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1. CONTEXTUALIZACAO

O coqueiro (Cocos nucifera L.) é uma palmeira monocotileddnea, pertencente a familia
Arecaceae e subfamilia Cocoideae (BATUGAL; RAO; OLIVER, 2005). A cultura teve sua
origem no sudeste do continente asiatico e possui grande importancia econémica devido ao seu
aproveitamento, podendo gerar diversos produtos para industrias alimenticias e farmacéuticas,
além de sua fibra servir de composto para a agricultura (BENASSI; FANTON; SANTANA,
2013).

Essa cultura é considerada uma das espécies tropicais de maior relevancia, dada a grande
variedade de produtos e subprodutos oriundas ndo apenas dos frutos, mas também das estruturas
vegetativas da palmeira (LEDO et al., 2019). Por isso, a cocoicultura vem ganhando
notoriedade com incentivos & producdo de leite de coco, coco ralado e principalmente a agua
de coco (MARTINS, C. R., JESUS JUNIOR, 2014).

A importancia da cultura e suas utilidades para a humanidade contribuiu com o0 aumento
das éreas de producdo no Brasil apesar dessa contribui¢do corresponder apenas com 3,8% da
producdo mundial (FAO, 2021). O Brasil detém uma éarea cultivada de 187,5 mil ha com
producdo de 1,6 bilhdes de frutos. A regido nordeste é a mais produtora com 73,5% da producao
nacional de coco. Na regido Norte, o0 Para é o estado de maior contribuicdo, com destaque para
a cidade de Moju, que € o segundo municipio mais produtor do pais (IBGE, 2021).

No processo de producdo de mudas, a propagacdo sexuada (via seminal) é a principal
forma de propagacdo da espécie (LEDO et al., 2019). O processo de germinacdo e 0
estabelecimento da plantula é fundamental para obtencdo de plantas saudaveis e viaveis, sendo
essa pratica fundamental para a uniformizacdo das plantulas que irdo a campo. O
estabelecimento de plantulas viaveis permitird maior capacidade de suportar as condicdes
adversas dos fatores bioticos e abidticos no campo (FERREIRA; WARWICK; SIQUEIRA,
2018).

Problemas relacionados a ndo padronizacdo e o baixo aproveitamento das plantas na
fase de producdo de mudas é um fator presente nesta etapa. Mudas que ndo atendam as
qualidades requeridas irdo interferir no processo e nos custos de producdo (LEDO et al., 2019).
Essas particularidades podem ser explicadas pela fecundacao cruzada, no caso dos coqueiros
hibridos, que ird promover uma alta variabilidade de cargas genéticas e pela maturidade das
sementes, seja fisioldgica ou fisica, interferindo no tempo de estabelecimento da plantula
(PERERA et al., 2009).
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Como estratégia para atenuar esses fatores que possam desfavorecer a producao de
mudas, a utilizacdo de microrganismos promotores de crescimento em plantas pode auxiliar na
emergéncia e no estabelecimento das plantulas, refletindo inclusive em beneficios que possam
alterar o fenotipo. Em varias culturas, a utilizacdo de microrganismos auxilia, em estadios
precoces de crescimento, no maior acimulo de biomassa, no sistema radicular e caule
(KLOEPPER et al., 2004).

O uso de microrganismos na agricultura vem ganhando destaque crescente, visto a
necessidade de atenuar as consequéncias ambientais resultante das praticas agricolas no mundo.
O répido crescimento da populacdo no globo aumenta a demanda por alimentos e para tentar
atender essa questdo, a agricultura praticada investe no uso de insumos sintéticos para
fertilizacdo dos campos e controles fitossanitarios de forma exaustiva, contribuindo para a
contaminagao de alimentos, solos e rios (CZYZEWSKI; MATUSZCZAK; MUNTEAN, 2019).

Esse cenério de desequilibrio embasou e motivou a Organizacdo das Na¢bes Unidas
(ONU) a estabelecer um plano com 17 Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS)
baseada, entre outras dimens@es, na sustentabilidade ambiental. Portanto, o uso de produtos
bioldgicos se torna uma ferramenta para mitigacdo dos efeitos negativos da agricultura
praticada mundialmente (FRITZ et al., 2019).

Diante do entendimento dos beneficios do uso desses microrganismos na agricultura, a
hipdtese desta pesquisa é de que a espécie de rizobactéria do género Bacillus sp. e trés isolados
fangicos de Trichoderma asperellum potencializem o vigor e emergéncia das sementes de

coqueiro hibrido e induzem plantulas mais robustas.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. A cultura do coqueiro

A classificagdo taxonémica do coqueiro foi ajustada de acordo com Tomlinson (1968,
apud (NIRAL; JERARD, 2018), e est& classificado da seguinte forma: Reino: Plantae; Sub-
reino: Tracheobionta; Superdivisdo: Spermatophyta; Divisdo: Magnoliophyta; Classe:
Liliopsida; Subclasse: Arecidae; Pedido: Arecales; Familia: Arecaceae; Género: Cocos e
Espécie: Cocos nucifera L.

No cenério mundial, em 2021, a Indonésia teve destaque na producéo do coco, obtendo
uma producdo de 16,5 mil de toneladas enquanto o Brasil foi o quinto pais mais produtor, com

2,5 mil de toneladas (FAO, 2021). A cocoicultura no Brasil vem ganhando notoriedade com
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incentivos a producdo de coco seco, coco ralado e principalmente a &gua de coco, corroborando
para 0 aumento das areas cultivadas (BRAINER, 2021).

Segundo dados do IBGE (2021), o Estado do Para, contribuiu com 11,6% da producao
nacional e ocupa a terceira colocacdo em estados mais produtores. O municipio de Moju é o
principal produtor paraense e o segundo produtor nacional (BRAINER, 2021). Nesse municipio
se encontra a maior area de cultivo continuo de coqueiros da variedade hibrida implantada pela
empresa Sococo S/A Industrias Alimenticias justificando a posi¢do de destaque do municipio
paraense.

Em relacdo aos recursos genéticos do coqueiro, a cultura tem duas variedades cultivadas
no Brasil, C. nucifera var. typica (coqueiro gigante) e C. nucifera var. nana (coqueiro ando)
(FERREIRA; WARWICK; SIQUEIRA, 2018). A variedade typica possui importancia
paisagistica, principalmente em regides litoraneas e tem aptiddo para a producdo in natura
(coco-seco), além de usos culinarios na industria alimenticia. A variedade nana se destaca pela
comercializacdo da agua de coco, sendo representada pelas cultivares Amarela, Verde e
Vermelha (SIRIPHANICH et al., 2011).

O cruzamento entre estas variedades (Nana x Typica) resultam em hibridos
intervarietais, sendo esses usados para incentivar a cocoicultura mundial devido sua ampla
atividade comercial (FERREIRA; WARWICK; SIQUEIRA, 2018). Em relacdo aos seus
genitores, estes hibridos possuem vantagens na producéo e tamanho dos frutos, precocidade na
florago, além da porcentagem de germinacdo (FARIAS; GAIVA; PEREIRA, 2002; SANTOS
etal., 1982).

2.2. A semente do coqueiro

O processo de polinizagéo inicia com a deposicéo da estrutura masculina no estigma da
flor, que ird induzir a formacdao do tubo polinico permitindo a translocagdo do gameta masculino
até o gameta feminino (ZHANG et al., 2017). No interior do tubo polinico, ocorre a formacéo
de duas células espermaticas que sera responsavel pela dupla fecundacdo. Uma célula ira se
fundir com a oosfera iniciando o processo de formagéo e desenvolvimento do embrido e a outra
celula ird unir com os nucleos polares originando o tecido endospermatico (BEWLEY, JD;
BLACK, 2013)

No coqueiro, a semente se encontra no interior do fruto, que por sua vez é classificado
como fruto seco do tipo drupa, sendo formado de epicarpo, mesocarpo e endocarpo, onde essas
trés camadas constituem o pericarpo (FONTES; FERREIRA; SIQUEIRA, 2002). O endocarpo
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é pétreo e envolve a semente. A semente apresenta trés orificios envoltas no endocarpo, e seu
interior € constituido de uma cavidade, o endosperma (liquido e solido) e o embrido. O
endosperma liquido possui elevados teores de agucares e 0 endosperma sélido € rico em
lipideos, ambos irdo fornecer suporte nutricional ao processo germinativo e ao estabelecimento
(crescimento) da plantula (LI et al., 2019).

O processo germinativo da semente, compreende uma sequéncia ordenada de eventos
metabdlicos que resulta no reinicio do crescimento do embrido até originar uma plantula
(BEWLEY et al., 2013). O processo de germinacdo tem como etapa inicial o processo de
absorcdo de 4gua que pode é conhecido como embebicdo. Nessa etapa ocorre absor¢do de agua
e de oxigénio para que seja intensificada as atividades enzimaticas, e consequente oxidacdo do
tecido de reserva (tecido endospermatico) (BEWLEY; BLACK, 2013).

