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RESUMO

O milho crioulo cultivado sob aplicacdo de bioinsumos pode ser uma alternativa sustentavel
para a atenuacdo do estresse hidrico. Nesse sentido, o presente estudo teve como objetivo
avaliar a utilizacdo de bioinsumos nas respostas fisiologicas, bioquimicas e de crescimento de
plantas de milho crioulo Pixurum 05, cultivadas sob regime de déficit hidrico. Com isso,
determinar o comportamento dos teores de clorofilas, das trocas gasosas, do sistema
antioxidante e os niveis de estresse oxidativo do milho crioulo submetido a diferentes doses de
Microrganismos Eficientes, Bokashi e déficit hidrico. Por fim, avaliar se os tratamentos com
bioinsumos aumentam a resisténcia ao déficit hidrico do milho crioulo Pixurum 05. O estudo
foi realizado em casa de vegetacdo, localizada na area experimental do campus da UFFS de
Erechim/RS, durante o periodo de fevereiro a abril de 2023. As andlises bioquimicas foram
realizadas no Laboratdrio de Bioquimica e Entomologia da UFFS de Erechim/RS, e as anélises
fisioldgicas e de crescimento foram realizadas in loco. O delineamento experimental foi
inteiramente cazualizado (DIC) em um esquema fatorial de 2x6 — dois regimes hidricos (70 E
100% da capacidade de pote - CP) e seis tratamentos distintos (TC; BK; ME1; ME2. ME1+BK.
ME2+BK). Os dados experimentais foram submetidos aos testes de Shapiro-Wilks e Levene a
95% de significancia. Realizou-se analise de variancia, na qual procedeu-se aos
desdobramentos que se mostraram significativos. Os resultados demonstraram que em regime
de Capacidade de Pote 70% os parametros alteracbes nos parametros de crescimento, 0s
metabolismos bioquimicos e fisioldgicos das plantas sdo alterados. Os resultados mostram que
as plantas tratadas com bioinsumos tém uma resposta bioquimica que suporta melhor
crescimento comparado as plantas controle, especialmente em condicGes de estresse hidrico, no
entanto mais pesquisas com diferentes dosagens e bioinsumos na area devem ser realizadas a

fim de ampliar a discusséo com os dados obtidos.

Palavras-chave Bokashi; Déficit Hidrico; Espécies Reativas de Oxigénio (ERO); Fotossintese;

Microrganismos eficientes.



ABSTRACT

Creole corn grown under the application of bioinputs can be a sustainable alternative for
mitigating water stress. In this sense, the present study aimed to evaluate the use of bioinputs
in the physiological, biochemical and growth responses of Pixurum 05 creole corn plants,
cultivated under a water deficit regime. With this, determine the behavior of chlorophyll
content, gas exchange, antioxidant system and oxidative stress levels of creole corn subjected
to different doses of Efficient Microorganisms, Bokashi and water deficit. Finally, evaluate
whether treatments with bioinputs increase the resistance to water deficit of Pixurum 05 creole
corn. The study was carried out in a greenhouse, located in the experimental area of the UFFS
campus in Erechim/RS, during the period from February to April 2023. Biochemical analyzes
were carried out at the Biochemistry and Entomology Laboratory at UFFS in Erechim/RS, and
physiological and growth analyzes were carried out on site. The experimental design was
entirely randomized (DIC) in a 2x6 factorial scheme — two water regimes (70 and 100% of pot
capacity - CP) and six different treatments (TC; BK; ME1; ME2. ME1+BK. ME2+ BK). The
experimental data were subjected to the Shapiro-Wilks and Levene tests at 95% significance.
Analysis of variance was carried out, in which the developments that proved to be significant
were analyzed. The results demonstrated that in a 70% Pot Capacity regime, changes in growth
parameters, biochemical and physiological metabolisms of plants are altered. The results show
that plants treated with bioinputs have a biochemical response that supports better growth
compared to control plants, especially under water stress conditions, however more research
with different dosages and bioinputs in the area must be carried out in order to expand the
discussion with the data obtained.

Keywords: Bokashi; Efficient microorganisms; Photosynthesis; Reactive Oxygen Species
(ROS); Water Deficit.



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Delineamento experimental 19
Tabela 2 - Resumo da ANOVA para a quantificacdo do teor de clorofilas em folhas de Zea
mays. 34

Tabela 3 - Concentragédo de Clorofila a, Clorofila b e Clorofila Total de folhas de Zea mays
tratado com bioinsumos (bokashi, microrganismos eficientes) e cultivado na presenca
(Capacidade de pote 70%) ou ndo (CP 100%) de restricao hidrica. 36
Tabela 4 - Resumo da analise de variancia ANOVA para as variaveis: Ci - Concentracdo
interna de COy, E - taxa de transpiragéo, Gs - conduténcia estomatica, A - Taxa de fotossintese
liquida, EUA - Eficiéncia do uso de &gua das folhas Zea mays tratado com bioinsumos. 37
Tabela 5 - Resumo da analise de varidncia ANOVA para as variaveis: Eref - Pressdo do vapor
de &gua, Cref - Concentracdo de CO atmosférico, Tleaf - Temperatura instantanea foliar, EIUA
- Eficiéncia intrinseca do uso da dgua (A/Gs), EiCi- Eficiéncia instantanea de carboxilacdo das
folhas Zea mays tratado com bioinsumos (bokashi, microrganismos eficientes) e cultivado na
presenca (Capacidade de pote 70%) ou nao (CP 100%) de restricdo hidrica. 38
Tabela 6 - Efeito de interacéo entre as médias as variaveis, Ci - Concentracdo interna de COy,
E - taxa de transpiracdo, Gs - condutancia estomatica, A - Taxa de fotossintese liquida, EUA -
Eficiéncia do uso de agua de folhas de Zea mays tratado com bioinsumos (bokashi,
microrganismos eficientes) e cultivado na presenca (Capacidade de pote 70%) ou ndo (CP
100%) de restri¢do hidrica. 40
Tabela 7 - Trocas gasosas para as variaveis: Eref -, Cref - Concentracdo de CO, atmosférico,
Tleaf - Temperatura instantanea foliar, EIUA - Eficiéncia intrinseca do uso da agua (A/Gs),
EiCi - Eficiéncia instantanea de carboxilacdo, das folhas Zea mays tratado com bioinsumos
(bokashi, microrganismos eficientes) e cultivado na presenca (Capacidade de pote 70%) ou nao

(CP 100%) de restricdo hidrica. 42
Tabela 8 - Resumo da ANOVA para as analises bioquimicas da parte aérea e raizes de Zea
mays. 43

Tabela 9 - Contetido de peroxido de hidrogénio da parte aérea e raiz de Zea mays tratado com
bioinsumos (bokashi, microrganismos eficientes) e cultivado na presenca (Capacidade de pote
70%) ou ndo (CP 100%) de restri¢do hidrica. 45
Tabela 10 - Concentracdo e proteinas solveis da parte aérea e raiz de Zea mays tratado com
bioinsumos (bokashi, microrganismos eficientes) e cultivado na presenca (Capacidade de pote
70%) ou ndo (CP 100%) de restri¢do hidrica. 46
Tabela 11 - Atividade da enzima peroxidase (POD) da parte aérea e raiz de Zea mays tratado
com bioinsumos (bokashi, microrganismos eficientes) e cultivado na presenca (Capacidade de
pote 70%) ou ndo (CP 100%) de restri¢éo hidrica. 47
Tabela 12 - Concentracdo de prolina livre da parte aérea e raiz de Zea mays tratado com
bioinsumos (bokashi, microrganismos eficientes) e cultivado na presenca (Capacidade de pote
70%) ou ndo (CP 100%) de restri¢do hidrica. 49
Tabela 13 - Concentragdo de malondialdeido (MDA) da parte aérea e raiz de Zea mays tratado
com bioinsumos (bokashi, microrganismos eficientes) e cultivado na presenca (Capacidade de
pote 70%) ou ndo (CP 100%) de restri¢do hidrica. 50



LISTA DE FIGURAS

Figura 1l - Localizagdo da area experimental. 18
Figura 2 - Disposicdo dos vasos na area experimental. 20
Figura 3 - Inoculacdo das sementes. 22
Figura 4 - Tripes encontrada no Milho. 23
Figura 5 - Medic¢des com IRGA. 24
Figura 6 - Medicdes com uso do ClorofiLog 26

Figura 7 - Area foliar (mm?2) e Nimero de folhas (NFP) de Zea mays L. tratadas com
diferentes doses de microrganismos eficientes (EM 1:100 e 1:500) e/ou adubo organico
Bokashi. As barras representam as médias (n = 4) £ EP. Médias seguidas da mesma letra 31
Figura 8 - Altura (cm) e Didmetro (mm) do caule de Zea mays L. tratadas com diferentes
doses de microrganismos eficientes (EM 1:100 e 1:500) e/ou adubo organico Bokashi. As
barras representam as médias (n = 4) £ EP. Médias seguidas da mesma letra minascula ndo
diferem pelo teste de Tukey (p< 0,05). 32
Figura 9 - Massa seca da parte aérea, MSPA(g) e Massa seca das raizes, MSR (g) de Zea
mays L. tratadas com diferentes doses de microrganismos eficientes (EM 1:100 e 1:500) e/ou
adubo orgénico Bokashi. As barras representam as médias (n = 4) + EP. Médias seguidas da
mesma letra minascula ndo diferem pelo teste de Tukey (p< 0,05). 33



SUMARIO
1 INTRODUCAO

2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 ACULTURA DO MILHO
2.2 ESTRESSE ABIOTICO: DEFICIT HIDRICO
2.4 BIOINSUMOS

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 LOCALIZACAO E CARACTERIZACAO DA AREA EXPERIMENTAL
3.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

3.3 DESCRICAO DO EXPERIMENTO

3.4 MANEJO DE PRAGAS - TRIPES (Thysanoptera)
3.5 ANALISES DE CRESCIMENTO

3.6 ANALISES FISIOLOGICAS

3.7 ANALISES BIOQUIMICAS

3.7.1 Peroxidacao lipidica (TBARS)
3.7.2 Quantificacdo das proteinas
3.7.3 Atividade enzimatica guaiacol peroxidase (POD)
3.7.4 Conteudo de peroxido de hidrogénio (H202)
3.7.5 Conteldo de prolina livre
3.8 ANALISES ESTATISTICAS
4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 ANALISES DE CRESCIMENTO
4.2 ANALISES FISIOLOGICAS
4.2.1 Teor de clorofilas ( a, b e total)
4.2.2 Trocas gasosas
4.4 ANALISES BIOQUIMICAS
CONCLUSAO
REFERENCIAS

©O© ~N N o

13
17
18
18
19
19
19
22
23
24
26
26
26
27
27
28
28
29
30
30
33
33
37
43
51
52



15

1 INTRODUCAO

O milho (Zea mays) é um cereal que pertence a familia Poaceae (Silveira et al., 2015),
e tem importancia na economia dos brasileiros, uma vez que ¢é fonte de carboidrato na
alimentacdo humana e animal (Borém; Galvéo; Pimentel, 2017; Contini et al., 2020). A relagéo
com a alimentacdo humana e este cereal € marcada desde a ancestralidade, como base alimentar
dos indigenas, cultivado desde a Argentina até o Canada (Canecchio Filho; Almeida, 1973).
Sua importancia é evidenciada pela relevancia econémica, nas diversas formas de sua
utilizacdo, como a alimentacdo animal, humana e na inddstria, sendo considerado um dos graos
mais cultivados do mundo (Contini et al., 2020; Silveira et al., 2015).

Quanto a sua fisiologia, 0 milho é uma das culturas que apresenta maior eficiéncia no
uso da radiacdo solar, caracterizado dentro dos grupos das plantas com metabolismo
fotossintético C4, no entanto, apesar da grande eficiéncia fotossintética também se apresenta
sensivel ao déficit hidrico, sendo uma das culturas bastante impactada pela variacdo no regime
pluviométrico (Borém; Galvao; Pimentel, 2017). O déficit hidrico pode induzir o estresse nas
plantas, desencadeado pelo aumento de espécies reativas de oxigénio (ERO), a presenca das
ERO em excesso condiciona o estresse oxidativo nas plantas, causando danos as proteinas,
lipidios, DNA ou até a morte celular e a do vegetal, além de modificar e alterar as estruturas
fisiologicas das plantas (Taiz et al., 2021).

As células das plantas naturalmente produzem antioxidantes enziméticos e ndo-
enzimaticos, o0s quais mantém as ERO em equilibrio, ou seja, a medida que sdo produzidas,
também sdo removidas do metabolismo (Nelson; Cox, 2022). Porém, quando expostas a um
estresse abidtico, como o déficit hidrico, as plantas aumentam a producdo de ERO e o sistema
de defesa antioxidante ndo remove eficientemente tais espécies, levando a planta a uma
situacdo de estresse oxidativo, que pode levar ao dano permanente ou senescéncia da mesma
(Campbell, 2001). Sendo assim, entende-se que o metabolismo fisiol6gico também pode vir a
sofrer modificacdes, quando ocorrem situagdes de estresse. Matos et al., (2019) e Taiz et al.,
(2021) indicam que, quando em déficit hidrico, ocorre o fechamento dos estomatos, reducéo
das taxas de fotossintese, e aumento da temperatura da planta. Ademais, aspectos como a taxa
de crescimento, desenvolvimento celular, turgor e desenvolvimento radicular também sao
afetados pelo déficit hidrico (Matos et al., 2019; Taiz et al., 2021).
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Com isto, alternativas tém sido pesquisadas, como o uso das sementes crioulas e
aplicacao de bioinsumos e utilizagéo de adubos organicos, no intuito de promover um atenuante
a este tipo de estresse nas plantas. Estudos tém mostrado que variedades de milho crioulo
possuem maior tolerdncia ao déficit hidrico e podem ser uma alternativa a adaptacdo as
condicdes especiais e a estresses ambientais (Paterniani; Nass; Santos, 2000).

A adesdo de bioinsumos e pesquisas sobre as praticas mais sustentaveis tem crescido
no Brasil. Os bioinsumos sdo insumos agricolas derivados de organismos vivos, produtos
biolégicos e substancias naturais, que incluem biofertilizantes, biopesticidas,
biopotencializadores e outros produtos que visam promover o crescimento, salde e
produtividade das plantas de forma sustentavel (Vidal; Dias, 2023; Souza; Castilho; Macedo,
2022).

Além disso, 0 manejo da cultura do milho com microrganismos pode auxiliar as plantas
no enfrentamento do estresse causado pela seca, especialmente os microrganismos eficientes
(ME), os quais tém demonstrado aumentar a tolerancia das plantas em situacfes de estresse,
visto que, a aplicagdo de ME pode fornecer os nutrientes necessarios para garantir o pleno
desenvolvimento da cultura (Aragdo; Mallmann; Silva, 2020). Segundo Guareschi et al.,
(2013).

