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RESUMO GERAL 

Estresses biótico e abiótico tem prejudicado o crescimento e desenvolvimento das plantas 

de açaizeiro (Euterpe oleracea Mart.) na região Amazônica. Diante disso, pesquisas são 

realizadas, a fim de mitigar os efeitos da escassez hídrica e elevada demanda nutricional 

que consequentemente promovem o crescimento inicial lento. Algumas rizobactérias 

promotoras de crescimento de plantas (PGPR) ganharam importância na agricultura para 

amenizar efeitos de estresse abiótico, evidenciando a sua utilização como estratégia 

sustentável para produção agrícola. No entanto, os mecanismos de ação dos 

bioestimulantes são enigmáticos, pois diferentes PGPRs podem interagir de forma 

singular com a planta de interesse, sendo esse o principal gargalo para sua utilização no 

setor agrícola. O objetivo deste estudo foi de avaliar as alterações no metabolismo 

primário (em nível bioquímico e fisiológico) e posteriormente caracterizar as alterações 

na arquitetura radicular em plantas de açaizeiro bioestimuladas com Bacillus subtilis. O 

experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado nas condições de 

viveiro com mudas de açaizeiro inoculadas com B. subtilis e mudas não inoculadas. O 

metabolismo das plantas de açaizeiro quando inoculadas com B. subtilis apresentou 

estímulo a biossíntese de fitohormônios, que consequentemente estimulou a maquinaria 

fotossintética, resultando em maior absorção de nutrientes e a síntese de compostos 

primários. É perceptível o aumento no teor de aminoácidos, ácidos orgânicos e açúcares 

solúveis que subsidiaram os mecanismos subjacentes à promoção de crescimento como a 

produção de energia e síntese proteica que permitem promover o crescimento da planta 

em maior proporção em relação as plantas não inoculadas. Resultando em acúmulo de 

biomassa da raiz, aumento na área superficial e aumento no número de pontas e 

ramificações das raízes laterais. A identificação dos metabólitos chave abre perspectivas 

de estudo para o crescimento e desenvolvimento de plantas mais responsivas a esse tipo 

de insumo e consequentemente mais adaptadas às condições adversas do ambiente.  

Palavras-chaves: Açaizeiro, Bioestimulante, Sustentabilidade, Produtividade, Manejo 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

Biotic and abiotic stresses have impaired the growth and development of açaí (Euterpe 

oleracea Mart.) plants in the Amazon region. Therefore, research is underway to mitigate 

the effects of water scarcity and high nutritional demand that consequently promote slow 

initial growth. Some plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR) have gained 

importance in agriculture to mitigate abiotic stress effects, highlighting their use as a 

sustainable strategy for agricultural production. However, the mechanisms of action of 

biostimulants are enigmatic, as different PGPRs can interact uniquely with the plant of 

interest, which is the main bottleneck for their use in the agricultural sector. The study 

objective was to evaluate the changes in primary metabolism (at the biochemical and 

physiological level) and subsequently characterize the changes in root architecture in acai 

plants' biostimulation with Bacillus subtilis. The experiment has been executed in a 

completely randomized design under nursery conditions with açaí seedlings inoculated 

with B. subtilis and non-inoculated seedlings. The metabolism of the acai plants, when 

inoculated with B. subtilis, showed stimulation of the biosynthesis of phytohormones, 

which consequently stimulated the photosynthetic machinery, resulting in greater nutrient 

uptake and the synthesis of primary compounds. It is noticeable the increase in the content 

of amino acids, organic acids, and soluble sugars that subsidized the mechanisms 

underlying growth promotion such as energy production and protein synthesis, that allows 

the development of plant growth in higher proportion compared to uninoculated plants. 

Resulting in the accumulation of root biomass, increase in surface area, and increase in 

the number of lateral root tips and ramifications. Key metabolites open study perspectives 

for the growth and development of plants that are more responsive to this type of input 

and, consequently, more adapted to adverse environmental conditions. 

Key words: Açaí, Biostimulants, Sustainability, Productivity, Management 
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CONTEXTUALIZAÇÃO 1 

O açaizeiro (Euterpe oleracea Mart.), é uma palmeira nativa da região Amazônica e 2 

possui destaque na economia nacional e internacional. Em 2019, foram cultivados cerca de 3 

1,4 milhões de toneladas de frutos, em uma área plantada que supera os 200 mil hectares 4 

entre áreas de açaizais nativos e de terra firme manejada. Na Amazônia brasileira, concentra-5 

se os maiores plantios comerciais de açaizeiro, sendo a região Norte, principalmente o estado 6 

do Pará, o principal produtor do fruto, cerca de  94,41%, enquanto os demais estados 7 

representam 5,59% (IBGE 2019). 8 

Apesar de sua relevância econômica para Amazônia, a expansão dos plantios 9 

comerciais em terra firme é limitado pela constante ocorrência de problemas fitossanitários 10 

como a antracnose (Castro et al. 2017; dos Santos et al. 2022), a qual promove redução na 11 

assimilação líquida de carbono e na fluorescência da clorofila a, sendo que, na maioria dos 12 

casos, a limitação é atribuída na maquinaria fotossintética do açaizeiro (Castro et al. 2017). 13 

Além disso, outros fatores limitam a produção de mudas como o processo de germinação 14 

das sementes de açaí que é lenta e desuniforme (Nascimento et al. 2007), o crescimento 15 

inicial lento (Silvestre et al. 2016), a sensibilidade ao déficit hídrico (Silvestre et al. 2017; 16 

Oliveira et al. 2019) e baixa fertilidade (Araújo et al. 2016). 17 

Algumas estratégias têm sido utilizadas para controlar os efeitos negativos dos 18 

estresses bióticos e abióticos em plantas de açaizeiro, tais como a criação de variedades 19 

tolerantes como o BRS-Pará e BRS-Pai d’Égua, ambas cultivares foram lançadas pela 20 

Embrapa Amazônia Oriental, e são os únicos materiais vegetais registrados pelo Ministério 21 

da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA), sendo considerados altamente 22 

produtivas no período da restrição hídrica (e.g., junho a dezembro), época em que os preços 23 

são mais elevados (Oliveira and Farias Neto 2004; Farias Neto 2019). 24 

O padrão de qualidade na obtenção de muda de açaizeiro destinado ao plantio em 25 

terra firme, é uma estratégia que demanda de longo período de viveiro (6 a 8 meses) elevado 26 

consumo de fertilizantes derivados de fontes não renováveis e elevado custos operacionais 27 

(Silvestre et al. 2016; Araújo et al. 2016). Outro problema é a obtenção da padronização para 28 

mudas serem consideradas adequadas para plantio em campo, apenas quando atingem a 29 

idade média de 6 meses após a semeadura, com aspecto vigoroso, cinco folhas 30 

completamente expandidas e fisiologicamente ativas (maduras), altura média de 50 cm, 31 

diâmetro do coleto maior que o da extremidade da muda e sistema radicular bem 32 

desenvolvido (MAPA 1997). Entretanto, a utilização de manejo adequado nessa fase pode 33 

ser um fator de extrema importância, para obter uma muda de qualidade, precoce e de grande 34 
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potencial produtivo quando atingir a fase adulta (Castro et al. 2019a; Lima et al. 2020, 2021; 35 

Cardoso et al. 2021).  36 

Com o intuito de superar essas barreiras, a utilização de microrganismo promotores 37 

de crescimento de planta é uma alternativa para o manejo das culturas de forma sustentável 38 

(Farrar et al. 2014). As bactérias promotoras de crescimento vegetal (PGPR) são um grupo 39 

heterogêneo que habitam próximo à rizosfera das plantas. Essas bactérias (e.g. Bacillus sp., 40 

B. amyloliquefaciens, B. cereus, B. subtilis e Paenibacillus polymyxa) exercem efeitos benéficos 41 

sobre o crescimento de plantas (e.g., coqueiro, palma de óleo e tomateiro) de forma direta 42 

ou indireta. Os efeitos benéficos diretos são aqueles que compreendem a facilitação da 43 

aquisição de nutrientes através da fixação biológica de nitrogênio (Kuan et al. 2016), a 44 

solubilização de fosfato (Chen et al. 2006; Mehta et al. 2015), aquisição de ferro usando 45 

sideróforos (Zhou et al. 2016).  46 

O efeito indireto está relacionado ao biocontrole, por meio da atividade antagônica 47 

contra fitopatógenos que as PGPRs podem induzir respostas de resistência sistêmica ao 48 

vegetal, interferindo nos sistemas sensoriamento de quórum bacteriano (QS) (Müller et al. 49 

2009; Moreira et al. 2014; Bueno et al. 2017; Jung et al. 2020) e a  modulação de níveis 50 

hormonais vegetais (e.g., por produção de Ácido Indolacético – AIA) (Ambreetha et al. 51 

2018; Wagi e Ahmed 2019; Hashem et al. 2019; Lima et al. 2020; Cardoso et al. 2021). A 52 

aplicação de inoculantes à base de Bacillus sp., B. amyloliquefaciens, B. licheniformis, B. 53 

megaterium e B. subtilis tem sido utilizada para reduzir ou substituir o uso de fertilizantes 54 

químicos e mitigar os efeitos do déficit hídrico e salinos (Akhtar et al., 2020; Akram et al., 55 

2019; Castro et al., 2019; Lima et al., 2020; Radhakrishnan et al., 2017; Tavanti et al., 2020). 56 

Os microrganismos do gênero Bacillus sp.  são utilizados em pesquisas, e os estudos 57 

recentes reportam que as rizobactérias podem  modular a fisiologia da planta através de 58 

reflexo direto no acúmulo de biomassa da parte aérea e raiz planta (Tsukanova et al. 2017; 59 

Backer et al. 2018; Enebe and Babalola 2018) e alteração da arquitetura da raiz (Bavaresco 60 

et al. 2020; Lima et al. 2021).  61 

Esses microrganismos beneficiam seus hospedeiros induzindo um reajuste no 62 

metabolismo primário (e.g., aumento no teor de carboidrato solúvel, aminoácidos e ácidos 63 

orgânicos) e secundários (e.g., surfactinas, iturinas e fengicina). No entanto, os eventos 64 

relatados são a resposta final de um processo complexo que não elucidam a relação 65 

molecular, a nível de estímulo de regiões gênicas e suas alterações, e consequentemente os 66 

processos bioquímicos que são ativados pelas rizobactérias que podem alterar até mesmo 67 

características anatômicas, aprimorar o desempenho fotossintético, hormonal e nutricional 68 
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das plantas bioinoculadas (Caulier et al. 2019; Bonini et al. 2020; Nephali et al. 2021; 69 

Othibeng et al. 2022). 70 

A tecnologia microbiana está ganhado espaço no cenário atual, principalmente no 71 

manejo sustentável das culturas agrícolas, que consequentemente proporcionam aumento na 72 

produtividade e  possuem ação direta na  redução de fertilizantes químicos (Lima et al. 2020; 73 

Cardoso et al. 2021), tais benefícios são influenciados principalmente reprogramação e 74 

ajuste do metabolismo primário das plantas. Othibeng et al. (2022), reportam que plantas de 75 

milho submetidas sob condições de estresse hídrico e normais bioestimuladas com diferentes 76 

cepas de Bacillus sp. apresentaram acúmulos diferenciais nos perfis de aminoácidos, 77 

hormônios e intermediários do TCA.  Os incrementos de aminoácidos e hormônios e 78 

intermediários do TCA estavam envolvidos no crescimento das plantas, metabolismo 79 

energético (ciclo TCA e glicólise), divisão celular, regulação de hormônios para promover 80 

crescimento em plantas de milho. Khan et al. (2019), relataram que na ação convergente 81 

entre PGRs e as PGPRs (e.g., Bacillus subtilis, Bacillus thuringiensis e Bacillus megaterium) 82 

houve influência no acúmulo de dissacarídeos (e.g., ácido sacárico, ácido glicérico, 83 

aminofenol e 5-oxo-L-prolina), o qual foi associado ao aumento significativo no teor de 84 

Fv’/Fm’ e clorofila sob condição de estresse hídrico. O aumento do nível de dissacarídeos 85 

devido aplicação de PGRs e PGPRs ajudou as plantas de Cicer arietinum L. a tolerar os 86 

efeitos das espécies reativas de oxigênio (ROS).  87 

Alterações morfoanatômicas são importantes, principalmente mudanças na 88 

arquitetura radicular, pois podem proporcionar maior superfície de contato da raiz com a 89 

solução do solo, que consequentemente influencia em maior exploração do solo através de 90 

maior absorção de água e nutrientes presente no solo, maior fixação no substrato e confere 91 

estabilidade à parte aérea da planta (Li et al. 2016). Ponderando que alguns processos 92 

relacionados a mudança na arquitetura radicular e crescimento de raízes laterais são 93 

influenciados por hormônios vegetais como as auxinas e citocininas  (Alarcón et al. 2019), 94 

as rizobactérias como Bacillus subtilis apresentam interação que pode estimular a biossíntese  95 

de auxinas (Ambreetha et al. 2018; Hashem et al. 2019) e outras substâncias voláteis 96 

orgânicas (e.g., 2,3-butanodiol, 3-hidroxi-2-butanona, 2-pentilfurano, N,N-dimetil-97 

hexadecanamina e 2-butanona)  que modulam a arquitetura da raiz em plantas em soja (Ryu 98 

et al. 2003; Delaplace et al. 2015; Bavaresco et al. 2020).  99 

Por exemplo, a palma de óleo inoculada com B. subtilis alterou arquitetura radicular 100 

(e.g., 46,7% para volume, 42,5% para de área superficial total, 43,7% para diâmetro médio, 101 

203% para número de pontas e 115% para ramificações) fato esse que evidenciou maior 102 
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absorção de água e nutrientes (e.g., 56% para N, 36% para P, 58% para K, 67% para B, 55% 103 

para Fe e 71% para Zn)  o acúmulo de nutrientes e absorção de água, além de obter mudas 104 

de qualidade para o plantio com baixos custos de produção, em relação as plantas não 105 

inoculadas (Lima et al. 2021).   106 

Apesar da consciência de estudos relacionados em modificações na arquitetura do 107 

sistema radicular e alterações no metabolismo primário de culturas economicamente 108 

produtivas, até o momento não houve nenhum estudo que fora realizado para elucidar as 109 

alterações bioquímicas e morfológica de plantas de açaizeiro quando induzidas pela 110 

inoculação de rizobactéria. O presente estudo pretende avaliar as alterações bioquímicas e 111 

morfosiológicas da raiz em Euterpe oleracea quando inoculadas com Bacillus subtilis, e 112 

quais possíveis estratégias podem auxiliar no manejo sustentável e no aumento da 113 

produtividade da cultura em condições adversas. 114 

  115 
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MODIFICAÇÃO NA ARQUITETURA RADICULAR DE MUDAS DE AÇAIZEIRO 304 

BIOINOCULADAS COM Bacillus subtilis (UFRA 92) 305 

 306 

RESUMO 307 

A arquitetura do sistema radicular (ASR) é uma característica intrínseca da planta e pode ser 308 

modificada pela ação de rizobactérias promotoras do crescimento que estimulam a 309 

reprogramação metabólica e hormonal da planta como estratégia para aumentar a taxa de 310 

crescimento, a absorção de nutrientes, e tolerância ao déficit hídrico. O açaizeiro (Euterpe 311 

oleracea Mart.) é uma planta sensível ao déficit hídrico e apresenta lento crescimento e baixa 312 

produtividade em plantio de terra firme. O objetivo deste trabalho foi avaliar as modificações 313 

na ASR e seu impacto na absorção de nutrientes em mudas de açaizeiro bioinoculadas com 314 

Bacillus subtilis (UFRA 92). Plantas inoculadas com Bacillus subtilis (UFRA 92) e plantas 315 

