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RESUMO GERAL

DA SILVA, Maura Santos Reis de Andrade. Resposta de plantas de arroz a aplicagdo de
acido humico e bactérias promotoras de crescimento. 2018. 54f. Dissertacdo (Mestrado em
Agronomia, Ciéncia do Solo). Instituto de Agronomia, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro. Seropeédica, RJ. 2018.

A diferenca quanto a capacidade de absor¢do de nutrientes entre distintas espécies de plantas
esta relacionada a variacdo na magnitude do sistema radicular e/ou na cinética de absorcéao de
nutrientes. O uso mais eficiente destes elementos pelas plantas retrata menor perda destes por
percolacdo, volatilizacdo (N) ou com a drenagem de agua, ao absorvé-los efetivamente mais
rapido e em maior quantidade. A distribuicdo espacial do sistema radicular determina a
habilidade da planta em explorar eficientemente estes recursos, que em muitos ambientes séo
pouco disponiveis. Desta forma, o objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito da inoculacdo
com bactérias promotoras de crescimento (BPCV) e também pela aplicacdo de acido himico
(AH) sobre a morfologia do sistema radicular e a influéncia deste no incremento de fitomassa
das plantas de arroz, em solucdo nutritiva. A dissertacdo foi dividida em dois capitulos: no
primeiro capitulo o estudo avaliou alteracGes morfoldgicas e de fitomassa das plantas de arroz
por meio da inoculagdo com BPCV em solucéo nutritiva de Hoagland, sendo estas: Escherichia
coli, Azospirillum brasilense sp 245, Gluconacetobacter diazotrophicus estirpe PAL 5,
Gluconacetobacter diazotrophicus lao-; no segundo capitulo avaliou-se a resposta
morfofisioldgica de plantas de arroz na presenca e na auséncia de acidos humicos em solucéo
nutritiva durante onze avaliacBes, de modo a caracterizar os componentes fisioldgicos,
diferencas no acumulo e a distribuicdo de massa seca do arroz em resposta a aplicacédo de acido
hdmico por meio da analise quantitativa de crescimento vegetal. No Capitulo I, a massa fresca
e massa seca da parte aérea e diametro médio apresentaram diferencas significativas entre 0s
tratamentos. A inoculacdo da estirpe G. diazotrophicus PAL 5 proporcionou maior crescimento
das plantas de arroz, e a E. coli promoveu engrossamento da raiz. No Capitulo I, os
componentes fisioldgicos: taxas de crescimento absoluto e de crescimento relativo e, taxa de
assimilacdo liquida, foram superiores nas plantas tratadas com &cido humico, devido as
diferencas no acumulo e distribuicdo de massa seca das plantas. Em ambos os experimentos 0s
tratamentos influenciaram a morfologia do sistema radicular o que repercutiu em alteragdes no
incremento de fitomassa na planta. As bactérias promotoras de crescimento vegetal promovem
estimulos sobre os parametros morfoldgicos do sistema radicular e incrementa a fitomassa das
plantas de arroz. As propriedades bioativas do &cido humico de vermicomposto promove a
formacdo de um sistema radicular maior, que possivelmente melhora a captacdo de agua e
nutrientes pelas plantas da solucdo nutritiva, proporcionando um crescimento mais rapido e
vigoroso das plantulas de arroz.

Palavras-chave: Inoculagdo. Sistema radicular. Vermicomposto. Anélise de crescimento
vegetal.
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GENERAL ABSTRACT

DA SILVA, Maura Santos Reis de Andrade da Silva. Resposta das plantas de arroz a
aplicacdo de acido humico e bactérias promotoras de crescimento. 2018. 54p. Dissertation
(Master Science in Agronomy, Soil Science). Instituto de Agronomia, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro. Seropédica, RJ. 2018.

The difference in nutrient absorption capacity between different plant species is related to the
variation in the magnitude of the root system and / or the kinetics of nutrient absorption. The
more efficient use of nutrients by plants shows less loss of these by percolation, volatilization
(N) or water drainage, by absorbing them effectively faster and in greater quantity. The spatial
distribution of the root system determines the ability of the plant to efficiently exploit these
resources, which in many environments are found in low availability. The objective of this work
was to evaluate the morphological alterations of the root system and its influence on the
increment of phytomass of rice plants by inoculation with plant growth-promoting
bacteria (PGPB) and also by the application of humic acid (HA) nutritious solution. The thesis
was divided into two chapters: in the first chapter the study evaluated morphological and
phytomass changes of rice plants by inoculation with PGPB in Hoagland nutrient solution,
Escherichia coli, Azospirillum brasilense sp 245, Gluconacetobacter diazotrophicus PAL 5,
Gluconacetobacter diazotrophicus lao-; in the second chapter the morphophysiological
response of rice plants in the presence and absence of humic acids in nutrient solution during
eleven evaluations was evaluated in order to characterize the physiological components,
differences in the accumulation and the distribution of dry mass of the rice in response to the
application of humic acid by quantitative analysis of plant growth. In Chapter I, fresh weight
and dry mass of shoot and mean diameter showed significant differences between treatments.
Inoculation of the G. diazotrophicus PAL 5 strain resulted in higher growth of rice plants, and
E. coli promoted root thickening. In Chapter I, the physiological components: rates of absolute
growth and relative growth and net assimilation rate were higher in humic acid treated plants,
due to differences in accumulation and distribution of dry mass of plants. In both experiments
the treatments influenced the morphology of the root system which had repercussions on
changes in the phytomass increment in the plant. The plant growth promoting bacteria stimulate
the morphological parameters of the root system and increase the phytomass of the rice plants.
The bioactive properties of vermicompost humic acid promotes the formation of a larger root
system, which possibly improves the uptake of water and nutrients by the plants of the nutrient
solution, providing a faster and more vigorous growth of the rice seedlings.