A adubacdo organica torna-se uma alternativa é um complemento a aplicacdo de
microrganismos eficientes, uma vez que, é fonte de nutrientes, auxilia na manutencdo da
umidade do solo, promove melhoria nos aspectos da qualidade do solo, maior aeracdo, aumento
no estimulo aos processos bioldgicos e desenvolvimento da microbiota. O Bokashi, por
exemplo, € um biofertilizante com altos teores de nutrientes, pode ser utilizado com e sem a
associacao de ME, é recomendado para cultivos anuais, aplicado no plantio ou em sua cobertura
(Penteado, 2010).

A dissertacdo possui sua estrutura dividida em sec¢des, na qual a primeira é a introducao,
na sequéncia a revisdo bibliografica, onde foi realizado um aprofundamento acerca dos
principais conceitos sobre o milho, os principais fatores de estresses bioticos dessa cultura, 0s
bioinsumos utilizados no estudo, os Microrganismos Eficientes (ME) e a adubacdo organica
fermentada tipo Bokashi (BK). Na sequéncia, a se¢do de Materiais e métodos explicou as
metodologias utilizadas, de acordo com cada referéncia, para cada variavel analisada, iniciando
com uma caracterizacdo da area experimental do estudo, o delineamento experimental, o
detalnamento do experimento e as metodologias utilizadas nas analises fisioldgicas,

nutricionais, crescimento e bioguimicas. Por fim, os resultados e discussdes descreveram 0s
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resultados significativos desta pesquisa, bem como os discutiram com os dados da literatura
encontrados. Para concluir, a secdo das conclusdes e das referéncias utilizadas neste trabalho.

Deste modo, esta pesquisa teve como objetivo avaliar a aplicacdo de bioinsumos, nas
respostas fisioldgicas, bioquimicas e de crescimento de plantas de milho crioulo Pixurum 05,
cultivadas sob regime de déficit hidrico. Para isso, buscou-se determinar o comportamento dos
teores de clorofilas, das trocas gasosas, do sistema antioxidante e os niveis de estresse oxidativo
do milho crioulo submetido a diferentes doses de ME e BK em plantas expostas a déficit
hidrico. Por fim, buscou-se avaliar se os tratamentos com bioinsumos aumentam a resisténcia

ao déficit hidrico do milho crioulo Pixurum 05.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 ACULTURA DO MILHO

O milho (Zea mays) € uma planta de cultivo milenar na América Latina, um elemento
essencial na alimentacdo e cultural dos povos latinos, que se expandiu para todo o globo
terrestre, ndo apenas um produto comercial, mas também nas rela¢fes socioambientais das
mais diversas regides do mundo e do Brasil (Contini et al., 2019). E uma planta pertencente a
familia Poaceae, classe Monocotileddnea, ordem Poales (Silveira, 2015; Doebley, 1990).
Caracteriza-se por ser uma planta de colmo ereto, folhas, flores e raizes, que possui uma grande
capacidade de adaptacdo ao ambiente e estresses (Magalhées; Durées; Gomide, 2002).

Considerado um cereal importante na mesa dos brasileiros, o milho é rico em
carboidrato, e por isso faz parte da dieta humana e animal ha milhares de anos (Silveira et al.,
2015; Borém; Galvao; Pimentel, 2017). O cereal é originario do México e a sua producao foi
se espalhando e avancando por toda américa, até chegar ao nivel de escala mundial (Contini et
al., 2019). Quando Cristévdo Colombo desembarcou na América, o0 milho servia como a
principal fonte alimentar para os indigenas locais (Canecchio Filho; Almeida, 1973).

A importancia econdmica do milho é caracterizada pela sua relevancia nas diversas
formas de sua utilizag&o, que pode ser na alimentacdo animal, humana e industrial, sendo que
esta ampla maneira de utilizacdo faz da cultura uma das mais cultivadas no mundo (Silveira et
al., 2015; Contini et al., 2019), uma vez que, além de sua significativa importancia como
commodity, o milho tem servido como uma planta-exemplo inovadora para conducdo de
estudos biologicos e pesquisas cientificas por mais de um seculo (Lawrence et al., 2008).

O Brasil tem parte importante no cenario mundial na producao do grédo. De acordo com
a Conab (2023), a safra de 2023/24 foi estimada em cerca de 316,7 milhGes de toneladas,
estimativa abaixo do valor obtido em 2022/23, que foi de 322,8 milhGes de toneladas. Até o
més de abril de 2023, o Brasil havia somado US$3,0 bilhdes na exportagdo do grdo, valor
quatro vezes maior do que o acumulado nos primeiros quatro meses, no ano de 2022
(Formigoni, 2023).

A cultura do milho é anual, e o seu cultivo pode variar de acordo com as condi¢des
climaticas de cada regido. Por exemplo, no Sul Brasil, o plantio do milho acontece no término
de agosto, no Centro-Oeste, Norte e Nordeste, nos primeiros meses do ano (Ferreira et al.,

2011). Para garantir o maximo potencial produtivo de rendimento € necessaria uma temperatura



19

alta, em média 24 a 30°C, com alta radiacdo solar e boa disponibilidade hidrica (Bredemeier,
2020; Silva, 2015). Quando as sementes se encontram sob condicdes ideais de germinacdo, a
germinacéo ocorre entre 05 e 06 dias (Magalhées; Durées; Gomide, 2002).

Dentro do grupo de plantas com metabolismo fotossintético C4, plantas que se
caracterizam por otimizar a fotossintese em ambientes quentes e secos (Ferreira et al., 2011;
Magalhaes, 2011), o milho é uma das culturas que apresenta maior eficiéncia no uso da
radiacdo solar. No entanto, a cultura é sensivel ao déficit hidrico, ou seja, uma cultura que pode
ser afetada pelas secas e variagao no regime pluviométrico (Borém; Galvéao; Pimentel, 2017).
Os fatores que mais afetam a producdo de grdos e matéria seca na cultura do milho séo a
radiacdo solar (intensidade luminosa), a precipitacdo e a temperatura, influenciando
diretamente a capacidade da planta de realizar a fotossintese, de absorver dgua e nutrientes do
solo e responder de forma adequada as condi¢es ambientais as quais esta exposta (Ferreira et
al., 2011).

O ciclo de vida do milho pode ser dividido em duas fases, a fase vegetativa e a fase
reprodutiva (Magalhdes, 2011). A fase vegetativa inicia na germinacao da semente e vai até o
inicio da formac&o dos 6rgdos reprodutivos, como as espigas. Nesse estagio, a planta passa por
um crescimento vegetativo, emergindo do solo, desenvolvendo folhas jovens e um sistema
radicular, enquanto continua a crescer em altura e a se ramificar (Magalhaes, 2011; Magalhdes;
Durées; Gomide, 2002). Ao final da fase vegetativa, a planta inicia o desenvolvimento das
inflorescéncias, preparando-se para a fase reprodutiva. Durante a fase reprodutiva ocorrem 0s
processos de polinizacdo, fertilizacdo e desenvolvimento dos grdos de milho, e as espigas
atingem sua plena maturidade e estdo prontas para a colheita ao final da fase reprodutiva
(Magalhaes, 2011; Magalhdes; Durées; Gomide, 2002).

Nesta pesquisa foi avaliada a cultivar milho crioulo pixurum 05, indicado para consumo
in natura, forragem, silagem, possui boa utilizagdo para processamento, industrial ou artesanal
(Quevedo, 2021). A cultivar passou por processo de melhoramento em parceria entre pequenos
agricultores e pesquisadores da Empresa de Pesquisa Agropecuaria e Extensao Rural de Santa
Catarina (EPAGRI) em Lages/SC, possui cerca de 2 metros de altura, a cor dos graos é amarela,
cerca de 104 dias de ciclo e produtividade de 7.130 kg/ha (Canci, 2004; Quevedo, 2021).
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2.2 ESTRESSE ABIOTICO: DEFICIT HIDRICO

As plantas sdo seres sésseis, ou seja, sdo fixadas em um determinado espaco, e para
sobreviver as condi¢fes climéticas, elas precisam desenvolver mecanismos de tolerancia aos
diversos estresses bioticos e abioticos que podem ocorrer ao longo do seu ciclo de vida (Taiz
etal., 2021).

O estresse nas plantas é um desvio das condic¢Ges plenas para a vida da planta, ou seja,
qualquer alteragdo que impeca a planta de chegar ao seu pleno potencial de producéo, é uma
resposta adaptativa que as plantas tém a condi¢6es adversas do ambiente, que podem ser fatores
biodticos ou abioticos (Gaspar et al., 2002; Taiz et al., 2021). Os fatores abioticos sdo fatores
climéticos, como a radiacdo, temperatura, dgua, gases, minerais e efeitos mecanicos, ja 0s
fatores bidticos sdo caracterizados como ataque de animais, dos microrganismos, acao
antropogénica e a superpopulacdo de plantas em um mesmo ambiente (Mendes; Lucena;
Medeiros, 2015; Taiz et al., 2021).

A 4gua é imprescindivel para o desenvolvimento dos organismos vivos, e para as
plantas, representa a maior proporcao do volume celular, sendo o recurso mais limitante para
0 seu desenvolvimento (Taiz et al., 2021). A &gua atua como um solvente universal (Matos et
al., 2019), uma vez que ela pode dissolver diversos tipos de moléculas, devido a polaridade de
sua estrutura molecular e habilidade em formar ligagdes de hidrogénio (Matos et al., 2019; Taiz
et al., 2021). Em se tratando das plantas, a &gua permite uma difusdo de substancias até o
centro ativo da uma enzima, e é por meio desse sistema aquoso que o0s elementos reagem e
formam substancias (Kerbauy, 2019; Matos et al., 2019).

A &gua é vital para as plantas porque desempenha papéis importantes na fotossintese,
no transporte de nutrientes, na manutencdo da turgidez celular, no suporte estrutural, na
regulacdo térmica e em reacOes metabdlicas, ou seja, a restricdo hidrica pode prejudicar
significativamente o crescimento e a salde das plantas, enquanto a disponibilidade adequada
de &gua é fundamental para o seu desenvolvimento (Kerbauy, 2019; Matos et al., 2019; Taiz
etal., 2021).

A agua pode ocasionar dois tipos de estresse abidticos nas plantas, o excesso de agua e
o déficit hidrico (DH). O excesso de &gua reduz a producdo da cultura, uma vez que, em solos
com excesso de agua, 0 oxigénio ndo esta presente, ocorrendo a respiracdo anaerdbia,

absorvendo menos nutrientes e reduzindo o crescimento radicular (Pes; Arenhardt, 2015). Jao
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déficit hidrico é quando ha baixa disponibilidade de agua no solo, quando a quantidade de dgua
transpirada € maior do que a absorvida (Pes; Arenhardt, 2015; Taiz et al., 2021).

O déficit hidrico acontece quando ndo h& disponibilidade de &gua no solo suficiente
para suprir a demanda da planta, e pode ser caracterizado quando ndo ha fornecimento
adequado de agua para as plantas, resultando em efeitos negativos nos processos bioquimicos
e fisioldgicos das plantas (Flores et al., 2020; Larcher, 2000; Taiz et al., 2021). Os
pesquisadores Galon et al., (2010) discorrem que o déficit hidrico para a cultura do milho é um
dos estresses mais limitantes na produtividade, causando impactos negativos.

O déficit hidrico em plantas induz diversas alteracdes na atividade enzimatica como
parte de suas adaptacOes ao estresse ambiental. Essas mudancas incluem a possivel inibicao
direta da atividade enzimatica devido a escassez de &gua, além de estresse oxidativo que pode
causar danos as enzimas (Kerbauy, 2019; Matos et al., 2019; Taiz et al., 2021). Durante o
estresse oxidativo, os mecanismos moleculares sdo ativados para proteger as células vegetais,
podem regular a expressao génica de enzimas, ativar enzimas antioxidantes e ajustar a sintese
e degradacdo de proteinas (Matos et al., 2019; Taiz et al., 2021).

As células das plantas naturalmente geram Espécies Reativas de Oxigénio (ERO)
durante suas atividades metabdlicas essenciais, como a fotossintese e a respiracdo
(\Vasconcelos et al., 2007). As ERO consistem em moléculas ou ions que possuem elétrons
desemparelhados, conferindo-lhes alta reatividade e capacidade oxidante, incluindo o peréxido
de hidrogénio (H20.), 0 &nion superoxido (O2") e o radical hidroxila (*OH) (Mittler, 2004; Taiz
et al., 2021). No entanto, o desequilibrio do estado redox intracelular, como o excesso e
acumulacao de ERO pode ocasionar danos oxidativos tanto em células vegetais quanto animais.
Nesse sentido, as enzimas antioxidantes sdo proteinas especializadas, como por exemplo, a
superdxido dismutase (SOD), a catalase (CAT), a glutationa peroxidase (GPx) e a peroxidase
(POD), que catalisam reacgdes para converter as ERO em formas menos toxicas (Asada, 1999;
Barbosa et al., 2010; Mittler, 2004). Os sistemas de defesa antioxidante incluem proteinas
reguladoras e moléculas sinalizadoras, que coordenam a resposta antioxidante, regulando a
expressao génica de enzimas antioxidantes e modulando outras vias metabdlicas para proteger
as células contra danos oxidativos (Barbosa et al., 2010; Mittler, 2004; Taiz et al., 2021).

Esses mecanismos trabalham em conjunto para preservar a integridade celular e a
viabilidade das plantas sob estresse oxidativo, garantindo seu crescimento e sobrevivéncia
mesmo em condic¢des adversas. O milho, por exemplo, em condicGes de déficit hidrico e de
alta temperatura, aumenta a producdo das espécies reativas de oxigénio, inicialmente com a

producdo de superoxido, mas também perdxido de hidrogénio e radical hidroxila, que atuam
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como um sinal para a ativacdo da expressao da oxidase alternativa (Taiz et al., 2021). Quando
ha ERO em excesso nas plantas, de modo que seu metabolismo nao seja capaz de remové-los,
ocorrera danos a lipidios, acidos nucléicos e proteinas, que podem levar a morte do vegetal
(Barbosa et al., 2010; Mittler, 2004; Mittler et al., 2011).

Uma enzima importante do sistema de defesa antioxidante é a peroxidase (POD), uma
vez que atua como importante sinalizador nas respostas ao estresse e, nestas condi¢oes,
aumentando a atividade da POD e muitas vezes, é a primeira enzima a ter atividade alterada
(Barbosa et al., 2010; Moro, 2012). Quando as taxas de H.O> aumentam, inicia a acao
enzimatica da CAT e das peroxidases, realizando a conversao do H.02 em H,0O + O e de em
H>0, respectivamente (Apel; Hirt, 2004; Pereira et al., 2012).

Além disso, Price e Hendry (1991) observaram a ocorréncia de aumento na produgéo
de lipoperoxidos em diversas espécies de gramineas submetidas ao déficit hidrico. Logo,
observou-se que a peroxidacdo de lipidios de membrana, moléculas de DNA, proteinas e
pigmentos também podem ser danificados pelo estresse oxidativo (Smirnoff, 1993).

De acordo com os pesquisadores Matos et al., (2019) e Taiz et al., (2021) quando se
trata de caracteristicas de crescimento afetadas pelo déficit hidrico, observa-se o murchamento,
das folhas e caules, reducdo no crescimento da planta em altura e massa, que evidencia
limitacdo dos processos metabdlicos e de divisao celular em meio a restricao hidrica. De acordo
com Galon et al., (2010) e Péez et al., (1995) como resposta ao déficit hidrico o milho passa
por uma reducdo da taxa de expansdo foliar das plantas, diminuicdo da taxa fotossintética,
transpiracdo e translocacao de assimilados.