(controle não inoculadas) foram avaliadas quanto a morfologia e topologia das raízes, teor 316 

de nutriente e eficiência de uso dos nutrientes. A aplicação do B. subtilis (UFRA 92) 317 

aumentou o comprimento total da raiz em 57%, densidade da raiz em 195%, número de 318 

ramificações em 62%, comprimento das raízes laterais em 36%, área específica em 36%, 319 

volume em 41% e reduziu o diâmetro entre as classes de comprimento em 46% comparando-320 

se com o tratamento controle. Foram observados aumentos nas concentrações de macro e 321 

micronutrientes nas plantas bioestimulada, sendo de 134% em K, 70% em Mg, 238% em P, 322 

315% em Ca 246% em S, 230% em Cu, 152% em Fe, 240% em Mn e, 150% em Zn). A 323 

eficiência no uso dos nutrientes aumentou em 384% em K, 154% em Mg, 58% em P, 108% 324 

em Ca, 139% em S, 123% em Cu, 400% em Fe, 33% em Mn e, 50% em Zn. A bioinoculação 325 

do Bacillus subtilis (UFRA 92) alterou a arquitetura radicular de E. oleracea levando a uma 326 

maior exploração da área de superfície e volume de solo pelas raízes favorecendo uma maior 327 

absorção, acúmulo de nutrientes e eficiência do uso dos nutrientes. O B. subtilis (UFRA 92) 328 

modulou classe de diâmetro das raízes (área de superfície, comprimento e volume) ao 329 

interferir no equilíbrio hormonal de Euterpe oleracea.  330 

 331 

Palavras-chaves: Rizobactéria, Absorção, Manejo  332 
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MODIFICATION IN THE ROOT ARCHITECTURE OF AÇAI SEEDLINGS 333 

BIOINOCULATED WITH Bacillus subtilis 334 

 335 

ABSTRACT 336 

Root system architecture (RSA) is an intrinsic characteristic of the plant and modified by the 337 

action of growth-promoting rhizobacteria that stimulate metabolic and hormonal 338 

reprogramming of the plant as a strategy to increase growth rate, nutrient uptake, and 339 

consequently confer tolerance to water deficit. The açaí (Euterpe oleracea Mart.) is a plant 340 

sensitive to water deficit and presents slow growth and low productivity in dryland 341 

plantations. Our objective was to evaluate the changes in RSA and its impact on nutrient 342 

uptake in açaí seedlings bio inoculated with Bacillus subtilis (UFRA 92). Plants inoculated 343 

with Bacillus subtilis (UFRA 92) and control plants (non-inoculated) evaluated for root 344 

morphology, topology, nutrient content, and nutrient use efficiency. The application of B. 345 

subtilis increased total root length by 57%, root density by 195%, branching number by 62%, 346 

lateral root length by 36%, specific area by 36%, volume by 41%, and reduced diameter 347 

between length classes by 46% compared to the non-inoculated treatment. We observed an 348 

increase in macro and micronutrient content in biostimulation plants, the increase was 134% 349 

in K, 70% in Mg, 238% in P, 315% in Ca 246% in S, 230% in Cu, 152% in Fe, 240% in Mn 350 

and, 150% in Zn) and nutrient use efficiency (384% in K, 154% in Mg, 58% in P, 108% in 351 

Ca, 139% in S, 123% in Cu, 400% in Fe, 33% in Mn and, 50% in Zn. The bio inoculation 352 

of Bacillus subtilis (UFRA 92) altered the root architecture of Euterpe oleracea result in 353 

greater exploitation of the surface area and soil volume by the roots favoring a higher 354 

absorption, nutrient accumulation, and nutrient use efficiency (NUE) in açaí seedlings. B. 355 

subtilis modulated root diameter classes (surface area, length, and volume) by interfering 356 

with the hormonal balance of Euterpe oleracea.  357 

Keywords:  Rhizobacteria, Absorption, Management 358 

 359 

 360 

 361 

 362 

 363 

 364 

 365 
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1 INTRODUÇÃO 366 

O açaizeiro (Euterpe oleracea Mart.), é uma palmeira nativa da região Amazônica e 367 

possui destaque na economia brasileira e mundial pela valorização do fruto (IBGE, 2019). 368 

A cultura é amplamente distribuída nas várzeas do norte do Brasil (Cattanio et al. 2002) e 369 

em solos aluviais de boa fertilidade natural devido à deposição de sedimentos pelas marés 370 

altas (Parolin et al., 2004). Por outro lado, os plantios comerciais são concentrados em áreas 371 

de terra firme, conduzidos com manejos que culminam em produtividade altamente variáveis 372 

mesmo utilizando adubação química recomendada e irrigação.  373 

 Apesar da elevada estimativa de produção de frutos de açaí em áreas de terra firme 374 

a ocorrência de períodos de déficit hídrico podem causar prejuízos econômicos expressivos. 375 

Com o intuito de encontrar alternativas que minimizem as perdas de produtividade 376 

resultantes de condições adversas, como déficit hídrico (Silvestre et al., 2016) e deficiência 377 

nutricional (Alberto et al. 2010; Araújo et al. 2016), pesquisas culminaram no 378 

desenvolvimento de cultivares como BRS-Pará e BRS-Pai d’Égua adaptadas às áreas de terra 379 

firme (Farias Neto, 2019; Oliveira and Farias Neto, 2004). Contudo, mantêm-se a 380 

necessidade de irrigação e fertilização, está última devido Latossolo Amarelos (Araújo et al. 381 

2016).  382 

A restrição de água e nutrientes relacionadas às práticas de manejo inadequadas    383 

podem reduzir significativamente a produção de mudas de açaizeiro, pois a seleção das 384 

mudas para plantios preconiza muitos aspectos morfológicos da planta, como altura (entre 385 

40 e 60 cm), diâmetro do coleto (maior do ápice da muda), número de folhas  386 

fisiologicamente ativas (≥ 5) e sistema radicular bem desenvolvido (10 cm) (CESM-PA 387 

1997). A arquitetura e morfologia das raízes assumem relevante papel na seleção das mudas, 388 

pois o sistema radicular dará suporte a parte aérea no processo de absorção de água e 389 

nutriente, principalmente aos órgãos fotossintetizantes (as folhas). Algumas pesquisas  390 

enfatizam a eficiência morfofuncional das raízes para aumentar produtividade e a 391 

sustentabilidade em diferentes sistemas de cultivo (Den Herder et al. 2010; Erktan et al. 392 

2018; Lynch, 2007).  393 

O arranjo morfológico tridimensional do sistema radicular determinado pela 394 

quantidade, comprimento, espessura e distribuição das raízes, e pela incidência e 395 

comprimento dos pelos radiculares são  características que definem a eficiência  da planta 396 

em explorar o solo em busca de água e nutrientes (Giehl et al. 2014; Haling et al. 2016; 397 

Hodges, 2002; Jungk, 2001). Plantas que possuem sistemas radiculares longos, como 398 

comprimento total da raiz, menor diâmetro e alta incidência de pelos radiculares, apresentam 399 
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maior potencial de aquisição de recursos do solo, além de maior eficiência no uso de 400 

fotoassimilados para produzir diferentes raízes (Erktan et al. 2018; Rondina et al. 2019; 401 

Zangaro et al. 2014). Para Silvestre et al. (2016), o maior sistema radicular em mudas de 402 

açaizeiro é uma estratégia de tolerância ao déficit hídrico e pode contribuir para a adaptação 403 

das mudas durante os meses mais secos. O maior sistema radicular em mudas de açaizeiro 404 

induzido por isolados de rizobactérias (e.g., UFRA 58, UFRA 92, BRM 32111 e BRM 405 

32113) melhorou a absorção de água e nutrientes e, consequentemente, amenizaram os 406 

efeitos do déficit hídrico (Castro et al. 2019b). 407 

As rizobactérias produtoras de fitohormônios, do gênero Bacillus, podem estimular 408 

o crescimento e ramificação do sistema radicular, alterando a sua morfologia (Castro et al. 409 

2019; Bavaresco et al. 2020; Araujo et al. 2021; Lima et al. 2021; Cardoso et al. 2021). As 410 

respostas morfofisiológicas induzidas pelo gênero Bacillus sp. são desencadeadas 411 

principalmente por reguladores de crescimento de plantas, como auxinas (e.g., ácido 412 

indolacético, AIA), citocinina e compostos voláteis (Ambreetha et al. 2018; Hashem et al. 413 

2019; Bavaresco et al. 2020). Em plantas de açaizeiro e trigo bioinoculadas com Bacillus 414 

subtilis (UFRA 92) e Bacillus amyloliquefaciens (5113) apresentaram alterações na 415 

morfologia da raiz o que conferiu à planta tolerância  a eventos de restrição hídrica e estresse 416 

salino, além de maior disponibilidade de nutrientes para as plantas por meio da solubilização 417 

de fósforo e potássio, produção de sideróforos para absorção de ferro e fixação de nitrogênio 418 

atmosférico e na manutenção do balanço alterando a arquitetura de raízes para condutância 419 

hidráulica (Kasim et al. 2013; Castro et al. 2019b). 420 

A espécie o B. subtilis é amplamente estudada e um forte candidato promissor para 421 

o desenvolvimento de produtos agrícolas (Earl et al. 2008; Todorova and Kozhuharova 2010; 422 

Blake et al. 2020), pois podem alterar a morfologia e fisiologia da planta (e.g., características 423 

anatômica e desempenho fotossintético). Castro et al. (2019) atribuíram ao B. subtilis, a 424 

proteção de plantas de açaizeiro sob déficit hídrico mitigando o estresse oxidativo, por meio 425 

da regulação na atividade da atividade catalítica da superóxido dismutase, catalase e 426 

peroxidase do ascorbato. Araujo et al. (2021) verificaram que a inoculação com B. subtilis 427 

elevou produtividade em plantas de soja em condições de baixa disponibilidade de 428 

nutrientes. Tal fato foi corroborado por Lima et al. (2020) em palma de óleo sob redução em 429 

50% de fertilizantes químicos. Lima et al. (2021) relataram que o B. subtilis modificou a 430 

arquitetura radicular em palmas de óleo. Os autores enfatizaram que essas modificações no 431 

sistema radicular favoreceram o acúmulo de nutrientes, além de obter mudas de qualidade 432 

para plantio permanente com baixo custo de produção.  433 
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Apesar de estudos relacionados às modificações induzidas por rizobactérias na 434 

arquitetura do sistema radicular terem sido desenvolvidas para várias culturas, pouco se 435 

conhece acerca de modificações na arquitetura radicular em E. oleracea. Assim, o objetivo 436 

deste trabalho é compreender a dinâmica no crescimento e alteração do sistema radicular de 437 

mudas de açaizeiro inoculados com Bacillus subtilis (UFRA 92). 438 

2 HIPÓTESE  439 

O Bacillus subtilis (UFRA 92) ou seus exsudatos melhorem as características da 440 

arquitetura radicular, moldando o sistema radicular para uma aquisição mais efetiva de água 441 

e nutrientes. 442 

3 MATERIAIS E MÉTODOS 443 

3.1 Material vegetal 444 

Sementes do açaizeiro (Euterpe oleracea Mart. cultivar BRS-Pará) foram semeadas 445 

em bandejas de polietileno contendo como substrato fibra de coco triturado. Aos 32 dias 446 

após a germinação, as plântulas que apresentaram duas folhas expandidas e altura próxima 447 

de 13 cm foram transplantadas para sacos de polietileno (15 x 25 cm) contendo substrato 448 

composto de 60% de Latossolo e 40% de esterco de frango curtido. O cultivo foi realizado 449 

no viveiro da Universidade Federal Rural da Amazônia em Belém (PA), sob clima AMI de 450 

acordo com Köppen-Geiger. As plantas foram irrigadas diariamente por gotejamento 451 

autocompensante para repor a água perdida pela evapotranspiração e manter a umidade do 452 

solo próximo da capacidade de campo (Klar et al. 1966). 453 

3.2  Obtenção e inoculação de Bacillus subtilis (UFRA 92) 454 

O isolado de Bacillus subtilis utilizado neste estudo, seguido por seu código no 455 

GenBank-NCBI (UFRA 92 – MN17593) foi isolado da rizosfera do açaizeiro. Atualmente, 456 

isolado é armazenado e preservado na coleção de microrganismos do Laboratório de 457 

Proteção de Plantas da Universidade Federal Rural da Amazônia, Belém-PA, Brasil. 458 

A rizobactéria foi cultivada em meio sólido 523 (Kado; Heskett, 1970)  durante 48 h 459 

a 28 ºC. A suspensão bacteriana foi preparada com água destilada e esterilizada e a 460 

concentração foi ajustada em espectrofotômetro para A540 = 0,6 (108 UFC.mL-1).  461 

Para o estabelecimento dos tratamentos, as plântulas (aos 32 dias) tiveram suas raízes 462 

seccionadas para padronização do comprimento radicular em 7 cm. Assim, o tratamento de 463 

bioinoculação foi caracterizado pela imersão das plântulas em 500 mL da suspensão 464 

bacteriana por 30 min e, posteriormente, o transplantio foi realizado em sacos polietileno 465 

contendo substrato (60% de Latossolo e 40% de esterco de frango curtido), sendo realizada 466 
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duas inoculações em intervalo de quinze dias. Cada plântula recebeu 50 mL da suspensão 467 

bacteriana, via sistema de rega manual. Para o tratamento controle (ausência de B. subtilis), 468 

foram utilizados 500 mL de água destilada e esterilizada. A rega para esse tratamento foi 469 

utilizada 50 mL/plântula de água destilada. 470 

3.3 Determinação da arquitetura do sistema radicular 471 

As imagens das raízes foram obtidas utilizando-se um scanner de leito (Epson XL 472 

10000). Os dados de imagem da raiz foram analisados pelo software WinRHIZO Pro 2007a 473 

(Régent Instrum. Quebec, Canadá), gerando estimativas de comprimento total da raiz, área 474 

da superfície raiz, diâmetro médio da raiz, número de pontas radiculares e ramificação 475 

radicular como descrito anteriormente (Arsenault et al., 1995; Himmelbauer; Loiskandl; 476 

Kastanek, 2004). Além disso, foram feitas avaliações do diâmetro da raiz dividindo em cinco 477 

classes (0-1,0 mm; 1- 2,0 mm; 2-3,0 mm; 3-4,0 mm; e > 4,5 mm) e o comprimento, superfície 478 

e volume das raízes de cada classe foram avaliados como descrito anteriormente (Lima et al. 479 

2021). 480 

3.4 Determinação do status nutricional 481 

As amostras de raízes foram secas em estufas de circulação forçada de ar (72h à 65 482 

ºC), moídas (< 5 mm) em moinho tipo Wiley, pesadas e enviadas ao Laboratório de 483 

Agronômico de Análises Nutricionais (LABOMINAS), Manhuaçu, MG, para a 484 

determinação dos teores de nutrientes, conforme descrito por Silva (2009). Os teores dos 485 

macronutrientes: fósforo (P), potássio (K), cálcio (Ca), magnésio (Mg) e enxofre (S) e dos 486 

micronutrientes: zinco (Zn), manganês (Mn), ferro (Fe) e cobre (Cu) no tecido vegetal foram 487 

extraídos por digestão ácida em micro ondas, envolvendo a aplicação de 2 mL de HNO3 + 2 488 

mL de H2O + 5 mL de água ultrapura em 250 mg de amostras, conforme descrito por (Araújo 489 

et al. 2002). As amostras digeridas foram lidas e quantificadas em relação ao teor nutricional, 490 

por meio de espectrômetro e destilador. 491 

Com base na produção de biomassa e na concentração de nutrientes em folhas nas 492 

mudas de açaizeiro, foram obtidos dados de acúmulo e da eficiência do uso de nutrientes 493 

