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RESUMO

O uso de bactérias promotoras de crescimento de plantas tem aumentado a cada
dia em busca de uma agricultura sustentavel. A inoculacdo com Azospirillum
brasilense, Bacillus subtilis e Pseudomonas fluorescens tem sido promissora para
aumentar a produtividade, acumulo de nutrientes, crescimento de raizes e na
fisiologia das plantas cultivadas, porém pouco se sabe do efeito deste
microrganismo em cultivo hidropénico. O objetivo deste estudo foi estimar a dose de
inoculante com a bactéria A. brasilense, B. subtilis e P. fluorescens como combinar
as doses indicadas para aumenta a produtividade, os componentes produtivos, as
trocas gasosas, nutricdo de plantas e a analise econémica, assim como a reducéo
do nitrato foliar de alface hidropbénica. Houve menor acumulo de NO3z™ e aumento da
atividade da enzima nitrato redutase nas folhas de alface com o aumento das doses
de A. brasilense. A dose de 44 mL 100 L' do inoculante de A. brasilense
proporcionou maior produtividade de folhas frescas de alface americana (cultivar
Angelina), sendo a dose indicada para conseguir proporcionar a maior eficiéncia
produtiva. A inoculagdo com doses entre 34 e 39 mL 100 L' aumentou a eficiéncia
fotossintética, a assimilacdo de CO2 e a eficiéncia do uso da agua pelas plantas de
alface. A inoculacdo de B. subtilis na dose de 33 mL 100 L™ via solucéo nutritiva no
cultivo hidropbnico de alface proporcionou maior eficiéncia fotossintética, acumulo
de N e produtividade de folhas das plantas, além de a reducao do acimulo de NOs e
aumento da atividade da enzima nitrato redutase na parte aérea das plantas. A
inoculacdo de P. fluorescens na dose de 29 mL 100 L via solugdo nutritiva no
cultivo hidropbnico de alface proporcionou maior eficiéncia fotossintética, acumulo
de N e produtividade de folhas das plantas, além de a reducdo do acimulo de NOsz e
aumento da atividade da enzima nitrato redutase na parte aérea das plantas de
alface. Houve reducéo do acumulo de NOs™ foliar na alface em 69, 83, 82 e 75% sob
as inoculacbes com A. brasilense, B. subtilis, A. brasilense + B. subtilis e A.
brasilense + B. subtilis + P. fluorescens, respectivamente. A inoculagéo isolada de P.
fluorescens e a coinoculacdo de B. subtilis + P. fluorescens sédo as mais indicadas
para cultivo de alface hidropdnico, por proporcionar a maior produtividade,
lucratividade e acumulos de N, K, Ca, Mg, Cu e Mn.

Palavras-Chave: Lactuca sativa; Assimilagcao de carbono; absor¢cdo de nutrientes;

bactérias promotoras do crescimento de plantas; nitrato redutase; hidroponia.



ABSTRACT

The use of plant growth-promoting bacteria has been increasing every day in search
of sustainable agriculture. Inoculation with Azospirillum brasilense, Bacillus subtilis
and Pseudomonas fluorescens has been promising to increase productivity, nutrient
accumulation, root growth and the physiology of cultivated plants, but little is known
about the effect of this microorganism in hydroponic cultivation. The objective of this
study was to estimate the inoculant dose with the bacteria A. brasilense, B. subtilis
and P. fluorescens, how to combine the indicated doses to increase productivity,
productive components, gas exchange, plant nutrition and economic analysis, as well
as the reduction of foliar nitrate in hydroponic lettuce. There was less accumulation of
NOs and an increase in the activity of the enzyme nitrate reductase in lettuce leaves
with increasing doses of A. brasilense. The dose of 44 mL 100 L of the inoculant of
A. brasilense provided greater yield of fresh iceberg lettuce leaves (cultivar
Angelina), being the indicated dose to achieve greater productive efficiency.
Inoculation with doses between 34 and 39 mL 100 L increased photosynthetic
efficiency, CO2 assimilation and water use efficiency by lettuce plants. Inoculation of
B. subtilis at a dose of 33 mL 100 L via nutrient solution in hydroponic lettuce
cultivation provided greater photosynthetic efficiency, N accumulation and plant leaf
yield, as well as reduced NOs accumulation and increased activity of the enzyme
nitrate reductase in the shoot of plants. Inoculation of P. fluorescens at a dose of 29
mL 100 L via nutrient solution in hydroponic lettuce cultivation provided greater
photosynthetic efficiency, N accumulation and plant leaf yield, in addition to reducing
NOs accumulation and increasing activity of the enzyme nitrate reductase in the
aerial part of lettuce plants. There was a reduction in leaf NOs accumulation in
lettuce by 69, 83, 82 and 75% under inoculations with A. brasilense, B. subtilis, A.
brasilense + B. subtilis and A. brasilense + B. subtilis + P. fluorescens, respectively.
Isolated inoculation of P. fluorescens and co-inoculation of B. subtilis + P.
fluorescens are the most suitable for hydroponic lettuce cultivation, as they provide

greater yield, profitability and accumulation of N, K, Ca, Mg, Cu and Mn.

Palavras-Chave: Lactuca sativa; carbon assimilation; nutrient uptake; plant growth-
promoting bacteria; nitrate reductase; hydroponics.
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1 INTRODUCAO

A populagdo mundial em 2050, pode chegar a 9,7 bilhdes de habitantes de
acordo com as estimativas da Organizagao das Nac¢des Unidas para Alimentacao e
Agricultura (FAO), com aumento de 26% em relacdo a populacao atual (FAO, 2019).
Com o incremento da populacdo global, associado ao esgotamento previsto dos
recursos naturais, ha um impulso para uma producédo de alimentos mais intensiva e
eficiente (LANDERS, 2017). O Institution of Mechanical Engineers (IME) estimaram
em 2013 que a producdo de alimentos anual no mundo foi de 4 bilhGes de
toneladas, e cerca de 35 a 50% do que foi produzido foi utilizado para alimentar os
seres humanos, dada a baixa eficiéncia de armazenamento, transporte e
durabilidade em pés-colheita e/ou processamento (FOX, 2013).

A alface (Lactuca sativa L.) é a hortalica folnosa mais consumida no Brasil e
no mundo. A alface é a hortalica folhosa com maior importancia econémica e social
no Brasil; contribuindo na geracdo de emprego e renda (ZARATE et al., 2010),
sobretudo para pequenos produtores. Estima-se que sejam cultivados em torno de
86,8 mil hectares anualmente no Brasil (VILELA; LUENGO, 2022). contudo, devido
sua perecibilidade tem grande percentual de perdas de pdés-colheita, e se destaca
por ser a mais produzida em sistema hidropénico, cuja técnica mais utilizada no pais
€ a de fluxo laminar de nutrientes, denominada NFT (“Nutrient Film Technique”). No
cenario atual, o uso de hidroponia como forma de cultivo de hortalicas,
principalmente a alface, tem permitido ganhos de produtividade, versatilidade e
principalmente melhoria de pdés-colheita (JENSEN, 1999). Além disso, a producéo
hidropdnica oferece aos produtores que estdo em regides de temperaturas elevadas
nao ideais para cultivo de alface o ano todo (XU et al.,, 2015). A producéo
hidropbnica também tem como beneficios a menor ocorréncia de pragas e
patdgenos de solos.

A alface € uma das hortalicas mais consumidos no mundo, porém existe
grande preocupacao por parte dos consumidores e dos produtores, com a qualidade
dos alimentos, destacando-se as questfes sanitarias, organolépticas e nutricionais.
Seu consumo ocorre de maneira geral cru em forma de saladas, por terem folhas
ricas em nutrientes e agua. Neste contexto de alimentos nutritivos, 0 aumento da
eficiéncia da absorcéo e acumulo dos nutrientes nas plantas, fazem com que ocorra

a reducdo do uso de fertilizantes minerais, que atualmente é um grande desafio na
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horticultura (FINCHEIRA et al.,, 2016; OLIVEIRA et al., 2017). Entre as
caracteristicas nutricionais estudadas, a concentracdo de nitrato em alface cultivada
em hidroponia destaca-se pela possibilidade de ser nociva a saude humana. O
nitrato (NO3") no organismo humano pode se tornar toxico (PIGNATELLI et al., 1993;
JOOSSENS et al., 1996; YANG et al., 2000). O NOs ingerido a partir dos alimentos
pode ser reduzido a nitrito (NO2) no trato digestivo e ao chegar a corrente sanguinea
oxida o ferro (Fe?* a Fe®') da hemoglobina, produzindo a metahemoglobina. A
metahemoglobina € incapaz de transportar oxigénio para a respiracao celular, o que
leva a doenca conhecida como metahemoglobinemia, ou doenca do "sangue azul"
(WRIGHT; DAVISON, 1964). Existe também a possibilidade de o nitrito combinar-se
com aminas formando “nitrosaminas”, substancias caracterizadas como
carcinogénicas e mutagénicas. Logo, ao aumentar a eficiéncia do uso do N, a
concentracdo de nitrato na planta sera reduzida.

A fisiologia, crescimento e desenvolvimento das plantas estdo intimamente
associados as condi¢cdes ambientais e suprimento de nutrientes (SIGNORE et al.,
2016). A otimizacdo da aplicacdo de nutrientes as plantas € fundamental para
melhorar a producédo agricola, especialmente para vegetais folhnosos de crescimento
rapido (HAYDON et al., 2015). O gerenciamento inadequado da solucédo nutritiva,
COmo 0 uso de uma concentragdo muito alta ou muito baixa da solucéo nutritiva, ou
uma composicao de ions desequilibrada pode inibir o crescimento das plantas,
devido a toxicidade ou deficiéncia induzida por nutrientes (NOZZI et al., 2018). Com
a intencao de reduzir ou eliminar o uso de fertilizantes minerais para agricultura, sdo
necessarios estudos que identifiquem ferramentas que facilitam a reducao de uso de
insumos minerais. Neste aspecto, a exemplo de o0 uso de rizobactérias para
aumentar a resisténcia a doencas, e promover 0 crescimento através de
mecanismos relacionados com a sintese de enzimas e hormdnios que proporcionam
aumento do desenvolvimento do sistema radicular e, assim, maior a absorgcédo de
agua e nutrientes (BUENO et al., 2017).

Deste modo, a utilizacdo de novas tecnologias sustentaveis, visando aumento
na produtividade e qualidade de alimentos se faz imprescindivel na busca de uma
agricultura competitiva e de baixa emissao de carbono. Nesse contexto, praticas que
busquem mitigar a utilizacdo de insumos e/ou otimizar sua utilizacdo sao estratégias
que devem ser utilizadas nos sistemas agricolas. Por isso, a utlizagcdo de

inoculantes contendo bactérias diazotréficas que promovem o0 crescimento e
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incrementam a produtividade de plantas chamam cada vez mais atencdo. Na
literatura existem varios trabalhos confirmando que Azospirillum spp. produz
fitormbnios que estimulam o crescimento das raizes de diversas espécies de
plantas. A aplicacdo de Pseudomonas spp. e Bacillus subitilis promovem melhor
eficiéncia fotossintética em plantas de alface (CORREA et al., 2010).

Com o uso de A. brasilense no cultivo foi relatado o aumento da atividade da
enzima nitrato redutase nas folhas das plantas, reduzindo a concentracdo de nitrato
(REIS JUNIOR et al.,, 2008). Em contrapartida, aumentando as concentracdes de
amonio, que por sua vez evita gastos energéticos da planta na converséo de nitrato
em amonio, promovendo maior crescimento e acumulo de massas nas folhas (LUZ
et al., 2008). Tien et al. (1979) verificaram que 0s componentes responsaveis pelo
estimulo do crescimento de raizes liberados por A. brasilense eram o acido indol-3-
acético (AlA), giberelinas e citocininas. Foram constatados também incrementos na
absorcdo da &gua e nutrientes minerais, maior tolerancia a estresses como
salinidade, resultando em uma planta mais vigorosa e produtiva (BASHAN et al.,
2004). O que pode ser aplicado a utilizag&do de B. subitillis, que proporciona aumento
da eficiéncia de absorcdo de fosfatos, contribuindo para maior produtividade, por
serem capazes de promover o crescimento das plantas por meio da producdo de
hormonios de crescimento e da mobilizacdo de fosforo, zinco e nitrogénio para as
plantas (CORREA; BETTIOL, 2009). As bactérias do género Pseudomonas s&o
capazes de produzir metabdlitos secundarios como antibiéticos, compostos volateis,
fitormbénios e sideroforos, cuja capacidade destas bactérias de promover
crescimento das plantas, esta ligado ao fato desses organismos produzirem o AlA e
outros compostos importantes como a disponibilizacéo de ferro para as plantas em
ambientes aquaticos (SIVASAKTHI et al., 2014).

Dessa forma, acredita-se que mesmo em sistema hidropdnico a inoculacéo
com Azospirillum brasilense, Pseudomonas fluorescens e Bacillus subitilis ira
aumentar a eficiéncia do uso e acumulo dos nutrientes na planta, reduzir as
concentragdes de nitrato nas folhas e aumentar a produtividade de massa fresca da
alface. Alem disso, frente a caréncia de informacdes sobre esta interacdo destas
bactérias (pesquisa inédita), acredita-se que possa existir efeito sinérgico entre o
uso de A. brasilense, P. fluorescens e B. subitilis com incremento das concentracdes
nitrogénio, fésforo, potassio, zinco e ferro nas folhas, além de aumentar a atividade

da enzima nitrato redutase. Ressalta-se, ainda, que em funcdo do baixo custo e
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facilidade de aquisicao de fontes de inoculantes de A. brasilense, P. fluorescens e B.
subitilis a adocao destas tecnologias por parte dos agricultores podera ser viavel e

interessante para uma horticultura mais sustentavel.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Associacdo entre plantas e bactérias promotoras de crescimento de

plantas

Atualmente, as pesquisas tém se voltado para utilizacdo de bactérias na
agricultura, conhecidas como bactérias promotoras de crescimento de plantas
(BPCPs), destacando-se as bactérias dos géneros Azospirillum, Bacillus,
Pseudomonas, Herbaspirillum e Burkholderia (TEIXEIRA FILHO; GALINDO, 2019).
O crescimento das plantas sdo estimulados por uma vasta gama de mecanismos
que sao descritos conforme sua atuacdo, como a producdo e secrecdo de
fitormodnios como o AlA, etileno, citocininas e giberelinas (TIEN et al., 1979; MEZA et
al., 2015), o acido abscisico agindo como regulador de crescimento de plantas
(COHEN et al., 2008), oxido nitrico (FIBACH-PALDI et al., 2012) e poliaminas como
espermidina, espermina e cadaverina (CASSAN et al., 2009), aumento na
disponibilidade de nutrientes (HUNGRIA et al., 2010), solubilizagdo do fosfato
(PUENTE et al., 2004; GALINDO et al., 2016), solubilizagcdo de zinco (MUMTAZ et
al., 2017), metabdlitos secundario como os sideréforos, que agem como carreadores
de ferro, aumentando sua disponibilidade para as raizes das plantas (GLASAUER et
al., 2022), fixagédo biologica de nitrogénio (PANKIEVICZ et al., 2015), aumento na
eficiéncia de uso do N (HUNGRIA et al., 2016; GALINDO et al., 2016), biocontrole de
fitopatdgenos e doencas (CORREA et al., 2010), protecéo das plantas contra stress
salino e componentes toxicos do solo (CASSAN; DIAZ-ZORITA, 2016) e melhora a
estabilidade das membranas celulares das folhas e reduz a taxa da absciséo foliar
em condicbes de estresse hidrico (SILVA et al., 2019). A resposta positiva a
inoculagdo vem sendo descrita como a teoria dos mecanismos multiplos,
dependente da interacéo inoculante-planta-ambiente (SALVO et al., 2018).

As BPCPs sdo residentes epifiticas ou endofiticas, ndo patogénicas, que
atuam de forma direta ou indireta promovendo o crescimento das plantas, atuando
também como agentes de controle biolégico de doencas de plantas (MARIANO et
al., 2004). A realizacdo da inoculagdo em culturas ndo leguminosas com BPCPs é
crescente em diversos paises, principalmente na América Latina, em culturas como
o trigo e milho (MARKS et al., 2015; SALVO et al., 2018), arroz (SAHOO et al.,
2014), cana-de-agucar (SCHULTZ et al., 2012; ROSA et al., 2020), sorgo (SANTOS
et al.,, 2017), pastagens (HUNGRIA et al.,, 2016; SAMPAIO et al.,, 2021), alface



32

(MORAES et al., 2018), batata (DEVI et al., 2016), tomate (LIMA et al., 2018), cebola
(HARTHMANN et al., 2010) e meldo (SEIDO et al., 2019). Ensaios conduzidos por
mais de 20 anos, em distintas condi¢des de solo e clima, utilizando a campo com
variadas culturas ndo leguminosas verificou-se que as BPCPs tém potencial em
aumentar a produtividade das culturas em até 30% (FUKAMI et al., 2016; FUKAMI et
al., 2017).

A contribuigdo do uso de microrganismos rizosféricos tem sido enfatizada pela
promogdo do crescimento de plantas, aumento da produtividade das culturas,
controle e/ou reducdo da infeccdo de fitopatdogenos, bem como mitigadores de
estresses de origem bidtica e abidtica (SALVO et al., 2018). Além de ser uma
alternativa econbmica, ecolégica e sustentavel que possibilita o aumento na
eficiéncia de uso dos fertilizantes (GARCIA DE SALAMONE, 2011). De maneira
geral, o funcionamento das BPCPs ocorre devido trés mecanismos principais: 1)
sintese de compostos especificos e fitormdnios para as plantas, 2) facilidade de
aquisicdo de nutrientes do solo e 3) prevencao ou reducdo ao ataque de pragas e
doencas (BASHAN et al.,, 2014; SALVO et al., 2018). As BPCPs apresentam
interacfes associativas com as plantas, em dois principais tipos de associacéo: 1)
associacdo entre plantas e bactérias de vida livre ou rizosféricas e 2) associagao
entre plantas e bactérias diazotroficas endofiticas (TEIXEIRA FILHO; GALINDO,
2019).

Bactérias de vida livre: sdo microrganismos que vivem livremente no solo e
podem eventualmente chegar a colonizar os tecidos dos vegetais, desde que o
ambiente seja favoravel (REIS et al., 2018). De acordo com a vantagem na captacao
de N, os microrganismos diazotréficos de vida livre sdo precursores na colonizacédo
de ambientes escassos deste nutriente dentro dos mais distintos ecossistemas
(KENNEDY; TCHAN, 1992). Como as bactérias do género Azospirillum que tem
como principal caracteristica a capacidade de colonizar as plantas em diferentes
ecossistemas, ocorrendo desde regides articas a tropicais (REED et al., 2011).
Bactérias como a Azospirillum brasilense sdo promotoras de crescimento radicular
pela acao dos AlA, giberelinas e citocininas, que séo produzidos em associagao da
planta com a rizobactéria (TIEN et al., 1979).

Bactérias diazotroficas endofiticas s&o microrganismos que colonizam os
tecidos internos das plantas, sem ocasionar nenhum sintoma de patogenicidade,

promovendo o crescimento da planta hospedeira (KANEKO et al., 2010). Os géneros
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mais comuns de bactérias endofiticas sdo Pseudomonas, Bacillus, Burkholderia,
Stenotrophomonas, Micrococcus, Pantoea e Microbacterium (HALLMANN et al.,
1997; SHI et al., 2014). Todos esses géneros descritos como de bactérias endofitica,
também s&o habitantes comuns da rizosfera.

No interior da planta, bactérias do género Pseudomonas e Bacillus também
desempenham importante papel como BPCPs e inibem o crescimento de alguns
agentes patogénicos por meio de varios mecanismos (COMPANT et al., 2005;
RYAN et al., 2008). As Pseudomonas sdo consideradas o0 grupo mais promissor de
rizobactérias no crescimento de plantas envolvendo o controle biolégico das
doencas em vegetais, além disso, ainda sdo capazes de produzir metabolitos
secundarios como antibioticos, fitormdnios, compostos volateis e sideréforos, sendo
assim, a habilidade dessas bactérias em promover o crescimento de plantas, esta
relacionado principalmente pelo fato desse organismos produzem o AlA e outros
compostos importantes (SIVASAKTHI et al., 2014).

O Bacillus subtilis tem caracteristicas de promocédo de crescimento multiplas,
incluindo capacidade para crescer a niveis mais elevados de estresse alcalino (pH),
além da capacidade de solubilizacdo de fosfato, sendo assim, essa linhagem pode
colonizar eficientemente as raizes do algodao sob solos afetados por sais e ajudar
as plantas na nutricado do fésforo (AHMAD et al., 2018). Esta espécie também é
utilizada em sistema hidrop6nico para o controle de doencas radiculares como o
Pythium aphanidermatum que impossibilita o desenvolvimento radicular, absor¢céo
de agua e nutrientes e por fim leva as plantas a morte, o uso B. subtilis proporcionou

aumento na produtividade em alface hidroponico (CORREA et al., 2010).

2.2 Rizobactérias para melhorar absorcéo e uso de nutrientes pelas plantas

Na literatura existe varios relatos confirmando que Azospirillum spp. produz
fitormbénios que estimulam o crescimento das raizes de diversas espécies de
plantas. Galindo et al. (2016) relataram que sdo bactérias capazes de fixar nitrogénio
atmosférico, aumentar a eficiéncia fotossintética e, ainda, a eficiéncia do uso de
nitrogénio. A aplicacdo de Pseudomonas spp. e Bacillus subitillis promovem melhor
eficiéncia fotossintética e o aumento da produtividade de alface em sistema
hidroponico (CORREA et al., 2010).

Em ensaio realizado in vitro com plantulas de tomate inoculados com B.

amyloliquefaciens, verificaram aumento no crescimento de plantulas, ocorréncia da
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producado de sideroforos e AIA, e também ocorreu a fixacdo biolégica de nitrogénio
(FBN) e a solubilizacdo de fosfato, plantas inoculadas mostraram aumento de
36,27% nos comprimentos de raizes, além de o aumento da massa fresca da
plantula, ocorreu devido ao aumento do desenvolvimento da raiz e a melhora na
absorcdo de nutrientes e agua (ABDALLAH et al.,, 2018). Existem estirpes de
Bacillus solubilizadoras de Zn, as quais solubilizam o Zn nédo disponivel através da
producdo de quelantes, secre¢do de acidos organicos, aminoacidos, vitaminas e
fitormonios, e por meio de sistemas oxido-redutores e extrusdo de protdes
(SARAVANAN et al., 2003). A producédo de acido organico por cepas microbianas é
um dos principais mecanismos de solubilizacdo do Zn, entre estes acidos organicos,
a producdo de acido 2-cetoglucénico e acido glucbnico por BPCP é responséavel pela
solubilizagéo de Zn (FASIM et al., 2002).

As BPCPs do género Pseudomonas tem a capacidade de produzir
compositos secundarios como os siderdforos, que sao produzidos por enzimas
denominadas de peptideo sintetase nao ribossémica (NRPS), que estdo envolvidas
na biossintese ndo-ribossébmica e antibidticos (STACHELHAUSS; MARAHIEL,
1995). Os sideroforos sdo metabdlitos secundario produzidos pelas rizobactérias,
estes metabdlitos e proteinas com a¢ao quelatizante com massa molecular entre 0,4
e 2 KDa, tendo a funcéo de se ligar ao Fe*3, em condicdes de baixa disponibilidade
de ferro, aumentando sua disponibilidade para planta (GLASAUER et al., 2022). A
disponibilidade do ferro no sistema radicular das plantas depende da acdo destes
guelantes organicos, que conserva um apropriado suprimento de ferro por difusédo e
fluxo de massa em concentracdes tdo baixas como 108 M (POWELL et al., 1980).
Como estratégia para a obtencdo do ferro, as bactérias produzem metabdlitos
secundarios que conseguem se ligar ao Fe e transporta-lo para dentro da célula
(PATRIARCA et al., 2002). Esse processo acontece com algumas bactérias que se
relacionam simbioticamente com as plantas.

A presenca de formas assimilaveis de N diminui a atividade da enzima
nitrogenase das bactérias associativas, por outro lado, a producdo de auxinas
compde o mecanismo de sinalizagdo de relacdes simbibtica e associativas entre
bactéria e planta e em solos pobres favorecem a FBN (SANTOYO et al., 2016), o
que explica a maior contribuicio da FBN associativa em condicdes de solos
deficientes em nutrientes. Vale ressaltar que em funcdo da auséncia de estruturas

simbidticas aparentes, as contribuicbes da FBN ocorrem de maneira menos intensa,
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e mais dependente de fatores relacionados ao meio ambiente, como a
disponibilidade de carbono como suprimento energético, disponibilidade hidrica, pH
do solo, da rizosfera e do rizoplano, a composicdo da comunidade microbiana,
dentre outros fatores (ANDREOTE et al., 2014). O A. brasilense foi relatado como
bactéria que aumenta os niveis da atividade da enzima nitrato redutase nas folhas
das plantas, em consequéncia reduz as concentracdes de nitrato nas folhas das

plantas (REIS JUNIOR et al., 2008), sendo este prejudicial para a saude humana.

2.3 Técnicado fluxo laminar de nutriente (NFT) no cultivo da alface

O sistema hidropdnico Nutrient Film Technique - NFT (Técnica do Fluxo
Laminar de Nutriente), caracteriza-se pela aplicacdo e circulagcdo de laminas de
solugdes nutritivas nos canais de cultivo entre as raizes das plantas, com frequéncia
e turnos previamente programados (COOPER, 1996). A alface é a espécie de maior
expressdo no sistema de cultivo NFT, possivelmente por ser a hortalica folhosa de
maior aceitacdo pelos consumidores, apresentar ciclo curto, alta produtividade e
rapido retorno do capital investido (SANTOS, 2000). Adicionalmente, no cultivo
hidropbnico de alface, as plantas geralmente apresentam melhor qualidade e
reducdo acentuada de doencas e pragas, e sua adequabilidade confere producdes
uniformes (HELBEL JUNIOR et al., 2008).

A alface é utilizada na alimentagdo humana em todo mundo, oferecendo
grande importancia em dietas com restricdo caldrica, por conter apenas 15 kcal em
uma porcéo de 100 gramas (BEZERRA NETO et al., 2006). A hortalica contribui com
uma quantidade notavel de compostos polifendlicos, vitaminas A, B1, B2, B6, C, E,
calcio e ferro (ROMANI et al., 2002). E ainda contribui como uma importante fonte de
antioxidantes e possui alta atividade de eliminacdo de radicais, que ¢é
frequentemente creditada como auxiliar na prevencédo de muitas doencas cronicas,
como cancer e doencas cardiovasculares (CARTEA et al., 2011).

O cultivo da alface ocorre, principalmente, em regiées de clima ameno com
temperatura ideal entre 15 e 20 °C (BEZERRA NETO et al., 2005). A temperatura
base para as cultivares do tipo americana gira entorno de 10 °C, e o acumulo
térmico exigido entre 380 a 450 graus-dias, para atingir o ponto de colheita em
ambiente protegido (ARAUJO et al.,, 2005). Temperaturas extremas da solugdo
nutritiva na zona das raizes na alface reduz a absorcdo de agua e nutrientes, em

consequéncia dificultando cultivo de alface por reduzir a translocagéo de nutrientes e
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a eficiéncia do uso dos mesmos pela planta (NELSON, 2012). Uma das maiores
dificuldades do cultivo de alface americana em regido tropical esta relacionada ao
aguecimento da solugéo nutritiva e aumento da taxa de transpiracdo das plantas,
que prejudica o estado hidrico e fisiolégico das plantas, prejudicando seu cultivo
durante a maior parte do ano (DALASTRA, 2017).

Devido a grande quantidade de tipos e cultivares de alface disponiveis no
mercado e ao clima do ambiente produtivo, demandam um constante ajuste em
varios aspectos do sistema NFT, a solugdo nutritiva e sua concentracdo de sais
(condutividade elétrica) tem sido muito discutida em condi¢des tropicais, a absorcao
da solucdo nutritiva pela planta visa o suprimento hidrico e mineral para o
desempenho normal de suas atividades fisioldgicas. Contudo, o aspecto de maior
relevancia € a condutividade elétrica da solucdo nutritiva, que em condi¢cdes de
elevada temperatura prejudicam a absorcdo da solucao nutritiva pelo excesso de
sais, sendo necessario readequar a condutividade utilizada para cada condicdo de
cultivo (DALASTRA, 2017). Em ocasido de elevacdo da concentragdo salina, ocorre
a reducdo do potencial osmoético da solucdo, fazendo com que a planta tenha
dificuldade em absorver agua suficiente para repor a perda por transpiracdo nas
horas mais quentes do dia, levando a morte (SAMARAKOON et al., 2006).

2.4 Utilizacdo de rizobactérias para melhorar a qualidade e produtividade de
alface em sistema hidroponico
Com a intencéo de reduzir o uso de fertilizantes minerais para uma agricultura
sustentavel, sdo necessarios estudos que identificam tecnologias (“ferramentas”)
que facilitam a reducdo de insumos minerais. As rizobactérias podem ser utilizadas
para aumentar a resisténcia a doencas, promover o crescimento por meio de
mecanismos relacionados com a sintese de enzimas e hormdnios que proporcionam
um aumento do desenvolvimento do sistema radicular, assim como da absorgéo de
agua e nutrientes (BUENO et al., 2017). Deste modo, a utlizacdo de novas
tecnologias sustentaveis, visando aumento na produtividade e qualidade de
alimentos se faz imprescindivel na busca de uma agricultura competitiva; nesse
contexto, praticas que busquem mitigar a utilizacdo de insumos e/ou otimizar sua
utilizacdo s&o estratégias que devem ser utilizadas nos sistemas agricolas
(TEIXEIRA FILHO; GALINDO, 2019).
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A utilizacdo de inoculantes contendo bactérias diazotréficas que promovem o
crescimento e incrementam a produtividade de plantas chamam cada vez mais
atencao. As BPCPs foram introduzidas nos sistemas hidropbnico e no campo, por
promoverem efeitos positivos na qualidade e produtividade das plantas (LEE; LEE,
2015). A microflora microbiana pode se desenvolver rapidamente apos o plantio em
sistemas hidropénicos, podendo utilizar os exsudatos de plantas, compostos da
solugdo nutritiva e materiais vegetais mortos para sustentacdo (WAECHTER-
KRISTENSEN et al., 1996). A composi¢cdo da microflora nos sistemas hidroponicos
pode ser afetada pelas fontes dos nutrientes e pelos fatores ambientais (KHALIL;
ALSANIUS, 2001). A utilizacdo de Pseudomonas spp. e Bacillus spp. tém sido
relatado entre os pesquisadores como biocontroladores de doencas radiculares em
alface cultivado em sistemas hidroponicos, entretanto, foi verificado promoc¢éo de
crescimento das plantas aliados ao controle biologico utilizando estas bactérias
(CORREA; BETTIOL, 2009; KHALIL; ALSANIUS, 2009; CORREA et al., 2010;
RAAIJIMAKERS et al., 2010).

Andlise do uso de Pseudomonas spp. no cultivo de alface em sistema
hidroponico, forneceram evidéncias que os acionamentos de mecanismos de defesa
e vias metabdlicas melhoraram o desenvolvimento da alface e sua qualidade
nutricional (LEE et al.,, 2016). Este resultado do estudo fornece conhecimento
importante sobre a relagcdo entre plantas e BPCPs em sistemas hidroponicos. No
cultivo de alface, tomate e pepino hidropbnico com utilizacdo de Pseudomonas spp.
constatou-se aumento no crescimento radicular e no rendimento das culturas
(RANKIN; PAULITZ, 1994). A Bacillus subtilis, € uma bactéria Gram-positiva, bem
conhecida como um potenciador de crescimento de plantas com a capacidade de
diminuir altas concentra¢des de salinidade da agua ou solu¢bes nutritivas (WOITKE
et al.,, 2004). Constatou-se com a inoculacdo de Bacillus subtilis aumento da
eficiéncia do uso da agua e aumento da concentracdo de vitamina C em tomate
(GUL et al., 2008), incremento da produtividade, do didametro e do peso dos
pimentdes e tomates (GARCIA et al., 2004). O Bacillus subtilis esta relacionado
diretamente com a maior eficiéncia da absor¢cdo de zinco, por ser uma bactéria
solubilizadora deste micronutriente (SARAVANAN et al.,, 2003). O uso de
Pseudomonas spp. melhora a eficiéncia da absorcao de fésforo, por serem bactérias
solubilizadoras de fosfato, aumenta a absorcdo de ferro pelas raizes por serem

carreadoras de ferro pela sua afinidade com o micronutriente (SOUZA et al., 2015).
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A utilizacdo de Azospirillum spp. promoveu maior massa fresca e seca das
raizes e da parte aérea, teor de clorofila, area foliar e produtividade de morango em
cultivo hidropdnico (RUEDA et al., 2016). As BPCPs do género Azospirillum mitigam
os efeitos osmoticos e fisioldgicos do estresse salino quando associados ao cultivo
de alface (FASCIGLIONE et al., 2012; FASCIGLIONE et al., 2015). Nao ha relatos
do uso de Azospirillum brasilense via solugdo nutritiva no cultivo de alface
hidropénico; neste sentido, é indispensavel realizar a utilizacdo desta rizobactéria
neste sistema de cultivo. Porém, existem resultados promissores da inoculagéo via
foliar de A. brasilense no cultivo de alface americana hidropénica em regido de clima
tropical, em que esta bactéria promoveu aumento do acumulo de massas,
crescimento, acumulo de nutrientes e redugédo do nitrato foliar (OLIVEIRA et al.,
2022; MOREIRA et al., 2022; GATO et al., 2023), que ocorre principalmente pela
capacidade do A. brasilense de aumentar a atividade da enzima nitrato redutase nas
folhas, que em consequéncia reduz as concentracdes de nitrato nas folhas, o que
tem se tornado uma problematica no cultivo hidropénico de alface (REIS JUNIOR et
al., 2008). Aléem de promover maior crescimento radicular e auxiliar no aumento da
absorcéo de agua e nutrientes, formando plantas com maior qualidade (MOREIRA et
al., 2022).
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3 Capitulo I. RESPOSTA DE ALFACE AMERICANA A DOSES DE
Azospirillum brasilense EM SISTEMA HIDROPONICO

RESUMO: A inoculagdo com Azospirillum brasilense tem sido promissora no
aumento da aquisicdo de nutrientes e de rendimento das plantas, porém pouco
se sabe do efeito deste microrganismo em cultivo hidroponico. Logo,
estabeleceu-se as hipéteses de estimar a dose do inoculante via solucéo
nutritiva com A. brasilense que consiga proporcionar aumento de componentes
produtivos, fisioldgicos, nutricionais, econdémicos na dose correta. O objetivo
deste estudo foi estimar a dose de inoculante com a bactéria A. brasilense que
aumente a produtividade, os componentes produtivos, as trocas gasosas,
nutricdo de plantas e a analise econdmica, assim como a reducdo do nitrato
foliar de alface hidropbnica. A pesquisa foi realizada em casa de vegetal, em
llha Solteira, em sistema hidroponico (Técnica do Fluxo Laminar de Nutriente)
NFT. Utilizou-se o delineamento em blocos ao acaso, com quatro repeticoes.
Os tratamentos foram cinco doses de inoculante com A. brasilense via solucéo
nutritiva (0, 8, 16, 32 e 64 mL 100 L™1). A inoculacdo com A. brasilense na dose
entre 20 e 44 mL proporcionou maior massa fresca e seca da parte aérea e das
raizes, numero de folhas e produtividade de massa fresca das folhas da alface,
além de proporcionar aumento do acumulo de N, P, K, Ca, Mg, S, B, Fe, Mn e
Zn na parte aérea e raizes da alface, com exce¢do do acumulo de Ca das
raizes. O uso de A. brasilense aumentou a integridade das membranas celular,
conteudo relativo de agua, taxa de fotossintese liquida, concentracdo de CO:2
intracelular, clorofila total, condutancia estomatica, transpiracéo e eficiéncia do
uso da agua alface. Houve menor acumulo de NOs e aumento da atividade da
enzima nitrato redutase nas folhas de alface com o aumento das doses de A.
brasilense. A dose de 44 mL 100 L*! do inoculante de A. brasilense
proporcionou maior produtividade de folhas frescas de alface americana
(cultivar Angelina), sendo a dose indicada para conseguir proporcionar a maior
eficiéncia produtiva.

Palavras-Chave: Lactuca sativa; Assimilacdo de carbono; absorcdo de
nutrientes; bactérias promotoras do crescimento de plantas; nitrato redutase,
Técnica do Fluxo Laminar de Nutriente.
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AMERICAN LETTUCE RESPONSE TO DOSES OF Azospirillum brasilense
IN A HYDROPONIC SYSTEM

ABSTRACT: Inoculation with Azospirillum brasilense has been promising in
increasing nutrient acquisition and plant yield, but little is known about the effect
of this microorganism in hydroponic cultivation. Therefore, hypotheses were
established to estimate the inoculant dose via nutrient solution with A.
brasilense that can provide an increase in productive, physiological, nutritional
and economic components at the correct dose. The objective of this study was
to estimate the dose of inoculant with the bacteria A. brasilense that increases
productivity, productive components, gas exchange, plant nutrition and
economic analysis, as well as the reduction of foliar nitrate in hydroponic
lettuce. The research was carried out in a greenhouse in Ilha Solteira, Sao
Paulo state, Brazil, in a hydroponic system NFT, carried out in randomized
blocks with four replications, the treatments were doses of inoculant with A.
brasilense via nutrient solution (0, 8, 16, 32 and 64 mL 100 L1). Inoculation with
A. brasilense at a dose between 20 and 44 mL provided greater fresh and dry
mass of shoots and roots, number of leaves and productivity of fresh mass of
leaves. In addition to providing an increase in the accumulation of N, P, K, Ca,
Mg, S, B, Fe, Mn and Zn in the shoots and roots, with the exception of the
accumulation of Ca in the roots. It also increased the integrity of cell
membranes, relative water content, net photosynthesis rate, intracellular CO:2
concentration, total chlorophyll, stomatal conductance, transpiration and water
use efficiency. There was less accumulation of NOs and an increase in the
activity of the enzyme nitrate reductase in lettuce leaves with increasing doses
of A. brasilense. Inoculation with dose of 44 mL 100 L of the inoculant of A.
brasilense provided greater yield of fresh head lettuce leaves (cultivar
Angelina), being the indicated dose to achieve greater productive efficiency.

Keywords: Lactuca sativa; Carbon assimilation; nutrients uptake; plant growth-
promoting bacteria; nitrate reductase, Nutrient Film Technique.

3.1 INTRODUCAO

A alface € a hortalica folhosa mais produzida e consumida no mundo,
por possuir caracteristicas culinarias desejaveis para consumo "in natura" na
forma de saladas (DALASTRA et al.,, 2020a). A alface americana € uma
hortalica minimamente processada, cada vez mais solicitada para consumo
doméstico, em restaurantes e em fast foods (FAOSTAT, 2022). Devido ao seu
conteudo em vitaminas, minerais e compostos biologicamente ativos como
pigmentos fotossintéticos e fendis, a alface também tem sido reconhecida
como um importante alimento funcional (ARTES; ALLENDE, 2014).
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O sistema de recirculagdo de solugdo nutritiva que ocorre na Nutrient
Film Technique “NFT” em hidroponia proporciona economia no consumo de
agua em relacéo a producdo em solo (CARVALHO et al., 2018). A técnica NFT
proporciona maior eficiéncia no uso da agua, que € essencial para a crise
hidrica global (KAPPEL et al., 2021). No cenério atual, o uso do sistema
hidropbnico como forma de cultivo de hortalicas tem permitido ganhos de
produtividade, versatilidade, precocidade e principalmente melhorias pos-
colheita (DALASTRA et al., 2020b).

A maior concentracdo de nutrientes (condutividade elétrica) na solucao
nutritiva pode reduzir o consumo de agua e aumentar a produtividade e a
precocidade da alface hidropdnica (DALASTRA et al., 2020b). Porém, o
aumento da condutividade elétrica (CE) da solucdo nutritiva pode proporcionar
maior aproveitamento de fertilizantes e concentragdo de nutrientes nas folhas
de alface como o nitrato (NO3’), que é prejudicial & satde humana (TABAGLIO
et al.,, 2020). Solucbes para reduzir o acumulo de NOs na parte aérea das
plantas de alface tem sido estudada, como a inoculagdo com microrganismos
benéficos.

O uso de microrganismos benéficos € uma tecnologia emergente para
melhorar a aquisicdo de nutrientes em hortalicas (OLIVEIRA et al., 2022;
MOREIRA et al.,, 2022; GATO et al.,, 2023). A inoculagdo de Azospirillum
brasilense esta associada ao aumento da atividade da enzima nitrato redutase
nas folhas das plantas; esta enzima tem como principal funcdo reduzir o
nitrogénio (N) nitrico das folhas em proteinas, carboidratos, aminoacidos e
acucares, como consequéncia reduz a concentracdo de nitrato nas folhas
(GEWEHR et al., 2020). A inoculagao foliar de A. brasilense em plantas de
alface hidropbnica promoveu aumento do acumulo de N na parte aérea e a
reducdo do acumulo de NO3  em 44% na parte aérea (MOREIRA et al., 2022).
Também, contribuiu para melhorar a eficiéncia do uso de N e reduzir a
aplicacéo de fertilizantes em 25% em milho e trigo (FUKAMI et al., 2016;
GALINDO et al., 2020).

Com a intencdo de produzir alimentos saudaveis e de qualidade,
amenizando o consumo de fertilizantes, e aumentar a produtividade da alface
em cultivo hidropdnico, justifica-se avaliar a inoculagdo com A. brasilense na

solucéo nutritiva para melhorar o cultivo de alface em sistema hidrop6nico. Pela
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escassez de estudos relacionados a inoculacdo com BPCPs neste sistema de
cultivo, estudos para calibrar a dose ideal do inoculante sdo indispensaveis,
considerando-se 0 baixo custo, facilidade de aplicacdo e ndo ser poluente,
dentre outras. Neste contexto, estabeceu-se as hipoteses de que encontrar as
doses de A. brasilense que proporcione aumento dos componentes produtivos,
fisioldgicos, nutricionais e econdmicos. Portanto, o objetivo deste estudo foi
verificar os efeitos de doses de Azospirillum brasilense via solu¢do nutritiva sob
aspectos fisiolégicos, crescimento, produtividade, econbémicos, nutricdo e
reducdo do nitrato foliar de plantas de alface em sistema hidrop6nico, além do

seu efeito sobre a lucratividade da cultura.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Localizagao e caracterizagdo de cultivo

O sistema de cultivo empregado neste estudo foi o Técnica do Fluxo
Laminar de Nutriente (NFT) de alface hidroponica, desenvolvida em cultivo
protegido com 35% de sombreamento, na Universidade Estadual Paulista -
(UNESP), llha Solteira — SP, com coordenadas geograficas (20°25'07”S 51°
20'31"W) e altitude de 376 m. Os dados meteorolégicos foram coletados da
area externa a estufa de uma estacdo meteorolégica automatica da UNESP,
entre o periodo de 2 de setembro a 4 de outubro de 2021 (Figura 1).
Figura 1 - Condicbes climaticas de umidade relativa do ar (UR), temperatura
maxima (TMaxima), média (TMédia) e minima (TMinima) e radiacdo PAR
(PAR), ocorridas durante a realizacdo do experimento com cultivo de alface

americana (cultivar Angelina), sob hidroponia.
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O sistema hidropbnico utilizado foi o NFT onde o experimento foi
instalado em bancadas individuais de seis metros de comprimento, com 10%
de declividade. Os canais de cultivo foram confeccionados em PVC com secao
retangular de 8 cm de largura e 4 cm de altura e perfuragdes superiores para
acomodar plantas a cada 25 cm (Figura 2). Cada bancada consistia em seis
canais de cultivo distantes 20 cm, com um sistema de bombeamento individual
e um reservatorio de 300 L, com vazdo de 1 L por minuto e periodo de
exposicdo da solucao nutritiva com fluxo continuo.

Figura 2 — Esquema da bancada de condugéo de ensaios com cultivo de alface

americana (cultivar Angelina), llha Solteira, SP, 2021.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Utilizou-se a alface americana (cultivar Angelina), que segundo
informacdes da Sakata (2022), sdo plantas vigorosas, com excelente formacao
de saia, cabecas fechadas, compactas e uniformes em campo aberto e em
hidroponia, nivel moderado de resisténcia a bacteriose, folhas verdes intensas
e brilhantes, seguranca de plantio em periodos de oscilagBes climaticas (alta

adaptacao as condic¢des de cultivo tropical).

3.2.2 Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos ao acaso com
cinco repeti¢cdes, cada unidade experimental foi constituida por quatro plantas
de alface coletadas na bancada aleatoriamente dos quatro canais centrais da
bancada hidropbnica. Os tratamentos foram constituidos de doses do
inoculante de Azospirillum brasilense com as estirpes AbV5 e AbV6 (garantia
de 2x108 Unidades Formadoras de colénia - UFC mL1), nas doses de O
(testemunha néo inoculada), 8, 16, 32 e 64 mL do inoculante liquido para cada
100 litros de solugéo nutritiva, adicionado no dia do transplantio das mudas.

As mudas foram desenvolvidas em bandeja com substrato inerte por 15
dias e, posteriormente, transplantadas para bancadas permanentes do sistema
NTF, onde permaneceram por 31 dias até a colheita. Foi realizada aplicacédo
via solucdo nutritiva de inseticida sistémico com principio ativo imidacloprido
(neonicotinoides), na dose de 0,1 g L de solucdo nutritiva, para o controle de
tripes (Frankliniella schultzei) aos 10 dias apds o transplantio (DAT).

A solucao nutritiva composta por fertilizantes concentrados Hidrogood
Fert Nacional foi utilizada na dose de (0,666 g L) indicada para todas as fases
de desenvolvimento da cultura, com as seguintes concentracdes de nutrientes
(%): 10 de N; 9 de P; 28 de K; 4,3 de S; 3,3 de Mg; 0,06 de B; 0,01 de Cu; 0,05
de Mn; 0,07 de Mo e 0,02 de Zn; também utilizou-se o Nitrato de Calcio na
dose de 0,495 g L' com as seguintes concentracdes de nutrientes (%): 15,5 de
N e 26,5 de Ca; e o Hidrogood Fert Ferro EDDHA 6% de Fe na dose de 0,020
gL

A medicao e correcao da condutividade elétrica (CE) e do pH da solucéo
nutritiva foram realizadas diariamente pela manha, nesta ocasido a CE foi
reajustada para a CE determinada para cada bancada de cultivo com a

reposicao de fertilizantes se necessario. Além disso, foi realizado no 1°, 8°, 16°
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e 24° DAT, a suplementacdo com 35 mg L* de KCI, para melhorar o estado
hidrico das plantas pelo efeito das elevadas temperaturas da regido
(determinacédo realizada em estudos prévios, pois a ndo suplementacdo
proporcionou murcha nas plantas no periodo de maior temperatura diéria)
(Informacéo pessoal).

A condutividade elétrica inicial foi de 1,3 dS m™, cujos valores foram
elevados de acordo com o estadio de cultivo e sua resposta a adubacéo,
conforme descrito por Dalastra (2017), e entdo, aos 11° DAT, elevou a CE
determinada para 1,5 dS m? e, aos 21° DAT, foram elevadas para 1,7 dS m?,
CE que permaneceu até a colheita. Para manter o pH entre 6,0 e 6,5, foi
utilizado acido sulfarico (25%), quando o pH encontava-se acima de 6,5, e
hidréxido de sédio (25%) quando pH abaixo de 6,0. A reposicdo dos
fertilizantes para correcdo da condutividade elétrica e do pH constam nas
Figuras 3A, 3B, 3C, 3D e 3E. O efeito da inoculacdo na solucdo nutritiva
causou elevacdo da CE sem adicdo de nutrientes (possivelmente pela fixacédo
bioldgica de nitrogénio “FBN”) e, desta forma, evitou a reposi¢do de nutrientes
por periodo maior, sendo reportadas as elevacdes didrias da condutividade

elétrica pela inoculacao (Figura 3F).
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Figura 3 — Correcdo do pH e reposi¢do condutividade elétrica (CE) em sistema
hidrop6nico NFT no tratamento controle (A), em cultivo de alface americana
(cultivar Angelina), com a inoculacdo de Azospirillum brasilense via solucéo
nutritiva na dose 8 mL 100 L* (B) 16 mL 100 L* (C), 32 mL 100 L (D), 64 mL
100 L (E) e a elevacdo da CE ocasionada pela inoculacéo (F) no periodo do

experimento.
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3.2.3 Avaliagcdes biométricas

As avaliacdes foram realizadas aos 10, 17, 24 e 31 DAT das mudas de
alface. No momento da colheita de cada avaliacdo foi realizada a colheita da
matéria fresca do sistema radicular e da parte aérea, a seguir, quantificou-se o
comprimento da parte aérea e das raizes, e o indice de clorofila foliar,
utilizando-se clorofilog Falker CFL-1030 (FALKER, 2008). Em seguida, o
material foi enviado para secagem em estufa de ventilagdo forcada a 60 °C por

72 horas, para a obtencdo da matéria seca do sistema radicular e da parte
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aérea. A produtividade da cultura foi baseada na populacdo de plantas de 19,5
plantas m, conforme a equacéo |:

l. Prod = MFF = PP

Prod: produtividade (kg m-?)