Pesquisas realizadas com diferentes hibridos de milho submetidos ao déficit hidrico
também corroboram com estes resultados (Almeida et al., 2003). Os resultados indicam
queda na producdo de massa seca da parte aerea, taxa de crescimento celular, indice de area
foliar (1AF) e taxa de expanséo celular das plantas, os autores observam que a sensibilidade ao
estresse pode variar de acordo com o hibrido utilizado (Almeida et al., 2003).

No milho, por exemplo, segundo Bergamaschi e Pereira (2006) a falta de agua
principalmente durante o florescimento, & a fase em que ocorre maior impacto sobre o
rendimento dos graos, que pode afetar o nimero de espigas por planta e o nimero de graos por
espiga. Também observa-se que o milho possui uma estratégia para sua adaptacéo ao deficit
hidrico, como a estratégia de abortar flores e frutos, que faz a planta redirecionar seus recursos
limitados para partes mais vitais (Maia, 2007).

Quanto aos aspectos fisiologicos, na falta de agua, observa-se o fechamento dos

estdbmatos, a reducdo na Taxa de Fotossintese, 0s estdbmatos se fecham para minimizar a
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transpiracdo da planta, esse processo limita a entrada de didxido de carbono (Kerbauy, 2019;
Matos et al., 2019; Taiz et al., 2021). Isso resulta em uma reducdo na taxa de fotossintese
devido a limitacao na disponibilidade de &gua para as rea¢des quimicas, visto que a condutancia
estomatica tem relagdo direta com a disponibilidade hidrica no solo (Bianchi et al., 2007).

Segundo Taiz et al., (2021) os estdmatos sdo componentes fundamentais na regulacéo
da transpiracdo e na Taxa de Fotossintese, exercendo uma fungdo primordial como barreira
para o fluxo de vapor de &gua. Nesse sentido, a condutancia estomatica é uma medida essencial
para avaliar a abertura dos estbmatos e seu impacto na transpiracéo e troca de gases entre as
folhas e a atmosfera (Carvalho, 2003; Oliveira et al., 2004), uma vez que compreende as
respostas das plantas a diferentes condi¢cdes ambientais e auxilia na avaliacdo do estado hidrico
das plantas, no manejo adequado da irrigacdo e na compreensao dos processos fisiologicos
relacionados a resposta das plantas ao estresse ambiental (Carvalho, 2003; Oliveira et al.,
2004).

A temperatura das folhas tem relacdo com a condutancia estomatica, sendo indicativos
de déficit hidrico (Oliveira et al., 2004). Taiz et al., (2021) apontam que 0 movimento do
fechamento dos estdmatos, 0 aumento da radiagcdo promove um aquecimento foliar, que pode
prejudicar o metabolismo das plantas.

As clorofilas sdo pigmentos instaveis, por isso, fatores ambientais, como o estresse
hidrico, pH, luminosidade reduzida, alteragdes enzimaticas, temperatura, podem promover a
degradacéo desses pigmentos (Streit et al., 2005). Silva et al., (2016) em sua pesquisa com
coqueiros, sob déficit hidrico e estresse salino, observaram reducdo nos teores de clorofilas (a,
b e a+b), demonstrando que os coqueiros (Cocos nucifera L.) também séo culturas sensiveis
ao déficit hidrico. Torres Netto et al., (2005), indicam que a partir da determinacdo indireta do
teor de clorofila em folhas, € possivel avaliar a integridade do aparelho fotossintético, quando
estdo sujeitas a algum tipo de estresse.

As clorofilas sdo essenciais para a fotossintese, atuando como pigmentos que absorvem
a luz necessaria para 0 processo, assim elas desempenham um papel central na conversédo da
radiacdo luminosa em energia quimica, na forma de ATP e NADPH. Nesse sentido, estdo
intimamente ligadas a eficiéncia fotossintética das plantas, impactando diretamente seu
crescimento e capacidade de se adaptar a diferentes ambientes (Jesus; Marenco, 2008). Com
isso, Nxele, Klein e Ndimba (2017) em sua pesquisa, ressaltam que a degradacdo dos
pigmentos fotossintéticos pode ter relacdo direta com a producdo e acumulacdo de espécies
reativas de oxigénio, causadoras do estresse oxidativo. Além disso, uma das respostas

fisiolégicas e moleculares mais amplamente documentadas ao déficit hidrico em plantas é a
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capacidade de algumas espécies regularem osmoticamente suas células (Maia, 2007). Em
restricdo hidrica, as plantas realizam ativamente a acumulacao de agucares, acidos organicos e
fons no citosol, nesse sentido esse processo visa reduzir o potencial osmético, resultando na
manutenc¢do do potencial hidrico e do turgor das células proximos ao nivel 6timo (Maia, 2007,
Bergamaschi; Pereira, 2006).

Em condi¢6es de déficit hidrico, a concentracéo relativa de macronutrientes nas folhas
tende a aumentar, a redugdo na quantidade de &gua disponivel resulta em uma concentracdo
mais elevada dos nutrientes presentes, além disso, ocorre um deslocamento de nutrientes nas
plantas, especialmente em solos mais secos, levando a uma mobilizacdo ou imobilizacdo de
certos elementos (Souza et al., 2021).

As plantas respondem ao déficit hidrico com uma habilidade Gnica de redistribuir
seletivamente os nutrientes. Essa redistribuicdo é uma estratégia adaptativa, onde certos
nutrientes sdo direcionados para areas mais criticas da planta, assegurando funcées vitais,
enguanto outros sdo retidos nas folhas para manutencdo da homeostase. A absorcdo de dgua e
nutrientes pelas raizes pode ser prejudicada em condi¢cdes de déficit hidrico prolongado,
resultando em uma diminuicdo geral na disponibilidade de macronutrientes nas folhas, as
relacBes entre nutrientes e agua sdo alteradas, influenciando a eficiéncia na absorcdo e

transporte de elementos essenciais (Kerbauy, 2019; Matos et al., 2019; Taiz et al., 2021).

2.3 BIOINSUMOS

Os bioinsumos tém emergido como uma abordagem promissora na agricultura
sustentavel, com o objetivo de reduzir a utilizagdo de insumos quimicos sintéticos e promover
praticas agricolas mais ecologicamente conscientes e sustentaveis (Sabourin et al., 2021). Sdo
bens ou servicos, provenientes de organismos vivos ou de seus processos de transformacao,
que podem ser utilizados em outros bens e servicos, ou em sistemas de producdo animal e
vegetal (Souza; Castilho; Macedo, 2022; Vidal; Dias, 2023). O termo “bioinsumo” também ¢
conhecido como “produto bioldgico”, “bioproduto”, “produto de base biologica”,
“bioinseticidas”, “biofertilizantes”, “inoculantes”, entre outros (Souza; Castilho; Macedo,
2022; Vidal; Dias, 2023). De acordo com a legislacdo brasileira, podem ser considerados

bioinsumos todos os produtos, métodos e tecnologias de origem orgénica, que podem impactar
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de forma positiva a cadeia ou sistema produtivo, que vao desde o solo, planta, &gua, animais,
microrganismos, etc. (BRASIL, 2020).

Os bioinsumos estdo divididos em categorias, com algumas especificidades. Os
Biofertilizantes sdo caracterizados por serem compostos por microrganismos benéficos ou
também chamados microrganismos eficientes, como bactérias fixadoras de nitrogénio, fungos,
actinomicetos, micorrizas, que promovem a disponibilidade de nutrientes essenciais para as
plantas (Souza; Castilho; Macedo, 2022; Vidal; Dias, 2023). Os biopesticidas, atuam no ataque
aos agentes bioldgicos, como bactérias, fungos e insetos predadores, utilizados no controle de
pragas e doencas agricolas (Gupta; Dikshi, 2010). J& os Biopotencializadores sao elaborados
com substancias naturais, como extratos de algas, aminoacidos e &cidos hdmicos, que
promovem o crescimento das plantas e aumentam sua resisténcia a estresses ambientais
(Feliciano; Steiner; 2024).

A aplicacdo dos bioinsumos na agricultura pode ocorrer como pulverizacdo foliar,
inoculacdo de sementes, tratamento de solo e fertirrigacdo (Sabourin et al., 2021). Nesse
sentido, essas tecnologias podem contribuir para melhorar a satde do solo, aumentar a
eficiéncia no uso de nutrientes, reduzir a incidéncia de pragas e doencas e promover o0
crescimento e desenvolvimento das plantas (Souza; Castilho; Macedo, 2022; Vidal; Dias,
2023). Nesta pesquisa foram avaliados dois tipos de bioinsumos, os Microrganismos Eficientes
(ME) e 0 Bokashi (BK).

Os Microrganismos Eficientes (“Effective Microorganisms” - ME) comecaram a ser
estudados na década de 70 pelo Dr. Teruo Higa, objetivando otimizar os processos bioldgicos
da matéria orgénica e sua utilizacdo na producdo agricola (Andrade, 2020). Na bibliografia
também podem ser denominados como Microrganismos Eficazes (Harman; Uphoff, 2019). A
partir da pesquisa cientifica e dos aprofundamentos acerca da tematica, a utilizacdo dos ME
tornou-se uma alternativa sustentdvel para o manejo agroecoldgico e producdo orgénica
(Sousa; Pontes; Melo, 2020), uma vez que 0s mesmos estdo presentes no cotidiano dos seres
humanos, das mais diversas formas, desde a alimentacdo a producdo agricola (Cargnelutti et
al., 2021).

Posto isto, é importante ressaltar que os ME ndo sdo adubos, fertilizantes ou hormonios,
séo organismos vivos, que auxiliam melhorando as caracteristicas e qualidade do solo (Oliveira
et al., 2011). Estes microrganismos alimentam-se da matéria organica do solo, realizando a
ciclagem dos nutrientes, permitindo que os mesmos fiquem disponiveis para as plantas

(Andrade, 2020; Primavesi; Primavesi, 2018). Todo esse processo de intera¢do ocorre em razao
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do solo ser caracterizado como um organismo vivo (Primavesi; Primavesi, 2018), portanto, o
mesmo desenvolve-se pela acdo dos organismos do solo, como 0s macrorganismos, que Sao as
aranhas, formigas, minhocas, e também por meio dos microrganismos, sendo eles bactérias,
fungos, leveduras, actinomicetos (Primavesi; Primavesi, 2018; Talaat, 2014). De acordo com
Andrade (2020) e Cargnelutti et al., (2021) estes microrganismos trabalham coletivamente,
agregam o solo, realizam a manutencdo da vida no solo e possuem uma versatilidade de
aplicacgdes e funcbes ecoldgicas desde o tratamento de &gua, praticas agricolas e tratamento de
efluentes.

Para além de um bioinsumo para adubacdo, 0 ME pode ser utilizado na inoculacéo das
sementes, 0s quais promovem, por meio de atividade enzimatica, a degradacéo do revestimento
das sementes, permitindo a recepcdo de agua e oxigénio, aumentando a eficiéncia da
germinacéo (Araujo et al., 2022). Santos et al., (2020) pesquisaram a relacéo de aplicacdo com
ME na germinacao do feijdo (Phaseolus vulgaris L.), variedade cavalo, e obteveram como
resultado que a solugdo de ME tém potencial para favorecer o crescimento de raiz e hipocétilo,

bem como otimizar o indice de velocidade de germinacgéo de sementes.

Além disso, os efeitos do estresse hidrico podem ser atenuados por meio do manejo
com ME, sendo, portanto, uma promissora abordagem para o ganho em produtividade, quando
as plantas sdo acometidas pelo déficit hidrico (Asghari et al., 2020). Os ME tém atuacdo direta
na sintese de proteinas, aumentando a remocdo de perdxido de hidrogénio por meio da
atividade enzimatica (Joshi et al., 2019). Santiago, Engel, Cargnelutti (2020) pesquisaram
feijdo (Phaseolus vulgaris L.) cultivado sob regime de estresse hidrico, com aplicacdo de
diferentes dosagens de microrganismos eficientes. Os resultados mostraram que 0s
microrganismos eficientes sdo capazes de promover resisténcia na reducao da transpiracédo (E)
e eficiéncia carboxilativa (A/Ci) em feijoeiro quando esta em estresse hidrico (Santiago, Engel,
Cargnelutti, 2020).

Lima et al., (2019) pesquisaram o milho adubado com residuos organicos em
associacdo com Azospirillum brasilense, com objetivo de avaliar o crescimento vegetativo da
cultura em resposta a essa associagdo. Como resultados obtidos, os niveis de crescimento
vegetativo como altura, nimero de folhas, acimulo de massa fresca e seca foram maiores
quando adubados com composto organico em associacdo com Azospirillum brasilense, do que

em comparacao as plantas submetidas a adubacao mineral e néo fertilizadas (Lima et al., 2019).
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Paschoal (2020) também avaliou o milho adubado com residuos agropecuarios
oriundos da cafeicultura, em associacdo com Azospirillum brasilense, verificando a altura das
plantas, nimero de folhas, acimulo de massa fresca e seca. A pesquisa demonstrou maior
desenvolvimento vegetativo do milho quando cultivado com adubacdo associada ao
Azospirillum brasilense, apresentando maior eficiéncia no adubo quando associado (Paschoal,
2020). Quadros et al., (2014) avaliaran os teores de clorofila de hibridos de milho inoculados
com Azospirillum. Concluiram que, a utilizagdo da inoculagdo de Azospirillum em milho
aumentou o teor relativo de clorofila, juntamente com o rendimento da matéria seca da parte
aérea dos hibridos AS 1575 e SHS 5050, o peso de 1000 grédos do hibrido P32R48 e a estatura
de planta do hibrido AS 1575 (Quadros et al., 2014).

O Bokashi é um Bioinsumo, uma técnica desenvolvida por agricultores japoneses, que
foi trazida para o Brasil na década de 1980 por imigrantes japoneses, desenvolvida para
complementar o uso dos Microrganismos Eficientes (Siqueira; Siqueira, 2018; Aragao;
Mallmann; Silva, 2020). E um adubo s6lido, com producéo simples e versétil, de acordo com
cada regido, com uma producédo fermentada, pode ser produzido em pequena ou média escala,
composto por farelos de cereais, farinha de o0ssos, oleaginosas e farelos de rocha (Carvalho;
Rodrigues, 2007).

Os tipos de fermentacdo que ocorrem no Bokashi sdo a lactica, a acética, a alcodlica, a
propibnica e a butirica, sendo a predominancia de fermentacdo lactica (Siqueira; Siqueira,
2018). Nesse sentido, de acordo com a pesquisa de Aragdo, Mallmann e Silva (2020), o
Bokashi é um produto da fermentacgéo, que pode ser produzido por meio de farelos e compostos
nitrogenados. Esse produto promove melhorias na qualidade do solo e na estrutura das plantas.
Os mesmos autores pontuaram que as melhorias promovidas pelo uso deste insumo, associado
a outras praticas agroecoldgicas, sdo verificadas pela reestruturacdo da fauna do solo e pela
presenca de organismos indicadores da qualidade do ambiente (Aragdo, Mallmann e Silva,
2020).

