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RESUMO GERAL

O agaizeiro (Euterpe oleracea Mart.), origindrio do estudrio amazonico, ¢ considerada
uma palmeira de grande importancia economica na regido amazonica. A alta sensibilidade
ao déficit hidrico limita a producdo de mudas e dificulta a expansao de plantios
comerciais. Os bioestimulantes podem ser utilizados como uma estratégia eficiente para
diminuir as perdas de mudas, pois aumentam a tolerancia aos efeitos negativos do déficit
hidrico (DH) e ajudam as plantas na recuperagdo apos reidratacdo. O objetivo do estudo
foi avaliar o efeito dos bioestimulantes Bacillus subtilis (BS) e Fertiactyl GZ® (BC) nas
alteracdoes das trocas gasosas, estresse oxidativo e acumulo de osmorreguladores
provocados pelo déficit hidrico e analisar a capacidade das mudas bioestimuladas na
recuperagdo hidrica apds periodo de déficit hidrico. O experimento ocorreu em casa de
vegetacao no setor de solos da Universidade Federal Rural da Amazonia- UFRA, em
Belém, Para. O estudo foi dividido em dois capitulos, sendo o primeiro referente a
imposi¢do do déficit hidrico com quatro tratamentos e seis repetigdes. Os tratamentos
foram compostos por plantas ndo inoculadas (controle) e inoculadas com BS, BC e BS +
BC, os quais foram avaliados em condi¢do de plena irrigagdo e apos sete ¢ 14 dias de
suspencao hidrica. Aos sete dias de déficit hidrico, as mudas bioestimuladas com BC,
aumentaram respectivamente, 76%, 100%, 39% e 75% a A, gs, E e A/ Ci. Aos 14 dias de
déficit hidrico, plantas com BC ¢ BS+BC aumentaram em 71% e 35% a A4; 100% e 63%
a gs; 75% e 25% a A/Ci e com BC, 64% a E, em relacdo ao controle. Aos 14 dias de
suspensao hidrica, o Ww foi maior em 24% e 35% nas mudas bioestimuladas com BS e
BC, em relagdo as nao-bioestimuladas. O teor de prolina foi maior nas mudas
bioestimuladas, sendo mais expressivo nas plantas com BS, 75% maior que o controle.
Aos 14 dias de DH, o teor de MDA das plantas controle foi superior a todas as médias
das plantas bioestimuladas. A maior atividade enzimatica da SOD e CAT foi encontrada
para BC e BS+BC e da enzima APX para o tratamento BS+BC. O objetivo do segundo
capitulo foi avaliar o desempenho fisioldgico de mudas de acaizeiro apos reidratacdo e
foi composto por cinco tratamentos e seis repeti¢cdes. Os tratamentos foram BS, BC, BS
+ BC e plantas ndo-bioestimuladas (controle DH e controle IRR), os quais foram
avaliados em condicdo de recuperagdo hidrica aos zero, sete e 14 dias de reidratagdo. Aos
sete dias de reidratacdo, comparadas ao controle DH, todas as plantas bioestimuladas
tiveram estatisticamente maiores médias de 4 e 4/Ci. Plantas com BC aumentaram 101%
A e 100% A/Ci. Quando comparados ao controle IRR, todos os tratamentos apresentaram
menores médias de A4, gs, E e A/Ci. Aos 14 dias de reidratagdo, plantas inoculadas com
BC e BS+BC apresentaram, respectivamente, 20,2% e 25,3% maior 4; 29,4% e 35,3%
maior A/C; , em relagdo ao controle em DH. Em comparagdo ao controle IRR, plantas
bioestimuladas apresentaram a mesma média de 4 e A4/Ci. Mudas de acaizeiro
bioestimuladas com BS, BC ¢ BS+BC acumularam mais prolina do que as plantas
controle DH e IRR, aos zero ¢ 14 dias de reidrata¢do. Aos 14 dias de déficit hidrico, os
teores de MDA em plantas controle aumentaram 20,3% em relagdo as plantas com BC.
O tratamento BS+BC apresentou maior atividade para as enzimas SOD, CAT e APX em
49,6%, 160% e 75,5% superior ao controle DH, respectivamente. A aplicagao de BC
isolado ou na combina¢do de BS+BC pode ser uma alternativa eficiente para diminuir as
perdas de mudas de acaizeiro em viveiros com irrigacao inadequada ou localizados em
regides com periodo de restricdo hidrica marcante, além de contribuir para aumentar a
disponibilidade de mudas para campo com maior vigor e tolerancia ao déficit hidrico,
diante das crescentes ameacas de mudancas climaticas globais.

Palavras-chaves: FEuterpe oleracea Mart. Bioestimulantes. Restricdo hidrica.
Recuperacao hidrica.



ABSTRACT

The acai palm (Euterpe oleracea Mart.), originating from the Amazon estuary, is
considered a palm tree of great economic importance in the Amazon region. The high
sensitivity to water deficit limits the production of seedlings and hinders the expansion
of commercial plantations. Biostimulants can be used as an efficient strategy to reduce
seedling losses, as they increase tolerance to the negative effects of water deficit (WD)
and help plants recover after rehydration. The objective of the study was to evaluate the
effect of the biostimulants Bacillus subtilis (BS) and Fertiactyl GZ® (BC) on changes in
gas exchange, oxidative stress and accumulation of osmoregulators caused by water
deficit and to analyze the capacity of biostimulated seedlings in water recovery after a
period of water deficit. The experiment took place in the greenhouse of the soil building
of the Universidade Federal Rural da Amazonia-UFRA, in Belém, Par4. The study was
divided into two chapters, the first one referring to the imposition of water deficit with
four treatments and six repetitions. The treatments consisted of non-inoculated plants
(control) and inoculated with BS, BC and BS+BC, which were evaluated under full
irrigation conditions and after seven and 14 days of water suspension. At seven days of
water deficit, seedlings biostimulated with BC increased, respectively, 76%, 100%, 39%
and 75% to A, gs, E and A/Ci. At 14 days of water deficit, plants with BC and BS +BC
increased by 71% and 35% to 4; 100% and 63% on gs; 75% and 25% to A/C: and with
BC, 64% to E, in relation to the control. At 14 days of water suspension, ¥Yw was 24%
and 35% higher in seedlings biostimulated with BS and BC, compared to non-
biostimulated ones. The proline content was higher in biostimulated seedlings, being
more expressive in plants with BS, 75% higher than the control. At 14 days of WD, the
MDA content of the control plants was higher than all the averages of the biostimulated
plants. The highest enzymatic activity of SOD and CAT was found for BC and BS+BC
and of the APX enzyme for the BS+BC treatment. The objective of the second chapter
was to evaluate the physiological performance of acgai seedlings after rehydration and was
composed of five treatments and six repetitions. The treatments were BS, BC, BS+BC
and non-biostimulated plants (WD control and IRR control), which were evaluated in
water recovery condition at zero, seven and 14 days of rehydration. At seven days of
rehydration, compared to the WD control, all biostimulated plants had statistically higher
means of 4 and 4/C:. Plants with BC increased 101% A4 and 100% A4/Ci. When compared
to the IRR control, all treatments showed lower means of 4, gs, E and A/C;. At 14 days of
rehydration, plants inoculated with BC and BS+BC presented, respectively, 20.2% and
25.3% higher A; 29.4% and 35.3% higher A/Ci compared to control in WD. Compared to
the IRR control, biostimulated plants showed the same average of 4 and A/Ci. Agai
seedlings biostimulated with BS, BC and BS+BC accumulated more proline than control
plants WD and IRR, at zero and 14 days of rehydration. At 14 days of water deficit, the
levels of MDA in control plants increased by 20.3% in relation to plants with BC. The
BS+BC treatment showed higher activity for the SOD, CAT and APX enzymes in 49.6%,
160% and 75.5% higher than the WD control, respectively. The application of BC isolate
or in combination with BS+BC can be an efficient alternative to reduce the losses of agai
seedlings in nurseries with inadequate irrigation or located in regions with a period of
marked water restriction, in addition to contributing to increase the availability of
seedlings for field with greater quality of vigor and tolerance to water deficit, given the
growing threats of global climate change.

Key words: Euterpe oleracea Mart. Biostimulants. Water restriction. Water recovery.
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1.CONTEXTUALIZACAO

O agaizeiro (Euterpe oleracea Mart.), de origem nativa da América do Sul, ¢
considerado uma espécie de demasiada relevancia econdomica na regido amazodnica.
Destaca-se por ter um fruto exdtico e consumido como um alimento bésico na regido
Norte do Brasil (CEDRIM et al., 2018). Nos tltimos anos, o fruto acai ganhou a atenc¢ao
internacional como um alimento funcional, devido aos seus beneficios nutricionais e
terapéuticos relacionados a alta capacidade antioxidante e a sua composig¢ao fitoquimica
(BONOMO et al., 2014; MENEZES et al., 2008; BERNAUD; FUNCHAL, 2011). Além
disso, apresenta em sua composi¢ao alto teor de lipidios, carboidratos, proteinas e
compostos bioativos, como polifendis, da classe dos flavonoides, em destaque as
antocianinas (DARNET et al., 2011; KANG et al., 2010).

O fruto do agaizeiro tem uma forma globosa, de 1 a2 cm de didmetro, e peso médio
de 1,5 g; dependendo do tipo e da maturagdo, o epicarpo ¢ roxo ou verde, porém seu
consumo nao ocorre na forma in natura, necessitando ser processado (ROGEZ et al.,
2011). Existem diversas formas de apreciagdao do agai, como, por exemplo, nas formas
de geleias, licor, suco, xarope, po, creme e sorvetes (DARNET et al., 2011;
YAMAGUCHI et al., 2015). Outro produto derivado do agaizeiro ¢ o palmito, utilizado
pela industria de conservas para a produgao de picles, além de ser consumido em saladas,
salgados, entre outros. (JARDIM & ANDERSON., 1987).

A crescente demanda no mercado nacional pelo fruto do agai estimulou aumentos
superiores a 38% na area plantada e 31% na producao nos ultimos cinco anos (IBGE,
2022). No Brasil, a producdo do fruto chegou a 1.485.113 t, com uma area colhida de
208.111 hectares e produtividade média de 7,136 t/ha. O estado do Para foi responsavel
por 93,47% da producdo nacional (IBGE, 2021). Em 2010, havia no Brasil,
principalmente no estado do Pard, 6.886 hectares de agaizeiro plantados em terra firme,
onde naquele momento havia somente uma cultivar registrada no Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA), a BRS Para. A partir do langamento da
cultivar BRS Pai d’Egua, em 2019 e com duas cultivares disponiveis no mercado, a area
saltou para 53.374 hectares em terra firme, com 39.800 hectares da BRS Para e 13.574
hectares da BRS Pai d’Egua (EMBRAPA, 2023). No entanto antes do surgimento da
cultivar BRS Par4 ser langada ja existia uma grande area de agai sendo cultivada em terra
firme.

Originaria de 4reas de varzea da regido amazOnica, em regides com alta

disponibilidade hidrica, assume-se que esta cultura ¢ muito exigente em agua durante
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todo o seu ciclo, incluindo a fase de muda (SILVESTRE et al., 2017). A selecdo massal
de materiais mais adaptados a areas de terras firme (como a cv. BRS Para e BRS Pai
d’Egua) possibilitou a existéncia de grandes areas plantadas, mas que em regides de
restricao hidrica, ha necessidade de sistemas de irrigacao.

A disponibilidade hidrica para a cultura do agaizeiro € um fator indispensavel para
a garantia de um bom desenvolvimento da cultura, pois a falta desta provoca a diminuigdo
nas atividades fisioldgicas do agaizeiro, como fotossintese liquida, condutancia
estomatica e transpiragdo (EMBRAPA, 2023). Em viveiros ndo irrigados e localizados
em regides com periodo de estiagem definido, a mortalidade das mudas de acaizeiro pode
chegar em até¢ 70% (CASTRO et al., 2019). Em regides com periodos de restri¢cao hidrica
definidos, como no Sudeste do Para, quedas de precipitacdo severas entre os meses de
junho a setembro, com precipitagdes mensais de 9 mm, levam a inviabilidade de
sobrevivéncia da cultura sem a presenca da irrigagdo, pois o acaizeiro demanda uma
necessidade hidrica de no minimo 60 mm mensais (INMET, 2023).

O déficit hidrico impacta no mecanismo fisioldgico das plantas, como na redugao
na absor¢do de dgua e nutrientes, diminui¢@o no potencial hidrico, diminui¢@o da pressao
osmotica dos tecidos, entre outros (FREITAS et al., 2007). Em condi¢des de déficit
hidrico, o fechamento estomatico reduz a concentracao de CO2 no mesofilo e prejudica a
atividade de carboxilagdo da enzima Rubisco no ciclo de Calvin (STEFFEN, 1991). Desta
forma, o ATP e NADPH provenientes das reagdes fotoquimicas deixam de ser
consumidos e o elétrons livres reagem com o oxigénio molecular livre, gerando

as espécies reativas de oxigénio (EROs) (BAISAK et al. 1994; VRANOVA et al. 2002).

As EROs, como os radicais superoxido (O27), hidroxila (OH") e peroxido de
hidrogénio (H202) sdo danosos as membranas celulares, aos lipideos e até mesmo ao
material genético da célula e podem causar oxidagdo, desestabilidade das membranas,
mutagdes prejudiciais e paralisacdo de processos metabolicos essenciais a sobrevivéncia
por toxicidade, podendo levar a morte celular e consequentemente a reducao da producdo
de carboidratos e outros compostos, culminando na redug¢do da produtividade
(OLIVEIRA, 2015).

A utilizagdo de bioestimulantes surge como uma alternativa para a diminuigdo dos
estresses causados pelo déficit hidrico e como uma alternativa para as variagdes
climaticas globais. Bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP), como a

Bacillus subtilis, induzem maior tolerancia ao déficit hidrico em mudas de acaizeiro, pois
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conseguem manter um desempenho fisioldgico e bioquimico maior do que plantas sem
bioestimulagdo, com até 75% da capacidade de campo (CASTRO et al., 2019).

