meio de cultura BDA (batata-dextrose-agar)
incubado durante cinco diasa 28 °C,no qual serd preparado uma suspensio na concentra¢io de 108 conidios

mL! (Régo et al 2014; Sousa et al 2020).

Solubilizacao de fosfato

B. amyloliquefaciens e S. marcescens, foram cultivadasem placa de Petri contendo o meio Nbrip
solidificado composto por 10 g L' de glicose, 2,5 g L de Ca3(POs), 5 g L' de MgCl».6H20, 0,25 g/L de
MgS04.7H>0, 0,2 g L' de KC1, 0,1 gL' de (NH4)2SO4 € 17 g L' de 4gar, com o PH ajustado para 7 para
o cultivo das bactérias que foram incubadas durante 14 dias a 28 °C, sendo considerado como
solubilizadoras de fosfato as bactérias que apresentaram a formacao de halo ao redor de seu crescimento

(Nautiyal 1999).

Producao de sideréforos

Para identificar as bactérias produtoras de sider6foros, foi adotado o uso do método descrito por
(Schwyn e Neilands 1987), no qual os isolados bacterianos foram inoculados em tubos contendo
triptocaseina de sojadiluida 10 vezes emagua (4g L") e incubados a 28 °C durante 24 horas, posteriormente
foi coletado 1 ml da suspensdo bacteriana e centrifugada por 10 minutos a 12,000g, logo 1 mL do
sobrenadante formado foi coletado e inoculado em tubos contendo 1 ml de meio CAS (cromo azurol S).
Apds 15 minutos a mudanga de coloragdo da solugdo CAS de azul para amarelo indica a atividade de

produzir sider6foros pelo isolado.

Producao de acido indolacético AIA

Os isolados bacterianos foram cultivados em tubos contendo 10 mL de meio de caldo nutritivo, no
qual foi adicionado 100 mg L' de triptofano e incubados a 28 °C durante 72 horas a 100 rpm,
posteriormente a suspensdo foi centrifugada e coletado 90 pL do sobrenadante formado e despejado emum
outro tubo contendo 60 pL. de solugdo de Salkowski’s (formado por2 mL de 0,5 de FeClz, 49 mL de agua
deionizadae 49 ml de HCI1O4 70%), os tubos foram mantidos no escuro por 30 minutos. A coloragdo rosa

da solug¢do indica que a bactéria produza acido indolacético (AIA) (Gordon e Weber 1951).

Delineamento experimental

Foi feito um delineamento inteiramente casualizado, com cinco repeti¢des e quatro tratamentos,
dentre estes, dois isolados bacterianos (S. marcescens e B. amyloliquefaciens),um pool com os quatro
isolados de Trichoderma asperellum (UFRA-06, UFRA-09, UFRA-12 ¢ UFRA-52) ¢ um controle (sem
inoculag@o), totalizando em 20 unidades amostrais.

Mudas de dendezeiro com seis meses de idade foram avaliadas quanto aos seus pardmetros
biométricos e biomassa para comprovar a promogao de crescimento induzida pelos microrganismos, com
isso folhas, foram selecionadasa avaliagdo de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a, e posteriormente

coletadas para analises bioquimicas e morfoanatomicas.
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Morfometria

Mudas de Elaeis guineensis foram avaliadas quanto aos seus pardmetros morfométricos, o nimero
de folhas (NF) foi contabilizado em cada planta, a area foliar (AF) sera estimada pela massa seca de seis
discos foliares de 7mm de didmetros, em relagdo ao peso da lamina foliar, a altura (AP) foi medidaentre a
base inferior do caule até o dpice da folha maislonga, o didmetro do coleto (DC) foi mensurado com auxilio

de um paquimetro digital (Benicasa 1988).

Biomassa

Amostras de folhas e raizes de mudas de Elaeis guineensis com seis meses de idade, foram
separadas em parte aérea e raiz, armazenadas ¢ identificadas em sacos de papel kraft e adicionadas em
estufas a 70 °C durante 48 horas, apds a secagem as amostras foram pesadas em balanga analitica de

precisdo para obtencao dos valores de massa de matéria seca (Benicasa 1988; Lima et al 2020).

Anatomia foliar

Foi selecionadao tergo médio do foliolo central da segunda folha mais desenvolvida (do apice a
base) e fixadas em F.A.A 70 (formaldeido 37%, acido acético e alcool 70%) na proporgao de (1:1:18)
respectivamente, por 24 horas (Johansen 1940).

Amostras foliares foram inicialmente desidratadas em série alcodlica (80%, 90%, 100%) a cada
20 minutos e embebidas em resina plastica durante 24 horas (Marques e Soares 2021), as amostras foram
cortadas transversalmente com o auxilio de um micrétomo rotativo com 5 pm de espessura, e coradas com
azul de toluidina. As imagens foram capturadas digitalmente com auxilio de uma cédmera fotografica
acoplada a um microscopio (Leica DMLB) e computador.

Os parametros anatomicos como a espessura do limbo (EL), espessura do mesofilo (EM), didmetro
dos elementos de vaso do metaxilema e numero de elementos de vaso do metaxilema, foram mensurados

com o auxilio do software Image J de analise de imagem Leica (Mauri et al 2019).

Teor de pigmentos fotossintéticos

A segunda folha completamente expandida do apice a base de cada planta (6 meses de idade),
foram seccionadas e acondicionadas emrecipiente de isopor, para serem transportadasao laboratorio para
a determinagdo do teor de clorofilas a ¢ b. As amostras foliares (30 mg) foram maceradas em nitrogénio
liquido e adicionadas em microtubo contendo 250 pl de etanol 80%, homogeneizado em vortex, incubados
em 80 °C, durante 20 minutose centrifugadosa 13.000 rpm a 4 °C por 5 minutos. Apds a centrifugagéo as
amostras foram divididas em duas fases distintas sendo o precipitado e sobrenadante. O precipitado foi
lavado duas vezes em 250 pL de etanol 90% e etanol 100% respectivamente.

O volume formado pelas lavagens do precipitado esteve em aproximadamente 750 pL para cada
unidade amostral, com isso foram coletados 15 pL de aliquota de solugdo extratora e adicionado em meio
de reacdo formado por 120 pL de etanol 95% e 35 pL de uma solucdo etilica (etanol 100% +etanol 90% +
etanol 80%; na propor¢do de 1:1:1). A absorbancia das amostras foi registrada em 645 e 665 nm, para
avaliar as concentragdes de clorofila a e clorofila b, que foram estimadas de acordo com as férmulas (a) e

(b) descritas por Porra et al (1989).
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Chl a = 5,21 x A665 — 2,07 A645 (micrograma/pogo)
Chl b = 9,29 x A645 — 2,74 A665 (micrograma /pogo)

Trocas gasosas

A partir de um sistema portatil de fluxo de trocas gasosas (LI-6400XT, LI-COR), foi estimado a
taxa de assimilag@o liquida de CO2 (4), condutancia estomatica ao vapor de agua (gs), concentragio
intercelularde CO; (Ci), taxa de transpiracdo (E) e eficiéncia de carboxilagdo (4/Ci) sob uma concentracgdo
de externa de 400 umol de fotons m'! de CO» e radiagdo fotossinteticamente ativa artificial (PAR) de 1000
pumol de fotons m2s!, as avaliagdes ocorreram entre as 10:00 e 12:00, a partir da analise preliminar de
curva diurna de trocas gasosas para esta espécie, sob as condi¢des ambientais e o periodo de anélise. No
momento daavaliagdo a temperatura do ar foi de 35+1°C, a umidade relativado ar foi de 54+1%, radiacdo

incidente foi de 3844248 pumol de fotons m2s 'e déficit de pressdo de vapor do ar foi de 3,38+0,13 KPa.

Fluorescéncia da clorofila a

Simultaneamente a avaliagdo de trocas gasosas, foi avaliada a fluorescéncia da clorofila a, usando
uma camara de fluorescéncia integrada ao sistema portatil de fluxo de trocas gasosas (LI-6400XT, LI-COR,
Lincoln NE), onde parte das folhas foram cobertas com papel aluminio de forma a impossibilitara entrada
de luz em determinada regido, durante 20 minutos e posteriormente iluminadas com um pulso de luz fraca
¢ modulada (0,03 mol m-?) a fim de obter o valor da fluorescéncia inicial (Fo) em seguida foi iluminada
com um pulso de luz branca de 6000 pmol/m? durante 0,8 segundosa fim de obter a fluorescéncia maxima
(Fm), por ultimo as folhas foram iluminadas com luz actinia (250 pmol/m?s) para obter o rendimento da
fluorescénciano estado estacionario (Fs), para se obtera fluorescénciainicial adaptada (Fo’) desligou aluz

actinia e iluminou a folha comum vermelho-distante (2 pmol/m?s), a partir desses pardmetros foi calculado,
a atividade potencial do PSI [Fv/Fo=(Fm-Fo)/Fo], taxa de transferéncia de elétrons (ETR) e coeficiente

de extingdo fotoquimica [gP=(F 'm-Fs)/(F'm-F0)], e ndo fotoquimica [¢N=1-¢P] (Castro et al 2020).

Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de varidncia, e as médias das variaveis morfométricas e
bioquimicas foram comparadas pelo teste de Duncan (p <0,05), enquanto para as variaveis anatdémicas
foram comparadas pelo teste de Scoot-Knott (p <0,05), além disso foi apresentado o desvio padrio junto

com as medias de cada pardmetro, com auxilio do pacote R (R core team 2017).

RESULTADOS

Testes bioquimicos

Os testes bioquimicosin vitro (tabela 1), demonstraram a capacidade do isolado de S. marcescens
em solubilizar fosfato e produzir 4cido indolacético, enquanto B. amyloliquefaciens ndo apresentou
atividade dentre os testes analisados. Os resultados para os testes bioqimicos envolvendo osisoladosde 7.

asperelum foram descritos por Nascente etal (2017), onde todos osisolados apresentaram resposta positiva
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1 para solubilizacdo de fosfato, com destaque para os isolados de UFRA-12 ¢ UFRA-52 que também foram
2 descritos como produtores de AIA.

3 Tabela 1: Testes bioquimicos in vitro de isolados microbianos promotores de crescimento em plantas.

Solubilizacdo Producéo de Producdo de

Microrganismo Rizosfera
de fosfato sider6foros AIA
B. amyloliquefaciens Dendé - - -
S. marcescens Arroz + - +
T. asperellum (UFRA- 06) + Nao descrito -
T. asperellum (UFRA- 09) Area de n Nio descrito }

florestas nativas
T. asperellum (UFRA- 12 ~ .
? ( ) e reflorestadas + Niao descrito +

T. asperellum (UFRA- 52) + N3o descrito +

Morfometria e Biomassa

Todos os microrganismos induziram incrementos nos parametros de biometria e biomassa (figura
1), variando entre 13 a 28% para altura, 22 a 30% para didmetro do coleto, 66 a 121% para area foliar, 89
a 109% parabiomassa seca da parte aérea, 70 a 128% para biomassa seca daraiz ¢ 96 a 110% para biomassa

seca total, além disso, plantas tratadas com os isolados de Bacillus. amyloliquefaciens e T. asperellum

© 00 N O o1 b~

também induziram aumento no numero de folhasem 13 e 11% respectivamente, conforme observado na

10  figura 2.

T asperellum (UFRA-06,
Controle B. amyloliquefaciens B. pyrrocinia UFRA-09, UFRA-12 e
11 UFRA-52)
12 Figl Mudasde Elaeis guineensis com seis meses de idade inoculadas combioestimulantes em comparagéo
13 ao controle (planta ndo inoculada)
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3 Fig2 Morfometria em mudas de Elaeis guineensis com seis meses de idade inoculadas com bioestimulantes.
4 (A) Altura da planta, (B) diametro do coleto, (C) nimero de folhas, (D) area foliar, (E) massa seca da parte
5 aérea, (F) massa seca da raiz ¢ (G) massa seca total. Letras iguais indicam que n3o ha diferenca
6 significativamente pelo teste de Duncan (P<0,05)
7 Teor de pigmentos fotossintéticos
8 Foi observado o aumento no conteudo de clorofilaem mudas de dendezeiro tratadas com Bacillus.
9 amyloliquefaciens e T. asperellum (figura 2a, 2b e 2¢) que apresentaram alteragdes sobre a quantificacdo
10 do teor de clorofila a clorofila b e clorofila total com incrementos médios de 41%, 29% e 38%
11 respectivamente em relag@o ao tratamento controle.
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3 Fig 3 Quantificagdo de pigmentos fotossintéticos em folhas de mudas de Elaeis guineensis com seis meses
4 de idade inoculadas com bioestimulantes. (A) Teor de clorofila a, (B) Teor de clorofila b e (C) Teor de
5 clorofilas totais. Letras iguais indicam que ndo ha diferencga significativamente pelo teste de Duncan
6  (P<0,05)
7 Trocas Gasosas
8 Os resultados para analise de trocas gasosas sdo apresentados na figura 3, onde foi observado o
9 aumento de 4 em plantas tratadas com microrganismos, variando entre 18,17 ¢ 25,91%, em relacdo as
10 plantas controle, o que consequentemente pode terinfluenciado no aumento de 4/Ci que variou entre 15,23
11 a21,28%, e ndo houve distingao entre os tratamentos para as demais variaveis de trocas gasosas analisada.
12 No entanto nota-se um pequeno incremento na gs.
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Figd Trocas gasosas em mudas de FElaeis guineensis com seis meses de idade inoculadas com
bioestimulantes. (A) taxa de assimilacdo liquida de CO2 (A), (B) condutancia estomatica (gs), (C)
concentragdo intercelular de CO> (Ci), (D) transpiragdo (E) e (E) taxa de carboxilagdo da rubisco (A/Ci).
Letras iguais indicam que ndo ha diferenga significativamente pelo teste de Duncan (P<0,05).
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1  Fluorescéncia da Clorofila a
2 S. marcescense B. amyloliquefaciens reduziram a Fo entre 32,57 ¢ 65,67%, em relagdo ao
3 tratamento controle enquanto B. amyloliquefaciens e Trichoderma asperellumreduziram a Fm entre 5,45 ¢
4 6,30% respectivamente, em relagdo ao tratamento controle (figura 4a e 4b). Todos os microrganismos
5 estimularam aumentosna Fv/Fo que variouentre 150,85 ¢ 172,54%, (figura 4c) a ETR variou entre 29,56
6 € 33,65% (figura 4d), ogP variouentre 19,23 ¢ 23,07% (figura 4e), enquanto parao ¢gN foi reduzido entre
7 6,76 ¢ 8,12% (figura 4f), em relagdo as mudas de dendezeiro ndo tratadas com microrganismos.
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Fig5 Fluorescéncia daclorofila a, em mudas de Elaeis guineensis comseis meses de idade inoculadas com
bioestimulantes. (A) Fluorescénciainicial (Fo), (B) fluorescéncia maxima (Fm), (C) atividade potencial do
fotossistema Il (FV/Fo), (D) taxa de transferéncia de elétrons (ETR), (E) coeficiente de dissipacio
fotoquimica (qP) e (F) coeficiente de dissipagdo ndo-fotoquimica (qQN). Médias seguidas por letras
mintsculas iguais nao diferem significativamente pelo teste de Duncan (P<0,05)

Anatomia Foliar

A folha de Elaeis guineensis apresenta epiderme uniestratificada, com estomatos do tipo
tetracitico, ou seja, envolvido por quatro células subsididrias, estes estomatos estdo presentes nas faces
abaxial e adaxial, sendo classificada em anfi-estomatica, com a maioria dos estdmatos presentes na face
abaxial distribuido em fileira e disposto de forma irregular (CHIA, 2012).

No limbo foliar, o mesofilo é dorsiventral com a presenga do parénquima pali¢adico localizada
abaixo da epiderme adaxial, sendo formado por células cloroplastideas de formato alongado, dispostas
regularmente, seguido do parénquima lacunoso, localizado a cima da epiderme abaxial, formado por células
de formato arredondado ou irregular que formam lacunas destinadas a difusdo de gases no interiorda folha
(figura 6). Além disso, observa-se a presenga de uma camada de hipoderme proximas as faces de epiderme.
Na nervura foliar, observa-se a presenca dos feixes vasculares revestidos por células esclerenquimaticas,
apresentando xilema voltado a face adaxial e grupos de floema a face abaxial, estas caracteristicas foram
também observadas em trabalho realizado por CHIA (2012).