Macan et al. (2019), em seu experimento com Bokashi e farelos, demonstraram um
maior desenvolvimento da estrutura das plantas de milho, na altura, circunferéncia do colmo,
massa fresca da parte aérea e massa fresca da raiz, e que estes insumos apresentam potencial
positivo para serem aplicados como adubos orgénicos. De acordo com Guareschi et al., (2013),

a adubacdo com Bokashi é fonte de nutrientes, auxilia na manutencdo da umidade do solo,
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promove melhoria nos aspectos da qualidade do solo, maior aeracéo, estimula os processos
bioldgicos e desenvolvimento da microbiota.

O Bokashi é concentrado em &cidos humicos, os quais possuem efeito bioestimulante
nas plantas, incrementando o desenvolvimento das raizes, absor¢ao e acimulo de nutrientes, a
sintese de clorofila, que resultam em um bom desenvolvimento fisiologico das culturas
(Baldotto; Baldotto, 2016). Oliveira e Leite (2008), pesquisaram o uso do Bokashi no cultivo
de alho (Allium sativum), e verificaram que aumentou a massa e a produtividade de bulbos
comerciais, com o diametro acima de 32 mm. Mota (2013) avaliou parametros de crescimento
no coentro e na cebolinha, e observou que o bioinsumo apresenta-se eficiente na dosagem de
20g para vaso de 4L, para incrementar as taxas de massa seca da parte aérea e a altura, do
coentro e da cebolinha. Lambert, Silva e Aradjo (2020) pesquisaram a aplicagdo do Bokashi e
outros bioestimulantes no Milho e observaram aumento nos indices de altura do milho aos 60

dias apds o plantio.
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3 MATERIAIS E METODOS

Para alcancar os objetivos do trabalho, o presente estudo realizou-se em partes, que
estdo descritas a seguir. Iniciou-se com um levantamento bibliografico sobre o tema, que
resultou no referencial tedrico desta pesquisa e como parte pratica, fez-se um experimento em
casa de vegetacao, no campus da UFFS Erechim/RS. Neste item é realizada uma caracterizacéo
da area experimental em que o experimento foi realizado, bem como o detalhamento do
experimento, dos tratamentos e o delineamento experimental escolhido. Em vista disso,
também foram detalhadas as metodologias utilizadas para a realizacéo das analises e protocolos

utilizados.

3.1 LOCALIZACAO E CARACTERIZACAO DA AREA EXPERIMENTAL

A conducdo do experimento ocorreu na area experimental da Universidade Federal da
Fronteira Sul — UFFS, campus Erechim/RS, na Casa de vegetacdo, durante o periodo de
fevereiro a abril de 2023. As andlises bioguimicas foram realizadas no laboratério de
Bioguimica e Entomologia, enquanto as anélises de micro e macronutrientes foram realizadas
no Laboratorio de Solos. As analises fisioldgicas e de crescimento foram realizadas in loco.

O local onde o experimento foi realizado possui 754 metros de altitude e as coordenadas
geograficas sdao: 27°43* 507 S e 52° 17° 15” W (Clima, 2023).

Figura 1 - Localizacdo da area experimental.

Fonte: Google Earth, modificado pela autora (2024).
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3.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O delineamento experimental desta pesquisa foi inteiramente casualizado (DIC), em
um esquema fatorial (Tabela - 1). O primeiro fator foi intitulado como a Capacidade de Pote
(CP) dividida em dois niveis de irrigacdo, o segundo fator sdo os bioinsumos aplicados na
pesquisa, os Microrganismos Eficientes (ME) e o Bokashi (BK) (2x6). Foram utilizados doze
tratamentos, com quatro repeticdes (plantas) para cada tratamento, no total foram quarenta e
oito unidades experimentais. A tabela 1 ilustra os tratamentos utilizados e as metodologias

estdo sumarizadas no item 4.3.

Tabela 1 - Delineamento experimental

Tratamentos Capacidade de Pote Bokashi Microrganismos Eficientes
1 70% - -

2 70% 10 ton/ha’* -

3 70% - 1:100!
4 70% - 1:5002
5 70% 10 ton/ha’* 1:100?
6 70% 10 ton/ha* 1:500?
7 100% - -

8 100% 10 ton/ha’* -

9 100% - 1:100!
10 100% - 1:500?
11 100% 10 ton/hat 1:100!
12 100% 10 ton/hat 1:5002

! Diluicéo da dosagem de Microrganismos Eficientes (ME), na qual foi utilizada 1 mL de solu¢do ME para 100
mL de &gua.
2 Diluicdo da dosagem de Microrganismos Eficientes (ME), na qual foi utilizada 1 mL de solugdo ME para 500
mL de &gua.

3.3 DESCRICAO DO EXPERIMENTO

A cultura escolhida para o trabalho foi o milho Crioulo Pixurum 05. As sementes

utilizadas para o experimento foram provenientes da Cooperfumos - Cooperativa Agricola de
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insumos, producao e incentivo ao cultivo de alimentos organicos e agroecoldgicos, localizada
em Santa Cruz do Sul/RS. Para a conducdo inicial do experimento foi realizado o preparo dos
vasos com substrato na proporcéo 1:1:1, com solo, composto orgénico e areia, em vasos com
capacidade de 8 litros, que receberam 6 kg desse composto preparado para o cultivo do milho.
Na sequéncia ao preparo dos vasos, foi realizada a aplicagdo do adubo organico do tipo Bokashi
na dosagem de 10 ton/ha* (60 gramas do composto por vaso), sendo 0 mesmo incorporado ao
substrato até aproximadamente os 10 primeiros cm da camada do solo. O Bokashi foi obtido
da Cooperativa COOPERBIO. Apos a aplicagdo do Bokashi, todos os vasos foram pesados
com uma balanca digital, para que a massa em todos fosse padronizada nos 6 kg. Por fim, os
vasos foram dispostos nas bancadas de metal da casa de vegetacao (Figura 2). A padronizacéo
dos vasos € utilizada para a imposicdo do regime hidrico, que foi avaliada por meio da
Capacidade do Pote (CP) em dois regimes, de 70% e de 100% de irrigacéo.

Figura 2 - Disposi¢do dos vasos na area experimental.

Fonte: A autora (2024).

Para a imposicdo do regime hidrico foi determinada a capacidade de pote (CP), de
acordo com Souza et al., (2000). A metodologia consistiu na pesagem a partir do peso do pote
e da massa do solo saturado com agua ap6s 24 horas, absorvendo agua por capilaridade dentro

de um outro recipiente, e na pesagem do mesmo pote apds 24 horas, no qual ja ocorreu o
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processo de evaporagdo. A diferenca entre os pesos € a necessidade de reposicdo de agua
evaporada. A reposic¢do de adgua foi feita com a utilizacdo de regador manual, com CP em 100%
em todos os tratamentos. Aos 25 dias DAS foi iniciado o regime de déficit hidrico com 70%
da CP para avaliacéo e, em paralelo, foi conduzido um tratamento controle, sem imposi¢éo do
regime de déficit hidrico, com a CP em 100%. Nesse sentido, foi omitida a irrigacdo em 30%
CP naqueles tratamentos em condicdes de estresse, representado por 70%CP. Para a

testemunha foi omitido 0% na quantidade de agua, representado por 100% CP.

Foram semeadas cinco sementes por vaso, gque germinaram em 06 dias. No 15° dia foi
realizado o desbaste mantendo-se apenas uma planta por vaso (Barreto; Fernandes, 2016). O
acompanhamento do desenvolvimento das plantas foi por 45 dias ap6s a semeadura (DAS). Os
microrganismos eficientes (ME) foram utilizados tanto como tratamento de sementes
(inoculacdo das sementes antes da semeadura) quanto aplicados diretamente nas plantas e no
solo, seguindo a metodologia descrita por Santiago, Cargnelutti e Castamam (2022). Os ME’s
utilizados foram obtidos e capturados no campus da UFFS Erechim. 27° 43* 50” S e 52° 17’
15” W, de acordo com as normas do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento,
utilizando as orientacdes das Fichas Agroecoldgicas: Tecnologias Apropriadas para a Producao
Organica (Leite; Meira, 2016b).

Para a obtencdo dos microrganismos eficientes utilizou-se 700 g de arroz e 200 g de
acucar mascavo. O arroz foi cozido sem sal e, posteriormente, colocado em uma bandeja de
plastico coberto com uma tela de protecdo. Em seguida, foi enterrado em mata virgem e
adicionou-se sobre a tela uma camada de serrapilheira, permanecendo ali por 15 dias. ApGs
este periodo, o material foi coletado e, os microrganismos capturados foram separados. Os
ME’s de coloragdo rosada, azulada, amarela e alaranjada, considerados benéficos, foram
aproveitados. Para ativar os microrganismos foi necessario distribuir o material em 5 garrafas
pet de 2 L, acrescentar o melaco e completar com agua sem cloro. As garrafas contendo os
ME’s permaneceram no escuro durante 12 dias, sendo o gas removido diariamente (Leite;

Meira, 2016b).

Os procedimentos de diluicdo dos ME e inoculacéo das sementes foram realizados no
Laboratério de Bioquimica e Entomologia da UFFS campus Erechim/RS. As diluicbes
utilizadas na pesquisa foram preparadas separadamente, nas propor¢oes de 1:100 e 1:500. No
tratamento controle, foi utilizado apenas agua destilada (Talaat et al., 2019). As sementes foram

deixadas em imerséo nas solucdes descritas acima por uma hora (Andrade, 2020). Apos este
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periodo, cada tratamento foi espalhado em placas de petri e armazenadas a 25°C para secagem

por cerca de trés horas e a semeadura foi realizada no final da tarde (Figura 3).

Figura 3 - Inoculagdo das sementes.

Fonte: A autora (2024).

A aplicagdo dos tratamentos dos ME diretamente nas plantas foi realizada borrifando-
se 4 mL de cada dilui¢do por vaso, na semeadura, nas plantas e solo a cada 7 dias, no momento
da irrigacdo, aos finais de tarde, até a coleta das plantas (Santiago; Cargnelutti; Castaman,
2022). A coleta das plantas foi realizada com quarenta e cinco dias apds a semeadura, e 24 dias
de déficit hidrico (Souza et al., 2015; Santiago; Cargnelutti; Castaman, 2022).

3.4 MANEJO DE PRAGAS - TRIPES (Thysanoptera)

Aos 14 dias apds germinacdo (DAG), na fase vegetativa, as plantas sofreram um ataque
de Tripes, da ordem Thysanoptera (Figura 4). O tratamento utilizado para 0 manejo de tripes
foi o fungo Bauveria Bassiana (cepa: IBCB 66) associado ao Metarhizium anisopliae (cepa:
IBCB 425) diluidos de acordo com o protocolo de indicagdo do produto, 4 mL para cada litro
de agua, utilizado em duas aplica¢des. O tratamento foi aplicado apds dez dias do diagnostico
das tripes, uma vez que, devido a logistica ocorreu o atraso do insumo para aplicacéo,
resultando em danos severos as plantas, que em sua totalidade tiveram suas primeiras, segundas

e em alguns casos até a terceira folha danificada.
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Figura 4 - Tripes encontrada no Milho.

Fonte: A autora (2024).

3.5 ANALISES DE CRESCIMENTO

As analises dos parametros de crescimento foram realizadas 45 dias apds semeadura
(DAS), nas quais foram avaliadas as seguintes variaveis: (AL) Altura das plantas em cm, (DC)
Diametro do caule em mm, (Nf) Numero de folhas expandidas, (AF) Area foliar em cm?,

(MSPA) Massa seca da parte aérea em gramas e (MSR) Massa seca das raizes em gramas.

A altura das plantas (AL) foi avaliada utilizando-se uma fita métrica graduada, no qual
foi medida a distancia vertical entre a superficie do solo e o ponto de insercao da tltima folha
completamente expandida (Kraft et al., 2016), o diametro do caule (DC) foi medido com o uso
do paquimetro digital a 10 cm do colo da planta (Kraft et al., 2016), também foram
contabilizados o0 numero de folhas (NF), descartando as folhas danificadas (Beleze et al.,
(2003).

A érea foliar (AF) foi avaliada pelo método nédo destrutivo, com a utilizagdo do
equipamento de area foliar (Ci-203) (Sangoi et al., (2011). Para avaliar a massa seca da parte
aerea (MSPA) (Kraft et al., 2016) e a massa seca das raizes (MSR) (Kraft et al., 2016)
imediatamente apos a coleta das folhas, as mesmas foram dispostas em estufa de circulacao de
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ar, na temperatura de 60°C, permanecendo por 48 horas até atingir massa constante, sendo a

mesma registrada com o auxilio de uma balanca analitica.

3.6 ANALISES FISIOLOGICAS

O experimento teve duracdo de 45 dias e aos 40 dias foram avaliados os parametros
fisiolégicos. Foram realizadas analises de trocas gasosas, como a taxa de fotossintese,
transpiracdo, temperatura foliar, condutancia estomatica e indice de clorofila das plantas. As
andlises foram realizadas in loco, ou seja, na casa de vegetacdo onde o experimento foi
desenvolvido, entre oito e dez horas da manha, de acordo com Souza et al., (2000), sob
iluminacdo natural, condicGes de céu limpo (Silva et al., 2010), e temperatura entre 21°C e

25°C ao longo da manha.

Para avaliar as trocas gasosas, o equipamento utilizado foi um analisador de gases no
infravermelho (IRGA), modelo ADC BioScientific (LCpro-SD System Serial N0.33961). As
varidveis foram determinadas na folha intermediaria completamente expandida e

fotossinteticamente ativa, e em duas folhas adjacentes (Palheta, 2022) (Figura 5).
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Figura 5 - Medic6es com IRGA.

Fonte: A autora (2024).

As variaveis fisiologicas analisadas foram: (Ci) Concentracédo interna de CO2 em umol
CO2 m?s2 umol CO2 mol?; (E) Taxa de transpiracdo em mmol m?s?; (Gs) condutancia
estomatica em mol H.0 m2s2; (A) Taxa de assimilagdo de CO2 em umol CO2 m?s?; (Tleaf)
temperatura instantanea da folha em C°; (Eref) pressdo do vapor de &gua - mbar; (Cref)
Concentracdo de CO, atmosférico em micromol/mol. Da posse dos dados, foram calculadas a
Eficiéncia do uso de dgua (Equacéo 01), a Eficiéncia intrinseca do uso da 4gua (Equacéo 02),
Eficiéncia instantdnea de carboxilacdo (Equacdo 03), de acordo com Gongalves, Silva e
Guimarées (2009).

EUA (g) (01)
EiUA (%) (02)

EiCi (%) (03)
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Os teores de clorofila foram verificados, fazendo-se o uso de um clorofildmetro portatil
modelo ClorofiLOG (Figura 6). As andlises foram realizadas no inicio da manh@, por volta das
8 as 9h, foram analisadas quatro plantas de cada tratamento. As medicGes foram realizadas na
regido do terco superior da Gltima folha completamente expandida (Quadros et al., 2014). As
variaveis analisadas foram: Clorofila a; Clorofila b; Clorofila total, em ICF (indice de

clorofila Falker).

