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Mudancas na arquitetura radicular de plantulas de arroz (Oryza sativa L.) tratadas com
diferentes substéncias humicas
Changes in root architecture of rice seedlings (Oryza sativa L.) treated with different

humic substances

Rafaella Loryane Alves Cardoso’; Leonardo Barros Dobbss?

RESUMO

As substancias humicas (SH) podem ser utilizadas com a funcéo de promover o crescimento
de plantas, especialmente das raizes, podendo servir como um bioestimulante importante para
diminuir o uso de fertilizantes e contribuir para uma agricultura mais sustentavel. O objetivo
deste trabalho foi avaliar o efeito da aplicacdo de diferentes SH (&cidos himicos - AH e
acidos fulvicos - AF) sobre o crescimento das plantulas de arroz (Oriza sativa L.). O
delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado com trés tratamentos
(controle, AH e AF) e seis repeticBes, em meio hidropbénico. Apo6s obtencdo das melhores
concentracdes das SH (3,90 e 5,4 Mm L ) a serem utilizadas, conduziu-se o experimento
para avaliacdo do efeito das diferentes SH durante 15 dias, apds esse periodo as plantulas
foram coletadas para avaliacdo das seguintes varidveis: massa seca das raizes, area radicular,
comprimento e densidade das raizes. Ambos os tratamentos com AH e/ou AF mostraram
efeitos significativos sobre os parametros avaliados em relagdo ao tratamento controle.
Portanto, independentemente de seu tamanho molecular, as SH (AH e AF) isoladas de

vermicomposto apresentam capacidade de estimular o crescimento de plantulas de arroz e

! Graduanda em Ciéncias Agrarias na Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri (UFVIM),
Unai, MG, Brasil. E-mail: rafaellaloryane@gmail.com. Autora para correspondéncia.
? Professor Adjunto da Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri (UFVJIM), Unai, MG, Brasil.



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

podem ser utilizadas como uma ferramenta Gtil para melhorar e incrementar o crescimento de
mudas em sua fase inicial.

Palavras-chaves: matéria organica, acidos humicos, acidos falvicos, bioestimulacéo.
ABSTRACT

Humic Substances (SH) can be used to stimulate the plant’s growth, especially for roots
which could act as an important bio-stimulate to reduce the use of fertilizers contributing to a
greener and more sustainable agriculture. This paper aims to investigate the effects of
different humic substances (such as humic acids - HA and fulvic acids - FA) when applied to
rice seedlings (Oriza sativa L.). The experiment was designed with three different treatments
(control, HA and FA) and six repetitions in order to be completely randomized, using
hydroponic method. First, the best concentrations of SH (3,90 e 5,4 Mm L ) were achieved
and then an experiment was conducted in 15 days to determine its effects. The seedlings were
gathered and an evaluation of the following characteristics was made: dry mass of the roots,
radicular area, length and root density. Both HA and FA treatments results showed
improvements compared to control test. Concluding that HS isolated vermicompost samples
could improve the growth of rice seedlings despite of HS’s molecular size (FA and HA)
which could be used as an useful tool to improve sprout’s growth.

Key words: organic matter, humic acid, fuliv acid, biostimulation.

1. INTRODUCAO

A matéria organica desempenha um papel importante do ponto de vista quimico, fisico
e bioldgico. A sua origem, as transformacgdes, a composi¢do quimica e as suas diferentes
funcbes vém sendo objeto de pesquisas e o conhecimento de seus teores é fundamental em

diversas éareas da ciéncia do solo (CONCEICAO et al., 1999). Pode ser dividida em duas
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classes de compostos: as substancias ndo humicas (como proteinas, polissacarideos, acidos
nucleicos, aclcares e aminoacidos) e as substancias humicas (SH) (ATIYEH et al., 2002).