MFF: massa fresca das folhas (kg planta™®)

PP: populacédo de plantas (plantas m)

3.2.4 Avaliagfes nutricionais

Apds secagem, pesagem e trituracdo dos materiais vegetais em moinho
tipo Wiley, foram determinados segundo a metodologia de (MALAVOLTA et al.,
1997), as concentracdes de N, P, K, S, Ca, Mg, Cu, Fe, Mn, B e Zn na parte
aérea da alface em todas as épocas de avaliacdes. Nas raizes, a quantificacédo
de nutrientes foi realizada apenas na avaliacdo final (31 dias apds o
transplantio). Na avaliagao final, foi determinado a concentragdo de nitrato e
amonio nas folhas e raizes de acordo com a metodologia descrita por (SILVA,
2009). O acumulo de nutrientes na parte aérea e nas raizes das plantas foi
calculado com base nas respectivas na produtividade de massa seca e
concentragdo de nutrientes nas plantas conforme a equagao II:

. AC = PMS = PP

AC: acumulo de nutrientes (g ou mg m2)

PMS: produtividade de massa seca (kg m)

CN: concentracédo de nutrientes (g ou mg kg?)

3.2.5 Avaliacdes trocas gasosas e estado hidrico da folha

A avaliacdo de trocas gasosas foi realizada em oito plantas por
tratamento, aos 17 e 31 DAT das mudas, no periodo entre as 9 he as 11 h da
manha, em folhas totalmente expandidas localizada na parte mediana da
planta. Para tanto, utilizou-se um analisador de gas infravermelho (Infra Red
Gas Analyser - CIRAS-3, modelo CRS300), sendo as condigfes inicialmente
impostas de 800 ymol m~ s de radiacdo fotossinteticamente ativa (PAR), 380
ppm de CO: e temperatura da céamara em 28 °C. Na ocasido foram
mensuradas a concentracdo interna de carbono (Ci- pmol m? s1), condutancia

estomatica (gs-mol de H20 m2 s), transpiracdo (E- mmol de H20 m? s1) e
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taxa de fotossintese liquida (A- umol de CO2 m?2 s1), a eficiéncia do uso da
agua (EUA- pymol CO2 mol H201).

Na avaliacdo final, foram determinados o conteudo relativo de agua
(CRA) e o indice de integridade de membranas celulares (IIM). O estado da
agua das plantas foi determinado pelo teor de agua relativo da folha (CRA). O

CRA foi calculado de acordo com a equacéo llI:

(MF — MS)

. CRA(%) = [gr—

]*100

Dez discos de folhas de 25 mm de diametro foram coletados as 8 h da
manha (ao amanhecer) de quatro folhas de cada planta, e em seguida, pesado
imediatamente para a determinacdo de massa fresca (MF). Para a medi¢céo de
massa turgida (MT), discos de folhas foram submersos por 12 h em agua
destilada em 25 °C; depois disso, foram secados suavemente em uma toalha
de papel e pesados. As amostras foram entéo secas em estufa a 75 °C por 24
horas e pesadas para determinar a massa seca (MS).

O indice de estabilidade da membrana da folha (1IM), foi determinado de
acordo com Lutts et al. (1996), utilizando-se dez discos foliares (25 mm de
diametro) de quatro folhas da planta, que foram lavadas em agua destilada,
colocadas em tubos contendo 50 mL de &gua deionizada, e mantida a 25 °C
em banho-maria por 6 h. A condutividade elétrica da solugdo foi analisada com
medidor de CE (C1). Posteriormente, as amostras foram colocadas em banho-
maria (100 °C) por 1 h, e a condutividade elétrica (C2) foi avaliada apés
equilibrio a 25 °C. O indice de estabilidade de membranas celulares foi
estimado de acordo com a seguinte equacao 1V:

V. 1M =[1-(5)]+100

3.2.6 Avaliacfes enzimaticas, clorofila, aminoacidos e carboidratos

A atividade da enzima nitrato redutase (NR) in vivo foi determinada de
acordo com a metodologia de Radin (1974). Foram coletadas a 22 e 32 folha
completamente expandidas a partir do apice entre as 9 e 10 h da manha, para
evitar grandes interferéncias da intensidade luminosa sobre a atividade da
enzima e de clorofila foliar. Amostras de tecido foliar fresco foram coletadas e
armazenadas em sacos plasticos e transportadas para o laboratorio em gelo, e

lavadas com agua deionizada. Em seguida, 100 mg de tecido fresco cortado
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em discos foram transferidos para tubos de ensaio contendo 3 mL de solugéo
tampao fosfato pH 7,4 (50 mmol Lt + 200 mmol L' KNO3).

Estas amostras foram infiltradas a vacuo durante 2 min para aumentar a
penetracdo da solugdo nos tecidos. Em seguida, os tubos de ensaio foram
incubados em banho-maria a 33 °C por 30 minutos envoltos em papel aluminio
contra a luz. A reacdao foi interrompida pela adicdo de 1 mL de sulfanilamida a
1% em solucdo de HCI 2 mol L' e, em seguida, 1 mL de solucdo de
naftilenodiamina a 0,05%. O nitrito (NO2) produzido foi medido em
espectrofotometro a 540 nm, utilizando-se uma curva de calibragdo padréo de
nitrito. A atividade da enzima esteve diretamente relacionada com a quantidade
de NO2 e os resultados foram expressos em pmol NO2  g* h ' de massa
fresca (MF).

Os teores de clorofila a (Clo a), b (Clo b), total (Clo t) e carotendides
(CAR) foram determinados usando o agente extrator DMSO. O peso fresco do
tecido foliar (50 mg) foi cortado em fragmentos de 1 mm e incubado em 7 mL
de DMSO no escuro em banho-maria a 65 °C por 30 min (Hiscox; Israelstam
1979). ApoOs as leituras no espectrofotbmetro, os teores dos pigmentos
fotossintéticos foram calculados e expressos em mg g MF. Conforme as
equacobes V, VI, VIl e VIII:

V.  Cloa= (12.70 * ABS663) - (2.69 * ABS645)

VI.  Cloa= (2290 * ABS645) — (4.68 * ABS663)

VIl.  Clot = (20.20 * ABS663) + (8.02 x ABS663)

VIIl.  CAR = ((1000 * ABS470) - (1.29 * Clo a-53.38 * Clo b) + 198)

Os aminoécidos totais foram quantificados com o método da ninidrina
acida (YEMM et al., 1955). Foram utilizados 100 pL do extrato soluvel em agua
com 900 pL de H20, 500 pyL de tampéo citrato, 200 pL de ninidrina a 5% em
metilglicol e 1 mL de solucdo de KCN 0,0002 M. As amostras foram aquecidas
em banho-maria a 100°C por 20 min e colocadas para resfriar em temperatura
ambiente para posterior inclusdo de 1 mL de etanol 60%. A determinacgéo foi
realizada em espectrofotdmetro a A = 570 nm, com o0s resultados expressos em
pumol gt MF.

Os carboidratos totais foram determinados de acordo com o método da
enthrone descrito por Yemm e Willis (1954). 1 mL do extrato solivel em agua

foi adicionado a um tubo de ensaio com 1 mL de solugédo de anthrona (0,2%
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em acido sulfurico), seguido de agitacdo e posterior incubagdo em banho-maria
por 10 min e resfriamento em temperatura ambiente. Em seguida, a
determinacdo foi realizada em espectrofotbmetro em A = 620 nm. A
concentracédo de carboidratos totais foi medida por meio da curva padrdo da
solucéo de glicose e os resultados expressos em pmol gt MF.

3.2.7 Anéalise econdmica

A andlise econbmica foi realizada por meio da estrutura baseada no
Custo Operacional Total (COT) de producao, utilizada pelo Instituto de
Economia Agricola (IEA), segundo Matsunaga et al. (1976), que consiste na
soma dos custos de despesas: operacdes, insumos (fertilizantes, sementes,
agroquimicos, etc.), mdo de obra, maquinarios e sistema de irrigacéao,
denominado Custo Operacional Efetivo (COE). Além disto, o COT considerou
outras despesas e taxas de juros, representando 5,0% do COE (MATSUNAGA
et al., 1976), resultando no custo operacional total (COT), que foi extrapolado

para um m? de estufa de hidroponia.

3.2.8 Anélise estatistica

Como os dados de todas as variaveis apresentaram distribuicdo normal
e variancias homogéneas (Shapiro Wilk-Test), foram submetidos a andlise de
variancia. A significancia dos quadrados médios obtidos na andlise de variancia
foi testada pelo teste F ao nivel de 5% de probabilidade. As médias relativas as
doses de A. brasilense foram ajustados em forma de regressdo a 5% de
probabilidade. Usando o pacote corrplot para avaliar a correlagdo os
componentes produtivos, fisiolégicos e nutricionais usando o software R (R
Core Team 2015).

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Efeito de doses de A. brasilense sobre o crescimento das plantas
N&o se observou efeito significativo (p>0,05) das doses de A. brasilense
sobre o comprimento da parte aérea aos 10, 17 e 24 dias apés o transplantio

(DAT); no entanto, houve efeito significativo (p<0,05) das doses de A.
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brasilense sobre o comprimento da parte aérea e raizes aos 31 DAT. Para o
comprimento das raizes, o efeito das doses do inoculante foi significativo a 1%
(Tabela 1).

Tabela 1 — Analise de variancia (valores de F) calculado para o comprimento
da parte aérea (CPA) e comprimento das raizes (CR) da alface americana
(cultivar Angelina), aos 10, 17, 24 e 31 dias apds o transplantio (DAT), em

funcdo de doses de Azospirillum brasilense via solugéo nutritiva.

CPA CR CPA CR CPA CR CPA CR
v 10 DAT 17 DAT 24 DAT 31 DAT
Bloco 0,20ns 3,14ns  1,63ns 1,39ns  0,67ns 3,0lns  3,33ns 1,73ns
Doses 1,59ns 18,43**  2,63ns 5,65** 1,97ns 13,05** 4,06* 4,83*
CV (%) 8,74 5,19 8,75 8,24 6,34 4,10 2,51 6,62
Linear 0,15ns 47,25  5,13* 9,86** 0,12ns 11,01 9,62** 1,17ns

Quadratica 3,40ns 21,44  0,25ns 3,69ns  7,29* 4,37* 3,30ns 8,56**

ns — nao significativo, * e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade pelo teste F.

Fonte: Elaborado pelo autor.

N&o houve efeito significativo das doses de Azospirillum brasilense
sobre o comprimento da parte aérea das plantas de alface aos 10, e 17 DAT
(Figura 42 e 4C). J4 aos 24 DAT foi observado maior comprimento da parte
aérea calculado de 18,7 cm na dose méxima estimada de 33 mL de A.
brasilense, porém, aos 31 DAT (momento da colheita), verificou-se aumento do
comprimento da parte aérea de acordo com aumento das doses de inoculante
via solucao nutritiva (Figura 4E e 4G). O incremento das doses de A. brasilense
proporcionou aumento do comprimento das raizes aos 17 DAT (Figura 4D).
Houve aumento do comprimento das raizes até a dose do inoculante calculado
de 22, 27 e 33 mL 100 L de A. brasilense com comprimento de 10,5; 27,2 e
30,4 cm aos 10, 24 e 31 DAT, respectivamente (Figuras 4B, 4F e 4H).
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Figura 4 — Comprimento da parte aérea aos 10 dias apds o transplantio - DAT
(A), 17 DAT (C), 24 DAT (E) e 31 DAT (G), e o comprimento das raizes aos 10
DAT (B), 17 DAT (D), 24 DAT (F) e 31 DAT (H) das plantas de alface
americana (cultivar Angelina), em sistema hidropénico NFT em resposta a
doses de Azospirillum brasilense via solugéo nutritiva. + barra de erro padréo.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Observou-se efeito significativo (p<0,01) das doses de A. brasilense
sobre a massa fresca da parte aérea e de raizes aos 17, 24 e 31 DAT, e para
massa fresca da parte aérea aos 10 DAT; porém, ndo houve efeito significativo
(p>0,05) das doses do inoculante sobre a massa fresca das raizes de alface
aos 10 DAT (Tabela 2).
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Tabela 2 — Andlise de variancia dos valores de F calculado para a massa
fresca da parte aérea (MFPA) e massa fresca das raizes (MFR) de alface
americana (cultivar Angelina), aos 10, 17, 24 e 31 dias ap0s o transplantio
(DAT).

MFPA MFR MFPA MFR MFPA MFR MFPA  MFR

mV 10 DAT 17 DAT 24 DAT 31 DAT

Bloco 191ns 0,47ns 0,56ns 150ns 0,26ns 0,65ns 2,25ns 0,33ns
Doses 7,29** 1,60ns 11,40 61,80** 11,04** 7,19** 29,31** 12,92**
CV (%) 8,91 14,73 9,14 6,19 8,16 10,04 4,76 9,51
Linear 0,11ns 1,02ns  42,44*  232,3** 1,82ns 13,49** 105,4** 48,35**

Quadratica 9,30** 0,32ns 0,13ns 10,51** 30,98**  4,22* 10,26** 3,22ns

ns — néo significativo, * e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade pelo teste F.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Houve aumento do acumulo de massa fresca da parte aérea de acordo
com aumento das doses de A. brasilense aos 17 DAT (Figura 5C). Aos 10, 24 e
31 DAT, o A. brasilense promoveu aumento da massa fresca da parte aérea
até as doses de 33, 35 e 61 mL 100 L de solucédo nutritiva com a maior massa
fresca da parte aérea de 9,65; 180,34 e 424,5 g planta?, respectivamente
(Figuras 5A, 5E e 5G). Aos 17 e 24 DAT, a inoculagdo promoveu aumento da
massa fresca das raizes até as doses de 57 e 22 mL com massa fresca de
20,02 e 32,34 g planta?, e aos 31 DAT houve aumento da massa fresca das

raizes com o aumento das doses de A. brasilense (Figuras 5D, 5F e 5H).
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Figura 5 — Massa fresca da parte aérea aos 10 dias ap0s o transplantio - DAT
(A), 17 DAT (C), 24 DAT (E) e 31 DAT (G), e a massa fresca das raizes aos 10
DAT (B), 17 DAT (D), 24 DAT (F) e 31 DAT (H) das plantas de alface
americana (cultivar Angelina), em sistema hidropdnico NFT em resposta a
doses de Azospirillum brasilense via solucéo nutritiva. + barra de erro padréo.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Notou-se efeito significativo (p<0,01) das doses de A. brasilense sobre a
massa seca da parte aérea e de raizes aos 17, 24 e 31 DAT, e para massa
seca das raizes aos 10 DAT. No entanto, ndo houve efeito significativo
(p>0,05) das doses do inoculante sobre a massa seca da parte aérea aos 10
DAT (Tabela 3).
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Tabela 3 — Analise de variancia dos valores de F calculado para a massa seca
da parte aérea (MSPA) e massa seca das raizes (MSR) da alface americana

(cultivar Angelina), aos 10, 17, 24 e 31 dias apoés o transplantio (DAT).

MSPA MSR MSPA MSR MSPA MSR MSPA  MSR

v 10 DAT 17 DAT 24 DAT 31 DAT

Bloco 0,05ns 3,16ns  0,21ns 1,11ns 0,97ns  3,91* 16,02** 1,58ns
Doses 2,24ns  7,86*  574*  4735% 726%  10,86** 14,75** 44,53
CV (%) 9,14 13,14 12,84 10,97 10561 10,58 7,37 5,94
Linear 1,32ns  0,13ns  17,89* 161,8~ 522*  508* 57,30 29,86*

Quadratica 5,10* 30,80** 0,004ns 12,32** 4,78* 21,36** 1,08ns 131,5**

ns — ndo significativo, * e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade pelo teste F.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Constatou maior massa seca da parte aérea calculada de 0,83 e 7,98 g
planta! nas doses calculadas de 36 e 37 mL de A. brasilense, aos 10 e 24
DAT, como houve o aumento da massa seca da parte aérea de acordo com
aumento das doses do A. brasilense aos 17 e 31 DAT (Figuras 6A, 6C, 6E e
6G). Houve aumento de massa seca das raizes inoculado com A. brasilense
até a dose de 34, 25, 41 e 38 mL, com valores de 0,31; 1,17; 1,48 e 2,08 g
planta aos 10, 17, 24 e 31 DAT, respectivamente (Figuras 6B, 6D, 6F e 6H).



66

Figura 6 — Massa seca da parte aérea aos 10 dias ap0s o transplantio - DAT
(A), 17 DAT (C), 24 DAT (E) e 31 DAT (G), e a massa seca das raizes aos 10
DAT (B), 17 DAT (D), 24 DAT (F) e 31 DAT (H) das plantas de alface
americana (cultivar Angelina), em sistema hidropdnico NFT em resposta a
doses de Azospirillum brasilense via solucéo nutritiva. + barra de erro padréo.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Verificou-se efeito significativo (p<0,01) das doses de A. brasilense
sobre a produtividade de folhas frescas e nimero de folhas por planta aos 31
DAT (Tabela 4).
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Tabela 4 — Analise de variancia dos valores de F calculado para a
produtividade de folhas e nimero de folhas por planta de alface americana
(cultivar Angelina), aos 31 dias ap0s o transplantio (DAT), em resposta a doses

de Azospirillum brasilense via solugao nutritiva.

Produtividade de folhas Numero de folhas
Y 31 DAT
Bloco 2,25ns 1,62ns
Doses 29,31** 4,19*
CV (%) 4,76 7,94
Linear 105,4** 5,89*
Quadratica 10,26** 8,33**

ns — no significativo, * e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade pelo teste F.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Houve o aumento da produtividade e do numero de folhas de alface
guando inoculado com A. brasilense na dose de 44 e 20 mL 100 L de solucéo
nutritiva, respectivamente, cuja produtividade méaxima calculada foi de 7,88 kg
m? de massa fresca de alface americana (Figura 7A). O nimero maximo de
folhas calculado foi de 20,5 folhas planta™, cujo maior nimero de folhas resulta

em maior aproveitamento da planta para confeccionar saladas (Figura 7B).

Figura 7 — Produtividade de massa fresca (A) e numero de folhas (B) das
plantas de alface americana (cultivar Angelina), em sistema hidroponico NFT
em resposta a doses de Azospirillum brasilense via solucéo nutritiva. + barra de
erro padréo.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Constatou-se efeito significativo (p<0,01) das doses de A. brasilense
sobre o indice de clorofila foliar (ICF) aos 10, 17 e 24 DAT? a (p<0,05) na 31
DAT (Tabela 5).
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Tabela 5 — Andlise de variancia dos valores de F calculado para o indice de
clorofila foliar da alface americana (cultivar Angelina), aos 10, 17, 24 e 31 dias
apos o transplantio (DAT), em resposta a doses de Azospirillum brasilense via
solugao nutritiva.

indice de clorofila foliar (ICF)

-V 10 DAT 17 DAT 24 DAT 31 DAT
Bloco 1,16ns 0,95ns 0,23ns 2,07ns
Doses 17,09** 6,70** 6,92** 3,61*
CV (%) 8,40 12,07 8,58 7,72
Linear 18,10** 20,02** 7,59* 0,18ns
Quadratica 42,50** 4,16* 17,74** 9,95**

ns — no significativo, * e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade pelo teste F.
Fonte: Elaborado pelo autor.

A inoculacdo com A. brasilense proporcionou aumento do indice de
clorofila foliar (ICF), porém houve redugcdo nas maiores doses nas quatro
épocas de avaliacdes, com o maior ICF nas doses de 38, 52, 27 e 34 mL 100 L
!, e valores de ICF maximo calculado de 47, 45, 40 e 28 aos 10, 17, 24 e 31
DAT, respectivamente (Figuras 8A, 8B, 8C e 8D).

Figura 8 — indice de clorofila foliar (ICF) aos 10 dias ap0s o transplantio - DAT
(A), 17 DAT (B), 24 DAT (C) e 31 DAT (D) das plantas de alface americana
(cultivar Angelina), em sistema hidroponico NFT em resposta a doses de
Azospirillum brasilense via solugéo nutritiva. £ barra de erro padrao.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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3.3.2 Efeito de doses de A. brasilense sobre o acumulo de nutrientes na
parte aérea
Houve efeito significativo (p<0,01) das doses de A. brasilense sobre o
acumulo de N e P na parte aérea aos 17, 24 e 31 DAT, que nao foi significativo
(p>0,05) aos 10 DAT (Tabela 6).
Tabela 6 — Andlise de variancia dos valores de F calculado para a acumulo de
N e de P na parte aérea das plantas de alface americana (cultivar Angelina),
aos 10, 17, 24 e 31 dias apos o transplantio (DAT).

N P N P N P N P
v 10 DAT 17 DAT 24 DAT 31 DAT
Bloco 0,10ns 0,07ns 0,36ns  0,21ns 1,39ns 1,77ns  4,28* 11,82*
Doses 2,68ns 1,46ns 7,72** 5,61** 6,85** 6,82** 5,63**  23,39**
CV (%) 9,63 10,05 12,53 13,23 11,01 10,66 10,24 7,65
Linear 127ns 0,38ns 26,31* 19,82** 0,0lns 0,002ns 4,03ns 22,49**

Quadratica 5,57* 3,44ns  034ns 1,32ns 4,88* 4,34~ 13,32**  63,75**

ns — ndo significativo, * e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade pelo teste F.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Notou-se aumento dos acumulos de nitrogénio (N) e fésforo (P) na parte
aérea das plantas de alface americana hidropbnico de acordo com o
incremento das doses de A. brasilense aos 17 DAT (Figuras 9C e 9D). A dose
de A. brasilense calculada que proporcionou maior acumulo de N foi de 39, 35
e 37 mL 100 L na 10, 24 e 31 DAT, com acumulo de 0,91; 7,36 e 9,45 g m?
de nitrogénio na parte aérea das plantas de alface, respectivamente (Figuras
9A, 9E e 9G). Aos 10 DAT néo foi verificado efeito significativo das doses de A.
brasilense sob o acumulo de P na parte aérea (Figura 9B). Porém, o acumulo
de P na parte aérea maximo calculado foi de 0,14; 1,02 e 2,24 g m* nas doses
de A. brasilense calculada de 35 e 38 mL aos 24 e 31 DAT, respectivamente
(Figuras 9F e 9H).
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Figura 9 — Acumulo de nitrogénio na parte aérea aos 10 dias ap6s o
transplantio - DAT (A), 17 DAT (C), 24 DAT (E) e 31 DAT (G), e o acumulo de
fésforo na parte aérea aos 10 DAT (B), 17 DAT (D), 24 DAT (F) e 31 DAT (H)
das plantas de alface americana (cultivar Angelina), em sistema hidropénico
NFT em resposta a doses de Azospirillum brasilense via solucdo nutritiva.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O fornecimento de nitrogénio na dose 0 mL 100 L* foi maior que o
acumulo de nitrogénio em todas as plantas cultivadas nestes tratamentos,
demonstrando baixa eficiéncia do uso dos fertilizantes nitrogenados, como

ocorreu na maior dose (64 mL) onde o A. brasilense em excesso competiu com
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as plantas pelo fertilizante fornecido. Por outro lado, nas doses de 8, 16 e 32
mL de A. brasilense observou-se maior acimulo de N nas plantas (10, 12 e
6%, respectivamente) em relacdo ao nitrogénio fornecido via solu¢do nutritiva
(Figura 10).

Figura 10 — Acumulo de nitrogénio total nas plantas de alface americana
(cultivar Angelina), em toda bancada de cultivo hidropdnico e o fornecimento
total de nitrogénio via solugdo nutritiva em todo periodo de cultivo em resposta
a doses de Azospirillum brasilense via solucéo nutritiva.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Houve efeito significativo (p<0,01) das doses de A. brasilense sobre o
acumulo de K na parte aérea nas quatro épocas de avaliacdes e de acumulo
de S aos 10 e 17 DAT, e efeito significativo (p<0,05) para o acumulo de S aos
24 e 31 DAT (Tabela 7).

Tabela 7 — Andlise de variancia dos valores de F calculado para a acimulo de
K e de S na parte aérea das plantas de alface americana (cultivar Angelina),
aos 10, 17, 24 e 31 dias apods o transplantio (DAT).

K S K S K S K S
v 10 DAT 17 DAT 24 DAT 31 DAT
Bloco 0,65ns 0,10ns  0,18ns 0,27ns  0,79ns 1,39ns  7,77**  3,82*
Doses 12,28 7,89%  7,69* 6,83 13,147 441*  624*  411*
CV (%) 16,33 10,83 19,90 12,21 19,53 11,85 1220 13,29
Linear 20,25 1,68ns  24,28* 19,98~ 10,41* 134ns 7,95  12,04**

Quadratica 22,82** 16,08** 0,50ns 1,07ns 3,80ns  7,59**  11,85** 3,19ns

ns — ndo significativo, ** significativo a 1% de probabilidade pelo teste F. Fonte: Elaborado pelo

autor.
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Verificou-se aumento do acumulo de K na parte aérea de alface de
acordo com o incremento das doses de A. brasilense aos 17 e 24 DAT em
sistema hidroponico (Figuras 11C e 11E). Este comportamento foi verificado
para 0 aumento do acumulo de S na parte aérea das plantas de alface de
acordo com aumento das doses do inoculante aos 17 e 31 DAT (Figuras 11D e
11H). O maior acimulo de K na parte aérea calculado foi de 1,08 e 10,61 g m-?
nas respectivas doses maximas calculadas de 45 e 38 mL aos 10 e 31 DAT,
respectivamente (Figuras 11A e 11G). A dose calculada de A. brasilense que
proporcionou maior acimulo de S na parte aérea das plantas aos 10 e 24 DAT
foi de 40 e 24 mL, favorecendo o acumulo maximo calculado de S, que foi de
0,05 e 0,55 g m?, respectivamente (Figuras 11B e 11F).

Figura 11 — Acumulo de potassio na parte aérea aos 10 dias apés o
transplantio - DAT (A), 17 DAT (C), 24 DAT (E) e 31 DAT (G), e o acumulo de
enxofre na parte aérea aos 10 DAT (B), 17 DAT (D), 24 DAT (F) e 31 DAT (H)
das plantas de alface americana (cultivar Angelina), em sistema hidroponico
NFT em resposta a doses de Azospirillum brasilense via solucdo nutritiva.
barra de erro padrao.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Constatou-se efeito significativo (p<0,01) das doses de A. brasilense
sobre o acumulo de Mg na parte aérea nas quatro épocas de avaliacdes e do
acumulo de Ca aos 10, 17 e 24 DAT, e significativo (p<0,05) para o acumulo de
Ca na 31 DAT (Tabela 8).

Tabela 8 — Andlise de variancia dos valores de F calculado para a acumulo de
Ca e de Mg na parte aérea das plantas de alface americana (cultivar Angelina),

aos 10, 17, 24 e 31 dias apods o transplantio - DAT.

- Ca Mg Ca Mg Ca Mg Ca Mg

10 DAT 17 DAT 24 DAT 31 DAT
Bloco 0,05ns 1,06ns  0,12ns 0,16ns  1,28ns 1,07ns  4,55*  9,96**
Doses 24,96  16,10** 10,89**  6,34* 7,54** 10,26** 5,09* 9,61**
CV (%) 12,54 13,05 19,02 17,53 28,47 17,36 15,44 10,41
Linear 28,27 16,20** 29,39**  20,30** 10,99** 4,57* 0,25ns 9,33**

Quadratica 58,46**  25,82** 8,62* 1,61lns 5,51* 1,84ns  7,24** 19,79**

ns — ndo significativo, * e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade pelo teste F.

Fonte: Elaborado pelo autor.

O aumento do acumulo de calcio (Ca) e magnésio (Mg) na parte aérea
ocorreu até a dose calculada de 38 e 32 mL com o acumulo méaximo de 0,23 e
0,1 g m? aos 10 DAT, respectivamente (Figuras 12A e 12B). O mesmo
comportamento foi verificado aos 31 DAT, com acumulo méximo calculado de
Ca e Mg de 4,48 e 1,18 g m2 com as doses calculadas de 37 e 32 mL 100 L,
respectivamente (Figuras 12G e 12H). Aos 17 e 24 DAT o maior acumulo de
Ca calculado foi de 1,83 e 3,159 m? nas doses estimadas de 63 e 48 mL de A.
brasilense, respectivamente (Figura 12C e 12E). Por outro lado, observou
aumento dos acumulos de Mg a parte aérea das plantas de alface de acordo
com aumento do fornecimento do A. brasilense aos 17 e 24 DAT,

respectivamente (Figuras 12D e 12F).
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Figura 12 — Acumulo de célcio na parte aérea aos 10 dias apés o transplantio -
DAT (A), 17 DAT (C), 24 DAT (E) e 31 DAT (G), e o acumulo de magnésio ha
parte aérea aos 10 DAT (B), 17 DAT (D), 24 DAT (F) e 31 DAT (H) das plantas
de alface americana (cultivar Angelina), em sistema hidroponico NFT em

resposta a doses de Azospirillum brasilense via solugédo nutritiva. £ barra de
erro padrao.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Houve efeito significativo (p<0,01) das doses de A. brasilense sobre o
acumulo de Cu na parte aérea aos 31 DAT, assim como do acumulo de B aos
10 e 17 DAT, e efeito significativo (p<0,05) para o acumulo de B aos 10 e 24
DAT. Para o acumulo de Cu aos 10, 17 e 24 DAT, ndo se observou efeito
significativo (p>0,05) (Tabela 9).
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Tabela 9 — Analise de variancia dos valores de F calculado para a acumulo de
B e de Cu na parte aérea das plantas de alface americana (cultivar Angelina),
aos 10, 17, 24 e 31 dias ap0s o transplantio (DAT).

B Cu B Cu B Cu B Cu
Y 10 DAT 17 DAT 24 DAT 31 DAT
Bloco 0,18ns 0,0lns 0,18ns 2,77ns  0,12ns 2,62ns  14,51** 0,16ns
Doses 5,29* 1,083ns  25,93* 1,86ns 4,03* 2,05ns  11,18** 11,11*
CV (%) 20,37 16,70 10,56 21,87 19,09 24,23 11,08 7,27
Linear 4,77* 0,10ns  6,01* 2,50ns 15,74* 3,6lns 8,10  6,24*

Quadratica 1,48ns 1,82ns 24,23* 3,26ns 0,04ns 0,07ns  31,79** 19,45**

ns — no significativo, * e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade pelo teste F.
Fonte: Elaborado pelo autor.

N&ao foi observado efeito significativo das doses de A. brasilense sobre o
acumulo de Cu aos 17 DAT (Figura 13D). O acumulo de B na parte aérea das
plantas de alface aumentou conforme o incremento da dose de A. brasilense
via solucdo nutritiva aos 10 DAT (Figura 13A), o0 mesmo comportamento foi
verificado para o acumulo Cu com aumento do fornecimento do A. brasilense
na 24 DAT (Figura 13F). O maior acumulo de B na parte aérea calculado na 17,
24 e 31 DAT foi de 1,58; 2,57 e 6,48 mg m2, na dose calculada de 30, 26 e 37
mL de inoculante, respectivamente (Figuras 13C, 13E e 13G). Aos 10 e 31
DAT, o maximo acUumulo de Cu calculado foi de 0,34 e 6,1 mg m?,
respectivamente, nas doses calculadas de 33 e 40 mL do inoculante de A.
brasilense (Figuras 13B e 13H).
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Figura 13 — Acamulo de boro na parte aérea aos 10 dias apds o transplantio -
DAT (A), 17 DAT (C), 24 DAT (E) e 31 DAT (G), e o acumulo de cobre na parte
aérea aos 10 DAT (B), 17 DAT (D), 24 DAT (F) e 31 DAT (H) das plantas de
alface americana (cultivar Angelina), em sistema hidropénico NFT em resposta
a doses de Azospirillum brasilense via solugéo nutritiva. £ barra de erro padrao.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Notou-se efeito significativo (p<0,01) das doses de A. brasilense sobre

0s acumulos de Zn e Fe na parte aérea nas quatro épocas de avaliagbes
(Tabela 10).
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Tabela 10 — Andlise de variancia dos valores de F calculado para a acumulo de
Fe e de Zn na parte aérea das plantas de alface americana (cultivar Angelina),
aos 10, 17, 24 e 31 dias apos o transplantio - DAT.

Fe Zn Fe Zn Fe Zn Fe Zn
Y 10 DAT 17 DAT 24 DAT 31 DAT
Bloco 0,77ns 0,05ns  1,02ns 0,37ns  2,36ns 0,27ns  9,70*  6,80**
Doses 5,56** 16,01** 16,37** 9,18**  6,96** 18,56** 14,80* 8,36**
CV (%) 28,89 10,51 31,96 17,53 22,80 10,10 8,34 10,07
Linear 3,94ns 11,97 58,79** 9,99**  1,13ns 4,72* 0,10ns 4,87*

Quadratica 10,76**  38,02** 4,50ns  4,09* 23,04**  4,48* 22,60** 17,69**

ns — ndo significativo, * e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade pelo teste F.
Fonte: Elaborado pelo autor.

O aumento das doses de A. brasilense proporcionou incremento do
acumulo de ferro (Fe) na parte aérea das plantas de alface na 17 DAT (Figura
14C). O maior acumulo de Fe calculado foi de 11,75; 147,77 e 423,27 mg m™
nas doses de A. brasilense calculada de 41, 31 e 32 mL 100 L na 10, 24 e 31
DAT, respectivamente (Figuras 14A, 14E e 14G). Acumulo maximo calculado
de zinco (Zn) na parte aérea das plantas de alface foram de 2,66; 17,66; 37,48
e 50,24 mg m* nas doses calculadas de 36, 35, 31 e 37 mL de A. brasilense na
10, 17, 24 e 31 DAT, respectivamente (Figuras 14B, 14D, 14F e 14H).
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Figura 14 — Acumulo de ferro na parte aérea aos 10 dias ap6s o transplantio -
DAT (A), 17 DAT (C), 24 DAT (E) e 31 DAT (G), e o0 acumulo de zinco na parte
aérea aos 10 DAT (B), 17 DAT (D), 24 DAT (F) e 31 DAT (H) das plantas de
alface americana (cultivar Angelina), em sistema hidropénico NFT em resposta
a doses de Azospirillum brasilense via solugéo nutritiva. £ barra de erro padrao.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Houve efeito significativo (p<0,01) das doses de A. brasilense sobre o

acumulo de Mn na parte aérea nas quatro épocas de avaliacOes (Tabela 11).
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Tabela 11 — Andlise de variancia dos valores de F calculado para a acumulo de
Mn na parte aérea das plantas de alface americana (cultivar Angelina), aos 10,
17, 24 e 31 dias apos o transplantio (DAT).

Acumulo de Mn na parte aérea

v 10 DAT 17 DAT 24 DAT 31 DAT
Bloco 0,03ns 0,37ns 0,33ns 4,13*
Doses 16,67 14,33 9,55%* 9,60**
CV (%) 10,96 16,27 10,81 13,33
Linear 21,26% 16,97 1,73ns 32,54**
Quadrética 43,98** 4,92* 4,76* 4,07ns

ns — ndo significativo, * e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade pelo teste F.

Fonte: Elaborado pelo autor.

A dose de A. brasilense calculada que proporcionou o maior acumulo de
manganés (Mn) foi de 38, 32 e 31 mL 100 L* com acimulo méaximo calculado
de 4,99; 29,54 e 49,31 mg m? na 10, 17 e 24 DAT, respectivamente (Figura
15A, 15B e 15C). Porém, na ultima avaliagdo houve aumento do acumulo de
Mn de acordo com incremento da dose de A. brasilense na solugdo nutritiva
(Figura 15D).

Figura 15 — Acumulo de manganés na parte aérea aos 10 dias apos o
transplantio - DAT (A), 17 DAT (B), 24 DAT (C) e 31 DAT (D) das plantas de
alface americana (cultivar Angelina), em sistema hidropénico NFT em resposta
a doses de Azospirillum brasilense via solugéo nutritiva. £ barra de erro padrao.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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3.3.3 Efeito de doses de A. brasilense sobre o acumulo de nutrientes nas
raizes
Constatou-se efeito significativo (p<0,01) das doses de A. brasilense
sobre os acumulos de N, P, K, S e Mg nas raizes da alface aos 31 DAT, e ndo
significativo (p>0,05) para o acumulo de Ca na 31 DAT (Tabela 12).
Tabela 12 — Andlise de variancia dos valores de F calculado para a acumulo de
N, de P, de K, de S, de Ca e de Mg nas raizes das plantas de alface americana

(cultivar Angelina), na 31 dias apés o transplantio (DAT).

N P K S Ca Mg

F.V.
31 DAT

Bloco 0,55ns 3,63* 0,65ns 1,32ns 0,15ns 2,33ns
Doses 45,84** 5,91 ** 50,08** 15,70** 0,40ns 9,47**
CV (%) 9,64 9,48 8,22 12,65 20,34 10,70
Linear 45,45%* 4,68ns 72,01** 22,53* 0,006ns 7,35*
Quadratica 3124,5** 18,50** 73,79%* 38,18** 0,23ns 29,21**

ns — nao significativo, * e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade pelo teste F.

Fonte: Elaborado pelo autor.

N&o se observou efeito significativo das doses de A. brasilense sobre o
acumulo de Ca nas raizes (Figura 16E). O acamulo maximo calculado de N nas
raizes das plantas de alface foi de 1,36 g m? na dose de A. brasilense
calculada de 37 mL 100 L na solugdo nutritiva (Figura 16A). A dose calculada
de 35 mL proporcionou o acumulo maximo calculado de P de 0,37 g m2 nas
raizes (Figura 16B). Com a dose calculada de 41 mL de A. brasilense
proporcionou maior acumulo de K nas raizes das plantas de alface (1,02 g m)
aos 31 DAT (Figura 16C). O acumulo maximo calculado de S foi de 0,41 g m?
nas raizes de alface americana na dose de 47 mL (Figura 16D). Houve
aumento do acumulo de Mg até a dose calculada de 35 mL com acumulo

maximo de 0,32 g m nas raizes das plantas de alface americana (Figura 16F).
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Figura 16 — Acumulo de nitrogénio nas raizes (A), fésforo (B), potassio (C),
enxofre(D), célcio (E) e magnésio (F) das plantas de alface americana (cultivar
Angelina), em sistema hidropdnico NFT em resposta a doses de Azospirillum
brasilense via solucao nutritiva. + barra de erro padréo.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Constatou-se efeito significativo (p<0,01) das doses de A. brasilense
sobre os acumulos de B, Cu, Fe, Mn e Zn nas raizes na 31 DAT (Tabela 13).
Tabela 13 — Andlise de variancia dos valores de F calculado para a acumulo de
B, de Cu, de Fe, de Mn e de Zn nas raizes das plantas de alface americana
(cultivar Angelina), na 31 dias apés o transplantio - DAT.

B Cu Fe Mn Zn

F.V.
31 DAT

Bloco 0,42ns 0,61ns 1,16ns 0,73ns 3,27ns
Doses 61,39** 25,67** 23,46** 28,05** 30,17**
CV (%) 8,76 6,75 7,36 8,85 7,77
Linear 223,5** 85,89** 16,30** 27,75** 6,06*
Quadratica 16,80** 14,96** 73,90** 78,35** 113,5**

ns — néo significativo, * e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade pelo teste F.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Foi verificado o maior acumulo de B e Cu estimado de 1,57 e 20,63 mg
m-2 nas raizes nas doses calculadas de 69 e 53 mL 100 L de A. brasilense,
respectivamente (Figuras 17A e 17B). Os acumulos de Fe e Mn nas raizes
foram maiores na dose de 37 mL de A. brasilense com acumulo de Fe de
133,26 mg m2 e de Mn de 10,42 mg m2 de alface americana (Figuras 17C e
17D). O maior acumulo de Zn foi verificado na dose estimada de 35 mL com
acumulo de 10,72 mg m de Zn nas raizes de alface (Figura 17E).

Figura 17 — Acumulo de boro nas raizes (A), cobre (B), ferro (C), manganés (D)
e zinco (E) das plantas de alface americana (cultivar Angelina), em sistema
hidropdnico NFT em resposta a doses de Azospirillum brasilense via solugéo
nutritiva. £ barra de erro padrao.
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3.3.4 Efeito das doses de A. brasilense sobre as trocas gasosas e
clorofila foliar
Reportou-se efeito significativo (p<0,01) das doses de A. brasilense
sobre a concentracéo foliar de clorofila a (Clo a), clorofila b (Clo b), clorofila
total (Clo t) e carotenoides (CAR) aos 31 DAT (Tabela 14).
Tabela 14 — Andlise de variancia dos valores de F calculado para a
concentracdo de clorofila a (Clo a), de clorofila b (Clo b), de clorofila total (Clo t)
e de carotendides (CAR) nas folhas das plantas de alface americana (cultivar
Angelina), aos 31 dias apos o transplantio - DAT.

Clo a Clob Clot CAR

F.V.
31 DAT

Bloco 0,97ns 0,32ns 0,76ns 0,96ns
Doses 67,49** 15,91** 72,20%* 74,35%*
CV (%) 3,89 7,24 3,69 4,02
Linear 12,03** 1,19ns 12,54** 20,74**
Quadratica 127,4** 17,01** 130,5** 72,69**

ns — néo significativo, * e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade pelo teste F.
Fonte: Elaborado pelo autor.

As maiores concentragdes foliares calculadas de Clo a, Clo b, Clo t e
CAR foram de 1,21, 0,18, 1,28 e 0,31 mg g* MF na dose estimada de 37, 35,

27 e 32 mL de A. brasilense via solucdo nutritiva, respectivamente (Figuras
18A, 18B, 18C e 18D).

Figura 18 — Concentracéo foliar de clorofila a (A), clorofila b (B), clorofila total
(C) e carotenoides (D) aos 31 dias apds o transplantio das plantas de alface
americana (cultivar Angelina), em sistema hidroponico NFT em resposta a
doses de Azospirillum brasilense via solucéo nutritiva. + barra de erro padrao.
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Houve efeito significativo (p<0,01) das doses de A. brasilense sobre a
concentracdo interna de carbono, condutancia estomatica, transpiracéo e taxa
de fotossintese liquida da alface aos 17 e 31 DAT (Tabela 15).

Tabela 15 — Analise de variancia dos valores de F calculado para concentracéo
interna de carbono (Ci), condutancia estomatica (gs), transpiracéo (E) e taxa de
fotossintese liquida (A) nas folhas das plantas de alface americana (cultivar

Angelina), na 17 e 31 dias ap0s o transplantio - DAT.

Ci gs A E Ci gs A E
mV 17 DAT 31 DAT
Bloco 1,69ns  2,78ns 1,55ns 1,49ns 0,54ns 0,74ns 0,60ns 0,50ns
Doses 15,07 32,06**  104,11** 6,67** 9,39** 36,93** 37,04** 8,47**
CV (%) 2,22 7,49 3,73 3,96 8,36 9,70 10,94 8,55
Linear 53,27 124,90** 206,3** 5,88* 14,50** 15,40** 1,89ns 13,75**

Quadratica  5,26* 3,33ns 122,32** 19,47** 4,89* 102,9** 43,24** 13,05**

ns — nao significativo, * e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade pelo teste F.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Notou-se 0 aumento da condutancia estomatica (gs) aos 17 e 31 DAT e
da taxa de fotossintese liquida aos 31 DAT das mudas de acordo com aumento
das doses de inoculante de Azospirillum brasilense na solugdo nutritiva
(Figuras 19B, 19F e 19G). O aumento da concentracdo subestomatica de gas
carbdnico (Ci) ocorreu até a dose calculada de A. brasilense de 30 e 39 mL 100
L1, com concentragdo maxima calculada de 289 e 373 umol CO2 moltar?! aos
17 e 31 DAT respectivamente (Figuras 19A e 19E).

A dose de A. brasilense calculada que proporcionou maior taxa de
fotossintese liquida (A) foi de 39 mL com maxima A calculada de 21 pmol CO2
m2 st aos 17 DAT (Figura 19C). Houve um aumento da taxa de transpiragéo
foliar (E) até a dose de A. brasilense calculada de 31 e 42 mL, com E maximo
calculado de 9,8 e 11,22 mmol H20 m? s aos 17 e 31 DAT, respectivamente
(Figuras 19D e 19H).
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Figura 19 — Trocas gasosas foliares na concentracdo subestomatica de gas
carbbnico (Ci) aos 17 dias apods o transplantio - DAT (A) e aos 31 DAT (E),
condutancia estomatica (gs) aos 17 DAT (B) e aos 31 DAT (F), taxa de
fotossintese liquida (A) aos 17 DAT (C) e aos 31 DAT (G), transpiracédo (E) aos
17 DAT (D) e aos 31 DAT (H) plantas de alface americana (cultivar Angelina),
em sistema hidropdnico NFT em resposta a doses de Azospirillum brasilense
via solucao nutritiva. = barra de erro padréo.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Houve efeito significativo (p<0,01) das doses de A. brasilense sobre a
eficiéncia do uso da agua aos 17 e 31 DAT, conteudo relativo de agua e indice
de integridade de membranas foliares aos 31 DAT (Tabela 16).
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Tabela 16 — Analise de variancia dos valores de F calculado para eficiéncia do
uso da agua (EUA) nas folhas das plantas de alface na 17 e 31 dias apds o
transplantio (DAT e para o conteudo relativo de agua (CRA) e indice de
integridade de membranas (IIM) nas folhas das plantas de alface americana
(cultivar Angelina), aos 31 DAT.

EUA EUA CRA IIM
Y 17 DAT 31 DAT
Bloco 1,99ns 1,64ns 1,94ns 0,94ns
Doses 59,96** 22,53** 20,19** 66,53**
CV (%) 5,32 10,10 4,38 1,29
Linear 114,02** 32,14** 51,25* 2,93ns
Quadratica 539,92** 22,17** 7,03* 192,85**

ns — néo significativo, * e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade pelo teste F.
Fonte: Elaborado pelo autor.
Constatou-se aumento da eficiéncia do uso da agua (EUA) de acordo

com o incremento das doses de A. brasilense via solugao nutritiva aos 17 e 31
DAT (Figuras 20A e 20B). O maior conteudo relativo de agua foliar (CRA)
calculado foi verificado na dose de A. brasilense de 22,9 mL 100 L com CRA
méaximo calculado de 94 % de agua nas folhas (Figura 20C). Houve aumento
do indice de integridade de membranas celulares das folhas (IIM) até a dose
calculada de A. brasilense de 36 mL 100 L com IIM méaximo calculado de

94,7% de membranas integras nas folhas (Figura 20D).
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Figura 20 — Trocas gasosas foliares aos na eficiéncia do uso da agua (EUA)
aos 17 dias apos o transplantio - DAT (A) e aos 31 DAT (B), e do estado hidrico
das folhas no conteudo relativo de &gua das folhas (C) e o indice de
integridade de membranas celulares das folhas (D) das plantas de alface
americana (cultivar Angelina), em sistema hidropdnico NFT em resposta a
doses de Azospirillum brasilense via solucéo nutritiva. + barra de erro padréo.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
3.3.5 Efeito de doses de A. brasilense sobre a atividade da enzima nitrato

redutase e do acamulo de nitrato

Houve efeito significativo (p<0,01) das doses de A. brasilense sobre os
acumulos de nitrato e amébnio na parte aérea e raizes, concentracdo de
aminoécidos e carboidratos totais e na atividade da enzima nitrato redutase aos
31 DAT (Tabela 17).
Tabela 17 — Andlise de variancia dos valores de F calculado o acumulo de
nitrato (NO3) e aménio (NH4*) na parte aérea e nas raizes, concentracdo de
aminoacidos totais (AT), carboidratos totais (CT) e na atividade da enzima
nitrato redutase (NR) nas folhas das plantas de alface americana (cultivar

Angelina), aos 31 dias ap6és o transplantio (DAT).