Figura 6 - Medigdes com uso do ClorofiLog

Fonte: A autora (2024).

3.7 ANALISES BIOQUIMICAS

Aos quarenta e cinco dias ap6s a semeadura e vinte e cinco dias submetidos ao déficit
hidrico, as plantas foram coletadas, divididas entre folhas e raizes e higienizadas com agua
destilada. Na sequéncia, foram imediatamente pulverizadas em nitrogénio liquido e
armazenadas a -80°C. Os parametros analisados foram: peroxidacéo de lipidios de membrana,
atividade da enzima guaiacol peroxidase, conteidos do perdxido de hidrogénio, prolina e

proteinas solaveis.
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3.7.1 Peroxidacao lipidica (TBARS)

A quantificacdo da peroxidacao lipidica foi mensurada pela metodologia de EI Moshaty
et al., (1993), avaliada por meio da acumulacdo de malondialdeido (MDA), como resultado da
peroxidacdo de acidos graxos insaturados, em decorréncia da reacdo ao acido tiobarbitdrico
(TBA) (EI-Monshaty et al., 1993). Amostras frescas de raizes e parte aérea, 1 g, foram
maceradas em nitrogénio liquido e homogeneizadas em 20 mL de 0,2 M de tamp&o citrato (pH
6,5) contendo 0,5% de Triton X 100. O homogeneizado foi centrifugado por 15 minutos a
20.000 x g, apos isso foi acrescentado 1 mL do sobrenadante a 1 mL de TCA 20% (w/v)
contendo 0,5% (w/v) de acido tiobarbitarico. A mistura foi agitada e incubada a 95° C por 40
min e entdo resfriada por 15 min em banho de gelo. Posteriormente, a mistura foi centrifugada
a 10,000 x g for 15 min. A absorbancia do sobrenadante foi lida a 532 e 600 nm e o resultado
da peroxidac&o lipidica expresso em mgL™ de proteina (EI-Moshaty et al., 1993).

3.7.2 Quantificacdo das proteinas

Inicialmente para a quantificacdo das proteinas foi realizado o protocolo segundo Zhu
etal., (2004), no qual se iniciou macerando o tecido fresco, tanto as raizes quanto as folhas em
3 mL de tampéo fosfato de sodio (pH 7,8) 0,05 M, contendo 1 mM de EDTA e 2% (w/v) de
polivinilpirrolidona (PVP). Posteriormente o0 homogeneizado foi centrifugado a 13.000 xg por
10 minutos. Na sequéncia a concentragdo de proteinas soluveis foi determinada utilizando-se
0 método de Bradford (1976), fazendo-se o uso da albumina sérica bovina como padréo. Este
mesmo preparado foi utilizado para a determinacédo da atividade enzimética, conforme descrito

a seguir.
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3.7.3 Atividade enzimatica da guaiacol peroxidase (POD)

O preparo inicial para a quantificagdo da atividade enzimatica guaiacol peroxidase
(POD) foi realizado de acordo com Zhu et al., (2004), no qual se iniciou macerando o tecido
fresco, tanto as raizes quanto as folhas em 3 mL de tampao fosfato de sédio (pH 7,8) 0,05 M,
contendo 1 mM de EDTA e 2% (w/v) de polivinilpirrolidona (PVP), este preparado
homogeneizado foi centrifugado a 13.000 xg por 10 minutos e seu sobrenadante foi coletado

para determinacéo da POD.

Para verificar a atividade POD foi utilizada a metodologia de Zeraik et al., (2008), no
qual inicialmente foi pipetado 1 mL do tampéo fosfato (0,1 M, pH 6,5), foi acrescentado 1 mL
de Guaiacol (15mM) e 1 mL de H.O2 (3mM), mais 0,5 mL da amostra na cubeta de quartzo.
Na sequéncia foi realizada a leitura, em modo cinético de 15 em 15 segundos (durante 1

minuto) determinada em espectrofotdmetro digital UV/VIS (Fentoscan) a 470 nm.

3.7.4 Conteudo de peroxido de hidrogénio (H202)

O conteudo do peroxido de hidrogénio (H202) foi quantificado segundo a metodologia
de Loreto e Velikova (2001), na qual foram utilizados 1 g de raizes e 0,8 g de parte aérea, 0
quais foram homogeneizadas em 3 mL de 0,1% de acido tricloroacético (w/v), sendo a mistura
filtrada e em seguida centrifugada a 12.000 x g por 15 min a 4°C. Em seguida foi adicionado
na placa de Elisa 0,5 mL do sobrenadante, 0,5 mL de tampé&o fosfato de potassio 10 mM (pH
7,0) e 1 mL de 1M KI. A concentracéo de H.O2 do sobrenadante foi avaliada comparando suas

absorbancias a 390 nm com uma curva de calibracdo padrdo (Loreto; Velikova, 2001).

3.7.5 Conteudo de prolina livre
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As analises de conteudo de prolina foram realizadas de acordo com Bates et al., (1973),
iniciando com 0,8 g de amostra vegetal (raizes e folhas) homogeneizadas em 4 mL de acido
sulfosalicilico 10% e centrifugado a 5000 rpm a 4 ° C durante 20 minutos. Posteriormente, a
mistura para a reacdo foi preparada com 1 mL de sobrenadante, 1 mL de solugdo &cida de
ninhidrina (composta por acido acético glacial, acido fosférico 6 M e ninhidrina) e 1 mL de
acido acetico glacial (Bates et al., 1973). A mistura foi incubada em banho maria a 100° C por
1 hora e resfriada em banho de gelo por 10 minutos. Em seguida, foi adicionado 1 mL de
tolueno seguido de agitacdo em vortex durante 20 segundos. Apds, a fase sobrenadante
contendo o tolueno foi aspirada e utilizada para leitura a 520 nm (Bates et al., 1973). Os

resultados foram expressos em pmol g MS.

3.8 ANALISES ESTATISTICAS

A partir do delineamento experimental, os dados obtidos na pesquisa foram
inicialmente submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-wilk; e o teste de levene para
verificar a homocedasticidade dos dados. Seguidos pelos testes de variancia e do teste de Tukey
a 95% de probabilidade, as médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Scott-Knott
(p<0,05), desdobrando a analise sempre que a interacdo fosse significativa. O software
utilizado foi 0 SSPS Stastistics.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ANALISES DE CRESCIMENTO

Os resultados obtidos para a quantificacdo dos parametros de crescimento (Tabela 2),
indicam resultados com significancia estatistica para quatro parametros analisados, Area foliar
(mm?), N° de Folhas (folhas planta’®), Altura (cm) Diametro (mm), Massa Seca Parte Aérea -
MSPA (g) e Massa Seca Raizes - MSR (g). Ndo apresentando nenhum resultado com

significancia estatistica para o parametro Altura.

Tabela 2 - Resumo da ANOVA para as analises de crescimento das plantas de Zea mays, tratado com bioinsumos
(bokashi, microrganismos eficientes) e cultivado na presenca (Capacidade de pote 70%) ou ndo (CP 100%) de
restricéo hidrica.

Quadrados Médios

Fonte de variagéo

GL| Area foliar ‘N"de Folhas Altura  Diametro = MSPA MSR

Capacidade de Pote 1  7651706,10 12,00 * 341,33 ™ 6524° 219,14 225146"

Bioinsumos 5 7001716,90 * 3,20 1538,83™  9,16" 2651"  8451,95"

CP x Bioinsumos 5 788928358 * 2,60 240,98 ™ 424" 3342°  107,72"
Erro 36 207,97 0,61 153,71 2,44 0,13 0,36
Média geral - 8029,95 6,75 86,04 14,89 13,12 34,99
CV (%) - 0,18 11,58 14,41 10,51 2,79 1,72

* e ns: Significativo ao nivel de 5% pelo teste de t e ndo significativo, respectivamente

Em se tratando da area foliar, os resultados do presente estudo mostraram que a
restricdo hidrica (70% CP) induziu a reducdo dos valores médios obtidos para todos 0s
parametros avaliados de plantas de milho crioulo, quando comparado com as plantas controle
(100% CP), com excecéo do tratamento BK, que apresentou uma taxa de 27% maior do que no
tratamento BK em 100% da CP.

Isso ocorre, porque a aplicacdo do bioinsumo Bokashi pode ter promovido uma resposta
adaptativa ao estresse hidrico, como aumento da area foliar para maximizar a absorcao de agua
e a fotossintese, nesse sentido esse aumento na area foliar pode ser uma tentativa da planta de
compensar a reducdo na disponibilidade de agua. Cabe ressaltar que, a restricdo hidrica pode
ter afetado os processos de regulacéo do crescimento das plantas, resultando em uma alocacgéo

diferencial de recursos para o crescimento foliar em vez de outras partes da planta. Pode-se
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observar que, o resultado para a MSR no tratamento BK foi inferior as demais medias
comparadas dos tratamentos pesquisados.

Em relacdo ao numero de folhas, Bergamaschi e Matzenauer (2014) verificaram que as
plantas de milho apresentam oito folhas desdobradas, ap6s quatro semanas da emergéncia.
Neste trabalho, o milho crioulo apresentou média de 6,25 para CP 70% e 7,25 para 100% da
CP folhas aos 45 dias de cultivo, com diferenca entre os tratamentos. A aplicacdo de ME1+BK
em plantas cultivadas sob regime de déficit hidrico induziu um incremento quanto ao nimero
de folhas, com valor médio (6,5 folhas planta™), um aumento de cerca de 18% em relagéo ao
mesmo tratamento com capacidade de pote 100%. Esse resultado pode estar relacionado ao
processo de adaptacdo da planta frente a situacdes de estresse, indicando que, a aplicacdo do
bokashi associada a uma dosagem de microrganismos eficientes mostrou-se eficiente.

O didametro do caule teve reducdo em todos os tratamentos nas plantas de milho
crescendo sob regime de déficit hidrico. Bem como, a massa seca da parte aérea e das raizes
foi reduzida pela restricdo hidrica, nenhum tratamento foi capaz de elevar os valores médios

do parametro aos niveis do controle (100% CP).

Tabela 3 - Concentragdo e proteinas sollveis da parte aérea e raiz de Zea mays tratado com bioinsumos (bokashi,
microrganismos eficientes) e cultivado na presenca (Capacidade de pote 70%) ou ndo (CP 100%) de restricdo
hidrica.

Bioinsu Area Foliar N° de Folhas Altura Diametro MSPA MSR
mos (mm?) (UND) (cm) (mm) ©) ©)
70 100 70 100 70 100 70 100 70 100 70 100

Controle 6.560,65eB 8.937,73bA 6,25abB 8,25aA 7550aA 7150aA 1250aA 14,03bA 10,62cB 12,40 eA 46,41aB 51,14 aA
BK 11.032,91aA 8.051,50dB 550bB 7,50aA 100,00 aA 114,25aA 15,14 aA 16,76 abA 14,67aB 17,25bA 19,46eB 40,14 dA
ME1 6.986,55dB 8.860,85cA 7,50aA 8,00aA 59,00aA 77,00aA 1518aA 16,28 abA 9,16 dB  1241eA 24,04dB 31,10 fA
ME1+BK 5.938,60 fB 7.863,97eA 6,50abA 550bA 80,75aA 9425aA 12,74aB 17,79aA 7,23eB 19,66 aA 25,64cB 48,49 bA
ME2 7.980,81bB 9.286,85aA 5,75bB 7,25aA 92,75aA 8750aA 14,32aA 16,15abA 12,83bB 1450dA 27,24bB 38,23 eA
ME2+BK  7.284,65cB 7.574,42fA 6,00 abA 7,00abA 9225aA 87,75aA 1245aB 15,31abA 11,37cB 1530cA 26,04bcB 4191cA
Média 7.630,70B 8.429,22A 6,25B 725A 8337A 8871A 13,72B 16,05A 10,98B 1525A 28,14B  4183A
CV% 0,18 11,58 14,41 10,51 2,79 1,72

Médias seguidas pela mesma letra maiuscula na horizontal dentro de cada condigao/capacidade de pote, e mindscula
na vertical dentro de cada condicdo Bioinsumos ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade
(p=0,05)
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4.2 ANALISES FISIOLOGICAS

4.2.1 Teor de clorofilas ( a, b e total)

Os resultados obtidos para a quantificacdo dos Teores de clorofilas ( a, b e total) (Tabela
4), indicam que a Capacidade de Pote (CP) apresentou resultados com significancia estatistica
para as trés variaveis analisadas, Clorofila a, Clorofila b e Clorofila total. As mesmas néo
apresentaram resultado com significancia estatistica para a fonte de variacdo Bioinsumos e
também ndo apresentaram resultados com significacdo estatistica entre a interacdo CP X

Bioinsumos.

Tabela 4 - Resumo da ANOVA para a quantificacdo do teor de clorofilas em folhas de Zea mays.

C Quadrados Médios
Fonte de variagéo |

GL Clorofila a Clorofilab Clorofila total
Capacidade de Pote 1 17,3" 6,5" 451"
Bioinsumos 7 5,6m™ 0,8™ 8,6™
CP x Bioinsumos 3 -5,05029861E-0001  -4.71311111E-0001 -2.15195625E+0000
Erro 36 2,3 1 5,9
Média geral - 25,4 7,1 32,4
CV (%) - 59 14 2 7,5

* g ns: Significativo ao nivel de 5% pelo teste de t e ndo significativo, respectivamente.

Os efeitos do desdobramento das interacdes entre as médias podem ser observados na
Tabela 6. Segundo os resultados obtidos, observou-se que ndo houveram resultados
significativos para a interagdo entre os Bioinsumos, nas trés variaveis avaliadas (clorofilas - a,
b e total). Pode ser observado resultados com significancia estatistica somente entre as méedias
do fator de variagdo Capacidade de Pote, para as trés varidveis avaliadas.

Observou-se que houve uma reducdo entre as médias do tratamento controle da
clorofila a, b, total, quando comparadas nos regimes hidricos de CP 100% para CP 70%.
Verificou-se que ocorreu uma reducéo de 8,7% no teor de clorofila a, 15,6% clorofila b e 9,9%
para clorofila total, em comparacdo aos tratamentos controle dos dois regimes hidricos
estudados, indicando que o teor de clorofilas sofreu alteragcdes quando a planta sofreu restri¢coes
hidricas, uma vez que o déficit hidrico altera todos os componentes fisioldgicos de uma planta
(Matos et al., 2019).
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De acordo com Jesus e Marenco (2008), a clorofilas estdo relacionadas com a eficiéncia
fotossintética e crescimento da planta, uma vez que as clorofilas séo responsaveis pela captura
da luz para realizacdo da fotossintese, que realiza a conversao da radiacdo luminosa em energia
quimica, na forma de ATP e NADPH. Quando as plantas enfrentam déficit hidrico, varias
adaptacdes ocorrem para lidar com a restricdo de agua, essas respostas incluem a reducédo na
producdo de clorofila devido a limitacdo de agua necessaria para sua sintese (Kerbauy, 2019).
Em resposta ao estresse hidrico, as plantas também podem produzir espécies reativas de
oxigénio, aumentando o risco de danos oxidativos, em casos graves, a desintegracdo dos
cloroplastos pode ocorrer, resultando na perda da coloracdo verde das folhas. Essas adaptacfes
sdo estratégias para preservar agua, minimizar danos celulares e garantir a sobrevivéncia
durante periodos de escassez hidrica, variando em intensidade de acordo com a espécie e a
gravidade do estresse (Taiz et al, 2018).