Para formacdo das SH é necessario que ocorra a decomposi¢do da matéria organica
principalmente por intermédio da fauna e da microbiota edafica. O processo de compostagem
e posterior vermicompostagem € uma pratica comum e muito utilizada para acelerar a
estabilizacdo da matéria organica e formacdo das SH (CANELLAS & SANTOS 2005). Na
vermicompostagem as minhocas atuam acelerando o processo de decomposicdo, resultando
no mais valioso e natural adubo organico (MARTINEZ, 1995), sendo em média, 70% mais
rico em nutrientes que os compostos convencionais (LONGO, 1995).

Evidéncias experimentais tém demonstrado que as SH exercem efeitos positivos sobre
0 crescimento e 0 metabolismo das plantas, especialmente sobre o desenvolvimento radicular
(NARDI et al., 2002), e influencia as propriedades quimicas, fisicas e biologicas do
solo(MARQUES JUNIOR et al., 2008). Os efeitos da influéncia de SH sobre a absorcéo de
nutrientes, tanto sobre macro como micronutrientes, foram relatados por varios autores
(VAUGHAN & MALCOLM, 1985; CHEN & AVIAD, 1990).

As SH sdo compostas de trés fracdes: acidos fulvicos, acidos humicos e humina
(SILVA & MENDONCA, 2007). Entretanto, a visdo tradicional postula que apenas os acidos
falvicos sdo capazes de incrementar o crescimento de plantas. A acdo direta das SH sobre o
metabolismo e o crescimento das plantas tem sido atribuida principalmente a acdo das SH de
menor peso molecular, ou seja, os AF (VAUGHAN et al., 1985; NARDI et al., 2002).

PICCOLO (2002) definiu AF como produto da associacdo de moléculas pequenas e
hidrofilicas com uma quantidade de grupos funcionais acidicos suficiente para manter os
agregados dispersos a qualquer valor de pH. Os AH, por sua vez, foram definidos como
associacfes nas quais predominam compostos hidrofébicos estabilizados em pH neutro por

forcas hidrofobicas dispersivas. E a conformacdo dos AH cresce progressivamente de
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tamanho quando as forcas oriundas das ligacdes de hidrogénio sdo progressivamente
aumentadas até um valor baixo de pH na qual floculam.

Ap0s a nova concepcdo de PICCOLO (2002), pesquisas tém mostrado o estimulo que
0s AH exercem sobre o desenvolvimento das raizes. Sugere-se que o arranjo supramolecular
dos AH sofre mudancas estruturais induzidos pelos exsudatos radiculares, tais como acidos
organicos de baixa massa molar, liberando subunidades bioativas com atividade auxinica que,
ao emitir sinais, sensibilizam receptores, tanto na membrana plasmatica como no citoplasma,
desencadeando resposta semelhante a acdo de fitorménios. Deste modo, ocorre a ativacdo da
enzima H'-ATPase promovendo um aumento na absor¢do de nutrientes e a expansio
radicular (FACANHA et al., 2002; CANELLAS & SANTOS, 2005).

No entanto, os resultados obtidos dependem da espécie testada, da origem das SH
utilizadas, da concentracao, do grau de purificacdo e das condicdes em que foram realizados
os experimentos (NARDI et al., 2002). Trabalhos comprovam a existéncia de uma
concentracdo adequada do material himico diferenciada para espécies distintas (DOBBSS et
al., 2007; CANELLAS et al., 2010; CANELLAS et al., 2014).

Procura-se cada vez mais, aplicar SH ou melhorar cultivares para apresentarem um
sistema radicular mais robusto, reduzindo a adubacdo e garantindo vantagem em solos mais
pobres e secos (CANELAS & SANTOS, 2005). Portanto, a compreensao das interacdes entre
as SH e o conhecimento dos seus efeitos sobre o crescimento, pode ser estratégico para o
desenvolvimento de sistemas agricolas sustentaveis. Assim, a hipotese deste trabalho € que
independentemente do material himico a ser utilizado (AH ou AF), os mesmos modificardo a
arquitetura radicular de plantulas de arroz. Para testar tal hipotese foram avaliados os efeitos
de AH e AF isolados de vermicomposto comercial sobre mudangas na arquitetura radicular

em plantulas de arroz (Oryza sativa L.).
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Extracao e valores de Carbono das Substancias Humicas de vermicomposto