(Kist et al., 2015). Os acúmulos dos nutrientes (AN) P, K, Ca, Mg, S, Zn, Mn, Fe e Cu na 494 

raiz (ANPA) foram estimados pela multiplicação dos valores de teores desses nutrientes 495 

pelos valores de biomassa seca, conforme a expressão ANx = teor x MS, onde x é o nutriente 496 

em estudo e MS a massa seca. A eficiência do uso nutricional (EUN) foi obtida pela razão 497 

da biomassa seca pelos teores de nutrientes, calculada por meio da expressão EUx = MS/teor 498 

(Moll; Kamprath; Jackson, 1982). 499 
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3.5 Análise estatística 500 

O delineamento experimental utilizado nos experimentos foi inteiramente 501 

casualizado. Para os experimentos sobre morfologia, topologia e classe de diâmetro da raiz 502 

as unidades experimentais foram compostas por cinco repetições por tratamento. Os ensaios 503 

de determinação de macro e micronutrientes e eficiência nutricional foram realizadas, com 504 

quatro repetições por tratamento. As diferenças entre as médias foram examinadas pelo teste 505 

t. (P ≤ 0.05). Todos os dados foram analisados usando o software R (versão 4.1.0 para 506 

Windows).  507 

Uma análise de componentes principais (ACP) foi realizada para os dados de 508 

morfologia, topologia e macro e micronutrientes, sendo os valores normalizados através da 509 

relação entre plantas bioestimuladas com B. subtilis (UFRA 92) e o tratamento controle. 510 

4 RESULTADOS 511 

4.1 Arquitetura do sistema radicular 512 

O sistema radicular das mudas de açaizeiro, aos cinco meses de idade, apresentou 513 

comprimento médio de 10,3 cm, área total de superfície de 127 cm2 e 0,5 mm de volume 514 

radicular. Nas mudas inoculadas com B. subtilis (UFRA 92), houve alterações na arquitetura 515 

do sistema radicular, com incremento de 57% no comprimento total das raízes, 130% na área 516 

total de superfície, 63% no diâmetro médio, 57% na densidade, 195% no volume, 36% no 517 

número de pontas e 62% no número de ramificações em comparação ao controle (Tabela 1). 518 

As imagens obtidas das raízes bioestimuladas com B. subtilis (UFRA 92) mostram as 519 

diferenças nas raízes em relação ao controle (Figura 1). 520 

Tabela 1. Comparações da arquitetura do sistema radicular de mudas de açaizeiro inoculadas 521 

com e sem B. subtilis (UFRA 92), analisada usando o software WinRHIZO. 522 

 Morfologia 

Tratamentos  

Comprimento total  

das raízes (cm) 

Área total de 

 superfície (cm²) 

Diâmetro  

médio (mm) 

Densidade 

(cm m³) 

Volume 

total (cm³) 

Controle 10,28 126,6 0,48 1.028 1,44 

UFRA 92 16,15* 291,9* 0,79*   1.615* 4,25* 

 Topologia 

  Número de pontas Ramificações 

Controle 5.581 5.064 

UFRA 92 7.572* 8.210* 

Os asteriscos indicam que os valores determinados pelo Teste t são significativamente diferentes das plantas 523 
controle (P ≤ 0,05). Os valores são apresentados com médias de cinco repetições. 524 
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 525 
Figura 1. [A e B - Imagem e C e D - Scaner]. Arquitetura do sistema radicular em mudas de açaizeiro aos 526 
cinco meses de idade sem inoculação e com a inoculação do B. subtilis (UFRA 92).  [1] Ramificações, [2] 527 
Pontas e [3] Diâmetro médio das raízes. 528 
 529 

O comprimento total, a área superficial e o volume total da raiz também foram 530 

determinados de acordo com a classe de diâmetro da raiz, em que essas variáveis foram 531 

calculadas individualmente em intervalos 0-1, 1-2, 2-3, 3-4 e > 4,5 mm de diâmetro (Figura 532 

2). Mudas de açaizeiro inoculadas com B. subtilis (UFRA 92) apresentaram efeito 533 

significativo para comprimento de raízes em todas as classes de diâmetro (1-2 mm, 2-3 mm, 534 

3-4 mm e maior que 4,5 mm) com exceção da classe 0-1 mm. O crescimento de raízes em 535 

mudas inoculadas aumentou em função do aumento do diâmetro das raízes, variando entre 536 

46% e 965% em relação ao controle.  537 

O padrão de aumento nos valores da área de superfície e volume radicular em plantas 538 

inoculadas com B. subtilis (UFRA 92) foi semelhante ao observado no comprimento total 539 

da raiz em todas as classes de diâmetro, com exceção da classe 0-1 mm (Figura 2 B e C). As 540 
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plantas inoculadas com B. subtilis (UFRA 92) apresentaram incrementos em 41%, 235%, 541 

311% e 959% de raízes nas classes de diâmetro de 1-2, 2-3, 3-4 e > 4,5 mm, respectivamente. 542 

Da mesma forma, o padrão permaneceu para o volume da raiz, mas a porcentagem de raízes 543 

mais espessas aumentou significativamente, em relação ao controle (Figura 2 C). Raízes 544 

compreendidas nos diâmetros de 1-2, 2-3 e 3-4 mm compuseram um total de 32%, 213% e 545 

334% para plantas inoculadas com B. subtilis (UFRA 92), respectivamente.  Para diâmetros 546 

maiores que 4,5 mm, o aumento foi de 999% nas plantas bioestimuladas com rizobactéria 547 

(UFRA 92) em relação ao controle. 548 

Os parâmetros de comprimento, área de superfície e volume entre as classes de 549 

diâmetro radicular sugerem que a inoculação do B. subtilis (UFRA 92) altera a proporção de 550 

raízes finas e espessas em mudas de açaizeiro como modo de adaptabilidade precoce para as 551 

condições de campo. 552 

Controle
0,0

0,3

0,6

0,9

1,2

1,5

1,8

2,1

2,4

2,7

10,0

20,0

30,0

40,0

50,0

60,0

70,0

80,0

90,0

100,0

UFRA 92

*

*

*

*
* 0,0

0,3

0,6

0,9

1,2

1,5

1,8

2,1

2,4

2,7

10,0

20,0

30,0

40,0

50,0

60,0

70,0

80,0

90,0

100,0

Controle UFRA 92 UFRA 92Controle

*

Comprimento Total (%) Área de Surperfície (%)  Volume de raiz (%)

*

*

*
*

*

*

*

*

*A B C

Classe de diâmetro 0-1 mm 1-2 mm 2-3 mm 3-4 mm >4.5 mm

 553 

Figura 2. Comprimento, superfície e volume subdivididos proporcionalmente em todos os diâmetros 554 
analisados em mudas de açaizeiro (Euterpe oleracea) inoculadas com B. subtilis (UFRA 92) e não inoculadas 555 
(controle). Os asteriscos indicam que os valores determinados pelo Teste t são significativamente diferentes 556 
das plantas controle (P≤ 0,05). Os valores são apresentados como média de cinco repetições. 557 
 558 

4.2 Teor de nutrientes 559 

O B. subtilis (UFRA 92) promoveu incrementos no acúmulo de macro e 560 

micronutrientes nas raízes das mudas de açaizeiro (Tabela 2). Mudas inoculadas com UFRA 561 

92 apresentaram incrementos de 134% em K, 70% em Mg, 238% em P, 315% em Ca 246% 562 

em S, 230% em Cu, 152% em Fe, 240% em Mn e, 150% em Zn, em relação ao tratamento 563 
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controle. Ademais, o isolado UFRA 92 atua diretamente na solubilização de P, K e Zn e 564 

produção de sideróforos. 565 

Tabela 2. Acúmulo de macronutrientes (g kg-1) e micronutrientes (mg kg-1) em mudas de 566 

açaizeiro (Euterpe oleracea) sem inoculação, e com inoculação do B. subtilis (UFRA 92). 567 

 
                                      Macronutrientes (g kg-1) 

  K Mg P Ca S 

Controle 0,93 0,43 0,34 0,88 1,25 

UFRA 92 2,18* 0,73* 1,15* 3,66* 4,33* 

                                               Micronutrientes (mg kg-1) 

 
 Cu Fe Mn Zn 

Controle  11,5 529,15 17,8 12,6 

UFRA 92  37,99* 1336,5* 60,61* 31,52* 

Os asteriscos indicam que os valores determinados pelo Teste t são significativamente diferentes das plantas 568 
controle (P≤ 0,05). Os valores são apresentados como média de cinco repetições. 569 
 570 

4.3 Eficiência no uso de nutrientes  571 

As plantas de açaizeiro bionoculadas com B. subtilis (UFRA 92) apresentaram maior 572 

eficiência no uso de macro e micronutrientes, em comparação as plantas controle. O macro 573 

e micronutrientes tiveram aumentos em 384% para K, em 154% para Mg, em 58% para P, 574 

em 108% para Ca, em 139% para S, 123% para Cu, em 400% para Fe, em 33% para Mn e, 575 

em 50% para Zn, em relação as plantas controle (Tabela 3). 576 

Tabela 3. Eficiência do uso de macronutrientes (g kg-1) e micronutrientes (mg kg-1) em 577 

mudas de açaizeiro (Euterpe oleracea) sem inoculação, e com inoculação do B. subtilis 578 

(UFRA 92). 579 

 
 Macronutrientes (g kg-1) 

  K Mg P Ca S 

Controle 0,45 2,51 1,94 0,86 0,59 

UFRA 92 2,18* 6,39* 3,07* 1,77* 1,41* 

 Micronutrientes (mg kg-1) 

 
 Cu Fe Mn Zn 

Controle  0,35 0,01 0,09 0,12 

UFRA 92  0,78* 0,05* 0,12* 0,18* 

Os asteriscos indicam que os valores determinados pelo Teste t são significativamente diferentes das plantas 580 
controle (P≤ 0,05). Os valores são apresentados como média de cinco repetições. 581 
 582 

4.4 Análise de componentes principais (ACP) 583 

A análise de componentes principais realizada com os dados de morfologia, 584 

topologia, macro e micronutrientes, revelou dois componentes principais que explicaram 585 
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93,5% da variabilidade total dos dados, sendo 89,8% para componente principal 1 (ACP 1) 586 

e 3,7% para a componente principal 2 (ACP 2). A CP1 foi influenciada principalmente por 587 

K, P, Fe, diâmetro das raízes, densidade, volume total, comprimento total das raízes, área 588 

total de superfície, número de pontas e ramificação com autovetores positivos. A CP2 foi 589 

influenciada negativamente pelo diâmetro das raízes, área total de superfície, volume total, 590 

comprimento total das raízes, densidade, S, Zn e K em plantas não tratadas (Figura 3).  591 

 592 

Figura. 3. Análise de componentes principais do acúmulo de macro e micronutrientes e variáveis de 593 
morfologia e topologia em mudas de açaizeiro (Euterpe oleracea) sem inoculação, e com inoculação do B. 594 
subtilis (UFRA 92). 595 
 596 

5 DISCUSSÃO 597 

 598 

Os resultados apresentados neste estudo sustentam a hipótese de que o Bacillus 599 

subtilis (UFRA 92) promove alterações específicas na arquitetura radicular que favorecem a 600 

absorção de nutrientes e a eficiência do uso de nutrientes (NUE). As modificações na 601 

arquitetura radicular ocasionada pela bioestimulação da rizobactéria UFRA 92 bioinoculadas 602 

na raiz evidenciam a acúmulo de matéria seca investida no crescimento radicular, tais 603 

benefícios impactaram nos processos relacionados absorção de água e nutrientes. 604 

As plantas inoculadas com Bacillus subtilis (UFRA 92) aumentaram o comprimento 605 

total de raízes em 57% e o número de ramificações (raízes laterais) em 62% em plantas 606 
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cultivadas em casa de vegetação, bem como o volume radicular em 195% e a densidade de 607 

comprimento em 57% em mudas de açaizeiro (Tabela 1), indicando sistema radicular mais 608 

longo e ramificado. Resultados semelhantes foram relatados em palmeiras por Castro et al. 609 

(2019) e Lima et al. (2021) em experimentos em casa de vegetação. Um sistema radicular 610 

mais longo e ramificado induzido pelo Bacillus subtilis (UFRA 92) permitiram que as raízes 611 

atingissem as camadas mais profundas do solo, favorecendo melhor ancoragem (Lynch, 612 

1995; El Zemrany et al., 2006) e, consequentemente, aumentos na aquisição de nutrientes 613 

com baixa mobilidade no solo (Sharma et al. 2013; Goswami et al. 2014; Verma et al. 2015; 614 

Marques et al. 2018). 615 

Os benefícios na morfologia radicular em mudas de açaizeiro induzidas por B. 616 

subtilis (UFRA 92) foram importante na aquisição do fósforo (P) em 238%, potássio (K) em 617 

134% e ferro (Fe) em 152% nas plantas inoculadas (Tabela 2), pois a relativa imobilidade 618 

desses nutrientes torna sua aquisição dependente de maior exploração do solo pelas raízes, 619 

isso é consistente com nossos resultados encontrados para comprimento total das raízes em 620 

57%, área de superfície em 130% e volume em 195%  (Tabela 1) (Richardson et al. 2009; 621 

Ramaekers et al. 2010; Li et al. 2014; Zahid et al. 2015; Marques et al. 2022). O aumento na 622 

área de superfície radicular está relacionada à absorção de nutrientes, pois uma maior área 623 

superficial pode ajudar a planta a obter nutrientes que estão deficientes ou apresente baixa 624 

mobilidade no solo (Sharma et al. 2013; Goswami et al. 2014; Verma et al. 2015; Marques 625 

et al. 2018). Em um ambiente desfavorável, o crescimento radicular (para maior exploração 626 

do solo) é de suma importância, assim como o uso de rizobactérias benéficas favorece a 627 

adaptabilidade às variações ambientais (Rogers e Benfey 2015; Tron et al. 2015), mostrando 628 

ser uma tecnologia promissora para maximizar a produtividade das plantas (Ristova et al. 629 

2013; Kong et al. 2014; Rogers and Benfey 2015). 630 

Outra explicação plausível para absorção dos nutrientes de baixa mobilidade do solo 631 

pode estar relacionada no aumento do comprimento de raiz na classe de diâmetro (1-2 mm), 632 

tal resultado evidencia maior prolongamento em extensão do sistema radicular no solo 633 

(Eissenstat 1991),  maior capacidade de absorção (Moretti et al. 2020) e maior interceptação 634 

radicular dos nutrientes (134% para K, 238% para P e 152% para Fe). Sendo as raízes finas 635 

mais plásticas em relação raízes espessas, geralmente apresentam renovação rápida e 636 

constante (Zangaro et al. 2014; Giehl et al. 2014), fato esse que confere facilidade em realizar 637 

a exploração da fertilidade do solo e absorver maior quantidade de água e nutrientes do que 638 

as raízes mais espessas (Hodge 2004; Giehl et al. 2014; Erktan et al. 2018), o que poderia 639 

explicar a maior tolerância à restrição hídrica (Vacheron et al. 2013; Castro et al. 2019b) e 640 
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eficiência no uso dos nutrientes (Meena et al. 2017; Lima et al. 2021; Cardoso et al. 2021) 641 

atribuída a bioinoculação. 642 

As plantas bioinoculadas com B. subtilis (UFRA 92) aumentaram a proporção de 643 

raízes com menor diâmetro em 40% (Figura 2), o que possibilitou essas plantas aumentar a 644 

condutância hidráulica e a superfície de contato com água do solo, sendo uma característica 645 

de aumento da produtividade durante períodos de seca prolongada (Comas et al. 2013).  646 

Mudas de açaizeiro inoculadas com B. subtilis (UFRA 92) apresentaram aumento de raízes 647 

dentre a classe de diâmetro (<2 mm) em 46% para comprimento de raízes total, em 36% para 648 

área de superfície e, em 41% para volume, em relação as plantas controle (Figura 2). Castro 649 

et al. (2019) relataram que a inoculação do B. subtilis (UFRA 92), manteve o potencial 650 

hídrico (Ψw) em 75% da capacidade de campo (CC), indicando maior eficiência na absorção 651 

de água pelas raízes, onde o maior sistema radicular contribuiu para aumentar a aérea de 652 

contato das raízes com o solo e aumentou a absorção de água e translocação de nutrientes. 653 