Houve incrementos médios de 7,11% na espessura do limbo foliar, 11,96% do mesofilo, 29,80%
do parénquima pali¢cadico e 78,94% no diametro dos elementos de vasos do metaxilema em mudas de
dendezeiro tratadas com microrganismos, com destaque para os isolados bacterianos que também
induziram aumento no numero de elementos de vaso do metaxilema em 50%, em relagdo ao tratamento

controle conforme observado na tabela 2.
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(UFRA-06, UFRA-09,

UFRA-12, UFRA -52)

Fig6é Cortes anatdmicos transversal em folhas de mudas de Elaeis guineensis com seis meses de idade
inoculadas com bioestimulantes. Fibra (FI), espessura do limbo foliar (LI), elementos de vaso do
metaxilema (MTX), epiderme (EP), mesofilo (ME), parénquima pali¢adico (PP), parénquima lacunoso
(PL) e idioblasto (ID)

Tabela 2: Morfoanatomia foliar em mudas de Elaeis guineensis com seis meses de idade inoculadas com
bioestimulantes. Espessura do corte transversal do limbo foliar (LI), espessura do mesofilo (ME),
parénquima pali¢adico (PP), parénquima lacunoso (PL), nimero de elementos de vaso do metaxilema
(NMTX) e didametro médio dos elementos de vaso do metaxilema (DMTX).

Tratamentos LI (um) ME (um) PP (um) PL (um) NMTX DMTX

Controle 17376 ¢ 152,61¢c  47°8b  5284a 225b 3134 ¢

S. marcescens 20486a  17630a 04402 597la 325a 59,94 a

B. amyloliquefaciens ~ 18449b  16324b  61.83a  53.64a 35a 5529b

T. asperellum 169,05a  173,06a 59062 ~ 60.86a 275b 53,00 b
CV% 3,59 3,87 13,92 14,17 19,5 701

*Médias seguidas por letras mintisculas na colunaiguais nio diferem significativamente pelo teste de Scott
Knott (P<0,05).
DISCUSSAO

A aplicacdo de bioestimulantes em dendezeiro, tem sido relatado em diversos trabalhos (Lima et
al 2020; Zakry et al 2019; Azri et al 2017; Om et al 2009), a inoculag@o destes microrganismos induziu
alteragdes morfoanatdmicas positivas e melhoria na performance fotossintética, que contribuiram na

promogcao de crescimento em mudas de dendezeiro.
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Estes microrganismos atuam por meio de mecanismos de promogdo de crescimento de forma
direta e ou indireta como a solubilizagdo de nutrientes, producdo de siderdforos, fixagdo de nitrogénio,
sintese ¢ indu¢do hormonal, indugdo de resisténcia sistémica, produ¢do de metabolitos, entre outros
(Benaissa 2019; Bader et al 2020; Leite et al 2022). O que contribui com a precocidade na formagdo de
mudas de dendezeiro em viveiro, com incrementos em altura, didmetro do coleto, niumero de folhas e
biomassa, conforme apresentado neste estudo, resultados semelhantes foram observados em mudas de
palmeira como o agaizeiro (Casto et al 2020) e o dendezeiro (Lima et al 2020).

O balango hormonal de plantas inoculadas com bioestimulantes pode ser alterado devido a
produgdo direta de hormdnios por parte do microrganismo, e ou pela regulacdo da biossintese desses
hormdnios (Van Loon 2007). Os isolados UFRA 12 ¢ UFRA 52 de T. asperellum, foram caracterizados
como produtores de AIA (Nascente etal 2017). No presente estudo, S. marcescens foi também caracterizada
como produtora de AIA, no entanto apesar do isolado de B. amyloliquefaciens ndo apresentar esta
caracteristica, este isolado pode ser responsavel pela indugdo da sintese deste hormdnio, visto que em
estudo descrito por Lima et al (2020), este mesmo isolado estimula o acimulo de AIA em folhas de mudas
de dendezeiro.

Neste estudo, S. marcescensfoi caracterizada como solubilizadora de fosfato, assim como os
isolados do pool de T. asperellum em estudo feito por Nascente et al (2017). Microrganismos
solubilizadores de fosfato excretam dcidos organicos como acético, fumarato, latico, citrico, oxalico, dentre
outros que reduzem o PH do solo e transformam os cations ligados ao fésforo pormeio de gruposhidroxila
e carboxila, liberando o fosfato na solug@o do solo na forma disponivel para as plantas (Puri et al 2020;
Rawat et al 2020).

Nas plantas o fosforo contribui para o desenvolvimento radicular, fortalecimento do caule e esta
envolvido em processos metabdlicosrelacionados a fotossintese, respiragdo celular (glicolise) e atividades
enzimaticas, além de constituirem elemento estrutural da formagdo da membrana plasmatica e da molécula
de adenosina trifosfato (ATP) envolvido na sintese de energia (Billah et al 2019).

Além de solubilizar nutrientes, esses microrganismos induzem a um maior desenvolvimento do
sistema radicular, permitindo uma maior eficicia na absor¢do de nutrientes no solo e dessa forma um maior
acumulo de nutrientes em mudas de dendezeiro (Lima et al 2021). Em plantas de soja, a cooinoculagdo de
bacilose levedura estimulou o aumento nutricional nas folhas e melhoria na eficiéncia da adubacao (Leite
etal 2022), enquanto que em plantas de bananeira a aplicagdo com isolados de 7. asperellum, mostrou se
economicamente viavel, o que permitiu a redug@o no uso da adubagdo quimica em 50% da dose
recomendada (Maués et al 2022).

Os resultados apresentados neste estudo demonstram o potencial da tecnologia microbiana na
promog¢do de crescimento em mudas de dendezeiro, que apresentaram incrementos biométricos e de
biomassa em relagdo as plantas ndo inoculadas. De forma similar Amir et al (2005) identificaram ganhos
em biomassa radicular e da parte aérea em mudas de dendezeiro inoculadas com Bacilluse Azospirillum.
O crescimento da parte aérea pode estar relacionado a indugao de fitohormonios, como auxina, giberelina
e citocianina nas folhas de plantas bioestimuladas (Cardoso et al 2021; Asari et al 2017) e dessa forma
favorecer alteragdes fisioldgicas e morfoanatdmicas positivas ao crescimento de plantas (Gashash et al

2022; Lopes et al 2020; Régo et al 2014).
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O aumento da biomassa em plantas bioestimuladas pode ser resultado da melhoria do desempenho
fotossintético (Rampazo et al 2018). A maior eficiéncia na taxa de assimilagdo liquida de CO», permite a
maior producdo de foto assimilados, que podem ser distribuidos para outros 6rgdos da planta para atender
as diversas atividades metabdlicas envolvidas no crescimento e defesa da planta (Castro et al 2019).

A taxa de assimilagdo liquida de CO2 e de carboxila¢do da rubisco aumentaram em mudas de
dendezeiro tratadas com microrganismos, isto pode explicar a melhoria na eficiéncia do aparato
fotossintético em plantas bioestimuladas, visto que ndo houve diferencas sobre o grau de abertura
estomatica, a transpiracdo e carbono intercelular que permanece o mesmo, porém as plantas conseguem
assimilar mais CO2 para o processo fotossintético. Isto pode ser explicado devido a expressdo de genes
associados a fotossintese e a subunidades da rubisco que influenciam a atividade desta enzima e a eficiéncia
do PSII (Shoresh e Harman 2008).

A taxa de carboxila¢do da rubisco ¢ uma importante varidvel usada para estimar a atividade da
desta enzima (Sousa et al 2021). A rubisco também conhecida por ribulose bifosfato carboxilase ¢ uma
enzima responsavel pela carboxila¢do do carboidrato ribulose 1,5-bisfosfato em duas moléculas de 3-
fosfoglicerato presentes no ciclo de Calvin na etapa bioquimica da fotossintese (Castro 2019). Resultados
similares a este estudo foram encontrados em plantas bioestimuladas de arroz (Régo etal 2018) e em mudas
de coqueiro (Cardoso et al 2021).

O aumento da taxa de assimilagdo liquida de CO2 em plantas bioestimuladas pode também esta
relacionada aos incrementos no contetido de clorofilas, principalmente clorofilaa como demonstrado nesse
estudo, que melhoram a eficiéncia da conversdo de energia luminosa em energia quimica fornecida na
forma de ATP e NADPH gerados durante a fase fotoquimica da fotossintese (Castro et al 2019).

A andlise morfoanatomica demonstrou o espessamento do limbo foliar em plantas de dendezeiro
bioestimuladas,com incrementos de até 7% na espessura, o que favorece no aproveitamento de luz e agua,
para o processo fotossintético, melhoria na absor¢do de energia luminosa aliado ao aumento no conteudo
de clorofila e acessibilidade aos locais de carboxilagao dos cloroplastos no interior das células, além da
menor perda de dgua e regulacdo da temperatura (Cardoso et al 2019; Paradiso et al 2017).