O produto comercial denominado Fertiactyl GZ®, é registrado como um
bioestimulante pela empresa TIMAC Agro Ltda e possui a tecnologia denominada
“Complexo GZA”, constituida por uma fragdo mineral e outra organica contendo 4cidos
humicos e fulvicos, glicina-betaina e zeatina como precursora hormonal. As substancias
htimicas podem interagir com os sitios de absor¢ao da membrana celular e aumentar a
absorcdo de nutrientes pelas plantas (LEE & BARTLETT., 1976; CHEN &
SCHNITZER, 1978; MARSCHNER et al., 1986). Ademais, o uso de aminoacidos pode
aumentar a tolerancia das plantas a situacdes estressantes por serem compostos capazes
de agir em processos morfofisiologicos do vegetal, precursores de hormdnios endogenos
(CASTRO, 2009).

Em viveiros, mudas de acaizeiro inoculadas com rizobactérias conseguem manter
melhor desempenho fisioldgico até niveis moderados de déficit hidrico, como relato por
Castro et al. (2019). Esses beneficios podem ser potencializados com a associagdes das
rizobactérias com bioestimulantes comerciais, entretanto, estudos com essas associagdes
ainda sdo incipientes. Desta forma, o objetivo do estudo foi avaliar o efeito dos
bioestimulantes Bacillus subtilis (BS), Fertiactyl GZ® (BC) e a combinagdo de ambos
(BS+BC) nas alteragdoes do desempenho fotossintético, estresse oxidativo e capacidade
osmorreguladora provocados pelo déficit hidrico e analisar a capacidade das mudas

bioestimuladas na recuperacao do status hidrico apods periodo de déficit hidrico.
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CAPITULO 1. COMBINANDO Bacillus subtilis E FERTIACTYL GZ® PARA
AUMENTAR A TOLERANCIA AO DEFICIT HIDRICO EM MUDAS DE
ACAIZEIRO

RESUMO

O agaizeiro ¢ uma espécie pertencente a familia Arecaceae. A producao brasileira do fruto
do agai chegou a 1.485.113 t em 2021, com uma 4rea colhida de 208.111 hectares e
produtividade média de 7,136 t/ha, sendo o Para responsavel por 93,47% da produgao
nacional. O aumento da area plantada e do consumo nacional e internacional, culminou
na expansao dos plantios de terra firme que necessitam de mudas vigorosas, saudaveis e
mais tolerantes ao déficit hidrico para as areas de produg@o. Uma estratégia para materiais
mais tolerantes ao déficit hidrico, ¢ a utilizacdo de bioestimulantes. O objetivo do estudo
foi aliviar o efeito dos bioestimulantes Bacillus subtilis (BS) e Fertiactyl GZ® (BC) nas
alteracdes das trocas gasosas, estresse oxidativo e acumulo de osmorreguladores
provocados pelo déficit hidrico. O experimento ocorreu na casa de vegetagao no setor de
solos da Universidade Federal Rural da Amazonia- UFRA, em Belém, Para. Os
tratamentos foram compostos por plantas ndo inoculadas (controle) e inoculadas com BS,
BC e combinagdo de BS + BC, os quais foram avaliados em condi¢do de plena irrigagdo
e apos sete e 14 dias de suspencgdo hidrica. Aos sete dias de déficit hidrico, as mudas
bioestimuladas com BC, aumentaram respectivamente, 76%, 100%, 39% e 75% a A4, gs,
E e A/Ci. Aos 14 dias de déficit hidrico, plantas com BC e BS+BC aumentaram em 71%
e 35% a A4; 100% e 63% a gs; 75% e 25% a A/Ci e com BC, 64% a E, em relacao ao
controle. Aos 14 dias de suspensdo hidrica, o Ww foi maior em 24% e 35% nas mudas
bioestimuladas com BS e BC, em relagdo as ndo-bioestimuladas. O teor de prolina foi
maior nas mudas bioestimuladas, sendo mais expressivo nas plantas com BS, 75% maior
que o controle. Aos 14 dias de DH, o teor de MDA das plantas controle foi maior
estatisticamente a todas as médias das plantas bioestimuladas. A maior atividade
enzimatica da SOD e CAT foi encontrada para BC e BS+BC e da enzima APX para o
tratamento BS+BC. A aplicagdo do Fertiactyl GZ® mitigou os danos do déficit hidrico
em mudas de acgaizeiro por induzir o acimulo de osmorreguladores, como a prolina, e
ativar o sistema enzimatico de defesa antioxidante (SOD, CAT e APX) para aliviar o
estresse oxidativo e manter o melhor desempenho fisiologico.

Palavras-chave: Euterpe oleracea Mart. Bioestimulante. Escassez hidrica. Acumulo de
osmorregulador.
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Bacillus subtilis AND FERTIACTYL GZ® COMBINED TO WATER DEFICIT
TOLERANCE INCREASE IN ACAI PALM SEEDLINGS

ABSTRACT

The agai palm is a specie belonging to the Arecaceae family. Brazilian production of the
acai fruit reached 1,485,113 t in 2021, with a harvested area of 208,111 hectares and
average productivity of 7,136 t/ha, with Para responsible for 93.47% of national
production. The increase in the planted area and in national and international
consumption, culminated in the expansion of upland plantations that require vigorous,
healthy seedlings that are more tolerant to the water deficit for the production areas. A
strategy for materials that are more tolerant to water deficit is the use of biostimulants.
The objective of the study was to alleviate the effect of the biostimulants Bacillus subtilis
(BS) and Fertiactyl GZ® (BC) on changes in gas exchange, oxidative stress and
accumulation of osmoregulators caused by water deficit. The experiment took place in
the greenhouse in the soil sector at the Universidade Federal Rural da Amazonia-UFRA,
in Belém, Pard. The treatments consisted of non-inoculated plants (control) and
inoculated with BS, BC and a combination of BS+BC, the which were evaluated under
full irrigation condition and after seven and 14 days of water suspension. At seven days
of water deficit, the seedlings biostimulated with BC increased, respectively, 76%, 100%,
39% and 75% to A4, gs, E and A/Ci. At 14 days of water deficit, plants with BC and BS+BC
increased by 71% and 35% to 4; 100% and 63% on gs; 75% and 25% to A/C: and with
BC, 64% to E, in relation to the control. At 14 days of water suspension, Yw was 24%
and 35% higher in seedlings biostimulated with BS and BC, compared to non-
biostimulated ones. The proline content was higher in biostimulated seedlings, being
more expressive in plants with BS, 75% higher than the control. At 14 days of WD, the
MDA content of the control plants was statistically higher than all averages of the
biostimulated plants. The highest enzymatic activity of SOD and CAT was found for BC
and BS+BC and of the APX enzyme for the BS+BC treatment. The application of
Fertiactyl GZ® mitigated the damage caused by water deficit in agai seedlings by inducing
the accumulation of osmoregulators, such as proline, and activating the antioxidant
defense enzymatic system (SOD, CAT and APX) to alleviate oxidative stress and
maintain the better physiological performance.

Key words: Euterpe oleracea Mart. Biostimulant. Water scarcity. Accumulation of
osmoregulator.

20



2.1. INTRODUCAO

O agaizeiro (Euterpe oleracea Mart.) pertencente a familia Arecaceae, pode ser
encontrado como simples componente de florestas nativas, ou como macigos naturais, em
toda a regido do estuario amazonico (AGUIAR., 2018; CARVALHO &
NASCIMENTO., 2018). A importancia econdmica da cultura representa um potencial
significativo para melhorar os padrdes socioeconomicos da populagdo local (MIRANDA
et al., 2022).

A maior parte da produgdo de frutos provém das regides de varzea da regido
amazonica, todavia a crescente demanda nacional e internacional pelo acai e seus
derivados, tem impulsionado cada vez mais a producdo em terra firme. O Brasil ¢é
considerado o pais que mais produz, consome e exporta o acai, e as industrias, visando a
manuten¢do e ampliacdo do mercado do fruto, estdo investindo ndo s6 no cultivo, mas
também na qualificacdo da mao de obra. Com o crescimento do mercado, esse produto
passou a ser consumido nas grandes capitais brasileiras, atingindo outros paises, como
Japao, China, Estados Unidos ¢ Europa (MENEZES et al., 2008).

Para atender a expansdo dos plantios, a procura por mudas vigorosas tem
aumentado consideravelmente. Mudas de agai (cv. BRS-Par4 e cotipo Hideo), adaptadas
a areas de terra firme, conseguiram se desenvolver de forma vidvel somente em regimes
hidricos de 100% e 130% de capacidade de campo, em regimes hidrico de 130%, as
plantas apresentaram maior altura, didmetro do caule, nimero de folhas, area foliar total,
biomassa de raizes e folhas, biomassa total e razdo raiz parte aérea, maior taxa de
assimilagdo liquida de CO2, menor condutancia estomdatica, menor transpiracdo € maior
eficiéncia instantanea do uso da agua. Demonstrando, desta forma, a alta necessidade
hidrica exigida por esta cultura e alta sensibilidade aos efeitos negativos do déficit hidrico
(SILVESTRE., 2017).

Uma alternativa aos impactos negativos do déficit hidrico ¢ a utilizacdo de
microrganismos promotores de crescimento, pois estes estimulam o crescimento das
raizes, aumentando a area de absorc¢ao de agua e nutrientes (SARAVANAKUMAR et al.,
2011). Quando bioestimuladas, mudas de agaizeiro conseguem manter seus mecanismos
fisiologicos e bioquimicos. Plantas jovens de agaizeiro inoculadas com bactérias
promotoras de crescimento (BPCP), conseguem manter maior potencial hidrico, trocas
gasosas e fluorescéncia da clorofila a, em até 50% da capacidade de campo, quando

comparadas com plantas sem bioestimulagdo (CASTRO et al., 2019).
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Em mudas de agaizeiro inoculadas com bactérias promotoras de crescimento de
plantas (BPCP), o alivio dos efeitos do déficit hidrico pode ocorrer pela maior biossintese
de osmorreguladores, como prolina e glicina-betaina, que regulam o balang¢o hidrico para
manter o maior potencial hidrico nas folhas (WANG et al. 2014). Em plantas sob estresse,
o conteudo de osmorreguladores, como a prolina pode aumentar em até 100 vezes, em
comparag¢do ao observado em plantas cultivadas sob condi¢des normais, indicando um
importante parametro para a selecdo de plantas resistentes ao déficit hidrico
(VERBRUGGEN & HERMANS, 2008). Monteiro et al. (2014) também detectaram o
acimulo de prolina em plantulas de feijao-guandu sob niveis moderados de deficiéncia
hidrica. Albuquerque et al. (2013), estudando plantas jovens de mogno-africano,
encontraram que a expressiva acumulacao de prolina, fez com que a espécie tolerasse
estresse hidrico moderado.

A indugdo desta capacidade osmorreguladora pode influenciar na maior protegao
ao aparato fotossintético contra espécies reativas de oxigénio, através das enzimas
antioxidantes como SOD, CAT e APX (FORNI et al., 2016). O radical superoxido (O2"
1), mais reativo aos lipideos de membrana, pode ser convertido em Oz e H202 pela enzima
SOD, e esse H202 formado, pode ser convertido a O2 e H20 pelas enzimas CAT e APX,
(XU et al., 2016). Desse modo, o alivio do estresse oxidativo e a maior prote¢dao do
aparato fotossintético, proporcionado pelas enzimas antioxidantes, pode garantir a
manuten¢do do maior desempenho fotossintético em mudas de acgaizeiro sob déficit
hidrico.

A utilizagdo de bioestimulantes comerciais, como o Fertiactyl GZ®, através do
complexo GZA, que contempla uma fracdo mineral e outra organica (glicina-betaina,
zeatina e 4acidos humicos e fulvidos), pode contribuir para o maior crescimento, indugdo
de vigor e alteragdes metabdlicas que resultam em maior tolerancia ao déficit hidrico
(CABRAL., 2019).

Sabendo que a utilizacdo de bioestimulantes pode ser uma alternativa para diminuir
os efeitos da restri¢dao hidrica, o objetivo do estudo foi avaliar os efeitos fisiologicos e
bioquimicos do déficit hidrico em mudas de agaizeiro inoculadas com a rizobactéria

Bacillus subtilis, com o Fertiactyl GZ® ¢ com a combinagdo de ambos.
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2.2. MATERIAL E METODOS
2.2.1. Crescimento de plantas

O semeio das sementes da cultivar BRS Para (Euterpe oleracea Mart.) e a condugao
do experimento ocorreram na casa de vegetacao no setor de solos da Universidade Federal
Rural da Amazoénia- UFRA, em Belém, Para (01°27°29”S, 48°26°06”W), com area de
aproximadamente 70m?, composto por porta e paredes com estrutura em madeira e telas
de aco, piso em cimento grosso, pé-direito de 3,40m, ventilagdo e iluminagao natural. A
casa de vegetacdo foi coberta com filme de polietileno de 100 um aditivado contra
radiacao UV. O clima local ¢ classificado como tipo Afi de acordo com a classificacao
de Koppen-Geiger, 1936.

As sementes pré-germinadas foram adquiridas na empresa Amazonflora. A
semeadura ocorreu em duas bandejas de polietileno com dimensdes de 53 cm de
comprimento, 27 cm de largura e 4,2 cm de altura. As bandejas foram preenchidas com
2,5 L de substrato composto de fibra de coco triturada, Golden Mix 87, um substrato de
textura intermedidria, elaborado a partir do mesocarpo do coco, com pH 6,0 (SOCOCO
Agroindustria da Amazonia, Ananindeua, Brasil).

Aos 30 dias apos a semeadura, as plantulas que apresentaram altura proxima de 07
cm foram transplantadas para sacos preto de polietileno (15 x 25 cm, comprimento x
altura) contendo substrato composto de 60% de Latossolo Amarelo e 40% de cama de
aviario curtida, cuja composicao fisico-quimica estd apresentada na Tabela 01. O pH do
substrato e os teores de macro € micronutrientes foram ajustadas conforme recomendagao
de adubacio para acaizeiros (CRAVO et al., 2007). Antes do transplantio, foi realizada a
seccdo radicular das plantulas, para melhor uniformidade.

Durante o periodo experimental as condi¢des ambientais foram de 32 + 2 °C de
temperatura do ar, 75 + 5% de umidade relativa, 2 = 0,2 kPa de DPV do ar e 800 + 100
umol m~ s”! de radiagdo incidente. A irrigagdo das plantas foi realizada diariamente, com
uma aplicagdo de 50 mL de dgua por planta, manualmente, para repor a dgua perdida pela
evapotranspiragao e manter a umidade do solo proximo da capacidade de campo (KLAR

et al., 1966).