NOs- NH4* NOs NH4* AT CT NR
v Parte aérea Raizes Foliar
Bloco 6,06** 6,51** 0,35ns 1,79ns  0,33ns 0,11ns 1,23ns
Doses 9,28** 68,65** 11,09*  23,71** 12,46**  26,63* 384,7*
CV (%) 12,97 10,39 10,24 15,88 7,39 8,00 6,11
Linear 24,12*  270,8** 14,11**  56,73** 41,63** 8556** 1526,5**

Quadratica 3,23ns 3,28ns  25,98** 36,28** 6,12* 17,73** 10,79**

ns — néo significativo, * e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade pelo teste F.
Fonte: Elaborado pelo autor.



88

Foi verificado aumento do acumulo de aménio (NH4*) na parte aéreae
atividade da enzima nitrato redutase foliar nas plantas de alface de acordo com
aumento das doses de A. brasilense via solu¢do nutritiva (Figuras 21A e 21G).
Por outro lado, houve reducdo do acumulo de nitrato (NOz3’) na parte aérea das
plantas de alface conforme o incremento das doses de A. brasilense via
solucéo nutritiva (Figura 21B). O maior acumulo de NH4* nas raizes foi obtido
na dose estimada de 44 mL 100 L* com o acimulo calculado de 60,86 mg m-?
nas plantas de alface (Figura 21C), e de NOs com acumulo calculado de 72,60
mg m? na dose estimada de 26 mL de A. brasilense na solu¢édo nutritiva (Figura
21D). Foi observado maior concentracdo de aminoacidos e carboidratos totais
estimada de 43,1 e 3,01 umol g nas doses calcuadas 57 e 48,7 mL de A.
brasilense respectivamente (Figura 21E e 21F).

Figura 21 — Acumulo de ambnio na parte aérea (A), nas raizes (C), acumulo de
nitrato na parte aérea (B), nas raizes (D), concentracdo de aminoacidos totais
(E), carboidratos totais (F) e atividade da enzima nitrato redutase (NR) nas
folnas (G) das plantas de alface americana (cultivar Angelina), em sistema
hidropdnico NFT em resposta a doses de Azospirillum brasilense via solugéo
nutritiva. £ barra de erro padrao.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

3.3.6 Analise econdmica

O menor custo operacional total (COT) foi observado no tratamento sem
a inoculacédo de A. brasilense via solucédo nutritiva (R$ 20,91) e o maior COT
(R$ 23,31) foi verificado na maior dose (64 mL 100 L) de A. brasilense via
solugdo nutritiva. Porém, houve aumento da produtividade de alface com
aumento do uso do inoculante. As vendas da alface no Ceasa sao realizadas
em engradados de 6 kg, e assim aumentou a lucratividade do controle (R$
11,29) até a dose de 64 mL de A. brasilense (R$ 20,22), mesmo com aumento
do COT. Porém, na dose de 32 mL de A. brasilense a lucratividade foi de R$
19,17 com uso de 50% da maior dose de inoculante (Tabela 18).



Tabela 18 — Custo operacional total (COT, R$ m-?) e rentabilidade (R$ m2) modelo de estrutura de alface americana (cultivar
Angelina), em hidroponia sob o tratamento controle (0 mL 100 L solucéo nutritiva), e as doses de Azospirillum brasilense via

solucéo nutritiva.

OmL 100 L1 de A.

Tratamento brasilense 8 mL 100 L1 de A. brasilense 16 mL 100 L1 de A. brasilense 32 mL 100 L1 de A. brasilense 64 mL 100 L1 de A. brasilense
oscrg n o m(SASqu GG GOt on o S SEG om w’ AR ou Cpe Cumer
A. Operacgdes
Mao-de-obra hr 40 12,5 6,94 40 12,50 6,94 40 12,50 6,94 40 12,50 6,94 40 12,50 6,94
Irrigagé}o '(energia kv\1/ 123 0,45 7,69 123 0,45 7,69 123 0,45 7,69 123 0,45 7,69 123 0,45 7,69
Consilrit:(c:ii)égua hL 450 0,002 0,13 450 0,00 0,13 450 0,00 0,13 450 0,00 0,19 450 0,00 0,13
Subtotal A. R$ 14,76 14,76 14,76 14,82
B. Insumos hidroponia
Inoculante L 0,00 80,00 0,00 0,024 80,00 0,27 0,048 80,00 0,53 0,096 80,00 1,07 0,192 80,00 2,13
Inseticida (Evidence) kg 0,05 300,00 2,08 0,05 300,00 2,08 0,05 300,00 2,08 0,05 300,00 2,08 0,05 300,00 2,08
Mudas mud 19,50 0,10 1,95 19,50 0,10 1,95 19,50 0,10 1,95 19,50 0,10 1,95 19,50 0,10 1,95
Hidrogood Fert Ijg 0,51 7,00 0,50 0,53 7,00 0,52 0,53 7,00 0,51 0,60 7,00 0,59 0,66 7,00 0,64
Ferro EDDHA 6% kg 0,02 70,00 0,23 0,02 70,00 0,24 0,02 70,00 0,23 0,03 70,00 0,27 0,03 70,00 0,29
Nitrato de Calcio kg 0,26 2,20 0,08 0,27 2,20 0,08 0,27 2,20 0,08 0,30 2,20 0,09 0,33 2,20 0,10
Cloreto de Potéssio kg 0,06 5,08 0,04 0,06 5,08 0,04 0,06 5,08 0,04 0,06 5,08 0,04 0,06 5,08 0,04
Acido Sulfdrico 25% L 0,15 5,00 0,10 0,17 5,00 0,12 0,17 5,00 0,12 0,15 5,00 0,11 0,18 5,00 0,13
Hidréxic;oSojie Sédio L 0,12 10,00 0,17 0,12 10,00 0,17 0,10 10,00 0,14 0,10 10,00 0,14 0,06 10,00 0,08
(]
Subtotal B. R$ 5,15 5,47 5,68 6,34 7,44
Custo operacional efetivo R$ 19,91 20,23 20,44 21,10 22,20
Outras despesas R$ 0.00 0.00 0.00 0.00 0,00
Custo de Juros R$ 1,00 1,01 1,02 1,05 1,11
Custo operacional Total R$ 20,91 21.24 2148 22,15 2331
Receita
Produtividade Kam? 611 527 32,20 6,39 5,27 33,68 7,00 5,27 36,89 7,84 5,27 21,32 8,26 5,27 43,53
Lucratividade R$ 11,29 12,44 15,43 19,17 20,22
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3.4 DISCUSSAO

As plantas de alface americana (cultivar Angelina) tém o habito de
crescimento limitado a formacdo da cabeca, possivelmente um dos motivos
para ndo se conseguir verificar o efeito da inoculagéo sobre o crescimento da
parte aérea na fase inicial de cultivo, porém houve um incremento de 4% do
comprimento da parte aérea aos 31 DAT (Figura 4). Isto foi relatado em cultivo
de alface em sistema hidropénico no desenvolvimento inicial (baby leaf),
mesmo com o aumento da condutividade elétrica (CALORI et al., 2014). O
aumento do crescimento da parte aérea também estd associado ao aumento
da massa fresca e seca da parte aérea, que sob a dose de 61 e 64 mL de A.
brasilense promoveu incremento de 35 e 44% de massa aos 31 DAT,
respectivamente (Figuras 5 e 6). A massa fresca em alface é uma das
caracteristicas mais importantes, por ser uma hortalica comercializavel in
natura, cujo maior peso fresco favorece o uso de apenas uma planta para
formacdo do macgo, assim, aumentando-se 0 nuamero de macos
comercializaveis e, consequentemente a lucratividade, uma vez que o uso de
duas plantas por maco pode reduzir o lucro em 50% (DALASTRA et al.,
2020Db).

O crescimento das raizes € um dos efeitos observados em funcéo de a
inoculacdo com A. brasilense em diversas culturas em sistema utilizando solo,
porém, ndo ha relatos do sucesso da inoculagéo via solugao nutritiva com esta
bactéria, por serem bactérias endofiticas facultativas podendo ndo colonizar as
raizes. Porém, como observado além de ter a capacidade de colonizar as
raizes em sistema hidropénico, promoveu aumento do comprimento das raizes
em 22% aos 31 DAT (Figura 4). O crescimento superior das raizes ao inocular
com A. brasilense ocorre pelo estimulo do aumento da producéo de fitormbénios
como o AlA pelas plantas, que agem principalmente como estimuladores do
crescimento radicular e, em consequéncia melhora a exploracdo do ambiente
de cultivo, absorgéo de agua e nutrientes (MEZA et al., 2015).

O aumento da massa fresca e seca da parte aérea e das raizes €
resposta do aumento do crescimento da planta de alface. Este crescimento
ocorre por diversos mecanismos relacionados com a inoculacdo de A.

brasilense, sendo mencionados como o aumento da producdo de fitormonios,
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aumento da absorcdo de agua e nutrientes, maior eficiéncia fotossintética e do

uso dos fertilizantes ocasionados pelo A. brasilense (GALINDO et al., 2020).

O aumento de 35% da produtividade da alface, de 23% no numero de
folhas e de 20% no indice de clorofila foliar nas doses estimadas,
respectivamente? de 44, 20 e 28 mL do inoculante de A. brasilense estédo
intimamente relacionados (Figuras 7 e 8). O crescimento das folhas ocorre com
0 aumento da assimilagdo liquida de CO2 no processo fotossintético, cujo
acumulo de carbono nas folhas permite a formacéo de novas folhas e aumento
da massa das plantas, refletindo positivamente em maior produtividade
(ALVAREZ et al., 2019). Isto foi possivel observar nos resultados do presente
estudo, com aumento do Ci em 21% na dose estimada de 39 mL de A.
brasilense via solugdo nutritiva (Figura 19). Curiosamente estas caracteristicas
tiveram correlacdo positiva e significativa que possivelmente ocorre devido a
melhor nutricdo das plantas (Figura 22).

Foi verificado uma melhor nutricdo das plantas de alface, com aumento
no acumulo de N, P, K, S, Ca, Mg, B, Cu, Zn, Fe e, Mn, respectivamente, em
39, 59, 51, 39, 57, 57, 60, 37, 48, 54 e 67% nas concernentes doses de 37, 38,
38, 64, 37, 32, 37, 40, 32, 37 e 64 mL do inoculante com A. brasilense em
relacdo ao tratamento nédo inocular (Figuras 9, 11, 12, 13, 14 e 15). Isto, por
sua vez reflete positivamente nos componentes produtivos da alface, o que
demonstram ocorréncia de sinergismo no crescimento das plantas com maior
absorcdo e acumulo de nutrientes na parte aérea das plantas de alface (Figura
22). O aumento da eficiéncia da absor¢cdo dos nutrientes esta relacionado
principalmente ao aumento do crescimento das raizes e exploragdo do
ambiente de cultivo, producdo de sideréforos, producdo de compostos
secundarios e de fitorménios na planta (SOUZA et al., 2015). O aumento na
eficiéncia de absorcdo de N, P, K, Ca, Cu, Fe, Mn e Zn é um efeito
anteriormente relatado na cultura da alface hidropdnica, sob a inoculacéo foliar
de A. brasilense, que proporcionou maior acumulo destes nutrientes em
relacdo a ndo inoculacdo (MOREIRA et al.,, 2022). A inoculagdo com A.
brasilense foi anteriormente relatada como forma de realizar a biofortificacéo
alimentar com aumento da absorcéo e concentracdo de Zn em feijao-comum
(JALAL et al., 2021), Zn em milho e trigo (GALINDO et al., 2021), de Fe em
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milho (SCOTT et al., 2020), Zn em trigo (JALAL et al., 2022), de Zn e Fe em
alface (MOREIRA et al., 2022) e de Zn em racula (OLIVEIRA et al., 2022;
GATO et al., 2023).

Os resultados obtidos na analise de troca gasosa aos 17 e 31 DAT com
aumento, respectivamente, da Ci em 8 e 21%; gs em 62 e 55%; E em 8 e 19%j;
A em 66 e 54% e EUA em 81 e 48%, nas folhas de alface inoculados com A.
brasilense na solucdo nutritiva do sistema hidropdnico em relacdo aquela néo
inoculada (Figuras 19 e 20). As taxas de assimilacdo fotossintética de CO2 sdo
favorecidas pela nutricdo adequada de K e Mg, que aumenta as concentragdes
intracelulares de CO:2 e a atividade fotossintética da folha (SINGH; REDDY,
2017). Devido ao papel osmaético de K no aumento da condutancia estomatica
da folha (atuando na regulacdo da célula de guarda), a deficiéncia de K
prejudica a fotossintese da planta (JAKLI et al., 2017). O crescimento e 0
metabolismo das plantas requerem a translocacao de carboidratos dos tecidos
fotossinteticamente ativos, cujo carregamento de sacarose € a principal forma
de transporte de carboidratos nas plantas, e a deficiéncia de K e Mg no floema
pode prejudicar o transporte da eficiéncia do carbono para dentro da planta e o
fornecimento adequado de essas duas moléculas aumentam a fotoprotecéo
(TRANKNER et al., 2018).

As proteinas de ligacdo do Ca?* sdo residentes do cloroplasto, mas
algumas estdo localizadas na membrana do cloroplasto, como a s-
adenosilmetionina semelhante ao transportador (STAEL et al., 2011). O Ca?
atua como um cofator para a ativacdo de enzimas redox relacionadas as
membranas do fotossistema Il; além disso, o Ca?* também regula as enzimas
frutose-1, 6-bifosfatase (FBPase) e sedoheptulose-1,7-bisfosfatase (SBPase),
gue sao fundamentais no ciclo de Calvin na via de assimilacdo de carbono que
ocorre no estroma do cloroplasto (WANG et al., 2019). Corroborando para o
aumento das concentragdes de clorofila a em 48%, clorofila b em 43%, clorofila
total em 47% e carotendides em 49% nas folhas das plantas de alface
inoculadas com A. brasilense, nas doses de 37, 35, 27 e 32 mL em relacdo a
nao inoculadacdo aos 31 DAT, respectivamente (Figura 18). Este
comportamento também foi relatado em Urochloa ruziziensis com aumento das
concentracbes dos pigmentos fotossintéticos (clorofila a, clorofila b e
carotenoides) nas folhas sob inoculacéo foliar de A. brasilense (BULEGON et
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al., 2016). Considerando-se o0s resultados obtidos, foi possivel afirmar
correlagdes significativas e positivas do IIM e CRA com a quantidade de
clorofila foliar, possivelmente pelo efeito benéfico da inoculacdo com A.
brasilense sobre condi¢coes adversas que prejudicariam o crescimento pela
menor troca gasosa realizada pelas plantas (Figura 22).

O uso da inoculagdo com A. brasilense tem sido destacado como
promotoras de crescimento vegetal e sendo capazes de aumentar a
produtividade das culturas, além de aumentar a eficiéncia na aquisicdo de
nitrogénio (MOREIRA et al., 2022; GATO et al, 2023). Os principais
mecanismos relacionados a maior aquisi¢cdo de nitrogénio ocasionado pelo A.
brasilense sdo o maior crescimento radicular (aumenta a exploracdo do solo
pelas raizes), promog¢éo de crescimento (aumento na producdo de compostos
secundéarios e fitorménios) e fixacdo biolégica de nitrogénio “FBN” (aumenta a
atividade do metabolismo do nitrogénio e produtividade pelo aumento no
acumulo de carbono) (PANKIEVICZ et al., 2015).

A Unica fonte de nitrogénio disponivel para absorcdo das raizes no
sistema hidropdnico é a solugéo nutritiva. Assim, o maior acumulo de N (10, 12
e 6%) nas plantas no final do ciclo em relagdo ao que foi fornecido via solucao
nutritiva (Figura 10), pode ser explicado pelo processo de fixacéo biolégica de
nitrogénio proporcionado pela inoculagcdo com A. brasilense na solugéo
nutritiva, e em simbiose com a planta sequestra N2 da atmosfera, fornecendo o
N para as plantas. As estirpes Ab-V5 e Ab-V6 do A. brasilense tem no
sequenciamento genético a expressao de genes semelhantes ao fixam e nif, e
fixam que séo responsaveis pela capacidade de realizar a fixacdo de nitrogénio
atmosférico (HUNGRIA et al., 2018). O uso destas estirpes de A. brasilense
proporcionou maior eficiéncia no uso do nitrogénio pela facilidade de aquisicao
das moléculas de amonio derivados pelas bactérias apds o processo de FBN e
seu transporte para os tecidos das plantas (GALINDO et al., 2020).

De acordo com Pii et al. (2019) a inoculacdo com A. brasilense reduziu a
expressdo do gene NF-YA que é responsavel pela alta afinidade dos
transportadores de nitrato (NO3z") das raizes para parte aérea das plantas,
induzindo maior absor¢cdo de aménio (NH4*) fornecido para planta pela FBN.
Este fato corrobora com o aumento do acumulo de NH4* na parte aérea e

reducdo do acumulo de NOsz de acordo com aumento das doses de A.



95

brasilense na solucao nutritiva (Figura 21). Outra explicacédo esta relacionada
com aumento da atividade da enzima nitrato redutase, na sintese de
metabdlitos secundarios e aminoacidos nas folhas das plantas sob inoculacao
com A. brasilense (BREDA et al., 2019). A atividade da enzima nitrato redutase
teve um aumento de 376% na dose de 64 mL de A. brasilense em relagdo ao
nao inoculado (Figura 21).

A reducdo do nitrato a nitrito ocorre no citosol pelas atividades da
enzima nitrato redutase onde entra nos plastidios ou cloroplastos para reduzi-lo
a amobnia que foi fixada via glutamato, sintase/glutamina sintase em
aminoacidos (YONEYAMA; SUZUKI, 2019). Esses glutamina e glutamato
serviram como substrato para transaminacdo e producdo de aminoacidos
utilizados na ingestdo de proteinas (TAIZ et al., 2022). Concordando com
nossos resultados, em que se verificou um aumento de 39% na concentracao
total de aminoéacidos e de 76% de carboidratos totais sob a maior dose de A.
brasilense (Figuras 5B e 5C).

A inoculacdo com A. brasilense aumentou a afinidade para assimilacéo
de amoénio, além disso, aumenta a biossintese de glutamato, na reacao que
liga o metabolismo do carbono ao N, que é controlado pela glutamato
desidrogenase, que melhora o metabolismo da glutamina e do glutamato
(SCHNABEL; SATTELY, 2021). As reacdes do metabolismo do N favorecem o
aumento das concentracdes de carboidratos e aminoacidos nas folhas, que
estdo relacionadas ao aumento da assimilacdo de CO: e do teor de pigmento
fotossintético (DORMEYER et al., 2019).

O aumento da produtividade de alface na maior dose do inoculante com
A. brasilense proporcionou maior lucratividade (R$ 20,22) em relacdo a ndo
inoculacdo (R$ 11,29). Isto representa que a inoculagdo com A. brasilense na
dose de 64 mL 100 L propiciou incremento de 79% da lucratividade em
relacdo a ndo inoculacéo, viabilizando o uso do inoculante para o cultivo de
alface hidroponico, o que pode aumentar a competitividade do produtor no
mercado (Tabela 18).

A inoculagdo com A. brasilense propiciou aumento do crescimento da
parte aérea, das raizes e acumulo de massa nas plantas de alface no sistema
hidropdnico, além disso, a inoculagdo estimulou a maior aquisicao de nutrientes

pelas plantas e seu acumulo na parte aérea e raizes. Na presente pesquisa, a
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inoculacdo com doses de A. brasilense aumentou a concentracdo dos
pigmentos fotossintéticos, aminoacidos e carboidratos e trocas gasosas
foliares; e ainda proporcionou aumento da atividade da enzima nitrato redutase,
que favoreceu a reducdo do acumulo de nitrato na parte aérea das plantas de
alface, caracteristica que prejudica o sabor das folhas e a satde humana.

3.5 CONCLUSOES

A dose de 44 mL 100 L* do inoculante de A. brasilense proporcionou
maior produtividade de folhas frescas de alface americana (cultivar Angelina),
sendo a dose indicada para conseguir proporcionar a maior eficiéncia
produtiva. As doses de 32 e 64 mL proporcionaram as maiores lucratividades
da alface americana.

O uso de doses entre 27 e 39 mL do inoculante com A. brasilense
promoveu aumento no estado hidrico, nas trocas gasosas foliares, nos
pigmentos fotossintéticos, concentragcdo de aminoacidos e carboidratos e na
eficiéncia do uso da agua pela planta de allface.

A dose recomendada de A. brasilense entre 32 e 40 mL 100 L%
melhorou os componentes produtivos, o acumulo de N, P, K, Ca, Mg, B, e Cu,
além de ter sido eficaz para biofortificar com Fe e Zn a parte aérea da alface
americana cultivada em sistema hidroponico.

O aumento das doses de A. brasilense aumentou o acimulo de NH4* e a
atividade do nitrato redutase, assim como proporcionou a reducdo do acumulo
de NOs da parte aérea das plantas de alface hidropdnico, reduzindo o risco a

saude humana.
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APENDICE A — Mapa de calor de correlagbes
Figura 22 — Mapa de calor dos coeficientes de correlacdo de Pearson obtidos

das variaveis analisadas em alface americana (cultivar Angelina) em resposta a
inoculacdo com doses de A. brasilense. “X” indica correlagdo nao significativa
(P>0,05). comprimento da parte aérea (CPA), comprimento da raiz (CR),
namero de folhas (NF), matéria fresca da parte aérea (MFPA), matéria fresca
da raiz (MFR), matéria seca da parte aérea (MSPA), matéria seca da raiz
(MSR), indice de clorofila foliar (ICF), teor de clorofila a (Clo a), clorofila b (Clo
b), clorofila total (Clo t), carotendides (CAR), concentracdo de carboidratos
totais (CT) e de aminoéacidos totais (AT), atividade da enzima nitrato redutase
(NR), acumulo de nutrientes da parte aérea em nitrogénio (N-PA), fosforo (P-
PA), potassio (K-PA), célcio (Ca-PA), magnésio (Mg-PA), enxofre (S-PA), boro
(B-PA), cobre (Cu-PA), ferro (Fe-PA), manganés (Mn-PA), zinco (Zn-PA),
amoénio (NH4-PA), nitrato (NO3-PA), acumulo de nutrientes radiculares em
nitrogénio (N-R), fosforo (P-R), potassio (K-R), calcio (Ca-R), magnésio (Mg-R),
enxofre (S-R), boro (B-R), cobre (Cu-R), ferro (Fe-R), manganés (Mn-R), zinco
(Zn-R), amdnio (NH4-R), nitrato (NO3-R), concentracdo substomatica de CO:
(Ci), condutancia estomatica (gs), taxa de fotossintese liquida (A), transpiracéo
foliar (E), eficiéncia do uso da agua (EUA), conteudo relativo de adgua (CRA) e
indice de integridade de membranas foliares (IIM).
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4 CAPITULO Il. RESPOSTA DE ALFACE AMERICANA A DOSES DE
Bacillus EM SISTEMA HIDROPONICO

RESUMO: A inoculacdo com B. subtilis tem se mostrado promissora no
aumento da produtividade das plantas e na absorcdo de nutrientes, porém sao
incipientes as pesquisas com hortalicas folhosas em cultivo hidroponico. Logo,
estabeleceu-se as hipéteses de estimar a dose do inoculante via solucéo
nutritiva com B. subtilis que consiga proporcionar aumento de componentes
produtivos, fisioldgicos, nutricionais, econdémicos na dose correta. O objetivo
deste estudo foi estimar a dose de inoculante com a bactéria B. subtilis que
aumente a produtividade, os componentes produtivos, as trocas gasosas,
nutricdo de plantas e a analise econdmica, assim como a reducdo do nitrato
foliar de alface hidropdnica. A pesquisa foi realizada em casa de vegetagéo, em
cultivo protegido com 35% de sombreamento, em Ilha Solteira, SP, em sistema
hidrop6nico NFT. Foi utilizado o delineamento em blocos casualizados com
quatro repeticdes. Os tratamentos foram doses de inoculante contendo B.
subtilis aplicados via solucéo nutritiva (0, 7,8, 15,6, 31,2 e 62,4 mL 100 L1). A
inoculacdo com B. subtilis na dose de 33 e 29 mL proporcionou a maior massa
fresca (22%) e seca (40%) da parte aérea, respectivamente. As doses de 18 e
26 mL de B. subtilis promoveram as maiores massas fresca (34%) e seca
(51%) de raizes. Houve aumento de 31% no acumulo de N, 33% de P, 44% de
K, 104% de Ca, 43% de Mg e 53% de S na parte aérea, respectivamente, nas
doses de 25, 26, 20, 15, 24 e 30 mL 100 L de B. subtilis. Verificou-se também
aumento na taxa de fotossintese liquida, concentracdo intercelular de COg,
clorofila total, condutancia estoméatica, transpiracao e eficiéncia do uso da agua
em doses entre 34 e 39 mL 100 L. A dose de 35 mL 100 L de B. subtilis via
solugcdo nutritiva € a mais indicada para producdo de alface americana
hidropénica, pois proporciona maior produtividade de folhas. A inoculagdo com
B. subtilis nas doses entre 18 e 35 ml 100 L propiciou a maior massa fresca e
seca da parte aérea e de raizes e acumulo de N, P, K, S, Ca e Mg em alface
americana cultivada em sistema hidropdnico. A inoculacdo com doses entre 34
e 39 mL 100 L aumentou a eficiéncia fotossintética, a assimilacédo de CO:z e a

eficiéncia do uso da agua pelas plantas de alface. A inoculagédo de B. subtilis
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na dose de 33 mL 100 L via solucdo nutritiva no cultivo hidropénico de alface
proporcionou maior eficiéncia fotossintética, acumulo de N e produtividade de
folhnas das plantas, além de a reducdo do acumulo de NOs e aumento da
atividade da enzima nitrato redutase na parte aérea das plantas.

Palavras-Chave: Lactuca sativa;, Assimilacdo de carbono; pigmentos
fotossintéticos; absorcdo de nutrientes; bactérias promotoras do crescimento

de plantas; nitrato redutase.

AMERICAN LETTUCE RESPONSE TO DOSES OF Bacillus subtilis IN A
HYDROPONIC SYSTEM

ABSTRACT: Inoculation with B. subtilis has shown promise in increasing plant
productivity and nutrient absorption, but research on leafy vegetables in
hydroponic cultivation is incipient. Therefore, hypotheses were established to
estimate the inoculant dose via nutrient solution with B. subtilis that can provide
an increase in productive, physiological, nutritional, economic components at
the correct dose. The objective of this study was to estimate the inoculant dose
with B. subtilis bacteria that increases productivity, productive components, gas
exchange, plant nutrition and economic analysis, as well as the reduction of
foliar nitrate in hydroponic lettuce. The research was carried out in a
greenhouse in llha Solteira, S. Paulo state, Brazil, in a NFT hydroponic system.
The randomized block design with four replications was used. The treatments
were doses of inoculant with B. subtilis via nutrient solution (0, 7.8, 15.6, 31.2,
and 62.4 ml 100 L1). The inoculation with B. subtilis at the dose of 33 and 29 mi
provided the highest fresh (22%) and dry (40%) mass of shoot, respectively.
The doses of 18 and 26 ml of B. subtilis provided the highest fresh (34%) and
dry (51%) mass of roots. There was an increase of 31% in the accumulation of
N, 33% of P, 44% of K, 104% of Ca, 43% of Mg, and 53% of S in the shoot at
the doses of 25, 26, 20, 15, 24, and 30 ml 100 L! of B. subtilis. There was also
an increase in the rate of liquid photosynthesis, intercellular CO2 concentration,
total chlorophyll, stomatal conductance, transpiration, and water use efficiency
at doses between 34 and 39 ml 100 L. The dose of 35 ml 100 L of B. subtilis
via nutrient solution is the most suitable for hydroponic lettuce production, as it

provides the highest yield of leaves. Inoculation with B. subtilis at doses
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between 18 and 35 ml 100 L provided the highest fresh and dry mass of
shoots and roots and accumulation of N, P, K, S, Ca, and Mg in lettuce grown in
a hydroponic system. The inoculation with doses between 34 and 39 ml 100 L
increased the photosynthetic efficiency, CO2 assimilation, and water use
efficiency of lettuce plants. The inoculation of B. subtilis at a dose of 33 mL 100
Lt via nutrient solution in hydroponic lettuce cultivation provided greater
photosynthetic efficiency, N and mass accumulation in the plants, in addition the
reduction of NOs™ accumulation in the shoot of the plants.

Keywords: Lactuca sativa; Carbon assimilation; photosynthetic pigments;
nutrients uptake; plant growth-promoting bacteria; nitrate reductase.

4.1 INTRODUCAO

Alface, um vegetal de salada de baixa caloria, baixa gordura e baixo teor
de sbdio, € uma fonte abundante de fitoquimicos e vitaminas que melhoram a
saude humana; dentre estes flavonoides glicosilados, &cidos hidroxicinndmicos,
lactonas sesquiterpena, aminoacidos (por exemplo, lactucina e lactucépico),
carotenoides, vitaminas do grupo B, vitamina C, como também € rico em Fe
(SHI et al., 2022). Metabdlitos secundarios de alface estdo potencialmente
associados a muitas propriedades benéficas a saude, incluindo efeitos
antirradicais livres, anticardiovasculares, antiinflamatorios, anticisticos e
antidiabéticos (KIM et al., 2016; YANG et al., 2022).

A producéo de alface € crescente no mundo, conseguir produzir durante
todo o ano tem sido um desafio, principalmente, quando cultivado em solo
pelas alteracbes ambientais, sobretudo temperatura e umidade, com
dificuldade de controlar doencas radiculares e foliares em periodos prolongado
de chuvas (OPATOVSKY et al., 2019). O sistema de recirculacdo de solucéo
nutritiva que ocorre na Nutrient Film Technique (NFT) em hidroponia
proporciona maior controle de doencas no cultivo de alface, além de aumentar
a precocidade e produtividade das plantas e, ao mesmo tempo reduzir o
consumo de &gua em relagdo a produgcdo de hortalicas folhosas em solo
(DALASTRA et al., 2020). Também, promove maior eficiéncia no uso da agua,

que € essencial para a crise hidrica global (KAPPEL et al., 2021). Além de
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conseguir aumentar a absorcdo e concentracdo de nutrientes nas plantas de
alface (AINI et al., 2019).

O uso de Bacillus spp. aumenta o crescimento de plantas, aborcdo de
nutrientes, aproveitamento de agua e ainda ganhos de produtividade, com isso,
tem sido muito estudado em diversas culturas (QIAO et al., 2017; HASHEM et
al., 2019; KANG et al.,, 2019; SUN et al., 2020; KASOZI et al.,, 2021). A
inoculacdo com Bacillus subtilis foi anteriormente associada a diversos
mecanismos que promovem 0 crescimento das plantas, como o aumento da
producdo de fitormoénios, siderdforos e compostos secundérios, além de
promover aumento da aquisicdo de nutrientes pelas plantas (KANG et al.,
2019). Ainda algumas espécies de Bacillus spp. tem a capacidade de realizar
fixacdo biolégica de nitrogénio (FBN), proporcionar maior aquisicdo de N e
reduzir o consumo de fertilizantes pelas plantas (YOUSUF et al., 2017).

Além disso, em estudos observou-se que a inoculacdo com B. subtilis
proporcionou aumento do crescimento de pelos radiculares, massa fresca das
plantulas e concentracdo de N foliar, porém, proporcionou a reducdo das
concentracdes de nitrato foliar das plantas de Arabidopsis pelo aumento da
atividade da enzima nitrato redutase foliar (LEE et al., 2020). A inoculacdo de
Bacillus spp. em sistema aquapdnico com alface, possibilitou verificar aumento
no crescimento da parte aérea e raizes, na absorcdo de N e P, e, ainda,
melhoria da qualidade das plantas para o consumo dos seres humanos
(KASOZI et al., 2021).

Com a intencdo de produzir alimentos saudaveis e de qualidade,
amenizar o consumo de fertilizantes e aumentar a produtividade da alface em
cultivo hidropdnico, faz-se interessante utilizar o B. subtilis via solugdo nutritiva
para melhorar o cultivo de alface na hidroponia, considerando-se a escassez
de estudos relacionados a inoculacéo neste sistema de cultivo, assim, torna-s
importante, um estudo inicialmente para encontrar a dose ideal do inoculante a
ser utizada. Portanto, o objetivo do estudo foi verificar os efeitos de doses de B.
subtilis no crescimento, produtividade, acimulo de nutrientes, NOs'e NH4* na
parte aérea e raizes, pigmentos fotossintéticos, trocas gasosas e atividade da
enzima nitrato redutase na alface americana cultivada em sistema hidropénico,

além de seu efeito sobre a lucratividade da cultura.
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4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Localizacao e caracterizacdo de cultivo

O sistema de cultivo NFT de alface hidropbnica foi desenvolvida em
cultivo protegido com 35% de sombreamento, na Universidade Estadual
Paulista - (UNESP), llha Solteira — SP, com coordenadas geogréficas (20°
25'07”S 51° 20 '31"W) e uma altitude de 376 m. Os dados meteoroldgicos
foram coletados da area externa da estufa de uma estacdo meteoroldgica
automética da UNESP entre o periodo de 2 de setembro a 4 de outubro de
2021 (Figura 23).
Figura 23 - Condicfes climaticas de umidade relativa do ar (UR), temperatura
maxima (TMaxima), média (TMédia) e minima (TMinima) e radiacdo PAR
(PAR) durante a realizacao do experimento
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O experimento foi instalado em sistema NFT com bancadas individuais
de seis metros de comprimento e 10% de declividade. Os canais de cultivo
foram confeccionados em PVC com secédo retangular de 8 cm de largura e 4
cm de altura e perfuragdes superiores para acomodar plantas a cada 25 cm
(Figura 24). Cada bancada consistia em seis canais de cultivo distantes 20 cm,
com um sistema de bombeamento individual e um reservatorio de 300 L com
vazéo de 1 L por minuto e periodo de exposi¢ao da solucéo nutritiva com fluxo

continuo.
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Figura 24 — Esquema da bancada de conducédo dos experimentos. Ilha Solteira,
SP, 2021.

6 M (21 plantas)

10% de inclinacag

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.2.2 Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos ao acaso com
cinco repeticdes, cada unidade experimental foi constituida por quatro plantas
de alface coletadas na bancada aleatoriamente dos quatro canais centrais da
bancada hidropénica. Os tratamentos foram constituidos de doses de Bacillus
subtilis estirpe CCTB04 (garantia de 1x10®8 UFC mL™?), nas doses de 0 mL
(testemunha nédo inoculada), 7,8; 15,6; 31,2 e 62,4 mL do inoculante liquido
para cada 100 litros de solucdo nutritiva, aplicado no dia do transplantio das
mudas de alface.

Utilizou-se a alface americana, cultivar Angelina, que segundo
informagdes da Sakata (2022), sdo plantas vigorosas, com excelente formacao
de saia, cabecas fechadas, compactas e uniformes em campo aberto e em
hidroponia, nivel moderado de resisténcia a bacteriose, folhas verdes intensas
e brilhantes, seguranca de plantio em periodos de oscilagdes climaticas (alta
adaptacao as condic¢des de cultivo tropical).

As mudas foram desenvolvidas em bandeja com substrato inerte por 15
dias e, posteriormente, transplantadas para bancadas permanentes do sistema
NTF, onde permaneceram por 31 dias até a colheita. Foi realizada uma
aplicacdo do inseticida sisttmico com principio ativo imidacloprido
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(neonicotinoides) na dose de 0,1 g L de solucéo nutritiva para o controle de
tripes (Frankliniella schultzei) aos 10 dias apds o transplantio (DAT).

A solucdo nutritiva composta por fertilizantes concentrados Hidrogood
Fert Nacional foi utilizada na dose de (0,666 g L) indicada para todas as fases
de desenvolvimento da cultura, com as seguintes concentracdes de nutrientes
(%): 10 de N, 9 de P, 28 de K, 4,3 de S, 3,3 de Mg, 0,06 de B, 0,01 de Cu, 0,05
de Mn, 0,07 de Mo e 0,02 de Zn. Utilizou-se também o Nitrato de Calcio na
dose de 0,495 g L'! com as seguintes concentracdes de nutrientes (%): 15,5 de
N e 26,5 de Ca; e o Hidrogood Fert Ferro EDDHA 6% de Fe na dose de 0,020
gL

A medicdo e correcdo da condutividade e do pH foram realizadas
diariamente pela manha, nesta ocasido a CE foi reajustada para a CE
determinada para cada bancada de cultivo com a reposicao de fertilizantes se
necessario. Foi realizado no 1°, 8°, 16° e 24° DAT a suplementag¢do com 35 mg
L1 de KCI, para melhorar o estado hidrico das plantas pelo efeito das elevadas
temperaturas da regido (determinacdo realizada em estudos prévios, pois a
ndo suplementacdo proporcionou murcha nas plantas no periodo de maior
calor diario) (Informacao pessoal).

A condutividade elétrica inicial foi de 1,3 dS m estes valores foram
elevados de acordo com o estadio de cultivo e sua resposta a adubacao
conforme descrito por Dalastra (2017), e entdo aos 11° DAT elevou-se a CE
determinada para 1,5 dS m e aos 21° DAT foram elevadas para 1,7 dS m%, o
gue permaneceu até a colheita. Para manter o pH entre 6,0 e 6,5, foi utilizado
acido sulfurico (25%) quando pH estava acima de 6,5, e o hidréxido de sédio
(25%) quando pH estava abaixo de 6,0. A reposi¢éo da condutividade elétrica e
de pH foi descrito conforme os usos de fertilizantes (Figuras 25A, 25B, 25C,
25D e 25E), o efeito da inoculacdo na solugdo nutritiva causou elevacdo da CE
sem adicdo de nutrientes (possivelmente pela fixacdo biolégica de nitrogénio -
“‘FBN”) e, desta forma, evitou a reposicado de nutrientes por periodo maior, foi
descrito as elevacgOes diarias da condutividade elétrica pela inoculagédo (Figura
25F).
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Figura 25 — Corre¢cdo do pH e reposicdo condutividade elétrica (CE) em
sistema hidroponico NFT no tratamento controle (A), com a inoculacdo de
Bacillus subtilis via solucédo nutritiva na dose 7,8 mL 100 L* (B) 15,6 mL 100 L*
(C), 31,2 mL 100L? (D), 62,4 mL 100 L (E) e a elevacédo da CE ocasionada
pela inoculacdo (F) no periodo do experimento.
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4.2.3 Avaliagdes biométricas

As avaliacdes foram realizadas aos 10, 17, 24 e 31 DAT das mudas de
alface, no momento da colheita de cada avaliacéo foi realizada a colheita da
matéria fresca do sistema radicular e da parte aérea, quantificou-se o
comprimento da parte aérea e das raizes, indice de clorofila foliar utilizando
clorofilog Falker CFL-1030 (FALKER, 2008) . Em seguida, o material foi
enviado para secagem em estufa de ventilacéo forcada a 60 °C por 72 horas,
para A obtencdo da matéria seca do sistema radicular e da parte aérea. A
produtividade da cultura foi baseada na populacdo de plantas de 19,5 plantas

m-2, conforme a equacao IX:
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IX. Prod = MFF = PP
Prod: produtividade (kg m-?)
MFF: massa fresca das folhas (kg planta™)

PP: populacéo de plantas (plantas m)

4.2.4 AvaliagOes nutricionais

ApOs secagem, pesagem e trituracdo dos materiais vegetais em moinho
Wiley, foram determinados segundo a metodologia de Malavolta et al. (1997),
as concentracdes de N, P, K, S, Ca, Mg, Cu, Fe, Mn, B e Zn na parte aérea da
alface em todas as avaliacfes. Para as raizes, a quantificacdo de nutrientes foi
realizada apenas na avaliacao final (31 dias ap0s o transplantio). Na avaliacéo
final foi determinado a concentracdo de nitrato e amonio nas folhas e raizes,
que foi realizada de acordo com a metodologia descrita por Silva (2009). O
acumulo de nutrientes na parte aérea e nas raizes das plantas foi calculado
com base nas respectivas produtividades de massa seca e ha concentracdo de
nutrientes nas plantas conforme a equacgéo X:

X. AC = PMS = PP

AC: acumulo de nutrientes (g ou mg m)

PMS: produtividade de massa seca (kg m2)

CN: concentracdo de nutrientes (g ou mg kg™)

4.2.5 Avaliacfes trocas gasosas e estado hidrico da folha

A avaliagcdo de trocas gasosas foi realizada em pelo menos oito plantas
por tratamento, aos 17 e 31 dias ap0s o transplantio das mudas, no periodo
entre as 9h e as 11h da manha, em folhas totalmente expandidas localizadas
na parte mediana da planta, para tanto, utilizou-se um analisador de gas
infravermelho (Infra Red Gas Analyser - CIRAS-3, modelo CRS300), sendo as
condigbes inicialmente impostas de 800 upmol m? s! de radiacédo
fotossinteticamente ativa (PAR), 380 ppm de CO: e temperatura da camara em
28 °C. Na ocasido foram mensuradas a concentracdo interna de carbono (Ci-
umol m2 s1), condutancia estomatica (gs-mol de H2.O m s1), transpiracéo (E-
mmol de H20 m~ s?) e taxa de fotossintese liquida (A- ymol de CO2 m?2 s1), a

eficiéncia do uso da dgua (EUA- pmol CO2 mol H201).
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Na avaliagdo final foi determinado o conteudo relativo de dgua (CRA) e
indice de integridade de membranas celulares (IIM). O estado da agua das
plantas era determinado pelo teor de agua relativo da folha (CRA). O CRA foi

calculado de acordo com a equacéo XI:

(MF — MS)

Xl.  CRA (%) = [(MT =

] £ 100

Dez discos de folhas de 25 mm de diametro foram coletados as 8 h da
manha (ao amanhecer) de quatro folhas de cada planta, e em seguida, pesado
imediatamente para a determinacdo de massa fresca (MF). Para a medicdo de
massa targida (MT), discos de folhas foram submersos por 12 h em &gua
destilada em 25 °C; depois disso, foram secados suavemente em uma toalha
de papel e pesados. As amostras foram entdo secas em estufa a 75 °C por 24
horas e pesadas para determinar a massa seca (MS).

O indice de estabilidade da membrana da folha (lIM), de acordo com
Lutts et al. (1996), utilizando-se dez discos foliares (25 mm de diametro) de
quatro folhas da planta, foram lavadas em agua destilada, colocados em tubos
contendo 50 mL de agua deionizada, e mantida a 25 °C em banho-maria por 6
h. A condutividade elétrica da solucdo foi analisada com medidor de CE (C1).
Posteriormente, as amostras foram colocadas em banho-maria (100 °C) por 1
h, e a condutividade elétrica (C2) foi avaliada ap6s equilibrio a 25 °C. O indice
de estabilidade de membranas celulares foi estimado de acordo com a seguinte

equacao XII:

XIl. 1M = [1-(5)] 100

4.2.6 AvaliacGes enzimaticas, clorofila, aminoacidos e carboidratos

A atividade da enzima nitrato redutase (NR) in vivo foi determinada de
acordo com a metodologia de Radin (1974). Foram coletadas a 22 e 32 folha
completamente expandidas a partir do apice entre as 9 e 10 h da manha para
evitar grandes interferéncias da intensidade luminosa sobre a atividade da
enzima e de clorofila foliar. Amostras de tecido foliar fresco foram coletadas e
armazenadas em sacos plasticos e transportadas para o laboratério em gelo, e
lavadas com agua deionizada. Em seguida, 100 mg de tecido fresco cortado
em discos foram transferidos para tubos de ensaio contendo 3 mL de solucéo
tampao fosfato pH 7,4 (50 mmol L1 + 200 mmol L' KNO3).
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Estas amostras foram infiltradas a vacuo durante 2 min para aumentar a
penetracdo da solucdo nos tecidos. Em seguida, os tubos de ensaio foram
incubados em banho-maria a 33 °C por 30 minutos envoltos em papel aluminio
contra a luz. A reacao foi interrompida pela adicdo de 1 mL de sulfanilamida a
1% em solucdo de HCI 2 mol L' e, em seguida, 1 mL de solucdo de
naftilenodiamina a 0,05%. O nitrito (NO2) produzido foi medido em
espectrofotometro a 540 nm, utilizando uma curva de calibracdo padrdo de
nitrito. A atividade da enzima esteve diretamente relacionada com a quantidade
de NO2 e os resultados foram expressos em pymol NO2 g h -1 de massa
fresca (MF).

Os teores de clorofila a (Clo a), b (Clo b), (Clo t) e carotendides (CAR)
foram determinados usando o agente extrator DMSO. O peso fresco do tecido
foliar (50 mg) foi cortado em fragmentos de 1 mm e incubado em 7 mL de
DMSO no escuro em banho-maria a 65 °C por 30 min (HISCOX; ISRAELSTAM
1979). ApoOs as leituras no espectrofotdbmetro, os teores dos pigmentos
fotossintéticos foram calculados e expressos em mg g! MF. Conforme as
equacodes XlllI, X1V, XV e XVI:

Xlll. Cla=(12.70 * ABS663 ) — (2.69 x ABS645)

XIV. Cla= (2290 + ABS645) — (4.68 * ABS663)

XV. Clt=(20.20 x ABS663) + (8.02 * ABS663)

XVI.  CAR = ((1000 * ABS470) - (1.29 * Cl a- 53.38 * CL b) + 198)

Os aminoécidos totais foram quantificados com o método da ninidrina
acida (YEMM et al., 1955). Foram utilizados 100 pL do extrato solivel em agua
com 900 pL de H20, 500 pL de tampdo citrato, 200 uL de ninidrina a 5% em
metilglicol e 1 mL de solugdo de KCN 0,0002 M. As amostras foram aquecidas
em banho-maria a 100°C por 20 min e colocadas para resfriar em temperatura
ambiente para posterior inclusdo de 1 mL de etanol 60%. A determinacgéo foi
realizada em espectrofotdbmetro a A = 570 nm com 0s resultados expressos em
umol gt MF.

Os carboidratos totais foram determinados de acordo com o método da
enthrone descrito por Yemm e Willis (1954). 1 mL do extrato solivel em agua
foi adicionado a um tubo de ensaio com 1 mL de solugcéo de anthrona (0,2%
em acido sulfurico), seguido de agitagdo e posterior incubagdo em banho-maria

por 10 min e resfriamento em temperatura ambiente. Em seguida, a
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determinacdo foi realizada em espectrofotbmetro em A = 620 nm. A
concentracdo de carboidratos totais foi medida por meio da curva padrdo da

solucdo de glicose e os resultados expressos em pmol gt MF.

4.2.7 Analise econdmica

A analise econdmica foi realizada por meio da estrutura baseada no
Custo Operacional Total (COT) de producéo, utilizada pelo Instituto de
Economia Agricola (IEA), segundo Matsunaga et al. (1976), que consiste na
soma dos custos de despesas: operacgOes, insumos (fertilizantes, sementes,
agroquimicos, inoculante, etc.), mdo de obra, maquinarios e sistema de
irrigacdo, denominado Custo Operacional Efetivo (COE). Além disto, o COT
considerou outras despesas e taxas de juros, representando 5,0% do COE
(MATSUNAGA et al., 1976), resultando no custo operacional total (COT), que

foi extrapolado para um hectare.

4.2.8 Analise estatistica

Como os dados de todas as variaveis apresentaram distribuicdo normal
e variancias homogéneas (Shapiro Wilk-Test), foram submetidos a analise de
variancia. A significancia dos quadrados médios obtidos na analise de variancia
foi testada pelo teste F ao nivel de 5% de probabilidade. As médias relativas as
doses do inoculante foram ajustados em forma de regressdo a 5% de
probabilidade. Usando o pacote corrplot para avaliar a correlacdo o0s
componentes produtivos, fisioldgicos e nutricionais usando o software R (R
Core Team 2015).

4.3 RESULTADOS

4.3.1 Efeito de doses de B. subtilis sobre o crescimento das plantas

Houve efeito significativo (p<0,01) das doses de B. subtilis sobre o
comprimento da parte aérea e das raizes da alface aos 10 e 17 DAT, no
comprimento da parte aérea aos 24 DAT e das raizes aos 31 DAT. Nao houve
efeito significativo (p>0,05) sobre o comprimento das raizes aos 24 DAT e da
parte aérea aos 31 DAT (Tabela 19).
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Tabela 19 — Andlise de variancia dos valores de F calculado para o
comprimento da parte aérea (CPA) e comprimento das raizes (CR) da alface
americana (cultivar Angelina), aos 10, 17, 24 e 31 dias ap0s o transplantio
(DAT).