O procedimento de extracdo das SH encontra-se descrito com detalhes em
CANELLAS & SANTOS (2005). Resumidamente, foi utilizado NaOH 0,1 mol L™ como
solvente na razdo solvente/vermicomposto de 20:1 (v:m) sob agitacdo durante pelo menos 6
horas em atmosfera inerte de N,. Nesse procedimento as SH sollveis foram extraidas
progressivamente do vermicomposto. A extracdo com o solvente foi repetida até a obtencéo
de um extrato com absorbancia igual a zero em 250 e 465 nm. A separacdo dos AH foi
realizada com o abaixamento do pH da solugdo até 1,5 com HCI 6,0 mol L™. A redissolucdo e
precipitacdo foi repetida trés vezes. Os AH foram lavados com agua até teste negativo com
AgNO; e entdo submetidos a didlise contra agua destilada em membranas de “cut-off” de 14
kDa durante 150 h e posteriormente liofilizados.

O sobrenadante produzido com a acidificacdo do meio alcalino foi colocado numa
coluna preenchida com resina XAD-8 (36 g mL™ de solugdo). A coluna foi lavada com dois
volumes de agua destilada e os AF, retidos na coluna, foram eluidos com uma solucdo de
NaOH 0,1 mol L™. Em seguida, a solugdo alcalina contendo AF foi eluida numa coluna
preenchida com resina trocadora de cations Amberlite IAR 120 H* para posterior dialise
contra 4gua destilada em membranas com poros de 700 Da.

Apls o processo de extracdo e purificacdo, os AH e AF foram submetidos a
determinacdo da composicdo elementar em um analisador elementar automatico (CHN)
Perkin Elmer 2400 em amostras de 4,0 mg de AH e AF em duplicata.

2.2. Avaliacdo dos AH e AF sobre o sistema vegetal (procedimento experimental)

Plantulas de arroz foram testadas quanto a sensibilidade na presenca ou auséncia
(controle) dos AH e AF extraidos de vermicomposto. Foram utilizadas as seguintes

concentracdes dos AH e AF: 0,0 (controle); 2,0; 4,0 e 8,0 mM de C AH ou AF L™ As
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plantulas foram mantidas por quinze dias nos tratamentos e posteriormente coletadas para
avaliacOes da massa seca das raizes e partes aéreas de plantulas de Oryza sativa L. Apés a
analise de regressdo foram determinadas as melhores concentracfes de estimulo as plantulas,
através da integracao das curvas de dose resposta. Apds o ensaio de doses, foi conduzido um
novo experimento, porém utilizando-se a concentracdo 6tima de cada AH e AF onde foram
avaliados os seguintes atributos: massa seca das raizes; densidade das raizes laterais, area
radicular e comprimento das raizes principais.

Em ambos os experimentos as sementes foram devidamente esterilizadas e postas para
germinar sobre telas de gaze que estavam contidas em copos de isopor de 200 e 300 mL (um
dentro do outro). Durante todo tempo experimental os vasos foram completados com as
solucdes de AH e AF. Para cada tratamento foram realizados seis repeticdes, totalizando 18
vasos, cada um com 20 (vinte) plantulas de Oryza sativa L., que permaneceram nos
tratamentos durante 15 dias em estufa incubadora (BOD), a 25° e fotoperiodo de 16 horas.

2.3. Avaliacdes dos aspectos morfolédgicos de Oryza sativa L. (arroz)

As raizes das plantulas de arroz foram coletadas e analisadas individualmente. A
densidade de raizes laterais foi calculada apds a contagem do ndmero de raizes laterais na
imagem e divisdo pelo comprimento das raizes principais. Tanto a area radicular como o
comprimento das raizes principais foram calculados utilizando-se o programa computacional
para analise digital de imagens Delta-TScanTM®. A massa seca das raizes foi determinada
em balanca analitica de precisao apos 48h em estufa a 60°C.