A segunda etapa é denominada como inducdo do crescimento ou repouso, onde ocorre
0 crescimento e multiplicacdo das células devido ao processo de absorcdo de &gua e
intensificacdo da respiracdo e da assimilacdo de produtos oxidados. Por fim, a terceira etapa é
caracterizada como a emergéncia da plantula. Nesse processo ira ocorrer a protusdo da radicula,
intensificacdo da diviséo celular e a promocdo do crescimento da plantula (BEWLEY, JD;
BLACK, 2013).

A germinacdo da semente de coco é iniciada pela absorgdo da &gua e ira promover o
aumento gradativo do embrido, forcando sua saida por um dos poros germinativos do
endocarpo, formando a radicula e a plumula (BALACHANDRAN; ARUMUGHAN, 1995). Na
medida que o processo vai avangando, o embrido ir4 se distender para o interior da cavidade,
formando o haustério que é um tecido esponjoso que age como tecido de reserva e mobilizador,
que irar promover a nutricdo do embrido em desenvolvimento (ARIVALAGAN;
MANIKANTAN; YASMEEN, 2018).

Uma vez que o mesocarpo oculta a emergéncia do embrido, comumente se considera
como semente germinada, a emergéncia do broto pelo pericarpo. Fatores como maturacdo do
embrido, umidade da semente, espessura do mesocarpo, tempo de polinizacdo e de

inflorescéncia irdo interferir no tempo que essa plumula ira emergir (HARRIES, 2012).

2.3. Microrganismos promotores de crescimento

Existem numerosas espécies de microrganismos que sdo capazes de auxiliar as plantas
em seu crescimento e estabelecimento. Em varias culturas, a utilizacdo desses seres auxilia, em

estagios precoces de desenvolvimento, no maior acimulo de biomassa, além de incrementos no
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sistema radicular e caule (KLOEPPER et al., 2004). Como exemplos de alguns desses
microrganismos, existem as rizobactérias promotoras de crescimento do género Bacillus spp.
(KUMAR; PRAKASH; JOHRI, 2011) e os fungos do género Trichoderma spp. (HERMOSA
etal., 2012).

O género Bacillus (COHN, 1875) pertence ao dominio bactéria (WOESE; KANDLER,;
WHEELLIS, 1990). Sao grupos de bactérias que apresentam forma de bastonetes e sdo gram
positivas, podendo ser ou ndo aerobicas (BRENNER; KRIEG; STALEY, 2005). Possuem
grande dispersdo em diversos habitats e resisténcia a condigdes ambientais desfavoraveis
devido ao seu metabolismo fisiolégico e a formacdo de enddsporos (TIWARI; PRASAD;
LATA, 2019).

A maioria das bactérias do género Bacillus sdo encontradas naturalmente no
ecossistema, e por este motivo, esse género é bem aceito no desenvolvimento de produtos
comerciais (BHATTACHARYYA; GOSWAMI; BHATTACHARYYA, 2016). Este género
tem ampla capacidade de crescimento, compreendendo temperaturas que variam de 3 °C até 75
°C podendo algumas espécies suportarem extremos de alcalinidade e acidez, com o pH variando
entre 2 e 10 (TIWARI; PRASAD; LATA, 2019).

Os fungos do género Trichoderma spp. sdo microrganismos de vida livre que pertencem
a familia Hypocreaceae. Estes microrganismos possuem alto poder de colonizagdo nos seus
habitats além de sua capacidade de producdo de compostos antibidticos, como metabolitos e
enzimas (SCHUSTER; SCHMOLL, 2010). Eles atuam como promotores de crescimento
agindo no sistema radicular por intermédio da producdo de fitohormdnios além de assimilar
nutrientes para as plantas. Ademais, estes seres séo capazes de induzir resisténcia a doencas e
estresses abioticos (HARMAN et al., 2004).

A interacdo entre 0s microrganismos e as plantas é realizada por intermédio das raizes,
onde ocorre 0 processo de quimiotaxia, coordenado por exsudatos radiculares liberados pelo
sistema radicular no solo (e.g. carboidratos, 4cidos organicos etc.). Esses, sinalizam a atracdo
da populagdo microbiana benéfica que apresenta afinidade pelos exsudatos, os metabolizam e
realiza seus processos metabdlicos vitais para que favorecam a sua proliferacdo na rizosfera
(CAFARO et al., 2011).

Existem dois mecanismos que 0s microorganismos utilizam para promover o
crescimento em plantas (FRIESEN et al., 2011). De forma direta, 0os microrganismos participam
de rotas de solubilizacao de nutrientes como nitrogénio, fosforo e sideroforos, além de sintetizar
compostos que modulam a producdo de fitohorménios (JEYANTHI; KANIMOZHI, 2018).
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Indiretamente, esses mecanismos atuam na producdo de antibioticos e enzimas extracelulares
que ira interferir nos nichos fitopatogénicos, promovendo maior defesa da planta contra seres
indesejados (GLICK, 2012).

Os microrganismos estéo presentes naturalmente na solugéo do solo, e podem colonizar
as raizes das plantas estabelecendo uma interagdo bidtica que ird produzir metabolitos, além de
contribuir para o crescimento do sistema radicular (GROVER et al., 2011; LIMA et al., 2020).
Trabalhos envolvendo esses microrganismos relatam vantagens no seu uso, em relacdo ao
manejo tradicional, na promocgao de crescimento em palmeiras como coqueiro (GEORGE et
al., 2018), palma de 6leo (LIMA et al., 2020), acaizeiro (CASTRO et al., 2020). Alem de
algumas forrageiras (ARAUJO; GUABERTO; SILVA, 2012) e culturas do milho (KHATI et
al., 2018), soja (SILVA et al., 2020), melancia (KOKALIS-BURELLE et al., 2003), batata
(EKIN, 2019) e alface (CARDOSO et al., 2019).

Durante o processo de producdo de mudas, a ndo sincronia do processo germinativos
associado a desuniformidade das plantulas sdo problemas recorrentes na cultura do coqueiro.
Nesse sentido, o objetivo deste estudo foi avaliar como os microrganismos podem alterar o

processo de geminacao e estabelecimento das plantulas de coqueiro.
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BIOESTIMULANTES NA GERMINACAO E ESTABELECIMENTO DE
PLANTULAS DE COQUEIRO (Cocos nucifera L.).

3. RESUMO

O coqueiro (Cocos nucifera L.) é uma das espécies vegetais tropicais de maior relevancia para
0 mundo, devido a variedade de produtos e subprodutos oriundos do seu cultivo e
beneficiamento. O processo de obtengéo de mudas possui falhas devido a heterogeneidade das
plantas matrizes para a obtencdo das sementes, além de barreiras fisicas inerentes a germinagéo
da espécie. Uma estratégia para mitigar esses problemas é o uso de microrganismos promotores
de crescimento na fase de pré-viveiro, que incrementa o crescimento e a qualidade das plantulas
na emergéncia, e atende as necessidades das politicas sustentaveis na agricultura. O objetivo do
estudo foi avaliar o uso de microrganismos na uniformidade, emergéncia e o estabelecimento
plantulas de coqueiro hibrido. O experimento foi conduzido em viveiro comercial na cidade de
Moju-PA, e a producéo de microrganismos foi realizada no Laboratério de Protecéo de Plantas
(LPP/UFRA), Belém-PA. As sementes utilizadas foram de coqueiro hibrido (PB-141),
proveniente do cruzamento entre as variedades Ando-Verde-do-Brasil e Gigante-do-Oeste-
Africano, foram submetidas a quatro tratamentos, sendo: controle; Bacillus sp.; Trichoderma
asperellum; e mix (Bacillus sp. + Trichoderma asperellum). Durante o periodo de trés meses
foram avaliados semanalmente os parametros de emergéncia, biométricos, fisiolégicos e o
acimulo de biomassa seca ao final do ensaio. Os resultados alcancados foram que 0s
tratamentos com a aplicacdo de microrganismos promotores de crescimento estimularam o
processo germinativo, aumentou o vigor e o indice de crescimento das plantulas. Pois os
bioestimulantes induziram aumentos de até 14% na germinacdo, 18-23% no indice de vigor,
11-21% na assimilagéo liquida de CO- e 29,5% na biomassa radicular, onde neste foi mais
expressivo o efeito dos bioestimulantes. Logo, a aplicacdo de microrganismos promotores de
crescimento estimula o processo germinativo, aumentam o vigor e 0 crescimento e induzem
eficiéncia no aparato fotossintético em plantulas de Cocus nucifera L.