Observa-se que no desdobramento em relacdo a Capacidade de Pote (CP) (Tabela 5),
os teores de clorofila apresentaram um decréscimo quando induzidos a restricdo hidrica. O
decréscimo na concentracdo de clorofila a, b e total em folhas de milho corrobora com os
resultados de Viana et al., (2002) e Nascimento et al., (2015). Viana et al., (2002) avaliou
milho da variedade da L13.1.2 submetida ao DH severo, que teve seus teores de clorofilas
reduzidos. Nascimento et al., (2015) obteve resultados indicando que a partir do estadio V6 o
déficit hidrico ja reduz significativamente os teores de clorofila.

A falta de 4gua pode reduzir o contetdo de clorofila nas folhas das plantas, isso ocorre
porque a agua estd presente no processo de fotossintese, durante o qual as clorofilas
desempenham um papel fundamental na absorcdo de luz e na conversdo de energia luminosa
em energia quimica. Nesse sentido, quando em estresse hidrico, as plantas possuem um
mecanismo de adaptacdo, conhecido como o fechamento dos estdmatos (Taiz et al., 2021), o
fechamento dos estdmatos reduz a entrada de didxido de carbono (CO2) necessario para a
fotossintese e também limita a saida de oxigénio e vapor d'agua. Como resultado, a taxa de
fotossintese diminui e hd uma reducéo na producdo de clorofila. Além disso, em condicGes de
estresse hidrico, as plantas podem comecar a degradar as clorofilas existentes como parte de
seus mecanismos de adaptacao ao estresse (Heaton; Marangoni, 1996, Taiz et al., 2021).

Outras culturas também sdo afetadas pelo déficit hidrico, Loggini et al., (1999)
observou em sua pesquisa com trigo, que ocorreu uma reducdo do contetudo de luteinas,
neoxantinas, beta caroteno, clorofila a e na razéo clo a/b. Bastos et al. (2011), pesquisou feijao
caupi, que demonstrou redugdo nos teores de clorofila, indice de area foliar, nimero de vagens

por planta e rendimento de gréos, quando submetido ao déficit hidrico. Souza et al., (2020) em
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sua pesquisa com cana-de-agucar sob regime de déficit hidrico observou uma diminuigéo nos
niveis de fluorescéncia da clorofila e teor de clorofilas a partir do sétimo dia de restri¢do
hidrica para os cultivares ‘RB 93509’ ¢ ‘RB 855536°.

A clorofila torna-se limitada, ou seja, sua producdo se torna restrita devido a falta de
agua. Os resultados obtidos nesta pesquisa corroboram com o estudo de Dutra et al., (2012)
que obteve diminuicdo nos teores de clorofila, das plantas de girassol estudadas, quando as
mesmas encontram-se sob DH. Silva et al., (2016) em sua pesquisa com coqueiros, sob déficit
hidrico e estresse salino, também observou decréscimo no teor das clorofilas, quando os
regimes estavam sob a acdo dos estresses hidrico e salino. A Artemisia (Artemisia vulgaris L.)
também apresentou reducdo nos teores de clorofila ao ser submetida a diferentes niveis de
déficit hidrico desde 90%, a 70% e a 50% da CP Carvalho et al. (2003).

Observa-se a variagdo entre as médias da clorofila a (Tabela 5). Na clorofila a, o
tratamento com uso de Bokashi (BK) em relacdo ao tratamento controle (TC), teve um
incremento em sua taxa de clorofila a de cerca de 4,34% em regime de 100% CP. Quando este
tratamento foi submetido a restricdo hidrica, apresentou uma reducéo de 4,15% no teor de
clorofila a, este valor ainda é superior do que o tratamento controle em 100% da capacidade de
pote.

Em relacdo a clorofila b, todas as médias apresentaram reducdo quando submetidas ao
déficit hidrico. Observou-se que o tratamento ME1+BK foi 0 que se comportou com indices
acima do tratamento controle, com uma taxa de 1,2% de incremento quando em regime de
100% de capacidade de pote.

A clorofila total teve o comportamento semelhante a clorofila a, com o tratamento BK
apresentando niveis 2,4% superiores ao tratamento controle sem a restricdo hidrica. Quando
submetidos a restricdo hidrica, este tratamento teve uma reducédo de 5,9%. Este resultado &
semelhante ao encontrado por Schneider (2019), que pesquisou a utilizacdo de bioestimulantes
e xenobidticos na cultura da soja, quando submetida a restrigdo hidrica. Foram observados
resultados com reducdo nos teores de clorofila, a b e total. No entanto, a aplicagédo de
bioestimulantes e xenobidticos induziu um incremento nos teores de clorofila, a,b e total. Com
isso, apesar do efeito negativo da restricdo hidrica, a acdo do bioestimulante e do xenobi6ticos
apresentaram resultados significativos para sua aplicagédo. Morais et al., (2015) pesquisaram a
inoculacdo com Azospirillum brasilense e adubacédo nitrogenada, como resultado observou um

incremento nos valores de clorofila.
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Tabela 5 - Concentragdo de Clorofila a, Clorofila b e Clorofila Total de folhas de Zea mays tratado com
bioinsumos (bokashi, microrganismos eficientes) e cultivado na presenca (Capacidade de pote 70%) ou ndo (CP
100%) de restri¢do hidrica.

Bioinsumos Clorofila a Clorofila b Clorofila total

70 100 70 100 70 100

Controle 2416 aB  26,48aA 6,54aB 7,68 aA 30,75 aB 34,22 aA

BK 26,49aA 2757aA 653aB  746aA  3300aA 3507 aA
ME1 2395aB  2503aB 637aB 699aAB  30,38aB 32,08 aAB
ME1+BK  2308aB 2605aA 643aB 7,77aA  30,34aB  33,87aA
ME2 2515aAB 252aAB 6,98aAB 7,14aAB 3198aAB  32,33aAB
ME2+BK  2534aA 2563aA 725aA 749aA 3264aAB 33,16 aAB
Média 2478B  2598A 668B  742A  3152B  3346A
CV(%) 5.9 14,2 75

Médias seguidas pela mesma letra maidscula na horizontal dentro de cada condigéo/capacidade de pote, e mindscula
dentro de cada condigdo Bioinsumos ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 95% de probabilidade (p<0.05).

4.2.2 Trocas gasosas

O resultado da avaliacdo da analise de variancia ANOVA, para as trocas gasosas
(Tabela 6) no qual, foram avaliados os seguintes parametros: Ci - Concentracao interna de CO>,
E - taxa de transpiracdo, Gs - condutancia estomatica, A - Taxa de fotossintese liquida, EUA -
Eficiéncia do uso de &gua. A pesquisa encontra-se no Anexo 2. Pode-se observar resultados
significativos (p<0,05) entre as variaveis: Taxa de Transpiracdo (E), Condutancia estomatica
(Gs), Taxa fotossintetica (A) e Eficiéncia do uso de agua (EUA). Nao houve diferenca
estatistica para concentracdo interna de CO> (Cj).
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Tabela 6 - Resumo da andlise de variancia ANOVA para as variaveis: Ci - Concentracéo interna de CO2, E - taxa
de transpiracao, Gs - condutancia estomatica, A - Taxa de fotossintese liquida, EUA - Eficiéncia do uso de agua
das folhas Zea mays tratado com bioinsumos.

Fonte de Quadrados Médios
variagdo GL Ci E Gs A EUA [(umol m%s™)
(umol CO2mol ar?) | (mmolH20m?ZsY) | (mol H:Om?s?Y)  (umol m?s?)  (mmol H20 m%s?) 1]
Capacidade ns x x x x
de Pote (CP) 1 165,0 0,6 0,005 120,5 6,4
Bioinsumos 5 2835,1™ 0,7 0,0009" 21,17 8,3"
. .CP X 5 1.685,1 ™ 0,46" 0,00011" 24,33" 4,6
Bioinsumos
Erro 36 973,1 0,10 0,0003 6,5 0,6
Média geral - 138,8 1,8 0,10 145 7,9
CV (%) - 22,5 17,3 21,0 17,6 9,6

* e ns: Significativo ao nivel de 5% pelo teste de t e ndo significativo, respectivamente.

Os resultados obtidos do teste ANOVA para as demais variaveis podem ser observados
na Tabela 7. Foram avaliados os parametros: Tlef - Temperatura instantanea foliar, Eref -
Pressdao do vapor de agua, Cref - Concentracdo de CO. atmosférico, EiCi - Eficiéncia

instantanea de carboxilacdo, EJUA - Eficiéncia intrinseca do uso da agua.

As variaveis: Eref - Pressdo do vapor de agua, E/UA - Eficiéncia intrinseca do uso da
agua e EiCi - Eficiéncia instantdnea de carboxilagdo ndo apresentaram resultados com
significancia estatistica entre os tratamentos utilizados no presente estudo. As variaveis: Cref -
Concentracdo de CO2 atmosférico, Tleaf - Temperatura, apresentaram resultados significativos
estatisticamente para todas as interacgoes.

Tabela 7 - Resumo da analise de variancia ANOVA para as variaveis: Eref - Pressdo do vapor de agua, Cref -
Concentragdo de CO2 atmosférico, Tleaf - Temperatura instantanea foliar, EIUA - Eficiéncia intrinseca do uso da
agua (A/Gs), EiCi- Eficiéncia instantanea de carboxilagdo das folhas Zea mays tratado com biocinsumos (bokashi,

microrganismos eficientes) e cultivado na presenga (Capacidade de pote 70%) ou ndo (CP 100%) de restricdo
hidrica.

Quadrados Médios

Fonte de variagéo EIUA EiCi

(micromol/m?  (micromol/m?/s)
/s)/(mol/m?/s)  /(micromol/mol)

GL Eref Cref Tleaf
(mbar) | (micromol/mol) (C9

Capacidade de Pote 1 0,2"s 6,0 25" 37,4 0,005"

Bioinsumos 5 9,7 80,1 27,2" 623,8™ 0,007

CP x Bioinsumos 5 1,2m 43" 04" 246,2™ 0,001
Erro 36 0,3 0,6 0,03 272,2 59
Média geral - 19,8 419,6 29,7 140,3 0,1
CV (%) - 2,7 0,2 0,6 11,7 40,1

* g ns: Significativo ao nivel de 5% pelo teste de t e ndo significativo, respectivamente.
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Os efeitos das interacOes e do desdobramento entre as médias da Tabela 6, podem ser
observados na Tabela 8, segundo os resultados obtidos, observou-se que houve variacdo entre
as médias quando comparadas para a CP, Bioinsumos e CP x Bioinsumos. Nao houve diferenca
estatistica para concentragéo interna de CO: (Ci) em nenhum dos pardmetros analisados.

A Taxa de Transpiracdo (E) (Tabela 8), segundo com Nunes e Ceccon (2011), tende a
diminuir como uma resposta adaptativa para conservar a agua disponivel, visto que, a
transpiracdo € o processo pelo qual a agua é evaporada dos estdbmatos das folhas das plantas
para a atmosfera. Observou-se reducdo em todas as médias em todos os tratamentos, quando
submetidos a CP 70%. Os tratamentos BK, ME1, ME1+BK e ME2+BK, apresentaram valores
menores que o tratamento controle em regime de CP 100%, quando estes tratamentos foram
submetidos ao regime de CP 70%, todos reduziram. No tratamento BK, verificou-se que o
mesmo ja estava com sua Taxa de Transpiracdo cerca de 28% menor que o tratamento controle.
Quanto a CP 70% a Taxa de Transpiracdo com BK reduziu cerca de 6%, que pode indicar uma

diminuicdo da perda de agua sob este manejo, em situacdes de DH.

As Taxas de Gs (Tabela 8) demonstraram que as médias dos tratamentos BK, MEL,
ME1+BK, ME2, ME2+BK em regime de CP 100% j& apresentavam valores reduzidos em
relacdo ao tratamento controle. Quando estes tratamentos foram expostos a restricdo hidrica de
70%, reduziram suas meédias, indicando o movimento de fechamento dos estdmatos, como
estratégia de preservacdo da dgua na planta. Em situacdes de estresse como o DH, o mecanismo
fisiologico é o fechamento dos estdmatos para evitar a perda de agua por transpiracdo (Oliveira
et al., 2005; Taiz et al., 2021). Os estdbmatos sdo componentes fundamentais na regulacéo da
transpiracdo e na Taxa de Fotossintese, exercendo uma funcgdo primordial como barreira para
o fluxo de vapor de agua, e possui papel importante no impacto das trocas gasosas (Carvalho,
2003; Oliveira et al., 2004; Taiz et al., 2021).

Bono et al., (2001) verificaram que o movimento dos estbmatos esta diretamente
relacionado as condicGes hidricas, em sua pesquisa com Milho, e obtiveram resultados nos
quais os indices de condutancia estomatica diminuiram gradativamente conforme diminuicao
da lamina da agua. Bergonci et al., (2010) afirma que, os estdbmatos tendem a fechar com a
diminuigdo do potencial da 4gua na folha. Esses resultados corroboram com os encontrados
por Brito et al., (2013) que avaliou o crescimento e as trocas gasosas do Milho doce, com 80%

da lamina de &gua observou que as plantas ja sofrem com os efeitos da restricdo hidrica. No
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qual ocorreu reducdo nos indices de condutancia estomatica, taxa fotossintética, transpiracao e

concentracgdo interna de COx.

Pereira et al., (2003) que também pesquisou milho, verificou que em estresse moderado
o milho ja sofre modificaces fisioldgicas, e que a condutancia é o indicador fisiologico que
melhor se correlaciona com a fotossintese em diferentes condi¢6es de regime hidrico. Oliveira
et al., (2004) em sua pesquisa com mamdo, também encontrou resultados nos quais ocorria o

fechamento dos estdmatos quando os teores de agua disponiveis para as plantas diminuiram.

Os resultados para condutancia estomatica corroboram com as citacfes da literatura,
gue mostram a existéncia de uma relacdo direta entre o fechamento dos estdmatos com a
diminuicao de agua disponivel para a planta (Bono, 1997; Bergonci et al., 2000). No entanto,
as pesquisas sobre a aplicacdo de bioinsumos e trocas gasosas devem ser aprofundadas, uma
vez que ocorreu dificuldade para encontrar na literatura pesquisas comparativas, para

compreender as respostas que esses bioinsumos induzem nas plantas.

A restricdo hidrica, é um estresse que pode prejudicar a absor¢do de CO2 devido ao
fechamento dos estdmatos. Nesse sentido, muitas plantas apresentam uma diminui¢do dos
niveis da taxa fotossintética (Taiz et al., 2021). Nos resultados obtidos a Taxa de fotossintese
liquida (A) (Tabela 8) teve 0 mesmo comportamento que a variavel Gs, com uma diminuicéo
em suas médias quando expostas a CP 70%. A restri¢do hidrica pode prejudicar a absorcéo de
CO- devido ao fechamento dos estdbmatos, como resultado, muitas plantas apresentam uma
diminuicdo na taxa fotossintética, diminuindo a incorporacdo de CO, da atmosfera e

produzindo menos fotoassimilados pelas plantas.(Taiz et al., 2021).