O açaizeiro tem o sistema radicular monocotiledôneo que consiste em raízes 654 

fasciculada e raízes adventícias (Cannon 1949). Essas raízes são constituídas por uma raiz 655 

primária, adventícia e laterais, que se distribuem em classes de diâmetros consideradas finas 656 

(0-2 mm) e espessas (>3 mm) (Castellanos et al. 2001; Lima et al. 2012), como observado 657 

na muda controle no presente estudo. Entretanto, a inoculação com B. subtilis (UFRA 92) 658 

em mudas de açaizeiro aumentou o número de classes de diâmetros de 0-1, 1-2, 2-3, 3-4 e > 659 

4,5 mm. A adição de novas classes de diâmetro, principalmente para classe de maior 660 

diâmetro (> 4,5 mm), favoreceu o transporte de água e nutrientes do solo de forma eficiente 661 

e por serem mais lignificadas as raízes são menos vulneráveis a dessecação e danos físicos 662 

(Fitter 1987). Além disso,  pode ter evitado o colapso do solo devido à sua massa, resistência 663 

à flexão e rigidez (Freschet et al. 2021). Em conjunto, esses demonstram maior produção de 664 

raízes atribuída ao efeito promovido pelo bioinoculante (UFRA 92), auxiliando na absorção 665 

dos nutrientes e água ao longo prazo, contribuindo para crescimento em ambientes 666 

heterogêneos e em constante mudança (Freschet et al. 2021).  667 

As modificações na arquitetura radicular em plantas inoculadas com B. subtilis 668 

(UFRA 92), pode estar associado a produção de AIA pelo bionoculado que é capaz de 669 

estimular atividade do meristema radicular, alongamento e diferenciação das células 670 

radiculares, bem como o desenvolvimento de raízes laterais a partir do periciclo (Duca et al. 671 

2014) que, em combinação, podem aumentar o comprimento e o volume da raiz, como 672 

observados em nossos resultados (Tabela 1). Lima et al. (2020), reportaram que palma de 673 

óleo inoculada com B. amyloliquefaciens (UFRAB01) proporcionaram acúmulo de AIA, o 674 
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qual induziu o crescimento radicular das plantas de palma de óleo favorecendo maior área 675 

específica de absorção e consequente exploração do solo, beneficiando o processo de 676 

absorção de água e de nutrientes, resultando no maior acúmulo de biomassa nas mudas que 677 

foram bioinoculadas. 678 

Combinado com os efeitos positivos na indução do AIA nas raízes do açaizeiro, é 679 

possível que a bioinoculação do Bacillus subtilis (UFRA 92) tenha reduzido os níveis de 680 

etileno nas raízes pela atividade da enzima ácido 1-aminociclopropano-1-carboxílico (ACC) 681 

desaminasse. Essa enzima regula a síntese de etileno clivando seu precursor ácido, ACC 682 

(Belimov et al. 2009; Siddikee et al. 2011), diminuindo assim os efeitos negativos do etileno 683 

sobre o crescimento e permitindo o crescimento do sistema radicular em plantas inoculadas.  684 

O crescimento precoce das raízes aos cinco meses de idades (Figura 1B), em plantas 685 

bioestimuladas com UFRA 92, pode estar associada ao equilíbrio entre as auxinas e 686 

citocininas pelo processo de indução do isolado. O efeito positivo no desenvolvimento das 687 

raízes, sugere que o B. subtilis (UFRA 92) disponibiliza a citocinina para controlar a taxa de 688 

diferenciação entre raízes - retroalimentação (Dello Ioio et al. 2007), otimizando o 689 

crescimento radicular permitindo superar  limitações ambientais como déficit hídrico e/ou 690 

deficiência nutricional. Isso pode ser demostrado no comprimento total (em 46% para 1-2 691 

mm, em 215% para 2-3 mm, em 323% para 3-4 mm e, em 965% para > 4,5 mm – Figura 692 

2A), a área superficial (em 41% para 1-2 mm, em 235% para 2-3 mm, em 311% para 3-4 693 

mm e, em 959% para > 4,5 mm-Figura 2B) e o volume total (em 32% para 1-2 mm, em 694 

213% para 2-3 mm, em 334% para 3-4 mm e, em 999% para > 4,5 mm ; Figura 2C) da raiz, 695 

de acordo com a classe de diâmetro da raiz.  696 

Todas essas mudanças induzidas pelo B. subtilis (UFRA 92) na arquitetura radicular 697 

em mudas de açaizeiro foi intimamente ligada à atividade fotossintética das folhas, o 698 

bioinoculante induziu um aumento de 53% do carbono (C) fixado pela atividade 699 

fotossintética (Capítulo 2 – Figura 4A), o qual sugerem uma translocação para o solo, onde 700 

o B. subtilis (UFRA 92) associado às raízes usou para beneficiar o crescimento das plantas 701 

e metabolização. Resultados semelhantes forma encontrados em açaizeiro, coqueiro e arroz, 702 

em que uma estimativa de até 33%, 48% e 60% do carbono (C) fixado pela fotossíntese 703 

(Hernández et al. 2015; Castro et al. 2019a; Cardoso et al. 2021).  Análogo a isso, Cardoso 704 

et al. (2021), relataram uma possível estimulação da atividade fotossintética em resposta à 705 

inoculação com Bacillus cereus em plantas de coqueiro, que forneceu N biologicamente 706 

fixado e substâncias promotoras de crescimento benéficas como ácido indolacético em 190% 707 

e ácido giberélico em 31%. Todos esses achados corroboram com acúmulo da biomassa das 708 
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raízes (Figura 1) e na eficiência na absorção dos nutrientes (em 134% para K, em 238% para 709 

P, em 315% para Ca e, em 152% para Fe – Tabela 2). 710 

 O aumento da área de superfície e  número de pontas e ramificações da raiz é o 711 

primeiro passo para melhorar o uso eficiente de nutrientes (NUE) que sustentam o 712 

crescimento e a produtividade das plantas (Singh et al. 2013; Prieto et al. 2017), como 713 

observados em nossos resultados (Tabela 1 e 3). A eficiência no uso de nutrientes (NUE) 714 

depende da capacidade da planta de absorver nutrientes de forma eficiente do solo, mas 715 

também depende do transporte interno, armazenamento e remobilização de nutrientes (Prieto 716 

et al. 2017). A bioinoculação do B. subtilis (UFRA 92) no solo pode ter promovido maior 717 

aquisição de nutrientes (e.g., transporte, armazenamento e mobilização) e, 718 

consequentemente, maior eficiência de utilização desses, resultando em maior biomassa 719 

acumulada das raízes (Figura 1).  720 

O uso de microrganismos como bioinoculante é uma alternativa promissora na 721 

redução das perdas por nutrientes em solo e redução dos impactos ambientais ocasionadas 722 

pelo uso excessivo de fertilizantes químicos (Meena et al. 2017). De modo geral, sob 723 

condições naturais, a inoculação do Bacillus subtilis (UFRA 92) promoveu a eficiência de 724 

uso de macro e micronutrientes em Euterpe oleracea. O conteúdo de macro e 725 

micronutrientes aumentou nas mudas de açaizeiro bioinoculadas com Bacillus subtilis 726 

(UFRA 92) devido principalmente aos incrementos em 195% na área de superfície e, em 727 

130% no volume radicular (Tabela 1).  O estado nutricional das mudas de açaizeiro, 728 

demostrado pelo acúmulo em 134% para potássio (K), em 70% para magnésio (Mg), em 729 

238% para fósforo (P), em 315% para cálcio (Ca), em 246% para enxofre (S), em 230% para 730 

cobre (Cu), em 152% para ferro (Fe), em 240% para manganês (Mn) e, em 150% para zinco 731 

(Zn), em relação ao tratamento controle (Tabela 2). Os resultados podem estar associados 732 

também na capacidade das rizobactérias  de enriquece o solo com os principais nutrientes, 733 

como nitrogênio (N), fixando-o da atmosfera, fósforo (P) e potássio (K) solubilizando-os do 734 

solo (Richardson et al. 2009; Miransari 2013; Patel et al. 2015; Pii et al. 2015; Zahid et al. 735 

2015). Elas também auxiliam na biodisponibilidade de Zn solubilizando-o de vários 736 

minérios como Zn3 (PO4)2, ZnCO3 e ZnO (Sirohi et al. 2015). Na produção de sideróforos, 737 

que são compostos quelantes de ferro de baixo peso molecular com grande afinidade e 738 

seletividade para se ligar e formar um complexo de Fe (III), reduzindo Fe3+ a Fe2+ (Hider 739 

and Kong 2010; Ghazy e El-Nahrawy 2021). 740 

Conforme observado na tabela 3, os incrementos foram significativos em 384% para 741 

K, em 154% para Mg, em 58% para P, em 108% para Ca, em 139% para S, 123% para Cu, 742 



40 

 

em 400% para Fe, em 33% para Mn e, em 50% para Zn, em relação as plantas controle. A 743 

eficiência do NUE nas plantas de açaizeiro por indução do isolado Bacillus subtilis (UFRA 744 

92), sugerem o estabelecimento de cultivos economicamente viáveis, pois a quantidade de 745 

nutrientes absorvidos e acumulados determinou a eficiência nutricional das plantas (Ruiz et 746 

al. 2019). 747 

6 CONCLUSÃO  748 

A bioinoculação com Bacillus subtilis (UFRA 92) alterou a arquitetura do sistema 749 

radicular de mudas de açaizeiro. Que resulta na maior taxa de absorção de água e 750 

contribuindo para a obtenção de mudas de qualidade para o campo em menos tempo e menor 751 

custo de produção. O uso de microrganismos é uma alternativa promissora para melhor 752 

desenvolvimento de raízes em de mudas de açaizeiro e reduzir as perdas por nutrientes no 753 

ambiente.  754 

  755 
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ALTERAÇÕES METABÓLICAS E FISIOLÓGICAS INDUZIDAS POR Bacillus 1063 

subtilis (UFRA 92) E SEU IMPACTO NO CRESCIMENTO EM Euterpe oleracea 1064 

RESUMO 1065 

O uso de bactérias promotoras de crescimento de plantas (PGPR) na agricultura está 1066 

ganhando cada vez mais força e chamando a atenção científica para interpretar as interações 1067 

moleculares entre rizobactérias e plantas. Embora o Bacillus subtilis tenham demonstrado 1068 

melhorar a fitossanidade e o crescimento em palmeiras, as alterações moleculares 1069 

subjacentes à promoção do crescimento permanecem pouca conhecidas. Assim, este trabalho 1070 

objetivou investigar a ação do Bacillus subtilis (UFRA 92) no metabolismo primário em 1071 

Euterpe oleracea. Os tratamentos consistiam em plantas inoculadas com B. subtilis (UFRA 1072 

92) e plantas controle (não inoculadas). Os dados de biometria e biomassa, trocas gasosas, 1073 

trocas gasosas, fluorescência da clorofila a, pigmentos fotossintéticos, níveis de metabólitos, 1074 

perfil metabólico e nutrientes foram examinados pelo teste t. (P ≤ 0.05). Os resultados 1075 

evidenciam que a bioinoculação com B. subtilis (UFRA 92) alterou a concentração de 1076 

aminoácidos e os principais precursores para síntese de fitohormônios, 39% de ascorbato, 1077 

39% de adenina e 69% de triptofano, alteração na concentração de 49% de 2 oxoglutarato, 1078 

90% de citrato, 48% de malato e 27% de succinato que são intermediários do ciclo dos ácidos 1079 

tricarboxílico e o teor de carboidratos de 35% de frutose, 36% de glicose 25% de sacarose e 1080 

34% para trealose e seus derivados (24% de glicerato, 22% de glicolato, 41% de maltose, 1081 

37% de rafinose, 68% de ribose, 25% e, 34% para trealose) em plantas de açaizeiro quando 1082 

bioestimuladas. A bioinoculação com Bacillus subtilis em plantas do açaizeiro promoveu 1083 

significativa alteração no metabolismo do carbono e consequente alteração no crescimento 1084 

e desenvolvimento da planta. A regulação no metabolismo dos aminoácidos beneficiou o 1085 

metabolismo celular, através da síntese proteica, regulação da divisão celular e na 1086 

disponibilidade de energia para plantas bioinoculadas. A eficiência na utilização dos níveis 1087 

de carbono e do nitrogênio desempenham importante papel no crescimento, na fixação do 1088 

carbono via processo fotossintético (aumento no conteúdo de carboidratos), maior respiração 1089 

celular e maior absorção de macro e micronutrientes nas plantas bioinoculadas. Portanto, o 1090 

B. subtilis interferiu nas vias que coordenam o desenvolvimento e a nutrição da planta para 1091 

aumentar a taxa de aquisição de nutrientes e promover a promoção do crescimento em 1092 

Euterpe oleracea. 1093 

Palavras-chaves: Açaí, Rizobactéria, Produção de Crescimento, Regulação metabólica, 1094 

Regulação fotossintética 1095 
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METABOLIC AND PHYSIOLOGICAL CHANGES induced by Bacillus subtilis 1096 

(UFRA 92) AND IMPACT ON GROWTH IN Euterpe oleracea 1097 

ABSTRACT 1098 

The use of plant growth-promoting bacteria (PGPR) in agriculture is gaining more and more 1099 

strength and drawing scientific attention to interpret the molecular interactions between 1100 

rhizobacteria and plants. Although Bacillus subtilis has been shown to improve plant health 1101 

and growth in palm trees, the molecular changes underlying growth promotion remain 1102 

enigmatic. Thus, this work aimed to investigate the action of Bacillus subtilis (UFRA 92) on 1103 

primary metabolism in Euterpe oleracea. The treatments consisted of plants inoculated with 1104 

B. subtilis (UFRA 92) and control plants (uninoculated). Biometric and biomass data, gas 1105 

exchange, gas exchange, chlorophyll a fluorescence, photosynthetic pigments, metabolite 1106 

levels, metabolic profile, and nutrients were examined by the t-test. (P ≤ 0.05). The results 1107 

show that the bioinoculation with B. subtilis (UFRA 92) altered the content of amino acids 1108 

and the main precursors for the synthesis of phytohormones, 39% of ascorbate, 39% of 1109 

adenine, and 69% of tryptophan, alteration in the concentration of 49% of 2 oxoglutarate, 1110 

90% citrate, 48% malate and 27% succinate which are intermediates of the tricarboxylic acid 1111 

cycle and the carbohydrate content of 35% fructose, 36% glucose 25% sucrose and 34% for 1112 

trehalose and their derivatives (24% glycerate, 22% glycolate, 41% maltose, 37% raffinose, 1113 

68% ribose, 25% and 34% trehalose) in açaí plants when stimulated. Bio-inoculation with 1114 

Bacillus subtilis in açaí plants causes a significant change in carbon metabolism and the 1115 

consequent change in plant growth and development. Regulation in amino acid metabolism 1116 

benefited cellular metabolism, through protein synthesis, regulation of cell division, and 1117 

energy availability for bioinoculated plants. Efficiency in the use of carbon and nitrogen 1118 

levels plays an important role in growth, carbon fixation via photosynthetic process (increase 1119 

in carbohydrate content), greater cellular respiration, and greater absorption of macro and 1120 

micronutrients in bioinoculated plants. Therefore, B. subtilis interfered with pathways that 1121 

coordinate plant development and nutrition to increase the rate of nutrient acquisition and 1122 

promote growth in Euterpe oleracea. 1123 

Keywords:  Açaí, Rhizobacteria, Growth production, Metabolic regulation, Photosynthetic 1124 

regulation 1125 

 1126 

  1127 
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7 INTRODUÇÃO 1128 

O açaizeiro (Euterpe oleracea Mart.) se tornou uma cultura próspera na Amazônia, 1129 

com significativo aumento de produção ao longo das últimas décadas, com o estado do Pará 1130 

figurando como maior produtor nacional (IBGE, 2019). Entretanto, o cultivo de E. oleracea, 1131 

se mostra desafiador devido à sua alta demanda nutricional (Araújo et al. 2016) e alta 1132 

sensibilidade ao déficit hídrico (Silvestre et al. 2017; Oliveira et al. 2019). Além disso, as 1133 

sementes de açaí, a sua principal via de propagação, apresentam taxa de germinação lenta e 1134 

desuniforme, mudas com baixo vigor e qualidade principalmente devido à incidência de 1135 

manchas foliares causada pela antracnose (Castro et al. 2017; dos Santos et al. 2022).  1136 