O espessamento do limbo foliar estd diretamente relacionado ao crescimento do mesofilo, que é
uma regido que compreende o parénquima palicadico rico em células cloroplastideas e o parénquima
lacunoso com células de formato irregular contando com lacunas onde circula o ar proveniente das trocas
gasosas mediada pela abertura e fechamento estomatico (Appezzato da Gloria e Hayashi 2013).

Neste estudo, plantas tratadas com microrganismos promoveram aumento do mesofilo foliar e do
parénquima paligaddico. Resultados similares foram encontrados por Cardoso et al (2019) em que P.
fluorescens induziu o aumento na espessura do limbo foliar em plantasde alface, enquanto em plantas de
Phaseolus vulgaris o aumento do mesofilo proporcionado pela aplicagdo com de P. fluorescens ocorreu
principalmente por conta do espessamento do parénquima pali¢adico (Boruah et al 2003). Para Larraburu
e Llorente (2015), o aumento dos tecidos de colénquima ocorre por conta da auxina produzida por estes
microrganismos que modifica o metabolismo da planta.

O espessamento do parénquima pali¢addico induzido por microrganismos pode ocorrer por meio
da expansdo celular ou pelo nimero de camadas celulares, e resultano acaimulo de clorofilas, que permitem

a maior captacdo de fotons durante a etapa fotoquimica da fotossintese (Paradiso et al 2017). Neste estudo



© 00 N O Ol & W N B

W W W W W W W W W WNDNDNMNDNDDNMNMNDNDNDNNNMNMNNEPERPRPEPRPERPERERERPRPRPRPR
© 00 N O Ol & W NP O OWOoWw~NO O P WOWNPFP OOWOoOLoONO O W DNPE O

35

a inoculag@o com B. amyloliquefaciense T. asperellum induziu acimulo de clorofilas a e b em mudas de
dendezeiro, o que contribui na maior capacidade de absor¢do de energia luminosa (Castro et al 2019).
Resultados similares foram encontrados por Omer et al (2023), onde a aplicacdo com diferentes
microrganismos em plantas de feijdo-caupi (Vigna unguiculata L.) promoveram aumentos do teor de
clorofila a e clorofila b.

Moléculas de clorofila sdo pigmentos fotossintetizante, com funcdo na absor¢do de energia
luminosa a partir de sistemas chamado de complexo antena e transporte de elétrons para os centros de
reacdo (Kerbauy 2004; Zhang et al 2017). Ao absorver energia luminosa as moléculas de clorofila
modificam temporariamente as configuragdes eletrdnicas passando do estado basal para o excitado em
aproximadamente 10-8 segundos, a energia dissipada durante este processo pode ocorrer de trés diferentes
formas: dissipagdo fotoquimica, dissipa¢c@o ndo-fotoquimica e fluorescéncia (Campostrine 2001).

A eficiéncia de aproveitamento da energia luminosa em energia quimica no processo fotossintético
pode ser entendida pelos pardmetros de fluorescéncia da clorofila a, podendo complementar com o aumento
da taxa fotossintética induzida por microrganismos (Baker 2008). Neste trabalho, mudas de dendezeiro
inoculadas com microrganismo apresentaram reduc¢do nas fluorescéncias inicial e maxima, o que indica
uma menor perda de energia por fluorescéncia em plantas bioestimuladas. Resultados similares foram
encontrados por Castro et al (2019) em mudas de acaizeiro bioestimuladas.

Neste trabalho, todos os isolados testados estimularam aumentos na atividade potencial do
fotossistema II (PSII), taxa de transporte de elétrons e dissipagdo fotoquimica. Resultados similares foram
encontrados por Samaniego-Gamez et al (2016) em plantas de pimenteira inoculadas com bacillus. A taxa
de transporte de elétrons, corresponde a quantidade de elétrons transportados do PSIl ao PSI (Apichatmeta
et al 2017). Enquanto a dissipagao fotoquimica corresponde ao processo de uso da energia luminosa para a
fase fotoquimica da fotossintese, onde a energia dissipada garante o poder redutor e a sintese de ATP, que
sera usado na fase bioquimica da fotossintese (Campostrini 2001).

O aumento na taxa de transporte de elétrons e no coeficiente de dissipagdo fotoquimica sio
resultantes da melhoria na eficiéncia dos PSI e PSII em plantas bioestimuladas e contribuem para a redugao
do coeficiente de dissipag¢do ndo fotoquimica (Castro et al 2019).

Todos os microrganismos estimularam aumento no didmetro dos elementos de vaso do
metaxilema, com destaque para B. amyloliquefaciens e S. marcescensque promoveram maiores quantidades
destes vasos as plantas bioestimuladas. Esses ganhos podem contribuirpara o aumento da area vascular e
nervura foliar e favorecer a condutividade hidraulica e de nutrientes para a folha (Lopes et al 2020). O
aumento no didmetro destes elementos de vasos contribui com o maior desenvolvimento da espessura da
nervura foliar e estdo relacionadas as mudancas nos tecidos do limbo foliar (Gashash et al 2022).

O aprimoramento da tecnologia microbiana de MPCPs voltado para uma agricultura sustentavel
contribui na fertilidade do solo, tolerancia das plantas a fatores limitantes, manutencdo do ciclo de
nutrientes e produtividade da cultura, comisso, estudos voltados a selecdo e cultivo de isolados promissores
atrelado as pesquisas multidisciplinares contribuem para o entendimento nas diferentes abordagens
biologicas, ecoldgicas e funcionais com o foco para o fornecimento de futuras formulagdes (Gouda et al

2018).
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CONCLUSAO

Bacillus amyloliquefaciens, Serratia marcescense T. asperellum, induziram alteragdes
morfoanatomicas positivas e funcionais em mudas de dendezeiro por meio do espessamento dos tecidos
foliares de limbo, mesofilo e parénquima pali¢adico, que contribuiu diretamente para o acumulo de
clorofilas e melhoria na fluorescéncia da clorofila a. O actimulo de CO2 em plantas de dendezeiro
bioestimuladas pode estar associado & maior atividade da rubisco, que permitiu a maior fixacdo de COz e
conversdo em biomassa seca, além disso, foi demostrado o aumento do didmetro dos elementosde vaso de

metaxilema que pode contribuir no aumento da condutividade hidraulica e de nutrientes para a planta.
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Capitulo 2: ANATOMIA E CRESCIMENTO RADICULAR EM MUDAS DE ELAEIS
GUINEENSIS INOCULADAS COM TRICHODERMA SPP.
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S Enxofre

7/n Zinco
ANATOMIA E CRESCIMENTO RADICULAR EM MUDAS DE ELAEIS GUINEENSIS INOCULADAS
COM TRICHODERMA SPP.*

*Artigo 2- Normas da revista TREES: Structure and function

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar as alteracdes anatomicas e morfolégicas em raizes de mudas de
dendezeiro induzida pela inoculagdo com isolados de Trichoderma spp. Foi realizado um delineamento
inteiramente casualizado com cinco repeticdes e quatro tratamentos: controle positivo C+ (mudas ndo
inoculadas,com 100% da adubacgé@o recomendada), controle negativo C- (mudas ndo inoculadascom 50%
da adubacdo recomendada), FT-02 (mudas inoculadas com o isolado FT-02 de Trichoderma) e Pool de
Trichoderma asperellum (mudas inoculadas com um pool com quatro isolados de 7. asperellum- UFRA-
06, UFRA-09, UFRA-12 ¢ UFRA-52), as mudas inoculadas foram adubadas com 50% da quantidade
recomendada. Aos doze meses de idade as plantas foram avaliadas quanto aos parametros relacionados a
anatomia e crescimento do sistema radicular. Estes microrganismos promoveram crescimento em altura,
numero de folhas, didmetro do coleto e biomassa, com relagdo aos controles positivo e negativo, com
destaque ao isolado de FT-02 que estimulou o aumento da area superficial da raiz e do volume radicular
com relacdo aos controles. Anatomicamente as raizes de dendezeiro inoculadas com estes fungos
apresentaram aumento no didmetro radicular, espessamento do cortex, cilindro vascular, da endoderme,
periciclo e aumento no niimero e diametro dos elementos de vasos do metaxilema em raizes laterais de
primeira e segunda ordem, quando comparadas com plantas ndo inoculadas. Desta forma, Trichoderma spp.
induziram altera¢cdes morfoanatomicas radiculares em mudas de dendezeiro, que contribui com o
crescimento radicular e da parte aérea. A partir do uso destes microrganismos ¢ possivel reduzir o uso de

fertilizantes em fase de viveiro de mudas.