2.4. Delineamento experimental e analises estatisticas

Para todas as varidveis analisadas foi realizada uma anélise de variancia, para
verificacdo do efeito dos tratamentos em relacéo as caracteristicas avaliadas. Os experimentos
foram conduzidos utilizando-se o delineamento inteiramente casualizado (DIC). Para o

experimento de obtencdo das melhores doses das SH (AH e AF), foi realizada uma analise de
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regressao e seus dados (significancias e coeficientes) foram verificados pelo teste F (p<0,05).
Todos os dados foram analisados com o uso do programa estatistico SISVAR (FERREIRA,
2011) e as diferencas entre as médias dos tratamentos comparadas pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade.

3. RESULTADOS E DISCUSAO

Atividade bioldgica dos &cidos humicos (AH) e fulvicos (AF) extraidos de
vermicomposto (ensaio com diferentes concentracoes)

Apds a obtencdo dos valores de carbono igual a 44,6% para os AH e 27,3% para 0S
AF de vermicomposto pela analise de composicdo elementar (CHN), foram realizados 0s
procedimentos para encontrar as doses 6timas de ambos os bioestimulantes (AH e AF).

Conforme pode-se observar na Figura 1, tanto os AH (A e B) quanto os AF (C e D)
isolados de vermicomposto apresentaram habilidade para estimular o enraizamento de
plantulas de Oryza sativa L. dependentemente de uma dose especifica. As curvas de regressao
quadratica para a massa seca das partes aéreas e raizes de plantulas de Oryza sativa L. tratadas
com diferentes concentracGes dos AH e AF se encontram ilustradas na Figura 1. O Quadro 1
indica 0 modelo de concentracdo resposta, mostrando as concentracdes 6timas dos materiais
himicos estudados (AH e AF).

Para os acidos himicos a concentracdo 6tima encontrada foi de 3,90 mM C L™, valor
proximo ao encontrado por RAMOS et al. (2015) que obteve melhor concentragéo de 3,5 mM
C L' também com plantulas de arroz. Ja para os acidos fllvicos a concentracdo 6tima
encontrada foi de 3,54 mM C L™. Falar sobre a origem do material (vermicomposto)

Um dos fatores mais importantes que controlam o enraizamento é a formacéo de raizes
laterais e muitos sinais provenientes do ambiente bem como dos horménios afetam o numero
de raizes laterais emergidas (NIBAU et al., 2008). O fitormdnio auxina esta relacionado com

o0 incremento na inducdo de raizes laterais, pois este atua nos estadios iniciais de formacéo do
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primordio radicular, ativando a divisdo das células do periciclo (CASIMIRO et al., 2001). E
as SH sdo capazes de ativar a rota de sinalizacdo tipicamente utilizada pelas auxinas atuando
como um regulador do crescimento vegetal (DOBBSS et al. 2010).

Atividade bioldgica dos &cidos humicos (AH) e fulvicos (AF) extraidos de
vermicomposto (nas melhores concentracdes obtidas nos ensaios preliminares de
concentragdo-resposta)

Os enraizamentos das plantulas de arroz foram significativamente alterados pela
adicdo de AH e AF a solucdo de cultivo e os resultados sdo apresentados nas Figuras 2, 3, 4.
Imagens das plantulas coletadas no final do experimento mostram claramente a influéncia
positiva dos AH e AF sobre as plantulas (Figura 2).

O resultado do incremento a massa seca das raizes em relacdo ao controle, obtida pela
primeira derivada da regressdo quadratica do efeito da concentracdo dos acidos hdmicos e
falvicos é mostrada na Figura 3A. Resultados semelhantes podem ser encontrados nos
trabalhos de CANELLAS et al (2002), DOBBSS et al. (2007; 2010; 2016) e AGUIAR et al.
(2009). A adicdo de AH e AF a solucdo de cultivo proporcionaram aumentos de 79 e 124%
respectivamente em relacdo ao tratamento controle para a massa seca das raizes (Figura 3A).
Né&o foi observado diferencas significativas entre os diferentes materiais himicos (AH e AF),
porém, ambos incrementaram a massa seca das raizes em relacdo ao tratamento controle.