Vários estudos relatam a utilização das rizobactérias para promover o crescimento de 1137 

palmeiras, como em açaizeiro (Castro et al. 2019), palma de óleo (Lima et al. 2021) e 1138 

coqueiro (Cardoso et al. 2021). Naturalmente, as rizobactérias encontradas nos solos, 1139 

mantêm interações mutualísticas com as raízes das plantas permitem que as plantas cresçam 1140 

e tolerem vários estresses  bióticos e abióticos (Dimkpa et al. 2009; Yang et al. 2009). A 1141 

aplicação de rizobactérias (e.g., Bacillus sp., B. amyloliquefaciens, B. cereus, B. subtilis e 1142 

Brevibacillus sp.) via biofertilização pode alterar o desempenho fotossintético, hormonal, 1143 

nutricional e alterar algumas características anatômicas das plantas (Lucy et al. 2004; Lwin 1144 

et al. 2012; Samaniego-Gámez et al. 2016; Lima et al. 2020; Costa-Santos et al. 2021; 1145 

Cardoso et al. 2021; Fonseca et al. 2022). Apesar dos inúmeros benefícios do B. subtilis em 1146 

promover o crescimento de plantas, a compreensão dos mecanismos moleculares que 1147 

controlam as interações benéficas é ainda incipiente. 1148 

Pesquisas recentes têm permitido o avanço na compreensão dos mecanismos 1149 

moleculares subjacentes à promoção de crescimento durante o processo de interação planta-1150 

rizobactéria. A partir das técnicas de metabolômica, por exemplo tem sido possível  realizar 1151 

de maneira robusta a exploração das alterações na abundância de metabólitos e das vias 1152 

metabólicas durante o processo de interação planta-microrganismo (Nephali et al. 2021; 1153 

Othibeng et al. 2022). Os metabólitos são os produtos finais do processo regulatório da célula 1154 

e seus níveis podem ser considerados como a última resposta do sistema biológico a fatores 1155 

genéticos ou mudanças ambientais (Fiehn 2002). A identificação das alterações ocorridas no 1156 

perfil metabólico pode indicar o caminho para melhorar as respostas aos bioestimulantes 1157 

biológicos. 1158 

Outras ferramentas auxiliam nessa compreensão, tais como genômica, 1159 

transcriptômica e proteômica (Gunnaiah et al. 2012; Li et al. 2014; Zhao et al. 2022). Os 1160 

resultados dessas pesquisas relatam diversos genes que estão envolvidos em respostas à 1161 
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promoção crescimento ou possíveis mecanismos de sinalização e regulação de vias 1162 

metabólicas como genes relacionados à produção de AIA (ysnE em pepino x B. 1163 

amyloliquefaciens), sideróforos (dhb na bananeira x B. subtilis), fixação de nitrogênio (nifU, 1164 

nif S, nif V e nif F na bananeira x B. subtilis), solubilização de fosfato (phyC na bananeira x 1165 

B. subtilis) (Shao et al. 2015; Franco-Sierra et al. 2020). Zhang et al. (2015) relataram grupos 1166 

de genes envolvidos na produção de energia para formação do biofilme durante o processo 1167 

de  interação milho - B. amyloliquefaciens, os genes estavam relacionados a via da glicólise   1168 

(e.g., proteína de captação de glicose - GluC, glicose-6-fosfato isomerase Pgi, 6-fosfato 1169 

isomerase dependente de ATP - Pfk, gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase - GapB, aldolase 1170 

de frutose-bifosfato -FabA, fosfoglicerato quinase 2 - Pgk, 2,3-bisfosfoglicerato - Pgm2, 1171 

enolase - Eno e  piruvato quinase - pyk ) e ácido tricarboxílico (e.g. citrato sintase - CitZ, 1172 

aconitato hidratase A - CitB, Isocitrato desidrogenase – NADP - Icd, complexo 2-1173 

oxoglutarato desidrogenase - OdhB, Succinato-CoA ligase - formadora de ADP - subunidade 1174 

beta - SucC, succinato desidrogenase - SdhA, fumarato hidratase classe II - FumC e malato 1175 

desidrogenase Mdh).  1176 

Apesar do conhecimento benéfico do B. subtilis na promoção do crescimento em 1177 

mudas açaizeiro (Castro et al. 2019), o estudo abordou questões relacionadas aos aspectos 1178 

fisiológicos (e.g., parâmetros biométricos, trocas gasosas e fluorescência da clorofila a e 1179 

nutrição)  da planta durante o processo de interação. Com a utilização da metabolômica é 1180 

possível observar aprimoramento da fotossíntese, produção de energia, crescimento das 1181 

raízes para uma melhor absorção dos nutrientes e água e percursores para biossíntese de 1182 

fitohormônios. As identificações das alterações ocorridas no metabolismo primário em 1183 

mudas de açaizeiro podem indicar o potencial do bioestimulante para auxiliar no manejo 1184 

sustentável do açaizeiro. 1185 

 1186 

8 HIPÓTESE  1187 

Bacillus subtilis (UFRA 92) regula positivamente a via do metabolismo primário, o 1188 

qual resulta em maior eficiência fotossintética e nutricional para promover o crescimento em 1189 

mudas de açaizeiro. 1190 

9 OBJETIVOS  1191 

Este trabalho objetivou elucidar quais vias do metabolismo primário em Euterpe 1192 

oleracea são alteradas pela inoculação da planta com Bacillus subtilis, acompanhando as 1193 

alterações no teor de metabólitos e avaliando o crescimento da planta durante o processo de 1194 
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interação com o microrganismo. Além disso, objetivou-se, investigar os efeitos da interação 1195 

na eficiência fotossintética e absorção de nutrientes. 1196 

10 MATERIAIS E MÉTODOS 1197 

10.1 Material vegetal 1198 

Sementes do açaizeiro (Euterpe oleracea Mart. cultivar BRS-Pará) foram semeadas 1199 

em bandejas de polietileno contendo como substrato fibra de coco triturado. Aos 32 dias 1200 

após a germinação, as plântulas que apresentaram duas folhas expandidas e altura próxima 1201 

de 13 cm foram transplantadas para sacos de polietileno (15 x 25 cm) contendo substrato 1202 

composto de 60% de Latossolo e 40% de esterco de frango curtido. O cultivo foi realizado 1203 

no viveiro da Universidade Federal Rural da Amazônia em Belém (PA), sob clima AMI de 1204 

acordo com Köppen-Geiger. As plantas foram irrigadas diariamente por gotejamento 1205 

autocompensante para repor a água perdida pela evapotranspiração e manter a umidade do 1206 

solo próximo da capacidade de campo (Klar et al., 1966). 1207 

 1208 

10.2  Obtenção e inoculação de Bacillus subtilis (UFRA 92) 1209 

O isolado de Bacillus subtilis utilizado neste estudo, seguido por seu código no 1210 

GenBank-NCBI (UFRA 92 – MN17593) foi isolado da rizosfera do açaizeiro. Atualmente, 1211 

isolado é armazenado e preservado na coleção de microrganismos do Laboratório de 1212 

Proteção de Plantas da Universidade Federal Rural da Amazônia, Belém-PA, Brasil. 1213 

A rizobactéria foi cultivada em meio sólido 523 (Kado; Heskett, 1970)  durante 48 h 1214 

a 28 ºC. A suspensão bacteriana foi preparada com água destilada e esterilizada e a 1215 

concentração foi ajustada em espectrofotômetro para A540 = 0,6 (108 UFC.mL-1).  1216 

Para o estabelecimento dos tratamentos, as plântulas (aos 32 dias) tiveram suas raízes 1217 

seccionadas para padronização do comprimento radicular em 7 cm. Assim, o tratamento de 1218 

bioinoculação foi caracterizado pela imersão das plântulas em 500 mL da suspensão 1219 

bacteriana por 30 min e, posteriormente, o transplantio foi realizado em sacos polietileno 1220 

contendo substrato (60% de Latossolo e 40% de esterco de frango curtido), sendo realizada 1221 

duas inoculações em intervalo de quinze dias. Cada plântula recebeu 50 mL da suspensão 1222 

bacteriana, via sistema de rega manual. Para o tratamento controle (ausência de B. subtilis), 1223 

foram utilizados 500 mL de água destilada e esterilizada. A rega para esse tratamento foi 1224 

utilizada 50 mL/plântula de água destilada. 1225 

 1226 

 1227 
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10.3 Avaliação de crescimento 1228 

O crescimento e acúmulo de biomassa foram avaliados aos cinco meses após a 1229 

germinação das sementes (aos 45 dias). A altura das plantas e o comprimento da raiz foram 1230 

mensurados com régua graduada, enquanto para o diâmetro do coleto foi determinado com 1231 

um paquímetro digital (precisão de 0,02 mm). O índice de robustez foi calculado pela razão 1232 

entre a altura da planta e o diâmetro do coleto. O número de folhas foi avaliado através da 1233 

contagem direta das folhas emitidas. Todos os dados avaliados conforme recomendação de 1234 

Castro et al. (2019).  1235 

 1236 

10.4 Determinação de parâmetros de trocas gasosas e de fluorescência da clorofila a 1237 

A assimilação líquida de CO2 (A), a condutância estomática ao vapor d’água (gs), a 1238 

concentração interna de CO2 (Ci) e a taxa de transpiração foliar (E) foram medidas 1239 

simultaneamente aos parâmetros de fluorescência da clorofila a, na segunda folha 1240 

fisiologicamente madura e completamente expandida, do ápice para a base, aos cinco meses 1241 

após a inoculação da rizobactéria nas mudas de açaizeiro. Para tal, utilizou-se um analisador 1242 

de gases a infravermelho em sistema aberto (IRGA – Infrared Gas Analyzer), dotado de uma 1243 

câmara de área amostral de 2 cm2, modelo LI 6400XT (LI-COR, Lincoln, EUA), com 1244 

fluorômetro acoplado (LI-6400-40, LI-COR, Lincoln, EUA). As medições foram realizadas 1245 

no período das 8:00 às 10:00 h, sob uma concentração interna externa de CO2 de 400 μmol 1246 

mol-1 e radiação fotossinteticamente ativa (PAR) artificial de 900 μmol de fótons m-2 s-1. O 1247 

intervalo de medição de 08:00 às10:00 h foi ajustado de acordo com os resultados obtidos a 1248 

partir de curva diurna de trocas gasosas para a espécie (Silvestre et al. 2016). Todas as 1249 

medições foram realizadas sob média de temperatura do ar de 31 ± 2 °C, umidade relativa 1250 

do ar de 63 ± 2%, PAR incidente de 600 ± 100 μmol m-2 s-1 e déficit de pressão de vapor do 1251 

ar de 1,9 ± 0,2kPa. 1252 

A determinação da fluorescência da clorofila a ocorreu em folhas adaptadas ao 1253 

escuro após a medição dos parâmetros com IRGA. As folhas foram inicialmente expostas a 1254 

um fraco pulso de luz vermelho-distante (0,03 μmol m-2 s-1), para a determinação da 1255 

fluorescência inicial (F0). Em seguida, um pulso de luz saturante com irradiância de 6000 1256 

µmol de fótons m-2 s-1 e tempo de um segundo foi aplicado para estimar a fluorescência 1257 

máxima emitida (Fm). A fluorescência mínima das folhas adaptadas à luz (F0') e a 1258 

fluorescência máxima da clorofila (Fm') foram determinadas utilizando o mesmo 1259 

equipamento coletando concomitantemente os dados das trocas gasosas. A eficiência 1260 
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fotoquímica máxima de PSII (Fv/Fm=[(Fm−F0)/Fm)]), de eficiência de captura de energia 1261 

de excitação por centros de reação abertos PSII (Fv'/Fm'=[(Fm'−Fs)/Fm' )]), dos 1262 

coeficientes de extinção fotoquímica (qL) e não fotoquímica (qN = 1 - qP) e taxa de 1263 

transporte de elétrons (ETR), também foi estimado como DaMatta e Rena (2002). 1264 

10.5 Determinação dos pigmentos fotossintéticos 1265 

Para a determinação dos pigmentos utilizou-se protocolo descrito por Porra et al. 1266 

(1989) por meio de um leitor de microplacas (OptiMax Tunable Microplate Reader). Em 1267 

uma microplaca de 96 poços, foram adicionados em cada poço 20 μL do extrato etanólico 1268 

fresco, 40 μL do mix etanólico (contendo etanol 98%, 80% e 50% na proporção 2:1:2, 1269 

respectivamente) e 120 μL de etanol 98%. Posteriormente foram feitas leituras em três 1270 

comprimentos de onda, 665, 645 e 480 nm, correspondendo a clorofilas Chl a, Chl b e 1271 

carotenoides, respectivamente. Os teores de clorofilas foram determinados por meio das 1272 

equações abaixo e expressos em mg g-1 de massa fresca (MF). 1273 

Chl a = (5,48 x Abs665) – (2,16 x Abs645) μg/poço 1274 

Chl b = (9,67 x Abs645) – (3,04 x Abs665) μg/poço 1275 

 1276 
10.6 Determinação do status nutricional  1277 

As amostras de folhas foram secas em estufas de circulação forçada de ar (72 h a 65 1278 

ºC), moídas (< 5 mm) em moinho tipo Wiley, pesadas e enviadas ao laboratório de 1279 

agronômico de análises nutricionais (LABOMINAS), Manhuaçu, MG, para a determinação 1280 

dos teores de nutrientes, conforme descrito por Silva (2009). As concentrações de  1281 

macronutrientes (nitrogênio (N), fósforo (P), potássio (K), cálcio (Ca), magnésio (Mg) e 1282 

enxofre (S)) e micronutrientes (zinco (Zn), manganês (Mn), ferro (Fe) e cobre (Cu)) no 1283 

tecido vegetal foram extraídos por digestão ácida em microondas, envolvendo a aplicação 1284 

de 2 mL de HNO3 + 2 mL de H2O + 5 mL de água ultrapura em 250 mg de amostras, 1285 

conforme descrito por (Araújo et al. 2002). As amostras digeridas foram lidas e quantificadas 1286 

em relação ao teor nutricional, por meio de espectrômetro e destilador. 1287 

10.7  Coleta do material e análise bioquímica 1288 

Para avaliar se o B. subtilis (UFRA 92) promoveu alterações no metabolismo 1289 

primário, as folhas de mudas de açaizeiro foram embaladas em papel alumínio, 1290 
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imediatamente mergulhadas em nitrogênio líquido e armazenadas em freezer, -80 °C, até 1291 

análise. O material foi liofilizado a - 20 ºC por 2 dias.  1292 

Alíquotas de aproximadamente 10 mg de material liofilizado de folhas de Euterpe 1293 

oleracea, foram extraídos em 700 µL metanol e agitados em vórtex por 10 segundos. 1294 

Posteriormente, foram agitados em 750 rpm, por 20 minutos a 80 ºC e centrifugados logo 1295 

em seguida em 13.000 rpm por 15 minutos a 4 ºC. O sobrenadante foi coletado e transferido 1296 

para um micro tubo de 2 mL. Posteriormente, foram adicionados 375 µL de clorofórmio 1297 