Palavras chaves: Raiz, dendezeiro, fungo, bioestimulantes, morfoanatomia.

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the anatomical and morphological changes in roots oil palm
seedlingsinduced by inoculation with isolates of Trichoderma spp. A completely randomized design was
carried out with five replications and four treatments: Positive control C+ (seedlings not inoculated, with
100% of the recomende fertilization), negative control C- (seedlings not inoculated with 50% of
recommended fertilization), FT-02 (seedlings inoculated with the Trichoderma isolate FT-02) and
Trichoderma asperellum pool (seedlings inoculated with a pool with four T. asperellum isolates- UFRA-
06, UFRA-09, UFRA-12 and UFRA-52), the inoculated seedlings were fertilized with 50% of the

recommended amount. At twelve months of age, the plants were evaluated for parameters related to the
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anatomy and growth of the root system. These microorganisms promoted growth in height, number of
leaves, stem diameter and biomass, in relation to the positive and negative controls, with emphasis on the
FT-02 isolate, which stimulated an increase area of the root and root volume in relation to the controls.
Anatomically, oil palm roots inoculated with these fungi showed an increase in root diameter thickening of
the cortex, vascular cylinder, endodermis, pericycle and an increase in the number and diameter of
metaxylem vessel elements in first and second order lateral roots when compared to non-inoculated plants.
In this way, Thichoderma spp. induced root morphoanatomical changes in oil palm seedlings, which
cotributes to root and shoot growth. Using these microorganisms, it possible to reduce the use of fertilizers

in the seedlings nursery phase.

Key word: Root, oil palm, fungus, biostimulant, morphoanatomy.

INTRODUCAO

A demanda por alimentos, biocombustiveis e fibras ¢ um dos grandes desafios da
sustentabilidade, principalmente devido o rapido crescimento da populagdo mundial, além disso a
degradacdo dos recursos naturais tem reduzido o percentual de terras adequadas para a agricultura, portanto
¢ necessario a adocdo de praticas de manejo sustentavel adequadas para a gestdo dos recursos naturais
acompanhada pela maximiza¢do da produgdo de alimentos, redugdo da poluigdo e recuperacdo de areas

degradadas (Abhilash et al. 2016).

Umas das culturas de grande potencial produtivo na regido amazdnica, a palma de 6leo ou
dendezeiro (Elaeis guineensis), ¢ uma palmeira de origem africana que apresenta alta adaptabilidade a
regides tropicais imidas e possui grande importancia econémica devido ao mercado de 6leos de palma e

palmiste, extraidos de frutos e sementes, destinados as industrias alimenticias, cosméticos, farmacéuticas e

de biocombustivel (Mapa 2018).

Na Amazodnia o cultivo de dendezeiro tem expandido nosltimos anos, assim como a demanda
por fertilizantes que sdo a segunda maior fonte de custo na cadeia produtivado dendezeiro perdendo apenas
para a os custos com mao de obra, a necessidade da altademanda por adubagdo se deve aos solos acidos da

regido com baixo teor nutricional (Matos et al. 2020).

Apresentagdo da limitagdo na produtividade
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O processo de producdo de mudas de dendezeiro requer um longo periodo de viveiro e altas
dosagens por fertilizantes, por conta disso ¢ necessario o uso de técnicas que favorecam o crescimento de
mudas de dendezeiro e melhorem a eficiéncia no uso de fertilizantes (Lima et al. 2020). A tecnologia
microbiana tem sido aplicada como uma das alternativas sustentaveis, voltadas na formagdo de mudas
robustas de maior precocidade e menor custo beneficio (Cardoso et al. 2021; Castro et al. 2020; Lima et al.

2020).

Link alternativa para manejo e uso

Microrganismos promotores de crescimento em plantas contribuem na performance de
crescimento por meio de mecanismos diretos e indiretos como a solubiliza¢do de nutrientes, produgao de

sider6foros, produgdo e inducdo de fitorreguladores, ativagao sobre o metabolismo secundério em plantas

sobre condigdes de estresses, entre outros (Jha e Saraf 2015).

Dentre os microrganismos promotores de crescimento, fungos do género Trichoderma destaca-se
por apresentar grandes vantagens desde a germinag¢do de sementes e influencia diretamente no
desenvolvimento da planta hospedeira a partir da solubilizacdo de nutrientes, sintese e indu¢do hormonal e
biocontrole de pragas e doengas (Chagas et al. 2017; Bononi et al. 2020). Estes fungos sdo cosmopolitas,
de vida livre, que podem viver em diferentes ambientes no solo, folhas e raizes, em plantas de dendezeiro
estes organismos possuem capacidade de colonizar tecidos radiculares e caulinares (Sundram 2013;

Harman 2004).

Varios estudos tem comprovado o potencial de diferentes espécies de Trichoderma spp. na
promogcao de crescimento em plantas como em milho, arroz, soja, e feijao caupi (Chagaset al. 2017). Esses
microrganismos podem promover alteracdes morfoanatomicas benéficas (Oliveira et al. 2020) ao
desenvolvimento do sistema radicular que podem favorecer a disponibilidade de nutrientes para as plantas

(Chacon et al. 2007; Samolski et al. 2012).

Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar as alteragdes anatdmicas e morfoldgicas em raizes

de mudas de dendezeiro induzida pela inoculagdo com isolados de Trichoderma spp.
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MATERIAL E METODOS

Area de estudo
O experimento foi instalado em area de viveiro pertencente ao grupo Agropalma, localizada no

municipio de Tailandia-PA com as seguintes coordenadas geograficas 2°32'58.06"S e 48°42'59.92"W.

Material vegetal

Sementes de Elaeis guineensis Jacq. (Deli x Nigeria) pré-germinadas, foram semeadas em sacos
de polietileno de 15x25 cm de dimensdes, contendo terrigo enriquecido com material decomposto de cacho
vazio de dendezeiro na propor¢do de 6:4 respectivamente, durante quatro meses de idade (fase de pré
viveiro), posteriormente as mudas foram transplantadas para sacos de polietileno de 45x45cm de
dimensdes, contendo o mesmo tipo de substrato usado anteriormente por mais oito meses de crescimento

(fase de viveiro).

O substrato utilizado apresentou as seguintes propriedades quimicas: pH (CaClz) = 5,1; C= 28
g/dm*; P= 51,9 mg/dm?; K= 5,9 mmolc/dm?; Ca = 37 mmolc/dm?; Mg = 26 mmolc/dm?; S = 7 mg/dm?; Na
= 0,2 mmolc/dm?*; Mn = 37,5 mg/dm?; Fe = 73 mg/dm?; Cu = 0,5 mg/dm?; Zn = 3,7 mg/dm?; B = 0,8

mg/dm?.

Na fase de pré-viveiro foram realizadas quatro aduba¢des de manutengdo, foram feitas duas
adubagdes, uma ao inicio e outra final do segundo més de crescimento, a adubagdo ocorreu por meio da
pulverizacdo de 30 litros de 4gua misturado com fertilizantes foliares (180 ml de Ubyfol N32, 15 ml de
Ubyfol MAG 8 ¢ 200 ml Ubyfol L06), para cada canteiro contendo 3700 mudas. Ao terceiro e quarto més
de crescimento foi feita a pulverizagdo com 30 litros de 4gua misturado com 600 ml de Ubyfol N32, 40 ml
de Ubyfol MAG 8 ¢ 500 ml Ubyfol L06, no final da fase de pré-viveiro cada muda recebeu o equivalente

a5 g do adubo foliar NPKMg com a formulagdo 25-10-17-0,4.

Na fase do viveiro foram realizadas 12 adubag¢des de manutengdo quinzenais, sendo 40g do
fertilizante fosfato monoamonico (MAP), 50g do Nitrato de Amodnio (NH4NOs3), 20g de Kieserita
(MgS04.H20), 25ge 12gdo NPK com as seguintes formula¢des 15-13-6 e 12-12-17,também foi utilizado
17g e 20g do NPKMg com as seguintes formula¢des 15-13-6-4 e 12-12-17-2, totalizando 184g de

fertilizante s6lido por planta até o final do experimento.
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Preparo de microrganismos

Foram usadosisoladosde Trichoderma spp. (FT-02, UFRA-06, UFRA-09, UFRA-12 ¢ UFRA-
52)provenientes da cole¢do de microrganismos do laboratério de protecao de plantas (LPP) da universidade
federal rural da Amazdnia (UFRA), os microrganismos foram selecionados a partir de resultados positivos
em experimentos anteriores. FT-02 foi isolado da rizosfera de plantio de dendezeiro, enquanto os demais
sdo oriundos de solo rizosférico de areas de florestas nativa e reflorestada da amazonia (Franga et al. 2014).