Ainda de acordo com os dados da Figura 3 B pode-se observar incremento a densidade
de raizes laterais (numero de raizes/comprimento das raizes principais). Novamente sem
diferengas significativas entre AH e AF, mas ambos com diferencas em relagéo ao controle na
ordem de 110% para AH e 174% para AF. De acordo BOTTONLEY (1917) pesquisadores
tém encontrado na matéria organica humificada substancias fisiologicamente ativas com
capacidade de influenciar positivamente o desenvolvimento das plantas. Geralmente, €

observado um forte estimulo no desenvolvimento radicular com concentracdes relativamente
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pequenas de materiais himicos em solucdo e inibicdo do crescimento em doses maiores,
semelhante a curva normalmente obtida nos ensaios com horménios vegetais (VAUGHAN &
MALCOLM, 1985).

PINTON et al., 1999 ressaltam que as raizes laterais, sdo considerados os principais
sitios de absorcdo de agua do sistema radicular, por possuirem mais de 30 vezes o
comprimento total dos eixos principais e superficie oito vezes maior que a raiz mae, coletando
oito vezes mais agua. As substancias humicas atuam sobre a morfologia radicular aumentando
as raizes laterais. Tais mudancas morfoldgicas induzem, também, mudancas fisioldgicas. Por
exemplo, uma maior eficiéncia de absorcdo de nutrientes que confere maior capacidade de
producdo de biomassa sob condicBes de limitacdo de nutrientes do meio conferindo maior
tolerancia aos estresses nutricionais.

As plantas crescem e se desenvolvem estreitamente em contato com as substancias
hamicas, pelo fato destas substancias alterarem diretamente o metabolismo bioguimico das
plantas (ROSA et al. 2009). O crescimento superior das mudas quando na presenca de SH
indica a importancia desse componente no substrato para a producdo de mudas de melhor
qualidade (COSTA et al., 2005).

A partir das andlises apresentadas nas figuras da area radicular (Figura 4A) e
comprimento das raizes principais (Figura 4B), foi revelado o efeito significativo entre as
plantulas avaliadas nos tratamentos com AH e AF em relagéo ao tratamento controle. Sendo
evidente a promogdo do melhor crescimento nos tratamentos com os diferentes materiais

hamicos (porém sem diferencas significativas entre eles).

5. CONCLUSAO
De acordo com as evidéncias experimentais obtidas com o presente trabalho foi

possivel aceitar a hipotese formulada. As substancias humicas (AH e AF) isoladas de
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vermicomposto, independentemente do seu tamanho molecular apresentaram capacidade de
estimular o crescimento de plantulas de Oryza sativa L. e podem ser utilizadas como uma
ferramenta Gtil para incrementar o crescimento radicular e provocar mudancas na arquitetura
radicular de plantulas de arroz. Pode-se afirmar que tanto os acidos hiumicos como os acidos

falvicos geraram beneficios suficientemente concretos sobre as caracteristicas avaliadas.
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Figura 1. Curvas de regressdo quadratica para a massa seca das partes aéreas e raizes de
plantulas de arroz tratadas com diferentes concentracdes de acido humico (AH) (A e B) e
acido falvico (AF) isolado de vermicomposto (C e D).

Quadro 1. Modelo de concentragdo resposta, coeficiente de determinacdo (R?), desvio-

padrdo (DP), nimero de unidades que integram a amostra (n), nivel de significancia da

regressao (p) e ponto de inflexdo (concentracdo 6tima) para a massa seca das partes aéreas de

plantulas de arroz tratadas com AH (MSPA_AH); massa seca das raizes de plantulas de arroz

tratadas com AH (MSR_AH); massa seca das partes aéreas de plantulas de arroz tratadas com

AF (MSPA_AF); massa seca das raizes de plantulas de arroz tratadas com AF (MSR_AF).