23



Tabela 01. Atributos quimicos e fisicos do Latossolo Amarelo onde foi conduzido o
experimento de mudas de agaizeiro, em Belém, Para.

Macronutrientes Micronutrientes
1
Prof pH ¢ Mo | K Ca Mg Al V% H+Al |Cu Fe Mn Zn
cm  (CaCl) (Mehlich™
g dm? mg dm cmol.dm™ % mg dm

0-20 5,1 28 49 51,9 0,59 3,7 2,6 0 73 0 05 73,0 37,5 3,7

Prof. Areia Total Silte Argila

(cm)

0-20 753 40 207

Fonte: IBRA: Instituto Brasileiro de Analises. 'profundidade.

2.2.2. Desenho experimental e analise estatistica

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado, com quatro
tratamentos e 6 repetigdes. Os tratamentos foram compostos por plantas nao inoculadas
(controle) e inoculadas com a bactéria Bacillus subtillis (BS), bioestimulante comercial
Fertiactyl GZ® (BC) e a combinagio de BS + BC, os quais foram avaliados no inicio, na
condi¢do de plena irrigacdo, e apos 7 dias e 14 dias de suspen¢do hidrica. Os dados
fisiolégicos e bioquimicos foram submetidos as andlises de normalidade,
homoscedasticidade, Teste F e quando significativos as médias dos tratamentos foram
comparadas pelo teste de Duncan (P <0,05) com auxilio do software R (R CORE TEAM,
2021).

2.2.3. Caracterizacio da rizobactéria e do bioestimulante comercial Fertiactyl GZ®

A caracteristica da rizobactéria Bacillus subtillis (BS), proveniente de regido de
plantio de agaizeiro no Amazonas, estd descrita na Tabela 02. A rizobactéria BS esta
armazenada e preservada na cole¢do de microrganismos do Laboratério de Protegdo de
Plantas (LPP) da Universidade Federal Rural da Amazonia (UFRA), em Belém, PA,
Brasil.

O bioestimulante comercial Fertiactyl GZ® (BC) pertencente a empresa TIMAC
Agro Ltda, é composto por 13,0 % de N, 5,0 % de K20, 6,5% de carbono organico, além
de fontes naturais de aminoacidos, acidos humicos e falvicos. E recomendado para
aplicacdo no solo ou foliar em mudas e/ou plantas jovens com o objetivo de aumentar a

tolerancia ao estresse e aumentar o crescimento radicular (Tabela 03).
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Tabela 02. Cédigo de identificacdo, origem, cor, caracteristicas bioquimicas e classificaciao
taxonOmica da rizobactéria R92 (Bacillus subtilis) utilizadas no tratamento das mudas de acaizeiro.

Codigo* Origem® Cor*® Bioquimica Taxonomia®
AIAY  Celut Fosff Sider.s Fix Nh
R-92  AM/Brasil Amarelo - - - - - Bacillus subtilis

aCodigo de identificagdo das rizobactérias na cole¢do de microrganismos do Laboratorio de Protegdo de Plantas da
Universidade Federal Rural da Amazonia. *Origem geografica de cada rizobactéria. <Cor da colénia (Malke 1991).
<Classificagio taxonomica (*Nascente et al. 2016). “Producao de acido indol acetico (Cattelan 1999). *Producao de
celulase (Teather and Wood 1982). fSolubilizacdo de fosfato (Sylvester-Bradley et al. 1982). ¢Produgdo de sideréforos
e "Fixa¢ao de nitrogénio (Ddbereiner and Day 1976).

Tabela 03. Componentes presentes no bioestimulante comercial Fertiactyl GZ®.

Registro no

Nome Componentes Garantias Densidade MAPA Origem
) 13% de Nitrogénio (N
Fertiactyl Agua soluvel em agua- 156 RS 000155-
GzZ® g/L) 1,2 g/mL 0.000160 Rio Grande-RS

o 5% de Oxido de
Cloreto de Potdssio  potgssio (K20 soltvel

em agua- 60 g/L)
6,5 % de Carbono

Hlﬂi)(‘z:sjioode Orgénico Total
(78 g/L)
Ureia
10,7% de
estabilizantes

0,5% de tensoativo

Fonte: TIMAC Agro Industria e Comércio de Fertilizantes Ltda.

2.2.4. Inoculac¢ao dos bioestimulantes

As rizobactérias foram cultivadas em meio so6lido 523 (KADO; HESKETT., 1970)
durante 48 h a 28 °C. A suspensdo bacteriana foi preparada com agua destilada,
esterilizada e a concentragdo foi ajustada em espectrofotdmetro para A540 = 0,5 (108
UFC). O bioestimulante comercial Fertiactyl GZ® (BC) foi adquirido da empresa
TIMAC Agro Ltda e foi preparado na concentracao de 0,75% (dose comercial).

Foram realizadas quatro inoculagdes para cada tratamento, com 50 mL/muda,
semanalmente, com as mudas aos 7 meses de idade. Na aplica¢do, 50% do volume foi
aplicado na raiz e 50% via foliar com o auxilio de pulverizador manual. Para as plantas

controle, a solucdo foi composta com agua destilada e esterilizada. Na associacdo, a
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inocula¢do foi realizada de forma escalonada, na primeira semana foi aplicada a solucao
de Bacillus subtillis (BS), na segunda semana a solu¢do do bioestimulante comercial
Fertiactyl GZ® (BC) e assim sucessivamente até a quarta inoculagdo. A aplicagdo
separada dos bioestimulantes (BS + BC) foi definida apds teste de compatibilidade
realizado em laboratorio, onde a presenga do BC reduziu o crescimento da BS em

60,99%, conforme observado na Figura 01.

Figura 01. Teste de compatibilidade através da avaliacdo do crescimento de Bacillus
subtilis (BS) na presenca e auséncia do bioestimulante comercial Fertiactyl GZ® (BC).

2 4,000E+08
a
1.8 - 3,500E+08
1,6
3,000E+08
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E 12 2,500E+08 .
.g £
S 1 2,000E+08 {5
g =
= b -}
g 08 1,500E+08
=
0,6
1,000E+08
0,4
02 5,000E+07
0 0,000E+00

BS BS + BC

Obs!: As colunas representam as médias + desvio padrdo de quatro repetigdes. Letras
mintsculas diferentes indicam diferencas significativas de acordo com o teste de Student ndo
pareado (P<0.05).

2.2.5. Imposicao do déficit hidrico

A imposi¢cdo do déficit hidrico foi realizada um més apods a inoculagdo dos
bioestimulantes, com as mudas de agaizeiro aos oito meses de idade. As plantas foram
irrigadas diariamente para manter o solo proximo de 100% da capacidade de campo (CC),
o qual foi obtida através da pesagem dos sacos+ solo+ muda, conforme descrito por Klar
et al. (1966). Em seguida, a irrigacdo foi suspensa e as plantas foram avaliadas através
das trocas gasosas, em intervalos de sete dias.

Quando a fotossintese liquida (4) do tratamento controle apresentou reducao maior
que 50% (aos sete dias de medicdo) e mais de 75% (aos 14 dias de suspencao da
irrigagao), foi realizada a medi¢ao do potencial hidrico foliar e coleta de amostras para as

andlises bioquimicas. As condi¢des ambientais do viveiro foram de 32 + 1 °C de
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temperatura do ar, 72 + 5% de umidade relativa do ar, 463 + 132 umol m2s! de radiagéo

incidente e déficit de pressao de vapor de ar de 2,6 + 0,6 kpa.

2.2.6. Trocas Gasosas

Os parametros de trocas gasosas foram determinados através da segunda ou terceira
folha fisiologicamente madura e completamente expandida, do dpice para a base, a partir
do primeiro més ap6s a inoculagdo com os bioestimulantes BS, BC e BS+BC nas mudas
de agaizeiro. Ao total foram realizadas trés medigdes, sendo aos zero, sete e 14 dias apos
a suspengao completa da irrigagao.

A taxa de assimilagdo liquida de CO2 (4), condutancia estomatica (gs), transpiracao
(E), eficiéncia instantanea do uso da dgua (A/E) e eficiéncia de carboxilacdo (4/Ci) foram
estimadas entre 10:00 e 12:00 horas utilizando um sistema portatil de fluxo aberto de
trocas gasosas (LI-6400XT, LI-COR, Lincoln, NE) sob uma concentragdo externa de CO2
de 400 pmol mol! de ar e radiagdo fotossinteticamente ativa (PAR) artificial de 1000
umol de fotons m2s'!. Esse intervalo de medi¢do foi ajustado de acordo com a curva
diurna de trocas gasosas obtida previamente para a cultura do acaizeiro (CASTRO et al.,
2019). A quantidade de luz azul foi ajustada para 10% da radiacdo fotossinteticamente

ativa para otimizar a abertura estomatica.

2.2.7. Conteido Relativo de Agua (CRA)

Para a mensuragdo do conteudo relativo de agua (CRA), conforme SLAVICK, B.
(1979), foram coletados dez discos foliares (6 mm de didmetro) de uma folha por muda
de acaizeiro. ApoOs retirada, foi determinada a massa fresca (MF1) dos mesmos em balanca
analitica de precisdo. Apds a pesagem inicial, os discos foram transferidos para
microtubos tipo Falcon contendo 50 mL de agua destilada, em temperatura ambiente de
25 °C, por um periodo de seis horas.

Ap6s retirada, os discos foram colocados em papel filtro para retirar o excesso de
agua, por um periodo de um minuto, e em seguida foram pesados para a determinacdo da
massa turgida (MF2). Ap6s a determinagdo da MF2, os discos foram colocados em sacos
de papel e levados a estufa (75 °C), por 48 horas e posteriormente foi determinado a
massa seca dos discos (MS).

O contetdo relativo de 4gua (CRA) foi determinado através da mensuragdao dos
pesos fresco (MF1), targido (MF2) e seco (MS) das amostras pela formula CRA = [(MFi-
MS) /(MF2-MS)] x 100. Os resultados foram expressos em porcentagem. O CRA foi
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mensurado com os tratamentos na condi¢ao de irrigados (0 dias) e no ultimo dia de déficit

hidrico (14 dias).

2.2.8. Potencial hidrico

As avaliagdes do potencial hidrico foliar (Ww) foram realizadas as seis horas da
manha com as folhas coletada na por¢ao basal das plantas. A mensuragao foi realizada
com uma bomba de pressdao do tipo Scholander (m 670, Pms Instrument Co., Albany,

EUA), conforme descrito por Pinheiro et al. (2008).

2.2.9. Peroxidacio lipidica

A peroxidagao lipidica foi mensurada pelos teores de aldeido malonico (MDA),
extraidos conforme descrito por Cakmak & Horst (1991). Amostras do tecido vegetal
congeladas (20 mg) foram trituradas e homogeneizadas na presenca de 250 pL de 4cido
tricloroacético 0,1% (p/v) e o homogenato centrifugado a 15.000 x g, por 15 min, a 4°C.
O sobrenadante foi coletado e uma aliquota de 50 pL deste foi adicionado em 150 pL de
acido tiobarbitarico (TBA) 0,5% (preparado em 4cido tricloroacético 20%). Os tubos
foram agitados em vortex e incubados a 90°C, por 20 min. Apos esta etapa, a reagdo foi
paralisada por imersdo dos tubos em banho de gelo e a mistura clarificada por
centrifugacao a 13.000 x g, por 4 min, a 4°C.

A absorbancia (ABS) das amostras foi determinada em espectofotdmetro
(Multiskan GO 3.2) a 532 e a 600 nm, em que 532 nm representaram a maxima absor¢ao
do complexo MDA-TBA e a ABS inespecifica (600 nm) descontada. O coeficiente de
extingdo molar do MDA (155 mM™! cm!) foi utilizado para os célculos € os resultados

foram expressos em nmol MDA g! de matéria fresca (MF).

2.2.10. Enzimas antioxidantes

A extra¢do da dismutase do superoxido (SOD, E.C. 1.15.1.1) foi realizada a partir
de 20 mg de massa fresca homogeneizados em 200 puL do meio de extragcdo, contendo
100 mM de tampao fosfato de potassio (TFK; pH 7,8); 0,1 mM de EDTA; 0,1% (v/v) de
2—Mercaptoetanol; 0,001% (v/v) de Triton X-100; 0,001 mg de Polivinilpirrolidona
(PVP) e 20 mM de ascorbato. Apos centrifugacdo a 15.000 g/15 min/4°C, o sobrenadante
foi coletado para as analises posteriores.

A atividade da SOD foi determinada segundo Giannopolitis & Ries (1977) com
algumas adaptagdes: o meio de reacao foi constituido de: 52,5 mM de TFK (pH 7,8); 0,1
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uM de EDTA; 13 mM de metionina (pH 7,8); 2 uM de riboflavina; 0,075 mM de azul de
nitrotetrazélio (NBT) e uma aliquota de 5 puL do extrato enzimatico. A producdo de
formazana azul proveniente da reducdo do NBT em presenga de luz foi maxima na
auséncia da enzima e a leitura das absorbancias (ABS) das amostras feita a 560 nm. A
atividade da SOD foi relacionada a capacidade da enzima presente no extrato em inibir a
produc¢io de formazana azul. Os resultados foram expressos em unidades de SOD mg-!
MF, considerando-se que 1 unidade de SOD ¢ a quantidade de enzima requerida capaz
de reduzir em 50% a produgdo de formazana azul.

A peroxidase do ascorbato (APX, EC 1.11.1.11) e a catalase (CAT, EC 1.11.1.6)
foram extraidas a partir de 20 mg de massa fresca trituradas em, 200 pL do meio de
extracao contendo 50 mM de TFK (pH 7,0); 2 mM de EDTA; 0,001% (v/v) de Triton X—
100; 14 mM de 2-Mercaptoetanol; 20 mM de ascorbato e 0,001 g de PVP. Apods
centrifugacao a 15.000 rpm, por 15 min. a 4°C, o sobrenadante foi coletado para as
andlises enzimaticas. A atividade da APX foi acompanhada pelo decréscimo da ABS a
290 nm em um meio de reacao constituido de TFK 50 mM (pH 7,0); 0,1 mM de H20z;
0,5 mM de ascorbato e 3 pL. do extrato enzimatico (NAKANO; ASADA, 1981). Para os
calculos, 1 unidade (U) de APX ¢ a quantidade de enzima capaz de oxidar 1 umol de
ascorbato min-!. O meio de reagdo da CAT foi constituido de 50 mM de TFK (pH 7,0) e
12,5 mM de H202; e a reagdo iniciou pela adigao de 3 pL de extrato.