Os isolados de Trichoderma spp. foram inicialmente cultivados em placas de petri contendo
meio de BDA (batata, dextrose e 4gar), durante cinco dias a 28°C (Alfenas e Mafia 2016). Posteriormente
os isolados foram cultivados em arroz umidecido e autoclavado durante uma semana e a partir da
colocnizagdo deste foi feito o preparo de duas suspensdes microbianas de concentragdo igual a 108
conidios/mL conforme descrito por Régo et al. (2014), a primeira suspensao foi formada por conidios de
FT-02, enquanto que a segundo foi proveniente do poo! entre os isolados de UFRA-06, UFRA-09, UFRA-

12 e UFRA-52.

Foram feitas duas inoculagdes com 50 mL de suspensdo fingica, durante a fase de pré-viveiro
e trés inoculagdes com 100 mL de suspensdo fungica, durante a fase de viveiro em mudas de dendezeiro,

consistindo em inoculagdes via rega aos 7,30, 120, 150 e 230 dias apds o semeio

Delineamento experimental

Foi feito um delineamento inteiramente casualizado, com seis repeti¢des e quatro tratamentos,
totalizando em 24 unidades amostrais, os tratamentos testados foram o controle positivo C+ (formado por
plantasno inoculadas e adubadas conforme a adubagio recomendada), controle negativo C- (formado por
plantasndo inoculadas e adubadas com metade da adubagdo recomendada), FT-02 (plantasinoculadascom
o isolado FT-02) e mix (plantas inoculadas com uma mistura entre isolado de 7. asperellum: UFRA-06,

UFRA-09, UFRA-12 e UFRA-52), os tratamentos de FT-02 e T. asperellum receberam apenas metade da

adubagdo recomendada.

Biometria e Biomassa

Foram avaliados pardmetros de crescimento em mudas de dendezeiro aos 12 meses de
crescimento. A altura da planta (AP) foi medida com o auxilio de uma trena, da base inferior do caule ao
apice da folha, o diametro do coleto (DC) foi medido com um paquimetro digital, o numero de folhas

expandidas (NF) foi contabilizado em cada planta (Benicasa 1988). Além disso, foi analisado o teor de
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clorofilatotal (SPAD) das mudas, com o auxilio do fluordmetro de clorofila SPAD 502 plus sendo analisada

seis pontos diferentes na segunda folha totalmente expandida.

Amostras radiculares e da parte aérea, foram armazenadas em sacos de papel kraft e levadasem
estufa a 70 °C, durante 48 horas, a partir da secagem do material foi feita a pesagem em balanca analitica
para obtencdo dos valores de matéria seca (Benicasa 1988). Por fim, foi calculado o indice de qualidade
dickson (IQD), que ¢ um indicador de qualidade das mudas (Dickson et al. 1960), calculado conforme a

equacio abaixo.

( )
10D = ((A_P)’f%)/loo

DC MSR

Dinamica e crescimento radicular

Partes das raizes foram coletadas,lavadase armazenadas em solugdo etandlica 30%, posteriormente foram
adicionadasem bandejade 30 cm de largura e 40 cm de comprimento, com um fundo branco formado. As
raizes foram posicionadas na bandeja e espalhadas afim de evitara sobreposi¢do de raizes, com isso foi
feita a captura de imagens de cada raiz digitalizadas com resolugdo de 200 dpi. As imagens foram
processadas e analisadas com o auxilio do software Safira versdo 2.0 (Jorge e Silva 2010), onde foi
quantificado a area superficial radiculare o volume radicularem trés diferentes classes de raizes de acordo
com o seu didmetro médio, sendo fina (menor que 2mm), média (entre 2 ¢ 4 mm) e grossa (maior que 4
mm) (Goh e Samsudin 1993). A partir dos resultados obtidosno programa Safira, foi feita uma estimativa

considerando o peso das raizes usadas para esta analise com o peso da raiz total.

Anatomia radicular

Foi analisada a raiz adventicia de maior comprimento e a partir desta foi selecionado raizes laterais de
primeira e segundaordem. A regido do terco médio de raizes laterais de primeira e segunda ordem foram
coletadase fixadas em F.A.A 70 (formaldeido 37%, acido acético e alcool 70%) na proporcéo de (1:1:18)

respectivamente, durante 24 horas e posteriormente armazenadas em alcool 70% (Johansen 1940).

As amostras radiculares foram desidratadas em série alcodlica (80%, 90%, 100%) a cada 20 minutos e
embebidas em resina plastica durante 24 horas (Marques ¢ Soares 2021), as amostras foram cortadas
transversalmente com o auxilio de um micrétomo rotativocom 5 um de espessura, e coradas com azul de

toluidina, enquantopara a detec¢do de ligninas as sec¢des ndo foram coradas, devido a fluorescéncia natural
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destas moléculas que serdo visualizadas em microscopio 0tico de luz ultravioletacom 490nm de filtro de

excitagdo (Magalhaes et al. 2021).

As imagens foram capturadas digitalmente com auxilio de uma camera fotografica acoplada a um

microscopio (Leica DMLB) e computador.

Os parametros anatomicos radiculares avaliados foram o diametro do cértex (DC), didmetro do cilindro
vascular (DCV), diametro de elementos de vasos do metaxilema (DM), ntimero de elementos de vaso do

metaxilema (NM).

Analise estatistica

Os dados coletados foram submetidos a analise de varidncia, e as médias das variaveis foram
comparadas por meio do teste de médias de Duncan (p <0,05), para variaveis morfométricas e crescimento
radiculare teste de Scoot-Knott (p <0,05), para as variaveis anatdmicas, utilizando o pacote R (R core team

2017).

RESULTADOS

Os isolados de Trichoderma spp. promoveram crescimento em mudas de dendezeiro, com incrementos
médios de 36,74% em altura, 28,88% em didmetro do coleto, 25,48% em numero de folhas, 17,40% em
clorofilatotal,215,42% no indice de qualidade de Dickson, 67,71% em massa secada parte aérea, 230,86%
em massa seca daraiz e 85,88% em massa seca total comrelag@o ao controle negativo. Os tratamentos com
Trichoderma spp. estimularam incrementos médios de 19,55% em altura, 21,05% em nimero de folhas,
43,85% em massa seca da parte aérea e 37,90% de massa seca total, em relagcao ao controle positivo,com
destaque para o FT-02 que promoveu aumentos em 13, 34% em diametro do coleto,25,06% no indice de

qualidade de Dickson e 26,40% em massa seca da raiz (tabela 1).

Tabela: 1: Morfometria em mudas de dendezeiro (12 meses de idade) inoculadas com isolados de
Trichoderma spp. C- (plantas ndo inoculadas com 50 % da adubacdo recomendada), C+ (plantas ndo
inoculadas com 100 % da adubagdo recomendada), FT-02 (plantas inoculadas como isolado de FT-02, com
50 % da adubacdo recomendada) e 7. asperellum (plantas inoculadas com o pool de quatro isoladosde T.
asperellum UFRA-06, UFRA-09, UFRA-12 ¢ UFRA-52, com 50 % daadubagédo recomendada). Altura da

planta (AP), didmetro do coleto (DC), numero de folhas (NF), massa seca da parte aérea (MSPA), massa

seca da raiz (MSR), massa seca total (MST) e indice de qualidade de Dickson (IQD).
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AP DC MSPA MSR MST
Tratamentos NF SPAD 1QD
(cm) (mm) () (8) (8)
C- 100,83 ¢ 7293c¢ 1833b 47,13b 32705b 41,00c 368,05¢c 0,39¢c¢
C+ 11533b 86,65b 19,00b 52,09ab 38129b 114,83b 496,12b 1,06b
FT02 141,50a 9821a 2383a 55,13a 559,62a 145,15a 704,76a 1,32a
89,78 126,16
T. asperellum 13425 a 22,17a 55,53a 53738a 663,54a 1,15ab
ab ab
CV% 9,01 10,31 7,2 8,82 21,41 17,08 18,63 17,28

*Médias seguidas por letras mintisculas na coluna iguais n2o diferem significativamente pelo teste de

Duncan (P<0,05).
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Fig 1 Mudas de Elaeis guineensis (doze meses de idade) inoculados com isolados de Trichoderma spp. em
comparagdo aos controles positivo e negativo

O tratamento FT-02 promoveu incrementos na area superficial de raizes de mudas de Elaeis guineensis confonme
observado na figura 3. Nas raizes finas houve um aumento de 343% com relagéo ao controle negativo e 69,6%
com relag@o ao controle positivo, em raizes médias este isolado promoveu incremento de 259% com relagéo ao
controle negativo, enquanto em raizes grossas os incrementos foram de 433% e 33% com relag@o aos controles

negativo e positivo, respectivamente.
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Fig 2: Area superficial da raiz de mudas de Elaeis guineensis (doze meses de idade) inoculadas com
isolados de Trichoderma spp. em comparagdo aos controles positivo e negativo.