CPA CR CPA CR CPA CR CPA CR
Y 10 DAT 17 DAT 24 DAT 31 DAT
Bloco 0,33ns 0,54ns  2,02ns 293ns 2,11ns 0,48ns 1,19ns 0,40ns
Doses 7,17* 7,88** 11,53**  6,16** 9,84** 2,73ns 1,86ns 8,26**
CV (%) 6,60 12,41 9,33 11,02 6,19 8,23 5,14 7,28
Linear 5,43* 3,80ns  6,52* 5,99* 0,02ns 3,58ns 0,70ns 12,40**

Quadratica 18,32** 10,87* 16,23** 18,18* 30,76** 1,47ns 1,73ns 15,06**

ns — néo significativo, * e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade pelo teste F.
Fonte: Elaborado pelo autor.

N&o foi constatado efeito significativo das doses de B. subtilis sobre o
comprimento da parte aérea aos 31 DAT (Figura 26G) e sobre o comprimento
das raizes aos 24 DAT (Figura 26E). Notou-se maior crescimento da parte
aérea das plantas de alface na dose calculada de 37, 27 e 31 mL 100 L* com
comprimento maximo calculado de 11,2; 14 e 22,3 cm aos 10, 17 e 24 DAT,
respectivamente (Figuras 26A, 26C e 26E). Como 0 maior comprimento
radicular foi observado nas doses de B. subtilis de 27, 27 e 21 mL com o0s
comprimentos maximos calculados de 11,9; 16,6 e 24,4 cm aos 10, 17 e 31

DAT, respectivamente (Figuras 26B, 26D e 26H).

FIGURA 26 — COMPRIMENTO DA PARTE AEREA AOS 10 DIAS APOS O TRANSPLANTIO -
DAT (A), 17 DAT (C), 24 DAT (E) E 31 DAT (G), E O COMPRIMENTO DAS RAIZES AOS 10
DAT (B), 17 DAT (D), 24 DAT (F) E 31 DAT (H) DAS PLANTAS DE ALFACE AMERICANA
(CULTIVAR ANGELINA) EM SISTEMA HIDROPONICO NFT EM RESPOSTA A DOSES DE
BACILLUS SUBTILIS VIA SOLUGCAO NUTRITIVA. + BARRA DE ERRO PADRAO.
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Constatou-se-se efeito significativo (p<0,01) das doses de B. subtilis

sobre a massa fresca da parte aérea e raizes aos 17, 24 e 31 DAT, e na massa

fresca da parte aérea aos 10 DAT, nao houve efeito significativo (p>0,05) sobre

a massa fresca das raizes aos 10 DAT (Tabela 20).
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Tabela 20 — Analise de variancia dos valores de F calculado para a massa
fresca da parte aérea (MFPA) e massa fresca das raizes (MFR) da alface
americana (cultivar Angelina) aos 10, 17, 24 e 31 dias apds o transplantio
(DAT).

MFPA MFR MFPA MFR MFPA MFR MFPA  MFR
mV 10 DAT 17 DAT 24 DAT 31 DAT
Bloco 1,32ns 050ns 3,32ns 0,8Ins 2,26ns 1,32ns 0,29ns  2,29ns
Doses 24,33* 2,83ns 21,80* 6,68**  19,99** 27,21** 579**  41,19*
CV (%) 9,27 23,74 7,40 11,88 7,53 8,75 7,71 6,11
Linear 11,01**  9,45* 0,67ns  0,09ns 0,09ns  1,69ns 0,19ns  71,38**

Quadratica 28,11** 0,08ns 59,37**  25,44* 68,34** 101,22** 22,36** 32,73**

ns — ndo significativo, * e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade pelo teste F.
Fonte: Elaborado pelo autor.

A massa fresca da parte aérea maxima calculada foi de 12,7; 58,5; 215,3
e 400,7 g nas doses de B. subtilis calculada de 27 mL para 10 DAT e 31 mL
para 17, 24 e 31 DAT, respectivamente (Figuras 27A, 27C, 27E e 27G). Houve
aumento da massa fresca das raizes com o aumento das doses de B. subtilis
aos 10 DAT, porém aos 17, 24 e 31 DAT as massas maximas calculadas de
16, 39 e 41 g de raizes foram obtidas nas doses de 31, 33 e 18 mL do
inoculante, respectivamente (Figuras 27D, 27F e 27H).
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Figura 27 — Massa fresca da parte aérea aos 10 dias apés o plantio - DAT (A),
17 DAT (C), 24 DAT (E) e 31 DAT (G), emassa fresca das raizes aos 10 DAT
(B), 17 DAT (D), 24 DAT (F) e 31 DAT (H) das plantas de alface americana
(cultivar Angelina), em sistema hidroponico NFT em resposta a doses de

Bacillus subtilis via solucao nutritiva. = barra de erro padréo.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Constatou-se efeito significativo (p<0,01) das doses de B. subtilis sobre
a massa seca da parte aérea e de raizes aos 10, 17 e 31 DAT, e para massa
seca das raizes aos 24 DAT, porém houve efeito significativo (p<0,05) das

doses do inoculante para massa seca da parte aérea aos 24 DAT (Tabela 21).
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Tabela 21 — Analise de variancia dos valores de F calculado para a massa seca
da parte aérea (MSPA) e massa seca das raizes (MSR) da alface americana

(cultivar Angelina), aos 10, 17, 24 e 31 dias apo6s transplantio - DAT.

MSPA MSR MSPA MSR MSPA MSR MSPA  MSR

v 10 DAT 17 DAT 24 DAT 31 DAT

Bloco 1,95ns 0,30ns 0,66ns 0,64ns 0,62ns 0,69ns 1,56ns 2,75ns
Doses 14,85  7,26%  8,82%  2181% 4,21* 7.74%  7,.82% 19 24
CV (%) 6,77 16,96 24,08 10,10 1397 9,00 10,66 9,21
Linear 6,72* 21,16 6,41*  479* 042ns 1,68ns 3,15ns 11,31**

Quadratica 37,95** 0,66ns  9,08** 69,97 14,28  16,22** 14,50** 21,47*

ns — ndo significativo, * e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade pelo teste F.
Fonte: Elaborado pelo autor.

O maior acumulo de massa seca na parte aérea da alface foi de 0,9; 4,9;
8,1 e 10,4 g nas doses calculadas de 28, 25, 30 e 27 mL de B. subtilis aos 10,
17, 24 e 31 DAT, respectivamente (Figuras 28A, 28C, 28E e 28G). Houve
aumento no acumulo de massa seca das raizes de acordo com aumento das
doses de B. subtilis via solucdo nutritiva (Figura 28B). O maior acumulo de
massa seca nas raizes foi verificado nas doses de 32, 27 e 24 mL de B. subtilis
com acumulo de 1, 1,5 e 1,7 g de massa seca nas raizes da alface americana
aos 17, 24 e 31 DAT, respectivamente (Figuras 28D, 28F e 28H).
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Figura 28 — Massa seca da parte aérea aos 10 dias apds o plantio - DAT (A),
17 DAT (C), 24 DAT (E) e 31 DAT (G), e a massa seca das raizes aos 10 DAT
(B), 17 DAT (D), 24 DAT (F) e 31 DAT (H) das plantas de alface americana
(cultivar Angelina), em sistema hidroponico NFT em resposta a doses de

Bacillus subtilis via solucao nutritiva. = barra de erro padréo.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Verificou-se efeito significativo (p<0,01) das doses de B. subtilis sobre a
produtividade de folhas frescas e numero de folhas por planta aos 31 DAT
(Tabela 22).
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Tabela 22 — Andlise de variancia dos valores de F calculado para a
produtividade de folhas e namero de folhas por planta aos 31 dias apds o
plantio (DAT).

Produtividade N° de folhas
Y 31 DAT
Bloco 0,31ns 0,66ns
Doses 22,19** 7,10**
CV (%) 4,30 6,17
Linear 2,39ns 0,03ns
Quadratica 62,98** 25,97**

ns — no significativo, * e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade pelo teste F.
Fonte: Elaborado pelo autor.

A maior produtividade de plantas de alface fresca na colheita foi obtida
na dose de 33 mL, com produtividade de 7,9 kg m?2 (Figura 29A), enquanto o
maior numero de folhas por planta foi observado na dose de B. subtilis
calculada de 31 mL, com aproximadamente 19 folhas no momento da colheita
(Figura 29B).
Figura 29 — Produtividade de massa fresca (A) e o numero de folhas (B) das
plantas de alface americana (cultivar Angelina), em sistema hidropénico NFT

em resposta a doses de Bacillus subtilis via solu¢cdo nutritiva. £ barra de erro

padréo.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Houve efeito significativo (p<0,01) das doses de B. subtilis sobre indice
de clorofila foliar (ICF) aos 17 e 24 DAT, e efeito ndo significativo (p>0,05)
sobre o indice de clorofila foliar aos 10 e 31 DAT (Tabela 23).
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Tabela 23 — Analise de variancia dos valores de F calculado para o indice de
clorofila foliar da alface americana (cultivar Angelina), aos 10, 17, 24 e 31 dias

apos plantio (DAT).

indice de clorofila foliar

v 10 DAT 17 DAT 24 DAT 31 DAT
Bloco 1,57ns 1,02ns 0,65ns 0,92ns
Doses 2,98ns 15,61** 10,66** 0,69ns
CV (%) 10,22 10,01 12,40 24,70

Linear 9,76** 1,04ns 6,80* 0,16ns
Quadratica 0,36ns 17,69** 34,59** 0,50ns

ns — ndo significativo, * e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade pelo teste F.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Houve aumento do indice de clorofila foliar com 0 aumento das doses de
B. subtilis via solucdo nutritiva aos 10 DAT (Figura 30A). O indice de clorofila
foliar maximo de 43 e 45 foi obtido nas doses de 30 e 27 mL de B. subtilis 100
Lt aos 17 e 24 DAT, respectivamente (Figuras 30B e 30C). Porém, nao foi
observado efeito significativo das doses de B. subtilis sob o indice de clorofila
foliar aos 31 DAT da alface americana em sistema hidroponico (Figuras 30D).
Figura 30 — indice de clorofila foliar aos 10 dias ap6s o plantio - DAT (A), 17
DAT (B), 24 DAT (C) e 31 DAT (D) das plantas de alface americana (cultivar
Angelina) em sistema hidroponico NFT em resposta a doses de Bacillus subtilis

via solucao nutritiva. = barra de erro padréo.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.3.2 Efeito das doses de B. subtilis sobre o acumulo de nutrientes na
parte aérea
Observou-se efeito significativo (p<0,01) das doses de B. subtilis sobre o
acumulo de P na parte aérea nas quatro épocas de avaliagcdes, e acimulo de N
na parte aérea aos 10 e 17 DAT, e significativo (p<0,05) aos 24 e 31 DAT
(Tabela 24).
Tabela 24 — Andlise de variancia dos valores de F calculado para a acumulo de
N e de P na parte aérea das plantas de alface americana (cultivar Angelina),
aos 10, 17, 24 e 31 dias apos o tranplantio - DAT.

N P N P N P N P
v 10 DAT 17 DAT 24 DAT 31 DAT
Bloco 2,58ns 1,64ns  0,48ns 0,53ns  0,86ns 1,33ns 1,36ns 0,92ns
Doses 16,38**  19,39** 7,31** 8,23* 3,43* 22,83* 3,34* 7,12**
CV (%) 6,53 7,21 26,53 25,96 17,80 10,21 14,03 14,05
Linear 22,99  28,56** 4,39ns 6,04* 0,02ns 1,11ns 1,72ns 7,52*

Quadratica 25,75**  15,64*  9,42** 10,47* 8,64** 82,10 6,69*  13,44**

ns — nao significativo, * e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade pelo teste F.
Fonte: Elaborado pelo autor.
O maior acumulo de nitrogénio (N) na parte aérea da allfaace foi obtido

na dose de B. subtilis de 20, 26, 31 e 27 mL 100 L com acimulo maximo de
0,9; 5,1; 7,5 e 8,7 g m? aos 10, 17, 24 e 31 DAT, respectivamente (Figuras
31A, 31C, 31E e 31G). A inoculacdo com B. subtilis nas doses de 22, 23, 29 e
24 mL propiciaram o maior acumulo de fésforo (P) na parte aérea das plantas
de alface americana, com actimulo de 0,14; 0,67; 1,29 e 1,82 g m*? aos 10, 17,
24 e 31 DAT, respectivamente (Figuras 31B, 31D, 31F e 31H).
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Figura 31 — Acumulo de nitrogénio na parte aérea aos 10 dias ap6s o
transplantio - DAT (A), 17 DAT (C), 24 DAT (E) e 31 DAT (G), e o acumulo de
fésforo na parte aérea aos 10 DAT (B), 17 DAT (D), 24 DAT (F) e 31 DAT (H)
das plantas de alface americana (cultivar Angelina) em sistema hidropdnico
NFT em resposta a doses de Bacillus subtilis via solugao nutritiva. = barra de
erro padrao.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O fornecimento de N na solucdo nutritiva no tratamento controle foi a
maior em relag&o ao realizar a inoculagdo com B. subtilis, nas doses de 7,8,

15,6 e 31,2 mL o acumulo de N total das plantas de alface foi maior que a
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quantidade de N fornecido via solu¢do nutritiva, com a da inoculacéo, ocorreu a
fixacdo biolégica de nitrogénio atmosférico (Figura 32), o que explica tais
resultados.

Figura 32— Acumulo de nitrogénio total nas plantas de alface americana
(cultivar Angelina) em toda bancada de cultivo hidropbnico e o fornecimento
total de nitrogénio via solugdo nutritiva em todo periodo de cultivo em resposta
a doses de Bacillus subtilis via solucao nutritiva.

92 , Y =-0.0152x2 +0.9258x +55.692** Rz = 0.72904 @ N total da solucéo nutritiva

® Acumulo total de N nas plantas

(o2}
(e}

—-— - = oy
—— -
- -

Nitrogénio (g)
&

)
w

0 7.8 156 234 3.2 39 468 546 624 702
Doses de Bacillus subtilis (mL 100 L-1)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Houve efeito significativo (p<0,01) das doses de B. subtilis sobre os
acumulos de K e S na parte aérea aos 10, 17 e 31 DAT, e de K ao 24 DAT,
porém, nao foi significativo (p>0,05) sobre o acumulo de S na parte aérea aos
24 DAT (Tabela 25).

Tabela 25 — Analise de variancia dos valores de F calculado para a acumulo de
K e de S na parte aérea das plantas de alface americana (cultivar Angelina),
aos 10, 17, 24 e 31dias apés o transplantio (DAT).

K S K S K S K S
Y 10 DAT 17 DAT 24 DAT 31 DAT
Bloco 1,23ns 1,34ns 0,60ns  0,80ns 0,32ns 0,26ns 1,70ns 2,02ns
Doses 94,96*  37,91** 6,92** 14,57* 9,31** 1,09ns 8,18**  12,46**
CV (%) 8,38 6,82 31,86 20,94 20,42 14,04 20,74 12,22
Linear 0,90ns 16,60** 3,81ns  10,23** 1,20ns 152ns 14,97** 3,62ns

Quadratica 83,64**  64,91* 8,18** 16,73** 24,82** 1,80ns 5,12* 11,72

ns — néo significativo, * e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade pelo teste F.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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O maior acumulo de K foi observado nas doses de 31, 26, 33 e 17 mL de
B. subtilis com acumulo de 1,86; 5,55; 7,58 e 10,24 g m? aos 10, 17, 24 e 31
DAT, respectivamente (Figuras 33A, 33C, 33E e 33G). Nao foi verificado efeito
significativo das doses de B. subtilis sobre o acimulo de enxofre (S) aos 24
DAT (Figura 33F), o maior acimulo de S aos 10, 17 e 31 DAT com acumulo de
0,06; 0,34 e 0,72g m2 nas doses de 40, 32 e 22 mL de B. subtilis (Figuras 33B,
33D e 33H).
Figura 33 — Acumulo de potassio na parte aérea aos 10 dias apls o
transplantio - DAT (A), 17 DAT (C), 24 DAT (E) e 31 DAT (G), e o acumulo de
enxofre na parte aérea aos 10 DAT (B), 17 DAT (D), 24 DAT (F) e 31 DAT (H)
das plantas de alface americana (cultivar Angelina) em sistema hidropénico
NFT em resposta a doses de Bacillus subtilis via solugao nutritiva. = barra de
erro padrao.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Observou-se efeito significativo (p<0,01) das doses de B. subtilis sobre
0s acumulos de Ca e Mg na parte aérea aos 10, 17 e 31 DAT, e de Mg aos 24
DAT; também, houve efeito significativo (p<0,05) sobre o acumulo de Ca aos
24 DAT (Tabela 26).
Tabela 26 — Analise de variancia dos valores de F calculado para o acimulo de
Ca e de Mg na parte aérea das plantas de alface americana (cultivar Angelina),
aos 10, 17, 24 e 31 dias apos o transplantio (DAT).

- Ca Mg Ca Mg Ca Mg Ca Mg

10 DAT 17 DAT 24 DAT 31 DAT
Bloco 0,57ns 0,60ns 0,57ns  0,56ns 0,58ns 0,59ns 1,99ns 0,97ns
Doses 58,46**  34,90** 7,35* 8,62**  4,96* 7,87*  8,49*  7,58*
CV (%) 11,24 11,99 31,68 27,81 21,04 18,19 28,09 20,74
Linear 5,65* 7,11** 9,78** 7,38* 0,43ns 0,22ns  11,57** 8,74*

Quadratica 54,99**  43,32**  4,45* 6,20* 14,88*  24,62** 4,14* 9,11**

ns — ndo significativo, * e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade pelo teste F.
Fonte: Elaborado pelo autor.

A dose calculada que proporcionou maior acumulo de calcio (Ca) na
parte aérea da alface foi de 32, 19, 35 e 15 mL de B. subtilis, com acumulo de
0,17; 1,52; 2,5 e 3,86g m2 aos 10, 17, 24 e 31 DAT, respectivamente (Figuras
34A, 34C, 34E e 34G). O maior acumulo de Mg na parte aérea de alface
americana foi de 0,08; 0,60; 0,85 e 1,17g m? nas doses de 26, 23, 29 e 28 mL
de B. subtilis aos 10, 17, 24 e 31 DAT, respectivamente (Figuras 34B, 34D, 34F
e 34H).
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Figura 34 — Acumulo de célcio na parte aérea aos 10 dias ap0s o transplantio -
DAT (A), 17 DAT (C), 24 DAT (E) e 31 DAT (G), e o acumulo de magnésio na
parte aérea aos 10 DAT (B), 17 DAT (D), 24 DAT (F) e 31 DAT (H) das plantas
de alface americana (cultivar Angelina), em sistema hidropbnico NFT em

resposta a doses de Bacillus subtilis via solucdo nutritiva. + barra de erro
padrao.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Houve efeito significativo (p<0,01) das doses de B. subtilis sobre os
acumulos de B e Cu na parte aérea aos 10 DAT, e de Cu aos 31 DAT,; ainda,

observou-se efeito significativo (p<0,05) sobre o acumulo de B aos 17, 24 e 31
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DAT, porém houve efeito nao significativo (p>0,05) para acimulo de Cu aos 17
DAT (Tabela 27).

Tabela 27 — Andlise de variancia dos valores de F calculado para a acumulo de
B e de Cu na parte aérea das plantas de alface americana (cultivar Angelina),
aos 10, 17, 24 e 31 dias ap0s o transplantio (DAT).

B Cu B Cu B Cu B Cu
Y 10 DAT 17 DAT 24 DAT 31 DAT
Bloco 0,43ns 1,14ns  0,78ns 0,75ns  0,77ns 3,16ns 0,51ns 1,04ns
Doses 5,99** 20,81**  5,40* 1,28ns  4,07* 3,42*% 5,24~ 7,43**
CV (%) 11,21 10,28 19,74 60,08 21,40 34,94 19,66 15,32
Linear 0,01ns 2,37ns  5,71* 1,90ns 0,55ns 2,18ns 1,39ns 7,57*

Quadratica 6,79* 30,89**  4,90* 0,11ns 11,05 5,93* 9,97  7,46*

ns — no significativo, * e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade pelo teste F.
Fonte: Elaborado pelo autor.
O maior acumulo de boro (B) na parte aérea das plantas de alface foi

observado nas doses de 30, 20, 28 e 28 mL de B. subtilis na solugéao nutritiva,
com os acumulos de 0,41; 1,35; 3,74 e 7,45 mg m, respectivamente (Figuras
35A, 35C, 35E e 35G). Nao houve efeito significativo sobre o acimulo de cobre
(Cu) aos 17 DAT (Figura 35D). O maior acumulo de Cu foi verificado na dose
de B. subtilis de 17, 24 e 27 mL com acumulo de 0,4; 5,7 e 6,6 mg m?2 de
massa seca de alface aos 10, 24 e 31 DAT, respectivamente (Figuras 35B, 35F
e 35H).
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Figura 35 — Acamulo de boro na parte aérea aos 10 dias apds o transplantio -
DAT (A), 17 DAT (C), 24 DAT (E) e 31 DAT (G), e o acumulo de cobre na parte
aérea aos 10 DAT (B), 17 DAT (D), 24 DAT (F) e 31 DAT (H) das plantas de
alface americana (cultivar Angelina), em sistema hidroponico NFT em resposta
a doses de Bacillus subtilis via solugéao nutritiva. + barra de erro padréo.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Reportou-se efeito significativo (p<0,01) das doses de B. subtilis sobre o

acumulo de Zn na parte aérea nas quatro épocas de avaliacdes, e de Fe aos
17 e 24 DAT,; também, houve efeito significativo (p<0,05) sobre o acumulo de
Fe aos 10 e 31 DAT (Tabela 28).
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Tabela 28 — Andlise de variancia dos valores de F calculado para a acumulo de
Fe e de Zn na parte aérea das plantas de alface americana (cultivar Angelina),
aos 10, 17, 24 e 31 dias apods o transplantio (DAT).

Fe Zn Fe Zn Fe Zn Fe Zn
v 10 DAT 17 DAT 24 DAT 31 DAT
Bloco 0,49ns 1,55ns 0,83ns  0,75ns  1,27ns 0,31ns 0,56ns 0,54ns
Doses 4,31* 107,66** 9,24** 14,54*  8,19** 8,64**  5,02*  5,59*
CV (%) 14,04 6,87 36,80 23,66 34,83 14,03 19,11 14,00
Linear 9,62** 71,37**  1,70ns 10,09** 0,33ns 0,0lns 2,69ns 2,62ns

Quadratica 0,80ns 101,89** 9,83** 13,71 26,57** 27,57 7,49*  6,98*

ns — ndo significativo, * e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade pelo teste F.
Fonte: Elaborado pelo autor.

De acordo com o aumento das doses de B. subtilis fornecidas na
solucéo nutritiva houve o aumento do acumulo de ferro (Fe) na parte aérea das
plantas de alface americana (Figura 36A). As doses de B. subtilis de 28, 32 e
27 mL proporcionaram o acimulo de 49, 199 e 391 mg m2 de Fe aos 17, 24 e
31 DAT, respectivamente (Figuras 36C, 36E e 36G). O acumulo de zinco (Zn)
na parte aérea foi de 2,2; 16,6; 38,5 e 45,3 mg m nas doses de 26, 25, 31 e
26 mL 100 L de solugdo nutritiva aos 10, 17, 24 e 31 DAT, respectivamente
(Figuras 36B, 36D, 36F e 36H).
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Figura 36 — Acumulo de ferro na parte aérea aos 10 dias ap6s o transplantio -
DAT (A), 17 DAT (C), 24 DAT (E) e 31 DAT (G), e o acumulo de zinco na parte
aérea aos 10 DAT (B), 17 DAT (D), 24 DAT (F) e 31 DAT (H) das plantas de
alface americana (cultivar Angelina), em sistema hidroponico NFT em resposta
a doses de Bacillus subtilis via solugéao nutritiva. + barra de erro padréo.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Houve efeito significativo (p<0,01) das doses de B. subtilis sobre o

acumulo de Mn na parte aérea aos 10, 17 e 24 DAT, e se observou, também,
efeito significativo (p<0,05) sobre o acumulo de Mn aos 31 DAT (Tabela 29).
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Tabela 29 — Andlise de variancia dos valores de F calculado para a acumulo de

Mn na parte aérea das plantas de alface americana (cultivar Angelina), aos 10,
17, 24 e 31 dias apos o transplantio (DAT).

Acumulo de Mn na parte aérea

v 10 DAT 17 DAT 24 DAT 31 DAT
Bloco 3,34ns 0,78ns 0,16ns 0,25ns
Doses 52,55%* 21,33 11,20% 3,70*
CV (%) 6,61 24,49 15,59 22,04
Linear 18,58** 7,89* 0,41ns 4,40ns
Quadrética 55,92%* 21,64 39,53 5,51*

ns — ndo significativo, * e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade pelo teste F.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Aos 10, 17, 24 e 31 DAT o acumulo de manganés (Mn) foi de 3,6; 30; 58
e 61 mg m de massa seca da parte aérea nas doses de 27, 27, 31 e 24 mL de
B. subtilis na solugdo nutritiva, respectivamente (Figuras 37A, 37B, 37C e 37D).
Figura 37 — Acumulo de manganés na parte aérea aos 10 dias apls o
transplantio - DAT (A), 17 DAT (B), 24 DAT (C) e 31 DAT (D) das plantas de
alface americana (cultivar Angelina) em sistema hidropénico NFT em resposta

a doses de Bacillus subtilis via solugao nutritiva. + barra de erro padréo.
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4.3.3 Efeito das doses de B. subtilis sobre o acumulo de nutrientes nas
raizes
Houve efeito significativo (p<0,01) das doses de B. subtilis sobre os
acumulos de N, P, K, S, Ca e Mg nas raizes de alface aos 31 DAT (Tabela 30).
Tabela 30 — Analise de variancia dos valores de F calculado para a acumulo de
N, de P, de K, de S, de Ca e de Mg nas raizes das plantas de alface americana

(cultivar Angelina), aos 31 dias apds transplantio (DAT).

N P K S Ca Mg
F.V.
31 DAT

Bloco 0,35ns 1,59ns 0,86ns 0,62ns 0,40ns 3,26ns
Doses 86,09** 20,61** 52,91** 34,64** 84,00** 36,60**
CV (%) 5,67 6,84 8,50 8,94 7,92 7,87
Linear 0,001ns 15,66** 38,01** 5,02* 202,32** 28,74**
Quadratica 160,34** 44,39** 83,79** 47,45 31,38** 46,86**

ns — ndo significativo, * e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade pelo teste F.
Fonte: Elaborado pelo autor.

O acumulo de N nas raizes das plantas de alface foi de 1,04 g m2 com a
dose de 36 mL de B. subtilis aos 31 DAT (Figura 38A). Ja o acumulo de P nas
raizes das plantas de alface foi de 0,34 g m*? na dose de 25 mL de B. subtilis
(Figura 38B). A dose de 29 mL 100 L de B. subtilis proporcionou maior
acumulo de K nas raizes, cujo acimulo foi de 0,94 g m?2 de K (Figura 38C). O
maior acumulo de S nas raizes foi verificado na dose de 31 mL de B. subtilis
com actmulo de 0,3 g m? de S (Figura 38D). Quanto ao acumulo de Ca nas
raizes das plantas de alface americana, este foi de 0,4 g m?2 na dose de 16 mL
de B. subtilis no momento da colheita (Figura 38E). com relacdo ao maior
acumulo de Mg, este foi observado na dose de 31 mL de B. subtilis com

acumulo de 0,3 g m2 de Mg nas raizes de alface (Figura 38 F).
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Figura 38 — Acumulo de nitrogénio nas raizes (A), fésforo (B), potassio (C),
enxofre(D), célcio (E) e magnésio (F) das plantas de alface americana (cultivar
Angelina), em sistema hidroponico NFT em resposta a doses de Bacillus
subtilis  via  solucao nutritiva. * barra  de erro padrao.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Verificou-se efeito significativo (p<0,01) das doses de B. subtilis sobre os

acumulos de B, Cu, Fe, Mn e Zn nas raizes aos 31 DAT (Tabela 31).

Tabela 31 — Andlise de variancia dos valores de F calculado para a acumulo de
B, de Cu, de Fe, de Mn e de Zn nas raizes das plantas de alface americana
(cultivar Angelina), aos 31 dias ap0s o transplantio (DAT).

B Cu Fe Mn Zn
F.V.
31 DAT

Bloco 0,85ns 1,09ns 0,40ns 2,31ns 0,81ns
Doses 96,29** 105,55** 42,66** 50,93** 40,75**
CV (%) 5,65 7,85 5,73 9,17 8,26
Linear 54,95** 98,46** 20,99** 75,28** 89,58**
Quadratica 304,35** 60,84** 58,98** 35,36** 30,17**

ns — néo significativo, * e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade pelo teste F.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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O acumulo de B foi maior na dose calculada de 30 mL de B. subtilis,

proporcionando acimulo de 1,3 mg m de B nas raizes das plantas de alface
americana (Figura 39A). A dose calculada de maior acimulo de Cu nas raizes
de alface foi de 21 mL com acimulo de 18 mg m? de Cu no momento da
colheita (Figura 39B). J& o maior acumulo de Fe nas raizes das plantas de
alface foi de 113 mg m? na dose calculada de 27 mL de B. subtilis (Figura
39C). Com relacdo ao acumulo de Mn, este foi maior na dose de 19 mL de B.
subtilis com acumulo de 8 mg m nas raizes das plantas de alface americana
(Figura 39D). Para o Zn, foi observado um acumulo nas raizes das plantas de 7
mg M2 na dose de 17 mL de B. subtilis (Figura 39E).
Figura 39 — Acumulo de boro nas raizes (A), cobre (B), ferro (C), manganés (D)
e zinco (E) das plantas de alface americana (cultivar Angelina) em sistema
hidropdnico NFT em resposta a doses de Bacillus subtilis via solugéo nutritiva.
+ barra de erro padréo.
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4.3.4 Efeito das doses de B. subtilis sobre as trocas gasosas e clorofila
foliar
Notou-se efeito significativo (p<0,01) das doses de B. subtilis sobre a
concentragcdo de clorofila a, clorofila b, clorofila total e carotendides foliar aos
31 DAT (Tabela 32).
Tabela 32 — Andlise de variancia dos valores de F calculado para a
concentracdo de clorofila a (Clo a), de clorofila b (Clo b), de clorofila total (Clo t)
e de carotendides (Car) nas folhas das plantas de alface americana (cultivar
Angelina), aos 31 dias ap0s o transplantio (DAT).

Clo a Clob Clot CAR

F.V.
31 DAT

Bloco 0,87ns 2,42ns 1,02ns 0,31ns
Doses 50,75** 28,42** 53,69** 25,44**
CV (%) 4,32 6,37 4,22 6,89
Linear 15,18** 40,16** 22,95** 13,53**
Quadratica 118,17** 57,99** 125,29** 51,83**

ns — néo significativo, * e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade pelo teste F.
Fonte: Elaborado pelo autor.

As doses de 36, 40, 37 e 39 mL 100 L* de B. subtilis proporcionaram
maior concentracdo de clorofila a (1,35 mg g* MF), clorofila b (0,22 mg g* MF),
clorofila total (1,54 mg g! MF) e carotenoides (0,35 mg g*! MF),
respectivamente (Figura 40A, 40B, 40C e 40D).
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Figura 40 — Concentracgéo foliar de clorofila a (A), clorofila b (B), clorofila total
(C) e carotenoides (D) aos 31 dias apés o transplantio das plantas de alface
americana (cultivar Angelina) em sistema hidropdnico NFT em resposta a
doses de Bacillus subtilis via solugédo nutritiva. £ barra de erro padrao.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Observou-se efeito significativo (p<0,01) das doses de B. subtilis sobre a
concentracdo interna de carbono, condutancia estomatica, transpiracéo e taxa
de fotossintese liquida foliar na alface aos 17 e 31 DAT (Tabela 33).

Tabela 33 — Analise de variancia dos valores de F calculado para concentracéo
interna de carbono (Ci), condutancia estomatica (gs), transpiracao (E) e taxa de
fotossintese liquida (A) nas folhas das plantas de alface americana (cultivar

Angelina), aos 17 e 31 dias apos o transplantio -DAT.

Ci gs A E Ci gs A E
-V 17 DAT 31 DAT
Bloco 1,87ns 0,69ns 1,551ns 0,74ns 1,54ns 1,38ns 0,13ns 1,92ns
Doses 24,42%*  4,96** 26,07** 5,28** 90,56**  22,80** 39,63**  12,25**
CV (%) 2,28 8,87 6,90 7,79 2,31 6,55 7,65 3,98
Linear 30,02**  4,95* 78,46**  5,20* 15,64**  1,45ns 40,85ns 4,91*

Quadratica 11,63** 1,58ns  15,64** 1,96ns 334,36* 81,22* 114,62** 29,98**

ns — nao significativo, * e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade pelo teste F.
Fonte: Elaborado pelo autor.
A dose de 18 mL e 34 mL de B. subtilis proporcionou maior

concentracéo subestoméatica de gas carbonico (Ci), i com Ci de 303 e 388 pumol
CO:2 moltar? nas folhas de alface aos 17 e 31 DAT, respectivamente (Figuras

41A e 41E). Foi observado aumento da condutancia estomatica (gs) conforme
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0 aumento das doses de B. subtilis aos 17 DAT e até a dose estimada de 35
mL de B. subtilis com calculado gs de 782 mol H20 m2 s! (Figuras 41B e 41F).
A dose estimada de B. subtilis que proporcionou maior taxa de fotossintese
liquida (A) foi de 52 mL e 35 mL com A de 17 e 15,4 pmol CO2 m? st aos 17 e
31 DAT, respectivamente (Figuras 41C e 41G). Também, houve um aumento
da taxa de transpiracao foliar (E) com o incremento das doses de B. subtilis aos
17 DAT, e até a dose estimada de 43 mL de B. subtilis com E maximo
calculado de 11 mmol H20 m= s* aos 31 DAT (Figuras 41D e 41H).

Figura 41 — Resultado da andlise de trocas gasosas foliares na concentragcédo
subestomatica de gas carbonico (Ci) aos 17 dias ap0s o transplantio - DAT (A)
e aos 31 DAT (E), condutancia estomatica (gs) aos 17 DAT (B) e aos 31 DAT
(F), taxa de fotossintese liquida (A) aos 17 DAT (C) e aos 31 DAT (G),
transpiragdo (E) aos 17 DAT (D) e aos 31 DAT (H) das plantas de alface
americana (cultivar Angelina) em sistema hidropénico NFT em resposta a
doses de Bacillus subtilis via solugdo nutritiva. = barra de erro padrao.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Houve efeito significativo (p<0,01) das doses de B. subtilis sobre a
eficiéncia do uso da agua aos 17 e 31 DAT e, também sobre o conteudo
relativo de agua e integridade de membranas foliares aos 31 DAT (Tabela 34).
Tabela 34 — Andlise de variancia dos valores de F calculado para eficiéncia do
uso da 4gua (EUA) nas folhas das plantas de alface aos 17 e 31 DAT e para o
conteudo relativo de agua (CRA) e indice de integridade de membranas (1IM)
nas folhas das plantas de alface americana (cultivar Angelina), aos 31 dias

apos a transplantio - DAT.

EUA EUA CRA [IM
mV 17 DAT 31 DAT
Bloco 1,05ns 0,49ns 0,19ns 0,28ns
Doses 10,19** 17,07** 6,60** 40,44*
CV (%) 13,27 9,62 3,12 1,56
Linear 19,99** 19,20** 3,09ns 0,84ns
Quadratica 6,08** 42,16** 15,74** 89,01**

ns — nao significativo, * e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade pelo teste F.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Verificou-se aumento da eficiéncia do uso da agua (EUA) até a dose
estimada de 52 e 39 mL de B. subtilis com EUA calculado de 2,12 e 1,54 pumol
CO2 mmol H20? aos 17 e 31 DAT (Figuras 42A e 42B). A dose de B. subtilis
gue proporcionou maior conteudo relativo de dgua (CRA) das folhas de alface
foi de 36 mL, com CRA calculado de 96% (Figura 42C). J& o maior indice de
integridade de membranas celulares (1IM) das folhas de alface americana foi de
93% na dose calculada de 33 mL de B. subtilis via solugéo nutritiva (Figura
42D).
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Figura 42 — Resultado da eficiéncia do uso da agua (EUA) aos 17 dias apos o
transplantio - DAT (A) e aos 31 DAT (B), e do estado hidrico das plantas no
contetdo relativo de agua das folhas (C) e o indice de integridade de
membranas celulares das folhas (D) das plantas de alface americana (cultivar
Angelina) em sistema hidropdnico NFT em resposta a doses de Bacillus subtilis
via solucao nutritiva. = barra de erro padréo.
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Fonte: Elaborado pelo autor
4.3.5 Efeito das doses de B. subtilis sobre a atividade da enzima nitrato

redutase e do acamulo de nitrato

Houve efeito significativo (p<0,01) das doses de B. subtilis sobre o
acumulo de nitrato e amdnio na parte aérea e raizes, concentracdo de
aminoacido e carboidratos totais e na atividade da enzima nitrato redutase aos
31 DAT (Tabela 35).
Tabela 35 — Andlise de variancia dos valores de F calculado o acumulo de
nitrato (NO3) e aménio (NH4*) na parte aérea e nas raizes, concentracdo de
aminoacidos totais (AT), carboidratos totais (CT) e na atividade da enzima
nitrato redutase (NR) nas folhas das plantas de alface americana (cultivar

Angelina) aos 31 dias apoés o transplantio (DAT).

NOs NH4* NOs NH4* TAA TC NR
v Parte aérea Raizes Foliar
Bloco 2,19ns 0,93ns 0,22ns 1,51ns 0,12ns 1,27ns 3,18ns
Doses 12,65*  87,02** 54,67  118,08** 6,91** 38,49*  213,11**
CV (%) 18,54 8,58 7,46 5,05 9,54 7,95 5,36
Linear 48,51  336,62** 120,09** 126,23** 0,30ns 12,93*  70,64**

Quadratica 2,09ns 3,17ns 18,12*  285,26** 10,61** 131,90** 634,62**
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ns — néo significativo, * e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade pelo teste F.
Fonte: Elaborado pelo autor.

O acumulo de aménio (NHs4*) na parte aérea das plantas de alface
aumentou conforme o aumento das doses de B. subtilis via solucdo nutritiva
(Figura 43A). Por outro lado, o acumulo de nitrato (NO3s’) na parte aérea das
plantas de alface americana foi menor conforme o incremento das doses de B.
subtilis viu solugdo nutritiva (Figura 43B). A dose de B. subtilis que
proporcionou maior acumulo de NH4* nas raizes da alface americana foi de 38
mL, com acumulo de 93 mg m (Figura 43C); j& o maior acumulo de NOz nas
raizes foi de 69 mg m? na dose de 16 mL de B. subtilis via solugcdo nutritiva
(Figura 43D).

Figura 43 — Acumulo de ambnio na parte aérea (A), nas raizes (C), acumulo de
nitrato na parte aérea (B), nas raizes (D), concentracdo de aminodacidos totais
(E), carboidratos totais (F) e atividade da enzima nitrato redutase (NR) nas
folnas (G) das plantas de alface americana (cultivar Angelina) em sistema
hidropdnico NFT em resposta a doses de Bacillus subtilis via solugéo nutritiva.
+ barra de erro padréo.
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4.3.6 Analise econdmica

O tratamento sem inoculacdo com B. subtilis teve o menor custo
operacional total (COT) de R$ 19,91 e o COT aumentou conforme o incremente
da dose de B. subtilis na solucdo nutritiva, porém a lucratividade foi maior (R$
20,52 m) ao utilizar 15,6 mL 100 L de B. subtilis na solucédo nutritiva e ainda
pelo baixo uso do hidroxido de sodio teve terceiro menor COT (R$ 21,43). Por
outro lado, sem a inoculacgéo teve-se lucratividade de R$ 11,04 m2; enqunto ao
se realizar inoculacdo com as doses de 31,2 e 62,4 mL de B. subtilis
propiciaram as lucratividades de R$ 17,08 e 12,84 m respectivamente, pela

menor produtividade em relacdo a dose de 15,6 mL (Tabela 36).
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Tabela 36 - Custo operacional total (COT, R$ m?) e rentabilidade (R$ m2) modelo de estrutura de alface americana em hidroponia
sob o tratamento controle (0 mL 100 L™ solucdo nutritiva), e as doses de Bacillus subtilis via solucdo nutritiva.

Tratamento 0 mL 100 Lt de B. subtilis 7,8 mL 100 Lt de B. subtilis 15,6 mL 100 Lt de B. subtilis 31,2 mL 100 L de B. subtilis 62,4 mL 100 L de B. subtilis
Descrigéo Uni. Qnt. U%H?Fg%) t;‘f?é%) Qnt. U?(SF;%) Cuz:tz(;)tot- Qnt. u??ptz%) CU?FI;;S)toI- Qnt. u?(sé%) Cu?Ft&)tot. Qnt. C(iﬁ: Cu?l?t&)tm.
A. Operagbes
Mé&o-de-obra hr 40 12,50 6,94 40 12,50 6,94 40 12,50 6,94 40 12,50 6,94 40 12,50 6,94
"rigaéz‘t’ri(f;)e’gia kwh' 123 0,45 7,69 123 0,45 7,69 123 0,45 7,69 123 0,45 7,69 123 0,45 7,69
Consumo de agua L 450 0,002 0,13 450 0,002 0,13 450 0,002 0,13 450 0,002 0,13 450 0,002 0,13
Subtotal A. R$ 14,76 14,76 14,76 14,76 14,76

B. Insumos hidroponia

Inoculante L 0 80,00 0,00 0,023 80,00 0,26 0,0468 80,00 0,52 0,0936 80,00 1,04 0,1872 80,00 2,08
Inseticida K 0,05 300,00 2,08 0,05 300,00 2,08 0,05 300,00 2,08 0,05 300,00 2,08 0,05 300,00 2,08
(Evidence) 9
Mudas muda 19,5 0,10 1,95 19,5 0,10 1,95 19,5 0,10 1,95 19,5 0,10 1,95 19,5 0,10 1,95
Hidrogood Fert kg 0,513 7,00 0,50 0,545 7,00 0,53 0,544 7,00 0,53 0,576 7,00 0,56 0,445 7,00 0,43
Ferro EDDHA 6% kg 0,023 70,00 0,23 0,025 70,00 0,24 0,025 70,00 0,24 0,0265 70,00 0,26 0,021 70,00 0,20
Nitrato de Calcio kg 0,258 2,20 0,08 0,274 2,20 0,08 0,274 2,20 0,08 0,29 2,20 0,09 0,223 2,20 0,07
Cloreto de Potassio kg 0,06 5,08 0,04 0,06 5,08 0,04 0,06 5,08 0,04 0,06 5,08 0,04 0,06 5,08 0,04
Acido Sll;llfﬂrico L 0,15 5,00 0,10 0,18 5,00 0,12 0,17 5,00 0,12 0,16 5,00 0,11 0,17 5,00 0,12
Hidréxicizzge Sédio L 0,12 10,00 0,17 0,12 10,00 0,17 0,062 10,00 0,09 0,14 10,00 0,19 0,16 10,00 0,22
Q)
Subtotal B. R$ 5,15 5,47 5,65 6,32 7,19
Custo operacional efetivo R$ 19,91 20,23 20,41 21,08 21,95
Outras despesas R$ 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Custo de Juros R$ 0,99 1,01 1,02 1,05 1,10
Custo operacional Total R$ 20,90 21,24 21,43 22,13 23,05
Receita
Produtividade kg m2 6,06 5,27 31,94 6,93 5,27 36,52 7,96 5,27 41,95 7,44 5,27 39,21 6,81 5,27 35,89

Lucratividade R$ 11,04 15,28 20,52 17,08 12,84
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4.4 DISCUSSAO

O aumento do acumulo de massa de raizes € um dos efeitos observados
da inoculacdo com B. subtilis em diversas culturas cultivadas em solo
(TAVANTI et al., 2020; AKHTYAMOVA et al., 2021; FONSECA et al., 2022);
porém, ndo ha relatos do sucesso da inoculagdo via solu¢do nutritiva com esta
bactéria, ou seja, sua capacidade de colonizar as raizes das plantas sem
presenca de solo ndo foi observado em estudos anteriores. No presente
estudo, a capacidade desta bactéria de colonizar as raizes em sistema
hidroponico favoreceu o aumento da massa fresca das raizes em 34% e da
massa seca das raizes em 51% na dose de 34 e 26 mL de B. subtilis em
relacdo ao tratamento ndo inoculado, respectivamente, aos 31 DAT (Figuras
27H e 28H). O crescimento superior das raizes ao inocular com B. subtilis
ocorre pelo estimulo do aumento da producdo de fitorménios como o &cido
indol-3-acético (AIA) pelas plantas, que agem principalmente como
estimuladores do crescimento radicular e, em consequéncia, melhora a
exploracdo do ambiente de cultivo, com reflexos positivos na absor¢cédo de agua
e nutrientes (KUMARI et al., 2018). Sendo uma das principais caracteristicas
responsaveis pelo aumento da eficiéncia no crescimento das plantas pelo
aumento da absorcdo de nutrientes e agua, porém, seu crescimento pode ser
limitado no sistema hidroponico, e pode ser uma das justificativas para nao
correlacao significativa com outros componentes produtivos (Figura 44).

Houve aumento da massa seca da parte aérea em 40% na dose
estimada de 29 mL de B. subtilis e de 22% da massa fresca da parte aérea na
dose de 33 mL 100L? do inoculante com B. subtilis em relagdo a néo
inoculagéo aos 31 DAT (Figuras 27G e 28G). A massa fresca em alface € uma
das caracteristicas mais importantes, por ser uma hortalica comercializavel in
natura, cuja maior massa fresca favorece o uso de apenas uma planta para
formacao do pacote comercializavel; assim, do aumento do niumero de plantas
para formar um pacote comercializavel reduz a lucratividade (duas plantas por
maco podem reduzir o lucro em 50%) (DALASTRA et al., 2020). A inoculacdo
com B. subtilis favoreceu o aumento do acumulo de massa fresca e seca da
parte aérea das plantas, pelo aumento da eficiéncia fotossintética, assimilacéo
de carbono e aquisicao de nutrientes pelas raizes (FONSECA et al., 2022). A

correlacdo positiva e significativa da massa da parte aérea com a atividade
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fotossintética e a assimilagdo de carbono, foi evidenciada neste estudo e
permite melhor compreenséo destes mecanismos (Figura 44).

O aumento de 31% na produtividade da alface e de 21% no numero de
folhas obtidos com as doses de 35 e 32 mL 100 L' de B. subtilis,
respectivamente em comparacgéo ao nao inoculado, sao resultados expressivos
e importantes, ambas caracteristicas estdo intimamente relacionadas e
conseguiram melhorar a eficiéncia produtiva (Figura 29). Estes resultados
podem ser explicados pela melhor pelo aumento de 31% no Ci, de 45% na gs,
de 95% na A, 55% e 54% na Clo t, aos 31 DAT que contribuem para maior
crescimento e acumulo de massa nas folhas das plantas (Figuras 41E, 41F,
41G e 40C). O crescimento das folhas ocorre com o aumento da assimilacéo
liquida de CO2 no processo fotossintético, cujo acumulo de carbono nas folhas
permite a formagdo de novas folhas e aumento da massa das plantas,
resultando em maior produtividade (FONSECA et al., 2022).

A inoculacéo com B. subtilis aumentou em 21% a E, 67% a EUA, 6% o
CRA e 5% a IIM das folhas de alface aos 31 DAT (Figuras 41G, 42B, 42C e
42D), o que indica protecdo das folhas contra estresses abibticos,
principalmente pela elevada temperatura do ambiente de cultivo de alface
(plantas de clima ameno). A maior eficiéncia do uso da agua esta relacionada
com a maior integridade de membranas celulares das folhas, que estédo
relacionadas com a capacidade da planta de manter suas atividades
metabdlicas e fotossintéticas em funcionamento mesmo em periodos com
temperaturas altas como as do local do estudo (Figura 23). A maior eficiéncia
do uso da agua proporciona maior turgor nas células-guardas, mantendo os
estbmatos abertos nesta situacdo, o gs observado foi 45% maior que na
auséncia da inoculacdo. O estado hidrico das folhas das plantas consegue
aumentar os periodos de abertura de estbmatos, que favorece a atividade
fotossintética e a assimilacdo liquida de CO:2 pelas plantas, como também
melhora a eficiéncia do uso da agua e do crescimento das plantas (BUCKLEY,
2019).