Palavras-chaves: Bacillus sp. Trichoderma asperellum. trocas gasosas.
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4. ABSTRACT

Coconut (Cocos nucifera L.) is one of the most relevant tropical plant species for the world,
due to the variety of products and by-products derived from its cultivation and processing. The
process of obtaining young plants has flaws due to the heterogeneity of the matrix plants to
obtain the seeds, in addition to physical barriers inherent to the germination of the species. A
strategy to mitigate these problems is the use of growth-promoting microorganisms in the pre-
nursery phase, which increases the growth and quality of young plants in the emergency, and
meets the needs of sustainable policies in agriculture. The aim of this study was to evaluate the
use of microorganisms in uniformity, emergence and the establishment of hybrid coconut
seedlings. The experiment was conducted in a commercial nursery in the city of Moju-PA, the
production of microorganisms was carried out at the Plant Protection Laboratory (LPP/UFRA),
Belém-PA. The seeds used were hybrid coconut palm (PB-141), from the crossing between the
varieties Green-Green-of-Brazil and West African Giant, were submitted to four treatments,
being: control; Bacillus sp.; Trichoderma asperellum; and mix (Bacillus sp. + Trichoderma
asperellum). During the three-month period, the emergency, biometric, physiological and dry
biomass accumulation parameters were evaluated weekly at the end of the assay. The results
were that the treatments with the application of growth-promoting microorganisms stimulated
the germination process, increased the vigor and growth rate of seedlings. Because
biostimulants induced increases of up to 14.0% in germination, 18.0-23.0% in vigor index,
11.0-21.0% in the liquid assimilation of CO2 and 29.5% in root biomass, where the effect of
biostimulants was more expressive. Therefore, the application of growth-promoting
microorganisms stimulates the germination process, increases vigor and growth and induces
efficiency in the photosynthetic device in seedlings of Cocus nucifera L.

Keywords: Bacillus sp. Trichoderma asperellum. gas exchange.
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1. INTRODUCAO

O coqueiro (Cocos nucifera L.) é uma arvore perene, com caracteristicas de climas
tropicais e pertencente a familia Arecaceae (CZYZEWSKI; MATUSZCZAK; MUNTEAN,
2019). Essa cultura é originaria do sudeste da Asia e das ilhas entre os oceanos Indico e Pacifico
(PERERA; BAUDOUIN; MACKAY, 2016). A dispersdo da cultura para os continentes
provavelmente esta relacionada com a capacidade do fruto de flutuar nos oceanos sem perder a
viabilidade das sementes. Além também no transporte de material pelos humanos
(CZYZEWSKI; MATUSZCZAK; MUNTEAN, 2019).

O maior produtor mundial do fruto do coqueiro é a Indonésia, correspondendo a 16,5
milhdes de toneladas. O Brasil ocupa a quarta colocagdo contribuindo com apenas 3,8% da
producdo mundial, porém detém a maior produtividade dentre os maiores paises mais
produtores (FAO, 2021). No Nordeste, os estados do Ceara, Bahia e Sergipe sdo responsaveis
por mais da metade da producgédo nacional. O Estado do Para contribui com 11% da producéo
nacional, evidenciando o estado como o Unico representante expressivo do norte brasileiro,
despontando como o terceiro estado mais produtor do pais (IBGE, 2021).

No cenario mundial, em 2021, a Indonésia teve destaque na producao do coco, obtendo
uma producéo de 16,5 mil toneladas enquanto o Brasil foi o quinto pais mais produtor, com 2,5
mil toneladas (FAO, 2021). A cocoicultura no Brasil vem ganhando notoriedade com incentivos
a producdo de coco seco, coco ralado e principalmente a &gua de coco, corroborando para o
aumento das areas cultivadas (BRAINER, 2021).

Segundo dados do IBGE (2021), o Estado do Para, contribuiu com 11,6% da producao
nacional e ocupa a terceira colocacdo em estados mais produtores. O municipio de Moju é o
principal produtor paraense e o segundo produtor nacional (BRAINER, 2021). Neste municipio
se encontra a maior area de cultivo continuo de coqueiros da variedade hibrida implantada pela
empresa Sococo S/A Industrias Alimenticias justificando a posi¢do de destaque do municipio
paraense.

O processo de obtencdo das mudas € iniciado em caixas retangulares chamadas de
germinadouro. As sementes que germinarem em 120 dias e obtiverem coloragdo uniforme,
média de 15 cm de altura, livre de doencas e sem sinais de deformacdo sdo transferidos
diretamente para o solo ou para sacos de polietileno contendo substrato (FONTES; FERREIRA,;
SIQUEIRA, 2002).

A principal forma de propagacdo da espécie ainda é via sementes, logo a melhor

conducdo na fase de pré-viveiro (germinadouro) e viveiro se torna relevante para a geracao de
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mudas saudaveis e vigorosas para serem transplantadas para campo (FERREIRA; WARWICK;
SIQUEIRA, 2018). As sementes precisam de condi¢cGes ambientais favoraveis, principalmente
umidade e temperatura para poder promover plantulas saudaveis e vigorosas para a etapa de
producéo de mudas (FONTES; FERREIRA; SIQUEIRA, 2002).

Na cadeia de producédo das palmeiras amazonicas, a utilizagdo de microrganismos sdo
uma alternativa em relacdo a mitigacdo de inconvenientes oriundos da agricultura tradicional
que utilizam pacotes tecnologicos de insumos e defensivos (GUPTA et al., 2015). Essas
alternativas sdo infundadas nos beneficios de promocéo de crescimento e biocontrole que estes
microrganismos sdo capazes de induzir (NAAMALA; SMITH, 2020). Experimentos com coco
(CARDOSO et al., 2021), palma de dleo (LIMA et al., 2020) e acai (CASTRO et al., 2020) ja
demonstraram resultados positivos em relacdo a inducdo de crescimento e protecdo contra
patdgenos nessas culturas.

Problemas relacionados a ndo padronizacdo e o baixo aproveitamento das plantas na
fase de pré-viveiro é um fator presente na etapa de producdo de mudas do coqueiro. Mudas que
ndo atendam as qualidades requeridas irdo interferir no processo e nos custos de producéo
(LEDO et al., 2019). Dito isso e sabendo dos beneficios do uso de microrganismos, o objetivo
deste estudo foi avaliar como os microrganismos podem alterar uniformidade, emergéncia e o

estabelecimento de plantulas de coqueiro hibrido.

22



2. MATERIAL E METODOS
2.1. Material vegetal

O experimento foi realizado no viveiro de sementes e mudas da Fazenda SOCOCO,
localizada na cidade de Moju (PA) com coordenadas geogréaficas de (2° 07' 00” de latitude Sul
e 48° 40' 10” de longitude Oeste de Greenwich) e teve duracdo de trés meses (perfazendo 13
semanas). A classificacdo climatica segundo Koppen é do tipo Ami, com temperatura média
entre 25 °C e 27 °C e precipitacdo pluviométrica anual variando entre 2.000 mm a 3.000 mm
(ALVARES et al., 2013).

Sementes de coqueiro hibrido PB-141 (Ando-verde do Brasil x Gigante do Oeste
Africano) com idades de 12 meses foram coletados do campo de producdo de sementes da
Fazenda SOCOCO e semeados em posicao horizontal a pleno sol em germinadouro com
dimensdo de 2 metros de largura x 60 metros de comprimento contendo fibra de coco, que
cobriu a semente até sua metade. O total de sementes utilizadas foram de 800 sementes. A
irrigacio foi do tipo aspersor de 2,5 m3s™ sendo acionada sempre no periodo da manha com o
objetivo de manter o substrato tmido, levando em considera¢do a ocorréncia de pluviosidade e

fazendo as devidas compensacdes.

2.2. Preparo e inoculacédo dos microrganismos

Os microrganismos utilizados foram obtidos a partir da Cole¢do de Cultura Maria
Duarte (CCMD) pertencente ao banco de microrganismos do Laboratério de Protecdo de
Plantas da Universidade Federal Rural da Amazénia (LPP/UFRA). Foram utilizados dois tipos
de microrganismos, a rizobactéria Bacillus sp. (genbank MN393059), e trés isolados de
Trichoderma asperellum. (UFRA T-09, T-17 e T-19).

A rizobactéria foi cultivada em meio de cultura sélido 523 (KADO; HESKETT, 1970)
por 48 horas, em temperatura de 28 °C (FILIPPI et al., 2011). Para o preparo das suspensoes
bacterianas foi utilizado meio de cultura liquido 523 (KADO; HESKETT, 1970) e agua
destilada (esterilizada). Sua concentragdo foi ajustada em 10® UFC (unidades formadoras de
col6nia) no espectrofotébmetro (MAFIA et al., 2009).

Para o cultivo dos fungos foi utilizado meio de cultura BDA (batata, dextrose e agua),
encubados em placas de pétri por cinco dias a temperatura de 28 °C. Para cada isolado,
preparou-se uma solucgéo e esses foram misturados de forma homogénea para aplicacdo em
arroz umido e autoclavado para que permanecesse em caixas hermeticamente fechadas por uma

semana (REGO et al., 2014). Ap6s esse periodo foi realizada a contagem de esporos em camara

23



de Neubauer para o ajuste da concentragio da suspensdo para 108 conidios mL™(ALFENAS,
ACELINO COUTO.; MAFIA, 2016).