O aumento no volume radicular foi estimulado em mudas de dendezeiro inoculadascom o isolado de FT-
02, conforme observado na figura 4. Para as raizes finas os incrementos foram de 336,84% ¢ 40,68% com
relag@o aos controlesnegativo e positivo, enquanto para as raizes grossas os aumentos foram de 491,21%
e 54,74% com relagdo aos controles negativo e positivo, nas raizes médias este isolado contribuiu com
aumento de 378% em relagdo ao controle negativo. O tratamento envolvendo a aplicagdo com pool de
isoladosde T. asperellum, promoveu aumentos no volume de raizes fina em 126% e grossas em 218% em

relagdo ao controle negativo.
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Fig 3: Volume radicular de mudas de Elaeis guineensis (doze meses de idade) inoculadas com isoladosde
Trichoderma spp. em comparagdo aos controles positivo e negativo
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Plantas de dendezeiro apresentam raizes de tipo fasciculadas,com a formagdo deraizes adventicias a partir
do caule, que originam raizes primarias, secundaria, terciarias e quaternarias (Corley e Tinker 2016).
Anatomicamente, os resultados observados neste trabalho demonstram que as raizes de dendezeiro
apresentam epiderme uniestratificada,a exoderme com células esclerenquimaticas com parede lignificada,
enquanto as células parenquimaticas do cortex sdo arredondadas e enfileiradas, com a formagao lisigena de
grandes bolsas de ar que constitui em aerénquima, a endoderme constitui em uma camada de células
separando o cortex do cilindro central onde contém o periciclo formado por uma camada e os elementosde

vasos de xilema e floema, conforme observado na figura 5.

Os isolados de Trichoderma spp. promoveram alteracdes morfoanatdmicas em raizes laterais de primeira
ordem de mudas de dendezeiro, conforme observado na tabela 2. Com incrementos médios que variaram
36,18% a 38,68% para o didmetro radicular, 35,17% a 38,64% para o cilindro vascular, 7,17 a 22% para a
endoderme, 57,95% a 48,82% para o nimero de elementos de vaso do metaxilema e25,44% a 39,44% para
o diametro dos elementos de vaso do metaxilema com relagdo aos controles positivo e negativo,
respectivamente. Ambos os isolados ndo diferiram estatisticamente ao periciclo, enquanto para a espessura

do cortex houve aumento médio de 40,06% em relagdo ao controle negativo (figura 5).

Tabela 2: Morfoanatomia de raizes laterais de primeira ordem em mudas de dendezeiro (12 meses de idade)
inoculadas com isolados de Trichoderma spp. C- (plantas ndo inoculadas com 50 % da adubagdo
recomendada), C+ (plantas ndo inoculadas com 100 % da adubag@o recomendada), FT-02 (plantas
inoculadas com o isolado de FT-02, com 50 % da adubacdo recomendada) e 7. asperellum (plantas
inoculadas com o pool de quatro isolados de T. asperellum UFRA-06, UFRA-09, UFRA-12 ¢ UFRA-52,
com 50 % da adubag¢do recomendada). Didmetro da raiz (DR), Espessura do cortex (CO), didametro médio
do cilindro vascular (CV), endoderme (EN), periciclo (PE), nimero de elementos de vasos do metaxilema

(NMTX) e didmetro médio dos elementos de vasos do metaxilema (DMTX).

DR CO CV EN PE DMTX
Tratamentos NMTX
() (km) (um) (pm) (um) (pm)
C- 1428,00b  481,18b 381,13 b 8.45¢ 10,47 a 4,67b 54,69 b
C+ 145421b 502,53a 39091Db 9,62 b 10,35 a 4400 60,79 b

FT-02 208295a 710,90a 555,88 a 9,64 b 12,06 a 740 a 73,71 a
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T. asperellum 1877,83a 637,01 a

500,90 a

10,98 a

12,52 a

6,5a

78,81 a

CV% 14,24 14,70

16,37

8,48

14,95

15,46

11,80

*Médias com letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott knot (P<0,05).

Nas raizes laterais de segunda ordem também houve diferencas morfoanatomicas significativas em os

tratamentos, conforme observado na tabela 3. O uso de Trichoderma spp. variou em média de 40,48% a

46,25% para diametro radicular, 47% para a espessura do cortex, 49,30% a 58,38% para o cilindro

vascular, 16,34% a 30,86% para a espessura do periciclo, 68% a 75% e niimero de elementos de vaso do

metaxilema 66% a 46,74% para o didmetro dos elementos de vaso do metaxilema, com relagdo aos

controles positivo e negativo, respectivamente.

Tabela: 3: Morfoanatomia de raizes laterais de segunda ordem em mudas de dendezeiro (12 meses de

idade) inoculadas com isolados de Trichoderma spp. Didmetro da raiz (DR), Espessura do cértex (CO),

didmetro médio do cilindro vascular (CV), endoderme (EN), periciclo (PE,) nimero de elementos de vasos

do metaxilema NMTX) e didmetro médio dos elementos de vasos do metaxilema (DMTX).

DR (6{0) CV EN PE DMTX
Tratamentos NMTX
(pm) (pm) (nm) (pm) (pm) (pm)
C- 69336Db 239,99 b 144270 8,03 a 729b 240b 21,82 b
C+ 721,84 b 239,42b 152,990 8,40 a 8,20 b 2,50b 19,89 b
FT-02 1059,38a 363,24 a 232,38 a 9,04 a 995a 4,20 a 31,08 a
T. asperellum 969,09 a 340,66 a 224,62 a 9,55a 9,13 a 4,20 a 34,96 a
CV% 21,78 25,19 24 .47 12,36 13,45 35,79 27,88

*Médias com letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott knot (P<0,05).
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Fig 4 Corte transversal em raizes laterais de primeira ordem (a, b, c, d, e, f, g e h) e raizes laterais de segunda
ordem (i, j, k, I, m, n, 0 e p) de mudas de Elaeis guineensis (doze meses de idade) inoculadas comisolados

de Trichoderma spp. em comparagdo aos controles positivo e negativo

CONTROLE
NEGATIVO

CONTROLE
POSITIVO

ISOLADO
FT-02

T. ASPERELLUM

(UFRA-06, UFRA-09,
UFRA-12, UFRA -52)

Fig 5: corte transversal em raizes laterais de primeira ordem (a, b,c, d, e, f, g e h) eraizes laterais de segunda
ordem (i, j, k, I, m, n, 0 e p) de mudas de Elaeis guineensis (doze meses de idade) inoculadas comisolados
de Trichoderma spp. em comparagdo aos controles positivo e negativo
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DISCUSSAO

A aplicagdo da tecnologia microbiana pode consistir em um método eficaz na redu¢do do uso da
adubagdo quimica, visto que a adog¢do de microrganismos promotores de crescimento em plantas é mais
segura ao ambiente e mais econdmico quando comparado ao uso de fertilizantes (Zakry etal.2019). Estudos
comprovam a viabilidade econdmica dos microrganismos em solos amazonicos, que reduzem o uso de
fertilizantes em mudas de dendezeiro (Lima et al. 2022), mudas de coqueiro (Cardoso etal. 2021)e plantas

adultas de bananeira (Maugés et al. 2022).

O crescimento e a produtividade na cultura da dendezeiro sdo altamente influenciados pela aplicagao de
fertilizantes, porém a grande demanda pela fertilizagdo quimicana cultura da dendezeiro em comparagdo a

outras culturas como trigo e arroz, sdo necessarias para a reposi¢ao de nutriente removidos pela colheita de

cachos (Azri et al. 2018).