Além disso, o fornecimento adequado de B. subtilis proporciona maior
crescimento da planta de alface por meio do aumento da aquisicdo de
nutrientes. A melhor absorcéo de nutrientes e acumulo nas plantas de alface foi
observada nas doses de 25, 26, 21, 16, 24 e 30 mL 100 L* de B. subtilis com
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aumento nos acumulos da parte aérea de N, P, K, S, Ca e Mg em 31, 33, 44,
104, 43 e 53%, respectivamente, em relacdo ao ndo inocular aos 31 DAT
(Figuras 31G, 31H, 33G, 33H, 35G e 35G). A maior absorcédo de nutrientes e
acumulo nas plantas de alface foi observada nas doses de 26, 27, 32, 12, 26 e
27 mL 100 L de B. subtilis com aumento nos acimulos das raizes de N, P, K,
S, Ca, Mg em 89, 35, 78. 45, 60 e 87%, respectivamente, em relacdo ao néo
inocular aos 31 DAT (Figura 38).

O Ca é um nutriente que participa do crescimento das plantas de forma
estrutural no crescimento radicular, pois promove espessamento da parede
celular, aumenta a protecdo das plantas a patbgenos e aumenta a restauracéo
da integridade das membranas celulares (THOR, 2019). Uma boa formacéo e
estabilizacdo de paredes celulares primarias nas plantas dependem do
fornecimento e aquisicdo adequada de Ca pelas plantas, como integridade da
parede celular dependente diretamente do Ca para realizar a transducao de
sinal adequada do apoplasto para o citoplasma, fundamental para a funcéo
celular (HAMANN; DENNES, 2011). A maior integridade das membranas da
parede celular é essencial para que ocorra o crescimento e desenvolvimento
dos tecidos da planta (HAMANN, 2015). O Ca promove aumento o crescimento
de novos pelos radiculares, que sao eficazes na absorcdo de dgua e nutrientes
para manutencao da planta.

O aumento da eficiéncia de absorcéo e transporte de nutrientes pelas
plantas inoculadas com B. subtilis esta principalmente relacionado pelo
aumento do crescimento das raizes, producdo de sideréforos, producédo de
compostos secundario e de fitorménios na planta (QIAO et al., 2017,
FONSECA et al., 2022). O crescimento radicular também beneficia o aumento
da eficiéncia de absorcdo de N, P, K, Ca, Mg, S, como a producao de giberilina
anteriormente relatado na cultura da couve-china sob a inoculacdo com B.
subtilis em relacdo a nao inoculacdo (KANG et al.,, 2019), o aumento no
acumulo destes nutrientes também foi observado na cana-de-agucar sob a
inoculacdo com B. subtilis (FONSECA et al., 2022).

Observou--se um aumento da concentracdo Clo t em 54% sob
inoculacdo com a dose estimada de 37 mL de B. subtilis 100 L (Figura 4F). As
taxas de assimilacdo fotossintética de CO: sdo favorecidas por nutricdo
adequada de K e Mg, aumentando-se as concentracdes intracelulares de CO:2
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e a atividade fotossintética da folha (SINGH; REDDY, 2017). Devido ao papel
osmotico de K no aumento da condutancia estomatica da folha (atuando na
regulacéo da célula de guarda), a menor absorcédo deste nutriente prejudica a
fotossintese da planta (JAKLI et al., 2017). O crescimento e o metabolismo das
plantas requerem a translocagcdo de carboidratos dos tecidos
fotossinteticamente ativos, cujo carregamento de sacarose € a principal forma
de transporte de carboidratos nas plantas, e a deficiéncia de K e Mg no floema
pode prejudicar o transporte da eficiéncia do carbono para dentro da planta e o
fornecimento adequado de essas duas moléculas aumentam a fotoprotecao
(TRANKNER et al., 2018). As proteinas de ligagdo do Ca?* sdo residentes do
cloroplasto, mas algumas estéo localizadas na membrana do cloroplasto, como
a s-adenosilmetionina semelhante ao transportador (STAEL et al., 2011). O
Ca?* atua como um cofator para a ativacdo de enzimas redox relacionadas as
membranas do fotossistema Il; também o Ca?* regula as enzimas frutose-1, 6-
bifosfatase (FBPase) e sedoheptulose-1,7-bisfosfatase (SBPase) que sao
fundamentais no ciclo de Calvin na via de assimilagdo de carbono, que ocorre
no estroma do cloroplasto (WANG et al., 2019).

O uso da inoculagdo com B. subtilis tem sido destacado como
promotoras de crescimento vegetal e sendo capazes de aumentar a
produtividade das culturas, além de aumentar a eficiéncia na aquisicdo de
nitrogénio. Os principais mecanismos relacionados a maior absorcdo de
nitrogénio ocasionado pelo B. subtilis sdo o maior crescimento radicular
(aumenta a exploracdo do solo pelas raizes), promocdo de crescimento
(aumento na producdo de compostos secundarios e fitormdnios) e fixacdo
biol6gica de nitrogénio (aumenta a atividade do metabolismo do nitrogénio e
produtividade pelo aumento no acumulo de carbono) (HASHEM et al., 2019). A
Unica fonte de nitrogénio disponivel para absorcdo das raizes no sistema
hidropdnico é a solugcdo nutritiva, o maior acimulo de N (10, 12 e 11%), maior
que o fornecimento de N via solugéo nutritiva nas doses de 7,8, 15,6 e 31,2 ml
de B. subtilis, respectivamente, que pode ocorrer com o efeito da fixacdo
bioldgica de N realizada pelo B. subtilis (Figura 32).

Pode ser explicado pelo processo de fixacdo biolégica de nitrogénio
proporcionado pela inoculagdo com B. subtilis na solugdo nutritiva, e em

simbiose com a planta sequestra N2 da atmosfera fornecendo para as plantas.
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Em estudos com varias espécies de Bacillus, foi observado no sequenciamento
genético a expressdo dos genes nif e fixam que sdo responsaveis pela
capacidade de realizar a fixacdo de nitrogénio atmosférico, além disso,
aumentaram a fixacdo biolégica em regido tropical (YOUSUF et al., 2017). O
uso de B. subtilis proporcionou maior eficiéncia no uso do nitrogénio e
mitigacdo da emissdo de amonia para o ambiente pela facilidade de aquisicao
das moléculas de amonio derivados pelas bactérias apos o processo de FBN e
seu transporte para os tecidos das plantas (SUN et al., 2020). Além disso,
conforme Gunka e Commichau (2012), a inoculacdo com B. subtilis aumentou
a expressao génica nrgA relacionada a assimilacdo de N pelas plantas na
forma amoniacal, induzindo maior quantidade de amoénio disponivel pelo
processo de fixacao biolégica de N.

O alto fornecimento de nitrogénio na forma de nitrato na hidroponia tem
sido uma preocupacao frequente no cultivo de hortalicas, principalmente pelo
aumento da concentracdo de NOgs foliar, que causam prejuizos a qualidade
das folhas e também aos serem humanos (SAGO; SHIGEMURA, 2018; SILVA
et al., 2021; SAKAMOTO et al., 2021). O manejo da solugéo nutritiva tem sido
uma das alternativas para reduzir as concentracdes de NOs™ foliar nas plantas
de alface hidrop6nica (SOYLEMEZ, 2021; CONVERSA et al., 2021). Por outro
lado, o uso de bactérias promotoras de crescimento tem sido uma das
tecnologias que proporcionam aumento da eficiéncia do uso de fertilizantes
nitrogenados (HASHEM et al., 2019), que, ainda podem, aumentar a atividade
da enzima nitrato redutase e, em consequéncia, reduzir a concentracao foliar
de NOs (LEE et al., 2020; TABAGLIO et al., 2020; BLAKE et al., 2021), mesmo
em condi¢des com alta disponibilidade de NO3™ para absorgéo das plantas.

Corroborando com os resultados obtidos, concordam com estes
estudos, por aumentar a atividade da enzima nitrato redutase em 265% e
acumulo de NH4* em 79%, em consequéncia reducéo de 152% do acumulo de
NOs na parte aérea das plantas de alface conforme o aumento das doses de
B. subtilis aos 31 DAT (Figuras 43A, 43B e 43G). A inoculacdo com B. subtilis
proporcionou maior atividade de nitrato redutase em ambiente com alto e baixa
quantidade de NOsz’, em ambos 0s ambientes a atividade da enzima aumentou,
reduzindo as concentracdes foliares de nitrato (LEE et al., 2020). O maior

acumulo de NOs™ nas folhas das hortalicas reduzem a palatabilidade, por serem
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responsaveis pelo amargor nas folhas de alface (ZHU et al. 2020). Neste
estudo, foi possivel identificar uma correlagéo positiva do aumento do acumulo
de NH4* e as clorofilas, trocas gasosas e atividade da enzima NR, e negativa
do acumulo de NOsz na parte aérea com a NR e acumulo de de NH4*, as
clorofilas e trocas gasosas (Figura 44).

Além disso, a inoculacdo com B. subtilis influenciou diretamente no ciclo
de N, atividades enzimaticas e sintese de metabolitos secundarios,
aminoacidos, aquisicao e eficiéncia de uso de nutrientes pelas plantas (BLAKE
et al.,, 2021). O menor acumulo de NOgz foliar obtido neste estudo esta
relacionado ao aumento da atividade da enzima nitrato redutase, que reduz o
nitrato a nitrito no citosol pelas atividades da enzima nitrato redutase onde
entra em plastidios ou cloroplastos para reduzir em amonia que foi fixada via
glutamato sintase/glutamina sintase em aminoacidos (YONEYAMA; SUZUKI,
2019). Esses glutamina e glutamato serviram como substrato para
transaminacéo e producdo de aminoacidos utilizados na ingestdo de proteinas
(TAIZ et al. 2022).

Concordando com os resultados da presente pesquisa, por verificar
aumento de 37% na concentracdo total de aminoacidos e de 90% de
carboidratos total sob as doses de 31 e 49 mL 100 L?! de B. subtilis
respectivamente (Figuras 43E e 43F). A inoculagédo com B. subtilis aumentou a
afinidade para a assimilacdo de aménio, além disso, aumenta a biossintese de
glutamato, na reacdo que liga carbono ao metabolismo do N, que é controlada
pelo glutamato desidrogenase, que melhora o metabolismo da glutamina e
glutamato (GUNKA et al., 2012). As reacdes do metabolismo do N favorecem o
aumento nas concentracdes de carboidratos e aminoacidos nas folhas, que
estdo relacionados com o aumento da assimilacdo de CO:2 e do conteudo de
pigmentos fotossintéticos (DORMEYER et al., 2019).

O transporte adequado de N das raizes para as folhas é essencial para
promover o aumento do crescimento foliar e acumulo de carbono, como no
aumento das concentracfes de aminoacidos, que estdo intimamente ligadas ao
processo de fotossintese nas folhas (PERCHLIK; TEGEDER, 2018).
Curiosamente, verificou-se aumento da Clo a, Clo b, Clo t e CAR em 55, 54, 54
e 65% sob as doses de 36, 40 e 38 mL 100 L* de B. subtilis, respectivamente,
aos 31 DAT (Figuras 40A, 40B, 40C e 40D). A maior eficiéncia fotossintética
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das plantas sob inoculacdo com B. subtilis foi relatada por ser um mecanismo
de promocéo de crescimento das plantas e acumulo de carbono foliar (LEE et
al., 2020).

Estes resultados podem estar associados ao maior acimulo de N nas
plantas, e a influéncia do uso adequado do N pelas plantas na taxa
fotossintética e ciclo de carbono vegetal (JANG et al., 2018). Em diversos
estudos a concentracdo de clorofila das folhas tem correlacdo positiva com a
concentracdo de N encontradas nos tecidos (WANG et al, 2014;
MASCARELLO et al., 2016; GUIZA-CASTILLO et al., 2020; GALINDO et al.,
2021), assim como houve correlacéo positiva do acimulo de NH4* e N na parte
aérea e raizes com as concentracdes de clorofila e carotenoides foliares,
porém, houve correlagbes negativas com acumulo de NOs na parte aérea e
raizes (Figura 44).

A correlacdo negativa da atividade da enzima nitrato redutase com
acumulo de NOs™ na parte aérea e correlagcdo positiva com acumulo de NHa4*
demonstra a capacidade da inoculagdo com B. subtilis de aumentar a atividade
enzimatica no metabolismo do N e reduzir os riscos a saude humana com
excesso da ingestdo de NOs na alimentacdo. Além disso, a correlagédo
negativa do acumulo de NOsz e positiva do NHs* com o aumento de
concentracdo de carboidratos e aminoacidos nas folhas sdo resultados da
quebra de NOsz nas folhas das plantas podem ser direcionadas para o
metabolismo do glutamato e glutamina, que resulta em maiores concentracées
de aminoéacidos nas folhas (Figura 43E).

O aumento da produtividade de alface na maior dose do inoculante com
B. subtilis proporcionou maior lucratividade (R$ 20,52) em relacdo & nédo
inoculacdo (R$ 11,04). A inoculacdo com B. subtilis na dose de 15,6 mL 100 L
propiciou incremento de 86% da lucratividade em relagdo a ndo inoculagéo,
viabilizando o uso do inoculante para o cultivo de alface hidropbnico, o que
aumenta a competitividade do produtor no mercado (Tabela 36).

A inoculacdo com B. subtilis proporcionou aumento do acumulo de
massa has plantas, acimulo de nutrientes e na eficiéncia fotossintética e do
uso da agua. Os principais mecanismos do B. subtilis para melhorar
crescimento e a nutricdo das plantas de alface hidropdnico, estéao relacionados

ao aumento da producéo de hormoénios de crescimento vegetal. O aumento da
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produtividade de folhas de alface com a inoculacdo de B. subtilis € uma
tecnologia de baixo custo, facil aplicacdo e ndo poluente, que reduz o consumo
de fertilizantes, o acumulo de NOs3 na parte aérea e ainda aumenta a

lucratividade do agricultor.

45 CONCLUSOES

A dose de B. subtilis via solugdo nutritiva indicada para o cultivo de
alface hidropénica é de 33 mL 100 L por proporcionar maior produtividade de
folhas frescas de alface na colheita. A dose de 15,6 mL de B. subtilis
proporcionou maior lucratividade da alface americana (cultivar Angelina)
cultivada em sistema hidroponico.

A inoculagdo com B. subtilis em doses entre 18 e 35 mL 100 L* do
inoculante promove maior crescimento da planta, acimulo de massa e de
nutrientes na parte aérea e nas raizes das plantas de alface americana.

O uso de doses entre 34 e 40 mL 100 L* do inoculante com B. subtilis
proporciona aumento no estado hidrico, da eficiéncia do uso da agua, da
fotossintese liquida, da assimilacdo de carbono e pigmentos fotossintéticos das
folhas das plantas de alface americana hidroponica.

A inoculacdo com B. subtilis na maior dose proporciona reducdo de
152% no acumulo de NOs e aumento em 79% no acumulo de NH4* na parte
aérea e em 265% a atividade da enzima nitrato redutase nas folhas de alface

americana hidroponica.
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APENDICE B — Mapa de calor de correlagbes
Figura 44 — Mapa de calor dos coeficientes de correlacdo de Pearson obtidos

das variaveis analisadas em alface em resposta a inoculacdo com doses de B.
subtilis. “X” indica correlagdo nao significativa (P > 0,05). comprimento da parte
aérea (CPA), comprimento da raiz (CR), numero de folhas (NF), matéria fresca
da parte aérea (MFPA), matéria fresca da raiz (MFR), matéria seca da parte
aérea (MSPA), matéria seca da raiz (MSR), indice de clorofila foliar (ICF), teor
de clorofila a (Clo a), clorofila b (Clo b), clorofila total (Clo t), carotendides
(CAR), concentracdo de carboidratos totais (CT) e de aminoacidos totais (AT),
atividade da enzima nitrato redutase (NR), acumulo de nutrientes da parte
aérea em nitrogénio (N-PA), fosforo (P-PA), potassio (K-PA), célcio (Ca-PA),
magnésio (Mg-PA), enxofre (S-PA), boro (B-PA), cobre (Cu-PA), ferro (Fe-PA),
manganés (Mn-PA), zinco (Zn-PA), amoénio (NH4-PA), nitrato (NO3-PA),
acumulo de nutrientes radiculares em nitrogénio (N-R), fosforo (P-R), potassio
(K-R), célcio (Ca-R), magnésio (Mg-R), enxofre (S-R), boro (B-R), cobre (Cu-
R), ferro (Fe-R), manganés (Mn-R), zinco (Zn-R), amoénio (NH4-R), nitrato
(NO3-R), concentracéo substomatica de CO:2 (Ci), condutancia estomatica (gs),
taxa de fotossintese liquida (A), transpiracao foliar (E), eficiéncia do uso da
agua (EUA), conteudo relativo de agua (CRA) e indice de integridade de
membranas foliares (IIM).
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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5 CAPITULO Illl. RESPOSTA DE ALFACE AMERICANA A DOSES DE
Pseudomonas fluorescens EM SISTEMA HIDROPONICO

RESUMO: A inoculacdo com P. fluorescens tem se mostrado promissora no
aumento da absor¢do de nutrientes e da produtividade das plantas, porém séo
escassas as pesquisas com esta bactéria em cultivos hidropbnicos. Logo,
estabeleceu-se as hipéteses de estimar a dose do inoculante via solucdo
nutritva com P. fluorescens que consiga proporcionar aumento de
componentes produtivos, fisiolégicos, nutricionais, econdmicos na dose correta.
O objetivo deste estudo foi estimar a dose de inoculante com a bactéria P.
fluorescens que aumente a produtividade, os componentes produtivos, as
trocas gasosas, nutricdo de plantas e a analise econ6mica, assim como a
redugédo do nitrato foliar de alface hidroponica. A pesquisa foi realizada em
casa de vegetacdo, em cultivo protegido com 35% de sombreamento, em llha
Solteira, SP, em sistema hidropénico NFT. Utilizou-se o delineamento de
blocos casualizados com cinco repeticfes. Os tratamentos foram cinco doses
de inoculante com P. fluorescens via solugdo nutritiva (O, 8, 16, 32 e 64 mL 100
LY). A inoculacdo com P. fluorescens na dose de 23 e 33 mL 100 L%
proporcionou 0s maiores teores de massa fresca (27%) e seca (30%) da parte
aérea, respectivamente. As doses de 34 e 25 mL L? de P. fluorescens
proporcionaram as maiores quantidades de matéria fresca (74%) e seca (85%)
das raizes. Houve aumento no acimulo de 48% de N, 50% de P, 93% de K,
50% de Ca, 43% de Mg e 86% de S na parte aérea nas doses de 29, 33, 31,
31, 29, e 28 mL de P. fluorescens 100 L, respectivamente. Também,
aumentou a taxa liquida de fotossintese, a concentracédo intracelular de COz, a
clorofila total, a condutancia estoméatica, a transpiracéo e a eficiéncia do uso da
agua, com doses entre 34 e 40 mL de P. fluorescens. A inoculacdo com P.
fluorescens na dose entre 28 e 45 mL 100 L do inoculante proporcionou 0s
maiores acumulos de N, P, K, S, Ca e Mg na parte aérea e raizes da alface
americana cultivada em sistema hidroponico. A inoculagao de P. fluorescens na
dose de 29 mL 100 L* via solugdo nutritiva no cultivo hidropénico de alface

proporcionou maior eficiéncia fotossintética, acimulo de N e produtividade de
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folhas das plantas, além de a reducdo do acumulo de NOs e aumento da
atividade da enzima nitrato redutase na parte aérea das plantas de alface.

Palavras-Chave: Lactuca sativa; Assimilacdo de carbono; pigmentos
fotossintéticos; absorcdo de nutrientes; bactérias promotoras do crescimento
de plantas; nitrato redutase.

AMERICAN LETTUCE RESPONSE TO DOSES OF Pseudomonas
fluorescens IN A HYDROPONIC SYSTEM

ABSTRACT: Inoculation with P. fluorescens has shown to be promising in
increasing nutrient uptake and plant productivity, but research on this bacterium
in hydroponic cultivation is scarce. Therefore, hypotheses were established to
estimate the inoculant dose via nutrient solution with P. fluorescens that can
provide an increase in productive, physiological, nutritional, economic
components at the correct dose. The objective of this study was to estimate the
inoculant dose with P. fluorescens bacteria that increases productivity,
productive components, gas exchange, plant nutrition and economic analysis,
as well as the reduction of foliar nitrate in hydroponic lettuce. The research was
carried out in a greenhouse in Ilha Solteira, Sdo Paulo State, Brazil, in a
hydroponic system, in a randomized blocks design with five replications. The
treatments were five doses of inoculant with P. fluorescens via nutrient solution
(0, 8, 16, 32, and 64 mL 100 L1). Inoculation with P. fluorescens at a dose of 23
and 33 mL 100 L provided the highest fresh (27%) and dry (30%) matter of
shoot, respectively. The doses of 34 and 25 mL L of P. fluorescens provided
the highest fresh (74%) and dry (85%) matter of roots. The increase in the
accumulation of 48% of N, 50% of P, 93% of K, 50% of Ca, 43% of Mg, and
86% of S in the shoot at doses of 29, 33, 31, 31, 29, and 28 mL 100 L™ of P.
fluorescens. It also increased net photosynthesis rate, intracellular CO:2
concentration, total chlorophyll, stomatal conductance, transpiration, and water
use efficiency using doses between 34 and 40 mL of P. fluorescens. Inoculation
with P. fluorescens at a dose between 28 and 45 mL 100 L of the inoculant
provided the highest accumulations of N, P, K, S, Ca, and Mg in the shoot and
roots of lettuce grown in a hydroponic system. The inoculation of P. fluorescens
at a dose of 29 mL 100L! via nutrient solution in hydroponic lettuce cultivation
provided greater photosynthetic efficiency, N and mass accumulation in the

plants, in addition the reduction of NO3 accumulation in the shoot of the plants.
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Keywords: Lactuca sativa; Carbon assimilation; photosynthetic pigments;
nutrients uptake; plant growth-promoting bacteria; nitrate reductase.

5.1 INTRODUCAO

A alface € a hortalica folhosa com maior produgcédo e consumo no mundo,
por possuir caracteristicas culinarias desejaveis para consumo “in natura” na
forma de saladas (DALASTRA et al., 2020). A alface americana é muito
comercializada minimamente processada, para o consumo domeéstico, fast food
e restaurantes (FAOSTAT, 2022). A alface € um vegetal de salada com baixo
teor caldrico, baixo teor de gordura e baixo teor de sodio, ainda, € rica em
fibras, folato e vitamina C, vitamina B, vitamina E, vitamina K, além de minerais
essenciais como ferro (KIM et al., 2016). Além de diversas propriedades
benéficas a salude humana, incluindo efeitos antirradicais livres,
anticardiovasculares, anti-inflamatorios, anticisticos, anticancerigenas e
antidiabéticos (KIM et al., 2016; YANG et al., 2022).

A producdo de alface € crescente no mundo, no entanto, conseguir
produzir durante todo o ano tem sido uma problemaética, principalmente, sendo
cultivado no solo pelas altera¢cdes ambientais, dificuldade de controlar doencas
radiculares e foliares em periodos prolongado de chuvas (OPATOVSKY et al.,
2019). O sistema de recirculagdo de solucéo nutritiva que ocorre na Nutrient
Film Technigue (NFT) em hidroponia proporciona maior condigbes de manejo
de doencas no cultivo de alface, além de aumentar a precocidade e
produtividade das plantas (DALASTRA et al., 2020). O cultivo em sistema
hidropbnico tem reduzido o consumo de agua na producdo de hortalicas, e
ainda aumenta a eficiéncia do uso da agua (EUA), que é essencial para mitigar
a crise hidrica global (KAPPEL et al., 2021). Além de proporcionar o aumento
da absorcéo e concentracdo de nutrientes nas plantas de alface (AINI et al.,
2019).

O uso de solugdes nutritivas com maior condutividade elétrica no cultivo
hidropdnico, pode propiciar aumento da eficiéncia da absor¢cdo de nutrientes
pelas plantas e seu transporte para parte aérea das plantas de alface (AINI et
al.,, 2019; MOREIRA et al., 2022), como a concentragdo ou acumulo de nitrato
(NOs3) nas folhas (OLIVEIRA et al., 2022; MOREIRA et al., 2022), o aumento
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do NOs na parte aérea das plantas de alface nédo é benéfico para o sabor e
saude humana (MOREIRA et al., 2022). Neste sentido, estudos evidenciamque
algumas espécies de Pseudomonas spp. tem a capacidade de aumentar a
atividade da enzima nitrato redutase nas plantas e proporcionar reducdo do
nitrato nas plantas inoculadas (VITOR et al., 2013; KALANTARI et al., 2022).

O uso de alternativas para aumentar a produtividade sem aumentar o
consumo de produtos quimicos como os fertilizantes faz-se necessario para
aumentar a sustentabilidade na producao de hortalica no mundo. A inoculacdo
com Pseudomonas spp. tem sido uma tecnologia utilizada para aumentar a
aquisicdo de nutrientes, o crescimento, 0 aproveitamento de agua e ainda
ganhos de rendimento, em diversas plantas cultivadas (CARDOSO et al., 2019;
KANG et al., 2019; CHU et al., 2020; LOPES et al., 2021; LI et al., 2022). A
inoculacdo com Pseudomonas fluorescens foi anteriormente associada a
diversos mecanismos que promovem o0 crescimento das plantas, como o
aumento da producédo de fitormonios, sider6foros e compostos secundarios,
além de promover aumento da aquisicdo de nutrientes pelas plantas (KANG et
al., 2019).

A inoculacdo de P. fluorescens em alface promoveu aumento da
concentracdo de N, P, K e clorofila foliar, fotossintese liquida, transpiracao,
condutancia estomaética, eficiéncia do uso da dgua e massa fresca da parte
aérea e raizes em relacao a aus~encia de inoculacdo (CARDOSO et al., 2019).
Além disso, estirpes de Pseudomonas tem se destacado como fixadoras de
nitrogénio, conseguindo assim reduzir o consumo de fertilizantes nitrogenados
e aumentando a eficiéncia produtiva (LI et al., 2017).

Com a intencdo de produzir alimentos saudaveis e de qualidade, reduzir
o consumo de fertilizantes e aumentar a produtividade da alface em cultivo
hidropénico, seria interessante utilizar a P. fluorescens na solugéo nutritiva para
melhorar o cultivo de alface na hidroponia. Pela escassez de estudos
relacionados a inoculacdo neste sistema de cultivo, pesquisas para encontrar a
dose ideal do inoculante sdo importantes. Logo, estabeleceu-se as hipoteses
de estimar a dose do inoculante via solucdo nutritiva com P. fluorescens que
consiga proporcionar aumento de componentes produtivos, fisioldgicos,
nutricionais, econdémicos na dose correta. Portanto, o objetivo do estudo foi

verificar os efeitos de doses de P. fluorescens no crescimento das plantas,
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acumulo de nutrientes, acimulo de NOs e NH4*, concentragdo de pigmentos
fotossintéticos, trocas gasosas, atividade da enzima nitrato redutase e andlise

econdmica de alface americana cultivada em sistema hidroponico.

5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Localizacéo e caracterizacdo de cultivo

O sistema de cultivo NFT de alface hidropbnica foi desenvolvida em
cultivo protegido com 30% de sombreamento, na Universidade Estadual
Paulista - (UNESP), llha Solteira — SP, com coordenadas geogréficas (20°
25'07”S 51° 20 '31”"W) e uma altitude de 376 m. Os dados meteoroldgicos
foram coletados da area externa da estufa de uma estacdo meteoroldgica
automéatica da UNESP, entre o periodo de 20 de outubro a 21 de novembro de
2021 (Figura 45).

Figura 45 - Condicbes climaticas de umidade relativa do ar (UR), temperatura
méaxima (TMaxima), média (TMédia) e minima (TMinima) e radiacdo PAR
(PAR) durante a realizacao do experimento.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
No experimento instalado em sistema NFT continham bancadas

individuais de seis metros de comprimento e 10% de declividade. Os canais de
cultivo foram confeccionados em PVC com secao retangular de 8 cm de largura
e 4 cm de altura e perfuragbes superiores, para acomodar plantas a cada 25
cm (Figura 46). Cada bancada consistia em 6 canais de cultivo distantes 20 cm

com um sistema de bombeamento individual e um reservatério de 300L com
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vazao de 1 L por minuto e periodo de exposi¢do a solugdo nutritiva com fluxo
continuo.
Figura 46 — Esquema da bancada de conducédo dos experimentos, Ilha Solteira,
SP, 2022.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
5.2.2 Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos ao acaso com
cinco repeticdes, cada unidade experimental foi constituida por 4 plantas de
alface coletadas na bancada aleatoriamente dos 4 canais centrais da bancada
hidropbnica. Os tratamentos foram constituidos de doses de P. fluorescens
estirpe CCTBO3 (garantia de 1x10®8 UFC mL?), sendo as doses de O
(testemunha néo inoculada), 8; 16; 32 e 64 mL do inoculante liquido para cada
100 litros de solucéo nutritiva, aplicadas no dia do transplantio das mudas.

Utilizou-se a alface cultivar Angelina, que segundo informacdes da
Sakata (2022), sdo plantas vigorosas, com excelente formacdo de saia,
cabecas fechadas, compactas e uniformes em campo aberto e em hidroponia,
nivel moderado de resisténcia a bacteriose, folhas verdes intensas e brilhantes,
seguranca de plantio em periodos de oscilagdes climaticas (alta adaptacéo as
condigbes de cultivo tropical).

As mudas foram desenvolvidas em espuma fendlica por 15 dias e
posteriormente transplantadas para bancadas permanentes do sistema NTF,
onde permaneceram por 31 dias até a colheita. Foi realizada uma aplicacdo via

solugcdo nutritiva de inseticida sisttmico com principio ativo imidacloprido
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(neonicotinoides) na dose de 0,1 g L para o controle de tripes (Frankliniella
schultzei) aos 10 dias ap0s transplantio (DAT).

A solucdo nutritiva foi composta por fertilizantes concentrados
Hidrogood Fert Nacional na dose de 0,666 g L%, indicada para todas as fases
de desenvolvimento da cultura, com as seguintes concentragées de nutrientes
(%): 10 de N, 9 de P, 28 de K, 4,3 de S, 3,3 de Mg, 0,06 de B, 0,01 de Cu, 0,05
de Mn, 0,07 de Mo e 0,02 de Zn; também utilizou-se o Nitrato de Calcio na
dose de 0,495 g L'! com as seguintes concentracdes de nutrientes (%): 15,5 de
N e 26,5 de Ca; e o Hidrogood Fert Ferro EDDHA 6% de Fe na dose de 0,020
gL

A medicdo e correcdo da condutividade elétrica (CE) e do pH foram
realizadas diariamente pela manha, nesta ocasido a CE foi reajustada para a
CE determinada para cada bancada de cultivo com a reposicao de fertilizantes
se necessario. Adicionalmente, foi realizado no 1°, 8° 16° e 24°DAT a
suplementacdo com 35 mg L* de KCI para melhorar o estado hidrico das
plantas pelo efeito das elevadas temperaturas da regido (determinacao
realizada em estudos prévios, pois a ndo suplementacao proporcionou murcha
nas plantas e queima nas bordas no periodo de maior calor diario) (Informacéo
pessoal).

A condutividade elétrica inicial foi de 1,3 dS m, sendo este valor
elevado de acordo com o estadio de cultivo e sua resposta a adubacdo,
conforme descrito por Dalastra (2017). No 11° DAT, elevou-se a CE
determinada para 1,5 dS m e aos 21° DAT foram elevadas para 1,7 dS m™,
que permaneceu até a colheita. Para manter o pH da solucdo entre 6,0 e 6,5,
foi utilizado &cido sulfarico (25%) quando pH estava acima de 6,5, e hidroxido
de sddio (25%) quando o pH ficou abaixo de 6,0. A reposicao dos fertilizantes
para aumentar a condutividade elétrica e ajuste no pH da solugdo nutritiva
constam nas Figuras 47A, 47B, 47C, 47D e 47E. O efeito da inoculacdo na
solucdo nutritiva causou elevacdo da CE sem adicdo de nutrientes
(possivelmente pela fixagado bioldgica de nitrogénio “FBN”) e desta forma evitou
a reposicdo de nutrientes na solugdo nutritiva por um periodo maior, pois
mesmo com as plantas crescendo, foi observado elevagbes diarias da
condutividade elétrica da solucdo nutritiva sob o efeito da inoculacédo (Figura
47F).
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Figura 47 — Corre¢cdo do pH e reposicdo condutividade elétrica (CE) em
sistema hidrop6nico NFT com cultivo de alface americana (cultivar Angelina) no
tratamento controle (A), com a inoculacdo de Pseudomonas fluorescens via
solucéo nutritiva na dose 8 mL 100 L (B) 16 mL 100 L* (C), 32 mL 100 L* (D),
64 mL 100 L (E) e a elevacdo da CE ocasionada pela inoculacdo (F) no

periodo do experimento.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

5.2.3 Avalia¢gdes biométricas

As avaliacdes foram realizadas aos 10, 17, 24 e 31 DAT das mudas de
alface, no momento da colheita de cada avaliacdo foi realizada a colheita da
matéria fresca do sistema radicular e da parte aérea, quantificou-se o
comprimento da parte aérea e das raizes, e o indice de clorofila foliar,
utilizando clorofilog Falker CFL-1030 (FALKER, 2008). Em seguida, o material
foi enviado para secagem em estufa de ventilagdo forcada a 60 °C por 72
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horas, para a obtencdo da matéria seca do sistema radicular e da parte aérea.
A produtividade da cultura foi baseada na populacdo de plantas de 19,5 plantas
m-2, conforme a equacéo XVII:

XVII. Prod = MFF = PP

Prod: produtividade (kg m-?);

MFF: massa fresca das folhas (kg planta™);

PP: populacéo de plantas (plantas m).

5.2.4 Avaliagdes nutricionais

Apds secagem, pesagem e trituracdo dos materiais vegetais em moinho
Wiley, foram determinados segundo a metodologia de Malavolta et al. (1997),
as concentracdes de N, P, K, S, Ca, Mg, Cu, Fe, Mn, B e Zn na parte aérea da
alface em todas as avaliacfes. Para as raizes a quantificacdo de nutrientes foi
realizada apenas na avaliacdo final aos 31 DAT. Na avaliacdo final foi
determinada a concentracao de nitrato e aménio nas folhas e raizes de acordo
com a metodologia descrita por Silva (2009). O acumulo de nutrientes na parte
aérea e nas raizes das plantas foi calculado com base nas respectivas
produtividades de massa seca e concentracdo de nutrientes nas plantas
conforme a equacao XVIII:

XVIIIl. AC = PMS * PP

AC: acumulo de nutrientes (g ou mg m);

PMS: produtividade de massa seca (kg m);

CN: concentracéo de nutrientes (g ou mg kg™).

5.2.5 Avalia¢cfes trocas gasosas e estado hidrico da folha

A avaliacdo de trocas gasosas foi realizada em pelo menos oito plantas
por tratamento aos 17 e 31 DAT das mudas, no periodo entre as 9 he as 11 h
da manha, em folhas totalmente expandidas localizada na parte mediana da
planta, para tanto, foi utilizado um analisador de gas infravermelho (Infra Red
Gas Analyser - CIRAS-3, modelo CRS300), sendo as condi¢des inicialmente
impostas de 800 umol m~? s de radiacdo fotossinteticamente ativa (PAR), 380
ppm de CO: e temperatura da cédmara em 28 °C. Na ocasido foram
mensuradas a concentracdo interna de carbono (Ci- pmol m? s?), condutancia

estomatica (gs-mol de H20 m2 s), transpiracdo (E- mmol de H20 m? s1) e
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taxa de fotossintese liquida (A- umol de CO2 m?2 s) e a eficiéncia do uso da
agua (EUA- pymol CO2 mol H201).

Na avaliacdo final foi determinado o conteudo relativo de agua (CRA) e
indice de integridade de membranas celulares (IIM). O estado da agua das
plantas foi determinado pelo teor de agua relativo da folha (CRA). O CRA foi

calculado de acordo com a equacao XIX:

(MF — MS)

XIX. CRA (%) = [q—e

]*100

Dez discos de folhas de 25 mm de diametro foram coletados as 8 h da
manha (ao amanhecer) de quatro folhas de cada planta, e em seguida, pesado
imediatamente para a determinagéo de massa fresca (MF). Para a medicdo de
massa turgida (MT), discos de folhas foram submersos por 12 h em agua
destilada em 25 °C; depois disso, foram secados suavemente em uma toalha
de papel e pesados. As amostras foram entdo secas em estufa a 75 °C por 24
horas e pesadas para determinar a massa seca (MS).

O indice de estabilidade da membrana da folha (IIM), de acordo com
Lutts et al. (1996), utilizando-se dez discos foliares (25 mm de diametro) de
quatro folhas da planta, foram lavadas em agua destilada, colocadas em tubos
contendo 50 mL de agua deionizada, e mantida a 25 °C em banho-maria por 6
h. A condutividade elétrica da solucao foi analisada com medidor de CE (C1).
Posteriormente, as amostras foram colocadas em banho-maria (100 °C) por 1
h, e a condutividade elétrica (C2) foi avaliada apés equilibrio a 25 °C. O indice
de estabilidade de membranas celulares foi estimado de acordo com a seguinte
equacao XX:

XX. 1M =[1-(5)]*100

5.2.6 Avaliagdes enziméticas, clorofila, aminoacidos e carboidratos

A atividade da enzima nitrato redutase (NR) in vivo foi determinada de
acordo com a metodologia de Radin (1974). Foram coletadas a 22 e 32 folha
completamente expandidas a partir do apice entre as 9 e 10 hrs da manha para
evitar grandes interferéncias da intensidade luminosa sobre a atividade da
enzima e de clorofila foliar. Amostras de tecido foliar fresco foram coletadas e
armazenadas em sacos plasticos e transportadas para o laboratorio em gelo, e

lavadas com agua deionizada. Em seguida, 100 mg de tecido fresco cortado
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em discos foram transferidos para tubos de ensaio contendo 3 mL de solugéo
tampao fosfato pH 7,4 (50 mmol Lt + 200 mmol L' KNO3).

Estas amostras foram infiltradas a vacuo durante 2 min para aumentar a
penetracdo da solugdo nos tecidos. Em seguida, os tubos de ensaio foram
incubados em banho-maria a 33 °C por 30 minutos envoltos em papel aluminio
contra a luz. A reacdao foi interrompida pela adicdo de 1 mL de sulfanilamida a
1% em solucdo de HCI 2 mol L' e, em seguida, 1 mL de solucdo de
naftilenodiamina a 0,05%. O nitrito (NO2) produzido foi medido em
espectrofotometro a 540 nm, utilizando-se uma curva de calibragdo padréo de
nitrito. A atividade da enzima esteve diretamente relacionada com a quantidade
de NO2 e os resultados foram expressos em pmol NO2  g* h ' de massa
fresca (MF).

Os teores de clorofila a (Clo a), b (Clo b), (Clo t) e carotendides (CAR)
foram determinados usando-se o agente extrator DMSO. O peso fresco do
tecido foliar (50 mg) foi cortado em fragmentos de 1 mm e incubado em 7 mL
de DMSO no escuro em banho-maria a 65 °C por 30 min (HISCOX;
ISRAELSTAM, 1979). ApOs as leituras no espectrofotdmetro, os teores dos
pigmentos fotossintéticos foram calculados e expressos em mg g?' MF.
Conforme as equacgdes XXI, XXII, XXl e XXIV:

XXI. Cloa = (12.70 * ABS663) - (2.69 * ABS645)

XXII. Cloa = (22.90 * ABS645 ) — (4.68 * ABS663)

XXI. Clot = (20.20 * ABS663) + (8.02 x ABS663)

XXIV. CAR = ((1000 * ABS470) - (1.29 * Clo a-53.38 * Clo b) + 198)

Os aminoécidos totais foram quantificados com o método da ninidrina
acida (Yemm et al., 1955). Foram utilizados 100 pL do extrato soluvel em agua
com 900 pL de H20, 500 pL de tampéo citrato, 200 pL de ninidrina a 5% em
metilglicol e 1 mL de solucdo de KCN 0,0002 M. As amostras foram aquecidas
em banho-maria a 100 °C por 20 min e colocadas para resfriar em temperatura
ambiente para posterior inclusdo de 1 mL de etanol 60%. A determinagéo foi
realizada em espectrofotdmetro a A = 570 nm com os resultados expressos em
pumol gt MF.

Os carboidratos totais foram determinados de acordo com o método da
enthrone descrito por Yemm e Willis (1954). 1 mL do extrato solivel em agua

foi adicionado a um tubo de ensaio com 1 mL de solugédo de anthrona (0,2%
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em acido sulfurico), seguido de agitacdo e posterior incubagcdo em banho-maria
por 10 min e resfriamento em temperatura ambiente. Em seguida, a
determinacdo foi realizada em espectrofotbmetro em A = 620 nm. A
concentracédo de carboidratos totais foi medida por meio da curva padrdo da
solucgéo de glicose e os resultados expressos em pmol gt MF.

5.2.7 Anéalise econdmica

A andlise econbmica foi realizada por meio da estrutura baseada no
Custo Operacional Total (COT) de producao, utilizada pelo Instituto de
Economia Agricola (IEA), segundo Matsunaga et al. (1976), que consiste na
soma dos custos de despesas: operacdes, insumos (fertilizantes, sementes,
agroquimicos, inoculante, etc.), mdo de obra, maquinarios e sistema de
irrigacdo, denominado Custo Operacional Efetivo (COE). Além disto o COT,
considerou outras despesas e taxas de juros, representando 5,0% do COE
(MATSUNAGA et al., 1976), resultando no custo operacional total (COT), que
foi extrapolado para um hectare.

5.2.8 Anélise estatistica

Como os dados de todas as variaveis apresentaram distribuicdo normal
e variancias homogéneas (Shapiro Wilk-Test), foram submetidos a andlise de
variancia. A significancia dos quadrados médios obtidos na andlise de variancia
foi testada pelo teste F ao nivel de 5% de probabilidade. As médias relativas
aos niveis do inoculante foram ajustados em forma de regressdo a 5% de
probabilidade. Usando o pacote corrplot para avaliar a correlacdo o0s
componentes produtivos, fisiol6gicos e nutricionais usando o software R (R
Core Team 2015).

5.3 RESULTADOS

5.3.1 Efeito das doses de P. fluorescens sobre o crescimento das plantas
Observou-se efeito significativo (p<0,01) das doses de P. fluorescens

sobre o comprimento da parte aérea e das raizes de alface aos 10, 17 e 24

DAT, e houve efeito significativo (p<0,05) sobre o comprimento da parte aérea

e das raizes na 31 DAT (Tabela 37).
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Tabela 37 — Andlise de variancia dos valores de F calculado para o
comprimento da parte aérea (CPA) e comprimento das raizes (CR) aos 10, 17,
24 e 31 DAT.

CPA CR CPA CR CPA CR CPA CR
v 10 DAT 17 DAT 24 DAT 31 DAT
Bloco 0,21ns 7,11** 0,74ns  1,62ns 1,57ns 0,20ns 1,80ns 0,77ns
Doses 7,09%  72,85*  16,83** 86,12**  8,65** 38,72 4,43*  4,55*
CV (%) 7,77 5,79 6,29 4,78 5,97 7,12 5,74 7,56
Linear 11,22 81,82** 348ns 17,83 124ns 3,82ns 14,98 4,47*

Quadratica 13,91** 192,36** 47,59* 259,03** 12,13** 43,92** 0,008ns 13,20**

ns — ndo significativo, * e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade pelo teste F.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Houve aumento do comprimento da parte aérea conforme o incremento
das doses de P. fluorescens via solucdo nutritiva aos 31 DAT (Figura 48G).
Nas demais avaliagbes notou-se aumento do comprimento da parte aérea
calculada de 13,77; 16,27 e 19,45 cm na dose do inoculante estimada de 40,
34 e 33 mL 100 L de P. fluorescens com comprimento de 10,5; 27,2 e 30,4 cm
aos 10, 17 e 24 DAT, respectivamente (Figuras 48A, 48C e 48E). Verificou-se
aumento do comprimento das raizes até a dose do inoculante estimada de 37,
34, 30 e 33 mL 100 L de P. fluorescens com comprimento calculado de 18,8;
22,9; 26,45 e 27,2 cm aos 10, 17, 24 e 31 DAT, respectivamente (Figuras 48B,
48D, 48F e 48H).
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Figura 48 — Comprimento da parte aérea aos 10 DAT (A), 17 DAT (C), 24 DAT
(E) e 31 DAT (G), e o comprimento das raizes aos10 DAT (B), 17 DAT (D), 24
DAT (F) e 31 DAT (H) das plantas de alface em sistema hidroponico NFT em
resposta a doses de Pseudomonas fluorescens via solucéo nutritiva. = barra de
erro padréo.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Houve efeito significativo (p<0,01) das doses de P. fluorescens sobre a

massa fresca da parte aérea e das raizes de alface nas quatro épocas de

avaliacoes (Tabela 38).
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Tabela 38 — Analise de variancia dos valores de F calculado para a massa
fresca da parte aérea (MFPA) e massa fresca das raizes (MFR) aos 10, 17, 24

e 31 dias apos o transplantio (DAT).

MFPA  MFR MFPA  MFR MFPA  MFR MFPA  MFR
v 10 DAT 17 DAT 24 DAT 31 DAT

Bloco 0,25ns 0,39ns  0,49ns 0,80ns 2,31ns 0,67ns 0,86ns 0,52ns
Doses 16,72% 6,07**  118,4*  47,28*  4257* 17,61* 39,19**  76,29*
CV (%) 6,68 16,24 4,42 8,21 6,34 1537 4,09 5,65
Linear 12,45* 2,63ns 259,24** 111,19 150ns 0,12ns 8,01* 28,67

Quadratica 51,51** 19,35** 192,3*  77,17**  52,09* 37,56** 148,6**  255,9**

ns — ndo significativo, * e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade pelo teste F.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Aos 10, 17, 24 e 31 DAT, o P. fluorescens promoveu aumento da massa
fresca da parte aérea até a dose de 36, 42, 32 e 27 mL 100 L de solucéo
nutritiva com a maior massa fresca da parte aérea de 15,1; 86,12; 214,2 e
488,9 g planta, respectivamente (Figuras 49A, 49C, 49E e 49G). Ao realizar a
inoculacdo nas doses estimadas de 35, 42, 32 e 34 mL de P. fluorescens
proporcionou-se massa fresca das raizes calculadas de 4,5; 26,5; 43,1 € 63,5 ¢
planta! aos 10, 17, 24 e 31 DAT, respectivamente (Figuras 49B, 49D, 49F e
A9H).



175

Figura 49 — Massa fresca da parte aérea aos 10 dias ap6s o transplantio - DAT
(A), 17 DAT (C), 24 DAT (E) e 31 DAT (G), e a massa fresca das raizes aos 10
DAT (B), 17 DAT (D), 24 DAT (F) e 31 DAT (H) das plantas de alface em
sistema hidropénico NFT em resposta a doses de Pseudomonas fluorescens
via solucéo nutritiva. + barra de erro padrao.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Constatou-se efeito significativo (p<0,01) das doses de P. fluorescens
sobre a massa seca da parte aérea e das raizes da alface aos 10, 17, 24 e 31
DAT (Tabela 39).
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Tabela 39 — Analise de variancia dos valores de F calculado para a massa seca
da parte aérea (MSPA) e massa seca das raizes (MSR) aos 10, 17, 24 e 31

dias apds o transplantio (DAT).

MSPA MSR MSPA MSR MSPA MSR MSPA  MSR

v 10 DAT 17 DAT 24 DAT 31 DAT

Bloco 1,96ns 1,45ns  1,16ns 0,04ns 0,29ns 0,54ns 0,97ns 0,81ns
Doses 7,87  851*  3596* 10,87** 509%  6,69*  22,63* 32,22%
CV (%) 5,81 11,25 557 14,98 7,39 9,25 6,58 9,22
Linear 0,62ns  2,99ns  84,48** 31,66* 1,13ns 0,47ns 0,0lns 10,58*

Quadratica 16,59**  14,26** 57,32**  8,73* 4,78* 6,25* 87,15** 43,53**

ns — ndo significativo, * e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade pelo teste F.
Fonte: Elaborado pelo autor.
Notou-se aos 10, 17, 24 e 31 DAT foi observado aumento da massa

seca das raizes calculadas de 1,01; 1,8; 2,7 e 3,9 g planta® nas doses
estimadas de 44, 54, 34 e 27 mL de P. fluorescens respectivamente (Figuras
50B, 50D, 50F e 50H). A maior massa seca da parte aérea calculada de 1,01;
5,29; 9,23 e 13,39 g planta® até as doses estimadas de 44, 44, 32 e 34 mL de
P. fluorescens 100 L aos 10, 17, 24 e 31 DAT, respectivamente (Figuras 50A,
50C, 50E e 50G).
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Figura 50 — Massa seca da parte aérea aos 10 dias apés o transplantio - DAT
(A), 17 DAT (C), 24 DAT (E) e 31 DAT (G), e a massa seca das raizes aos 10
DAT (B), 17 DAT (D), 24 DAT (F) e 31 DAT (H) das plantas de alface em
sistema hidropénico NFT em resposta a doses de Pseudomonas fluorescens
via solucéo nutritiva. + barra de erro padrao.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Houve efeito significativo (p<0,01) das doses de P. fluorescens sobre a

produtividade de folhas frescas e numero de folhas por planta aos 31 DAT
(Tabela 40).
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Tabela 40 — Andlise de variancia dos valores de F calculado para a
produtividade de folhas e numero de folhas por planta aos 31 dias ap6s o
transplantio (DAT).