(CHCL3) e 750 µL de H2O ultrapura ao sobrenadante e agitado em vórtex por 10 segundos. 1298 

Em seguida, foram centrifugados a 13.000 rpm por 10 minutos a 4 ºC. A fase superior (polar 1299 

e transparente) foi recolhida para um novo micro tubo e armazenada a - 20 ºC para posterior 1300 

quantificação de: açúcares solúveis (glicose, frutose e sacarose), ácidos orgânicos (fumarato 1301 

e malato), aminoácidos solúveis totais, prolina e nitrato. O precipitado (pellet), formado a 1302 

partir da extração em metanol, foi lavado com 1000 µL de etanol 70% para posterior 1303 

quantificação de proteínas solúveis e amido como descrito por Lisec (2006) e algumas 1304 

modificações descritas. 1305 

10.8  Quantificação de glicose, frutose e sacarose 1306 

Glicose, frutose e sacarose foram estimadas usando o ensaio de substrato enzimático 1307 

contínuo, como descrito por Fernie (2001), a partir de alíquota de 5 µL do extrato metanólico 1308 

obtido anteriormente, foi adicionado em meio de reação de 205 µL [150 µL de tampão 1309 

HEPES (KOH 0,1 M + 3 mM MgCl2 em pH 7,0); 4,65 µL de ATP 109 mM (60 mg mL-1); 1310 

4,65 µL de NADP+ 48,4 mM (36 mg mL-1); 0,77 µL de Glicose-6-fosfato desidrogenase 1311 

(G6PDH – 700 U mL-1) e 45 µL de H2O ultra pura] em microplaca por poço. Foi realizada 1312 

a leitura das amostras em um leitor de microplaca (Molecular Devices, Sunny Valle, EUA) 1313 

em comprimento de onda de 340 nm. A cinética foi avaliada por meio da formação NADPH, 1314 

devido a adição de 1,5 U de Hexocinase (1,5 U em 5 µL), sendo possível estimar a 1315 

quantidade de glicose presente no extrato. Após a estabilização da reação, foi adicionado 0,7 1316 

U de Phosphoglucose isomerase (PGI – 0,7 U em 5 µL), formando novamente NADPH, 1317 

permitindo estimar agora o teor de frutose nas amostras. Por fim, após a estabilização da 1318 

reação foi adicionado na reação 5 U de Invertase (5 U em 5 µL) para que a quantidade de 1319 

sacarose fosse estimada, a partir da sua isomerização e posteriormente oxidação da glicose 1320 

e frutose com a formação de NADPH. Todos os cálculos foram baseados na equação:  1321 

µmol de NADPH = 
∆ OD

(2,85 x 6,22)
 1322 
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Os valores foram corrigidos de acordo com a massa inicial das amostras e os 1323 

resultados expressos em mmol de glicose, frutose e sacarose kg-1 massa seca (MS). 1324 

 1325 

10.9 Quantificação de amido 1326 

Para a determinação de amido, o precipitado (pellet) da extração metanólica foi 1327 

solubilizado por aquecimento a 95 °C, em 400 µL NaOH (0,1 M). Em seguida, 61,25 µL de 1328 

solução de ácido acético (1 M) foram adicionados às amostras para neutralização e posterior 1329 

degradação do amido. A degradação do amido, ocorreu a partir da adição de 40 µL do extrato 1330 

neutralizado adicionado a 60 µL do mix de degradação [59 µL de tampão acetato de sódio 1331 

(50 mm, pH 4,9) + 1 µL de amilo glucosidase (170 U mL-1) + 0,012 µL de α-amilase (325 1332 

U mL-1)]. A reação de degradação ocorreu em overnight a 37 ºC. 1333 

Após a etapa de degradação e a formação de resíduos de glicose a partir de amido 1334 

presente nas amostras, 10 µL do extrato obtido da degradação foi adicionado em meio de 1335 

reação de 200 µL [150 µL de tampão HEPES (KOH 1 M + 30 mM MgCl2 em pH 7,0); 4,65 1336 

µL de ATP 109 mM (60 mg mL-1); 4,65 µL de NADP+ 48,4 mM (36 mg mL-1); 0,77 µL de 1337 

Glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH – 700 U mL-1) e 40µL de H2O ultra pura] em 1338 

microplaca de 96 poços. Foi realizada a leitura das amostras em comprimento de onda de 1339 

340 nm. A cinética foi avaliada por meio da formação NADPH, devido a adição de 2 U de 1340 

Hexocinase (2 U em 5 µL), sendo possível estimar o conteúdo de amido determinado como 1341 

equivalentes de glicose (Hendriks et al. 2003), conforme a fórmula abaixo: 1342 

µmol de NADPH = 
∆ OD

(2,85 x 6,22)
 1343 

Os valores foram corrigidos de acordo com a massa inicial das amostras e os 1344 

resultados expressos em mmol de equivalente glicose kg-1 massa seca (MS). 1345 

 1346 

10.10 Quantificação de fumarato e malato 1347 

A concentração de fumarato e malato foi determinada em alíquotas de 10 µL do 1348 

extrato metanólico que foram pipetados em microplaca contendo 80 µL do meio de reação 1349 

composto por: 50 µL de tampão Tricine [10 mM] em KOH 0,2 M MgCl2, pH 9.0; 10 µL de 1350 

brometo de metil tiazolil difenil tetrazóilio (MTT) [10 mM], 2 µL de etossulfato fenazina 1351 

(PES) [20 mM]; 10 µL de Triton [10%]; 10 µL dinucleotídeo de nicotinamida e adenina 1352 

(NAD+) [30 mM] e 3 µL de água ultrapura. Após, foi realizada a leitura da absorbância a 1353 

570 nm por 5 minutos. Posteriormente foi adicionado 1 U de malato desidrogenase (5 µL) e 1354 
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a absorbância foi lida até a cinética se tornar estável. Subsequente, foram adicionados 0,1 U 1355 

de fumarase (5 µL) e absorbância foi lida até a estabilidade. Para a determinação de fumarato 1356 

e malato foi feito uma curva de calibração utilizando fumarato e malato como padrão, em 1357 

concentrações que variaram de 0 a 20 mM (Nunes-Nesi et al. 2007). 1358 

10.11 Análise do perfil metabólico 1359 

Para determinação de metabólitos foram utilizados os procedimentos descritos por 1360 

Lisec et al. (2006). Aproximadamente 50 mg de massa fresca foram colocadas em micro 1361 

tubos de 1,5 mL de capacidade e extraída em uma mistura refrigerada de água, metanol e 1362 

clorofórmio (1:2,5:1, v/v/v) e 60 µL de ribitol (0,2 mg/mL). As amostras foram agitadas 1363 

vigorosamente em vórtex por 10 s e posteriormente incubadas a 4 °C sob agitação (1246 g), 1364 

por 1 h. Decorrido esse tempo, as amostras foram centrifugadas a 16200 g, por 5 min a 4 °C. 1365 

O sobrenadante foi transferido para um novo micro tubo, adicionando-se 750 µL de água 1366 

ultrapura. Posteriormente, as amostras foram agitadas em vórtex durante 10 s seguindo-se a 1367 

uma nova centrifugação a 16200 g, por 15 min, a 4 °C. A camada superior (fase polar) foi 1368 

recolhida em alíquotas de 200 µL e adicionada em um novo tubo. Posteriormente as amostras 1369 

foram secas a vácuo e armazenadas em freezer, -80 ºC. Para a derivatização, adicionou-se 1370 

40 µL do reagente de metoxiaminação a cada amostra, procedendo-se agitação a 16200 g 1371 

por 2 h, a 37 °C. Em seguida foi adicionado 70 µL de N-Methyl-N-(trimetylsilyl) 1372 

trifluoroacetamide (MSTFA) e padrões de ésteres metílicos de ácidos graxos (FAMES) às 1373 

amostras, procedendo-se à agitação 1246 g, por 30 min, a 37 °C. As amostras foram 1374 

transferidas para frascos de vidro e analisadas por cromatografia gasosa associada à 1375 

espectrometria de massa (GCMS). 1376 

Os cromatogramas e os espectros de massa gerados foram analisados utilizando o 1377 

software TAGFINDER (Luedemann et al. 2008), e a identificação e anotação dos dados 1378 

apresentados conforme recomendações de Fernie et al. (2011). 1379 

 1380 

10.12 Análise estatística 1381 

O delineamento experimental utilizado nos experimentos foi inteiramente 1382 

casualizado. Para avaliação do crescimento e biomassa das plantas, foram utilizadas cinco 1383 

repetições por tratamento. Os ensaios de trocas gasosas, fluorescência da clorofila a e 1384 

pigmentos fotossintéticos foi composta por quatro repetições por tratamento. A unidade 1385 

experimental destinada à análise de metabólitos foi composta por 50 mg de material vegetal, 1386 

por reação, com quatro repetições por tratamento. A análise de componentes principais foi 1387 
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realizada utilizando-se todas as variáveis obtidas na análise de perfil metabólico, e os valores 1388 

normalizados através da relação entra planta bioinoculadas com Bacillus subtilis e o 1389 

tratamento controle. As diferenças entre as médias foram examinadas pelo teste t. (P ≤ 0.05). 1390 

Todos os dados foram analisados usando o software R (versão 4.1.0 para Windows).   1391 
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11 RESULTADOS 1392 

11.1 Níveis de metabólitos 1393 

As plantas bioestimuladas com UFRA 92 apresentaram aumentos nas concentrações 1394 

de sacarose (34%), frutose (32%), glicose (18%), malato (46%) e fumarato (20%) em relação 1395 

às plantas controle (Figura 1A, B, C e F). Por outro lado, não houve variação na concentração 1396 

de amido nas folhas entre plantas inoculadas e o controle (Figura 1D). 1397 
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Figura 1. Concentrações foliares de sacarose[A]; frutose [B]; glicose [C]; amido [D]; malato [E]; e fumarato 1399 
[F], em plantas de açaizeiro bioestimuladas com Bacillus subtilis (UFRA 92). Os asteriscos indicam que os 1400 
valores determinados pelo Teste t são significativamente diferentes das plantas controle (P ≤ 0,05). Os valores 1401 
são apresentados com médias de quatro repetições. 1402 
 1403 
 1404 
 1405 
 1406 
 1407 
 1408 
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11.2 Perfil metabólico em folhas de açaizeiro  1409 

Para identificar outras alterações à nível metabólico relacionado ao metabolismo 1410 

primário e ao crescimento da planta de Euterpe oleracea bioinoculada, foi realizada a 1411 

caracterização do perfil metabólico (Tabela 2). Os principais metabólitos que tiveram sua 1412 

concentração relativa alterada, na parte aérea das plantas com inoculação de B. subtilis 1413 

(UFRA 92), foram os aminoácidos: β-alanina em 32%, alanina em 42%, asparagina em 73%, 1414 

aspartato em 22%, GABA em 48%, glutamato em 51%, glutamina em 16%, glicina em 30%, 1415 

isoleucina em 21%, leucina em 20%, serina em 36%, treonina em 33%, triptofano em 69% 1416 

e valina em 38%, em relação as plantas controle (Tabela 1). Registra-se que os aminoácidos 1417 

lisina, fenilalanina e prolina foram os únicos cuja concentração relativa não sofreram 1418 

influência da bioestimulação do B. subtilis (UFRA 92) em folhas de açaizeiro (Tabela 1). 1419 

De maneira geral, o conteúdo relativo de ácidos orgânicos foi aumentado nas plantas 1420 

inoculadas com B. subtilis (UFRA 92) em relação as plantas controle. Os níveis em 2 1421 

oxoglutarato, ascorbato, citrato, malato, ácido málico, ácido fosfórico, piroglutamato e 1422 

succinato foram aumentados em folhas em aproximadamente 49%, 39%, 90%, 48%, 25%, 1423 

62%, 23% e 27% respectivamente (Tabela 1). Detectou-se a presença elevadas dos níveis de 1424 

açúcares e de seus derivados. O incremento foi superior a 35% para frutose, 36% para 1425 

glicose, 24% para glicerato, 22% para glicolato, 41% para maltose, 37% para rafinose, 68% 1426 

para ribose, 25% para sacarose e 34% para trealose (Tabela 1). 1427 

  1428 
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Tabela 1: Metabólitos foliares em plantas de Euterpe oleracea bioestimuladas com Bacillus 1429 
subtilis (UFRA 92) e não bioestimuladas (controle).    1430 

  Metabólitos    Controle UFRA 92 
A

m
in

o
á
ci

d
o
s 

β-alanina    0,92 1,21* 

Alanina    0,81 1,15* 

Asparagina    0,64 1,11* 

Aspartato    0,83 1,01* 

Ácido gama-aminobutírico    0,77 1,14* 

Glutamato    0,82 1,24* 

Glutamina    0,94 1,09* 

Glicina    0,86 1,12* 

Isoleucina    0,87 1,06* 

Leucina                        0,90 1,08 

Lisina                        0,83 0,78 

Fenilalanina    0,81 0,77 

Prolina    0,93 0,89 

Serina    0,85 1,16* 

Treonina    0,81 1,08* 

Triptofano    0,62 1,05* 

Valina    0,77 1,06* 

Á
ci

d
o
s 

o
rg

â
n

ic
o
s 

 

2 Oxoglutarato    0,72 1,07* 

Ascorbato    0,87 1,21* 

Ácido citramalico     0,82 1,08* 

Citrato    0,62 1,18* 

Dehydroascorbate    0,90 1,02* 

Malato    0,82 1,21* 

Ácido málico     0,91 1,14* 

Ácido fosfórico     0,77 1,25* 

Piroglutamato    0,96 1,18* 

Succinato    0,88 1,12* 

A
çú

ca
re

s 

Frutose    0,88 1,19* 

Glicopironase    0,87 1,12* 

Glicose    0,89 1,21* 

Glicerato    1,01 1,25* 

Glicolato    0,88 1,07* 

Maltose    0,79 1,11* 

Rafinose    0,82 1,12* 

Ribose    0,62 1,04* 

Sacarose    0,89 1,11* 

Trealose    0,91 1,22* 

O
u

tr
o
s 

  

Adenina    0,89 1,24* 

Catequina    0,79 1,13* 

Galactinol    0,98 1,18* 

Glicerol    0,85 1,07* 

Mio-Inositol    0,92 1,16* 

Chiquimato                        0,83                   0,76 

Taxifolina    0,85 1,26* 

Treitol    0,84 1,09* 

Treonato    0,90 1,12* 

Ureia    0,90 1,08* 

O asterisco indica que houve diferença significativa em nível de (P ≤ 0,05) pelo Teste t entre as plantas tratadas 1431 
com B. subtilis (UFRA 92) e as plantas do controle.  Os valores são apresentados com médias de quatro 1432 
repetições.  1433 
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11.3 Análise de componentes principais (ACP) 1434 

Com os dados obtidos do perfil metabólico de plantas de E. oleracea bioestimulada, 1435 

é possível identificar dois componentes principais na Figura 2, que explicaram 94,9% da 1436 

variabilidade total dos dados, sendo 87,6% para componente principal 1 (CP1) e 7,3% para 1437 

a componente principal 2 (CP2). Análise evidenciou uma distribuição distinta da atividade 1438 

microbiana associada à promoção de crescimento em plantas de E. oleracea em resposta à 1439 

inoculação com Bacillus subtilis (UFRA 92) em relação às plantas controle. 1440 

 1441 

Figura 2.  Análise de componentes principais - ACP para as varáveis de crescimento, biomassa, trocas gasosas, 1442 
fluorescência da clorofila a, pigmentos fotossintéticos, perfil metabólico e macro e micronutrientes em Euterpe 1443 
oleracea inoculada com Bacillus subtilis (UFRA 92) e não inoculada (controle). 1444 

11.4 Análise de crescimento 1445 

 O isolado Bacillus subtilis (UFRA 92) induziu aumento em 57% para a altura da 1446 

planta, 66% no número de folhas, 31% no diâmetro do coleto e 16% no índice de robustez 1447 