Na Eficiéncia do Uso da Agua (EUA) (Tabela 8), todos os tratamentos apresentaram
reducdo nas médias sob regime de CP 70%. Apesar de ndo ocorrer aumento da EUA, esse
indicador mostra que apesar do DH as plantas mantiveram uma taxa estavel de fotossintese,
mesmo com reducdo da conduténcia estomatica. Verificou-se também que, em regime CP
100% os tratamentos BK e Mel+BK, apresentaram um incremento de respectivamente 24 e
8% na EUA em relacdo ao tratamento controle, no entanto quando expostas ao DH ocorreram

reducdo das mesmas.

A eficiéncia do uso da agua nas plantas refere-se a capacidade de uma planta produzir
biomassa ou realizar fotossintese com uma quantidade minima de agua perdida por

transpiracdo (Albuquerque; Resende, 2009). Em condi¢Ges de déficit hidrico, uma alta



50

eficiéncia no uso da agua é desejavel, pois permite que as plantas sobrevivam e crescam
utilizando de forma eficaz os recursos disponiveis. Nesse sentido, plantas com alta eficiéncia
no uso da &gua sdo capazes de equilibrar a absorcdo de agua com a transpiragdo e outras
atividades metabdlicas, garantindo um balanco saudavel entre a disponibilidade de agua e as
demandas da planta (Albuquerque; Resende, 2009; Gongalves, 2013; Taiz et al., 2021).

A EUA é considerada um pardmetro para adaptacdo a condi¢des de DH. Nas pesquisas
de Hossain et al., (2012) o fechamento dos estdmatos resultou no aumento do EUA nas plantas
consideradas tolerantes, e esta permaneceu elevada durante todo o periodo de DH, e em plantas
ndo tolerantes, manteve-se abaixo ao das plantas bem irrigadas. Ferreira et al., (2021)
observaram que em sua pesquisa com milho, ocorreu um incremento nas taxas de EUA

encontradas, quando as plantas de milho foram expostas ao déficit hidrico.

Tabela 8 - Efeito de interacdo entre as médias as varidveis, Ci - Concentracdo interna de CO2, E - taxa de
transpiracdo, Gs - condutancia estomatica, A - Taxa de fotossintese liquida, EUA - Eficiéncia do uso de &gua de
folhas de Zea mays tratado com bioinsumos (bokashi, microrganismos eficientes) e cultivado na presenca
(Capacidade de pote 70%) ou ndo (CP 100%) de restri¢do hidrica.

Bioinsumos Ci E Gs A EUA
(umol CO, mol ar?) (mmol H,O m?s™) (mol H,0 m?s™) (umol m%s?) (umol m%st) (mmol H,O m?s?t) 2
70 100 70 100 70 100 70 70 100
TC 168,0aA 128,0 aA 1,9aA 2,1aA 0,10aA 012aA 12,2bB 17,2aA 65cB 8,2 bAB

BK 144,0aA 162,0 aA 14aAB 5aAB 0,10aA 0,11aA 126aA 175aA 93aA 10,2 aA

ME1 1150aA 128,0 aA 18aA 21aA 0,08bB 010bB 13,0aA 155aA 7,0bcBC  7,1bcBC
ME1+BK 153,0aA 1450aA 16abAB 1,7abAB0,10aA 0,11aA 135aA 152aA 83abA 8,9 abA

ME2 111,0aA 108,0 aA 2,1aA 4aA 0,09bB 0,11aA 150aA 189aA 7,0bcBC  8,3bcB
ME2+BK 154,0aA 153,0 aA 1,2bcB  9aA 0,06 B 0,11A 9,0bB 14,7aAB 7,3bcBC 8,6 bcA

Média 1408 A  1373A 1,7B 19A 009B 011A 126B 165A 7,6B 85A

CV(%) 225 17,3 21,0 17,6 9,6

Médias seguidas pela mesma letra maidscula na horizontal dentro de cada condigdo/capacidade de pote, e mindscula
dentro de cada condig¢@o Bioinsumos nao diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade (p<0.05).

Os efeitos das interacBes e do desdobramento entre as médias da Tabela 7, podem ser

observados na Tabela 9. Observou-se uma variagédo entre as médias quando comparadas a CP,
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Bioinsumos e CP x Bioinsumos nas variaveis Cref e Tleaf. Ndo apresentaram resultados com
significancia estatistica para Eref - pressdo do vapor de agua, EJUA - Eficiéncia intrinseca do

uso da agua, e EiC; - Eficiéncia instantanea de carboxilacéo.

Observou-se uma reducdo da concentragdo de CO. atmosférico - Cref em todas as
médias (Tabela 9). No entanto, observa-se que os tratamentos BK, ME1+BK e ME2+BK,
possuem uma taxa superior ao tratamento controle nos dois regimes de irrigacdo. Cref, quando
esta alta durante periodos de seca significa que a planta continua a absorver CO, da atmosfera
para a fotossintese, enquanto a transpiracao diminui devido ao fechamento dos estdmatos para
conservar dgua. Nesse sentido, embora a seca limite a disponibilidade de dgua para a planta, a
concentracdo atmosférica de CO> ainda permanece relativamente alta, permitindo que a planta
continue a realizar a fotossintese de forma eficiente, pelo menos em comparacdo com a

quantidade reduzida de agua disponivel (Kerbauy, 2019; Taiz et al., 2021).

A temperatura foliar (Tleaf) é a temperatura foliar instantanea de uma planta e
desempenha um trabalho nos processos fisioldgicos, uma vez que é essencial para o
funcionamento ideal das plantas, pois afeta a taxa de fotossintese, transpiracdo e respiracdo
(Taiz et al., 2021). A temperatura das folhas tem relagdo com a condutancia estomatica, sendo
indicativos de déficit hidrico (Oliveira et al., 2004). Taiz et al., (2021) apontam que o
movimento do fechamento dos estbmatos, o aumento da radiacdo promove um aquecimento
foliar, que pode prejudicar o metabolismo das plantas, com isso, se a taxa de fotossintese for
menor que a taxa de transpiracdo, a planta pode perder mais agua do que é capaz de reter em
suas células, levando a desidratacdo e, eventualmente, a morte. O aumento de temperatura,
também eleva as taxas transpiratérias, uma vez que eleva a diferenca de pressao de vapor entre
o0 ar e a folha, provocando transpiracdo mesmo com o ar saturado (SOUZA et al., 2011). No
presente estudo, ocorreu um aumento da temperatura foliar de Z. mays em todos os tratamentos
quando submetidos a restricdo hidrica (Tabela 10). No entanto, destaca-se que os tratamentos

BK, ME1+BK, ME2+BK apresentaram taxas inferiores de temperatura, quando em CP 70%.

Schneider (2019) verificou resultados semelhantes para a cultura da soja, a medida que
a restricdo hidrica aumenta, a temperatura aumenta na folha. A pesquisa também demonstrou
que a utilizacdo de bioestimulantes e xenobidticos promoveram uma reducdo nas médias de
temperatura em que estes tratamentos foram utilizados. De acordo com Taiz et al., (2021) a
temperatura étima para fotossintese fica na faixa de 30 a 40 °C para as plantas de metabolismo

C4. Observa-se que todos os tratamentos apresentaram resultados dentro desta faixa.
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Tabela 9 - Trocas gasosas para as variaveis: Eref - Pressdo do vapor de agua, Cref -
Concentracdo de CO2 atmosférico, Tleaf - Temperatura instantanea foliar, E\UA - Eficiéncia
intrinseca do uso da agua (A/Gs), EiCi - Eficiéncia instantanea de carboxilagdo, das folhas Zea
mays tratado com bioinsumos (bokashi, microrganismos eficientes) e cultivado na presenca

(Capacidade de pote 70%) ou ndo (CP 100%) de restri¢do hidrica.

Bioinsumos Eref Cref Tleaf (C°) EIUA EiCi
70 100 70 100 70 100 70 100 70 100

TC 21,1 aA 205aA 417,0bB 418,0bA 30,7bA 30,0bB 121,0aA 140,0aA 0,08 aA 0,13 aA
BK 17,8 aA 18,0aA 421,0aB 4250aA 27,3eA 26,3eB 138,0aA 131,0aA 0,10aA 0,09 aA
ME1 20,1aA 20,8aA 416,0bA 4170bA 315aA 31,3aA 152,0aA 144,0aA 0,13aA 0,33aA
ME1+BK 19,9 aA 18,9aA 422,0aA 422,0aA 289dA 28,1dB 136,0aA 138,0aA 0,09aA 0,10 aA
ME2 20,1 aA 214aA 4170bA 416,0cA 31,7aA 315aA 157,0aA 151,0aA 0,13aA 0,18 aA
ME2+BK 19,6 aA  19,8aA 422,0aA 4230aA 295cA 295cA 143,0aA 1330aA 0,06aA  0.08aA

Média 198 A 199A 4192B 4199A 299A 295B 139,4 A 1412 A 0,08 A 01A

Erro-padréo 0,2 0,2 0,4 0,4 0,1 0,1 6,3 6,3 0,02 0,02

Médias seguidas pela mesma letra maiuscula na horizontal dentro de cada condigdo/capacidade de pote, e minuscula
dentro de cada condigdo Bioinsumos nio diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade (p<0.05)

4.4 ANALISES BIOQUIMICAS

Em se tratando da quantifica¢do do peréxido (mg/mL), de acordo com os dados obtidos
por meio da andlise de variancia (Tabela 10), as raizes ndo apresentaram nenhum resultado
com significancia estatistica. Sobre o teor de proteinas, de acordo com os dados obtidos por
meio da analise de variancia (Tabela 10) a parte aérea ndo apresentou resultados com
significancia estatistica, enquanto as raizes nao apresentaram resultados com significancia
estatistica quando comparadas as médias entre as duas condic¢des hidricas (CP), porém,
apresentaram resultados significativos para os resultados dos diferentes Bioinsumos aplicados
e a interagdo entre Capacidade de Pote * Bioinsumos.

No presente estudo, a analise de variancia para a atividade da enzima peroxidase (POD)
de Z. mays (Tabela 10) ndo mostrou resultados significativos para a parte aérea e raizes em

relacdo aos parametros de avaliacdo Capacidade de Pote (CP), Bioinsumos e a interacdo entre
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CP * Bioinsumos. Quanto ao teor de Prolina (Tabela 10), para as raizes, verificou-se resultados
com significancia estatistica, para os diferentes bioinsumos aplicados e a interacdo entre
Capacidade de Pote * Bioinsumos. N&o apresentaram resultados com significancia estatistica,
quando comparadas as médias dos tratamentos entre as duas condi¢des hidricas (CP 100 e CP
70%). Na parte aérea verificou-se que obtiveram resultados com significancia estatistica apenas
para a comparacdo das medias entre as duas condicdes hidricas (CP). Sobre a quantificacdo da
peroxidacdo lipidica (TBARS), de acordo com a anélise de variancia (Tabela 10), a parte aérea
ndo apresentou nenhum resultado com significncia estatistica, enquanto as raizes

apresentaram resultados significativos para todas as fontes de variacéo.

Tabela 10 - Resumo da ANOVA para as analises bioquimicas da parte aérea e raizes de Zea mays.

Quadrados Médios
Eonte de PEROXIDO | PROTEINAS POD PROLINA TBARS
variagéo GL (mg.mL-1) (mg.mL%) (U.mg™ proteina)  (umol/g.MS) (UM)
P.A R P.A R P.A R P.A R P.A R
Capacidade

ns ns ns ns ns ns * ns ns *
de Pote (CP) 1 01™ 0,002 61,2 05" 36,0™ 22,4™ 49,8" 2,6™ 26771,8™ 26734,1

Bioinsumos 5 01" 0,03 1738™ 51" 50,0 79,2™ 19,0 7,6° 29254,3" 69382,8"

Bioﬁlpsuxmos 5 0,3" 0,04™ 106,4™ 9,0° 549" 598" 14,1™ 19,0° 40150,9™ 79597,1"
Erro 36 004 001 1581 1,5 23,2 8,0 64 19 1979,2 4212,4
Meédia geral - 1,2 0,4 22,5 3,3 4,5 6,5 85 42 528,3 177,0
CV (%) - 18,3 30,6 55,9 36,51 107,1 43,7 295 324 26,6 36,7

* g ns: Significativo ao nivel de 5% pelo teste de t e ndo significativo, respectivamente.

As espécies reativas de oxigénio (ERO), especialmente o peréxido de hidrogénio
(H202), sdo um indicativo de senescéncia foliar. Embora as ERO sejam substancias quimicas
prejudiciais que podem danificar o DNA, proteinas e membranas celulares, elas sdo
principalmente produzidas como subprodutos dos processos metabdlicos normais, como
respiracdo e fotossintese, em varias partes das células vegetais (Taiz et al., 2021).

Os efeitos das interagdes tém um impacto significativo nos teores médios de perdéxido
de hidrogénio (H202), conforme observado na Tabela 12. N&o foram encontrados resultados
significativos para as raizes em relagdo a nenhuma das fontes de variacdo. Da mesma forma, a
parte aérea ndo apresentou diferengas estatisticamente significativas em relagdo a capacidade
de pote, ou seja, as médias dentro da mesma capacidade de pote ndo mostraram varia¢des. No

entanto, como evidenciado na Tabela 11, foram observadas diferengas estatisticamente
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significativas entre as médias dos bioinsumos aplicados, indicando efeitos significativos das
interacdes.

Observou-se que a parte aérea das plantas submetidas a 100% CP e tratadas com BK,
ME1 e ME1 + BK, em que os valores médios de peroxido foram reduzidos em 35% quando
comparados ao controle (100% CP). O tratamento com ME2 apresentou uma reducéo de cerca
de 17% quando comparado ao tratamento controle (100%) e permaneceu com o mesmo valor
quando submetido a déficit hidrico (70%).

Schneider (2019) observou um incremento nos teores de de H>O> nas folhas de soja,
quando submetidas a diferentes tipos de estresse hidrico, além disso, observou também que a
utilizacdo de bioestimulantes induziram a reducdo das taxas de H20- nas folhas das plantas,
auxiliando na atenuacgéo deste estresse.

Observa-se que, quando ha reducéao dos niveis de H202 pode indicar um efeito positivo
para a aplicacdo de bioinsumos, no entanto, os resultados obtidos indicam reducao nas medias
dos tratamentos Controle, ME1+BK e ME2.

Tabela 11 - Resultados dos teores de contetido de peréxido de hidrogénio da parte aérea e raiz de Zea mays tratado
com bioinsumos (bokashi, microrganismos eficientes) e cultivado na presencga (Capacidade de pote 70%) ou ndo
(CP 100%) de restricéo hidrica.