£V, Produtividade Numero de folhas
31 DAT

Bloco 1,36ns 0,90ns

Doses 36,36** 17,94**

CV (%) 4,40 4,67

Linear 15,55** 13,82**

Quadrética 129,15** 20,38**

ns — ndo significativo, * e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade pelo teste F.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Verificou-se 0 aumento da produtividade e do numero de folhas de
alface quando inoculado com P. fluorescens na dose de 29 e 24 mL 100 L de
solucéo nutritiva com produtividade maxima calculada de 9,55 kg m? e 19,8
folhas plantal, respectivamente (Figuras 7A e 7B).

Figura 51 — Produtividade de massa fresca (A) e o numero de folhas (B) das
plantas de alface em sistema hidropbnico NFT em resposta a doses de
Pseudomonas fluorescens via solucao nutritiva. £ barra de erro padrao.
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B

Fonte: Elaborado pelo autor.
Constatou-se efeito significativo (p<0,01) das doses de P. fluorescens

sobre indice de clorofila foliar (ICF) aos 10, 17 e 24 DAT, e significativo
(p<0,05) aos 31 DAT (Tabela 41).

Tabela 41 — Analise de variancia dos valores de F calculado para o indice de
clorofila foliar aos 10, 17, 24 e 31 DAT.

indice de clorofila foliar

v 10 DAT 17 DAT 24 DAT 31 DAT
Bloco 0,51ns 0,51ns 11,39* 0,69ns
Doses 7,86** 7,86** 42,58** 4,77*
CV (%) 9,42 9,42 6,24 11,32
Linear 20,70* 20,70* 61,71%* 1,51ns

Quadratica 3,69** 3,69ns 7,33** 7,25*
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ns — néo significativo, * e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade pelo teste F.
Fonte: Elaborado pelo autor.

A inoculag@o com P. fluorescens aumentou o ICF até nas doses de 52,
21 e 20 mL 100 L%, com valores de ICF maximo calculado de 48, 31 e 28 aos
10, 24 e 31 DAT, respectivamente (Figuras 52A, 52C e 52D). Porém, aos 17
DAT houve aumento do ICF com aumento das doses de P. fluorescens (Figura
52B).

Figura 52 — indice de clorofila foliar aos10 dias apds o transplantio - DAT (A),
17 DAT (B), 24 DAT (C) e 31 DAT (D) das plantas de alface em sistema
hidropdnico NFT em resposta a doses de Pseudomonas fluorescens via
solucéo nutritiva. £ barra de erro padrao.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

5.3.2 Efeito das doses de P. fluorescens sobre o acumulo de nutrientes
na parte aérea
Reportou-se efeito significativo (p<0,01) das doses de P. fluorescens
sobre acumulo de N na parte aérea nas quatro épocas de avaliacbes e no
acumulo de P aos 17, 24 e 31 DAT, e significativo (p<0,05) no acumulo de P
aos 10 DAT (Tabela 42).
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Tabela 42 — Andlise de variancia dos valores de F calculado para a acumulo de

N e de P na parte aérea das plantas de alface aos 10, 17, 24 e 31 dias ap0s o

transplantio - DAT.

N P N P N P N P
v 10 DAT 17 DAT 24 DAT 31 DAT
Bloco 1,63ns 0,80ns 0,26ns  0,21ns 1,05ns 1,10ns 0,91ns 1,62ns
Doses 7,87*  3,93* 18,38 4131  2941* 6,01*  11,02* 20,27*
CV (%) 7,07 9,20 9,21 6,98 3,07 9,50 10,66 8,17
Linear 11,20 4,28ns 39,07** 116,81** 28,91* 8,77* 0,83ns 2,77ns
Quadratica 16,47* 9,29**  33,09** 42,41*  88,66* 4,99* 41,60 68,10**

ns — ndo significativo, * e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade pelo teste F.

Fonte: Elaborado pelo autor.

A dose de P. fluorescens estimada de 33, 40, 34 e 30 mL 100 L*
proporcionou maior acimulo de N na parte aérea calculado de 1,09; 4,78; 8,08
e 14,98 g m? aos 10, 17, 24 e 31 DAT, respectivamente (Figuras 53A, 53C,
53E e 53G). O maior acimulo de P na parte aérea calculado foi de 0,17; 0,79;

1,26 e 2,20 g m? nas doses de P. fluorescens estimada de 45, 65, 40 e 30 mL
aos 10, 17, 24 e 31 DAT, respectivamente (Figuras 53B, 53D, 53F e 53H).
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Figura 53 — Acumulo de nitrogénio na parte aérea aos 10 dias ap6s o
transplantio - DAT (A), 17 DAT (C), 24 DAT (E) e 31 DAT (G), e o acumulo de
fésforo na parte aérea aos 10 DAT (B), 17 DAT (D), 24 DAT (F) e 31 DAT (H)
das plantas de alface em sistema hidropdnico NFT em resposta a doses de
Pseudomonas fluorescens via solugéo nutritiva. + barra de erro padréo.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
O fornecimento de nitrogénio na dose 0 mL 100 L* foi maior que o

acumulo de nitrogénio em todas as plantas cultivadas nesta tratamentos,
demonstrando baixa eficiéncia do uso dos fertilizantes nitrogenados, como
ocorreu na maior dose (64 mL) onde o P. fluorescens em excesso competiu
com as plantas pelo fertilizante fornecido. Por outro lado, nas doses de 8, 16 e

32 mL de P. fluorescens se observou maior acumulo de N nas plantas (3, 5 e
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10%, respectivamente) em relacdo ao nitrogénio fornecido via solugéo nutritiva
(Figura 10).

Figura 54 — Acumulo de nitrogénio total nas plantas de alface em toda bancada
de cultivo hidropénico e o fornecimento total de nitrogénio via solugéo nutritiva
em todo periodo de cultivo em resposta a doses de Pseudomonas fluorescens
via solucao nutritiva.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Notou-se efeito significativo (p<0,01) das doses de P. fluorescens sobre

acumulo de K na parte aérea aos 10, 17, 24 e 31 DAT e de S aos 31 DAT, e
significativo (p<0,05) para acumulo de S aos 10 e 17 DAT, e houve efeito ndo
significativo (p>0,05) sobre o0 acimulo de S na parte aérea aos 24 DAT (Tabela
43).

Tabela 43 — Analise de variancia dos valores de F calculado para a acumulo de
K e de S na parte aérea das plantas de alface aos 10, 17, 24 e 31 dias apés o
transplantio (DAT).

K S K S K S K S
v 10 DAT 17 DAT 24 DAT 31 DAT
Bloco 0,29ns 0,68ns 0,13ns 3,36ns 0,46ns 0,99ns 2,87ns 3,78*
Doses 16,92*  3,64*  832*  426* 4,18  3,04ns 46,99~  3590*
CV (%) 10,27 14,90 21558 1576 1846 1577 9,13 8,98
Linear 0,004ns 0,57ns 11,51* 9,28 138ns 0,69ns 8,84* 14,60%*

Quadratica 66,52** 7,45  12,08** 1,94ns 6,99* 1,39ns 173,96** 77,66**

ns — néo significativo, * e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade pelo teste F.
Fonte: Elaborado pelo autor.
As doses de P. fluorescens estimadas de 31, 38, 35 e 30 mL 100 L*

proporcionaram maior acimulo de K na parte aérea calculado de 1,25; 4,62;
9,39 e 16,87 g m?, respectivamente (Figuras 55A, 55C, 55E e 55G). N&o
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houve efeito significativo das doses de P. fluorescens sobre o acimulo de S na
parte aérea aos 24 DAT, hou aumento do acumulo de S conforme houve
aumento das doses de P. fluorescens via solucdo nutritiva aos 17 DAT (Figura
55D e 55F). Houve um aumento do acumulo de S na parte aérea de alface
(0,05 e 0,68 g m?) nas doses estimadas de 35 e 34 mL de P. fluorescens 100
Lt aos 10 e 31 DAT, respectivamente (Figuras 55B e 55H).

Figura 55 — Acumulo de potassio na parte aérea aos 10 dias apds o
transplantio - DAT (A), 17 DAT (C), 24 DAT (E) e 31 DAT (G), e o acumulo de
enxofre na parte aérea aos 10 DAT (B), 17 DAT (D), 24 DAT (F) e 31 DAT (H)
das plantas de alface americana (cutivar Angelina) em sistema hidropdnico
NFT em resposta a doses de Pseudomonas fluorescens via solu¢do nutritiva. +
barra de erro padrao.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Verificou-se efeito significativo (p<0,01) das doses de P. fluorescens
sobre acumulo de Ca na parte aérea aos 10, 17 e 31 DAT, e de acumulo de Mg
aos 17, 24 e 31 DAT, e nao significativo (p>0,05) para acimulo de Mg na parte
aérea aos 10 DAT e acumulo de Ca aos 24 DAT (Tabela 44).

Tabela 44 — Analise de variancia dos valores de F calculado para a acumulo de
Ca e de Mg na parte aérea das plantas de alface americana aos 10, 17, 24 e

31 dias ap0s o transplantio (DAT).

- Ca Mg Ca Mg Ca Mg Ca Mg

10 DAT 17 DAT 24 DAT 31 DAT
Bloco 0,66ns 0,52ns 0,36ns 0,46ns 0,75ns  0,54ns 2,08ns 1,90ns
Doses 6,10** 1,96ns 94,81**  34,27** 291ns 5,89**  21,23** 12,34*
CV (%) 7,88 10,52 5,84 6,96 16,62 12,62 8,13 10,94
Linear 5,16* 0,18ns 308,50** 121,16** 0,18ns 0,48ns 2,47ns 7,03*

Quadratica 17,28** 7,07* 63,36**  14,67**  5,85* 6,68* 78,00  38,09**

ns — ndo significativo, * e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade pelo teste F.
Fonte: Elaborado pelo autor.

O maior acimulo de Ca calculado foi de 0,17; 1,18; 2,17 e 2,30 g m? na
dose de P. fluorescens estimada de 35, 44, 38 e 30 mL 100 L aos 10, 17, 24 e
31 DAT, respectivamente (Figuras 56A, 56C, 56E e 56G). A dose estimada de
P. fluorescens de 45, 63, 40 e 30 mL 100 L proporcionou acumulo de Mg
calculado de 0,10; 0,51; 0,98 e 1,31 g m? aos 10, 17, 24 e 31 DAT
respectivamente (Figuras 56B, 56D, 56F e 56H)
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Figura 56 — Acumulo de célcio na parte aérea aos 10 dias ap0s o transplantio -
DAT (A), 17 DAT (C), 24 DAT (E) e 31 DAT (G), e o acumulo de magnésio ha
parte aérea aos 10 DAT (B), 17 DAT (D), 24 DAT (F) e 31 DAT (H) das plantas
de alface em sistema hidroponico NFT em resposta a doses de Pseudomonas
fluorescens via solugao nutritiva. = barra de erro padréo.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Houve efeito significativo (p<0,01) das doses de P. fluorescens sobre

acumulo de Cu na parte aérea nas quatro épocas de avaliacbes e de acumulo

de B aos 10, 17 e 31 DAT, e significativo (p<0,05) para acumulo de B aos 24
DAT (Tabela 45).
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Tabela 45 — Andlise de variancia dos valores de F calculado para a acumulo de
B e de Cu na parte aérea das plantas de alface aos 10, 17, 24 e 31 dias apés o
transplantio (DAT).

- B Cu B Cu B Cu B Cu

10 DAT 17 DAT 24 DAT 31 DAT
Bloco 0,95ns  0,96ns  0,65ns 1,48ns 0,45ns 0,39ns 1,79ns 1,41ns
Doses 5,86** 25,64** 30,66** 5,69**  4,50* 13,02** 18,79** 75,46**
CV (%) 8,04 10,35 10,71 17,38 1435 9,80 10,66 7,40
Linear 9,18** 23,86** 122,23** 4,58ns 12,67** 35,39** 23,71* 5,27*

Quadratica 11,92** 74,91* 0,005ns 10,33** 3,90ns  13,28* 38,92** 296,5**

ns — nao significativo, * e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade pelo teste F.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Foi observado o aumento do acumulo de B na parte aérea das plantas
de alface conforme o incremento da dose de P. fluorescens via solucéo
nutritiva aos 17 e 24 DAT (Figuras 57C e 57E). O maior acumulo de B na parte
aérea calculado aos 10 e 31 DAT foi de 0,55 e 7,39 mg m, na dose calculada
de 25 e 25 mL de inoculante respectivamente (Figuras 57A e 57G). Houve
aumento do acumulo de Cu calculado na parte aérea de 0,73; 2,10; 2,87 e 9,75
mg m2 nas doses de P. fluorescens calculadas de 35, 40, 45 e 34 mL 100 L
aos 10, 17, 24 e 31 DAT, respectivamente (Figuras 57B, 57D, 57F e 57H).
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Figura 57 — Acamulo de boro na parte aérea aos 10 dias apds o transplantio -
DAT (A), 17 DAT (C), 24 DAT (E) e 31 DAT (G), e o acumulo de cobre na parte
aérea aos 10 DAT (B), 17 DAT (D), 24 DAT (F) e 31 DAT (H) das plantas de
alface americana (cultivar Angelina) em sistema hidropénico NFT em resposta
a doses de Pseudomonas fluorescens via solugdo nutritiva. + barra de erro

padrao.
06 Y =-0,00008x2**+ 0,004x + 0,4965 R = 0,8886 Y=-0,0003x2** + 0,0212x + 0,3531 R2= 0,9648
& 0,8
S I S e ] I N
) o | e
£ £ o
@ 4 06
] 0.4 g E i
kel =1 §
E 3 .| .-
£ §04 &
< 0,2 é
§ 0,2
0,0 0,0
(A) o 8 16 24 32 40 48 56 64 72 (B) o 8 16 24 32 40 48 56 64 72
4 Y= 0,0265x"+ 1,5921R? = 0,9969 30, Y7 -0,0005x2" + 0,0409x + 1,2654 R?= 0,6538
Es E ‘
2 g 2.0
; ............ 3 = } g
® 2 Rt O g
...... o
o° @ 3 0]
o ¢ o
> =10
£, E
< Q
< <
0 0,0
(C) 0 8 16 24 32 40 48 56 64 72 (D) o] 8 16 24 32 40 48 56 64 72
80 Y=0,028x*+ 4,3352 R?= 0,8623 40 Y=-0,0005x2"* + 0,0454x + 1,8446 R? = 0,9339
ts0 . E30 g
£ Fo £
; booeeer Boeee ¢ 3 ; 3
o 40 220 L.
kel ©
o o
=] 3
£ E
320 51,0
< <
0,0 0,0
(E) o 8 16 24 32 40 48 6 64 72 (F) 0 8 16 24 32 40 48 56 64 T2
10,0 , Y= -0,0023:%"+ 0,1186x + 5,8605 R* = 0,8329 Y= -0,0047x2 + 0.3246x + 4,1421 R = 0.9997
100 B
@ 3 i
9 50 o 50 '
o k. °
- =]
£ E
3 25 325
0,0 0,0
G o 8 16 24 32 40 48 56 64 72 (H) o 8 16 24 32 40 48 56 64 72
Doses de Pseudomonas fluorescens(mL 100 L1) Doses de Pseudomonas fluorescens (mL 100 L")

Fonte: Elaborado pelo autor.
Verificou-se efeito significativo (p<0,01) das doses de P. fluorescens

sobre acumulo de Zn na parte aérea aosl0, 17 e 31 DAT e de Fe aosl0, 24 e
31 DAT, significativo (p<0,05) para acumulo de Zn aos 24 DAT,; e néo
significativo (p>0,05) para acumulo de Fe aos 17 DAT (Tabela 46).



188

Tabela 46 — Andlise de variancia dos valores de F calculado para a acumulo de
Fe e de Zn na parte aérea das plantas de alface americana aos 10, 17, 24 e 31

dias apos o transplantio - DAT.

EV. Fe Zn Fe Zn Fe Zn Fe Zn

10 DAT 17 DAT 24 DAT 31 DAT
Bloco 1,90ns 044ns 0,17ns 0,20ns 0,17ns  0,31ns 1,26ns 1,32ns
Doses 8,26** 20,38** 1,10ns  33,25**  25,70** 3,57* 17,63* 23,72**
CV (%) 9,97 10,61 12,29 11,84 12,90 21,11 11,74 10,72
Linear 4,74* 59,39** 150ns 107,82** 0,56ns 9,82** 1,0lns 15,07*

Quadratica 24,98** 21,96** 0,02ns  3,55ns 63,52** 0,03ns 57,61* 75,08**

ns — ndo significativo, * e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade pelo teste F.
Fonte: Elaborado pelo autor.

N&o houve efeito das doses de P. fluorescens sobre o acimulo de Fe na
parte aérea de alface hidroponica aos 17 DAT (Figura 58C). O maior acumulo
de Fe calculado foi de 5,87; 68,18 e 92,26 mg m nas doses de P. fluorescens
calculada de 36, 30 e 32 mL 100 L* aos 10, 24 e 31 DAT, respectivamente
(Figuras 58A, 58E e 58G). Acumulo maximo calculado de Zn na parte aérea
das plantas de alface foi de 4,18 e 52,61 mg m nas doses calculadas de 46 e
37 mL de P. fluorescens aos 10 e 31 DAT, respectivamente (Figuras 58B e
58H). Foi verificado aumento do acumulo de Zn na parte aérea das plantas de
alface de acordo com incremento das doses de P. fluorescens via solucéo

nutritiva em cultivo hidroponico aos 17 e 24 DAT (Figuras 58D e 58F).
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Figura 58 — Acumulo de ferro na parte aérea aos 10 dias ap6s o transplantio -
DAT (A), 17 DAT (C), 24 DAT (E) e 31 DAT (G), e o0 acumulo de zinco na parte
aérea aos 10 DAT (B), 17 DAT (D), 24 DAT (F) e 31 DAT (H) das plantas de
alface américa (cultivar Angelina) em sistema hidropénico NFT em resposta a
doses de Pseudomonas fluorescens via solugédo nutritiva. + barra de erro
padrao.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Houve efeito significativo (p<0,01) das doses de P. fluorescens sobre

acumulo de Mn na parte aérea aos 17, 24 e 31 DAT, e nao significativo
(p>0,05) para acumulo de Mn aos 10 DAT (Tabela 47).
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Tabela 47 — Andlise de variancia dos valores de F calculado para a acumulo de
Mn na parte aérea das plantas de alface aos 10, 17, 24 e 31 dias apds o
transplantio (DAT).

Acumulo de Mn na parte aérea

v 10 DAT 17 DAT 24 DAT 31 DAT
Bloco 1,62ns 0,50ns 0,53ns 0,25ns
Doses 1,71ns 14,52%* 15,41% 15,16**
CV (%) 10,57 13,71 12,01 9,89
Linear 2,55ns 55,70* 6,75* 21,66**
Quadratica 1,10ns 0,48ns 49,08** 25,15**

ns — ndo significativo, * e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade pelo teste F.
Fonte: Elaborado pelo autor.

N&o foi observado efeito das doses de P. fluorescens sobre o acumulo
de Mn na parte aérea das plantas de alface aos 10 DAT (Figura 59A), porém
aos 17 DAT, o acumulo de Mn na parte aérea aumentou conforme o aumento
das doses de P. fluorescens via solucéo nutritiva (Figura 59B). Foi verificado
aumento do acimulo de Mn calculado na parte aérea de 40,24 e 61,77 mg m™
nas doses estimadas de 36 e 24 mL de P. fluorescens aos 24 e 31 DAT,
respectivamente (Figuras 59C e 59D).

Figura 59 — Acumulo de manganés na parte aérea aos 10 dias apos o
transplantio - DAT (A), 17 DAT (B), 24 DAT (C) e 31 DAT (D) das plantas de
alface americana (cultivar Angelina) em sistema hidropénico NFT em resposta
a doses de Pseudomonas fluorescens via solucao nutritiva. £ barra de erro

padrao.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.3.3 Efeito das doses de P. fluorescens sobre o acumulo de nutrientes
nas raizes
Houve efeito significativo (p<0,01) das doses de P. fluorescens sobre os
acumulos de N, P, K, S, Ca e Mg nas raizes da alface aos 31 DAT (Tabela 48).
Tabela 48 — Analise de variancia dos valores de F calculado para a acumulo de
N, de P, de K, de S, de Ca e de Mg nas raizes das plantas de alface Americana

aos 31 dias apos o transplantio (DAT).

N P K S Ca Mg

F.V.
31 DAT

Bloco 1,13ns 0,72ns 0,31ns 0,44ns 0,40ns 0,83ns
Doses 65,22** 45,53** 56,79** 37,58** 32,83** 36,34**
CV (%) 9,39 8,69 9,77 9,67 8,68 9,20
Linear 20,43** 0,15ns 29,02** 6,17** 3,82ns 8,07*
Quadratica 104,94** 78,33** 60,88** 43,76** 70,76** 61,56**

ns — ndo significativo, * e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade pelo teste F.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Foi verificado maior acumulo de N, P, K, Ca, Mg e S calculado nas
raizes de 2,73; 0,66; 1,72; 0,73; 0,62 e 0,44 g m? sob as doses de P.
fluorescens estimadas de 28, 26, 28, 39, 30 e 41 mL 100 L, respectivamente
(Figuras 60A, 60B, 60C, 60D, 60E e 60F).
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Figura 60 — Acumulo de nitrogénio nas raizes (A), fésforo (B), potassio (C),
enxofre(D), célcio (E) e magnésio (F) das plantas de alface americana (cultivar
Angelina) em sistema hidropbnico NFT em resposta a doses de Pseudomonas
fluorescens via solugéo nutritiva. = barra de erro padrao.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Notou-se efeito significativo (p<0,01) das doses de P. fluorescens sobre

os acumulos de B, Cu, Fe, Mn e Zn nas raizes da alface aos 31 DAT (Tabela
49).

Tabela 49 — Andlise de variancia dos valores de F calculado para a acumulo de
B, de Cu, de Fe, de Mn e de Zn nas raizes das plantas de alface aos 31 dias

apos o transplantio (DAT).

B Cu Fe Mn Zn

F.V.
31 DAT

Bloco 0,75ns 0,99ns 1,07ns 0,02ns 0,09ns
Doses 55,789** 42,72%* 35,22** 22,48** 63,21**
CV (%) 8,83 12,42 9,93 11,50 9,76
Linear 9,09* 43,17** 12,90** 0,05** 27,74%*
Quadratica 95,28** 70,85** 45,74% 39,16** 122,40**

ns — ndo significativo, * e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade pelo teste F.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Foi verificado maior acimulo de B, Cu, Fe, Mn e Zn calculado nas raizes
de 4,24; 17,46; 284,52; 16,70 e 23,74 g m? sob as doses de P. fluorescens
estimadas de 29, 39, 27, 36 e 31 mL 100 L%, respectivamente (Figuras 61A,
61B, 61C, 61D e 61E).

Figura 61 — Acumulo de boro nas raizes (A), cobre (B), ferro (C), manganés (D)
e zinco (E) das plantas de alface americana (cultivar Angelina) em sistema
hidropdnico NFT em resposta a doses de Pseudomonas fluorescens via
solucéo nutritiva. £ barra de erro padrao.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
5.3.4 Efeito das doses de P. fluorescens sobre as trocas gasosas e

clorofila foliar

Reportou-se efeito significativo (p<0,01) das doses de P. fluorescens
sobre a concentracdo de clorofila a, clorofila b, clorofila total e carotenoides
foliares aos 31 DAT (Tabela 50).
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Tabela 50 — Andlise de variancia dos valores de F calculado para a
concentracéo de clorofila a (Clo a), de clorofila b (Clo b), de clorofila total (Clo t)
e de carotendides (CAR) nas folhas das plantas de alface aos 31 dias ap0s o
transplantio (DAT).

Cloa Clob Clot CAR

F.V.
31 DAT

Bloco 0,25ns 5,85* 0,76ns 0,83ns
Doses 21,01** 49,77** 72,20%* 15,76**
CV (%) 5,75 5,87 3,69 7,61
Linear 2,12ns 2,12ns 12,54** 11,84**
Quadratica 60,07** 115,82** 130,5** 41,58**

ns — ndo significativo, * e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade pelo teste F.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Foi observado o aumento da concentracéo foliar de Clo a, Clo b, Clot e
CAR calculada de 0,96; 0,63; 1,56 e 0,31 mg g* de MF nas doses de P.
fluorescens estimadas de 35, 36, 36 e 37 mL 100 L' aos 31 DAT,
respectivamente (Figuras 62A, 62B, 62C e 62D).

Figura 62 — Concentracao foliar de clorofila a (A), clorofila b (B), clorofila total
(C) e carotenoides (D) aos 31 dias apos o transplantio das plantas de alface
americana (cultiva Angelina) em sistema hidropdnico NFT em resposta a doses
de Pseudomonas fluorescens via solug¢ao nutritiva. = barra de erro padréo.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Houve efeito significativo (p<0,01) das doses de P. fluorescens sobre a

concentracdo interna de carbono, conduténcia estomatica, transpiracédo e taxa

de fotossintese liquida foliar da alface aos 17 e 31 DAT (Tabela 51).
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Tabela 51 — Analise de variancia dos valores de F calculado para concentracéo
interna de carbono (Ci), condutancia estomatica (gs), transpiracéo (E) e taxa de
fotossintese liquida (A) nas folhas das plantas de alface aos 17 e 31 dias apés

o transplantio — (DAT).

£V, Ci gs A E Ci gs A E

17 DAT 17 DAT 31 DAT 31 DAT
Bloco 2,15ns 0,95ns 2,76ns 1,06ns 2,74ns 0,18ns 3,70* 3,09ns
Doses 24,47  36,99** 28,15*  14,71** 569*  7,05** 23,94** 4,03**
CV (%) 4,18 7,90 6,11 2,72 2,48 22,01 6,45 5,22
Linear 0,58ns  32,89* 27,83* 13,33** 0,34ns  6,72*  24,74** 6,57*

Quadratica 97,12**  81,75**  77,48**  43,75** 5,52* 6,73* 64,00 1,15ns

ns — ndo significativo, * e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade pelo teste F.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Os maiores Ci calculado foram de 391,05 e 388,89 umol CO2 mol*tar?
nas doses de P. fluorescens estimadas de 32 e 34 mL 100 L? aos 17 e 31
DAT, respectivamente (Figuras 63A e 63E). A maior E obtida calculada foi de
10,07 mmol H20 m s nas doses estimadas de 36 mL de P. fluorescens 100
Lt aos 17 DAT, porém, aos 31 DAT o E aumentou conforme a dose de P.
fluorescens via solucdo nutritiva (Figuras 63D e 63H). As maiores taxas de A
calculadas foram de 17,21 e 14,5 umol CO2 m s na dose estimada de 52 e
52 mL de P. fluorescens 100 L aos 17 e 31 DAT, respectivamente (Figuras
63C e 63G). Foi observado nas doses estimadas de 37 e 33 mL de P.
fluorescens 100 L, a maior gs estimado de 1049,7 e 747,8 mol H20 m?2 s aos
17 e 31 DAT, respectivamente (Figuras 63B e 63F).
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Figura 63 — Trocas gasosas foliares aos na concentracdo subestomatica de
gas carbonico (Ci) aos 17 dias ap0s o transplantio - DAT (A) e aos 31 DAT (E),
condutancia estomatica (gs) aos 17 DAT (B) e aos 31 DAT (F), taxa de
fotossintese liquida (A) aos 17 DAT (C) e aos 31 DAT (G), transpiracédo (E) aos
17 DAT (D) e aos 31 DAT (H) plantas de alface em sistema hidroponico NFT

em resposta a doses de Pseudomonas fluorescens via solugdo nutritiva. *
barra de erro padrao.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Houve efeito significativo (p<0,01) das doses de P. fluorescens sobre a

eficiéncia do uso da agua foliar aos 17 e 31 DAT, e sobre conteudo relativo de

agua e integridade de membranas foliares na alface aos 31 DAT (Tabela 52).
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Tabela 52 — Analise de variancia dos valores de F calculado para eficiéncia do
uso da agua (EUA) nas folhas das plantas de alface aos 17 e 31 dias apds o
transplantio (DAT) e para o conteudo relativo de agua (CRA) e indice de
integridade de membranas (IIM) nas folhas das plantas de alface americana
aos 31 DAT.

EUA EUA CRA IIM
Y 17 DAT 31 DAT
Bloco 3,88* 0,58ns 0,86ns 1,39ns
Doses 17,13** 37,28** 20,76** 48,87**
CV (%) 5,53 4,33 1,99 1,49
Linear 18,78** 20,28** 10,07** 1,44ns
Quadratica 43,25%* 119,27** 59,18** 112,81**

ns — no significativo, * e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade pelo teste F.
Fonte: Elaborado pelo autor.

As maiores EUA obtidas foram de 1,41 e 1,74 pumol CO2 mmol H20! nas
doses estimadas de 33 e 34 mL de P. fluorescens 100 L aos 17 e 31 DAT,
respectivamente (Figuras 64A e 64B). O maior CRA calculado foi verificado na
dose de P. fluorescens de 36 mL 100 Lt com CRA maximo calculado de 96%
de 4gua nas folhas (Figura 64C). Houve aumento do indice de IIM até a dose
calculada de P. fluorescens de 33 mL 100 L, com IIM méaximo calculado de

93% de membranas integras nas folhas (Figura 64D).

Figura 64 — Trocas gasosas foliares aos na eficiéncia do uso da agua (EUA)
aos 17 DAT (A) e aos 31 DAT (B), e do estado hidrico das folhas no contetdo
relativo de agua das folhas (C) e o indice de integridade de membranas
celulares das folhas (D) das plantas de alface americana (cultivar Angelina) em
sistema hidropénico NFT em resposta a doses de Pseudomonas fluorescens
via solucéo nutritiva. + barra de erro padrao.
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5.3.5 Efeito das doses de P. fluorescens sobre a atividade da enzima
nitrato redutase e do acumulo de nitrato
Houve efeito significativo (p<0,01) das doses de P. fluorescens sobre os
acumulos de nitrato e amonio na parte aérea e raizes, concentragdes totais de
aminoécidos e carboidratos, assim como na atividade da enzima nitrato
redutase nas folhas de alface aos 31 DAT (Tabela 53).
Tabela 53 — Analise de variancia dos valores de F calculado o acumulo de
nitrato (NO3) e ambnio (NH4*) na parte aérea e nas raizes, concentracdo de
aminoacidos totais (AT), carboidratos totais (CT) e na atividade da enzima
nitrato redutase (NR) nas folhas das plantas de alface americana aos 31 dias

apos o transplantio (DAT).

NOs NH4* NO3z NH4* AT CT NR
-V Parte aérea Raizes Foliar
Bloco 1,56ns 0,64ns  1,57ns 0,52ns 0,01ns 2,14ns  0,95ns
Doses 18,54** 19,91** 47,55**  83,54** 61,52 38,10 80,42**
CV (%) 8,96 9,51 10,68 14,66 10,26 7,77 8,62
Linear 55,84* 477 27,02  266,58** 180,30** 49,41** 296,69**

Quadratica 13,17**  74,31** 71,45**  13,54*  48,42*  96,54* 24,66**

ns — ndo significativo, * e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade pelo teste F.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Foi verificado redugdo no acumulo de NH4* nas raizes e no acumulo de
NOs na parte aérea a medida que se aumentaram as doses de P. fluorescens
na solucdo nutritiva (Figuras 65C e 65E). Como houve o aumento da atividade
da enzima NR foliar até a dose estimada de 57 mL de P. fluorescens via
solucéo nutritiva (Figura 63G). O maior acumulo de NH4* calculado na parte
aérea e 0 acumulo de NOs" nas raizes foi de 122,10 e 277,3 mg m na dose
estimada de 30 e 27 mL de P. fluorescens, respectivamente (Figuras 65B e
65F). Foi verificado a maior concentracdo de AT e CT calculado de 49,06 e
3,38 umol g* de MF nas doses estimadas de 49 e 39 mL de P. fluorescens 100
L1 aos 31 DAT, respectivamente (Figuras 63E e 63F).
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Figura 65 — Acumulo de aménio na parte aérea (A), nas raizes (C), acuamulo de
nitrato na parte aérea (B), nas raizes (D), concentracdo de aminoacidos totais
(E), carboidratos totais (F) e atividade da enzima nitrato redutase (NR) nas
folnas (G) das plantas de alface americana (cultivar Angelina) em sistema
hidropdnico NFT em resposta a doses de Pseudomonas fluorescens via
solucéo nutritiva. £ barra de erro padrao.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
5.3.6 Andlise econdmica

O tratamento conrole (sem inoculagcdo com P. fluorescens) teve o menor
custo operacional total (COT) de R$ 20,93 e o COT aumentou conforme o
incremento na dose de P. fluorescens na solugdo nutritiva, porém a
lucratividade foi maior (R$ 28,55 m) ao utilizar 32 mL 100 L de P. fluorescens

na solugdo nutritiva. Por outro lado, sem a inoculagéo teve lucratividade de R$
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9,94 m2, ao realizar inoculacdo com as doses de 8 e 16 mL de P. fluorescens
obteve-se lucratividades de R$ 22,84 e 26,04 m™ respectivamente, ndo sendo
as doses mais lucrativas devido a menor produtividade em relacdo a dose de
32 mL P. fluorescens (Tabela 54).
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Tabela 54 - Custo operacional total (COT, R$ m) e rentabilidade (R$ m?) modelo de estrutura de alface americana (Cultivar Angelina) em hidroponia sob o
tratamento controle (0 mL 100 L solucdo nutritiva), e as doses de Pseudomonas fluorescens via solugao nutritiva.

0 mL 100 L de P.

Tratamento fluorescens 8 mL 100 L1 de P. fluorescens 16 mL 100 L1 de P. fluorescens 32mL 100 Lt de P. fluorescens 64 mL 100 Lt de P. fluorescens
oo Ui (S9S an Ogpn Omem g Cmein cmmen g ome Cmoon g Cme G
A. Operagdes
M&o-de-obra hr 40 12,50 6,94 40 12,50 6,94 40 12,50 6,94 40 12,50 6,94 40 12,50 6,94
””gaglz?ri(ce:)ergia kwh! 123 0,45 7,69 123 0,45 7,69 123 0,45 7,69 123 0,45 7,69 123 0,45 7,69
CO“Z;IT; de L 450 0,002 0,13 450 0,002 0,13 450 0,002 0,13 450 0,002 0,13 450 0,002 0,13
Subtotal A. R$ 14,76 14,76 14,76 14,76 14,76

B. Insumos hidroponia

Inoculante L 0,00 80,00 0,00 0,024 80,00 0,27 0,048 80,00 0,53 0,096 80,00 1,07 0,192 80,00 2,13
Inseticida K 0,05 300,00 2,08 0,05 300,00 2,08 0,05 300,00 2,08 0,05 300,00 2,08 0,05 300,00 2,08
i 9

(Evidence)
Mudas muda 19,5 0,10 1,95 19,5 0,10 1,95 19,5 0,10 1,95 19,5 0,10 1,95 19,5 0,10 1,95
Hidrogood Fert kg 0,513 7,00 0,50 0,545 7,00 0,53 0,544 7,00 0,53 0,576 7,00 0,56 0,445 7,00 0,43
Ferro EDDHA 6% kg 0,023 70,00 0,23 0,025 70,00 0,24 0,025 70,00 0,24 0,0265 70,00 0,26 0,021 70,00 0,20
Nitrato de Calcio kg 0,258 2,20 0,08 0,274 2,20 0,08 0,274 2,20 0,08 0,29 2,20 0,08 0,223 2,20 0,07
Cloreto de K 0,06 5,08 0,04 0,06 5,08 0,04 0,06 5,08 0,04 0,06 5,08 0,04 0,06 5,08 0,04

Potassio 9
Acido Sulfdrico L 0,17 5,00 0,12 0,17 5,00 0,12 0,15 5,00 0,10 0,15 5,00 0,10 0,18 5,00 0,13
25%

Hidréxido de L 0,12 10,00 0,17 0,10 10,00 0,14 0,15 10,00 0,21 0,10 10,00 0,14 0,06 10,00 0,01

Sédio 25%
Subtotal B. R$ 5,17 5,45 5,76 6,28 7,04
Custo operacional efetivo R$ 19,93 20,21 20,52 21,04 21,80
Outras despesas R$ 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Custo de Juros R$ 1,00 1,01 1,03 1,05 1,09
Custo operacional Total R$ 20,93 21,22 21,55 22,09 22,89

Receita

Produtividade kg m2 7,57 5,27 39,89 8,36 5,27 44,06 9,03 5,27 47,59 9,61 5,27 50,64 6,37 5,27 33,57

Lucratividade R$ 18,96 22,84 26,04 28,55 10,68
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5.4 DISCUSSAO

O aumento do acumulo de massa nas raizes é um dos efeitos
observados da inoculacdo com P. fluorescens em diversas culturas cultivadas
em solo (SANDINI al., 2019; CHU et al., 2020; LI et al., 2022), porém ndo ha
relatos do sucesso da inoculagdo via solucdo nutritiva com esta bactéria,
quantp a capacidade de colonizar as raizes das plantas sem presenca de solo.
No entanto, neste estudo, a capacidade desta bactéria de colonizar as raizes
em sistema hidrop6nico favoreceu o aumento da massa fresca e seca das
raizes da alface em 74 e 85% na dose de 34 e 27 mL 100 L em relagdo ao
nao inoculado aos 31 DAT, respectivamente (Figuras 49H e 50H). O
crescimento das raizes superior ao inocular com P. fluorescens ocorre pelo
estimulo do aumento da producéo de fitorménios como o acido indol-3-acético
(AIA) pelas plantas, que agem principalmente como estimuladores do
crescimento radicular e, em consequéncia melhora a exploracdo do ambiente
de cultivo, absorcao de agua e nutrientes (KOCHAR et al., 2011).

Constatou-se aumento da massa fresca e seca da parte aérea em 27%
e 30% na dose estimada de 28 mL e 29 mL de P. fluorescens,
respectivamente, em relacdo a néo inoculacdo (Figuras 49G e 50G). A massa
fresca da parte aérea tem relacao direta com o numero de folhas das plantas
de alface, que teve aumento de 23% sob a dose estimada de 24 mL de P.
fluorescens 100 L (Figura 51B). Para a alface, o nimero de folhas e sua
massa estado entre as caracteristicas mais importantes, por ser uma hortalica
comercializavel in natura; assim, o maior peso fresco favorece o uso de um
menor nimero de plantas para comercializacdo, uma vez que o aumento do
namero de plantas para formar um pacote comercializavel reduz a lucratividade
(DALASTRA et al., 2020). A inoculacédo com P. fluorescens favorece o aumento
do acumulo de massa fresca e seca da parte aérea das plantas, pelo aumento
da eficiéncia fotossintética, assimilacdo de carbono e aquisicdo de nutrientes
pelas raizes (SANDINI et al., 2019; CARDOSO et al., 2019).

Alem disso, € possivel evidenciar uma correlagéo positiva e significativa
entre a massa seca e fresca da parte aérea, capacidade fotossintatica e
assimilacdo de carbono, o que permite afirmar que este aumento do acumulo
de massa nos tecidos esta intimamente relacionado com o aumento da

eficiéncia fotossintética e de assimilacdo de carbono pelas plantas (Figura 66).
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Estes resultados podem ser explicados pela melhor eficiéncia fotossintética e
hidrica, pelo aumento de 40% no Ci, 62% na gs, 69% na A, 43% Clo a, 74% na
Clo b, 25% na Clo t e 50% no CRA que contribuem para maior crescimento e
acumulo de massa nas folhas das plantas (Figuras 62 e 63). O crescimento das
folhas ocorre com o aumento da assimilacdo liquida de COz no processo
fotossintético, cujo acumulo de carbono nas folhas permite a formacdo de
novas folhas e aumento da massa das plantas, resultando em maior
produtividade (FONSECA et al., 2022).

A inoculacdo com P. fluorescens propiciou aumento de 15% na E e 51%
na EUA das folhas de alface (Figuras 63H e 64B), o que indica protecédo das
folhas contra estresses abibticos, principalmente pela elevada temperatura do
ambiente de cultivo de alface (plantas de clima ameno). A maior eficiéncia do
uso da agua esta relacionada a maior integridade de membranas celulares das
folhas, que estdo relacionadas com a capacidade da planta de manter suas
atividades metabolicas e fotossintéticas em funcionamento, mesmo em
periodos com temperaturas altas como as do local deste estudo (Figura 45). A
maior eficiéncia do uso da dgua proporciona maior turgor nas células-guarda,
mantendo os estdmatos abertos nesta situacdo, o gs observado foi 62% maior
gue na auséncia da inoculacdo. O estado hidrico das folhas das plantas
consegue aumentar os periodos de abertura de estbmatos, que favorece a
atividade fotossintética e, consequente assimilacdo liquida de CO: pelas
plantas, como também melhora a eficiéncia do uso da agua e do crescimento
das plantas (BUCKLEY, 2019).

Além disso, o fornecimento adequado de P. fluorescens proporciona
maior crescimento da planta de alface através do aumento da aquisicdo de
nutrientes. O maior acumulo de nutrientes na parte aérea das plantas de alface
foi observado nas doses de 29, 33, 32, 31, 28 e 28 mL 100L™* de P. fluorescens
com aumento nos acumulos da parte aérea de N, P, K, S, Ca e Mg em 48, 50,
93, 50, 43, 86%, respectivamente, em relacdo ao tratamento n&do inoculado
(Figuras 53G, 53H, 55G, 55H, 56G e 56H). Ainda, o maior acumulo de
nutrientes nas raizes das plantas de alface foi observada nas doses de 45, 40,
29, 34, 30 e 35 mL 100L* de P. fluorescens com aumento nos acimulos das
raizes de N, P, K, S, Ca e Mg em 154, 130, 124, 111, 99 el07%,
respectivamente, em relagédo ao nédo inoculado (Figura 60).
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O maior acumulo de Ca na parte aerea e nas raizes da alface pode ser
um dos fatores determinantes para o aumento do crescimento da planta sob a
inoculacdo com P. fluorescens, isto pode ser comprovado pela correlacéo
positiva das caracteristicas de crescimento da planta com o acumulo de Ca na
planta (Figura 66). O Ca é um nutriente que participa do crescimento das
plantas de forma estrutural no crescimento radicular, espessamento da parede
celular, aumenta a protecédo das plantas a patdgenos e aumenta a restauracao
da integridade das membranas celulares (THOR, 2019). Uma boa formacéo e
estabilizacdo de paredes celulares primarias nas plantas dependem do
fornecimento e aquisicdo adequada de Ca, como integridade da parede celular
dependente diretamente do Ca para realizar a transducdo de sinal adequada
do apoplasto para o citoplasma, fundamental para a funcao celular (HAMANN;
DENNES, 2011). Curiosamente o Ca tem a funcdo de segundo mensageiro, ele
estd envolvido na sinalizacdo da disponibilidade de nutrientes e suas
mudancas (THOR et al., 2019). Isso foi relatado em relacdo ao K, NOs, Fe,
NHs* e B (WILKINS et al., 2016; KUDLA et al., 2018), e também sugerido para
0 Mg (TANG; LUAN, 2017).

Outro motivo relacionado ao aumento da eficiéncia da absorcdo e
transporte de nutrientes pelas plantas inoculadas com P. fluorescens esta
principalmente relacionado pelo aumento do crescimento das raizes, producdo
de sidero6foros, producdo de compostos secundario e de fitormdnios na planta
(CHU et al., 2020). O crescimento radicular também beneficia o aumento da
eficiéncia de absorcédo de N, P, K, Ca, Mg e S como relatado em Zuri Guinea
Grass sob a inoculagdo com P. fluorescens em relagdo a ndo inoculacdo (SA et
al., 2019). Além disso, o0 aumento das concentracdes de giberilinas e citocinina
pela inoculacdo com P. fluorescens promovem maior crescimento e
alongamento do caule, folhas e raizes como no aumento da divisdo celular da
planta (SHARMA et al., 2018).

As doses entre 36 e 37 mL de P. fluorescens favoreceram aumento da
concentracdo de pigmentos fotossintéticos e taxa de assimilacdo de CO:
(Figuras 62 e 63E). As taxas de assimilagdo fotossintética de CO:2 séo
favorecidas por nutricdo adequada de K e Mg, aumentando as concentragcdes
intracelulares de CO2 e a atividade fotossintética da folha (SINGH; REDDY,
2017). Devido ao papel osmotico de K no aumento da conduténcia estomatica
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da folha (atuando na regulacdo da célula-guarda), assim, menor absorcéo de K
prejudica a fotossintese da planta (JAKLI et al., 2017). O crescimento e o
metabolismo das plantas requerem a translocacao de carboidratos dos tecidos
fotossinteticamente ativos, cujo carregamento de sacarose é a principal forma
de transporte de carboidratos nas plantas, com isso, a deficiéncia de K e Mg no
floema pode prejudicar o transporte da eficiéncia do carbono para dentro da
planta e o fornecimento adequado dessas duas moléculas aumentam a
fotoprotecdo (TRANKNER et al., 2018).

Os principais mecanismos relacionados & maior absorgéo de nitrogénio
pelas plantas inoculada com P. fluorescens é aumento do crescimento radicular
(aumenta a exploracao do solo ou solugéo nutritiva pelas raizes), promoc¢éao de
crescimento (aumento na producdo de compostos secundarios e fitormdnios) e
fixacdo biolégica de nitrogénio, portanto, as alteracdes positivas do
metabolismo do nitrogénio proporcionam maiores produtividade pelo aumento
no acumulo de carbono (LI et al., 2017).

O alto fornecimento de nitrogénio na forma de nitrato na hidroponia tem
sido uma preocupacgédo frequente no cultivo de hortaligas, principalmente pelo
aumento da concentracdo de NOg foliar que causam prejuizos a qualidade das
folhas e também aos serem humanos (SILVA et al., 2021; SAKAMOTO et al.,
2021; MOREIRA et al., 2022). O manejo da solucao nutritiva tem sido uma das
alternativas para reduzir as concentragdes de NO3™ foliar nas plantas de alface
hidrop6nico (CONVERSA et al., 2021; MOREIRA et al., 2022). Por outro lado, o
uso de bactérias tem sido uma das tecnologias que proporcionam aumento da
eficiéncia do uso de fertilizantes nitrogenados (HASHEM et al., 2019), e ainda
podem aumentar a atividade da enzima nitrato redutase e, em consequéncia,
reduzindo a concentracédo foliar de NOs™ (TABAGLIO et al., 2020; OLIVEIRA et
al.,, 2022; MOREIRA et al., 2022), mesmo em condicbes com alta
disponibilidade de NOs™ para absorcao das plantas.

Curiosamente, os resultados obtidos concordam com estes estudos, por
aumentar a atividade da enzima NR em 154% e acumulo de NH4* em 192% na
parte aérea, em consequéncia reducdo de 65% do acumulo de NO3™ na parte
aérea das plantas de alface, conforme o aumento das doses de P. fluorescens
(Figuras 65A, 65C e 65E). A inoculagédo com P. fluorescens proporcionou maior
atividade de nitrato redutase em ambiente com alto quantidade de NO3s a
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atividade da enzima aumentou, reduzindo as concentracdes foliares do
nutriente (KALANTARI et al., 2022). O maior acumulo de NO3™ nas folhas das
hortalicas reduzem a palatabilidade, por serem responsaveis pelo amargor nas
folhas de alface e, ainda, sdo prejudiciais a saude humana (ZHU et al., 2021,
MOREIRA et al., 2022).