(Figura 3B, C, D e E), respectivamente, em comparação às plantas controle. Para as variáveis 1448 

de biomassa, foram observados aumentos de 108% para massa seca da parte aérea e 217% 1449 

na massa seca da raiz em relação ao controle (Figura 3F e G). 1450 

  1451 
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1452 
Figura 3. Avaliação do crescimento de plantas de Euterpe oleracea inoculadas com Bacillus subtilis (UFRA 1453 
92). [A] Aspecto visual da parte aérea e raiz das mudas de açaizeiro e [B, C, D, E, F e G] parâmetros biométricos 1454 
em mudas de açaizeiro inoculada com isolado Bacillus subtilis (UFRA 92). Os asteriscos indicam que os 1455 
valores determinados pelo Teste t são significativamente diferentes das plantas controle (P ≤ 0,05). Os valores 1456 
são apresentados com médias de cinco repetições.  1457 
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11.5 Fotossíntese, fluorescência da clorofila a e pigmentos  1458 

Com relação às plantas inoculadas com o isolado UFRA 92, foi observado que houve 1459 

aumento de 53% na A (Figura 4A), 66% na gs (Figura 4B), 40% na Ci (Figura 4C) e 60% na 1460 

E (Figura 4D) em comparação às plantas controle. 1461 
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 1462 

Figura 4. Avaliação do comportamento da [A] taxa de assimilação líquida de CO2 (A), [B] condutância 1463 
estomática ao vapor de água (gs), [C] concentração intercelular de CO2 (Ci) e [D] transpiração (E) em mudas 1464 
de açaizeiro inoculadas com o isolado Bacillus subtilis (UFRA 92). Os asteriscos indicam que os valores 1465 
determinados pelo Teste t são significativamente diferentes das plantas controle (P≤0,05). Os valores são 1466 
apresentados como médias de quatro repetições. 1467 

O isolado UFRA 92 induziu reduções médias de 58% para Fo e de 72% para qN em 1468 

relação às plantas controle (Figura 5A e F). Por outro lado, as médias de todas as outras 1469 

variáveis foram maiores nas plantas inoculadas com B. subtilis (UFRA 92). Esses aumentos 1470 

foram de 28% para Fm, 63% para Fv/Fo, 30% para Fv’/Fm’, 232% para qP e 25% para 1471 

ETR em relação às plantas controle (Figura 5B, C, D, E e G).  1472 
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Figura 5. [A] Fluorescência inicial (Fo), [B] fluorescência máxima (Fm), [C] atividade potencial do PSII 1474 
(Fv/Fo), [D] eficiência fotoquímica efetiva do PSII (Fv’/Fm’), [E] coeficientes de extinção fotoquímica (qp), [F] 1475 
não fotoquímica (qN) e [G] taxa de transferência de elétrons (ETR) em mudas de açaizeiro inoculadas com o 1476 
isolado Bacillus subtilis (UFRA 92). Os asteriscos indicam que os valores determinados pelo Teste t são 1477 
significativamente diferentes das plantas controle (P ≤ 0,05). Os valores são apresentados com médias de 1478 
quatro repetições. 1479 

A aplicação de B. subtilis (UFRA 92) em mudas de açaizeiro induziu incrementos 1480 

nos teores de clorofilas e carotenoides. Esse incremento positivo foi de 35% para Chla, em 1481 

19% para Chlb, em 20% para Chla+b, em 15% para a razão Chla/Chlb e, em 23% para 1482 

carotenoides em comparação ao tratamento controle (Figura 6). 1483 
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 1484 
Figura 6. [A] Teores totais de clorofila a +clorofila b, [B] clorofila a, [C] clorofila b, [D] razão entre Chla e 1485 
Chlb e [E] carotenoides totais em mudas de açaizeiro inoculadas com o isolado B. subtilis (UFRA 92). Os 1486 
asteriscos indicam que os valores determinados pelo Teste t são significativamente diferentes das plantas 1487 
controle (P ≤ 0,05). Os valores são apresentados com médias de quatro repetições. 1488 
 1489 
11.6 Teor de nutrientes 1490 

O B. subtilis promoveu alteração no acúmulo de macro e de micronutrientes na parte 1491 

aérea (Tabela 2). Mudas inoculadas com B. subtilis (UFRA 92) apresentaram incrementos 1492 

de 22,31 % em N, 85% em K, 79% em Mg, 191% em P, 123% em Ca, 98% em S, 123% em 1493 

Cu, 216% em Mn e, 190% em Zn em relação ao tratamento controle (Tabela 2). Por outro 1494 

lado, não observamos aumento no teor de Fe nas folhas das plantas, em comparação ao 1495 

tratamento controle. 1496 

 1497 
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Tabela 2. Acúmulo de macronutrientes (g kg-1) e micronutrientes (mg kg-1) em folhas de 1498 

mudas de açaizeiro (Euterpe oleracea) sem inoculação (controle), e com inoculação do 1499 

Bacillus subtilis (UFRA 92). 1500 

                                        Macronutrientes (g kg-1) 

  N K Mg P Ca S 

Controle 13,31 6,01 1,11 1,42 3,21 4,64 

UFRA 92 16,28* 11,13* 1,99* 4,14* 7,15* 9,19* 

                                                Micronutrientes (mg kg-1) 

                   Cu Fe Mn Zn 

Controle   7,95 285,49* 33,7 23,16 

UFRA 92   16,26* 232,1 106,4* 67,39* 

Os asteriscos indicam que os valores determinados pelo Teste t são significativamente diferentes das plantas 1501 
controle (P≤ 0,05). Os valores são apresentados como média de cinco repetições. 1502 
 1503 
 1504 
12 DISCUSSÃO  1505 

A utilização de B. subtilis (UFRA 92) promoveu o crescimento das plantas de E. 1506 

oleracea. A inoculação da rizobactéria induziu alterações no metabolismo primário do 1507 

açaizeiro, e consequentemente, modelou o desempenho fotossintético e absorção de 1508 

nutrientes, o que resultou em maior crescimento das plantas bioinoculadas. A eficiência da 1509 

atividade fotossintética em plantas bioestimuladas, resultou na síntese dos açúcares, 1510 

aminoácidos e ácidos orgânicos que influenciam diretamente na conservação da energia 1511 

durante todo processo de crescimento das plantas bioinoculadas.  A respiração celular foi 1512 

influenciada principalmente pelo acúmulo de biomassa da parte aérea e raiz, maior fixação 1513 

de carbono e maior atividade do metabolismo energético da planta induzidos principalmente 1514 

pelos aminoácidos alanina (Ala), aspartato (Asp), serina (Ser) e Triptofano (Trp).  1515 

A bioinoculação com B. subtilis (UFRA 92) aumentou o teor de alanina (Ala) e 1516 

aspartato (Asp), os aminoácidos estão envolvidos na via de assimilação/fixação de carbono 1517 

(Tabela 1), um dos processos essenciais na promoção do crescimento. Assim, podemos 1518 

sugerir que aumentos nos níveis de Ala e Asp contribuíram para um aumento do pool de 1519 

carbono interno, que foi usado nas reações fotossintéticas (Figura 4) em comparação às 1520 

plantas controle, apoiando assim a promoção do crescimento (Figura 3). Além disso, o Asp 1521 

também desempenha um papel importante na manutenção do crescimento das plantas, 1522 

servindo como substrato/precursor para a biossíntese de quatro aminoácidos essenciais, 1523 

como a treonina (Thr), lisina (Lys), isoleucina (Ile) e metionina (Met) através da via da 1524 

família Asp (Galili 2011). Os níveis aumentados de Thr e Ile podem ser resultado da 1525 

regulação positiva da via da família Asp em plantas tratadas com B. subtilis (Tabela 1). 1526 

Resultados semelhantes foram observados em plantas de milho bioestimuladas com Bacillus 1527 

sp. (Othibeng et al. 2022). 1528 
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Outras mudanças nos níveis de aminoácidos incluíram aumento em 36% para serina 1529 

(Ser) e 69% para triptofano (Trp) em plantas de açaizeiro inoculadas com B. subtilis (UFRA 1530 

92), sob condições normais, essas alterações sugerem uma possível utilização ativa desses 1531 

metabólitos no meio celular. Esses aminoácidos podem ser usados no processo de síntese de 1532 

proteínas, promovendo assim o crescimento das plantas e a função celular (Dubouzet et al. 1533 

2013; Erland and Saxena 2019). A síntese de proteínas contribui significativamente para o 1534 

crescimento das plantas (Figura 1F e G), a indução de B. subtilis (UFRA 92) em estimular 1535 

os níveis dos aminoácidos, poder estar relacionado na produção de proteínas que 1536 

desempenham papéis críticos em vias metabólicas, como catálise de reação, replicação de 1537 

DNA e transporte de moléculas dentro e fora das células e servem como blocos de construção 1538 

das membranas celulares (Ishihara et al. 2015; Othibeng et al. 2022). Além disso, os 1539 

aminoácidos relacionam-se ao seu envolvimento ativo no metabolismo energético. A Ser e 1540 

Trp podem ser degradados em piruvato, onde é utilizado no TCA para gerar energia e 1541 

promover o crescimento das plantas (Hildebrandt et al. 2015). 1542 

O aumento de triptofano pode ter induzido a via de biossíntese de AIA na planta, pois 1543 

quando as mudas de açaizeiro foram bioinoculadas, provavelmente, houve regulação na 1544 

expressão do gene ysnE que codifica a acetiltransferase na via de síntese do AIA dependente 1545 

de triptofano (Eichenberger et al. 2003; Zhang et al. 2015), fato esse que pode estar atrelado 1546 

ao aumento no crescimento e no acúmulo de biomassa. Resultados semelhantes foram 1547 

encontrados para o B. amyloliquefaciens (UFRA01) inoculado em palma de óleo (Lima et 1548 

al. 2020), que resultou na eficiência na absorção de água e nutrientes, contribuindo para 1549 

promover o crescimento das plantas. 1550 

Todos os benefícios refletiram diretamente em 57% para altura (Figura 3B) em 1551 

plantas bioinoculadas. O B. subtilis (UFRA 92) induziu o maior diâmetro do coleto em 1552 

(Figura 3) nas mudas de açaizeiro, parâmetro que está relacionado ao maior vigor das mudas, 1553 

como observado em mudas de coco inoculadas com Bacillus cereus (Cardoso et al. 2021). 1554 

O crescimento da parte aérea, assim como o número de folhas e aumento da biomassa 1555 

radicular pode ser atribuído à aplicação do bioinoculante de induzir a síntese de giberelinas 1556 

e citocininas que regula a expansão foliar e síntese de clorofilas (Dodd et al., 2010; Kang et 1557 

al., 2014; Liu et al., 2013; Schmülling, 2002). A maior área foliar influencia diretamente na 1558 

maior captação de luz e assimilação de CO2 (Zhang et al. 2017). No presente estudo, o B. 1559 

subtilis (UFRA 92) induziu aumento na assimilação líquida de CO2 (A) em relação as plantas 1560 

controle. 1561 
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A absorção eficiente do magnésio (Mg2+) em plantas de açaizeiro inoculadas com 1562 

Bacillus subtilis (UFRA 92) beneficiou o processo de fotossíntese e produção de biomassa 1563 

(Wang et al. 2020b). Essas observações estão de acordo com aumento do número de folhas 1564 

e biomassa da parte aérea e raiz (Figura 3B, F e G). Em estudo com planta de arroz, a 1565 

inoculação do B. pumilis proporcionou maior disponibilidade de Mg2+, resultando em 1566 

maiores teores de clorofila foliar sob condições estresse de NaCl (Khan et al. 2016).  O 1567 

acúmulo em 22% de nitrogênio (N) nas folhas (Tabela 2) influenciou positivamente no maior 1568 

conteúdo de clorofilas (35% para Chla, 19% para Chlb, 20% para Chla+b, 15% para 1569 

Chla/Chlb – Figura 4A, B, C e D) nas folhas das mudas bioinoculadas com B. subtilis (UFRA 1570 

92), o qual pode ser atribuído a capacidade de fixação do N pelo bionoculado. Resultados 1571 

semelhantes foram observados em mudas de palma de óleo inoculadas com B. subtilis -1572 

UFRA 92 e Burkholderia pyrrocinia BRM 32113 (Lima et al. 2021) 1573 

O fósforo (P) é o elemento essencial na composição das proteínas, ácidos nucleicos, 1574 

membranas e moléculas de energia, como ATP, GTP e NADPH (Acevedo et al. 2014). Um 1575 

dos mecanismos de ação das rizobactérias para promover o crescimento é a solubilização de 1576 

fosfato (Velázquez and Rodríguez-Barrueco 2007). No presente estudo, o maior teor de 1577 

fósforo (em 191 % - Tabela 2) nas folhas contribuiu para o crescimento e acúmulo de 1578 

biomassa (108% para massa seca da parte aérea e 217% para massa seca da raiz – Figura 3F 1579 

e G) nas mudas bioinoculadas com B. subtilis (UFRA 92). O B. subtilis (UFRA 92) foi 1580 

positivo em promover solubilização de fosfato se beneficiando dos ácidos orgânicos (e.g. 1581 

25% em ácido málico – Tabela 1), como observado em palma de óleo inoculadas com 1582 

rizobactérias (Amir et al. 2006). 1583 

A maior abertura estomática induzida pela inoculação do B. subtilis (UFRA 92), 1584 

observados em nossos resultados favoreceu a entrada de CO2 nas folhas, porém levou a uma 1585 

maior perda de água pela transpiração em relação ao controle (Figura 4D). Entretanto, a 1586 

maior taxa de transpiração induzida pelo B. subtilis (UFRA 92) pode ser atribuída, além da 1587 

abertura estomática, a maior área foliar total e menor razão raiz/parte aérea. Quando a água 1588 

é abundante e a radiação solar incidente nas folhas favorece a alta atividade fotossintética, 1589 

há elevada demanda por CO2 dentro da folha, e os poros estomáticas se abrem amplamente, 1590 

diminuindo a resistência estomática à difusão do CO2 (Flexas et al. 2012). Nessas condições, 1591 

há elevada perda de água por transpiração, porém, uma vez que o suprimento hídrico é 1592 

abundante, torna-se vantajoso para a planta intercambiar a água por produtos da fotossíntese, 1593 

resultando em ganho no crescimento (Fan et al. 2015). Resultados semelhantes forma 1594 
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observados em plantas de açaizeiro inoculadas com Burkholderia pyrrocinia (Castro et al. 1595 

2019). 1596 

O maior valor em 53% para A pode ser atribuído ao aumento na condutância dos 1597 

estômatos (gs) em 60%, transpiração (E) em 60% (Figura 4), no qual permite a difusão de 1598 

vapor d’água para atmosfera e promove o influxo CO2 para o tecido fotossintetizante que, 1599 

consequentemente, promove aumento da fotossíntese líquida. Resultados semelhantes foram 1600 

encontrados para outras rizobactérias (Burkholderia sp., Bacillus safensis, Pseudomonas 1601 

fluorescens) promotoras de crescimento e o B. subtilis (UFRA 92) inoculados em plantas de 1602 

açaizeiro (Castro et al. 2019). Esses benefícios influenciaram a produção de fotoassimilados, 1603 

como sacarose, glicerato e trealose (Tabela 1), os quais podem ser alocados para órgãos 1604 

heterotróficos das plantas para sustentar o crescimento ou serem convertidos em produtos 1605 

de reservas (Shi et al. 2010), fato esse que contribuir para o crescimento do sistema radicular 1606 

ou ser utilizados pelas rizobactérias pelos exsudatos radiculares (Bais et al. 2006), de forma 1607 

a favorecer a atração de outros microrganismos.  1608 

O aumento em 36% para glicose (Tabela 1) em folhas de açaizeiro bioinoculadas 1609 

com Bacillus subtilis (UFRA 92) resultou na conservação de energia para promover o 1610 

crescimento das mudas de açaizeiro (Figura 3). O aumento na concentração de glicose 1611 

observados nas plantas bioinoculadas aumentam o nível de expressão das vias geradoras de 1612 

energia (Prasanna et al. 2004). O acúmulo diferencial em 39% para adenina nas plantas 1613 