A inoculacédo dos microrganismos foi realizada no dia da semeadura, 30 e 60 dias ap0s
a semeadura (DAS). Essa inoculacdo foi realizada entre os horarios de 7h e 9h da manhd em
todas as sementes do canteiro utilizando pulverizador costal de capacidade de 20 litros, a uma
distancia de aproximadamente 20 cm das sementes no canteiro, sendo aplicado um volume

médio de 100 ml de suspensdo em cada semente.

2.3. Germinagéo e emergéncia

A germinacao foi registrada como o surgimento do tecido foliar na fissura da plumula,
apos a extrusdo dessa do mesocarpo. Isso foi considerado devido ao mesocarpo ndo permitir a
observacdo direta da diferenciagédo do embrido (ZIZUMBO-VILLARREAL; ARELLANO-
MORIN, 1998). As avaliagbes ocorreram semanalmente a partir da primeira semana ap6s a
semeadura.

Apo6s a obtengdo desses dados foi possivel realizar a estimativa dos pardmetros de
germinagdo e emergéncia através do pacote SeedCalc no software R (R CORE TEAM, 2020;
SILVA; MEDEIROS; OLIVEIRA, 2019). O Percentual de germinacdo final (G%) é a
quantidade de sementes germinadas em 200 sementes dispostas para germinar (equacao 1):

G% = (n/N) x 100 (1)

Onde, G% é a porcentagem de germinacgédo; n € 0 numero de sementes germinadas e N
é 0 numero total de sementes.

O tempo meédio de germinacdo (TMG) € o0 tempo necessario em semanas para
determinada quantidade de sementes atingir a germinacdo maxima (equacao 2):

TMG = (INi.Ti)/YNi (2)

Onde, TMG é o tempo médio de germinacdo em semanas; Ni é o nimero de sementes
germinadas dentro de um determinado intervalo de tempo e Ti é o tempo desde o inicio do teste
de germinacdo até a i-esima observacéo.

O indice de crescimento (IC) relaciona o comprimento da plantula com o comprimento
radicular e suas respectivas biomassas (equacao 3):

IC = [(h.hw) + (r.rw)] (3)

Onde, IC é o indice de crescimento; h é a altura média da plantula; r € o comprimento

médio da raiz e hw e rw sdo médias de valores de peso seco ajustaveis para parte aérea e raiz,

com valores de referéncia de 10 e 90 respectivamente (SAKO et al., 2001).

24



O indice de vigor (IV) relaciona o IC com a uniformidade e o0 peso seco de suas
respectivas biomassas (equacéo 4):
IV =[(IC.wg) + (IU.wu)] (4)
Onde, IV € o indice de vigor; IU € o indice de uniformidade e wg € wu s@o pesos
ajustaveis na formula de crescimento e uniformidade, com valores padrGes de 70 e 30
respectivamente (SAKO et al., 2001).

2.4. Biometria e hiomassa seca

O crescimento e acimulo de biomassa das plantulas foram avaliados no final do
experimento, na 13 semana apds a semeadura. A altura das plantas e comprimento da raiz
foram mensuradas com fita métrica graduada. Para a altura, foi considerada a medida entre a
base inferior do coleto e o apice da folha mais longa. O didmetro do coleto foi mensurado
usando um paquimetro digital. O namero de folhas foi avaliado fazendo a contagem direta das
folhas completamente expandidas e a area foliar foi estimada através de registro fotografico dos
foliolos posicionados em uma superficie de cor azul e posteriormente essas fotos foram
processadas no software APS Acess 2.0 (LAMARY, 2008).

Para obtencdo da biomassa as plantas foram seccionadas em parte aérea e raiz, e
posteriormente armazenadas em sacos de papel Kraft, devidamente identificados, e levados a

estufa a 65 °C, a fim de se obter o peso de matéria seca das plantas.

2.5. Parametros de trocas gasosas

Os parametros de trocas gasosas foram estimados em plantulas, da 13 semana a partir
do semeio. As folhas utilizadas foram a segunda ou terceira folha fisiologicamente madura,
sadia e completamente expandida, do &pice para a base da planta. Os parametros de assimilacdo
liquida de COz (A), condutancia estomética ao vapor de agua (gs), eficiéncia de carboxilacéo
(A/Ci) e a taxa de transpiracdo (E) foram estimadas entre 09:00 e 11:00h usando um sistema
portatil de fluxo aberto de trocas gasosas (LI-6400XT, LI-COR, Lincoln, NE) sob uma
concentracgio externa de CO, de 400 pumol mol™ de ar e radiacio fotossinteticamente ativa
(PAR) artificial de 1000 pmol de fotons m? s, O intervalo de medicdo (09:00 - 11:00 h) foi
ajustado de acordo com os resultados obtidos através da curva diurna de trocas gasosas para a

cultura e 0 ambiente de experimentacéo.
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2.6. Fluorescéncia da clorofila a

A fluorescéncia da clorofila a foi determinada simultaneamente com as trocas gasosas
usando uma camara de fluorescéncia (IG 6400-40; LI1-COR Inc.) unida a um sistema portatil de
troca gasosa de fluxo aberto. Folhas adaptadas no escuro por 30 min foram iluminadas com um
pulso de luz fraca e modulada (0,03 umol m™ s?) para obter a fluorescéncia inicial (Fo). Um
pulso de luz branca saturada (6000 umol m s?) foi aplicado para garantir a emissdo maxima
de fluorescéncia (Fm). Posteriormente, pulsos de luz branca saturantes foram aplicados para
atingir a fluorescéncia maxima (Fm'’). A luz actinica foi entdo desligada e uma iluminacéo
vermelho-distante foi aplicada para medir a fluorescéncia inicial adaptada a luz (Fo'). A partir
dessas medicGes, 0s seguintes parametros foram calculados: eficiéncia fotoquimica efetiva de
PSIH[FV/Fm'=(Fm'-Fo")/Fm' (OXBOROUGH; BAKER, 1997) e a taxa de transporte
de elétrons (ETR).

2.7. Coleta do material para analise biogquimica

Foram realizados cortes de aproximadamente 5 cm do apice para a base da segunda ou
terceira folha completamente expandida e sadia do coqueiro. Esse material foi armazenado em
envelopes de aluminio identificado e mergulhado imediatamente no nitrogénio liquido e

armazenadas em freezer, - 20 °C, até a andlise.

Aproximadamente 20 mg de matéria fresca foram maceradas em 250 L de etanol 98%,
posteriormente incubadas por 20 minutos a 80 °C e centrifugadas por 7 minutos a 13.000 rpm
em 28 °C. O sobrenadante foi coletado e armazenado em outro microtubo. O residuo foi lavado
novamente de forma separada por etanol 80% e 50% repetindo o0 processo anteriormente
descrito. O sobrenadante das trés lavagens, armazenado em um Unico microtubo (extrato
vegetal), e o material precipitado foram acondicionadas no freezer -20 °C. Esses materiais foram

utilizados nas analises bioguimicas.

2.8. Quantificacao de clorofila

Para a quantificacdo de clorofila foi retirado uma aliquota de 35 pL de extrato vegetal e
adicionado ao meio de reacdo contendo 120 pL de etanol 98% e 15 pL de mix etilico (etanol
98%; 80%; 50% na mesma proporcao) em placa de 96 pocos (volume final de 170 uL). Foram
realizadas leituras com comprimento de onda de 645 e 665 nm das amostras em um
espectrofotdbmetro Multiskan (Thermofisher Scientific, Vaarta, Finlandia). As concentracfes de
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clorofila A (Chly), clorofila B (Chly), razdo de clorofila A e B (Chl./Chly) e clorofila total

(Chla+p) foram estimadas de acordo com as formulas A e B descritas por Porra et al. (1989).
Chla = 5.48*Abs665 — 2.16*Abs645 (ug/pogo) (A)

Chib = 9.67*Abs645 — 3.04*Abs665 (g/pogo) (B)

2.9. Quantificacao de glicose, frutose e sacarose

A glicose, frutose e sacarose foram estimados atraves do ensaio de substrato enzimatico
continuo, descrito por Fernie et al., (2001). Foi utilizado uma aliquota de 20 pL do extrato
etanolico obtido anteriormente para a montagem do meio de rea¢do de 205 pL (KOH 0,1 M +
30 mM MgCl, em pH 7,0); 4,65 uL de ATP 109 mM (60 mg mL™); 4,65 uL de NADP" 48,4
mM (36 mg mL™); 0,77 pL de Glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH — 700 U mL™); 25 pL
de etanol 80% e 40uL de H>O ultra pura] em microplaca por poco. Para a leitura, foi utilizado
um espectrofotdbmetro Multiskan (Thermofisher Scientific, Vaarta, Finlandia), ajustado no
comprimento de 340 nm. A cinética foi avaliada por meio de formacdo do NADPH resultante
da reacéo de adigdo da Hexocinase (1,5 U em 5 L), possibilitando a quantificacdo de glicose
presente no extrato. Apos a estabilizacdo da reacdo, foi adicionado Phosphoglucose isomerase
- PGI (0,7 U em 5 pL), formando novamente NADPH, possibilitando nesta fase, determinar a
quantidade de frutose no extrato. Por fim, apos a estabilizacdo da reacédo, foi adicionado a
Invertase (5 U em 5 pL) para a quantificagdo da sacarose, a partir da isomerizacdo e
posteriormente oxidacao da glicose e frutose com a formacdo de NADPH. Os célculos foram

baseados na equacéo:

40D

| de NADPH= —————
Kol ¢e (2,85 x 6,22)

Os valores foram corrigidos considerando a massa inicial das amostras e os resultados

foram expressos em mmol de glicose, frutose e sacarose kg™ massa seca (MS).