A atividade da CAT foi determinada pelo monitoramento do decréscimo da ABS a
240 nm (HAVIR; MCHALE, 1987) e para os calculos foi considerado que 1 U de CAT
¢ a quantidade de enzima capaz de oxidar 1 pmol de H202 min'!. As dosagens de MF para
os calculos das atividades enzimaticas da SOD, APX e CAT foram realizadas segundo

Bradford. (1976).

2.2.11. Prolina

Os teores de prolina livre foram determinados de acordo com Bates et al. (1973).
Amostras de 0,5 g tecido foliar seco triturado foram homogeneizadas em 5 mL de agua
deionizada e incubadas em banho-maria a 100 °C por 30 min, seguido de centrifugacdo a
10000 x g por 10 min. Na concentragdo de 1mL do sobrenadante foi adicionado 1 mL de
acido acético glacial (P.A.) e 1 mL de ninhidrina &cida. Ap6s aquecimento em banho-
mariaa 100 °C por 1 h, a reagdo foi interrompida em banho de gelo. O cromo6foro formado
foi extraido com 3 mL de tolueno e os tubos de ensaio contendo o cromdéforo e tolueno

foram mantidos no escuro, com o auxilio de papel aluminio. Em seguida, a absorbancia
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da camada orgénica superior foi extraida e lida em espectrofotdmetro a 520 nm. A
concentragao de prolina foi estimada tomando como referéncia uma curva-padrao de L-

prolina e expressa umol prolina g'! MS.

2.3. RESULTADOS
2.3.1. Trocas gasosas

O déficit hidrico alterou as trocas gasosas das mudas de agaizeiro, entretanto a
bioestimulagdo mitigou essas alteragdes para manter o melhor desempenho fisiologico.
Os beneficios da bioestimulagdo iniciaram previamente nas condigdes de irrigacao plena,
ou seja, sem deficiéncia hidrica. Todas as mudas bioestimuladas aumentaram a taxa de
assimilagdo liquida de COz2 (4), condutancia estomatica (gs), transpiragdo (£) e eficiéncia
de carboxilacdo (4/Ci) em comparagdo as mudas ndo bioestimuladas (controle). Os
maiores aumentos foram para as mudas bioestimuladas com o bioestimulante comercial
(BC) Fertiactyl GZ®, sendo de 37% para A, 75% para gs, 62% para E e 32% para A/C;,
em relacdo ao controle. A concentragdo intercelular de CO2 (Ci) foi maior para a
bioestimulagdo com BC e a eficiéncia do uso da agua (4/E) ndo foi alterada por nenhuma
bioestimulagdo (Tabela 04).

Aos sete dias de déficit hidrico as mudas bioestimuladas com BC conseguiram
manter os aumentos de 76% para A, 100% para gs, 39% para E e 75% para A/Ci em relacdo
ao controle. Para as mudas bioestimuladas com BS os aumentos em relagdo ao controle
foram de 24% para A, 87% para gs, 27% para E e 25% para A/Ci. As mudas com
bioestimulacdo combinada BS+BC aumentaram em 36% A, em 40% gs, em 47% A/E e
em 25% A/Ci em relag@o ao controle. Na C; as maiores médias foram observadas para o
tratamento controle DH e BS+BC (Tabela 04).

Aos 14 dias de déficit hidrico foram observadas diminui¢des drasticas nas trocas
gasosas. Entretanto, as bioestimulagdes com BC e combinacdo BS+BC conseguiram
manter as maiores médias de 4, gs ¢ A/Ci, em relagdo ao controle. Para BC os aumentos
foram de 71% em 4, 100% em gs, 64% em E e 75% em A/Ci. A bioestimula¢do combinada
BS+BC aumentou em 35% A, em 63% gs e em 25% A/Ci, em relagdo ao controle. Como
aos 7 dias de DH, as maiores médias de Ci foram observadas para o tratamento controle
DH e BS+BC. Para A/E n3o houve alteragdes significativas em fungdo das

bioestimulagdes (Tabela 04).
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2.3.2. Status hidrico e osmorreguladores

O status hidrico mensurado pelo potencial hidrico foliar (Ww) e conteudo relativo
de 4gua (CRA) ndo foi alterado pelas bioestimulagdes das mudas em condigdes de plena
irrigagdo, ou seja, aos zero dias de déficit hidrico. Entretanto, aos 14 dias de déficit hidrico
0 Yw, foi maior em 24% e 35% nas mudas bioestimuladas com BS e BC, respectivamente,
em relagdo ao controle. O CRA nio foi alterado com a presenca dos bioestimulantes
(Tabela 05).

Os teores de prolina ndo foram alterados pela bioestimulagdo das mudas em
condig¢des normais de plena irrigagdo, entretanto aos 14 dias de déficit hidrico, todas as
mudas bioestimuladas aumentaram os teores de prolina, sendo mais expressivo nas mudas
bioestimuladas com BS, que aumentaram em 75% comparadas as plantas controle

(Tabela 05).

Tabela 04. Taxa de assimilagdo liquida de CO2 (4), condutancia estomatica (gs), concentra¢ao
intercelular de CO: (Ci), transpiracdo (F), eficiéncia do uso da agua (A/E) e eficiéncia de
carboxilagdo (4/Ci) em mudas de acaizeiro (oito meses de idade) tratadas com bioestimulantes e
submetidas a zero, sete e 14 dias de déficit hidrico (DH).

iDH  PBioestimulantes _ Variaveis

(dias) A s Ci E A/E A/Ci
(umol m?2s")  (umolm?s')  (umolmol')  (mmol m?sT)
BS 7,84 b 0,039 be 348,7b 1,24 b 6,35a 0,022 a
BC 9,10 a 0,056 a 3589 a 1,64 a 5,74 a 0,025 a
0 BS+BC 7,76 b 0,041 b 34690 1,16 b 6,78 a 0,023 a
Controle 6,64 c 0,032 ¢ 353,3 ab 1,01 b 6,84 a 0,019b
°CV (%) 11,00 14,33 2,17 16,76 20,6 10,89
BS 3,57b 0,028 a 361,6b 0,81a 443D 0,010b
7 BC 5,05a 0,030 a 360,1b 0,89 a 5,79 ab 0,014 a
BS+BC 391b 0,021 b 3717 a 0,61b 6,61 a 0,010b
Controle 2,87 ¢ 0,015 ¢ 372,5a 0,64 b 449 Db 0,008 ¢
CV(%) 13,44 17,99 1,10 10,88 24,19 13,80
BS 1,65 be 0,010 be 351,2b 0,30 b 5,58 a 0,005 be
14 BC 2,51a 0,016 a 34890 041 a 6,49 a 0,007 a
BS+BC 1,99 b 0,013 b 3789 a 0,28 b 7,18 a 0,005b
Controle 1,47 ¢ 0,008 ¢ 375,1a 0,25b 5,57 a 0,004 ¢
CV(%) 17,01 19,32 3,12 16,38 20,38 17,68

*M¢édias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem significativamente pelo teste de Duncan (P
<0,05). #Déficit hidrico (DH) (dias). *Bioestimulantes Bacillus subtilis (BS) e Bioestimulante comercial
(BC) Fertiactyl GZ® Coeficiente de variagdo (CV).
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Tabela 05. Potencial hidrico foliar (‘Yw), Conteudo relativo de d4gua (CRA) e prolina, em mudas
de acaizeiro (oito meses de idade) tratadas com bioestimulantes e submetidas a zero e 14 dias de
déficit hidrico (DH).

3DH (dias) °Bioestimulantes Variaveis
Yy CRA Prolina
(Mpa) (%) (pmol/g MS)
BS -0,41 a 77,09 a 4,52 a
0 BC -0,49 a 75,27 a 4,76 a
BS+BC -0,40 a 73,40 a 482a
Controle -0,48 a 73,57 a 4,08 a
°CV(%) 17,67 12,56 16,05
BS -1,15a 59,07 a 7,72 a
14 BC -0,98 a 70,72 a 6,25b
BS+BC -1,43b 65,04 a 5,54 b
Controle -1,51b 56,48 a 440 c
‘CV(%) 11,20 18,09 13,62

*M¢édias seguidas pela mesma letra na coluna nio diferem significativamente pelo teste de Duncan (P <
0,05).2Déficit hidrico (DH) (dias). "Bioestimulantes Bacillus subtilis (BS) e bioestimulante comercial
(BC) Fertiactyl GZ®. “Coeficiente de variagdo (CV).

2.3.3. Peroxidacio lipidica e enzimas antioxidantes

Em condicdo de plena disponibilidade hidrica, ndo houve diferenga entre os
tratamentos nos teores de aldeido malonico (MDA). Todavia, aos 14 dias de déficit
hidrico, os teores de MDA em plantas controle aumentaram 20,3% em relagdao as mudas
bioestimuladas com BC, 7,9% em relagdo as plantas com BS e 14,6% comparada a
associagao de BS+BC.

Na condicao de 100% irrigadas, ndo houve diferenca na atividade da superoxido
dismutase entre plantas bioestimuladas e ndo-bioestimuladas. Aos 14 dias de déficit
hidrico, a maior atividade da SOD foi encontrada para o BC e para BS+BC, com 45,4%
e 37,8%, respectivamente, em relagdo ao controle.

Aos 14 dias de DH, a maior atividade enzimatica da CAT foi para os tratamentos
BS+BC com 73% e BC com 71%, em relagdo as plantas ndo-bioestimuladas. Ainda no
mesmo periodo de avaliagdo, a atividade da enzima APX foi maior no tratamento BS+BC,

76,5% superior ao controle em déficit hidrico.
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Tabela 06. Conteudo de aldeido malonico (MDA) e atividade das enzimas antioxidantes
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e peroxidase do ascorbato (APX) em mudas
de agaizeiro (oito meses de idade) tratadas com bioestimulantes e submetidas a zero e 14
dias de déficit hidrico (DH).

*DH "Bioestimulantes __ Variaveis
(dias) MDA SOD CAT APX
(umol/g MF) (U mg! MF) (U mg!' MF) (U mg' MF)

BS 39,73 a 279,53 a 0,69 a 7,17b

0 BC 38,38 a 207,21 a 0,58 ab 8,87 a
BS+BC 40,22 a 263,32 a 0,64 a 9,14 a
Controle 35,21 a 254,29 a 0,50b 5,08 ¢
°CV(%) 11,01 23,82 17,40 9,42
BS 65,31 ab 294,75 ab 1,35b 14,54 b
BC 56,49 b 330,96 a 1,78 a 11,58 ¢

14 BS+BC 60,56 b 313,69 a 1,80 a 15,57 a
Controle 70,91 a 227,61b 1,04 b 8,82d
°‘CV(%) 12,00 22,72 19,53 6,28

*Meédias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente pelo teste de Duncan
(P < 0,05). ®Déficit hidrico (DH) (dias). "Bioestimulantes Bacillus subtilis (BS) e bioestimulante
comercial (BC) Fertiactyl GZ®. Coeficiente de variagdo (CV).

2.4. DISCUSSAO
O presente estudo relata pela primeira vez o uso de bioestimulantes associados
(BS+BC) para mitigar os efeitos do déficit hidrico em mudas de agaizeiro. A inoculagdo
revelou melhorias no desempenho fotossintético e capacidade de regulagdo osmoética até
14 dias de suspencdo da irrigagdo. Esses beneficios, que estdo associados com a maior
tolerancia ao déficit hidrico, ja foram relatados em outras culturas inoculadas apenas com
bioestimulantes a base de bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP), como
no arroz (YUWONO et al., 2005), trigo (KASIM et al., 2013) e milho (GOU et al., 2015).
Quando irrigadas, aos zero dias de déficit hidrico, a maior taxa de assimilagdo
liquida de COz2 das plantas bioestimuladas foi beneficiada pela maior abertura estomatica.
Para mudas bioestimuladas, a maior condutancia estomatica também contribuiu com a
maior transpiragdo, em relagcdo ao controle, resultado semelhante ao observado em mudas
de agaizeiro inoculadas com Bacillus subtillis (CASTRO et al., 2019).

Aos sete dias de déficit hidrico, as mudas com bioestimulagdo combinada BS+BC
aumentaram a taxa de fotossintese liquida, a condutancia estomatica, a eficiéncia do uso
da agua e a eficiéncia de carboxilacdo, em relagcdo ao controle. Esses aumentos de 4 ¢ E
influenciaram no aumento da A/E e contribuiram para a melhor tolerancia das plantas ao
déficit hidrico. Na auséncia de bioestimulantes, a menor taxa de transpiragao das plantas

estd relacionada a uma estratégia de defesa ao déficit hidrico, para manutencao da
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turgescéncia, conforme observado em plantas de feijao-de-corda em déficit hidrico
(FERNANDES et al., 2015).

Plantas bioestimuladas com BC, aos 14 dias de déficit hidrico, apresentaram menor
média de concentragdo intercelular de COz (Ci) e maiores médias de taxa de assimilagdo
liquida de CO2 (4) e eficiéncia de carboxilagdo (4/Ci). A menor concentracdo de Ci pode
ser um indicativo de maior consumo de CO2 no mesofilo e sugere uma maior atividade
da enzima Rubisco na func¢do carboxilase, que durante o primeiro passo do Ciclo de
Calvin, fixa o didxido de carbono e da origem ao composto de seis carbonos que ¢
hidrolisado, gerando duas moléculas de 3-fosfoglicerato. Desta forma, pode estar
ocorrendo entdo uma maior atividade fotossintética (4) e consequentemente uma maior
eficiéncia de carboxilagdo (4/Cy).