Além disso, a inoculacdo com P. fluorescens influenciou diretamente no
ciclo de N, atividades enziméticas e sintese de metabdlitos secundarios,
aminoé&cidos, aquisicdo e eficiéncia de uso de nutrientes pelas plantas
(MANNING; TRIPPE, 2021). O menor acumulo de NOgs foliar obtido neste
estudo esta relacionado ao aumento da atividade da enzima nitrato redutase,
que reduz o nitrato a nitrito no citosol pelas atividades da enzima nitrato
redutase onde entra em plastidios ou cloroplastos, para reduzir em amonia que
foi fixada via glutamato sintase/glutamina sintase em amino&cidos
(YONEYAMA; SUZUKI, 2019). Esses glutamina e glutamato serviram como
substrato para transaminacdo e producdo de aminoacidos utilizados na
ingestéo de proteinas (TAIZ et al., 2022). Concordando com nossos resultados,
por verificar aumento de 165% na concentracao total de aminoacidos e de 98%
de carboidratos total sob as doses de 50 e 38 mL 100 L de P. fluorescens,
respectivamente (Figuras 65F e 65G).

O transporte adequado de N das raizes para as folhas é essencial para
promover o aumento do crescimento foliar e acimulo de carbono, como no
aumento das concentracfes de aminoacidos, que estédo intimamente ligadas ao
processo de fotossintese nas folhas (PERCHLIK; TEGEDER, 2018).
Curiosamente, os resultados foram aumento da clorofila a, clorofila b e
carotenoides em 43, 74 e 50% sob as doses de 35, 36 e 37 mL100 L de P.
fluorescens, respectivamente (Figuras 62A, 62B e 62D). A maior eficiéncia
fotossintética das plantas sob inoculagdo com P. fluorescens foi relatada por
ser um mecanismo de promocdo de crescimento das plantas e acumulo de
carbono foliar (HAMEED et al., 2021). Estes resultados podem estar
associados ao maior acumulo de N nas plantas, e a influéncia do uso
adequado do N pelas plantas na taxa fotossintética e ciclo de carbono vegetal
(EVANS; CLARKE, 2019). Em diversos estudos tem sido observado que a
concentracdo de clorofila das folhas tem correlacdo positiva com a
concentragdo de N encontradas nos tecidos (WANG et al, 2014;
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MASCARELLO et al., 2016; GUIZA-CASTILLO et al., 2020; GALINDO et al.,
2021), assim como houve correlacéo positiva do acumulo de NH4* e N na parte
aérea com as concentracdes de clorofila e carotenoides foliares (Figura 66).

O maior contetdo de clorofila foliar ainda proporciona maior assimilacao
de carboidratos e aminoacidos para as folhas das plantas, isto pode ser
afirmado pela correlagdo positiva do conteddo total de carboidrato e
aminoacidos com a clorofila a, clorofila b e carotenoides (Figura 66). Como
descrito anteriormente, que a absor¢do adequada de nitrogénio proporciona
aumento das concentracdes de clorofila e aminoacidos nas folhas (PERCHLIK;
TEGEDER, 2018).

A correlacdo negativa da atividade da enzima nitrato redutase com
acumulo de NH4* nas raizes e a correlacdo positiva com acumulo de NHs* na
parte aérea (Figura 66), demonstram a capacidade de a inoculacdo com P.
fluorescens de aumentar a atividade enzimatica no metabolismo do N e de
reduzir os riscos a saude humana com excesso da ingestdo de NOs3 na
alimentacdo. Além disso, a correlacdo negativa do acumulo de NOs™ e positiva
do NH4* com o aumento de concentracdo de carboidratos e aminoacidos nas
folhas séo resultados da quebra de NOs nas folhas das plantas, que podem
ser direcionadas para o metabolismo do glutamato e glutamina que resulta em
maiores concentragcbes de aminoacidos nas folhas (Figura 66). Estes
resultados podem ainda proporcionar uma nova perspectiva com relacdo a
acdo da P. fluorescens sob o metabolismo do nitrogénio, aumentando a
seguranca alimentar pela reducdo da quantidade de NOs™ presente nas folhas
sem comprometer a aquisicdo de N pelas plantas. Levando em consideracéo
qgue a inoculacao de P. fluorescens aumentou a producdo de massa fresca da
parte aérea que é importante para a comercializacdo da alface hidrop6nica.

A inoculacdo com P. fluorescens proporcionou aumento do acumulo de
massa nas plantas, acumulo de nutrientes, na eficiéncia fotossintética e do uso
da agua. Os principais mecanismos do P. fluorescens para melhorar
crescimento e a nutricdo das plantas de alface hidropénico, estéao relacionados
ao aumento da producdo de horménios de crescimento vegetal e de compostos
secundérios. O aumento da produtividade de folhas de alface com a inoculacao
de P. fluorescens € uma tecnologia de baixo custo, que reduz o consumo de

fertilizantes e aumenta a lucratividade do horticultor.
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5.5 CONCLUSOES

A dose de 29 mL 100 L* do inoculante de P. fluorescens proporcionou
maior massa fresca da parte aérea e produtividade de folhas, sendo a dose
indicada para atingir a maior eficiéncia de produtiva. A dose de 32 mL 100 L*
de P. fluorescens proporcionou maior lucratividade da alface americana
(cultivar Angelina) cultivado em sistema hidropénico.

A inoculacdo com P. fluorescens em doses entre 23 e 37 mL 100 L™
aumentou todos os componentes da producdo e os acumulos de N, P, K, Ca,
Mg e S na parte aérea. As doses entre 29 e 45 mL 100 L' promoveram 0s
maiores acumulos de N, P, K, Ca, Mg e S nas raizes, pigmentos fotossintéticos

e concentracéo de carboidratos foliar das plantas de alface.
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APENDICE C - Mapa de calor de correlagbes
Figura 66 — Mapa de calor dos coeficientes de correlacdo de Pearson obtidos

das variaveis analisadas em alface em resposta a inoculagdo com doses de P.
fluorescens. “X” indica correlagdo n&o significativa (P > 0,05). comprimento da
parte aérea (CPA), comprimento da raiz (CR), numero de folhas (NF), matéria
fresca da parte aérea (MFPA), matéria fresca da raiz (MFR), matéria seca da
parte aérea (MSPA), matéria seca da raiz (MSR), indice de clorofila foliar (ICF),
teor de clorofila a (Clo a), clorofila b (Clo b), clorofila total (Clo t), carotendides
(CAR), concentracdo de carboidratos totais (CT) e de aminoéacidos totais (AT),
atividade da enzima nitrato redutase (NR), acumulo de nutrientes da parte
aérea em nitrogénio (N-PA), fosforo (P-PA), potassio (K-PA), célcio (Ca-PA),
magnésio (Mg-PA), enxofre (S-PA), boro (B-PA), cobre (Cu-PA), ferro (Fe-PA),
manganés (Mn-PA), zinco (Zn-PA), amoénio (NH4-PA), nitrato (NO3-PA),
acumulo de nutrientes radiculares em nitrogénio (N-R), fosforo (P-R), potassio
(K-R), célcio (Ca-R), magnésio (Mg-R), enxofre (S-R), boro (B-R), cobre (Cu-
R), ferro (Fe-R), manganés (Mn-R), zinco (Zn-R), amoénio (NH4-R), nitrato
(NO3-R), concentracdo substomatica de COz2 (Ci), condutancia estomatica (gs),
taxa de fotossintese liquida (A), transpiracdo foliar (E), eficiéncia do uso da
agua (EUA), conteudo relativo de agua (CRA) e indice de integridade de
membranas foliares (1IM).
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6 CAPITULO IV. INOCULACOES E COINOCULACOES DE Azospirillum
brasilense, Bacillus subtilis E Pseudomonas fluorescens EM ALFACE
AMERICANA CULTIVADA EM SISTEMA HIDROPONICO

RESUMO: A inoculacdo com P. fluorescens, A. brasilense e B. subtilis mostrou
resultados promissores no aumento da produtividade de folhas e na aquisicéo
de nutrientes pelas plantas de alface. O estudo teve como obijetivo verificar o
efeito das inoculacbes e coinoculacbes de A. brasilense, B. subtilis e P.
fluorescens sobre a produtividade, componentes produtivos, trocas gasosas,
nitrato foliar e a nutricdo de plantas de alface americana em cultivo sob
hidroponia. A pesquisa foi realizada em casa de vegetacao em llha Solteira, em
sistema hidropbnico NFT, com 35% de sombreamento. Utilizou-se o
delineamento de blocos casualizados com cinco repeticbes. Os tratamentos
foram oito combinag¢des de inoculagdes via solu¢do nutritiva (1. Nao inoculado,
2. A. brasilense, 3. B. subtilis, 4. P. fluorescens, 5. A. brasilense + B. subitilis, 6.
A. brasilense + P. fluorescens, 7. B. subtilis + P. fluorescens e 8. A. brasilense
+ B. subtilis + P. fluorescens). Aa inoculagbes com P. fluorescens e com B.
subtilis + P. fluorescens proporcionaram as maiores produtividades de folhas
de alface (89 e 92%) em comparacdo ao nao inoculado, respectivamente. As
coinoculacdes com A. brasilense + B. subtilis e com B. subtilis + P. fluorescens
proporcionaram aumentos de 196 e 208%, respectivamente na massa fresca
da parte aérea em relagdo ao nao inoculado. O aumento no acumulo de 233 e
208% de N, 292 e 296% de K, 319 e 314% de Ca, 216 e 260% de Mg, 600 e
638% de Cu e 366 e 368% de Mn na parte aérea foi constatado com as
inoculagdes com P. fluorescens e B. subtilis + P. fluorescens em relacdo ao
controle. As inoculagbes de A. brasilense, B. subtilis e A. brasilense + B.
subtilis proporcionaram aumentos, respectivamente, de 40, 40 e 56% na EUA,;
de 12, 11 e 13% no CRA; de 84, 83 e 87% no E; e de 36, 32 e 25% na clorofila
total em relacdo ao controle. Verificou-se aumento de 68, 32, 45 e 51% na
atividade da enzima nitrato redutase sob as respectivas inoculagcdes de A.
brasilense, B. subtilis, P. fluorescens e B. subtilis + P. fluorescens em relagéo
ao controle. Houve reducgdo do acumulo de NOs foliar na alface em 69, 83, 82

e 75% sob as inoculagdes com A. brasilense, B. subtilis, A. brasilense + B.
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subtilis e A. brasilense + B. subtilis + P. fluorescens, respectivamente. A
inoculacdo isolada de P. fluorescens e a coinoculacdo de B. subtilis + P.
fluorescens sdo as mais indicadas para cultivo de alface hidropdnico, por
proporcionar a maior produtividade, lucratividade e acimulos de N, K, Ca, Mg,
Cu e Mn. As inoculacdes de A. brasilense, B. subtilis, A. brasilense + B. subtilis
e A. brasilense + B. subtilis + P. fluorescens favoreceram redu¢édo do acumulo
de NOs na parte aérea das plantas de alface e o aumento da atividade da

enzima nitrato redutase.

Palavras-Chave: Lactuca sativa; Assimilacdo de carbono; pigmentos

fotossintéticos; absorcdo de nutrientes; nitrato redutase.

INOCULATION AND COINOCULATIONS OF Azospirillum brasilense,
Bacillus subtilis AND Pseudomonas fluorescens IN AMERICAN LETTUCE
GROWN IN A HYDROPONIC SYSTEM

ABSTRACT: Inoculation with P. fluorescens, A. brasilense and B. subtilis
showed promising results in increasing leaf productivity and nutrient acquisition
by lettuce plants. The study aimed to verify the effect of inoculations and
coinoculations of A. brasilense, B. subtilis and P. fluorescens on productivity,
productive components, gas exchange, leaf nitrate and nutrition of hydroponic
lettuce plants. The research was carried out in a greenhouse in llha Solteira, S.
Paulo, Brazil, in a NFT hydroponic system, in a randomized block design with
five replications. The treatments were eight combinations of inoculations via
nutrient solution (1. Non-inoculated, 2. A. brasilense, 3. B. subtilis, 4. P.
fluorescens, 5. A. brasilense + B. subtilis, 6. A. brasilense + P. fluorescens, 7.
B. subtilis + P. fluorescens and 8. A. brasilense + B. subtilis + P. fluorescens).
Inoculation with P. fluorescens and B. subtilis + P. fluorescens provided the
highest leaf productivity (89 and 92%) compared to non-inoculated,
respectively. Co-inoculation with A. brasilense + B. subtilis and B. subtilis + P.
fluorescens provided an increase of 196 and 208% in fresh mass of shoots
compared to non-inoculated. The increase in the accumulation of 233 and
208% of N, 292 and 296% of K, 319 and 314% of Ca, 216 and 260% of Mg, 600
and 638% of Cu and 366 and 368% of Mn in the shoot under inoculations with
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P. fluorescens and B. subtilis + P. fluorescens. Inoculations of A. brasilense, B.
subtilis and A. brasilense + B. subtilis provided an increase of 40, 40 and 56%
in EUA, 12, 11 and 13% in CRA, 84, 83 and 87% in E and 36, 32 and 25% in
total chlorophyll respectively. As there was an increase of 68, 32, 45 and 51% in
the activity of the nitrate reductase enzyme under the inoculations of A.
brasilense, B. subtilis, P. fluorescens and B. subtilis + P. fluorescens in relation
to the control respectively, and in the reduction of NO3- accumulation in 69, 83,
82 and 75% under inoculations with A. brasilense, B. subtilis, A. brasilense + B.
subtilis and A. brasilense + B. subtilis + P. fluorescens respectively. Isolated
inoculation of P. fluorescens and co-inoculation of B. subtilis + P. fluorescens
are the most suitable for hydroponic lettuce cultivation, as they provide greater
productivity, profitability and accumulation of N, K, Ca, Mg, Cu and Mn.
Inoculations of A. brasilense, B. subtilis, A. brasilense + B. subtilis and A.
brasilense + B. subtilis + P. fluorescens favored a reduction in the accumulation
of NOsz™ in the aerial part of the plants and an increase in the activity of the

enzyme nitrate reductase.

Keywords: Carbon assimilation; Lactuca sativa; photosynthetic pigments;

nutrients uptake; nitrate reductase.

6.1 INTRODUCAO

A alface é a hortalica folhosa com maior producéo e consumo no mundo,
por possuir caracteristicas culinarias desejaveis para consumo “in natura” na
forma de saladas (DALASTRA et al.,, 2020). A alface americana é muito
comercializada minimamente processada, para o consumo doméstico, fast food
e restaurantes (FAOSTAT, 2022). Devido ao seu conteudo em termos de
vitaminas, minerais e compostos biologicamente ativos, como pigmentos
fotossintéticos e fenois, a alface também foi reconhecida como um importante
alimento funcional (ARTES; ALLENDE, 2014).

A producdo de alface é crescente no mundo, e conseguir produzir
durante todo o ano tem sido uma problematica, principalmente, quando
cultivada em solo, pelas alteracbes ambientais, dificuldade de controlar

doencas radiculares e foliares em periodos prolongados de chuvas
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(OPATOVSKY et al., 2019). O sistema de recirculacdo de solugcao nutritiva que
ocorre na Nutrient Film Technique (NFT) em hidroponia reduz doencas no
cultivo de alface, além de aumentar a precocidade e produtividade das plantas
e de reduzir o consumo de dgua em relacdo a producédo de hortalicas folhosas
em solo (DALASTRA et al., 2020). Neste sistema, ocorre maior eficiéncia no
uso da agua, que € essencial para a crise hidrica global (KAPPEL et al., 2021);
além de conseguir aumentar a absorcdo e concentracdo de nutrientes nas
plantas de alface (AINI et al., 2019).

O uso de alternativas para aumentar a produtividade sem aumentar o
consumo de produtos quimicos, como os fertilizantes minerais, € primordial
para reduzir os custos e aumentar a sustentabilidade na producéo de hortalica
no mundo. A inoculagdo com bactérias promotoras de crescimento de plantas
(BPCPs) tem sido uma tecnologia utilizada para aumentar a aquisicao de
nutrientes, o crescimento, o aproveitamento de agua e ainda ganhos de
produtividade, em diversas plantas cultivadas (FUKAMI et al., 2018; LOPES et
al., 2021). O efeito isolado da inoculagéo de A. brasilense, P. fluorescens e B.
subtilis foram anteriormente testados e conseguiram proporcionar aumento no
crescimento radicular, no acimulo de massa na parte aérea das plantas e no
acumulo de nutrientes, como na atividade fotossintética das plantas de? (KANG
et al., 2019; MOREIRA et al., 2022; KALANTARI et al., 2022).

O efeito das coinoculacdes destas bactérias foi anteriormente utilizados
e foi observado aumento na produtividade e no acumulo de nutrientes no feijao
(JALAL et al., 2021; MORTINHO et al., 2022), na cana-de-acucar (ROSA et al.,
2020), no capim Mavuno (SA et al., 2019), na soja (OLIVEIRA et al., 2019) e na
alface (ANGELINA et al., 2020). Porém, os efeitos benéficos das coinoculacdes
entre A. brasilense, B. subtilis e P. fluorescens néo foi anteriormente testado
via solugdo nutritiva em sistema hidropbnico, para o cultivo de alface
americana, o que pode aumentar a produtividade e a qualidade das plantas de
alface produzidas.

Com a intencao de produzir alimentos saudaveis e de qualidade, reduzir
o consumo de fertilizantes, aumentar a eficiéncia do uso da agua e da
produtividade de folhas, assim como na reduzir a concentracdo e acumulo do
nitrato foliar da alface em cultivo hidropbnico, precisa-se pesquisar as

inoculacdes isoladas ou em conjunto via solugdo nutritiva para melhorar o
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cultivo de alface na hidroponia. Com base nas doses obtidas em estudos
anteriores e nos resultados promissores destacados anteriormente nesta tese.
A hipé6tese do estudo € comparar o efeitos das inoculacdes isoladas e
combinadas na melhora dos componentes produtivos, fisioldgicos, nutricionais
e econdmicos. O objetivo deste estudo foi verificar os efeitos das inoculagdes e
coinoculacbes entre A. brasilense, B. subtilis e P. fluorescens via solucéo
nutritiva na nutricdo, nas trocas gasosas, nos pigmentos fotossintéticos, no
crescimento e na produtividade de alface americana cultivada em sistema

hidroponico, além do seu efeito sobre a lucratividade da cultura.
6.2 MATERIAL E METODOS

6.2.1 Localizagao e caracterizagdo de cultivo

O experimento de alface hidroponica foi conduzido no sistema de cultivo
NFT em cultivo protegido com 30% de sombreamento na Universidade
Estadual Paulista (UNESP), llha Solteira - SP com coordenadas geogréficas
(20° 25'07”S 51° 20 '31”W) e uma altitude de 376 m. Os dados meteoroldgicos
foram coletados da area externa da estufa de uma estacdo meteoroldgica
automatica da UNESP entre o periodo de 30 de marco a 30 de abril de 2022
(Figura 67).
Figura 67 - Condi¢cBes climaticas de umidade relativa do ar (UR), temperatura
méaxima (TMaxima), média (Tmédia) e minima (Tminima) e radiacdo PAR
(RAD) durante a realiza¢do do experimento.
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O experimento em sistema NFT continha bancadas individuais de seis
metros de comprimento e 10% de declividade. Os canais de cultivo foram
confeccionados em PVC com secao retangular de 8 cm de largura e 4 cm de
altura e perfuracdes superiores para acomodar plantas a cada 25 cm (Figura
68). Cada bancada consistia em seis canais de cultivo distantes 20 cm com um
sistema de bombeamento individual e um reservatério de 300 L com vazéao de
1 L por minuto e periodo de exposi¢ao da solucéo nutritiva com fluxo continuo.
Figura 68 — Esquema da bancada de conducéo dos testes. llha Solteira, SP,
2022.

6m (21
0? 2° 10% de ingr!gcgct,as)

Fonte: Elaborado pelo autor.
6.2.2 Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos ao acaso com
cinco repeticdes, cada unidade experimental foi constituida por quatro plantas
de alface coletadas na bancada aleatoriamente dos quatro canais centrais da
bancada hidropénica. Os tratamentos foram constituidos por oito inoculagéo e
co-inoculacdes de bactérias via solugcdo nutritiva (1- ndo inoculacao, 2- A.
brasilense,3- B. subtilis, 4- P. fluorescens, 5- A. brasilense + B. subtilis, 6- A.
brasilense + P. fluorescens, 7- B. subtilis + P. fluorescens e 8- A. brasilense +
B. subtilis + P. fluorescens), nas doses 44 mL de Azospirillum brasilense, 32
mL Bacillus subtilis e 29 mL de Pseudomonas fluorescens para cada 100 L de
solugcédo nutritiva, aplicadas no dia do transplantio das mudas de alface. Os
inoculantes liquidos utilizados foram de A. brasilense com as estirpes AbV5 e
AbV6 (garantia de 2x108 UFC mL™1), B. subtilis com a estirpe CCTB04 (garantia
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de 1x108 UFC mL™?) e de P. fluorescens com a estirpe CCTB03 (garantia de
2x108 UFC mL™Y),

Utilizou-se a alface americana (cultivar Angelina), segundo informacdes
da Sakata (2022), sao plantas vigorosas, com excelente formacdo de saia,
cabecas fechadas, compactas e uniformes em campo aberto e em hidroponia,
nivel moderado de resisténcia a bacteriose, folhas verdes intensas e brilhantes,
seguranca de plantio em periodos de oscilagGes climaticas (alta adaptacao as
condi¢des de cultivo tropical).

As mudas foram desenvolvidas em espuma fendlica por 15 dias e
posteriormente transplantadas para bancadas permanentes do sistema NTF,
onde permaneceram por 31 dias até a colheita. Foi realizada uma aplicacéo via
solucdo nutritiva de fungicida de contato com principio ativo ciazofamida
(imidazol) na dose de 0,033 mL L para controle de Pythium spp. aos 10 dias
apos o transplantio (DAT) e do inseticida sisttmico com principio ativo
imidacloprido (neonicotinoides) na dose de 0,1 g L™ de solucédo nutritiva para o
controle de tripes (Frankliniella schultzei) aos 10 DAT.

A solucéo nutritiva composta por fertilizantes concentrados Hidrogood
Fert Nacional foi utilizada na dose de 0,666 g L, indicada para todas as fases
de desenvolvimento da cultura, com as seguintes concentracdes de nutrientes
(%): 10 de N, 9 de P, 28 de K, 4,3 de S, 3,3 de Mg, 0,06 de B, 0,01 de Cu, 0,05
de Mn, 0,07 de Mo e 0,02 de Zn; utilizou-se o Nitrato de Calcio na dose de
0,495 g L* com as seguintes concentracées de nutrientes (%): 15,5 de N e
26,5 de Ca; e também Hidrogood Fert Ferro EDDHA 6% de Fe na dose de
0,020 g L.

A medicdo e correcdo da condutividade elétrica (CE) e do pH foram
realizadas diariamente pela manha, nesta ocasido a CE foi reajustada para a
CE determinada para cada bancada de cultivo com a reposi¢cao de fertilizantes
se necessario. Adicionalmentefoi realizado no 1°, 8°, 16° e 24° dia apds o
transplantio (DAT) a suplementacdo com 35 mg L de KCI para melhorar o
estado hidrico das plantas pelo efeito das elevadas temperaturas da regiao
(determinacdo realizada em estudos prévios, pois a ndo suplementacdo
proporcionou murcha nas plantas e queima nas bordas no periodo de maior

calor diario) (Informacéo pessoal).
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A condutividade elétrica inicial foi de 1,3 dS m, sendo este valor
elevado de acordo com o estadio de cultivo e sua resposta a adubacéo
conforme descrito por Dalastra (2017). No 11° DAT elevou a CE determinada
para 1,5 dS m?t e aos 21° DAT foram elevadas para 1,7 dS m, valor que
permaneceu até a colheita. Para manter o pH entre 6,0 e 6,5, foi utilizado acido
sulftrico (25%) quando pH estava acima de 6,5, e hidroxido de sodio (25%)
quando o pH ficou abaixo de 6,0. A reposicao dos fertilizantes para aumentar a
condutividade elétrica e ajuste no pH da solucéo nutritiva constam nas Figuras
69A, 69B, 69C, 69D, 69E, 69F, 69G e 69H.

Figura 69 — Correcdo do pH e reposicdo da condutividade elétrica (CE) em
sistema hidrop6nico NFT, com cultivo de alface americana (cultivar Angelina),
no tratamento controle (A), inoculado com A. brasilense (B), B. subtilis (C), P.
fluorescens (D), A. brasilense + B. subtilis (E), A. brasilense + P. fluorescens
(F), B. subtilis + P. fluorescens (G) e A. brasilense + B. subtilis + P. fluorescens

(H) durante o periodo do experimento.
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6.2.3 Avaliacdes biométricas

As avaliacdes foram realizadas aos 10, 17, 24 e 31 DAT das mudas de
alface, no momento da colheita de cada avaliacdo foi realizada a colheita da
matéria fresca do sistema radicular e da parte aérea, quantificou-se o
comprimento da parte aérea e das raizes, e o indice de clorofila foliar,
utilizando-se o clorofilog Falker CFL-1030 (FALKER, 2008). Em seguida, o
material foi enviado para secagem em estufa de ventilagdo forcada a 60 °C por
72 horas, para a obtencdo da matéria seca do sistema radicular, da parte
aérea. A produtividade da cultura foi baseada na populacdo de plantas de 19,5
plantas m2, conforme a equacdo XXV:

XXV. Prod = MFF x PP

Prod: produtividade (kg m-?)

MFF: massa fresca das folhas (kg planta™)

PP: populacédo de plantas (plantas m)

6.2.4 Avaliacfes nutricionais

Apds secagem, pesagem e moagem dos materiais vegetais em moinho
tipo Wiley, foram determinados segundo a metodologia de Malavolta et al.
(1997), as concentracdes de N, P, K, S, Ca, Mg, Cu, Fe, Mn, B e Zn na parte
aérea da alface em todas as avaliacdes, nas raizes a quantificacdo de
nutrientes foi realizado apenas na avaliacdo final (31 dias apds o transplantio).
Na avaliagao final, foi determinada a concentragdo de nitrato e amoénio nas
folhas e raizes, que foi realizada de acordo com a metodologia descrita por
Silva (2009). O acumulo de nutrientes na parte aérea e nas raizes das plantas
foi calculado com base nas respectivas produtividades de massa seca e
concentragéo de nutrientes nas plantas conforme a equagédo XXVI:

XXVI. AC = PMS = PP

AC: acumulo de nutrientes (g ou mg m?)

PMS: produtividade de massa seca (kg m?)

CN: concentracéo de nutrientes (g ou mg kg™)

6.2.5 AvaliacOes trocas gasosas e estado hidrico da folha
A avaliagéo de trocas gasosas foi realizada em pelo menos oito plantas

por tratamento, aos 17 e 31 dias apds o transplantio das mudas, no periodo
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entre as 9 h e as 11 h da manh&, em folhas totalmente expandidas localizada
na parte mediana da planta, para tanto, utilizardA um analisador de gas
infravermelho (Infra Red Gas Analyser - CIRAS-3, modelo CRS300), sendo as
condigbes inicialmente impostas de 800 umol m? s?! de radiacédo
fotossinteticamente ativa (PAR), 380 ppm de CO:2 e temperatura da camara em
28 °C. Na ocasido foram mensuradas a concentracdo interna de carbono (Ci-
pumol m?2 s1), condutancia estomatica (gs-mol de H20 m2 s?), transpiracéo (E-
mmol de H20 m s1) e taxa de fotossintese liquida (A- ymol de CO2 m?2 s1), a
eficiéncia do uso da agua (EUA- umol CO2 mol H201).

Na avaliacdo final foi determinado o conteudo relativo de dgua (CRA) e
indice de integridade de membranas celulares (IIM). O estado da agua das
plantas foia determinado pelo conteudo de &gua relativo da folha (CRA). O

CRA foi calculado de acordo com a equacao XXVII:

(MF — MS)

XXVII. CRA (%) = [(MT—_MS)

]*100

Dez discos de folhas de 25 mm de diametro foram coletados as 8 h da
manha (ao amanhecer) de quatro folhas de cada planta, e em seguida, pesado
imediatamente para a determinacdo de massa fresca (MF). Para a medicdo de
massa targida (MT), discos de folhas foram submersos por 12 h em agua
destilada em 25 °C; depois disso, foram secados suavemente em uma toalha
de papel e pesados. As amostras foram entdo secas em estufa a 75 °C por 24
horas e pesadas para determinar a massa seca (MS).

O indice de estabilidade da membrana da folha (IIM), de acordo com
Lutts et al. (1996), utilizando-se dez discos foliares (25 mm de diametro) de
quatro folhas da planta, foram lavadas em agua destilada, colocadas em tubos
contendo 50 mL de agua deionizada, e mantida a 25 °C em banho-maria por 6
h. A condutividade elétrica da solucao foi analisada com medidor de CE (C1).
Posteriormente, as amostras foram colocadas em banho-maria (100 °C) por 1
h, e a condutividade elétrica (C2) foi avaliada apés equilibrio a 25 °C. O indice
de estabilidade de membranas celulares foi estimado de acordo com a seguinte

equacao XXVIII:

XXVIII. 1M = [1 - (5)] 100
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6.2.6 Avaliagdes enziméticas, clorofila, aminoacidos e carboidratos

A atividade da enzima nitrato redutase (NR) in vivo foi determinada de
acordo com a metodologia de Radin (1974). Foram coletadas a 22 e 32 folha
completamente expandidas a partir do 4pice entre as 9 e 10 h da manha para
evitar grandes interferéncias da intensidade luminosa sobre a atividade da
enzima e de clorofila foliar. Amostras de tecido foliar fresco foram coletadas e
armazenadas em sacos plasticos e transportadas para o laboratorio em gelo, e
lavadas com &gua deionizada. Em seguida, 100 mg de tecido fresco cortado
em discos foram transferidos para tubos de ensaio contendo 3 mL de solugéo
tampao fosfato pH 7,4 (50 mmol L1 + 200 mmol L' KNO3).

Estas amostras foram infiltradas a vacuo durante 2 min para aumentar a
penetracdo da solugdo nos tecidos. Em seguida, os tubos de ensaio foram
incubados em banho-maria a 33 °C por 30 minutos envoltos em papel aluminio
contra a luz. A reacdao foi interrompida pela adicdo de 1 mL de sulfanilamida a
1% em solucdo de HCI 2 mol Lt e, em seguida, 1 mL de solucdo de
naftilenodiamina a 0,05%. O nitrito (NO2) produzido foi medido em
espectrofotometro a 540 nm, utilizando-se uma curva de calibragdo padréo de
nitrito. A atividade da enzima esteve diretamente relacionada com a quantidade
de NO2 e os resultados foram expressos em pmol NO2  g* h 1 de massa
fresca (MF).

Os teores de clorofila a (Clo a), b (Clo b), total (Col t) e carotendides
(CAR) foram determinados usando-se o agente extrator DMSO. O peso fresco
do tecido foliar (50 mg) foi cortado em fragmentos de 1 mm e incubado em 7
mL de DMSO no escuro em banho-maria a 65 °C por 30 min (HISCOX;
ISRAELSTAM, 1979). ApOs as leituras no espectrofotbmetro, os teores dos
pigmentos fotossintéticos foram calculados e expressos em mg g?' MF.
Conforme as equacdes XXIX, XXX, XXXI e XXXII:

XXIX. Cloa = (12.70 * ABS663 ) - (2.69 * ABS645)

XXX. Cloa = (22.90 * ABS645 ) - (4.68 * ABS663)

XXXI. Clot = (20.20 * ABS663) + (8.02 x ABS663)

XXXII.CAR = ((1000 * ABS470) - (1.29 * Clo a-53.38 * Clo b) + 198)

Os aminoécidos totais foram quantificados com o método da ninidrina
acida (YEMM et al., 1955). Foram utilizados 100 pL do extrato solivel em agua

com 900 pL de H20, 500 pL de tampéo citrato, 200 pL de ninidrina a 5% em
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metilglicol e 1 mL de solugao de KCN 0,0002 M. As amostras foram aquecidas
em banho-maria a 100 °C por 20 min e colocadas para resfriar em temperatura
ambiente para posterior inclusdo de 1 mL de etanol 60%. A determinacéo foi
realizada em espectrofotdmetro a A = 570 nm com os resultados expressos em
pumol gt MF.

Os carboidratos totais foram determinados de acordo com o método da
enthrone descrito por Yemm e Willis (1954). 1 mL do extrato solivel em agua
foi adicionado a um tubo de ensaio com 1 mL de solugéo de anthrona (0,2%
em acido sulfurico), seguido de agitacdo e posterior incubagdo em banho-maria
por 10 min e resfriamento em temperatura ambiente. Em seguida, a
determinacdo foi realizada em espectrofotbmetro em A = 620 nm. A
concentracédo de carboidratos totais foi medida por meio da curva padrdo da
solucéo de glicose e os resultados expressos em pmol gt MF.

6.2.7 Anéalise econdmica

A andlise econbmica foi realizada por meio da estrutura baseada no
Custo Operacional Total (COT) de producdo, utilizada pelo Instituto de
Economia Agricola (IEA), segundo Matsunaga et al. (1976), que consiste na
soma dos custos de despesas: operacdes, insumos (fertilizantes, sementes,
agroquimicos, etc.), mdo de obra, maquinarios e sistema de irrigacéao,
denominado Custo Operacional Efetivo (COE). Além disto o COT, considerou
outras despesas e taxas de juros, representando 5,0% do COE (MATSUNAGA
et al., 1976), resultando no custo operacional total (COT), que foi extrapolado

para um hectare.

6.2.8 Andlise estatistica

Como os dados de todas as variaveis apresentaram distribuicdo normal
e variancias homogéneas (Shapiro Wilk-Test), foram submetidos a analise de
variancia. A significancia dos quadrados médios obtidos na anélise de variancia
foi testada pelo teste F ao nivel de 5% de probabilidade. As médias relativas as
inoculagdes foram agrupadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
Usando o pacote corrplot para avaliar a correlacdo os componentes produtivos,

fisioldgicos e nutricionais usando o software R (R Core Team 2015).
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6.3 RESULTADOS

6.3.1 Componentes produtivos em resposta as inoculacdes

Verifiocu-se efeito significativo (p<0,01) das inoculacdes sobre o
comprimento da parte aérea e das raizes de alface aos 10, 17, 24 e 31 DAT
(Tabela 55).
Tabela 55 — Andlise de variancia dos valores de F calculado para o
comprimento da parte aérea (CPA) e comprimento das raizes (CR) de alface
americana (cultivar Angelina), aos 10, 17, 24 e 31 dias apés o transplantio -
DAT.

CPA CR CPA CR CPA CR CPA CR
v 10 DAT 17 DAT 24 DAT 31 DAT
Bloco 1,62ns 5,73* 0,76ns 0,38ns 0,57ns 0,35ns 4,20* 0,37ns
Inoculagbes 25,72*  54,12%  56,33*  124,69* 56,91*  81,76* 43,26* 149 11**
CV (%) 3,92 5,62 3,07 6,81 4,97 5,82 4,93 4,51

Média (cm) 10,32 17,35 11,75 21,19 15,18 27,19 17,50 32,77

ns — ndo significativo, * e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade pelo teste F.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Os maiores comprimentos da parte aérea foram observados sob as
inoculacdes P. fluorescens, A. brasilense + P. fluorescens e B. subtilis + P.
fluorescens em relagéo aos demais tratamentos, aos 10 e 24 DAT (Figuras 70A
e 70E). Por outro lado, a coinoculagdo de A. brasilense + P. fluorescens
proporcionou maior comprimento da parte aérea da alface em relacdo aos
demais tratamentos aos 17 e 31 DAT (Figura 70C e 70G). Como o maior
crescimento das raizes foram observados sob a coinoculacéo de A. brasilense
+ P. fluorescens em relacdo aos demais, aos 10, 24 e 31 DAT (Figuras 70B,
70F e 70H). Todas as inocula¢gdes proporcionaram maior crescimento radicular
em relacdo ao controle, com destaque para B. subtilis, A. brasilense + B.
subtilis, A. brasilense + P. fluorescens e B. subtilis + P. fluorescens aos 17 DAT
(Figura 70D).
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Figura 70 — Comprimento da parte aérea a aos 10 dias ap6s o transplantio -
DAT (A), 17 DAT (C), 24 DAT (E) e 31 DAT (G), e o comprimento das raizes
aos 10 DAT (B), 17 DAT (D), 24 DAT (F) e 31 DAT (H) das plantas de alface
mericana (cultivar Angelina), em sistema hidropénico NFT em resposta as
inoculacdes e coinoculacdes via solucéo nutritiva. £ barra de erro padrao.
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aérea e das raizes das plantas de alface americana aos 10, 17, 24 e 31 dias

apos o transplantio - DAT (Tabela 56).
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Tabela 56 — Analise de variancia dos valores de F calculado para a massa
fresca da parte aérea (MFPA) e massa fresca das raizes (MFR) aos 10, 17, 24
e 31 dias apos o transplantio - DAT, considerando inoculagdes e coinoculacdes
via solucdo nutritiva.

MFPA  MFR MFPA  MFR MFPA  MFR MFPA MFR
v 10 DAT 17 DAT 24 DAT 31 DAT

Bloco 1,3lns 2,58ns  0,63ns 0,50ns 1,88ns 1,28ns  0,95ns 2,32ns
Inoculagbes 36,56** 28,09** 94,62**  33,13**  7547* 46,88* 13539 194 88**
CV (%) 8,18 11,88 859 8,16 6,25 8,10 3,86 4,05
Média (g

planta?) 10,26 7,83 54,15 14,55 184,73 41,42 339,68 54,07

ns — nao significativo, * e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade pelo teste F.
Fonte: Elaborado pelo autor.

A inoculacdo com P. fluorescens e B. subtilis + P. fluorescens
proporcionaram as maiores massas frescas da parte aérea das plantas de
alface em relacdo aos demais tratamentos aos 10, 17, 24 e 31 DAT (Figuras
71A, 71C, 71E e 71G). A maior massa fresca das raizes foi observada sob a
inoculacao de P. fluorescens em relacdo aos demais aos 10 DAT (Figura 71B);
e sob a coinoculacdo de B. subtilis + P. fluorescens aos 17 DAT (Figura 71D).
Porém, as coinoculacdes de A. brasilense + P. fluorescens e B. subtilis + P.
fluorescens proporcionaram maiores massas frescas das raizes nas plantas de
alface americana aos 24 e 31 DAT (Figuras 71F e 71H).
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Figura 71 — Massa fresca da parte aérea aos 10 dias ap6s o transplantio - DAT
(A), 17 DAT (C), 24 DAT (E) e 31 DAT (G), e a massa fresca das raizes aos 10
DAT (B), 17 DAT (D), 24 DAT (F) e 31 DAT (H) das plantas de alface em
sistema hidropbnico NFT em resposta as inoculacées e coinoculacdes via
solugéo nutritiva. £ barra de erro padrao.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Reportou-se efeito significativo (p<0,01) das inocula¢cbes sobre a massa

seca da parte aérea e das raizes de alface americana cultivada em sistema
hidropdnico aos 10, 17, 24 e 31 DAT (Tabela 57).
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Tabela 57 — Analise de variancia dos valores de F calculado para a massa seca
da parte aérea (MSPA) e massa seca das raizes (MSR) aos 10, 17, 24 e 31

dias apos o transplantio - DAT.

MSPA MSR MSPA MSR MSPA MSR MSPA MSR
Y 10 DAT 17 DAT 24 DAT 31 DAT
Bloco 1,19ns 1,33ns 0,19ns  2,62ns 0,15ns 3,28ns 0,68ns  0,35ns
Inoculagdes  10,24**  38,27** 13,94* 273,92** 338,03** 180,72** 90,42** 64,89**
CV (%) 9,82 16,09 9,77 4,06 5,20 6,00 9,63 10,32
Média (g
planta’®) 1,44 1,06 2,08 1,39 5,70 3,02 9,89 3,98

ns — néo significativo, * e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade pelo teste F.
Fonte: Elaborado pelo autor.
A maior massa seca da parte aérea foi observado sob a inoculagdo com

P. fluorescens e a coinoculacdo de B. subtilis + P. fluorescens em relacdo as
demais inoculacfes aos 10 DAT (Figura 72A); aos 17 DAT a inoculacdo com B.
subtilis, P. fluorescens e a coinoculagdo com B. subtilis + P. fluorescens
proporcionaram maiores massas secas da parte aérea das plantas de alface
em relacdo aos demais tratamentos (Figura 72C). Por outro lado, aos 24 e 31
DAT a maior massa seca da parte aérea foi observado sob a inoculacdo com
P. fluorescens, A. brasilense + P. fluorescens e B. subtilis + P. fluorescens
(Figuras 72E e 72G). A maior massa seca das raizes foi observado sob
inoculacdo com P. fluorescens em relacdo aos demais aos 10 e 17 DAT
(Figuras 72B e 72D); a coinoculacdo com A. brasilense + P. fluorescens
proporcionou maior acumulo de massa seca das raizes das plantas de alface
em relacdo as outras inoculagdes aos 24 e 31 DAT (Figuras 72F e 72H).
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Figura 72 — Massa seca da parte aérea aos 10 dias ap6s transplantio - DAT
(A), 17 DAT (C), 24 DAT (E) e 31 DAT (G), e a massa seca das raizes aos 10
DAT (B), 17 DAT (D), 24 DAT (F) e 31 DAT (H) das plantas de alface
americana (cultivar Angelina) em sistema hidropénico NFT em resposta as
moculagoes e coinoculacgdes via solucao nutritiva. = barra de erro padrao.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Notou-se efeito significativo (p<0,01) das

inoculagbes sobre a

produtividade de folhas fresca e numero de folhas de alface americana

cultivada em sistema hidroponico (Tabela 58).



234

Tabela 58 — Andlise de variancia dos valores de F calculado para a
produtividade de folhas e niumero de folhas por planta de alface aos 31 dias
apos o transplantio - DAT.

Ev. Produtividade de folhas Numero de folhas
31 DAT

Bloco 4,78* 2,18ns

Inoculagbes 143,74** 28,44**

CV (%) 3,87 3,40

Média 6,42 (kg m?) 17,71 (n° planta?)

ns — nao significativo, * e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade pelo teste F.
Fonte: Elaborado pelo autor.

O maior niamero de folhas de alface foi observado sob a coinoculacéo
com B. subtilis + P. fluorescens em relacdo aos demais tratamentos (Figura
73A); por outro lado, a inoculagéo isolada com P. fluorescens e a coinoculagao
de B. subtilis + P. fluorescens proporcionaram as maiores produtividades de
massa fresca de folhas de alface americana cultivada em hidroponia em
relacdo aos demais tratamentos (Figura 73B).

Figura 73 — Numero de folhas (A) e produtividade de massa fresca de folhas
(B) das plantas de alface em sistema hidropénico NFT em resposta as

inoculacdes e coinoculacdes via solucao nutritiva. £ barra de erro padrao.
25 10
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Houve efeito significativo (p<0,01) das inoculagdes e coinoculagbes

sobre o indice de clorofila foliar (ICF) de alface americana cultivada em sistema
hidropbnico aos 10, 17, 24 e 31 DAT (Tabela 59).
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Tabela 59 — Analise de variancia dos valores de F calculado para o indice de

clorofila foliar aos 10, 17, 24 e 31 dias apos o transplantio (DAT).

indice de clorofila foliar

v 10 DAT 17 DAT 24 DAT 31 DAT
Bloco 1,60ns 1,90ns 1,90ns 2,97ns
Inoculagbes 23,85** 24,97** 24,98** 14,31**
CV (%) 3,78 3,79 3,99 5,11
Média 26,31 29,67 32,64 37,39

ns — nao significativo, * e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade pelo teste F.
Fonte: Elaborado pelo autor.

As coinoculacdes de A. brasilense + B. subtilis, A. brasilense + P.
fluorescens e B. subtilis + P. fluorescens proporcionaram maiores indices de
clorofila foliar aos 10 DAT (Figura 74A). Contudo, aos 17, 24 e 31 DAT, o maior
indice de clorofila foliar foi observado sob a coinoculacdo de B. subtilis + P.
fluorescens em relacdo as outras inoculacdes (Figuras 74B, 74C e 74D).

Figura 74 — indice de clorofila foliar aos 10 dias apds o transplantio - DAT (A),
17 DAT (B), 24 DAT (C) e 31 DAT (D) das plantas de alface em sistema
hidroponico NFT em resposta as inoculac¢des e coinoculagdes via solugéo
nutritiva. £ barra de erro padrao.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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6.3.2 Acumulo de nutrientes na parte aérea em resposta as inoculacfes

Os acumulos de N e P na parte aérea das plantas de alface foram
influenciados significativamente (p<0,01) pelas inoculacfes e coinocula¢cds aos
10, 17, 24 e 31 DAT (Tabela 60).

Tabela 60 — Analise de variancia dos valores de F calculado para o acimulo de
N e de P na parte aérea das plantas de alface aos 10, 17, 24 e 31 dias apés

transplantio (DAT).
N

P N P N P N P
v 10 DAT 17 DAT 24 DAT 31 DAT
Bloco 0,98ns 0,81ns 0,40ns 0,20ns 0,66ns 0,67ns 1,45ns 1,70ns
Inoculacdes 17,18** 17,81** 36,71** 41,84** 165,39** 528,41** 71,42* 149,72**
CV (%) 11,17 12,14 7,02 8,24 8,33 5,47 12,14 9,81
Média (g m?) 1,27 0,16 1,58 0,19 4,66 0,62 7,96 1,17

ns — ndo significativo, * e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade pelo teste F.
Fonte: Elaborado pelo autor.

As inoculacdes isoladas de B. subtilis e P. fluorescens e a coinoculacdo
de B. subtilis + P. fluorescens propiciaram os maiores acumulos de N na parte
aérea das plantas de alface aos 10 DAT em relacdo as demais inoculacfes
(Figura 75A). Aos 17 e 31 DAT, os maiores acumulos de N foram verificados
sob a inoculagcdo de P. fluorescens e B. subtilis + P. fluorescens em
comparacao aos outros tratamentos (Figuras 75C e 75G); por outro lado, aos
24 DAT, a inoculagdo com P. fluorescens, A. brasilense + P. fluorescens e B.
subtilis + P. fluorescens proporcionaram maiores acumulos de N na parte aérea
(Figura 75E). O maior acumulo de P na parte aérea das plantas de alface foi
observado com a coinoculacdo de B. subtilis + P. fluorescens aos 10 e 17 DAT
(Figuras 75B e 75D); porém, a inoculagéo isolada de P. fluorescens propiciou
maior acumulo de P na parte aérea das plantas de alface aos 24 e 31 DAT em

relacdo aos demais tratamentos (Figuras 75F e75H).
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Figura 75— Acumulo de nitrogénio na parte aérea aos 10 dias apés transplantio
- DAT (A), 17 DAT (C), 24 DAT (E) e 31 DAT (G), e o acumulo de fésforo na
parte aérea aos 10 DAT (B), 17 DAT (D), 24 DAT (F) e 31 DAT (H) das plantas
de alface em sistema hidropénico NFT em resposta as inoculacbes e
coinoculacdes via solugao nutritiva. = barra de erro padrao.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Houve efeito significativo (P<0,01) das inoculagdes e coinoculacdes para
os acumulos de K e S na parte aérea da alface americana cultivada em sistema
hidroponico (Tabela 61).
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Tabela 61 — Andlise de variancia dos valores de F calculado para o acimulo de
K e de S na parte aérea das plantas de alface aos 10, 17, 24 e 31 dias apo6s o

transplantio - DAT.

K S K S K S K S
v 10 DAT 17 DAT 24 DAT 31 DAT
Bloco 0,81ns 0,55ns 0,15ns 0,09ns 0,72ns 1,73ns 0,45ns 0,48ns
Inoculagdes ~ 36,39%* 1546* 42,17* 18,58* 449,29* 220,80* 127,48** 130,18**
CV (%) 10,60 13,65 12,35 9,91 6,44 7,23 9,90 8,83
Média (g m?) 1,31 0,05 1,55 0,07 6,49 0,29 10,01 0,56

ns — néo significativo, * e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade pelo teste F.
Fonte: Elaborado pelo autor.

A coinoculacdo de B. subtilis + P. fluorescens propiciou maiores
acumulos de K e S na parte aérea em relagcdo as outras inoculac¢des aos 10, 17
e 24 DAT (Figuras 76A, 76B, 76C, 76C, 76E e 76F), porém, aos 31 DAT o
maior acumulo de S foi observado sob a coinoculacdo de A. brasilense + P.
fluorescens em relacédo aos demais (Figura 76H); e os maiores acumulos de K
foram verificados sob as inoculagcbes P. fluorescens, A. brasilense + P.
fluorescens e B. subtilis + P. fluorescens aos 31 DAT em comparacao aos

demais tratamentos (Figura 76G).
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Figura 76 — Acumulo de potassio na parte aérea aos 10 dias apds o
transplantio - DAT (A), 17 DAT (C), 24 DAT (E) e 31 DAT (G), e o acumulo de
enxofre na parte aérea aos 10 DAT (B), 17 DAT (D), 24 DAT (F) e 31 DAT (H)
das plantas de alface em sistema hidropénico NFT em resposta as inoculacdes
e coinoculagdes via solucao nutritiva. = barra de erro padréo.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Os acumulos de Ca e Mg na parte aérea da alface americana foi

influenciado (p<0,01) pelas inoculagdes e coinoculagbes via solugdo nutritiva

em sistema hidroponico (Tabela 62).
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Tabela 62 — Andlise de variancia dos valores de F calculado para o acumulo de

Ca e de Mg na parte aérea das plantas de alface aos 10, 17, 24 e 31 DAT.