2.10. Quantificagéo de amido

Para a determinagdo do amido, o precipitado da extracdo etanolica foi solubilizada por
aquecimento a 95 °C, em 400 pL de KOH (0,2 M). Em seguida, 61,25 pL de solucéo de acido

acético (1 M) para neutralizacdo e em seguida a degradacéo do amido. Essa degradacao ocorreu
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a partir da adicdo de 40 pL de extrato neutralizado e 60 pL do mix de degradacgéo [59 pL de
tampao acetato de sodio (50 mm, pH 4,9) + 1 pL de amilo glucosidase (170 U mL™) + 0,012
uL de o-amilase (325 U mL™1)]. Essa solucéo foi incubada a 56 °C por uma hora para que

ocorresse a degradacao do amido.

Ap0s essa etapa, foi retirado uma aliquota de 30 uL do extrato obtido e adicionado em
meio de reagdo de 200 pL [150 pL de tampdo HEPES (KOH 1 M + 30 mM MgCl, em pH 7,0);
4,65 pL de ATP 109 mM (60 mg mL™); 4,65 uL de NADP* 48,4 mM (36 mg mL™); 0,77 uL
de Glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH — 700 U mL™) e 40uL de HO ultra pura] em
microplaca de 96 pocos. A leitura ocorreu em um espectrofotémetro Multiskan (Thermofisher
Scientific, Vaarta, Finlandia), com o comprimento de onda ajustado em 340 nm. A cinética foi
avaliada por meio da formacdo de NADPH, devido a adigdo de 2 U de Hexocinase (2 U em 5
uL), sendo possivel estimar o conteddo de amido determinado como equivalentes de glicose
(HENDRIKS et al., 2003) de acordo com a equacéo:

40D

I de NADPH= ———
hmol de (2,85 x 6,22)

2.11. Analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi blocos casualizados (DBC), composto de
quatro tratamentos: T1- controle; T2- Bacillus sp. - MN393059; T3- Trichoderma asperellum
(UFRA T-09, T-17 e T-19); e T4- mix (bactéria + fungo), com 5 repeti¢des constituidas de 20
sementes cada, apenas para avaliacdes de germinacdo e emergéncia, e 5 repeticdes para a
variaveis de emergéncia, parametros biométricos e trocas gasosas. Os dados foram submetidos
a teste de normalidade e anélise de variancia, sendo as médias das variaveis comparadas pelo
teste Tukey (p < 0,05) através do software R (R CORE TEAM, 2020).
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3. RESULTADOS

Para considerar a semente como germinada, foi avaliada a altura do coleoptilo do
embrido durante a emergéncia e quantidade de sementes germinadas ao longo do tempo,
conforme observado na figura 1. Foi considerado para o inicio das observacdes de crescimento,
o tempo médio de germinacdo (TMG) atingindo 51% em todos os tratamentos (Tabela 1).

As sementes controle de coqueiro hibrido apresentam germinagdo de 73% com alta
variacdo ao longo do tempo avaliado (Tabela 1). A partir da segunda semana, foi possivel
verificar as plumulas sendo emergidas no mesocarpo, de forma mais frequente. Antes disso,
apenas algumas sementes isoladas conseguiram atravessar essa barreira. Os resultados
indicaram que o tempo para a germinagdo dessas sementes é de 9 semanas, isso indica que apos
esse periodo, ndo h& germinacédo que ira interferir de forma significativa.

A germinacdo acumulada na primeira semana de avaliacao ja registrava sementes em
processos de emergéncia nos tratamentos bioestimulados (Figura 1.A). Nas semanas seguintes,
observa-se um comportamento variado até a nona semana, onde houve uma estabilizacdo da
germinagdo acumulada, com média de 14 sementes para os tratamentos bioinoculados.

A altura do coledptilo apresentou comportamento semelhante entre os tratamentos em
relacdo ao crescimento no decorrer das semanas para todos os tratamentos (Figura 1.B). Na
oitava semana, 0s tratamentos apresentaram seus valores proximos, com médias de 34,16 cm
no controle; 33,29 cm para Bacillus sp.; 34,49 cm para o T. asperellum e 34,58 cm para o mix.
Posteriormente, € possivel observar que houve variacdo na altura do coledptilo. O tratamento

mix teve maior média de todos os tratamentos na 132 semana.
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Figura 1. Germinacdo (A) e altura do coleoptilo (B) em sementes de coqueiro hibrido PB-141 (Cocos nucifera L.)
submetidos a inoculagBes com bioestimulantes na 13 semana em caixa germinadora. Valores representam média
de 10 repeti¢des constituidos de 20 sementes cada. Os tratamentos ndo se diferiram entre si pelo teste Tukey (p <
0,05). *Coinoculacdo com Bacillus sp. e Trichoderma asperellum.

Os valores encontrados para germinacdo (G%) dos tratamentos bioinoculados

apresentaram diferenca estatistica nas médias encontradas. O tratamento Bacillus sp. teve
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melhor comportamento para a variavel em questdo, com 82% de germinacao. Esse valor teve
incremento de 14% em relacdo ao controle. Os tratamentos de T. asperellum e o mix indicaram
incrementos de 4% e 7%, respectivamente, em relacdo ao controle.

Para o parametro de indice de crescimento (IC), a variagdo dos valores médios obtidos
dos tratamentos bioinoculados em relagdo ao controle foi entre 19% a 23%, onde o Bacillus sp.
obteve maior destaque, seqguido pelo T. asperellum. O pardmetro de indice de vigor (IV)
apresentou comportamento semelhante ao IC para os tratamentos avaliados. A variacdo do
acréscimo dos tratamentos bioinoculados foi entre 18% a 21%, em relagdo ao tratamento

controle.

Tabela 1. Pardmetros na germinacdo (G%), indice de crescimento (IC), indice de vigor (IV) e tempo médio de
germinacdo em semanas (TMG) de sementes de coqueiro hibrido PB-141 (Cocos nucifera L.) na 13% semana em
caixa germinadora submetidos a inoculagbes com bioestimulantes.

Tratamentos G% IC v TMG
Controle 73%b +2,7 4799,84b +£2735 3659,88b +£191,45 56la +0,52
Bacillus sp. 82%a +2,7 5907,42a +£559,70 443519a +391,79 598a +0,58
T. asperellum 75%ab +50 580754a +564,18 4365,28a +£394,92 593a *0,14
Mix* 77%ab +75 572354ab +60506 4306,48ab +42354 583a +1,09

Valores representam médias de 10 repeti¢des bioldgicas constituido de 20 sementes + desvio padrao. Médias dos
tratamentos seguidas de mesma letra entre os microrganismos utilizados, ndo diferem entre si, pelo teste Tukey (p
< 0,05). *Coinoculagdo de Bacillus sp. e Trichoderma asperellum.

Ao final do periodo de preé-viveiro, as plantulas controle apresentaram didametro de
coleto de 22 mm e 60 cm de altura considerando o conjunto de plantas semelhantes em termos
de crescimento. As folhas ainda ndo se diferenciaram nessa fase, apresentando trés folhas
completas e uma em expansao (Figura 1), conferindo uma area foliar de 930 cm2 em condicGes
de campo. Em relacgdo as raizes, foi registrado 46 cm de comprimento, com maior proporcao de
raizes primarias em relacdo as raizes secundarias.

Para as variaveis de crescimento, os tratamentos apresentaram comportamentos
distintos (Figura 2). No crescimento da parte aérea os tratamentos Bacillus sp. e mix
apresentaram destaques positivos, com aumento de 10% e 9% em relacdo ao controle. Em
relagcdo ao didmetro do coleto, ndo houve diferenga entre os tratamentos, assim como no nimero
de folhas. Porém, na area foliar, registrou-se um incremento para as plantas bioinoculadas, com
0 maior valor para o tratamento coinoculado, com aumento em 13% em relacdo a planta
controle. Em relacdo a biomassa da planta, a parte aérea e as raizes tiveram ganhos de massa
nos tratamentos bioinoculados, com énfase no Bacillus sp., que apresentou 0 maior ganho em
relacdo ao controle, correspondendo aumento de 18% na parte aérea e 54% no sistema radicular.
(Tabela 2).
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Controle Bacillus sp. Trichoderma spp.  Mix*

Figura 2. Aspecto visual das plantulas de coqueiro hibrido PB-141 (Cocos nucifera L.) na 132 semana em caixa
germinadora submetidos a inoculagbes com bioestimulantes. *Coinoculacdo de Bacillus sp. e Trichoderma
asperellum.