Em contrapartida, aos 14 dias de restricdo hidrica, plantas ndo bioestimuladas
apresentaram maior Ci e menores médias de 4, gs e 4/Ci. Uma possivel explicagdo pode
estar relacionada a fotorrespiragcdo ocasionada pelo stress hidrico. Na fotorrespiracdo, a
Rubisco passa a exercer a fungdo oxigenase e a menor condutancia estomatica aumenta a
propor¢ao de Oz, em relagdo ao CO2. A fotorrespiragdo ¢ uma fonte de perdxido de
hidrogénio (H202), uma espécie reativa de oxigénio (ERO), considerada toéxica, a qual
sinaliza o estresse em plantas. Embora com médias inferiores aos das plantas
bioestimuladas, mudas controle também demonstraram atividade de enzimas
antioxidantes, como a CAT, onde a sua maior atividade culmina na maior quebra do H202
e sinaliza o estresse hidrico das plantas controle.

Com 14 dias de déficit hidrico, a maior taxa fotossintética, condutancia estomatica,
transpiracao (E), eficiéncia do uso da agua (4/E) e eficiéncia de carboxilacio (A4/Ci) foi
observada nas mudas inoculadas com o bioestimulante BC. O melhor desempenho
fotossintético em relagdo ao controle, pode ser justificado pela presenca de compostos
organicos, como aminoacidos e agucares osmorreguladores, no BC, j& que a acumulacgao
destes compostos osmoticamente compativeis, em condi¢des de estresse, pode influenciar
na melhor capacidade de regulag@o da abertura estomatica que contribuem para melhorias
nas trocas gasosas (SILVA et al., 2011).

Plantas de agaizeiro bioestimuladas com os tratamentos BS e BC isoladamente,
apresentaram maior potencial hidrico em relagdo as plantas controle, em 14 dias de déficit
hidrico. O menor potencial hidrico apresentado pelas plantas ndo inoculadas, culminou
na menor taxa de assimilagdo liquida de CO2, menor condutincia estomatica e menor

transpiracao. O potencial de 4gua na folha esté relacionado a capacidade de reposi¢ao da
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agua perdida pela transpiragdo. Com a menor abertura estomatica, houve uma menor
perda de dgua, ou seja, uma menor taxa de transpiracao, todavia, a menor gs impactou na
baixa taxa fotossintética apresentada pelas plantas controle. Plantas nao bioestimuladas e
submetidas ao déficit hidrico, demonstram reducdo do potencial hidrico e de 4, gs ¢ E,
como relatado em acaizeiro (SILVESTRE et al., 2017), coco (GOMES et al., 2010),
pupunheira (RAMOS et al., 2002; ALVES JUNIOR et al., 2005) e em palma de 6leo
(SURESH et al., 2010; SILVA et al., 2016).

Os bioestimulantes, especialmente as PGPR, induzem alteragdes coordenadas na
transpiracao, estimulam a regulagdo estomatica para manter altos niveis do potencial
hidrico nas folhas, influenciam no contetido de 4cido abscisico (ABA), na fotossintese,
na mitigacao do estresse osmotico através da producdo de metabodlitos osmoprotetores
como betainas, prolina e trealose, ¢ na protecdo contra o estresse oxidativo provocado
pelas espécies reativas de oxigénio através das enzimas antioxidantes como dismutase do
superdxido (SOD), catalase (CAT) e peroxidase do ascorbato (BRESSON et al., 2013;
FORNI; DUCA; GLICK, 2016).

Em 14 dias de déficit hidrico, houve o aumento no teor de prolina em plantas de
acaizeiro bioestimuladas com BS, BC e BS+BC em relagdo as plantas controle. A maior
concentracdo de aminoacidos, como a prolina, aumenta a concentracdo de solutos nas
células-guarda. O aumento na concentragdo de solutos, diminui o potencial hidrico (‘Pw)
das células-guarda e com isso aumenta o potencial hidrico das células adjacentes. Como
a dgua se movimenta do maior potencial hidrico para o menor potencial hidrico, ocorre a
maior entrada de 4gua nas células guarda. A maior entrada de dgua nas células guarda
dos estomatos, torna-as tirgidas e possibilita a abertura estomatica mesmo sob condigdes
de déficit hidrico. Isto pode explicar porque mesmo sob déficit hidrico, plantas
bioestimuladas com BC e BS+BC, apresentaram maior teor de prolina e maior
condutancia estomatica (gs), quando comparadas ao tratamento controle.

A rota metabolica responsavel pela sintese de prolina mais expressiva em plantas
tem inicio no aminoacido glutamato, o qual pode ser produzido por hidrdlise de proteinas,
por reagdes de transaminagdo ou pelas reacdes catalisadas pelo ciclo GS/GOGAT
(VALPUESTA et al. 1992). Ferreira et al. (2002), observou que genétipos de milho
tiveram aumento na concentragdo de prolina livre em funcdo da deficiéncia hidrica,
retornando aos niveis normais com a recuperagao do estresse. Ademais, concluiu que a

hidrolise de proteinas, além de contribuir com o aminoécido precursor (glutamato), pode
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também contribuir com a prépria prolina, favorecendo o seu aumento como aminoécido
livre em tratamentos sob estresse hidrico.

O maior teor de aldeido malonico (MDA) foi observado nas plantas controle. Esse
composto ¢ derivado da peroxidacdo lipidica das membranas celulares por espécies
reativas de oxigénio (EROS) que causam estresse oxidativo (BARBOSA et al., 2010).
Plantas inoculadas com bioestimulantes conseguem maior protecdo contra o estresse
oxidativo provocado por espécies reativas de oxigénio (EROS), através das enzimas
antioxidantes como SOD, CAT e APX (FORNI et al. 2016). As plantas de acaizeiro
bioestimuladas com BS+BC, apresentaram menor teor de MDA e maior atividade
enzimatica de SOD, CAT e APX, indicando que a associacdo dos bioestimulantes
culminou no alivio do estresse oxidativo ¢ na manutencdo do maior desempenho

fotossintético das mudas de agaizeiro, mesmo sob déficit hidrico.

2.5. CONCLUSAO

A aplicagdo do Fertiactyl GZ® mitigou os danos do déficit hidrico em mudas de
acaizeiro por induzir o acimulo de osmorreguladores, como a prolina, e ativar o sistema
enzimatico de defesa antioxidante (SOD, CAT e APX) para aliviar o estresse oxidativo e

manter o melhor desempenho fisiologico.
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CAPITULO 2. Bacillus subtilis E FERTIACTYL GZ® CONTRIBUEM PARA A
REIDRATACAO DE MUDAS DE ACAIZEIRO

RESUMO

O agaizeiro tem seu centro de origem na Amazodnia Oriental. Caracteriza-se por ser uma
planta perene e indicada para cultivo em regides tropicais com alto indice de pluviosidade
e elevadas temperaturas. A crescente demanda nacional e internacional pelo consumo do
fruto e dos seus derivados, deu origem a necessidade do aumento das areas de produgao,
ampliando os plantios de agaizais em terra firme. Apesar de adaptada as condi¢des de
varzea, a cultura apresenta alta sensibilidade as condigoes de déficit hidrico. Informagdes
sobre a reidratagdo de mudas de acaizeiro apds periodos de déficit hidrico sdo escassas,
principalmente na regido amazdnica. Desta forma, o objetivo do trabalho foi avaliar a
capacidade de recuperagdo hidrica de mudas de agaizeiro bioestimuladas, através do
desempenho fotossintético, fisiologico e bioquimico. O experimento ocorreu na casa de
vegetacdo da Universidade Federal Rural da Amazoénia (UFRA), Belém, Para e foi
composto por cinco tratamentos e seis repeticdes. Os tratamentos foram plantas
inoculadas com BS, BC, BS + BC e ndo inoculadas sob déficit hidrico (controle DH) e
plantas ndo inoculadas sob irrigacdo (controle IRR), os quais foram avaliados em
condi¢do de recuperacdo hidrica apds zero, sete e 14 dias de retomada da irrigagdo. Aos
sete dias de reidratacdo, comparadas ao controle DH, todas as plantas bioestimuladas
tiveram maiores médias de 4 e A/Ci. Plantas com BC aumentaram 101% A e 100% A/C:.
Quando comparados ao controle IRR, todos os tratamentos apresentaram menores médias
de 4, g5, E ¢ A/Ci. Aos 14 dias de reidratacdo, plantas inoculadas com BC ¢ BS+BC
apresentaram, respectivamente, 20,2% e 25,3% maior 4; 29,4% e 35,3% maior 4/C;, em
relagdo ao controle DH. Em comparacdo ao controle IRR, plantas bioestimuladas
apresentaram a mesma média de 4 e A/Ci. O potencial hidrico foliar (Yw) aos zero dias
de irrigacdo foi maior em 24% e 35% nas mudas bioestimuladas com BS e BC,
respectivamente, em relagdo ao tratamento controle DH. Aos 14 dias de reidratacdo, todas
as plantas bioestimuladas apresentaram WYw maior do que as plantas controle DH, com
destaque aos tratamentos BC e BS+ BC com potencial hidrico 30,8% e 26,2% maior do
que as das plantas controle DH e com médias ndo diferentes as das plantas controle IRR.
O Conteudo relativo de agua (CRA), aos zero dias de reidratacdo, ndo diferiu entre os
tratamentos submetidos anteriormente a 14 dias de déficit hidrico. Quando comparados
ao controle IRR, as médias dos tratamentos BC e BS+ BC foram iguais estatisticamente.
Aos 14 dias de recuperacao hidrica, semelhante aos resultados de ¥w, as médias do CRA
de BC e BS+ BC também foram maiores em relagao ao controle DH, em 30,6% e 19,2%,
respectivamente. Mudas de agaizeiro bioestimuladas com BS, BC ¢ BS+BC acumularam
mais prolina do que plantas controle DH e IRR, aos zero e 14 dias de reidratagdo. Aos
14 dias de déficit hidrico, os teores de MDA nas plantas controle aumentaram 20,3% em
relacdo as plantas com BC. O tratamento BS+BC apresentou maior atividade para as
enzimas SOD, CAT e APX em 49,6%, 160% e 75,5% superior ao controle DH,
respectivamente, apos 14 dias de reidratacdo. Os resultados evidenciam que mudas de
acaizeiro bioestimuladas conseguem recuperar seu status hidrico e manter o maior vigor,
mesmo apds duas semanas de déficit hidrico.

Palavras-chaves: Euterpe oleracea Mart. Bioestimulantes. Trocas gasosas. Recuperagao
hidrica.
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Bacillus subtilis AND FERTIACTYL GZ® CONTRIBUTE TO ACAI PALM
SEEDLINGS REWETTING

ABSTRACT

The agai palm has its center of origin in the Eastern Amazon. It is characterized by being
a perennial plant and suitable for cultivation in tropical regions with high rainfall and high
temperatures. The growing national and international demand for the consumption of the
fruit and its derivatives, gave rise to the need to increase production areas, expanding the
planting of acai palms on dry land. Despite being adapted to floodplain conditions, the
crop is highly sensitive to water deficit conditions. Information on the rehydration of acai
seedlings after periods of water deficit are scarce, mainly in the Amazon region. Thus,
the objective of this work was to evaluate the water recovery capacity of biostimulated
acai seedlings, through photosynthetic, physiological and biochemical performance. The
experiment took place in the greenhouse at the Universidade Federal Rural da Amazonia
(UFRA), Belém, Pard and consisted of five treatments and six replications. The
treatments were plants inoculated with BS, BC, BS+BC and non-inoculated under water
deficit (WD control) and non-inoculated plants under irrigation (IRR control), which
were evaluated under water recovery condition after zero, seven and 14 days resumption
of irrigation. At seven days of rehydration, compared to the WD control, all biostimulated
plants had higher means of 4 and A/C:. Plants with BC increased 101% A4 and 100% A/C:.
When compared to the IRR control, all treatments showed lower means of 4, gs, £ and
A/Ci. At 14 days of rehydration, plants inoculated with BC and BS+BC presented,
respectively, 20.2% and 25.3% higher 4; 29.4% and 35.3% higher 4/C:i compared to the
WD control. Compared to the IRR control, biostimulated plants showed the same average
of 4 and A/Ci. Leaf water potential (WYw) at zero days of irrigation was 24% and 35%
higher in seedlings biostimulated with BS and BC, respectively, in relation to the control
treatment WD. At 14 days of rehydration, all biostimulated plants showed Yw greater
than the WD control plants, with emphasis on the BC and BS+BC treatments with water
potential 30.8% and 26.2% greater than those of the DH control plants and with averages
not different from those of the IRR control plants. The relative water content (WRC), at
zero days of rehydration, did not differ between treatments previously submitted to 14
days of water deficit. When compared to the IRR control, the means of BC and BS+ BC
treatments were statistically equal. At 14 days of water recovery, similar to the results of
Yw, the means of the CRA of BC and BS+BC were also higher in relation to the WD
control, in 30.6% and 19.2%, respectively. Acai seedlings biostimulated with BS, BC and
BS+BC accumulated more proline than control plants WD and IRR, at zero and 14 days
of rehydration. At 14 days of water deficit, the levels of MDA in the control plants
increased by 20.3% in relation to the plants with BC. The BS+BC treatment showed
higher activity for SOD, CAT and APX enzymes by 49.6%, 160% and 75.5% higher than
the WD control, respectively, after 14 days of rehydration. The results show that
biostimulated acai seedlings manage to recover their water status and maintain greater
vigor, even after two weeks of water deficit.

Key words: Euterpe oleracea Mart. Biostimulants. Gas exchange. Water recovery.
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3.1. INTRODUCAO

O acaizeiro (Euterpe oleracea Mart.) tem seu centro de origem na Amazonia
Oriental. A ocorréncia da espécie ocorre em maior frequéncia em solos de varzea, com
pH entre 4,5 ¢ 6,5 (SHANLEY ., 2005; NASCIMENTO., 2007; SANTOS., 2013).
Caracteriza-se por ser uma planta perene e indicada para cultivo em regides tropicais com
alto indice de pluviosidade e elevadas temperaturas (SANTOS., 2013).

No estado do Para, o agaizeiro possui uma demasiada importancia econdmica, pois
¢ a principal fonte de renda da populacdo ribeirinha. A crescente demanda nacional e
internacional pelo consumo in natura do fruto e dos seus derivados, deu origem a
necessidade do aumento das areas de producdo, surgindo e ampliando os plantios de
acaizais em terra firme (RIBEIRO., 2011). Em 2021, a produ¢do de agai no estado do
Para foi de 1.485.113 t, com destaque ao municipio de Igarapé-Miri, no Baixo Tocantins,
com 426 mil toneladas do fruto produzidas (IBGE, 2022).