Tratamentos Parte Aérea Raizes
(mg.mL1) (mg.mL1)
70 100 70 100
Controle 1,20 abA 1,55 aA 0,52 aA 0,35aA
BK 1,30 aA 1,00 bA 0,50 aA 0,34 aA
ME1 1,55 aA 1,05 bA 0,29 aA 0,29 aA
ME1+BK 0,95 bA 1,05 bA 0,29 aA 0,42 aA
ME2 1,30 aA 1,30 aA 0,33aA 0,51 aA
ME2+BK 0,95 bA 1,60 aA 0,26 aA 0,36 aA
Média 1,18 A 1,25 A 0,36 A 0,38 A
CV (%) 18,3 30,6

Médias seguidas pela mesma letra maitscula na horizontal dentro de cada condigdo/capacidade de pote, e mintscula
dentro de cada condi¢do Bioinsumos nédo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade (p<0.05)

Os resultados do desdobramento das médias com significancia estatistica para as raizes
das raizes e da parte aerea, podem ser observados na Tabela 12. Os niveis de proteinas soluveis

ndo foram alterados na parte aérea de Z. mays tratado com 0s bioinsumos e cultivado na
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presenca ou auséncia do déficit hidrico, a exce¢do do tratamento utilizando-se 100% da
capacidade de pote associado com a aplicacdo de ME1 ou ME2. Nestes tratamentos 0s niveis
de proteinas sollveis foram 3 vezes maiores quando comparados com o tratamento controle
(100% CP) (Tabela 12). Além disso, para as raizes (Tabela 12), os resultados mostraram um
incremento nos teores de proteinas no regime de 100% de CP para todos os tratamentos
aplicados em relacdo ao tratamento controle. Quando em regime de 70% da CP, o tratamento
controle teve um aumento de 54,9% no teor de proteinas quando o tratamento foi submetido a
CP 70%. O tratamento BK teve um incremento de 5,6% no teor de proteinas quando submetido
a CP 70%. O tratamento ME1+BK aumentou seus niveis em 54% quando submetido a CP 70%.
Os tratamentos ME1, ME2 e ME2+BK reduziram as suas médias quando submetidas a CP
70%. ME1 teve uma reducdo de cerca de 51,5%, ME2 reduziu seus niveis em 42,2% e o
tratamento ME2+BK reduziu seus niveis em 13,7%.

O estresse por déficit hidrico causa uma limitagdo na absor¢édo de agua pela planta, que
resulta em alteracfes,que podem reduzir ou atrasar o crescimento da planta e aumentando a
sintese de enzimas proteoliticas (Souza et al., 2015; Castro et al., 2007). Também podem estar
envolvidas na ativagédo de vias de sinalizagdo para desencadear respostas adaptativas (Castro
etal., 2007).

A reducdo das médias de proteinas sollveis observadas nas raizes, pode ter ocorrido
pelo aumento da atividade de enzimas proteoliticas responsaveis por quebrar as proteinas de
reserva das plantas (Carvalho et al., 2007; Xiong et al., 2002). No déficit hidrico, algumas
proteinas tendem a acumular-se, pois sdo responsaveis por promover uma varredura das EROs
e demais compostos oxidantes que danificam compostos estruturais e a maquinaria metabolica
celular (Lobato et al., 2008; Zhu et al., 1997). Deste modo, os dados observados no presente
estudo corroboram com os dados encontrados na literatura, para Souza et al., (2015) e Castro
et al., (2007) que verificaram uma reducdo das proteinas nos tratamentos controle (sem
aplicagdo de silicio e em déficit hidrico), bem como uma taxa de aumento nos tratamentos com

aplicacdo de silicio (Souza et al., (2015); Castro et al., 2007).
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Tabela 12 - Concentragdo de proteinas solUveis da parte aérea e raiz de Zea mays tratado com bioinsumos
(bokashi, microrganismos eficientes) e cultivado na presenca (Capacidade de pote 70%) ou ndo (CP 100%) de
restricdo hidrica.

Bioinsumos Parte aérea Raizes
(mg mL*) (mg mL™)
70 100 70 100

Controle 16,60 aA 20,60 aA 4,73 aA 2,13 bA
BK 22,30 aA 13,65 aA 3,19 aA 3,02 bA
ME1 28,45 aA 27,30 aA 3,14 aA 6,48 aA
ME1+BK 23,40 aA 30,20 aA 3,92 aA 2,54 bA
ME2 31,55 aA 19,15 a8A 2,33 aA 4,03 aA
ME2+BK 19,40 aA 17,25 aA 2,20 aA 2,55 bA
Média 23,62 A 21,36 A 325A 3,46 A

CV% 55,9 36,51

Médias seguidas pela mesma letra maiuscula na horizontal dentro de cada condicdo/capacidade de pote, e mindscula
dentro de cada condigdo Bioinsumos ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade (p<0.05)

Dentre os parametros afetados pelo estresse hidrico estdo os niveis de proteinas
soltveis, sendo muitas delas, enzimas responsaveis pelo metabolismo das EROs, como a POD
e a APX, devido a possivel manifestacdo do H.O; (Taiz et al., 2021).

Os resultados das médias da quantificacdo da POD podem ser observadas na Tabela 13.
A parte aérea e as raizes ndo apresentaram resultados com significancia estatistica para
nenhuma varidvel. No entanto, conforme ilustrado na tabela 13, a atividade da enzima POD
tanto nas raizes quanto na parte aérea teve suas respostas metabolicas desequilibradas, que pode

ter ocorrido pelo severo ataque de tripes, que as plantas foram expostas.

Tabela 13 Atividade da enzima peroxidase (POD) da parte aérea e raiz de Zea mays tratado com bioinsumos
(bokashi, microrganismos eficientes) e cultivado na presenca (Capacidade de pote 70%) ou ndo (CP 100%) de
restricao hidrica.

Bioinsumos Parte aérea Raizes
(U.mg™* proteina) (U.mg™* proteina)
70 100 70 100
Controle 4,30 £ aA 1,60 aA 8,40 aA 14,75 aA
BK 3,65 aA 14,40 aA 2,7 aA 8,85 aA
ME1 2,60 aA 5,85 aA 5,7 aA 1,65 aA

ME1+BK 2,00 aA 2,65aA 26A 3,75 aA
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ME2 490aA  095aA  935aA  3,00aA
ME2+BK 435aA  675aA  605aA 11,00 aA
Média 3,63 A 5,36 A 58A 7,16 A
CV(%) 107,1 43,7

Meédias seguidas pela mesma letra maidscula na horizontal dentro de cada condicéo/capacidade de pote, e
minuscula dentro de cada condigdo Bioinsumos ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade
(p=<0.05)

A prolina é um aminodcido, e nas plantas desempenha diversos pape€is essenciais em
sua fisiologia (Taiz et al., 2021). Em resposta a condi¢des de estresse como déficit hidrico,
salinidade e temperaturas extremas, a prolina atua como um osmoprotetor, que mantém a
turgidez celular e protege as proteinas e membranas celulares (Maia el al., 2007; Taiz et al.,
2021).

Quanto a concentracdo de prolina livre, os resultados do desdobramento das médias
com significancia estatistica podem ser observados na Tabela 14. Em se tratando sobre a parte
aérea de Zea mays, verificou-se que nao ocorreram resultados significativos para as diferentes
aplicacBes de bioinsumos. Os resultados indicaram resultados significativos somente para a
capacidade de pote, demonstrando uma reducdo nas médias para capacidade de pote 70%. O
Unico tratamento que demonstrou um comportamento distinto foi o tratamento ME1+BK com
um incremento de 7% do teor de prolina na parte aérea, quando em CP 70%.

O comportamento do teor de prolina livre nas raizes demonstrou significancia
estatistica para os bioinsumos e sua interacdo com a capacidade de pote. Pode-se observar que
o0 tratamento com aplicacdo do Bokashi apresentou aumento de cerca de 290% nos teores de
prolina livre quando submetido a regime de CP 70%, quando comparado ao mesmo tratamento
com capacidade de pote a 100%. O tratamento com ME1+BK apresentou aumento de cerca de
5% quando em 70% de capacidade de pote em comparacdo a este mesmo tratamento com
capacidade de pote a 100%. Os niveis de concentracdo de prolina livre ndo apresentaram
resultados com significancia estatistica nas raizes de Z. mays, para a variagdo de CP 100 para
CP 70%.

Esses resultados corroboram com Nascimento et al., (2013) que observaram no arroz,
quando em condigdes de déficit hidrico, um aumento nos teores de prolina em trés partes da
planta; raiz, bainha e folha. Maia et al., (2007) avaliaram duas variedades de milho Pontinha e
Dente de Cavalo, sob déficit hidrico e verificaram aumento nos teores de prolina nas folhas do
milho. No trigo, os teores de prolina livre também tiveram este comportamento de acimulo

sob condigdes de déficit hidrico (Strauss; Agenbag, 1998).
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Monteiro et al., (2014) que avaliou a aplicacdo de poliamina putrescina no acumulo de
prolina e no crescimento inicial de plantulas de guandu, sob estresse hidrico e salino. Verificou
que ocorreu aumento nos teores de prolina em pléantulas sob niveis médios de deficiéncia
hidrica e os diminuiu em niveis mais severos de estresse (Monteiro et al., 2014). Carvalho et
al., (2020) quando pesquisou o acimulo de prolina em 12 variedades de girassol, obteve como
resultado, que as cultivares com mais capacidade de se adaptar ao ambiente de Frei Paulo, por
meio do acumulo de prolina e maior rendimento de graos.

Este comportamento do aumento dos teores de prolina nas plantas, sob déficit hidrico
poder ser causado pois a prolina possui funcdo de ajustador osmoético em plantas sob
desidratacdo, segundo (Kerbauy, 2019; Taiz et al., 2021).

Tabela 14 - Teores de concentracdo de prolina livre da parte aérea e raiz de Zea mays tratado com bioinsumos
(bokashi, microrganismos eficientes) e cultivado na presenca (Capacidade de pote 70%) ou ndo (CP 100%) de
restricao hidrica.

Bionsumos Parte aérea Raizes
(pmol/g.MS) (numol/g.MS)
70 100 70 100
Controle 5,99 aB 12,98 aA 3,20 bA 4,45 aA
BK 9,83 aB 11,40 aA 8,73 aA 2,24 bA
ME1 7,91 aB 10,36 aA 3,15 bA 3,60 aA
ME1+BK 8,65 aA 8,09 aA 5,27 aA 5,04 bA
ME2 6,69 aB 8,26 aA 4,30 bA 4,60 aA
ME2+BK 6,15 aB 6,37aA 1,80 cA 4,20 aA
Média 7,54 B 9,58 A 4,49 A 4,02 A
CV (%) 29,5 32,4

Médias seguidas pela mesma letra maitscula na horizontal dentro de cada condigdo/capacidade de pote, e mindscula
dentro de cada condigdo Bioinsumos ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade (p<0.05)

A concentracdo de malondialdeido (MDA) é um indicador de estresse oxidativo
presente nas plantas, gerado como resultado da peroxidacéo lipidica, um processo em que 0s
lipidios das membranas celulares sdo danificados pela acdo de radicais livres (Barbosa et al.,
2010). Portanto, ao medir a concentracdo de MDA nas plantas, € possivel avaliar o nivel de

dano oxidativo enfrentado pela planta, o qual geralmente esti associado a condi¢bes de
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estresse, como temperaturas elevadas, déficit hidrico, salinidade e toxicidade de metais pesados
(Barbosa et al., 2010).

Quanto a concentracdo de malondialdeido (MDA), para a parte aérea nao foi verificado
resultados com significancia estatistica para nenhuma fonte de variacéo avaliada (Capacidade
de pote e bioinsumos). As raizes, apresentaram resultados com significancia estatistica para
todas as variaveis. Verificou-se uma reducdo das médias nos tratamentos TC, BK e MEL, de
respectivamente indicando uma menor oxidacdo dos lipideos de membrana, reduzindo a
peroxidagao desses compostos.

A concentracao de MDA foi maior em 100% para Bokashi e Microrganismos eficientes
porque esses tratamentos, sob condicBes de capacidade de pote (CP) plena, podem ter levado
a um aumento na atividade metabdlica, resultando em maior producgdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) e, por conseguinte, mais peroxidac&o lipidica. 1sso pode acontecer quando a
planta, mesmo recebendo bioinsumos benéficos, esta sendo desafiada por outros fatores de
estresse ou esta respondendo a uma alta disponibilidade de nutrientes de maneira que aumenta

0 estresse oxidativo.

Tabela 15 - Concentracdo de malondialdeido (MDA) da parte aérea e raiz de Zea mays tratado com bioinsumos
(bokashi, microrganismos eficientes) e cultivado na presenca (Capacidade de pote 70%) ou ndo (CP 100%) de
restricao hidrica.

Bioinsumos Parte aérea Raizes
(um) (uMm)
70 100 70 100
Controle 485,35aA 510,35 aA 77,0cB 110,30 cA
BK 643,65aA 443,65aA 152,00cB 193,70 aA
ME1 485,35aA 402,00 aA 10,30dB 210,35 aA
ME1+BK 585,35aA 452,01aA 160,35cA 43,70dB
ME2 585,35aA  493,65aA 310,30 bA 260,35 aA
ME2+BK 527,00aA 727,00 aA  493,65aA 102,00 cB
Média 552,01A 504,77 A 200,60 A 153,40B
CV(%) 26,6 36,7

Médias seguidas pela mesma letra maitscula na horizontal dentro de cada condigdo/capacidade de pote, e mintscula
dentro de cada condig¢do Bioinsumos ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade (p<0.05)
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CONCLUSAO

Os dados indicam que o uso de bioinsumos como Bokashi e Microrganismos Eficientes
podem melhorar a capacidade das plantas de Zea mays de resistir ao estresse oxidativo,
refletido na atividade aumentada das enzimas antioxidantes. Isso pode ajudar a manter
melhores parametros de crescimento mesmo sob condicdes de déficit hidrico. Os resultados
mostram que as plantas tratadas com bioinsumos tém uma resposta bioquimica que suporta
melhor crescimento comparado as plantas controle, especialmente em condicBes de estresse
hidrico.

Em se tratando das analises fisioldgicas, evidenciou-se uma reducdo nos teores de
clorofila a, b e total quando as plantas estdo submetidas ao déficit hidrico, demonstrando uma
diminuicdo na atividade fotossintética quando a planta encontra-se sob este estresse, no qual a
aplicacdo do Bokashi foi o tratamento com resultados significativos, a interacdo entre 0s
bioinsumos ndo promoveu eficacia significativa.

Quanto as trocas gasosas, observou-se que o tratamento com Bokashi, ME1+BK e
ME2+BK apresentaram um incremento nas trocas gasosas em condi¢cGes de 100% de
capacidade de pote. No entanto torna-se necessario o aprofundamento das pesquisas com
diferentes dosagens de microrganismos para avaliar se a associa¢ao torna-se um atenuante para
as restricdes hidricas.

Quanto ao metabolismo e resisténcia ao estresse oxidativo, 0s tratamentos com
bioinsumos apresentaram resultados positivos, necessitando maior aprofundamento nas
pesquisas a fim de compreender as melhores dosagens e aplica¢fes para atenuacdo dos danos

causados pelo estresse hidrico.
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