Tabela 2. Biometria de plantulas de coqueiro hibrido PB-141 (Cocos nucifera L.) na 13% semana em caixa
germinadora submetidos a inocula¢des com bioestimulantes.

Variaveis/isolados Controle Bacillus sp. T. asperellum Mix*
Biometria
Altura da plantula (cm) 64,30 b 71,02 a 62,8 b 70,1a
Diametro do coleto (mm) 25,74 a 27,01 a 24,87 a 28,05a
NUmero de folhas 3,00 a 3,00 a 3,00 a 3,00 a
Avrea foliar (cm2) 930,12 b 972,57 ab 1027,10 ab 1038,10 a
Comprimento da raiz (cm) 46,08 b 58,78 a 56,26 ab 57,40 a
Biomassa
Parte aérea (g) 21,24 c 25,05a 22,03 bc 23,52 ab
Raiz (g) 4,07 b 6,28 a 577 a 451b

Valores representam médias de 5 repeticdes biolégicas escolhidas de acordo com o comportamento fenotipico dos
tratamentos. Médias dos tratamentos seguidas de mesma letra entre os microrganismos utilizados, ndo diferem
entre si, pelo teste Tukey (p < 0,05). *Coinoculagdo de Bacillus sp. e Trichoderma asperellum.

Em relacdo aos parametros fisiologicos, as plantulas de coqueiro hibrido com 13
semanas ap0s a semeadura conseguem assimilar em torno de 12 pumol de CO, m2 s isso
referente a uma massa total de clorofila de 0,2 pg/ g de matéria fresca. Nesta fase de pré-viveiro,
a proporcao de Chla e Chlb é de 6:1. A transpiracédo fica proximo de 4 mmol de H,O/m? s,

Para o teor de agucares, a presenca de amido é maior em relacdo aos outros (glicose, frutose e
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sacarose), atingindo valores de 100 pg/ g de matéria fresca. Depois deste, em termos de teores
de concentracdo, esta a sacarose, frutose e glicose nesta ordem.

Todas os bioestimulantes induziram aumentos nos teores de clorofila (Figura 3). O T.
asperellum e o tratamento coinoculado dobraram os teores para Chla (Figura 3.A). Em relagéo
a Chlb, os aumentos foram de 32% para 0s mesmos tratamentos (Figura 3.B).
Consequentemente, esses tratamentos tiveram os melhores desempenhos neste parametro. A
relacdo de Chla para Chlb também obteve ganhos nos tratamentos bioestimulados com
incrementos de 33% para o Bacillus sp. e 50% para o T. asperellum e o coinoculado (Figura
3.D).
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Figura 3. Teores de clorofila em plantulas de coqueiro hibrido PB-141 (Cocos nucifera L.) na 13% semana em
caixa germinadora submetidos a inoculagdes com bioestimulantes. *Coinoculagéo de Bacillus sp. e Trichoderma
asperellum. Valores representam médias de 5 repeticdes biolégicas escolhidas de acordo com o comportamento
fenotipico dos tratamentos. Médias dos tratamentos seguidas de mesma letra entre os microrganismos utilizados,
ndo diferem entre si, pelo teste Tukey (p < 0,05).

Os parametros de trocas gasosas estdo apresentados na figura 4. Em relacdo a taxa de
assimilacdo liquida de CO> (A), as plantas bioinoculadas foram significativamente superiores
ao controle, tendo com Bacillus sp., e T. asperellum, aumentos de 21% e o tratamento mix de
11% quando comparados ao controle (Figura 4.A).

Em relacdo a condutancia estomatica ao vapor de adgua (gs), o T. asperellum foi o Gnico

tratamento que se destacou, apresentando 18% de incremento em relagdo ao controle (Figura
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4.B). A transpiracdo (E) apresentou aumento de 11% para plantas tratadas com Bacillus sp. e

surpreendentes 32% no T. asperellum quando comparado com o controle (Figura 4.C). Todas

20.0 0.30
A B

a a a 025
NU) 15.0 i + b Q ?: b ‘v
|E C ? T I 020 'E
o~ (@)
9100 L 0.15 f
2 010 £
3 5.0 1 [75)
< L 0.05 ©

0.0 L 0.00

C D

—~ 6.0 1 a L 0.08
" I
(%) ab a
o b ! I b . i i ab | 0.06
o 4.0 I T ; i T %
T L 0.04
E

2.0 |
E L 0.02
L

0.0 L 0.00

Controle  Bacillus Trichoderma  Mix* Controle  Bacillus Trichoderma  Mix*

as plantas bioinoculadas induziram aumento na eficiéncia de carboxilagdo (A/Ci) que variaram
entre 13% a 21% (Figura 4.D).

Figura 4. Taxa de assimilacdo liquida de CO, - A (A), condutancia estomatica ao vapor de agua - gs (B),
transpiracéo - E (C) e eficiéncia de carboxilagdo - A/Ci (D) em planta jovem de coqueiro hibrido PB-141 (Cocos
nucifera L.) na 13? semana em caixa germinadora submetidos a inoculagcGes com bioestimulantes. *Coinoculacdo
de Bacillus sp. e Trichoderma asperellum. Valores representam médias de 5 repeti¢Ges biolégicas escolhidas de
acordo com o comportamento fenotipico dos tratamentos. Médias dos tratamentos seguidas de mesma letra entre
0s microrganismos utilizados, nao diferem entre si, pelo teste Tukey (p < 0,05).

Dentre os parametros de fluorescéncia da clorofila a (figura 5), destaca-se a eficiéncia
fotoquimica efetiva do fotossistema Il (PSII) (Fv/Fm) nas plantulas bioinoculadas. Nestes, 0s
aumentos foram de 23% para Bacillus sp.; 35% para T. asperellum e 27% no tratamento
coinoculado em relacdo ao controle (Figura 5.A). A cadeia de transporte de elétrons (ETR)
também ocasionou aumento, com aumento de 8% nos tratamentos bioinoculados em
comparagdo com o controle (Figura 5.B). Em relacdo a florescéncia inicial (Fo) todos os
tratamentos apresentaram reducdes consideraveis atingindo valores de 46%, 68% e 59% para
os tratamentos Bacillus sp., T. asperellum e o mix, respectivamente, em relagdo ao controle
(Figura 5.C). Para florescéncia maxima (Fm) o Bacillus sp. e o mix se destacaram, com

aumentos de 13% e 6% respectivamente em comparagao com o controle (Figura 5.D).
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Figura 5. Eficiéncia fotoquimica efetiva do fotossistema Il - Fv’/Fm’ (A), taxa de transporte de elétrons — ETR
(B), fluorescéncia inicial - Fo (C) e fluorescéncia maxima — Fm (D) em planta jovem de coqueiro hibrido PB-141
(Cocos nucifera L.) na 132 semana em caixa germinadora submetidos a inocula¢cdes com bioestimulantes.
*Coinoculacdo de Bacillus sp. e Trichoderma asperellum. Valores representam médias de 5 repeti¢des bioldgicas
escolhidas de acordo com o comportamento fenotipico dos tratamentos. Médias dos tratamentos seguidas de
mesma letra entre 0s microrganismos utilizados, nao diferem entre si, pelo teste Tukey (p < 0,05).

As concentracOes de agucar e amido estdo descritas na figura 6. Nas plantulas controle,
a concentracdo de acucares, em ordem decrescente, foi sacarose, frutose e glicose e esse mesmo
comportamento foi percebido nas plantulas inoculadas com Bacillus sp. e Coinoculado de
Bacillus sp. e T. asperellum. A excecdo foi nas plantulas inoculadas com T. asperellum onde a
ordem decrescente de concentracdo de agucares foi sacarose, glicose e frutose, mostrando uma
inversdo de glicose e frutose em relacdo ao demais tratamentos.

A concentracdo de amido foi somente alterada em plantulas com T. asperellum com
aumento de 8% em relacdo as plantulas controle (Figura 6.A). Em comparagao ao controle, as
plantulas inoculadas com o T. asperellum e o tratamento coinoculado tiveram destaques para
concentracdo de glicose, com 113% e 89% de aumento, respectivamente (Figura 6.B). A
concentracdo de frutose em pléntulas coinoculadas obteve incremento em 76% (Figura 6.C).
Por outro lado, plantas bioestimuladas reducdo média em 52% na concentracdo de sacarose

comparado ao controle. (Figura 6.D).
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Figura 6. Teores de amido (A), glicose (B), frutose (C) e sacarose (D) em plantulas de coqueiro hibrido PB-141
(Cocos nucifera L.) na 13 semana em caixa germinadora submetidos a inoculagbes com
bioestimulantes*Coinoculagdo de Bacillus sp. e Trichoderma asperellum. Valores representam médias de 5
repeticdes bioldgicas escolhidas de acordo com o comportamento fenotipico dos tratamentos. Médias dos
tratamentos seguidas de mesma letra entre os microrganismos utilizados, ndo diferem entre si, pelo teste Tukey (p
<0,05).