O crescente e continuo mercado, associado ao aumento das éareas plantadas,
demanda uma melhor qualidade de mudas de acaizeiro. Apesar de adaptada as condigdes
de varzea, a cultura apresenta alta sensibilidade as condi¢des de déficit hidrico do solo
(SILVESTRE et al., 2017). No primeiro ano de estabelecimento das mudas em campo,
h4a uma maior sensibilidade, principalmente para mudas com sistema radicular pouco
desenvolvido, o qual compromete a adaptacao das mesmas em terra firme. Desta forma,
a seca bem definida, durante longos periodos, representa um entrave para o crescimento
do agaizeiro (SILVA et al., 2019).

Em condic¢des naturais, o acaizeiro, de habitat imido, pode ser submetido a déficit
hidrico em anos mais secos. Da mesma forma, em plantios de terra firme, a auséncia de
sistemas de irrigacdo, por exemplo, em regides que apresentam clima com periodo de
estiagem definido, pode comprometer o pleno desenvolvimento de mudas. O potencial
de 4gua na qual a fotossintese torna-se nula depende das caracteristicas adaptativas da
espécie, tempo de exposi¢cdo, severidade do déficit de agua, idade, estadio de
desenvolvimento da planta e possibilidade de aclimatag@o ao estresse. O decréscimo no
potencial osmotico de plantas jovens de agaizeiro, apds déficit hidrico, indica que essa
cultura tem mecanismos para tolerar um estresse moderado de falta hidrica, tipico de
espécies mesofitas (CALBO; MORAES., 2000).

Rodrigues et al. (2021), estudando a reidratagao hidrica de plantas jovens de palma
de 6leo concluiram que a recuperagdo fisioldgica e a retomada do crescimento sdo mais

rapidas em plantas de palma de 6leo submetidas a dois e trés eventos prévios de déficit
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hidrico, do que em aquelas que experimentam o estresse pela primeira vez. Albuquerque
et al., 2013, estudando plantas jovens de mogno-africano, encontraram uma alta
predisposicao destas a deficiéncia hidrica, e que apos a reidratagdo, o status hidrico das
plantas e as trocas gasosas sdo plenamente recuperados apos a reidratagdo das plantas.

Bioestimulantes induzem alteracdes fisioldgicas, bioquimicas e morfologicas que
permitem maior tolerancia a condig@o de déficit hidrico. Essas vantagens também podem
possibilitar uma melhor recuperacdo apds retomada das condi¢des normais de agua
disponivel no solo. Como exemplo, o maior sistema radicular induzido pelos
bioestimulantes, o qual melhora a absor¢ao de agua e nutrientes, pode permitir uma
retomada mais rapida dos processos fisioldgicos e bioquimicos que estdo envolvidos na
recuperacao do vigor e na menor mortalidade de mudas em viveiros.

Informacgdes sobre a reidratacdo de mudas de agaizeiro com bioestimulantes, apds
longos periodos de seca sdo escassas, principalmente na regido amazonica. Desta forma,
o objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade de recuperag¢do hidrica de mudas de

acaizeiro, através do desempenho fisiologico e bioquimico.

3.2. MATERIAL E METODOS
3.2.1. Crescimento de plantas

O semeio das sementes da cultivar BRS Paré (Euterpe oleracea Mart.) e a conducao
do experimento ocorreram em casa de vegetacdo no setor de solos da Universidade
Federal Rural da Amazonia- UFRA, em Belém, Para (01°27°29”’S, 48°26°06”W), com
area de aproximadamente 70m?, composto por porta € paredes com estrutura em madeira
e telas de ago, piso em cimento grosso, pé-direito de 3,40m, ventilagdo e iluminagdo
natural. A casa de vegetacdo foi coberta com filme de polietileno de 100 um aditivado
contra radiagdo UV. O clima local ¢ classificado como tipo Afi de acordo com a
classificagcdo de Koppen-Geiger, 1936.

As sementes pré-germinadas foram adquiridas na empresa Amazonflora. A
semeadura ocorreu em duas bandejas de polietileno com dimensdes de 53 cm de
comprimento, 27 cm de largura e 4,2 cm de altura. As bandejas foram preenchidas com
2,5 L de substrato composto de fibra de coco triturada, Golden Mix 87, um substrato de
textura intermediaria, elaborado a partir do mesocarpo do coco, com pH 6,0 (SOCOCO
Agroindustria da Amazonia, Ananindeua, Brasil).

Aos 30 dias ap6s a semeadura, as plantulas que apresentaram altura proxima de 07

cm, foram transplantadas para sacos preto de polietileno (15 x 25 cm, comprimento x
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altura) contendo substrato composto de 60% de Latossolo Amarelo e 40% de cama de
aviario curtida, cuja composi¢ao fisico-quimica esta apresentada na Tabela 01. O pH do
substrato e os teores de macro e micronutrientes foram ajustadas conforme recomendacao
de adubacio para acgaizeiros (CRAVO et al., 2007). Antes do transplantio, foi realizada a
secc¢ao radicular das plantulas, para melhor uniformidade.

Durante o periodo experimental as condigdes ambientais foram de 32 + 2 °C de
temperatura do ar, 75 = 5% de umidade relativa, 2 &+ 0,2 kPa de DPV do ar e 800 + 100
umol m 7! de radiacdo incidente. A irrigacdo das plantas foi realizada diariamente, com
uma aplicagdo de 50 mL de agua por planta, manualmente, para repor a 4gua perdida pela
evapotranspiragdo e manter a umidade do solo proximo da capacidade de campo (Klar et

al. 1966).

Tabela 01. Atributos quimicos e fisicos do Latossolo Amarelo onde foi conduzido o

experimento de mudas de agaizeiro, em Belém, Para.

Macronutrientes Micronutrientes
"Prof pH C MO P K Ca Mg Al V% H+Al Cu Fe Mn Zn
cm  (CaCb) (Mehlich)
g dm? mg dm? cmol.dm % mg dm

020 51 28 49 519 059 37 26 0 73 0 05 730 375 37

Prof. Areia Total Silte Argila

(cm)

0-20 753 40 207

Fonte: IBRA: Instituto Brasileiro de Analises. 'profundidade.

3.2.2. Desenho experimental e analise estatistica

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado, com cinco
tratamentos e 6 repetigdes. Os tratamentos foram compostos por plantas inoculadas com
BS, BC, combinagdo de BS + BC e nao inoculada (controle DH) sob déficit hidrico e
plantas ndo inoculadas sob irrigacdo (controle IRR), os quais foram avaliados em
condi¢do de recuperacdo hidrica ap6s 0, 7 e 14 dias de reidratacdo. Os dados fisioldgicos
e bioquimicos foram submetidos as analises de normalidade, homoscedasticidade, Teste

F e quando significativos as médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de
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Duncan (P<0,05), quando comparadas ao controle em déficit hidrico (DH), e pelo teste

de Dunnett (P < 0,05), quando comparadas ao controle irrigado (IRR).

3.2.3. Caracterizacio da rizobactéria e do bioestimulante comercial Fertiactyl GZ®

A caracteristica da rizobactéria Bacillus subtillis (BS), proveniente de regido de
plantio de agaizeiro no Amazonas, esta descrita na Tabela 02. A rizobactéria BS esta
armazenada e preservada na colecdo de microrganismos do Laboratorio de Protecao de
Plantas (LPP) da Universidade Federal Rural da Amazonia (UFRA), em Belém, PA,
Brasil.

O bioestimulante comercial Fertiactyl GZ® (BC) pertencente a empresa TIMAC
Agro Ltda, ¢ composto por 13,0% de N, 5,0% de K20, 6,5% de carbono organico, além
de fontes naturais de aminoacidos, acidos humicos e falvicos. E recomendado para
aplicacao no solo ou foliar em mudas e/ou plantas jovens com o objetivo de aumentar a

resisténcia ao estresse ¢ aumentar o crescimento radicular (Tabela 03).

Tabela 02. Cddigo de identificacdo, origem, cor, caracteristicas bioquimicas e classificaciao

taxonOmica da rizobactéria R92 (Bacillus subtilis) utilizadas no tratamento das mudas de acgaizeiro.

Codigo* Origem® Cor*® Bioquimica Taxonomia®

AIAY  Celu® Fosff Sider.e Fix.Nh

R-92  AM/Brasil Amarelo - - - - - Bacillus subtilis

2Cdodigo de identificagdo das rizobactérias na colecdo de microrganismos do Laboratorio de Protecdo de Plantas da
Universidade Federal Rural da Amazonia. *Origem geografica de cada rizobactéria. “Cor da colonia (Malke 1991).
<Classificagio taxonomica (*Nascente et al. 2016). “Producao de acido indol acetico (Cattelan 1999). *Producao de
celulase (Teather and Wood 1982). fSolubilizagdo de fosfato (Sylvester-Bradley et al. 1982). eProdugédo de sideroforos
e "Fixagdo de nitrogénio (Doébereiner and Day 1976).
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Tabela 03. Componentes presentes no bioestimulantes comercial Fertiactyl GZ®.

Registro no

Nome Componentes Garantias Densidade MAPA Origem
) 13% de Nitrogénio (N
Fertiactyl Agua solivel em agua- 156 RS 000155-
GZ® g/L) 1, 2g/mL  0.000160  Rio Grande-RS
5% de Oxido de

Cloreto de Potdssio  pgtassio (K20 solavel

em agua- 60 g/L)
6,5 % de Carbono

 othesio " Orainico Total
(78 g/L)
Ureia
10,7% de
estabilizantes

0,5% de tensoativo

Fonte: TIMAC Agro Industria e Comércio de Fertilizantes LTDA.

3.2.4. Inoculacao dos bioestimulantes

As rizobactérias foram cultivadas em meio sélido 523 (KADO; HESKETT.,1970)
durante 48 h a 28 °C. A suspensdo bacteriana foi preparada com agua destilada e
esterilizada, € a concentragdo foi ajustada em espectrofotdmetro para A540 = 0,5 (103
UFC). O bioestimulante comercial Fertiactyl GZ® (BC) foi adquirido da empresa TIMAC
Agro Ltda e foi preparado na concentragdo de 0,75% (dose comercial).

Foram realizadas quatro inoculagdes para cada tratamento, com 50 mL/muda,
semanalmente, com as mudas aos sete meses de idade. Apos 14 dias de déficit hidrico e
consequentemente inicio da reidratagdo, foi realizada a quinta inoculagao com BC, BS ¢
BS+BC.

Na aplicacdo, 50% do volume foi aplicado na raiz e 50% via foliar com o auxilio
de pulverizador manual. Para as plantas controle IRR, a solucdo foi composta com agua
destilada e esterilizada. Plantas controle DH permaneceram em déficit hidrico até o final
do experimento de reidratagdo das mudas. Na associagdo, a inoculacdo foi realizada de
forma escalonada, na primeira semana foi aplicada a solucao de Bacillus subtillis (BS),
na segunda semana a solu¢do do bioestimulante comercial Fertiactyl GZ® (BC) e assim

sucessivamente até a quarta inoculacao. A aplicagdo separada dos bioestimulantes (BS +
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BC) foi definida apos teste de compatibilidade realizado em laboratério, onde a presenga

do BC reduziu o crescimento da BS em 60,99%, conforme observado na Figura O1.

Figura 01. Teste de compatibilidade através da avaliacdo do crescimento de Bacillus
subtilis (BS) na presenca e auséncia do bioestimulante comercial Fertiactyl GZ® (BC).

2 4,000E-+08
a
1.8 - 3,500E-+08
1,6
3,000E+08
rg 1.4
=
I 2,500E-+08 .
.g g
S 1 2,000E+08
< =
= b -
g 08 1,500E-+08
=
0,6
1,000E-+08
0,4
0.2 5,000E+07
0 0,000E+00

BS BS + BC

Obs!: As colunas representam as médias + desvio padrdo de quatro repeticdes. Letras
minusculas diferentes indicam diferengas significativas de acordo com o teste de Student ndo
pareado (P<0.05).

3.2.5. Reidrataciao das mudas de acaizeiro

A reidratagao das mudas de agaizeiro foi realizada apds os 14 dias de suspencao
completa da irrigagdo (déficit hidrico). As plantas foram irrigadas diariamente para
manter o solo proximo de 100% da capacidade de campo (CC), o qual foi obtida através
da pesagem dos sacos+ solo+muda, conforme descrito por Klar et al. (1966), com 50 mL
de 4gua por muda. Plantas do tratamento controle DH permaneceram em déficit hidrico
durante todo o experimento de reidratagdo. As plantas foram avaliadas aos 0, 7 e 14 dias
de reidratacao.

As condi¢des ambientais do viveiro foram de 32 + 1 °C de temperatura do ar, 72 +
5% de umidade relativa do ar, 463 + 132 pmol m s! de radiagdo incidente e déficit de

pressao de vapor de ar de 2,6 = 0,6 kpa.

3.2.6. Trocas Gasosas
Para as trocas gasosas, os parametros foram determinados através da segunda ou

terceira folha fisiologicamente madura e completamente expandida, do 4pice para a base,
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a partir do primeiro dia de reidratagcdo, mesmo dia em que ocorreu a quinta inoculagao.
Ao total foram realizadas trés medi¢des, sendo aos zero, sete e 14 dias apos reidratacao
das mudas.

A taxa de assimilacao liquida de CO2 (4), condutancia estomatica (gs), transpiragao
(E), eficiéncia instantanea do uso da dgua (4/E) e eficiéncia de carboxilacdo (4/Ci) foram
estimadas entre 10:00 e 12:00 horas utilizando um sistema portatil de fluxo aberto de
trocas gasosas (LI-6400XT, LI-COR, Lincoln, NE) sob uma concentracao externa de CO2
de 400 pmol mol! de ar e radiagdo fotossinteticamente ativa (PAR) artificial de 1000
umol de fotons m2s’!. Esse intervalo de medi¢do foi ajustado de acordo com a curva
diurna de trocas gasosas obtida previamente para a cultura do acaizeiro (CASTRO et al.,
2019). A quantidade de luz azul foi ajustada para 10% da radiacdo fotossinteticamente

ativa para otimizar a abertura estomatica.