- Ca Mg Ca Mg Ca Mg Ca Mg

10 DAT 17 DAT 24 DAT 31 DAT
Bloco 1,02ns 1,05ns 0,20ns 0,27ns 0,10ns 0,02ns 0,15ns 1,27ns
InoculagBes  28,15** 21,45* 48,68** 43,64** 576,80** 209,56** 158,01** 111,23**
CV (%) 11,78 10,98 9,90 10,04 5,50 8,30 9,29 9,92
Média (g m?) 0,25 0,16 0,37 0,17 1,54 0,53 3,23 1,10

ns — nao significativo, * e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade pelo teste F.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Os maiores acumulos de Ca e Mg na parte aérea das plantas de alface
foram obtidos sob a coinoculacdo de B. subtilis + P. fluorescens aos 10, 17 e
24 DAT em relacdo as outras inoculagdes (Figuras 77A, 77B, 77C, 77D, 77E e
77F); por outro lado, os maiores acumulos de Ca e Mg aos 31 DAT foram
verificados com as inoculagcdes de P. fluorescens, A. brasilense + P.
fluorescens e B. subtilis + P. fluorescens em comparacdo aos demais

tratamentos (Figuras 77G e 77H).
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Figura 77 — Acumulo de célcio na parte aérea aos 10 dias ap0s o transplantio -
DAT (A), 17 DAT (C), 24 DAT (E) e 31 DAT (G), e o acumulo de magnésio ha
parte aérea aos 10 DAT (B), 17 DAT (D), 24 DAT (F) e 31 DAT (H) das plantas
de alface em sistema hidropbnico NFT em resposta as inoculacbes e
coinoculacdes via solugao nutritiva. = barra de erro padrao.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Verificou-se efeito significativo (p<0,01) das inocula¢des e coinoculagbes
para os acumulos de B e Cu na parte aérea de alface aos 10, 17, 24 e 31 DAT
(Tabela 63).
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Tabela 63 — Andlise de variancia dos valores de F calculado para o acimulo de
B e de Cu na parte aérea das plantas de alface aos 10, 17, 24 e 31 dias ap0s o

transplantio - DAT.
B

Cu B Cu B Cu B Cu
Y 10 DAT 17 DAT 24 DAT 31 DAT
Bloco 0,77ns 0,65ns 0,67ns 0,29ns 0,44ns 1,80ns 0,38ns  0,24ns
Inoculagbes 7,24*  23,28** 27,89** 52 59** 209,26** 117,62** 77,06** 220,34**
CV (%) 11,88 15,48 8,53 10,24 7,25 13,17 11,53 7,60
Média (mg m?) 0,76 0,61 1,23 1,15 4,75 2,78 10,02 5,07

ns — néo significativo, * e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade pelo teste F.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Aos 10 DAT, os maiores acumulos de B foram observados sob a
inoculacao de P. fluorescens e B. subtilis + P. fluorescens em comparacéo aos
demais (Figura 78A); os maiores acumulos de B aos 17 DAT foram verificados
sob as coinoculacbes de A. brasilense + P. fluorescens e B. subtilis + P.
fluorescens (Figura 78C). Por outro lado, aos 24 e 31 DAT o maior acumulo de
B foi observado sob a inoculacdo de P. fluorescens em relacdo aos demais
tratamentos (Figuras 78E e 78G). O maior acumulo de Cu na parte aérea da
alface americana ocorreu sobre a coinoculacdo de A. brasilense + P.
fluorescens em comparagéo aos outros tratamentos aos 10 DAT (Figura 78B);
porém, aos 17 e 24 DAT este efeito foi observado sob a coinoculagdo de B.
subtilis + P. fluorescens (Figuras 78D e 78F). A inoculacdo de P. fluorescens,
A. brasilense + P. fluorescens e B. subtilis + P. fluorescens propiciaram
maiores acumulos de Cu na parte aérea das plantas de alface americana

cultivadas em sistema hidroponico (Figura 78H).
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Figura 78 — Acumulo de boro na parte aérea aos 10 dias apds o transplantio -
DAT (A), 17 DAT (C), 24 DAT (E) e 31 DAT (G), e acumulo de cobre na parte
aérea aos 10 DAT (B), 17 DAT (D), 24 DAT (F) e 31 DAT (H) das plantas de
alface em sistema hidropdénico NFT em resposta as inoculacbes e
coinoculacdes via solucao nutritiva. = barra de erro padrao.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Constatou-se efeito significativo (p<0,01) das inoculacdes e

coinoculagdes via solugao nutritiva para os acumulos de Fe e Zn na parte

aérea das plantas de alface hidrop6nica aos 10, 17, 24 e 31 DAT (Tabela 64).
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Tabela 64 — Andlise de variancia dos valores de F calculado para o acumulo de
Fe e de Zn na parte aérea das plantas de alface aos 10, 17, 24 e 31 dias apés
o transplantio - DAT.

Fe Zn Fe Zn Fe Zn Fe Zn
v 10 DAT 17 DAT 24 DAT 31 DAT
Bloco 0,88ns 1,30ns 0,65ns 0,62ns 0,22ns 0,28ns 1,00ns 0,55ns
Inoculagbes 28,84* 39,91** 91,01* 146,82** 290,09** 302,38** 104,11** 77,29**
CV (%) 13,35 12,72 8,34 7,01 7,44 6,63 9,26 12,08
Média (mg m?) 22,03 3,09 36,83 4,00 63,27 22,25 107,55 40,91

ns — nao significativo, * e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade pelo teste F.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Os maiores acumulos de Fe e Zn na parte aérea das plantas de alface
foram verificados sob a coinoculacdo de B. subtilis + P. fluorescens em
comparacao aos outros tratamentos aos 10, 24 e 31 DAT (Figuras 79A,79B,
79E, 79F, 79G e 79H). Porém, aos 17 DAT, a inoculacdo com P. fluorescens
propiciou maior acumulo de Fe na parte aérea em relacdo aos demais (Figura
79C); e a coinoculagcdo de B. subtilis + P. fluorescens proporcionou maior
acumulo de Zn na parte aérea das plantas de alface cultivada em sistema
hidropénico aos 17 DAT (Figura 79D).
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Figura 79 — Acumulo de ferro na parte aérea aos 10 DAT (A), 17 DAT (C), 24
DAT (E) e 31 DAT (G), e o acumulo de zinco na parte aérea aos 10 DAT (B),
17 DAT (D), 24 DAT (F) e 31 DAT (H) das plantas de alface em sistema
hidroponico NFT em resposta as inoculacdes e coinoculagbes via solucao
nutritiva. £ barra de erro padréao.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

As inoculages e coinoculagdes influenciaram (p<0,01) o acimulo de Mn
na parte aérea das plantas de alface americana cultivadas em hidroponia
(Tabela 65).
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Tabela 65 — Andlise de variancia dos valores de F calculado para a acumulo de
Mn na parte aérea das plantas de alface aos 10, 17, 24 e 31 DAT.

Acumulo de Mn na parte aérea

v 10 DAT 17 DAT 24 DAT 31 DAT
Bloco 1,19ns 0,50ns 0,69ns 1,26ns
Inoculagdes 28,39* 190,35%* 237,19%* 126,39+
CV (%) 14,93 8,61 10,39 10,51
Média (mg m?) 4,15 5,32 15,78 27,86

ns — néo significativo, * e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade pelo teste F.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Aos 10, 17 e 24 DAT, a coinoculagdo com B. subtilis + P. fluorescens
proporcionou maior acumulo de Mn na parte aérea da alface em comparacao
as demais inoculagcbes (Figuras 80A, 80B e 80C); contudo, aos 31 DAT, os
maiores acumulos de Mn na parte aérea foram verificados sob a inoculacdo de
P. fluorescens, A. brasilense + P. fluorescens e B. subtilis + P. fluorescens em
relacdo aos demais tratamentos (Figura 80D).

Figura 80 — Acumulo de manganés na parte aérea aos 10 dias apés o
transplantio - DAT (A), 17 DAT (B), 24 DAT (C) e 31 DAT (D) das plantas de
alface em sistema hidropbénico NFT em resposta as inoculacbes e
coinoculacdes via solugao nutritiva. = barra de erro padrao.
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6.3.3 Acumulo de nutrientes nas raizes em resposta as inoculacdes
Houve efeito significativo (p<0,01) das inoculacdes e coinoculactes

sobre os acumulos de N, P, K, S, Ca e Mg nas raizes das plantas de alface

americana hidropdnicas (Tabela 66).

Tabela 66 — Andlise de variancia dos valores de F calculado para a acumulo de

N, de P, de K, de S, de Ca e de Mg nas raizes das plantas de alface aos 31

dias apos o transplantio - DAT.

N P K S Ca Mg
F.V.
31 DAT
Bloco 0,20ns 0,67ns 0,25ns 0,76ns 0,21ns 0,27ns
Inoculacdes 50,84** 87,79 97,26** 39,32** 128,58** 82,01**
CV (%) 13,11 11,45 10,39 11,51 9,85 10,35
Média (g m?) 2,45 0,71 3,76 0,34 0,86 0,75

ns — ndo significativo, * e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade pelo teste F.
Fonte: Elaborado pelo autor.

A coinoculagdo com A. brasilense + P. fluorescens propiciou maiores
acumulos de N, P, K, S, Ca e Mg nas raizes de alface em relacdo as demais
inoculacdes (Figuras 81A, 81B, 81C, 81D, 81E e 81F).



248

Figura 81 — Acumulo de nitrogénio nas raizes (A), fésforo (B), potassio (C),
enxofre(D), calcio (E) e magnésio (F) das plantas de alface em sistema
hidroponico NFT em resposta as inoculacdes e coinoculagbes via solucao
nutritiva. £ barra de erro padrao.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
As inoculagbes e coinoculagdes influenciaram significativamente

(p<0,01) os acumulos de B, Cu, Fe, Mn e Zn nas raizes de alface americana
cultivada em sistema hidrop6nico (Tabela 67).

Tabela 67 — Andlise de variancia dos valores de F calculado para a acumulo de
B, de Cu, de Fe, de Mn e de Zn nas raizes das plantas de alface na 31 dias
apos o transplantio - DAT.

B Cu Fe Mn Zn
F.V.
31 DAT
Bloco 0,10ns 0,47ns 0,14ns 0,19ns 0,53ns
Inoculacdes 105,37** 126,08** 99,03** 155,65** 71,63**
CV (%) 10,11 11,04 9,89 11,29 11,85
Média (mg m?) 2,72 31,17 267,20 23,23 29,40

ns — néo significativo, * e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade pelo teste F.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Os maiores acumulos de B, Cu, Fe, Mn e Zn nas raizes de alface
americana foram obtidos com a coinoculacdo de A. brasilense + P. fluorescens
em comparacao as demais inoculacdes (Figuras 82A, 82B, 82C, 82D e 82E).

Figura 82 — Acumulo de boro nas raizes (A), cobre (B), ferro (C), manganés (D)
e zinco (E) das plantas de alface em sistema hidropdnico NFT em resposta as
inoculacdes e coinoculacdes via solucéo nutritiva. £ barra de erro padrao.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
6.3.4 Efeito das inoculacfes sobre as trocas gasosas e clorofila foliar

Notou-se efeito significativo (p<0,01) das inoculacbes e coinoculaces
sobre as concentracdes de clorofila a, de clorofila b, de clorofila t e de

carotendides nas folhas de alface americana hidropénica (Tabela 68).
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Tabela 68 — Andlise de variancia dos valores de F calculado para a
concentracao de clorofila a (Clo a), de clorofila b (Clo b), de clorofila total (Clo t)
e de carotendides (Car) nas folhas das plantas de alface aos 31 dias apos o
transplantio - DAT.

Cloa Clob Clot Car
F.V.
31 DAT
Bloco 0,93ns 2,40ns 1,39ns 0,56ns
Inoculagbes 15,43** 23,13** 7,28** 16,36**
CV (%) 48,04 20,41 25,76 34,63
Média (mg g* MF1) 0,38 0,64 1,02 0,18

ns — néo significativo, * e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade pelo teste F.
Fonte: Elaborado pelo autor.

A maior concentracao de clorofila A foliar foi observado sob a inoculagéo
com A. brasilense em relacdo as demais inoculacdes (Figura 83A); porém, a
inoculacdo com B. subtilis e A. brasilense + B. subtilis propiciaram maior
concentragdo de clorofila B em relagdo aos demais tratamentos (Figura 83B). A
inoculacdo com A. brasilense e A. brasilense + B. subtilis proporcionaram maior
concentracdo de clorofila total em relacdo as demais inoculacdes (Figura 83C);
por outro lado, as maiores concentracbes de carotendides foi obtida no
tratamento nao inoculado, e inoculado com A. brasilense, B. subtilis + P.

fluorescens e A. brasilense + B. subtilis + P. fluorescens (Figura 83D).
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Figura 83 — Concentracgao foliar de clorofila a (A), clorofila b (B), clorofila total
(C) e carotenoides (D) aos 31 dias apos o transplantio das plantas de alface em
sistema hidropbnico NFT em resposta as inoculacbes e coinoculagdes via
solucéo nutritiva. £ barra de erro padrao.

(A) 14 (B)L*
a
1,2 A T 1,2 a a
o 10 T 104
= =
o b e
o
o 08 2 o8 b
E £ b
< @ c
< 061 s 06
E g
5 ¢ 5 . a9 d
0.4 A O 04
o c c c ) T
d
0,2 q d 02 A
00— il if AN S I S 00
035
© (D) a5
a a
a
1,6 a 0,30 L
1 o
o b S 025
= b o
F“m 1,2 4 o
= c 2 o020
g : g
e
s d e o1
T 081 g
o g
S S b b
[§) e g o
I_;LI I
04 0,05 ﬁ
00 D D D D D D D D 0,00 |
Y 33 R & R O R & R
\\\’o6 & 60\\\\ é’é\ \ygx\\\@ oé\% 44296 QQS\L" &’be’ _@“" \)&\\\ ég? \)Q@e ° ee‘\e :?5\%
& 2 B & 3 K & & & & 2 \J 2 § N &
§0°® vp* Q .K\Qo g > S & oS \@0\0 \?70\ Q .\\Qo sz; .‘\OQ ?@o 5
& P & «
e @ @ F g o
& S S
v el o ¥ e o
¥ s v &
oS X
N NG
> &
N 3
v v

Fonte: Elaborado pelo autor.
Verificou-se efeito significativo (p<0,01) das inoculac¢des e coinoculagbes

sobre a concentracao interna de carbono (Ci), condutancia estomatica (gs),
transpiracéo (E) e taxa de fotossintese liquida (A) da alface aos 17 e 31 DAT
(Tabela 69).

Tabela 69 — Analise de variancia dos valores de F calculado para concentracao
interna de carbono (Ci- umol m s1), condutancia estomatica (gs-mol de H20
m-2 s1), transpiracédo (E- mmol de H2O m2 s?1) e taxa de fotossintese liquida (A-
pumol CO2 mol H201) nas folhas das plantas de alface aos 17 e 31 dias apds o
transplantio - DAT.

Ci gs A E Ci gs A E
v 17 DAT 17 DAT 31 DAT 31 DAT
Bloco 1,08ns  0,44ns 0,87ns 0,28ns 1,15ns  0,41ns 0,71ns 1,81ns
InoculagBes  6,99**  65,03*  2522% 7957 878 68,27 3828 52 20*
CV (%) 8,39 14,66 6,05 9,42 8,57 14,67 5,73 6,93
Média 258,41 313,78 10,75 7,39 386,85 472,46 13,58 7,97
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ns — ndo significativo, * e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade pelo teste F.
Fonte: Elaborado pelo autor.

A coinoculacdo de A. brasilense + B. subtilis + P. fluorescens
propiciaram maior Ci foliar em relacdo aos demais tratamentos aos 17 DAT
(Figura 84A); por outro lado, aos 31 DAT a maior Ci e gs foliar foram
observadas sob com a coinoculagdo com A. brasilense + P. fluorescens em
comparacao as outras inoculacdes (Figuras 84B e 84D). A maior gs e E foliar
aos 31 DAT foi verificada sob coinoculagcédo de A. brasilense + P. fluorescens
em comparacao aos demais tratamentos (Figuras 84C e 84G); porém, 0 maior
A foliar foi constatada sob a inoculacdo de A. brasilense em relacdo aos
demais tratamentos aos 17 DAT (Figura 84E); e aos 31 DAT o maior A foliar
foram obtidas com a inoculacdo de A. brasilense, B. subtilis e B. subtilis + P.
fluorescens em relacdo as outras inoculacfes (Figura 84F). As coinoculacdes
com A. brasilense + P. fluorescens, B. subtilis + P. fluorescens e A. brasilense
+ B. subtilis + P. fluorescens propiciaram maiores E foliar aos 31 DAT em
relacdo aos demais tratamentos (Figura 84H).
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Figura 84 — Trocas gasosas foliares aos na concentracdo subestomética de
gas carbonico (Ci) aos 17 dias ap0s o transplantio - DAT (A) e aos 31 DAT (E),
condutancia estomatica (gs) aos 17 DAT (B) e aos 31 DAT (F), taxa de
fotossintese liquida (A) aos 17 DAT (C) e aos 31 DAT (G), transpiracédo (E) aos
17 DAT (D) e aos 31 DAT (H) plantas de alface em sistema hidropdnico NFT
em resposta as inoculacdes e coinoculacdes via solu¢do nutritiva. £ barra de
erro padréo.

&

TODDONDENOERYT /D00 DHNOOE
“wémmﬂéﬂi ﬁmﬁimﬂéﬂm
dnizinininizizinEaEE@ i inInInIninIn

® * ®
IHBDHHDDHD z-éﬂﬂﬂﬂﬂﬂ
'DENNREERYT /D00 REERD

© * ) ?
| I,DDDHDHHH
CLoLULULD

Fonte: Elaborado pelo autor.
Houve o efeito significativo (p<0,01) das inoculacdes e coinoculagdes

sobre a eficiéncia do uso da agua (EUA) aos 17 e 31 dias ap6s o transplantio -
DAT, conteudo relativo de dgua (CRA) e indice de integridade de membranas
das folhas (IIM) de alface aos 31 DAT (Tabela 70).
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Tabela 70 — Analise de variancia dos valores de F calculado para eficiéncia do
uso da agua (EUA) nas folhas das plantas de alface aos 17 e 31 dias apds o
transplantio - DAT e para o contetdo relativo de 4gua (CRA) e indice de
integridade de membranas (IIM) nas folhas das plantas de alface aos 31 DAT.

EUA EUA CRA [IM
g (umol CO2 mol H20"Y)------ (%)

17 DAT 31 DAT
Bloco 1,21ns 0,65ns 0,92ns 1,69ns
Inoculagbes 42,74** 39,74 18,08** 33,73*
CV (%) 11,62 8,07 1,82 1,50
Média 1,67 1,78 92,34 89,69

ns — néo significativo, * e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade pelo teste F.
Fonte: Elaborado pelo autor.

As maiores EUA foram observadas sob o tratamento ndo inoculado,
inoculado com A. brasilense, B. subtilis e A. brasilense + B. subtilis em relacéo
as demais inoculagdes aos 17 DAT (Figura 85A); por outro lado, aos 31 DAT as
superiores EUA foram verificadas com as inoculagbes A. brasilense, B. subtilis
e A. brasilense + B. subtilis em comparacdo com os outros tratamentos (Figura
85B). As plantas de alface inoculadas com B. subtilis, P. fluorescens, B. subtilis
+ P. fluorescens e A. brasilense + B. subtilis + P. fluorescens tiveram maior
CRA foliar em relacdo as demais inoculagdes (Figura 85C); porém, 0s maiores
[IM foram verificados sob as inoculagbes de B. subtilis e B. subtilis + P.
fluorescens em comparacéo as outras inoculag6es (Figura 85D).
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Figura 85 — Trocas gasosas foliares aos na eficiéncia do uso da agua (EUA)
aos 17 dias apos o transplantio - DAT (A) e aos 31 DAT (B), e do estado hidrico
das folhas no conteudo relativo de &gua das folhas (C) e o indice de
integridade de membranas celulares das folhas (D) das plantas de alface em
sistema hidrop6nico NFT em resposta as inoculacées e coinoculagdes via

solucéo nutritiva. £ barra de erro padrao.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

6.3.5 Efeito das inoculacbes sobre a atividade da enzima nitrato redutase
e acumulo de nitrato
Os acumulos de nitrato (NO3z") e aménio (NHs4*) na parte aérea e nas
raizes, aminodcidos totais (AT), carboidratos totais (CT) e a atividade da
enzima nitrato redutase (NR) nas folhas de alface americana foram
influenciados significativamente (p<0,01) pelas inoculagbes e coinoculagbes
aos 31 DAT (Tabela 71).
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Tabela 71 — Andlise de variancia dos valores de F calculado o acumulo de
nitrato (NO3) e aménio (NH4*) na parte aérea e nas raizes, concentracdo de
aminoacidos totais (AT), carboidratos totais (CT) e na atividade da enzima
nitrato redutase (NR) nas folhas das plantas de alface aos 31 DAT.

NO3" NH4* NOs’ NH4* AT CT NR
FV. (mg m?) pmol g umol NO> g1 h -1
— Parte aérea—  ——Raizes Foliar
Bloco 1,08ns 0,28ns 0,19ns 0,50ns 0,05ns 0,58ns  0,08ns
Inoculagbes 165,54** 219,42** 114,16** 79,83** 31,56** 21,48**  28,91**
CV (%) 11,07 8,35 14,26 9,79 8,21 7,06 6,84
Média 453,50 83,35 255,77 37,72 9,48 1,70 718,78

ns — néo significativo, * e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade pelo teste F.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Os maiores acumulos de NOs e NHs4* na parte aérea das plantas de
alface ocorreu sob a inoculacao isolada de P. fluorescens (Figuras 86A e 86C);
e 0s maiores acumulos de NO3™ e NH4" nas raizes das plantas de alface foram
observados sob a coinoculagdo de A. brasilense + P. fluorescens quando
comparado as outras inoculagfes (Figuras 86B e 86D). A coinoculacdo de B.
subtilis + P. fluorescens propiciou maior atividade da NR nas folhas de alface
americana hidropbnica em comparacdo aos demais tratamentos (Figura 86E).
A maior concentracdo de AT foliar foi verificado sob a inoculagdo com P.
fluorescens em relacdo as demais inoculagbes (Figura 86F); porém, a
coinoculagéo de A. brasilense + B. subtilis propiciou maior concentracdo de CT
nas folhas de alface americana hidrop6nica em relacdo as outras inoculacdes
(Figura 86G).

Figura 86 — Acumulo de amoénio na parte aérea (A), nas raizes (C), acamulo de
nitrato na parte aérea (B), nas raizes (D), concentracdo de amino&cidos totais
(E), carboidratos totais (F) e atividade da enzima nitrato redutase (NR) nas
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folhas (G) das plantas de alface em sistema hidropdnico NFT em resposta as

inoculagdes e coinoculacdes via solucao nutritiva. + barra de erro padréo.
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6.3.6 Analise econdmica

O tratamento controle (sem inoculacdo) teve o menor custo operacional
total (COT) de R$ 21,89, enquanto o maior COT foi observado na
coinoculagdo com A. brasilense + B. subtilis + P. fluorescens (R$ 23,26);
porém, a maior lucratividade (R$ 23,42 m2) foi ao utilizar inoculacdo de B.
subtilis + P. fluorescens na solucdo nutritiva, por outro lado sem a inoculacéo
obteve-se lucratividade de R$ 2,04 m=. A inoculagéo isolada de P. fluorescens
proporcionou a segunda maior lucratividade de R$ 23,02 m?, gracas a maior

produtividade e associado ao menor consumo de inoculante (Tabela 72).
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Tabela 72 - Custo operacional total (COT, R$ m-?) e rentabilidade (R$ m) modelo de estrutura de alface americana em hidroponia
sob as inoculacdes e coinoculagdes via solucdo nutritiva.

Tratamento N&o inoculado A. Dbrasilense B. subtilis P. fluorescens
. . Custo un. Custo tot. Custo un. Custo tot. Custo un. Custo tot. Custo un. Custo tot.
Descrigao Uni. Qnt. (R$) R$) Qnt. R$) (R$) Qnt. (R$) R$) Qnt. (R$) (R$)
A. Operagbes
Mao-de-obra hr 40 12,50 6,94 40 12,50 6,94 40 12,50 6,94 40 12,50 6,94
Irrigacdo (energia kwh™ 93 0,45 7,69 123 0,45 7,69 123 0,45 7,69 123 0,45 7,69
elétrica)
Consumo de agua L 450 0,002 0,13 450 0,002 0,13 450 0,002 0,13 450 0,002 0,13
Subtotal A. 14,76 14,76 14,76 14,76

B. Insumos hidroponia

Inoculante L 0 80 0,00 0,044 80 0,49 0,032 80 0,35 0,029 80 0,32
Inseticida (Evidence) kg 0,05 300 2,08 0,05 300 2,08 0,05 300 2,08 0,05 300 2,08
Fungicida L 0,01 680,00 0,94 0,01 680,00 0,94 0,01 680,00 0,94 0,01 680,00 0,94
Mudas muda 19,5 0,1 1,95 19,5 0,1 1,95 19,5 0,1 1,95 19,5 0,1 1,95
Hidrogood Fert kg 0,513 7 0,50 0,545 7 0,53 0,544 7 0,53 0,576 7 0,56
Ferro EDDHA 6% kg 0,(;23 70 0,23 0,025 70 0,24 0,025 70 0,24 0,0265 70 0,26
Nitrato de Calcio kg 0,258 2,2 0,08 0,274 2,2 0,08 0,274 2,2 0,08 0,29 2,2 0,09
Cloreto de Potassio kg 0,06 5,08 0,04 0,06 5,08 0,04 0,06 5,08 0,04 0,06 5,08 0,04
Acido Sulfarico 25% L 0,15 5 0,10 0,178 5 0,12 0,172 5 0,12 0,164 5 0,11
Hidréxido de S6dio 50% L 0,12 10 0,17 0,12 10 0,17 0,06 10 0,09 0,14 10 0,19
Subtotal B. 6,09 6,64 6,42 6,54
Custo operacional efetivo 20,85 21,40 21,18 21,30
Outras despesas 0,00 0,00 0,00 0,00
Custo de Juros 1,04 1,07 1,06 1,06
Custo operacional Total 21,89 22,47 22,24 22,36
Receita
Produtividade kg 4,54 5,27 23,93 5,93 5,27 31,25 5,63 5,27 29,67 8,61 5,27 45,38

Lucratividade 2,04 8,78 7,43 23,02




(Continuagdo...) Tabela 72 - Custo operacional total (COT, R$ m) e rentabilidade (R$ m2) modelo de estrutura de alface
americana em hidroponia sob as inoculacées e coinoculacdes via solucéo nutritiva.
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A.brasilense + B. subtilis + P.

Tratamento A.brasilense + B. subtilis A.brasilense + P. fluorescens B. subtilis + P. fluorescens fluorescens
Descricdo uni. ont. Cuz;(;)un. Cuz;%)tot. ont. u(ri.u(sé%) Cuz;(;)tot. ont. Cu?r;(;)un. Cuzg;)tot. ont. Cuz;(;;)un. Cuz;o$)tot.
A. Operagbes
Mao-de-obra hr 40 12,50 6,94 40 12,50 6,94 40 12,50 6,94 40 12,50 6,94
Irrigacdo (energia kwh o3 0,45 7,69 123 0,45 7,69 123 0,45 7,69 123 0,45 7,69
elétrica)
Consumo de 4gua L 450 0,002 0,13 450 0,002 0,13 450 0,002 0,13 450 0,002 0,13
Subtotal A. 14,76 14,76 14,76 14,76
B. Insumos hidroponia
Inoculante L 0,076 80,00 0,84 0,073 80,00 0,81 0,061 80,00 0,68 0,105 80,00 1,17
Inseticida (Evidence) kg 0,05 300,00 2,08 0,05 300,00 2,08 0,05 300,00 2,08 0,05 300,00 2,08
Fungicida L 0,01 680,00 0,94 0,01 680,00 0,94 0,01 680,00 0,94 0,01 680,00 0,94
Mudas muda 19,5 0,10 1,95 19,5 0,10 1,95 19,5 0,10 1,95 19,5 0,10 1,95
Hidrogood Fert kg 0,513 7,00 0,50 0,545 7,00 0,53 0,544 7,00 0,53 0,576 7,00 0,56
Ferro EDDHA 6% kg 0,(;23 70,00 0,23 0,025 70,00 0,24 0,025 70,00 0,24 0,0265 70,00 0,26
Nitrato de Calcio kg 0,258 2,20 0,08 0,274 2,20 0,08 0,274 2,20 0,08 0,29 2,20 0,09
Cloreto de Potassio kg 0,06 5,08 0,04 0,06 5,08 0,04 0,06 5,08 0,04 0,06 5,08 0,04
Acido Sulfurico 25% L 0,15 5,00 0,10 0,17 5,00 0,12 0,17 5,00 0,12 0,16 5,00 0,11
Hidréxido de Sédio 50% L 0,12 10,00 0,17 0,12 10,00 0,17 0,06 10,00 0,09 0,14 10,00 0,19
Subtotal B. 6,94 6,96 6,75 7,39
Custo operacional efetivo 21,70 21,72 21,51 22,15
Outras despesas 0,00 0,00 0,00 0,00
Custo de Juros 1,08 1,08 1,08 1,11
Custo operacional Total 22,78 22,80 22,59 23,26
Receita
Produtividade kg 5,62 5,27 29,62 7,33 5,27 38,63 8,73 5,27 46,01 4,99 5,27 26,30
Lucratividade 6,83 15,83 23,42 3,04
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6.4 DISCUSSAO

O aumento do acumulo de massa nas raizes é um dos efeitos
observados da inoculagcdo com P. fluorescens, A. brasilense e B. subtilis em
diversas culturas em sistema utilizando solo (ANDRADE et al., 2019; CHU et
al., 2020; AKHTYAMOVA et al., 2021; LI et al., 2022; FONSECA et al., 2022;).
Estudos indicam existir resultados promissores ao inocular A. brasilense via
foliar em alface e racula hidropdnico (MOREIRA et al., 2022; OLIVEIRA et al.,
2022; GATO et al., 2023); porém, ndo ha relatos do sucesso das inoculagfes
isoladas e combinadas via solugdo nutritiva com estas bactérias, ou seja, a
capacidade de colonizar as raizes das plantas sem presenca de solo néo foi
observado antes.

A coinoculacdes com A. brasilense + P. fluorescens e B. subtilis + P.
fluorescens proporcionou aumento de 196 e 208% da massa fresca das raizes
em relacdo ao ndo inoculado, respectivamente (Figura 71H). Por outro lado, a
coinoculacéo de A. brasilense + P. fluorescens favoreceu aumento de 252% na
massa seca das raizes em relagdo ao nao inoculado aos 31DAT (Figuras 72G
e 72H). Estes resultados ocorrem principalmente pela capacidade de A.
brasilense, P. fluorescens e B. subtilis de colonizar o sistema radicular e
produzir horménios vegetais que promovem o crescimento das raizes e da
parte aérea (ADESEMOYE et al., 2008; PRASAD; BABU, 2017; MEKONNEN;
KIBRET, 2021). Com maior comprimento das raizes, ocorre uma maior
absorcdo de nutrientes pelas plantas, principalmente pela maior area de
contato das raizes e os ions da solu¢ao nutritiva (MOREIRA et al., 2022; GATO
et al., 2023). O maior comprimento das raizes e da parte aérea ocorreu sob a
coinoculagéo de B. subtilis + P. fluorescens, sendo 248 e 68% maior que o
tratamento ndo inoculado, respectivamente, aos 31 DAT (Figuras 70G e 70H).

Além disso, a maior absorcdo de nutrientes e agua proporcionou maior
acumulo de massa da parte aérea, sob a inoculacdo com P. fluorescens e B.
subtilis + P. fluorescens houve um incremento de 89 e 92% da massa fresca da
parte aérea em comparacdo com 0O nado inoculado, respectivamente (Figura
71G), assim como da produtividade de folhas em 90 e 92%, respectivamente
(Figura 73B). Observou um aumento de 37% no numero de folhas com a
coinoculagédo com B. subtilis + P. fluorescens em relagdo ao nao inoculado

(Figura 73A). Estas caracteristicas relacionadas a massa fresca e ao numero
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de folhas das plantas de alface sdo as mais importantes para a
comercializacdo, cujo aumento destas caracteristicas proporciona aumento da
lucratividade do horticultor. Foi observado maiores lucratividades sob a
inoculacdo de P. fluorescens (R$ 23,02 m™) e a coinoculacdo de B. subtilis + P.
fluorescens (R$ 23,42 m2) (Tabela 72).

Em razéo de a alface ser comercializada in natura, a maior massa fresca
favorece o uso de um menor niumero de plantas por unidade comercializavel, ja
que o aumento do numero de plantas para formar um pacote comercializivel
reduz a lucratividade (DALASTRA et al, 2020). A inoculagdo com P.
fluorescens favorece o aumento do acumulo de massa fresca e seca da parte
aérea das plantas, pelo aumento da eficiéncia fotossintética, assimilacdo de
carbono e aquisicdo de nutrientes pelas raizes (SANDINI et al., 2019;
CARDOSO et al., 2019). Sob a inoculagdo com B. subtilis, o aumento do
acumulo de massa fresca e seca da parte aérea das plantas ocorre
principalmente pelo aumento da eficiéncia fotossintética, assimilacdo de
carbono e aquisicdo de nutrientes pelas raizes (FONSECA et al., 2022). A
associacao destas duas bactérias foi anteriormente relatada como promissora,
principalmente por aumentar a produtividade de raizes de cenoura, e da massa
fresca da parte aérea das plantas de cenoura no mesmo estudo (FRANCA et
al., 2020).

O maior acumulo de massa nos tecidos foliares da alface, estdo
associadas ao aumento da atividade fotossintética das folhas, que é
evidenciada através do maior indice de clorofila foliar em 35% sob
coinoculagdo com B. subtilis + P. fluorescens em comparacdo ao tratamento
nao inoculado (Figura 74D); resultado que se repetiu na analise de fotossintese
liquida foliar, sendo 88% superior com coinoculacdo de B. subtilis + P.
fluorescens em relagdo ao nao inoculado (Figura 84E). Por outro lado, o
aumento da concentracdo interna de CO2 e a condutancia estoméatica foram 44
e 313% maior sob a coinoculacdo de A. brasilense + P. fluorescens em
comparacdo ao nao inoculado (Figuras 84B e 84D). Sao informacdes
consideradas primordiais para definir os efeitos benéficos das inoculacdes e
coinoculagBes sobre as trocas gasosas foliares, e possiveis altera¢des do ciclo
do carbono e seu acumulo durante os processos fotossintéticos (MARQUES et
al., 2021).
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Além disso, as trocas gasosas estdo intimamente associadas com o
aumento da eficiéncia do uso da agua, que aumentou em 40, 40 e 56% sob as
inoculacdes isoladas e associadas de A. brasilense e B. subtilis,
respectivamente (Figura 85B), que possivelmente é reflexo do aumento em 12,
11 e 13% o conteudo relativo de dgua sob as inoculacdes de B. subtilis, A.
brasilense, B. subtilis + P. fluorescens (Figura 85C); superior em 14 e 14% do
indice de integridade de membranas celulares das folhas sob a inoculacao de
B. subtilis e B. subtilis + P. fluorescens (Figura 85D). A manutencdo adequada
do estado hidrico das folhas das plantas reduz a degradacéo das suas células,
que contribuem para o aumento da concentracdo de clorofilas, pela presenca
dos cloroplastos dentro das células das folhas. A reducdo da degradacédo das
membranas celulares e o aumento do contelido relativo de agua e do indice de
clorofila foliar foi anteriormente relatado um efeito benéfico da inoculagdo com
A. brasilense em soja sob estresse hidrico (SILVA et al., 2019).

A maior absorcdo de K pelas plantas melhora o balanco hidrico das
plantas, proporcionando maior contetudo relativo de agua e indice de
integridade de membranas celulares das folhas, fatores determinantes para
reduzir efeitos nocivos de estresse abidtico (STEINER et al.,, 2022). As
inoculacdes com P. fluorescens, A. brasilense + P. fluorescens e B. subtilis + P.
fluorescens proporcionaram aumento, respectivamente, de 292, 296 e 271% do
acumulo de K na parte aérea das plantas de alface em relagdo ao nédo
inoculado (Figura 76H), o que explica, em parte, os resultados obtidos com
relacdo ao estado hidrico das plantas de alface como relatado anteriormente. O
fornecimento adequado de K proporciona o aumento da qualidade dos
produtos, como tamanho da fruta, aparéncia, cor, sélidos sollveis, acidez, teor
de vitaminas. Essas propriedades sao influenciadas pela fotossintese,
translocacdo da fotossintese, sintese de proteinas, regulacdo dos estdomatos,
ativacdo de enzimas e muitos outros processos (GANESHAMURTHY et al.,
2011). Além disso, o potassio na solucao nutritiva hidropdnica tem uma funcéo
importante no balanco idnico da solugdo, que proporciona maior absorcao de
outros nutrientes catidnicos como Ca?* e Mg?*, e o N na forma de NH4* que
pode participar em até 15% do N total da solugdo nutritiva (CALISKAN;
CALISKAN, 2017).
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Houve aumento do acumulo de Ca em 319, 349 e 314% com as
inoculacdes com P. fluorescens, A. brasilense + P. fluorescens e B. subtilis + P.
fluorescens em comparacdo com o nao inoculado, respectivamente. Também,
foi observado aumento de 216, 266 e 260% no acumulo de Mg sob as
inoculagdes com P. fluorescens, A. brasilense + P. fluorescens e B. subtilis + P.
fluorescens em relacdo ao nado inoculado, respectivamente (Figuras 77G e
77H). O Ca tem papel primordial na formacdo e crescimento dos tecidos das
plantas, na senescéncia foliar e na fertilidade das flores (REN et al., 2021). O
Mg é o componente fundamental dos pigmentos de clorofila no complexo
captador de luz dos cloroplastos e, portanto, estd envolvido na assimilacéo
fotossintética de CO2 (GERENDAS; FUHRS, 2013). Entre 15 a 35% do Mg
absorvido pelas plantas é fixado em pigmentos fotossintéticos, com a por¢ao
restante (entre 65 a 85%) depositada nos vacuolos ou utilizada para a sintese
de proteinas e outros processos biologicos relacionados (MARSCHNER, 2012).
O Mg também atua como cofator de numerosas enzimas (mais de 300)
envolvidas na biossintese de clorofilas e na fixacdo fotossintética de CO:2
(BILLARD et al., 2016; CHEN et al., 2018). Outros nutrientes como o P e o N
estdo associados ao aumento da atividade fotossintética como obtido em
nossos resultados do presente estudo.

O P participa de processos metabdlicos e fisiol6gicos da planta,
compondo principalmente a ATP, NADPH, acidos nucléicos, fosfatos de agucar
e fosfolipidios, todos o0s quais desempenham papéis importantes na
fotossintese (CARSTENSEN et al., 2018); além disso, a deficiéncia de P afeta
a assimilacdo de CO: pelas folhas, por reduzir a regeneracado dependente da
ATP da ribulose-1,5-bifosfato no ciclo de Calvin (YAN et al., 2015). O aumento
do acumulo de P na parte aérea observado foi de 322% sob a inoculacdo com
P. fluorescens em relagcdo a ndo inoculacdo; por outro lado, as inoculacdes
com P. fluorescens e B. subtilis + P. fluorescens proporcionaram aumento de
233 e 208% no acumulo de N na parte aérea das plantas de alface em
comparacdo com o nao inoculado, respectivamente (Figuras 75G e 75H). O
maior acumulo de P e N pode ser atribuido ao maior comprimento das raizes,
gue aumentou a capacidade das raizes de absorver uma maior quantidade de
nutrientes, além de aumentar o indice de clorofila foliar, possibilitando maior

aquisicdo de fotoassimilados, por sua vez, transformados em acumulo de
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massa nos tecidos (MOREIRA et al., 2022). Além disso, a maior aquisicdo de N
pode ser atrelada a capacidade que as estirpes de A. brasilense, B. subtilis e P.
fluorescens tem de fixar N atmosférico na regido da rizosfera (PANKIEVICZ et
al., 2015; LI et al., 2017; YOUSUF et al., 2017). O maior acumulo de N pode
ser prejudicial para a qualidade das folhas de alface produzidas, principalmente
pelo maior acumulo de NO3s nas folhas, que é prejudicial a saude humana e,
ainda, aumenta o amargor das folhas.

Foi observado um aumento de 479 e 90% nos acumulos de NOs™ e NH4*
na parte aérea das plantas de alface sob a inoculagdo com P. fluorescens em
comparacao com o tratamento ndo inoculado, respectivamente (Figuras 86A e
86C), assim como observado no maior acumulo de N; porém, outro fator
determinante para este resultado foi o maior acumulo de massa seca da parte
aérea, sendo superior em 169% sob inoculacdo de P. fluorescens em relacao
ao nao inoculado (Figura 72G). Contudo, foi verificado reducéo de 69, 83, 82 e
75% no acumulo de NOs™ na parte aérea sob as inoculacdes de A. brasilense,
B. subtilis, A. brasilense + B. subtilis e A. brasilense + B. subtilis + P.
fluorescens em comparacdo ao nao inoculado, respectivamente. Este efeito
pode ser resposta ao aumento da atividade da enzima nitrato redutase nas
folhas das plantas, que anteriormente foi relato ocorrer sob a inoculacéo de A.
brasilense, B. subtilis e P. fluorescens (BREDA et al., 2019; BLAKE et al., 2021;
KALANTARI et al., 2022). Como nos resultados obtidos neste estudo em que
sob as inoculagdes de A. brasilense, B. subtilis, P. fluorescens e B. subtilis + P.
fluorescens observou-se aumentos de 32, 45, 51 e 68% na atividade da enzima
nitrato redutase nas folhas de alface americana hidropdnica em comparacao ao
nao inoculado, respectivamente (Figura 86E).

Existe um efeito benéfico da maior reducdo do nitrato a nitrito no citosol
pelas atividades da enzima nitrato redutase, que nos plastidios ou cloroplastos
€ reduzido a amoénia que pode ser fixada via glutamato sintase ou glutamina
sintase em aminoacidos (YONEYAMA; SUZUKI, 2019). Concordando com 0s
resultados obtidos neste estudo, pois foi verificado um aumento de 54% na
concentracéo total de aminoacidos e de 75% de carboidratos totais com a
inoculacao de A. brasilense + B. subtilis e de A. brasilense em comparagao ao
nao inoculado respectivamente (Figura 86F e 86G). A inoculacdo com A.

brasilense e B. subtilis aumentou a afinidade para assimilagdo de amonio, além
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disso, aumenta a biossintese de glutamato, na reacdo que liga o metabolismo
do carbono ao metabolismo do N, que é controlado pela glutamato
desidrogenase, que melhora o metabolismo da glutamina e do glutamato
(SCHNABEL; SATTELY, 2021). As reacdes do metabolismo do N favorecem o
aumento das concentragBes de carboidratos e aminoacidos nas folhas, que
estdo relacionadas ao aumen da assimilacdo de CO:z e do teor de pigmento
fotossintético (DORMEYER et al., 2019).

Todos os componentes produtivos, os acumulos de nutrientes na parte
aérea e nas raizes e a atividade da enzima nitrato redutase tiveram correlacéo
positivas e significativas entre si; que demonstram o efeito benéfico da
absorcdo de nutrientes sobre o crescimento e a producdo de massa das
plantas de alface cultivadas em hidroponia sob inoculagbes e coinoculagdes
(Figura 87). Todas as inoculacbes isoladas e as coinoculagbes entre duas
bactérias proporcionaram aumento nos componentes produtivos e no acumulo
de nutrientes, com destque para as inoculacées com P. fluorescens e B. subtilis
+ P. fluorescens para os componentes produtivos e acumulos de N, K, Ca, Mg,
Cu e Mn. Ainda, as inoculacdes com A. brasilense, B. subtilis e A. brasilense +
B. subtilis com relacdo aos pigmentos fotossintéticos, eficiéncia do uso da
agua, conteudo relativo de agua e na concentracdo de carboidratos e
aminoécidos nos tecidos foliares; além disso, houve um menor acumulo de
nitrato, o que melhora a qualidade das folhas de alface.

De maneira geral, os dos diversos estudos (experimentos) realizados
evidenciam uma nova perspectiva do uso de bactérias promotoras de
crescimento de plantas em cultivo sem uso de solo. Além disso, possibilitou
perceber o aumento do crescimento, acumulo de nutrientes e lucratividade da
alface hidropbnica sob as inoculacbes de A. brasilense, B. subtilis e P.
fluorescens isoladas e/ou combinadas. Estudos futuros devem ser realizado
com a reducdo das concentragdes de nutrientes na solucdo nutritiva como
possivel forma de reducdo dos custos com insumos que em sua maioria é
importado, o que pode aumentar a sustentabilidade do cultivo hidropbnico de

alface americana.
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6.5 CONCLUSOES

A inoculacéo via solucdo nutritiva em sistema hidropdnico no cultivo de
alface americana foi benéfica para aumentar o crescimento, a produtividade, o
acumulo de nutrientes e os pigmentos fotossintéticas.

A inoculagéo isolada de P. fluorescens e a coinoculagdo de B. subtilis +
P. fluorescens sdo as mais indicadas para cultivo de alface hidrop6nico, por
proporcionar a maior produtividade, lucratividade e acumulos de N, K, Ca, Mg,
Cu e Mn.

As inoculagbes isoladas e combinada de A. brasilense e B. subtilis
proporcionaram aumento dos pigmentos fotossintéticos, eficiéncia do uso da
agua, conteudo relativo de agua e concentracao de carboidratos das folhas de
alface americana.

As inoculacdes de A. brasilense, B. subtilis, A. brasilense + B. subtilis e
A. brasilense + B. subtilis + P. fluorescens favoreceram reduc¢do do acumulo de
NOs na parte aérea das plantas de alface americana o0 aumento da atividade

da enzima nitrato redutase.
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APENDICE D - Mapa de calor de correlagBes
Figura 87 — Mapa de calor dos coeficientes de correlacdo de Pearson obtidos

das variaveis analisadas em alface americana (cultivar (Angelina) em resposta
as inoculacdes e coinoculacgdes via solugao nutritiva. “X” indica correlagao nao
significativa (P >0,05). Comprimento da parte aérea (CPA), comprimento da
raiz (CR), numero de folhas (NF), matéria fresca da parte aérea (MFPA),
matéria fresca da raiz (MFR), matéria seca da parte aérea (MSPA), matéria
seca da raiz (MSR), indice de clorofila foliar (ICF), teor de clorofila a (Clo a),
clorofila b (Clo b), clorofila total (Clo t), carotendides (CAR), concentracao de
carboidratos totais (CT) e de aminoéacidos totais (AT), atividade da enzima
nitrato redutase (NR), acumulo de nutrientes na parte aérea em nitrogénio (N-
PA), fosforo (P-PA), potdssio (K-PA), célcio (Ca-PA), magnésio (Mg-PA),
enxofre (S-PA), boro (B-PA), cobre (Cu-PA), ferro (Fe-PA), manganés (Mn-PA),
zinco (Zn-PA), ambnio (NH4*-PA), nitrato (NOs-PA), acimulo de nutrientes no
sistema radicula em nitrogénio (N-R), fosforo (P-R), potassio (K-R), célcio (Ca-
R), magnésio (Mg-R), enxofre (S-R), boro (B-R), cobre (Cu-R), ferro (Fe-R),
manganés (Mn-R), zinco (Zn-R), amodnio (NHs4*-R), nitrato (NOs™-R),
concentragcdo substomatica de CO: (Ci), condutancia estomatica (gs), taxa de
fotossintese liquida (A), transpiracdo foliar (E), eficiéncia do uso da agua
(EUA), conteudo relativo de agua (CRA) e indice de integridade de membranas
foliares (1IM).
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