4. DISCUSSAO

A utilizacdo de bioestimulantes alterou a germinacdo de semente de coqueiro e
potencializou o estabelecimento das plantulas e consequentemente seu vigor. Em condiges de
campo, os incrementos observados no IC e IV indicam os efeitos destes microrganismos,
Bacillus sp. e T. asperellum, no crescimento inicial das plantulas, conforme observado na tabela
1. A pratica da bioinoculacdo promove o crescimento em plantula de arroz (CHAMAM et al.,
2013), alterando a fisiologia e funcionamento dos tecidos pela disponibilidade e absorcao de
nutrientes além de desencadear respostas sistémicas referentes a expressado de genes e acimulos
de metabdlitos (VACHERON et al., 2013).

A interacdo dos microrganismos com as sementes ndo foi refletida na altura do
coleoptilo (Figura 1.B), fato observado no comportamento dos tratamentos que ndo obtiveram
diferenca ao longo do tempo para a variavel em questdo. Essa anélise considerou todas as
sementes, logo, devido as barreiras fisicas da morfologia da semente e ao seu grau de
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maturacdo, provavelmente tiveram sementes que emergiram de forma mais tardia, interferindo
na média total de determinado tratamento. Segundo Séaenz et al. (2013) a alta variabilidade dos
eventos da germinacao € ocasionada pela heterozigose das palmeiras.

Por outro lado, a porcentagem de germinacdo dos tratamentos bioinoculados foi
superior (Tabela 1). Essa percepg¢édo pode estar relacionada nas observacGes de germinacao que
foram realizadas, uma vez que para este experimento, foi considerado a emergéncia da plumula,
e nesse estadio a emisséo da radicula ja ocorreu. Logo, a interagdo dos microrganismos ja se
torna efetiva nas primeiras raizes emitidas, refletindo nos resultados de estabelecimento das
sementes bioestimuladas. O maior valor de G% para o tratamento com bactérias pode ter
ocorrido devido ao estimulo dessa em associacdo com a radicula, pois a bactéria pode modular
a sintese de &cido indolacético (AlA), citocininas, e de compostos volateis (e,g, butanodiol e
acetoina) estimulando, consequentemente, a emergéncia (TRUYENS et al., 2015). Em ensaios
com nabo forrageiro, Junges et al. (2017) também verificou que a inoculagdo de Bacillus subtilis
obteve melhores resultados que o T. asperellum no parametro de porcentagem de germinacéo.

No comprimento da parte aérea, foi observado comportamentos distintos entre os
microrganismos e sua coinoculacdo (Tabela 2). Segundo Jambon et al. (2018), a dindmica dos
fungos e bactérias sdo distintos, uma vez que fatores como a microbiota do solo e a interacdo
das espécies irdo interferir nos efeitos refletidos na espécie vegetal. Efeitos de Bacillus sp. e
Trichoderma harzianum aplicados de forma isolada ou coinoculado demostraram efeitos
positivos e negativos em parametros de trocas gasosas, crescimento e acumulo de nutrientes em
mudas de banana (MOREIRA et al., 2021).

Em relacdo ao numero de folhas e ao didmetro do coleto ndo foi possivel verificar
diferenca das plantulas bioinoculadas em relacdo as plantulas controle (Tabela 2). No entanto,
o efeito dos microrganismos aumentou a area foliar. Esses efeitos podem estar relacionados na
fase avaliada da producdo de mudas do coqueiro, visto que a fase de pré-viveiro confere em
torno de 120 dias (FERREIRA; WARWICK; SIQUEIRA, 2018). Porém, essa resposta nao
significa que a producdo de mudas bioestimuladas ndo ira interferir de forma positiva na
quantidade de folhas e na espessura do coleto. George et al, (2013) evidenciaram que
tratamentos inoculados com Serratia marcescens e Enterobacter sp, promoveram aumento de
7% no didametro da muda de 6 meses de idade. Enquanto Indriyanti et al, (2020) mostraram
incrementos com a inoculagdo de T. asperellum no nimero de folhas apenas a partir do segundo

més de mudas de coqueiro.
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A aplicacéo isolada e conjunta de Bacillus sp. indicou maior acimulo de biomassa no
sistema radicular em relacéo as plantulas controle (Tabela 2). Em trabalhos anteriores, a mesma
cepa bacteriana (MN393059) indicou producdo de AlA, siderdforos e solubilizagdo de fosfato
em testes bioquimicos (CARDOSO et al., 2021). Essa capacidade pode ter conferido maior
crescimento radicular, uma vez que essas bactérias podem regular a relagéo de triptofano, que
¢ precursor para a biossintese de AlA na planta (ZHANG, Nan et al., 2015). Em mudas de
palma de 6leo inoculadas com rizobactérias foi observado aumento no crescimento das raizes
primarias e secundarias, e foi atribuido a maior sintese de AIA (ASTRIANI et al. 2016). Além
disso, 0 maior crescimento radicular pode ser atribuido a capacidade das rizobactérias de
sintetizar a enzima ACC-desaminase, a qual diminui os niveis do horménio etileno que atua
como inibidor do crescimento, aumentando a relagdo AlA/ etileno (ASLANTAS et al. 2007;
VAN LOON 2007).

O crescimento da parte aérea teve valores mais expressivos nos tratamentos com o
Bacillus sp. isolado e coinoculado (Tabela 2). Consequentemente os valores de biomassa da
parte aérea acompanharam esse comportamento. Os resultados corroboram que o aumento da
raiz e a sua dinamica interferiu na particdo de carbono para a parte aérea, onde a planta ird
equilibrar o suprimento de carbono, que estéa relacionado a quantidade de nutrientes e agua
absorvidos nas raizes e na parte aérea com o produto do processo fotossintético. Esse equilibrio
ird determinar os padr@es de crescimento na planta (VANLERBERGHE et al., 2020)

O desenvolvimento do sistema radicular, em fases iniciais das culturas, induzidos pelos
microrganismos nao esta diretamente associado com o crescimento da parte aérea. Essa relacdo
pode ser atribuida a maior area de contato das raizes com a solugdo do solo e isso ira conferir
melhor absor¢édo de 4gua e nutrientes, permitindo assim o desenvolvimento do sistema radicular
e que provavelmente, de forma mais tardia, ira refletir na parte aérea (AMIR et al., 2005).

Os microrganismos podem afetar caracteristicas fisioldgicas das plantas. Neste estudo
verificou-se o aumento de todos os teores de clorofila “a” e “b” nas plantulas bioestimuladas
(Figura 3). Aumentos nos teores de clorofila total também foram relatados em folhas de
morangueiro do cultivar “Chandler” inoculados com Bacillus licheniformis e B. subtilis
(MIKICIUK et al., 2019). Da mesma forma, plantas de pepino inoculadas com o Trichoderma
pseudokoningii tiveram melhores resultados, com incrementos de 40% em relacdo ao controle
(L1 etal., 2019).

Os melhores resultados de teor de clorofila para os tratamentos bioestimulados pode

estar relacionado com o aumento da absorcdo de nutrientes como nitrogénio e fosforo,
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ocasionado pelo incremento do sistema radicular, que também foi relatado nos trabalhos com
mudas de bananeira e inoculacdo com Trichoderma asperellum (MOREIRA et al., 2021) e
mudas de tomateiro inoculadas com Bacillus amyloliquefaciens (SZILAGY1-ZECCHIN et al.,
2015).

Os valores mais expressivos nos tratamentos inoculados com o fungo revelam uma
melhor estratégia desses seres em relacdo a essa variavel. Possivelmente esses microrganismos
possibilitaram uma eficiéncia na absor¢édo de nutrientes através de solubilizacdo e quelacédo de
minerais, que sdo mecanismos envolvidos no crescimento de plantas induzidas por
Trichoderma (HARMAN et al., 2007). O alto teor de clorofila geralmente esta relacionado a
uma alta taxa de fotossintese, o que pode favorecer melhor adaptacdo das mudas ap6s o
transplantio (AFONSO et al., 2017).

Os resultados indicam que o periodo de caixa de sementes pode ser reduzido, uma vez
que a resposta fisiologica no controle, avaliada na 13? semana, evidenciou valor de 12,28 pmol
CO, m %t para A (figura 4.A). Cardoso et al. (2021), em experimento com coqueiro ando verde
e uso de Bacillus sp, encontrou aproximadamente valores de 7 pmol CO; m2s™ para A em
mudas controle de 3 trés meses de idade, A fotossintese permite a producdo de fotoassimilados
para o crescimento e desenvolvimento das mudas (SMITH, Millicent R; RAO; MERCHANT,
2018), logo o aumento da taxa de A influenciada por microrganismos pode auxiliar no
transplantio precoce das plantulas de coqueiro.