3.2.7. Conteudo Relativo de Agua (CRA)

Para a mensuracdo do conteudo relativo de agua (CRA), conforme SLAVICK, B.
(1979), foram coletados dez discos foliares (6 mm de didmetro) de uma folha por muda
de agaizeiro. Apds retirada, foi determinada a massa fresca (MF1) dos mesmos em balanca
analitica de precisdo. ApoOs a pesagem inicial, os discos foram transferidos para
microtubos tipo Falcon, contendo 50 mL de dgua destilada, em temperatura ambiente de
25 °C, por um periodo de seis horas.

Ap6s retirada, os discos foram colocados em papel filtro para retirar o excesso de
agua, por um periodo de um minuto, e em seguida foram pesados para a determinagao da
massa turgida (MF2). Apds a determinagdo da MF2, os discos foram colocados em sacos
de papel e levados a estufa (75 °C), por 48 horas e posteriormente foi determinado a
massa seca dos discos (MS).

O conteudo relativo de dgua (CRA) foi determinado através da mensuracao dos
pesos fresco (MF1), trgido (MF2) e seco (MS) das amostras pela féormula CRA = [(MFi-
MS) /(MF2-MS)] x 100. Os resultados foram expressos em porcentagem. O CRA foi

mensurado com os tratamentos na condi¢ao de 14 dia de reidratados.
3.2.8. Potencial hidrico

As avaliacdes do potencial hidrico foliar (Ww) foram realizadas as seis horas da

manha com as folhas coletada na por¢ao basal das plantas. A mensuracgdo foi realizada
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com uma bomba de pressdo do tipo Scholander (m 670, Pms Instrument Co., Albany,

EUA), conforme descrito por Pinheiro et al. (2008).

3.2.9. Peroxidacio lipidica

A peroxidagao lipidica foi mensurada pelos teores de aldeido malonico (MDA),
extraidos conforme descrito por Cakmak & Horst (1991). Amostras do tecido vegetal
congeladas (20 mg) foram trituradas e homogeneizadas na presenca de 250 pL de 4cido
tricloroacético 0,1% (p/v) e o homogenato centrifugado a 15.000 x g, por 15 min, a 4°C.
O sobrenadante foi coletado e uma aliquota de 50 puL deste foi adicionado em 150 pL de
acido tiobarbitarico (TBA) 0,5% (preparado em 4cido tricloroacético 20%). Os tubos
foram agitados em vortex e incubados a 90°C, por 20 min. Apos esta etapa, a reagdo foi
paralisada por imersdo dos tubos em banho de gelo e a mistura clarificada por
centrifugacao a 13.000 x g, por 4 min, a 4°C.

A absorbancia (ABS) das amostras foi determinada em espectofotometro
(Multiskan GO 3.2) a 532 e a 600 nm, em que 532 nm representaram a maxima absor¢ao
do complexo MDA-TBA e a ABS inespecifica (600 nm) descontada. O coeficiente de
extingdo molar do MDA (155 mM-™! cm!) foi utilizado para os célculos e os resultados

foram expressos em nmol MDA g! de matéria fresca (MF).

3.2.10. Enzimas antioxidantes

A extragdo da dismutase do superoxido (SOD, E.C. 1.15.1.1) foi realizada a partir
de 20 mg de massa fresca homogeneizados em 200 pL. do meio de extracdo, contendo
100 mM de tampao fosfato de potassio (TFK; pH 7,8); 0,1 mM de EDTA; 0,1% (v/v) de
2—Mercaptoetanol; 0,001% (v/v) de Triton X-100; 0,001 mg de Polivinilpirrolidona
(PVP) e 20 mM de ascorbato. Apos centrifugacdo a 15.000 g/15 min/4°C, o sobrenadante
foi coletado para as analises posteriores.

A atividade da SOD foi determinada segundo Giannopolitis & Ries (1977) com
algumas adaptacdes: o meio de reagdo foi constituido de: 52,5 mM de TFK (pH 7,8); 0,1
uM de EDTA; 13 mM de metionina (pH 7,8); 2 uM de riboflavina; 0,075 mM de azul de
nitrotetrazdélio (NBT) e uma aliquota de 5 puL do extrato enzimatico. A producao de
formazana azul proveniente da reducdo do NBT em presenca de luz foi maxima na
auséncia da enzima e a leitura das absorbancias (ABS) das amostras feita a 560 nm. A
atividade da SOD foi relacionada a capacidade da enzima presente no extrato em inibir a

producdo de formazana azul. Os resultados foram expressos em unidades de SOD mg’!
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MF, considerando-se que 1 unidade de SOD ¢ a quantidade de enzima requerida capaz
de reduzir em 50% a produ¢do de formazana azul.

A peroxidase do ascorbato (APX, EC 1.11.1.11) e a catalase (CAT, EC 1.11.1.6)
foram extraidas a partir de 20 mg de massa fresca trituradas em, 200 pL do meio de
extracdo contendo 50 mM de TFK (pH 7,0); 2 mM de EDTA; 0,001% (v/v) de Triton X—
100; 14 mM de 2—Mercaptoetanol; 20 mM de ascorbato e 0,001 g de PVP. Apos
centrifugacao a 15.000 rpm, por 15 min. a 4°C, o sobrenadante foi coletado para as
analises enzimaticas. A atividade da APX foi acompanhada pelo decréscimo da ABS a
290 nm em um meio de reacao constituido de TFK 50 mM (pH 7,0); 0,1 mM de H20z;
0,5 mM de ascorbato e 3 puL. do extrato enzimatico (NAKANO; ASADA, 1981). Para os
calculos, 1 unidade (U) de APX ¢ a quantidade de enzima capaz de oxidar 1 umol de
ascorbato min-!. O meio de reagdo da CAT foi constituido de 50 mM de TFK (pH 7,0) e
12,5 mM de H202; e a reacdo iniciou pela adigdo de 3 pL de extrato.

A atividade da CAT foi determinada pelo monitoramento do decréscimo da ABS a
240 nm (HAVIR;MCHALE., 1987) e para os calculos foi considerado que 1 U de CAT
¢ a quantidade de enzima capaz de oxidar 1 umol de H202 min'!. As dosagens de MF para
os célculos das atividades enzimaticas da SOD, APX e CAT foram realizadas segundo

Bradford. (1976).

3.2.11. Prolina

Os teores de prolina livre foram determinados de acordo com BATES et al. (1973).
Amostras de 0,5 g tecido foliar seco triturado foram homogeneizadas em 5 mL de 4gua
deionizada e incubadas em banho-maria a 100 °C por 30 min, seguido de centrifugagdo a
10000 x g por 10 min. A concentragéo de 1mL do sobrenadante foi adicionado 1 mL de
acido acético glacial e 1 mL de ninhidrina dcida. Apds aquecimento em banho-maria a
100 °C por 1 h, a reacdo foi interrompida em banho de gelo. O cromdéforo formado foi
extraido com 3 mL de tolueno e os tubos de ensaio contendo o cromoforo e tolueno foram
mantidos no escuro, com o auxilio de papel aluminio. Em seguida, a absorbancia da
camada organica superior foi extraida e lida em espectrofotdometro a 520 nm. A
concentracao de prolina foi estimada tomando como referéncia uma curva-padrao de L-

prolina e expressa umol prolina g'! MS.
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3.3. RESULTADOS
3.3.1. Trocas gasosas

Na condigdo de 14 dias de déficit hidrico, os tratamentos apresentaram diminuig¢des
drésticas nos indicadores de trocas gasosas, todavia, as plantas com BC e com a
combinacao BS+BC conseguiram manter as maiores médias de A4, gs € A/Ci em relagao
ao controle. Para BC os aumentos foram de 71% em A4, 100% em gs, 64% em E e 75%
em A/Ci. A bioestimulagdo combinada BS+BC aumentou em 35% A, em 63% gs e em
25% A/Ci, em relagdo ao controle. Para A/E ndo houve alteragdes significativas em funcao
da aplicagao dos bioestimulantes (Tabela 04).

Em condigdo de sete dias de reidratacdo, quando comparadas ao controle em DH,
todas as plantas bioestimuladas tiveram maior 4 e A/Ci, destacando-se as plantas de
acaizeiro com BC, com maior 4, de 101% e A/Ci de 100%. As plantas com BC
aumentaram em 80% a gs € 53,3% a E e com BS+BC aumentaram 59,4% a A/E. Quando
comparados ao controle IRR, todos os tratamentos apresentaram menor A, gs, E e A/Ci,
com exce¢do da média da eficiéncia do uso da 4dgua (4/E), de 7,18 mmol m2s’!, do
tratamento BS+BC que foi maior estatisticamente a média das plantas controle irrigadas,
de 4,56 mmol m3s™'.

A recuperagdo das trocas gasosas iniciou a partir dos 14 dias de reidratagdo, quando
as plantas inoculadas com BC e BS+BC apresentaram, respectivamente, 20,2% e 25,3%
maior A; 8% e 7,3% menor Ci; 29,4% e 35,3% maior A/Ci, em relagdo ao controle em
DH. As plantas com BC tiveram 31,7% e 41,1% maior gs e E, respectivamente, em
relagdo ao controle DH.

Em comparagdo ao controle IRR, aos 14 dias, plantas bioestimuladas apresentaram
médias semelhates de 4 e A/Ci. Para Ci, ndo houve diferenca tanto para plantas
bioestimuladas, quanto para o controle DH. Plantas com BC, apresentaram as mesmas

médias de gs, E e A/E, em relagado as plantas controle 100% irrigadas.

3.3.2. Status hidrico e osmorreguladores

O potencial hidrico foliar (Ww) aos zero dias de irrigagdo foi maior em 24% e 35%
nas mudas bioestimuladas com BS e BC, respectivamente, em relagdo ao tratamento
controle DH. As médias de Ww de todos os tratamentos em déficit hidrico foram inferiores
ao do controle irrigado (Tabela 05).

Aos 14 dias de reidratacdo, todas as plantas bioestimuladas apresentaram Ww maior

do que as plantas controle DH, com destaque aos tratamentos BC e BS+ BC com potencial
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hidrico 30,8% e 26,2% maior do que as das plantas controle DH e com médias nao
diferentes as das plantas controle IRR.

O Conteudo relativo de agua (CRA), aos zero dias de reidratagdo, nao diferiu entre
os tratamentos submetidos anteriormente a 14 dias de déficit hidrico. Quando comparados
ao controle IRR, novamente as médias dos tratamentos BC e BS+ BC foram iguais
estatisticamente. Aos 14 dias de recuperagao hidrica, semelhante aos resultados de Ww, as
médias do CRA de BC e BS+ BC também foram maiores em relagdo ao controle DH, em
30,6% e 19,2%, respectivamente (Tabela 05).

Com relagdo aos valores de prolina, aos zero dias de reidratadas, plantas com BS
apresentaram média 75,5% superior ao tratamento controle DH, seguido das médias de
BC com 42% e BS+BC com 26%. Os resultados indicaram que mudas de agaizeiro
bioestimuladas com BS, BC e BS+BC também acumularam mais prolina do que as
plantas controle IRR. Com 14 dias de reidratagdo das plantas, as médias dos tratamentos
com os bioestimulantes BS, BC e BS+BC também foram superiores aos dos dois
tratamentos controle, 46,4%, 43,3% ¢ 35,8% maiores em relagdo ao controle DH,

respectivamente, e, 37%, 34% e 27% superiores que ao do controle IRR (Tabela 05).

3.3.3. Peroxidacao lipidica e enzimas antioxidantes

Aos zero dias de reidratagdo, os teores de MDA em plantas controle aumentaram
20,3% e 14,6%, respectivamente, em relagdo a mudas bioestimuladas com BC e BS+BC.
Em 14 dias de reidratacdo, todas as plantas bioestimuladas apresentaram menor
concentracao de aldeido maldnico, com destaque para as bioestimuladas com BS, onde a
concentracao foi 27,8% menor que as plantas controle (Tabela 06).

Quando comparados ao controle IRR, aos zero dias, todos os tratamentos
apresentaram maiores teores de MDA. Aos 14 dias de irrigagdo, somente o tratamento
controle DH apresentou maior média de concentracdo de MDA, sendo que as plantas com
bioestimulantes ndo tiveram médias diferindo estatisticamente com as das plantas
controle IRR.

Na atividade das enzimas SOD e CAT, aos zero dias, houve destaque para as mudas
com os bioestimulantes BS+BC e BC. Plantas com BC apresentaram 45,4% e 71,2%
maior atividade das enzimas SOD e CAT, respectivamente, comparadas as plantas
controle DH. As plantas bioestimuladas com BS+BC apresentaram 71,2% e 73%,

respectivamente, maiores atividades enzimaticas de SOD e CAT. Além disso, também
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apresentaram maior atividade da enzima APX, 76,5% maior que o controle DH. Todas as
plantas com bioestimulantes apresentaram maiores teores de SOD, CAT e APX,
comparadas as controle IRR (Tabela 06).

Aos 14 dias de reidratadas, as plantas controle DH mantiveram o maior teor de
MDA, quando comparadas as plantas com bioestimulantes ¢ também ao controle IRR.
Quando comparados ao controle DH, no periodo de 14 dias de reidratacdo, o tratamento
BS+BC apresentou maior atividade para as enzimas SOD e CAT, com 49,6% e 160%,
respectivamente. Para a enzima APX, a maior média foi do tratamento BS, 58,7%
superior ao controle DH. Para a enzima SOD, as médias das plantas bioestimuladas foram
maiores estatisticamente que as das plantas controle IRR. Todos os tratamentos, incluindo
o controle DH, obtiveram maiores médias de atividade enzimatica de CAT e APX em

relagdo ao controle IRR.