Caracteristica Equacdo R? P q " Concentracao 6tima

avaliada (y = b2x? + b1x + b0) (dx/dy): bl +2(b2)x =0
MSPA_AH vy =-0,0009x + 0,0075x + 0,0067 0,976 1,68 20 <0,0001 4,17
MSR_AH y=-0,0004x*+0,0029x + 0,0063 0,9685 2,84 20 <0,0001 3,63
MEDIA 3,90
MSPA_AF y=-0,0014x"+0,0101x + 0,0142 0,9957 1,17 20 <0,0001 3,61
MSF_AF  y=-0,0002x* + 0,0014x + 0,0046 09869 126 20 <0,0001 3,5
MEDIA 3,56
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Figura 2. Imagem representativa das plantulas de Oryza sativa L. coletadas no final do

experimento com as melhores concentragdes obtidas.
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Figura 3. Efeito dos acidos himicos (3,90 mM C L™) e 4cidos fdlvicos (3,56 mM C L™)
isolados de vermicomposto sobre a massa seca radicular (A) e densidade de raizes laterais de
plantulas (B) de plantulas de Oryza sativa L. Os valores representam a média de 20 plantas +
desvio padrdo. Médias seguidas de letras diferentes nas colunas sdo estatisticamente
diferentes pelo Teste de Tukey (p<0,05).
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Figura 4. Efeito dos 4cidos himicos (3,90 mM C L™) e é4cidos falvicos (3,56 mM C L™%)
isolados de vermicomposto sobre a area radicular (A) e comprimento das raizes principais (B)
de plantulas de Oryza sativa L. Os valores representam a média de 20 plantas *+ desvio
padrdo. Médias seguidas de letras diferentes nas colunas séo estatisticamente diferentes pelo
Teste de Tukey (p<0,05).
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ANEXO

Este artigo seguiu as normas para publicacdo, da Revista Ciéncia Rural da
Universidade Federal de Santa Maria, que publica na area de Ciéncias Agrarias.

Normas da revista disponivel em: http://coral.ufsm.br/ccrrevista/normas.htm

Todas as linhas deverdo ser numeradas e paginadas no lado inferior direito. O trabalho
devera ser digitado em tamanho A4 210 x 297mm com, no maximo, 25 linhas por
pagina em espaco duplo, com margens superior, inferior, esquerda e direita em 2,5cm,
fonte Times New Roman e tamanho 12. O maximo de paginas sera 15 para artigo
cientifico, 20 para revisdo bibliografica e 8 para nota, incluindo tabelas, graficos e
figuras. Figuras, graficos e tabelas devem ser disponibilizados ao final do texto e
individualmente por péagina, sendo que ndo poderdo ultrapassar as margens e nem
estar com apresentacdo paisagem.

O artigo cientifico devera conter os seguintes topicos: Titulo (Portugués e Inglés);
Resumo; Palavras-chave; Abstract; Key words; Introducdo com Reviséo de Literatura;
Material e Métodos; Resultados e Discussdo; Conclusdo e Referéncias;

Descrever o titulo em portugués e inglés (caso o artigo seja em portugués) - inglés e
portugués (caso o artigo seja em inglés). Somente a primeira letra do titulo do artigo
deve ser maiuscula exceto no caso de nomes proprios. Evitar abreviaturas e nomes
cientificos no titulo. O nome cientifico s6 deve ser empregado quando necessario.

As citagdes dos autores, no texto, deverdo ser feitas com letras maidsculas seguidas do
ano de publicagdo, conforme exemplos: Esses resultados estdo de acordo com o0s
reportados por MILLER & KIPLINGER (1966) e LEE et al. (1996), como uma ma
formagéo congénita (MOULTON, 1978).

As Referéncias deverdo ser efetuadas no estilo ABNT (NBR 6023/2000) conforme

normas préprias da revista.
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