Atualmente, o uso de parametros fotossintéticos como marcadores metabdlicos de
inducgdo sistémica por agentes microbianos esta aumentando. Os microrganismos utilizados
nesse estudo contribuiram para o aumento dos valores de A, com incrementos entre 11-21% em
relacdo ao controle (Figura 4.A). Uma alta taxa na fotossintese na maioria dos casos se relaciona
com o grau de abertura dos estdmatos, que permite maior entrada de CO nas folhas (MINER;
BAUERLE; BALDOCCHI, 2017). Entretanto, os valores de gs ndo apresentaram esse
comportamento, registrando aumento de 17% apenas nas plantulas inoculadas com T.
asperellum em comparagdo com o controle que apresentou média de 0,18 mol, HO/ m2s
(Figura 4.D). Assim, a maior taxa fotossintética pode estar associada a eficiéncia da
carboxilacdo da ribulose 1,5 bifosfato carboxilase/oxigenase (SHI; LOU; LI, 2010) como foi
refletido nos valores de A/Ci, onde todas as plantulas bioinoculadas registraram aumentos de
13% a 22%, dependendo do tratamento avaliado (figura 4.D).

Outro fator que pode estar associado a maior taxa fotossintética dos tratamentos

bioinoculados é o incremento do comprimento do sistema radicular (Tabela 2). Segundo
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(NASCENTE et al., 2017) os microrganismos benéficos presentes na rizosfera sdo capazes de
sintetizar acido indol-acético (AlA) atravées de compostos exsudados pela planta
proporcionando esse crescimento nas raizes. A otimizagdo do sistema radicular, beneficia a
absorcdo de agua e nutrientes promovendo ainda mais a fotossintese (PAN et al., 2019),
Resultados semelhantes foram observados por Castro et al. (2020), onde rizobactérias
induziram crescimento radicular de até 36% em mudas de acgaizeiro com 5 meses de idade em
comparagdo com plantulas ndo inoculadas, que registraram 22,70 cm de comprimento.

A transpiracdo é de fundamental importancia, pois permite a manutencdo térmica da
planta, turgescéncia e pressdo osmotica das células além de servir como meio de transporte de
dos nutrientes minerais para todos os tecidos vegetais (LIN et al., 2017). Segundo Fan et al.
(2015), em condicBes de abundancia hidrica, a transpiracdo se torna vantajosa devido a
translocacao de agua favorecer os produtos da fotossintese, sucedendo ganhos no crescimento
vegetal. Neste estudo, o uso de T. asperellum, de forma isolada mostrou potencial na melhoria
dos pardmetros de transpiracdo, resultando em aumentos de 32% em relacdo a média do
controle (Figura 4.C)

Os parametros de fluorescéncia da clorofila a indicam o estado de funcionamento do
fotossistema Il (PSIl) e como essa energia oriunda dos elétrons que sdo absorvidos nos
complexos antena estd sendo utilizada, seja na forma de absor¢do para a geragdo de ATP e
NADPH no processo fotoquimico, na dissipacao do excesso de energia em forma de calor ou
na reemissdo da luz em forma de fluorescéncia, sendo estes dois ultimos prejudiciais ao PSII
(MAXWELL; JOHNSON, 2000). Os valores de ETR e Fv/Fm’, com incrementos de 7-9% e
23-35%, nesta ordem nos tratamentos bioinoculados em relacdo ao controle (figura 5.A e B)
podem estar associados a maior capacidade da plastoquinona de realizar reacOes de oxido-
reducao além de presumir maior integridade das proteinas D1, responsaveis pela transferéncia
de elétrons (LUCAS et al., 2014; SURESH et al., 2012).

O processo fotossintético possibilita a producdo e utilizacdo de carboidratos que véo
estar intimamente relacionados com o acumulo de biomassa na planta. Esses carboidratos
fornecem energia para a manutencdo do metabolismo e crescimento nas espécies vegetais
(SMITH; ALISON; STITT, 2007). O excesso de acucares produzidos pelo processo
fotossintético sdo armazenados nas folhas em forma de carboidratos ndo estruturais, como
sacarose e amido transitorio. Este processo ira garantir o suprimento de carbono até que a planta
tenha acesso a luz novamente. (SULPICE et al., 2014).
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Para o conteudo de amido foi observado maior concentragdo quando comparados com
0s acucares (sacarose, frutose e glicose) (Figura 6). A elevada concentracdo de amido em
plantulas provavelmente esta relacionada com os tecidos de reserva, no caso das palmeiras, o
haustorio, que detém grande quantidade desse carboidrato nesse estagio, corroborando com 0s
resultados de concentragfes de amido em plantulas das espécies de palmeira Butia capitata
(OLIVEIRA et al., 2013) e Acrocomia aculeata (BICALHO et al., 2016). O T. asperellum
induziu maior acimulo de amido entre os tratamentos testatados, com 8% de aumento em
relacdo ao controle. Shoresh e Harman (2008) observaram que o aumento do amido em mudas
de milho inoculadas com Trichoderma harzianum estava relacionada com o conteudo de
gliceraldeido-3-P-desidrogenase (GAPDH) que é uma enzima essencial na via glicolitica e essa
via esta intimamente relacionada a sintese de amido.

Durante o dia, as plantas armazenam os produtos fotossintéticos excedente em forma de
amido, para entdo serem utilizados quando ndo ha o fornecimento de radiacdo. Esse amido é
convertido em agucares mais simples, como glicose e frutose, que sdo exportados do cloroplasto
para serem sintetizados em sacarose. Essa dinamica supri as demandas energéticas das plantas
guando nédo ha o funcionamento da maquinaria fotossintética. (SMIRNOVA; FERNIE; STEUP,
2015).

Em relacdo aos agucares (Figura 6 B C e D), a aplicacdo dos bioestimulantes induziram
a utilizacdo mais evidente de sacarose nas plantulas bioestimuladas. Esse comportamento indica
que os bioestimulantes induziram o consumo de sacarose, provavelmente para fornecer energia
para os eventos metabolicos, que ird contribuir com os processos de crescimento (TOGNETTI,
PONTIS; MARTINEZ-NOEL, 2013). Os efeitos mais expressivos da bioestimulagio nesse
aculcar pode estar relacionando com a sua motilidade nos tecidos, uma vez que a translocacao
desse carboidrato € maior que a glicose e frutose, ocasionado maior utilizagdo deste pela planta
(YOON et al., 2021), refletindo no menor teor nas folhas bioestimuladas. O acimulo de
acucares induzido por Trichoderma harzianum (T22) em plantas de tomate tem sido relacionada
com a regulacdo positiva de enzimas envolvidas no metabolismo de carboidratos e fotossintese
(COPPOLA et al., 2019). Em relacdo a inoculagéo fungica, o Trichoderma pode nédo so afetar
a distribuicdo e o metabolismo da sacarose dentro da planta como elas representam um
mecanismo de reconhecimento planta-fungo importante para uma simbiose duradoura
(ESPARZA-REYNOSO et al., 2021). Por outro lado, os resultados bioguimicos em plantulas

de coqueiro corroboraram com os estudos de Radhakrishnan e Lee (2017) que verificaram
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incrementos de sacarose e glicose quando inoculou Bacillus methylotrophicus em plantulas de
gergelim.

De modo geral, os resultados mostraram que a inoculagéo de Bacillus sp. e T. asperellum
influenciam de forma diferente em caracteristicas fisioldgicas, morfologicas em plantulas
coqueiro, A resposta de cada espécie de microrganismo ird depender do modo de agdo e
compatibilidade dos isolados e das suas combinacdes. Portanto, sugerimos que a eficiéncia dos
microrganismos promotores de crescimento é influenciada pela existéncia de uma
especificidade inerente de cada microrganismo. Além de que essa eficiéncia dos
microrganismos promotores de crescimento pode ser influenciada pelo ambiente de

crescimento ou pela existéncia de especificidade na combinacao de espécies de micrdbios.

5. CONCLUSAO

A aplicacdo de microrganismos promotores de crescimento estimulou o processo
germinativo, aumentou o vigor e a precocidade de obtencdo de mudas de Cocus nucifera L. O
estimulo observado nesse trabalho evidencia que aplicacdo durante o processo germinativo, de
Bacillus sp. e T. asperellum reduzem o periodo de emergéncia da plantula e contribui para
obtencdo de plantulas antes dos 90 dias ap0s 0 semeio em canteiro.

Identificamos que independente do microrganismo utilizado foi possivel avaliar as
diferencas no crescimento radicular (tamanho e massa), aumento na taxa fotossintética e efeitos
positivos nos parametros fotoquimicos avaliados. Em conjunto, as informagfes obtidas
oferecem uma melhor compreensédo da associacdo estabelecida entre os microrganismos e a

radicula da plantula.
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