Tabela 04. Taxa de assimilagdo liquida de COz2 (4), condutancia estomatica (gs), concentragao
intercelular de CO:2 (Ci), transpiracdo (E), eficiéncia do uso da agua (A4/E) e eficiéncia de
carboxilagdo (4/Ci) em mudas de acaizeiro (oito meses de idade) tratadas com bioestimulantes
¢ submetidas a recuperacao hidrica (RH), apds 14 dias de déficit hidrico.

aRH  P"Bioestimulantes _ Varidveis

(dias) A s Ci E A/E A/Ci
(pmol m?s")  (umolm?2s!')  (umolmol')  (mmol m?s)
Controle IRR 5,98 0,050 362,2 1,16 5,11 0,016
BS 1,65 bc* 0,010 be* 351,2b 0,30 b* 5,58a 0,005 bc*
0 BC 2,51 a* 0,016 a* 3489b 0,41 a* 6,49 a 0,007 a*
BS+BC 1,99 b* 0,013 b* 378,9 a* 0,28 b* 7,18 a* 0,005 b*
Controle DH 1,47 c* 0,008 c* 375,1a 0,25 b* 5,57 a 0,004 c*
°CV(%) 17,01 19,32 3,12 16,38 20,38 17,68
Controle IRR 5,72 0,053 370,8 1,25 4,56 0,015
BS 2,12 a* 0,013 b* 356,6 ab 0,36 b* 598ab 0,006 a*
. BC 2,64 a* 0,018 a* 346,3 b* 0,46 a* 5,76 ab 0,008 a*
BS+BC 2,22 a* 0,012 b* 367,02 0,32 b* 6,98 a* 0,006 a*
Controle DH 1,31 b* 0,010 b* 371,1a 0,30 b* 4,38b 0,004 b*
CV(%) 26,71 28,74 4,48 20,04 26,49 28,77
Controle IRR 7,92 0,060 356,3 1,65 4,20 0,022
BS 7,03 be 0,045 ab* 353,4 ab 1,23 ab* 5,84 ab* 0,020 be
14 BC 7,75 ab 0,054 a 3448 b 1,51 a 523D 0,022 ab
BS+BC 8,08 a 0,049 ab* 347,1b 1,25 ab* 6,78 a* 0,023 a
Controle DH 6,45 c* 0,041 b* 372,5a 1,07 b* 5,96 ab* 0,017 c*
CV(%) 9,17 20,63 4,67 19,41 16,40 11,66

*M¢édias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem significativamente pelo teste de Duncan (P <
0,05) para os tratamentos submetidos a recuperacao hidrica (RH). O asterisco * indica diferencas
significativas entre o tratamento e o controle irrigado (IRR) de acordo com o teste de Dunnett (P < 0,05).
“Recuperagio hidrica (dias). *Bioestimulantes Bacillus subtilis (BS) e bioestimulantes comercial (BC).
“Coeficiente de variacdo (CV).
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Tabela 05. Potencial hidrico foliar (Ww), Conteudo relativo de agua (CRA) e prolina, em mudas
de acaizeiro (oito meses de idade) tratadas com bioestimulantes e submetidas a zero, sete e 14

dias reidratacdo (RH).
aRH "Tratamentos Varidveis
(dias) Y, CRA Prolina
(Mpa) (%) (umol/g MS)
Controle IRR -0,35 75,80 4,15
BS -1,15 a* 59,07 a* 7,72 a*
0 BC -0,98 a* 70,72 a 6,25 b*
BS+BC -1,43 b* 65,04 a 5,54 b*
Controle DH -1,51 b* 56,48 a* 4,40 ¢
°CV (%) 11,20 18,09 13,62
Controle IRR -0,43 78,46 3,85
BS -0,53 b* 60,52 b* 5,27 a*
14 BC -0,45 a 75,50 a 5,16 a*
BS+BC -0,48 ab 68,94 a 4,89 a*
Controle DH -0,65 c* 57,85 b* 3,60 b
CV (%) 8,40 10,22 11,92

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem significativamente pelo teste de Duncan (P
< 0,05) para os tratamentos submetidos a recuperacao hidrica (RH). O asterisco * indica diferengas
significativas entre o tratamento e o controle irrigado (IRR) de acordo com o teste de Dunnett (P <0,05).
“Recuperagio hidrica (dias). *Bioestimulantes Bacillus subtilis (BS) e bioestimulantes comercial (BC).
“Coeficiente de variacdo (CV).

Tabela 06. Conteudo de aldeido malonico (MDA) e atividade das enzimas antioxidantes
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e peroxidase do ascorbato (APX) em mudas de
acaizeiro (oito meses de idade) tratadas com bioestimulantes e submetidas a zero e 14 dias de

reidratacao (RH).
2RH (dias) "Tratamentos Variaveis
MDA SOD CAT APX
(numol/g MF) (U mg!' MF) (U mg!' MF) (U mg! MF)
Controle IRR 42,32 170,48 0,45 6,61
BS 65,31 ab* 294,75 ab* 1,35 b* 14,54 b*
0 BC 56,49 b* 330,96 a* 1,78 a* 11,58 c*
BS+BC 60,56 b* 313,69 a* 1,80 a* 15,57 a*
Controle 70,91 a* 227,61 b 1,04 b* 8,82 d*
°CV(%) 12,00 22,72 19,53 6,28
Controle IRR 41,09 187,76 0,48 5,72
BS 41,48 ¢ 240,65 c* 1,67 c* 13,55 a*
14 BC 45,44 be 276,34 b* 2,18 b* 11,11 b*
BS+BC 47,53 b 328,63 a* 3,14 a* 10,51 b*
Controle 53,02 a* 219,68 ¢ 1,21 c* 8,54 c*
CV (%) 9,63 8,66 18,76 6,87

*Médias dos tratamentos seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente pelo teste
de Duncan (P < 0,05) em cada dia de reidratacdo (RH). O asterisco * indica diferencgas significativas entre
o tratamento e o controle irrigado (IRR) de acordo com o teste de Dunnett (P < 0,05). *Recuperagao
hidrica (dias); PBioestimulante Bacillus subtilis (BS) e bioestimulante comercial (BC); °Coeficiente de
variacdo (CV%).
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3.4. DISCUSSAO

O presente estudo ¢ o primeiro relato sobre a capacidade de recuperacdo hidrica
induzida por diferentes bioestimulantes associados em mudas de acaizeiro. As plantas
bioestimuladas com BS, BC e BS+BC conseguiram restabelecer o status hidrico e
recuperar o desempenho fotossintético para niveis semelhantes as das mudas irrigadas.
Os estudos com capacidade de recuperagdo hidrica induzida por bioestimulantes ainda
sdo bastante escassos. Alguns poucos estudos sem a utilizagdo de bioestimulantes
relataram a recuperacdo dos indicadores fotossintéticos apds déficit hidrico em culturas
como andirobeira (GONCALVES et al., 2009), mogno africano (ALBUQUERQUE et
al., 2013) e dendezeiro (FILHO, W. et al., 2021).

As mudas inoculadas com BC apresentaram médias iguais as das plantas controle
irrigadas, recuperando todas as varidveis de trocas gasosas como 4, gs, E, A/E e A/Ci, a
partir dos 14 dias de reidratacdao. Esses resultados sdo semelhantes aos de Albuquerque
et al. (2013), que estudando a reidratacao de plantas jovens de mogno-africano, constatou
a recuperacao completa em variaveis de trocas gasosas (4, gs € E), 7 dias ap6s retomada
da irrigagao.

Os resultados supracitados sdo indicativos de que o acaizeiro pode, em um curto
espaco de tempo, retomar seu melhor desempenho fotossintético. Resultados semelhantes
foram obtidos em plantas de Eucalyptus e Acacia spp. (WARREN et al., 2011)
submetidas a deficiéncia hidrica e a reidratacdo. No presente estudo, as plantas controle
em DH, também recuperaram seu status hidrico, ap6s 14 dias de seca, todavia, com
médias de A4 inferiores aos das mudas inoculadas com os bioestimulantes BC e BS+BC.

A presenga de 5,0% de 6xido de potassio (K20) na formulagdo do bioestimulante
comercial Fertiactyl GZ®, pode ter influenciado na maior gs, pois o elemento potéssio é
um macronutriente que contribui para a maior turgidez celular e regulagem dos processos
de abertura e fechamento de estdmatos. De acordo com Cakmak (2005), o elemento K
pode auxiliar em uma dindmica adequada da condutancia estomatica as plantas e ativar a
funcdo carboxilase da Rubisco, o que contribui para uma maior atividade fotossintética
(PRADO, 2008; CATUCHI, 2012).

O potencial hidrico foliar (Yw) aos 0 dias de irrigagc@o foi maior em 24% e 35% nas
mudas bioestimuladas com BS e BC, respectivamente, em relagdo ao tratamento controle
DH. Aos 14 dias de reidratacdo, o Ww de todos os tratamentos bioestimulados também
foram superiores ao controle DH. Sem a ac¢do dos bioestimulantes, nas plantas controle

DH, quando o conteudo de agua no solo decresce, o potencial da 4gua no solo e na folha
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também decrescem e, como consequéncia, o déficit hidrico se desenvolve nas folhas e as
células-guardas perdem turgor, causando menor abertura estomatica. O menor potencial
hidrico pode estar influenciando na menor média de gs evidenciada pelas plantas controle
em DH. Mesmo apds reidratacdo, as plantas controle DH ndo conseguiram recuperar o
Yw em niveis semelhantes a das plantas bioestimuladas.

O potencial hidrico da folha indica a quantidade de agua disponivel capaz de
realizar trabalho quimico, cujos gradientes explicam os fluxos da dgua no sistema solo-
planta-atmosfera (BERGONCI et al., 2000). O maior Ww de BS e BC, aos 0 dias (inicio
da reidratacgdo), relacionado ao acimulo de prolina, indica que mudas bioestimuladas de
acaizeiro conseguem acumular este aminoacido osmorregulador, que com o aumento da
concentracao deste soluto, conseguem manter o potencial hidrico e a turgescéncia de suas
células. No presente estudo, o menor Ww nas plantas controle DH, aos 0 e 14 dias de
reidratacdo, contribuiu para a menor gs, € consequentemente pode ter aumentado a
resisténcia de entrada do CO2 atmosférico na regido do mesoéfilo, o qual pode ter limitado
a atividade da Rubisco e a taxa de assimilacao liquida de CO2 (A4).

As plantas bioestimuladas com BS, BC e BS+BC acumularam mais prolina do que
as plantas controle. O acimulo de prolina no vactolo ou no citosol auxilia na manutengao
do equilibrio hidrico, na preservagao da integridade de proteinas, enzimas ¢ membranas
celulares (ASHRAF et al., 2011; MARIJUAN; BOSCH., 2013). Esses solutos também
tém funcdo osmoprotetora contra subprodutos toxicos do metabolismo, resultantes do
estresse hidrico. O aumento da concentracao de solutos compativeis ndo ¢ nocivo ao
metabolismo celular e, por aumentar a pressao osmotica no interior das células, mantém
a absorcdo de agua e a pressdo de turgor das células, o que concorre para a continuidade
dos processos fisiologicos, ainda que em niveis menores (MARIJUAN; BOSCH., 2013).
Monteiro et al. (2014), estudando duas cultivares de feijao-guandu, encontraram acimulo
de prolina na parte aérea e nas raizes, indicando que a mesma ¢ um osmolito indicador
bioquimico e fisioloégico dos efeitos dos estresses hidricos e salinos em plantulas de
guandu.

A reducdo do teor de prolina nas plantas bioestimuladas, dos 0 aos 14 dias, estd
diretamente relaciona ao alivio do estresse hidrico através do reestabelecimento da
reidratacdo, todavia a maior manuten¢do da concentracao de prolina, quando comparada
as plantas controle, sugere que os bioestimulantes conseguem induzir uma provavel
memoria bioquimica nas plantas de agaizeiro, mesmo apos recuperagao hidrica, tornando-

as mais capazes de tolerar futuros episodios de déficit hidrico.
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As mudas de agaizeiro controle apresentaram maior teor de aldeido malonico
(MDA), aos 0 e 14 dias, indicando que pode ter ocorrido maior estresse oxidativo,
peroxidacao lipidica de membranas celulares, além de danos proteicos € em acidos
nucléicos. A menor atividade das enzimas antioxidantes, como SOD, CAT e APX reforga
que estas plantas tiveram menos mecanismos para contornar a deficiéncia hidrica do que
as plantas bioestimuladas.

As mudas bioestimuladas apresentaram maior atividade das enzimas antioxidantes
nos dois periodos de avaliagdo e embora tenham retomado, ap6s 14 dias de reidratacdo,
a médias semelhantes de taxa de fotossintese liquida (4) do controle IRR, ainda
mantiveram maior atividade enzimdtica antioxidante, demonstrando que as plantas
podem ter criado mecanismos de memoria contra os efeitos do estresse hidrico. Eventos
repetitivos de déficit hidrico e reidratacdo em dendezeiro, conforme observado por Filho,
W. et al. (2021), demonstraram que esta memoria ao estresse hidrico induziu na
aclimatacdo do maquinario fotossintético por meio de ajustes na atividade da carboxilase
da Rubisco, fotorrespiragdo e taxas de respiragao, além da atenuacao dos danos oxidativos

ao fotossistema II (PSII) e aos lipidios da membrana.

3.5. CONCLUSAO

Diante dos resultados encontrados, pode-se concluir que os bioestimulantes
utilizados, Fertiactyl GZ® (BC) isolado e associado ao Bacillus subtilis foram eficientes
na recuperacdo das varidveis fisiologicas apos 14 dias de reidratagcdo e podem contribuir
para que mudas de agaizeiro fiquem mais ativas para enfrentar novas situagdes de déficit

hidrico, pelo o maior acimulo de prolina e ativagdo de mecanismos antioxidantes.
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CONCLUSAO GERAL

A aplicagdo do Fertiactyl GZ® (BC) isolado e na combina¢do BS+BC pode ser uma
alternativa eficiente para diminuir as perdas de mudas de agaizeiro em viveiros com
irrigacdo inadequada ou localizados em regides com periodo de restricdo hidrica
marcante, além de contribuir para aumentar a disponibilidade de mudas para campo com
maior qualidade de vigor e tolerancia ao déficit hidrico.

A aplicacdo dos bioestimulantes associados pode formar uma tecnologia
microbiana que pode ser inserida no manejo de produ¢do de mudas de agaizeiro em
viveiros, para aumentar a tolerancia ao déficit hidrico e induzir uma provavel memdria a
esse estresse, que pode ser uma vantagem adaptativa diante das crescentes ameagas de

mudancas climéaticas globais.
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