Conforme os resultados apresentados neste estudo, os isolados de Trichoderma spp. promoveram
crescimento em mudas de dendezeiro mesmo com apenas 50% da adubagdo recomendada, com destaque

ao isolado FT-02 que proporcionou incrementos superiores em todos os pardmetros morfométricos e de

biomassa avaliados.

Mesmo com apenas metade da quantidade de fertilizante recomendada, as mudas inoculadas com o isolado
de FT-02, apresentaram crescimento em biomassa radicular maior do que as plantas ndo inoculadas com
100% da dose recomendada, assim como o volume ¢ a area superficial da raiz. Em mudas de dendezeiro
inoculadas com Bacillus amyloliquefaciens com metade da adubacdo recomendada as alteragdes na
arquitetura radicular induzidas por este microrganismo favoreceram o acimulo de nutrientes em folhas e
raizes (Lima et al. 2021). A promogao de crescimento induzida por fungos de Trichoderma pode ocorrer a
partir de mecanismos de forma direta e/ou indireta como a solubilizagdo de fosfato, sintese de
fitohormonios, produgdo de sideréforos, producdo de metabdlitos secundarios e inducao de resisténcia

sistémica (Wonglom et al. 2020; Zhao e Zhang 2015; Nascente et al. 2017).

Segundo Barcelos et al.; (1995) ao final do estagio de viveiro, as mudas de dendezeiro devem apresentar
uma altura média de 120 cm, resultados similares foram encontrados neste trabalho em plantas controles

com 100% da adubacdo recomendada, enquanto plantas inoculadas com Trichoderma e fertilizadas com
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50% da adubacdo recomendada, apresentaram altura variando entre 134 a 141cmde altura, o que demonstra

o potencial da tecnologia microbiana na precocidade de mudas de dendezeiro.

stes mecanismos afetam diretamente o crescimento de células da raiz, pois o aumento da disponibilidade
nutricional, resultante da solubilizag@o de nutrientes e da producio de sider6foros, contribuina regulagdo
da arquitetura radicular mediada pelas alteragdes de hormdnios como auxina, citocianina e etileno
envolvidasno crescimento radicular (Lopéz-Bucio et al. 2003). Diversos estudos demonstram o potencial
de diferentes espécies de Trichoderma alterando a arquitetura radicular, mediada por genes envolvidosna
sintese de auxina, no qual estimulam o a formagdo de raizes laterais, resultando em um maior volume

radicular (Verbo e Liberman 2016; Samolski et al. 2012).

Conforme observado neste estudo o isolado FT-02 proporcionou o aumento na area superficial de raizes
finas em mudas de dendezeiro em relagdo ao controle positivo. O aumento em area superficial de raizes
finas pode contribuircoma melhoria e eficiéncia de absor¢ao de nutrientes (Limaetal. 2021), comprovando
que mudas de dendezeiro mesmo com 50% da adubacio recomendada, quando inoculadas com o isolado
de FT-02, apresentam crescimento acelerado e maior desenvolvimento em relagdo as plantas controle, o

que pode contribuir diretamente ao crescimento do volume radicular como observado neste trabalho.

O aumento do volume radicularnas diferentes classes de didmetro de raiz em mudas de dendezeiro tratadas
com o isolado de FT-02, apresentados neste estudo, demonstram o potencial deste isolado no
desenvolvimento radicular. O aumento do volume radicular permite o alcance das raizes as camadas mais
profundas do solo, garantindo maiorabsor¢do devido a maior quantidade de raizes finas ¢ maior ancoragem

ao solo por meio das raizes mais grossas (Lima et al. 2021).

Segundo Lima et al 2021 mudas de dendezeiro inoculadas com rizobacterias, apresentaram alteragdes na
arquitetura radicular e actmulo nutricional em folhas e raizes que contribuiram para o maior

desenvolvimento da planta em area de viveiro.

O crescimento do sistema radicular induzido por microrganismos resulta de um conjunto de alteragdes
morfoanatdmicas radiculares (Oliveira et al. 2020), que podem estar associados a biossintese de auxinas
induzida pela inoculagio com microrganismos em mudas de dendezeiro, visto que a auxina contribui na

divisdo celulare crescimento radicular(Lima et al. 2021). O acimulo deste hormdnio no centro quiescente
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da raiz pode favorecer o crescimento dos diferentes tecidos na raiz e resultar no maior desenvolvimento

radicular (Batista et al.; 2021).

O crescimento do didmetro radicular pode estar relacionado com o aumento da resisténcia e penetracio
radicularao solo, garantindo maiorexploracdo daraiz aos nutrientes do solo (Lynch et al. 2021). Conforme
observado neste estudo os tratamentos com Trichoderma promoveram incrementos no diametro de raizes
de primeira e segunda ordem em mudas de dendezeiro em relagdo aos tratamentos com 50% e 100% da
adubagdo recomendada, este crescimento € resultante do espessamento ou do numero de camadas de células
corticais, assim como o aumento do diametro do cilindro vascular e elementos de vasos condutores, que
podem ter sido favorecidos pela sintese hormonios. Em plantas de soja coinoculadas com 7. asperellum

apresentaram aumento do didmetro médio das raizes (Leite et al. 2023).

A partirdas andlises histoquimicas observado na figura 6, plantas de dendezeiro tratadascomo isolado FT-
02 apresentaram maior espessamento da exoderme em raizes laterais de primeira e segunda ordem. A
lignificagdo de células da exoderme, assim como o maior espessamento deste tecido, pode restringir o fluxo
de solutos, compostos orgénicos ¢ a entrada microrganismos patogénicos ao interior do cortex radicular

(Régo et al. 2014).

O espessamento do cortex e a formagdo de camadas de esclerénquima na exoderme, contribuem na
formacdo de raizes mais resistentes, no qual favorece a penetragdo em solos compactados e permite maior
exploragdo radicular ao solo e absor¢do de nutrientes (Castafieda et al. 2022). Neste trabalho ambos os
tratamentos com Trichoderma promoveram o aumento do volume radicular nas diferentes classes de raiz,
com destaque ao isolado de FT-02 que apresentou incrementos superiores significativos em relagdo ao

controle com 100% da adubacgdo recomendada.

A formagdo de raizes laterais ocorre a partir da acumulagdo de auxinasnas células do periciclo que adquire
identidade de célula fundadora e inicia o processo de divisdo celulare diferenciacio do tecido, o que resulta
na forma¢do de um primordio de raiz (Marhavy et al. 2013). O aumento do periciclo em raizes laterais de
segunda ordem em plantas de palma bioestimuladas com Trichoderma pode estar associado ao a formagao

de novas raizes laterais e ao aumento do volume radicular, conforme observado neste trabalho.

Trichoderma promoveu aumento em didmetro e na quantidade dos elementos de vaso do metaxilema em

raizes laterais de primeira e segunda ordem, em relacdo aos controles, o que contribui na maior
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condutividade hidraulica e de nutrientes (Oliveira et al. 2020). O aumento no calibre deste elemento de
vaso acompanhado com a melhoria na absor¢do nutricional influencia diretamente sobre o crescimento

radicular conforme apresentado neste estudo.

CONCLUSAO

Trichoderma spp. promoveu altera¢cdes morfoanatomicas radiculares em mudas de dendezeiro fertilizadas
com metade da adubagdo recomendada, resultando em beneficios significativosno crescimento radiculare
da parte aérea. A partir da aplicag@o destes microrganismos é possivel reduzir o uso de fertilizantes pela
metade durante a fase de viveiro. A aplicacdo da tecnologia microbiana com o uso de Trichoderma spp
proporciona uma economia significativa aos produtores de mudas de dendezeiro e minimiza o impacto

ambiental associado ao excesso de insumos quimicos.
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CONCLUSOES GERAIS

Alteracdes morfoanatomicas observada em raizes e folhas de mudas de dendezeiro
inoculadas com microrganismos, desempenham um papel crucial no aprimoramento do
crescimento radicular e na otimizagdo do aparato fotossintético. Esses beneficios
convergem no desenvolvimento vigoroso e precoce de mudas, proporcionando uma
notavel reducdo na necessidade de fertilizantes. Nesse contexto, destaca-se a importancia
da tecnologia microbiana e seu potencial positivo na eficiéncia agricola e na

sustentabilidade do cultivo do dendezeiro.
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