(Tabela 1) o que sugere a biossíntese da citocininas (Kakimoto 2003). Observações 1614 

semelhantes foram relatadas por  Liu et al. (2013) em que o acúmulo de citocininas induzido 1615 

por B. subtilis estimulou a biomassa radicular de Platycladus orientalis em 13,9% e 1616 

aumentou a concentração de citocininas em 47,52% nas folhas em relação aos respectivos 1617 

controles sob condições de estresse hídrico. O desenvolvimento da parte aérea induzido pelo 1618 

B. subtilis (UFRA 92) foi diretamente associado com desenvolvimento do sistema radicular. 1619 

A condutância estomática em mudas de açaizeiro inoculadas com B. subtilis (UFRA 1620 

92) aumentou em 66%, em relação ao controle (Figura 4B), o qual sugere uma mudança no 1621 

comportamento estomático que pode ser atribuído pelo aumento do malato em 145% e 1622 

potássio (K) em 85% nas folhas. O malato é um metabólito central envolvido em uma 1623 

multiplicidade de vias metabólicas das plantas, estando associado ao metabolismo 1624 

mitocondrial e desempenhando papéis importantes nos movimentos estomáticos (Medeiros 1625 

et al. 2016) e no controle parcial sobre a absorção de nutrientes (Weisskopf et al. 2006). O 1626 

potássio (K) estar relacionado com a ativação enzimática, transporte de carboidratos e 1627 

regulação da abertura estomática (Pan et al. 2017), como observados no presente estudo, 1628 



74 

 

onde a bioinoculação do B. subtilis (UFRA 92) induziu o acúmulo de K nas folhas e 1629 

influenciaram positivamente no crescimento das mudas de açaizeiro. O acúmulo de K+ e 1630 

malato nas plantas bionoculadas influenciaram no aumento da taxa de difusão de CO2 através 1631 

dos estômatos, o qual favoreceu o aumento da A em 53% (Figura 4A), observados nas plantas 1632 

com B. subtilis (UFRA 92). 1633 

Foi demonstrado que plantas com alto acúmulo de malato exibem um aumento na A 1634 

e gs e no crescimento em plantas (Araújo et al. 2011; Medeiros et al. 2016) isso é consistente 1635 

com nossos resultados encontrados de A, gs (Figura 4) , no teor dos ácidos orgânicos (e.g., 1636 

malato e fumarato – Tabela 1) e nos dados biométricos (Figura 3).    1637 

O aumento do conteúdo de clorofilas (Chla e Chlb) e carotenoides em plantas 1638 

inoculadas pode ter contribuído para a maior eficiência na absorção de luz, transferência de 1639 

energia, transferência de elétrons e maior controle na dissipação do excedente de energia 1640 

térmica (Samaniego-Gámez et al. 2016). No presente estudo, foram observados incrementos 1641 

em 30% na eficiência fotoquímica efetiva do PSII (Fv’/Fm’), 63% na atividade potência do 1642 

PSII (Fv/Fo), 25% na taxa de transferência de elétrons (ETR) e, em 232% no coeficiente de 1643 

dissipação fotoquímica (qP), os quais indicam maior capacidade de utilização de luz e maior 1644 

eficiência dos fotossistemas I e II, o qual pode ter contribuído para menor geração e 1645 

dissipação de energia de excitação não fotoquímica (qN), conforme observados na figura 5, 1646 

para o tratamento bioestimulado.   1647 

O nível elevado de ascorbato (Tabela 1) em mudas de açaizeiro pode estar 1648 

correlacionada com a biossíntese dos fitohormônios giberelinas, etileno e ácido abscísico, 1649 

pois o ascorbato é um cofator necessário para a biossíntese de giberelinas, auxinas, etileno e 1650 

ácido abscísico (Barth et al. 2006; Ye et al. 2012; Zhang 2013). Portanto, podemos sugerir 1651 

que o aumento na concentração do ascorbato encontrado em folhas bioinoculadas por B. 1652 

subtilis (UFRA 92) atuou diretamente direta ou indiretamente na promoção de crescimento 1653 

em mudas de açaizeiro aumentando todos os parâmetros biométricos (Figura 3) e na 1654 

fotossíntese, estimulando positivamente a biossíntese desses fitohormônios. Outra função do 1655 

ácido ascórbico é atuar na proteção de organelas e células da ação de espécies reativas de 1656 

oxigênio principalmente em condição de estresse hídrico (Latif et al. 2016; Mukhtar et al. 1657 

2016; Naz et al. 2016). 1658 

A alteração encontra no perfil de ácidos orgânico, nas plantas bioinoculadas por B. 1659 

subtilis (UFRA 92), evidenciam que o de oxidação desses ácidos estão diretamente 1660 

relacionados a modulação do metabolismo celular resultando em maior crescimento da 1661 

planta do açaizeiro. Além disso, os compostos relacionados ao TCA em maior abundância 1662 
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nas plantas inoculadas com UFRA 92 desempenham papéis importantes na fotossíntese, 1663 

fotorrespiração, metabolismo do nitrogênio, transporte redutor e manutenção do equilíbrio 1664 

redox fotossintético (Araújo et al. 2012). Resultados semelhantes foram encontrados para as 1665 

PGPRs inoculada em Mesembryanthemum crystallinum L., que resultou em eficiência 1666 

fotossintética nas plantas (Kataoka et al. 2021). 1667 

Os resultados obtidos, indicam acoplamento entre o metabolismo do carbono na parte 1668 

aérea e o no crescimento do sistema radicular das plantas bioinoculadas. Já que por sua vez, 1669 

encontramos nas folhas aumento de 53% da taxa fotossintética, aumento de 40% na 1670 

respiração e aumento de 217% para massa seca da raiz (Figura 4A, 4D e 3G). As alterações 1671 

na concentração intercelular de CO2 (Ci), evidenciam que o bionoculado aumentar a 1672 

atividade de carboxilação da Rubisco através da regulação da abertura estomática que 1673 

favorecer a fixação de CO2 mesofílico. Resultados semelhantes foram encontrados para B. 1674 

subtilis, B. safensis, Burkholderia pyrrocinia e Pseudomonas fluorescens inoculados em 1675 

plantas de açaizeiro (Castro et al. 2019).  O estímulo da fotossíntese em plantas induzidas 1676 

por  B. subtilis (UFRA 92) é evidenciada pelo aumento da exportação de triose causada pela 1677 

disponibilidade em 62% do fósforo inorgânico (Pi), o qual induz a atividade da cadeia de 1678 

transporte de elétrons para fosforilação de ATP e evitando uma atividade reduzida no 1679 

fotossistema I (Bukhov 2004). No presente estudo, a maior teor de fósforo em 191% nas 1680 

folhas contribuiu para o crescimento e acúmulo de biomassa nas mudas inoculada com B. 1681 

subtilis (UFRA 92) os resultados enfatizam a eficiência do isolado para solubilização de 1682 

fosfato, como observado em palma de óleo inoculadas com B. subtilis (Lima et al. 2021). 1683 

O aumento de glutamato em 48% e glutamina em 51% foram associadas à regulação 1684 

do movimento estomático (Medeiros et al. 2018; Yoshida et al. 2019) em plantas de açaizeiro 1685 

bioinoculadas com B. subtilis (UFRA 92). Aqui, esses metabólitos foram correlacionados 1686 

positivamente com gs em mudas de açaizeiro (Figura 4B). Em encontro, o acúmulo de malato 1687 

e potássio aumentaram a gs em plantas de açaizeiro favorecendo uma maior abertura 1688 

estomática, além de favorecer a entrada de CO2 nas folhas, influencia diretamente na maior 1689 

perda de água pela transpiração (Silva et al. 2017).  1690 

Nossos resultados demonstram que plantas inoculadas com isolado B. subtilis 1691 

(UFRA 92) induziram o acúmulo do aminoácido GABA (Tabela 1). Possivelmente, esse 1692 

acúmulo está relacionado à manutenção do balanço carbono-nitrogênio, observados no 1693 

acúmulo em 48% para glutamato e 42% para asparagina (Tabela 1), ambos aminoácidos são 1694 

responsáveis pelo armazenamento e transporte de nitrogênio (Miflin e Habash 2002; 1695 

Ohyama et al. 2017). Além disso, o aumento do GABA (Tabela 1) contribui no metabolismo 1696 
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de aminoácidos, carboidratos e à regulação do crescimento das plantas (Ramesh et al. 2015a, 1697 

b; Shelp e Zarei 2017). Carillo (2018), relatou que o GABA apresenta potencial para atuar 1698 

como um osmólito eficaz sem efeitos tóxicos, o qual atua sequestrando as espécies reativas 1699 

de oxigênio (ROs) em plantas expostas ao estresse abiótico. 1700 

 O aumento em 49% para 2 oxoglutarato (2OG) (Tabela 1) em plantas bioestimuladas 1701 

com UFRA 92, sugerem uma coordenação eficiente entre o metabolismo do nitrogênio e 1702 

carbono. A coordenação é induzida principalmente por microrganismo como Escherichia 1703 

coli (Chubukov et al. 2014), fato que se assemelha com os resultados encontrados em plantas 1704 

bioestimuladas com B. subtilis. Além disso, tal efeito positivo pode estar correlacionado em 1705 

maximizar a utilização de nutrientes e o crescimento celular em plantas de açaizeiro. Huergo 1706 

and Dixon (2015), relataram que o 2 oxoglutarato atua como um metabólito chave na via 1707 

alternativa de energia, pois é capaz de coordenar a regulação do metabolismo do nitrogênio 1708 

e do carbono de forma eficiente. O 2 OG é um intermediário do ciclo do TCA e é usado 1709 

como um esqueleto de carbono para assimilação de nitrogênio. Como tal, 2 oxoglutarato 1710 

reflete o balanço eficiente de carbono e nitrogênio em plantas (Commichau et al. 2006; 1711 

Chubukov et al. 2014; Huergo e Dixon 2015). É importante mencionar que o 2 OG é um 1712 

regulador direto das enzimas piruvato quinase e PEP carboxilase, citrato sintase e oxidase 1713 

alternativa associadas ao fluxo de açúcar e ácidos orgânicos e controle de redox entre o 1714 

citosol e mitocôndria (Hodges 2002). 1715 

O aumento significativo de 27% para succinato (Tabela 1) em folhas de plantas 1716 

inoculadas com UFRA 92 sugerem uma regulação positiva no crescimento das plantas 1717 

(Figura 3), pois seu excesso em plantas de açaizeiro está relacionado ao estímulo da 1718 

produção de ATP mitocondrial (Ergen and Budak 2009; Budak et al. 2013). O succinato atua 1719 

como um intermediário primário na produção de ATP na via ciclo de TCA e desempenha 1720 

um papel vital na produção de energia e na regulação do ciclo do TCA mitocondrial (Fernie 1721 

et al. 2004) . Entretanto, o nível elevado de succinato encontrados em plantas tratadas com 1722 

PGRs e PGPRs demonstraram melhor tolerância ao estresse hídrico e isso foi potencialmente 1723 

atribuído a eficiência da regulação do ciclo do TCA, o qual produziu mais energia sob 1724 

condições de limitação de água (Khan et al. 2019). 1725 

A análise de componentes principais (ACP) é frequentemente usada para distinguir 1726 

a significância da relação entre muitos parâmetros da planta avaliados. Esse método de 1727 

análise multivariada visa explicar a correlação entre um grande conjunto de variáveis  1728 

(Beheshtizadeh et al. 2013). A ACP confirmou que as principais características da planta 1729 

que foram induzidas pelo B. subtilis (UFRA 92) estavam envolvidas em promover o 1730 
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crescimento das plantas. Essa estrutura hipotética derivada de dados sugere uma religação 1731 

do metabolismo da planta para a regulação e coordenação de eventos celulares (e do 1732 

organismo), incluindo produção de energia aprimorada, síntese proteica acelerada, regulação 1733 

da biossíntese de fitohormônios, como os principais mecanismos pelo qual o bioestimulante 1734 

B. subtilis (UFRA 92) estimula o crescimento das plantas de açaizeiro (Othibeng et al. 2022).  1735 

 1736 

13 CONCLUSÃO 1737 

A bioinoculação com Bacillus subtilis em plantas do açaizeiro promoveu 1738 

significativa alteração no metabolismo do carbono e consequente alteração no crescimento 1739 

da planta. O perfil metabólico das plantas inoculadas evidencia regulação do nível 1740 

metabólico da planta quando submetida ao tratamento. O metabolismo do carbono e do 1741 

nitrogênio foram fortemente alterados. Esses fatos estimulam a via respiratória e a 1742 

biossíntese de fitohormônios, uma vez que, existem flutuações na concentração de ácidos 1743 

orgânicos e precursores para síntese de AIA. A regulação no metabolismo dos aminoácidos 1744 

subsidia o metabolismo celular, através da síntese proteica, regulação da divisão celular e na 1745 

disponibilidade de energia para plantas bioinoculadas. A eficiência na utilização dos níveis 1746 

de carbono e do nitrogênio desempenham importante papel no crescimento, na fixação do 1747 

carbono via processo fotossintético (aumento no conteúdo de carboidratos), maior respiração 1748 

celular e maior absorção de macro e micronutrientes nas plantas bioinoculadas. Todas essas 1749 

alterações resultam em maior crescimento e no aumento da biomassa da planta além de 1750 

elevar o vigor das mudas de açaizeiro bioinoculadas com B. subtilis (UFRA 92).  1751 
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14 Material suplementar 1752 

Tabela suplementar. Metabólitos de folhas tratadas com B. subtilis (UFRA 92) usados para 1753 

a análise multivariada e sua contribuição para a separação de cada componente principal. 1754 

  Metabólitos PC1 PC2 
A

m
in

o
á
ci

d
o
s 

β-alanina 0,990 -0,140 

Alanina 0,990 0,050 

Asparagina 0,990 -0,090 

Aspartato 0,950 -0,130 

GABA 0,990 -0,150 

Glutamato 0,950 0,170 

Glutamina 0,980 -0,160 

Glicina 0,840 -0,370 

Isoleucina 0,970 0,250 

Leucina 0,970 0,150 

Lisina 0,720 0,640 

Fenilalanina 0,630 -0,770 

Prolina 0,670 -0,720 

Serina 0,980 0,150 

Treonina 0,960 -0,250 

Triptofano 0,980 0,070 

Valina 0,880 0,400 

Á
ci

d
o
s 

o
rg

â
n

ic
o
s 

 2 Oxoglutarato 0,990 -0,090 

Ascorbato 0,970 -0,190 

Ácido citramalico  0,970 -0,230 

Citrato 0,940 -0,350 

Malato 0,930 -0,350 

Ácido málico  0,930 -0,330 

Ácido Fosfórico  0,840 -0,540 

Piroglutamato 0,970 0,090 

Succinato 0,910 0,220 

A
çú

ca
re

s 
 

Frutose 0,970 -0,140 

Glicopironase 0,960 0,130 

Glicose 0,970 0,010 

Glicerato 0,840 0,550 

Glicolato 0,950 0,110 

Maltose 0,900 0,360 

Rafinose 0,920 0,540 

Ribose 1,000 0,010 

Sacarose 0,990 -0,140 

Trealose 0,980 0,200 

O
u

tr
o
s 

Adenina 0,980 -0,090 

Catequina 0,980 -0,180 

Galactinol 0,730 0,540 

Glicerol 0,970 -0,080 

Mio-Inositol 1,000 -0,020 

Chiquimato 0,360 -0,890 

Taxifolina 0,990 0,030 

Treitol 0,930 -0,320 

Treonate 0,880 -0,400 

Ureia 0,770 0,120 

  1755 
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