Keywords: Inoculation. Root system. Vermicompost. Plant growth analysis.
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1. INTRODUGCAO GERAL

O sistema agricola moderno mantém altos niveis de producdo mediante o uso intensivo
de fertilizantes e recursos naturais. A conducdo dessas praticas tem chamado a atengdo para a
necessidade de um novo modelo de cultivo que minimize os impactos gerados e preserve o
elevado padrdo de producdo. Dentre os insumos como alternativas sustentaveis que possuem
efeitos diretos e indiretos sobre o crescimento vegetal, destacam-se os produtos a base de
Substancias Humicas (SH) (CANELLAS & OLIVARES, 2014), acidos humicos e acidos
falvicos (CANELLAS et al., 2015), vermicomposto (AGUIAR et al., 2013), carvéo bioativo
(biochar) (MONTERUMICI et al., 2015), fungos micorrizicos arbusculares (ROUPHAEL et
al., 2015), inoculantes para espécies leguminosas [Bradyrhizobium da soja] (HUNGRIA,;
CAMPO; MENDES, 2001) e ndo leguminosas [Herbaspirillum e Azospirillum; Nitrospirillum
amazonense] (EMBRAPA, 2016; EMBRAPA, 2018) e de bactérias promotoras do crescimento
vegetal com potencial na horticultura (RUZZI & AROCA, 2015) .

O uso na promocao de crescimento vegetal de SH tem atraido a atencéo de agricultores
e empresarios com a abertura ascendente para a comercializacdo de produtos a base dessas
substancias. No entanto, grande parte desses produtos extrai SH de fontes ndo renovaveis. Uma
alternativa é a aquisicdo de matéria himica oriunda da transformacao de residuos organicos por
microrganismos e minhocas, requerido como vermicompostagem. O produto gerado € o humus
de minhoca naturalmente enriquecido com &cidos humicos (AH) e com atribui¢do para
promocdo do crescimento vegetal, especialmente do sistema radicular (CANELLAS et al.,
2002; AGUIAR et al., 2013). A utilizagdo de BPCV como insumo biol6gico também ndo é
nenhuma novidade. Trabalhos iniciados pela Doutora Johanna Ddbereiner ja discorriam o
potencial de bactérias na promocdo direta e indireta do crescimento vegetal (BALDANI et al.,
1983), porém o uso de inoculantes para poaceas ainda € incipiente frente a extensao do mercado
brasileiro.

O termo “bioestimulante” é relativamente novo e sua aplicacdo na comunidade
cientifica ainda é obscura. Uma definicdo ampla foi introduzida por du Jardin (2012) onde,
bioestimulantes vegetais sdo constituidos por substancias (com excecdo de nutrientes e
pesticidas), que quando aplicados a plantas, sementes ou substratos, apresentam capacidade de
alterar processos fisiologicos em plantas, favorecendo o crescimento como também
aumentando a resposta frente a estresse . Dentro deste contexto, as substancias humicas e
bactérias promotoras de crescimento vegetal se caracterizam como dois grandes grupos de
bioestimulantes vegetais.

Tanto SH e BPCV possuem efeitos semelhantes frente a acdo no crescimento de plantas
e mitigacdo dos efeitos adversos ocasionados por estresse. Ja foi relatado que ambos possuem
acdo sobre a morfologia radicular e também na nutricdo de plantas. (HALPERN et al., 2015;
MATUSZAK-SLAMANI et al., 2017; OLIVARES et al.,, 2017). O que os coloca como
importantes biotecnologias a serem exploradas em prol da melhoria de produgéo das culturas,
especialmente em condicdes de estresse.

As respostas aos insumos biologicos dependem em grande parte da interagdo planta-
ambiente. Por outro lado, os insumos minerais possuem acdo direta e tém respostas mais
expressivas e faceis de serem interpretadas e recomendadas. Um dos grandes obstaculos
atualmente é a aquisicao de alternativas para a producao agricola menos agressiva ao ambiente.
A necessidade por mais informagdes e trabalhos sob essa Gtica traz a relevancia a este trabalho,
que se justifica pela busca da melhor compreensdo do efeito de promocdo do crescimento
radicular caracteristico de acido himico e também de bactérias promotoras de crescimento



frente aos possiveis incrementos gerados por essas biotecnologias a aquisicdo de biomassa e
seu potencial uso como insumo agricola.

O estudo foi desenvolvido em dois capitulos, o primeiro capitulo avaliou as alteracdes
morfologicas do sistema radicular e producdo de massa em plantas de arroz por bactérias
promotoras de crescimento vegetal e o segundo, a analise quantitativa do crescimento das
plantas de arroz tratadas com acido humico

O objetivo geral desse trabalho foi avaliar as alteracbes morfologicas do sistema
radicular e o incremento de fitomassa das plantas de arroz por meio da inoculagcdo com bactérias
promotoras de crescimento e também pela aplicacdo de &cido humico em solucédo nutritiva.

Os objetivos especificos foram:

o Avaliar as alteracfes morfoldgicas do sistema radicular, bem como o incremento de
fitomassa de plantas arroz por meio da inoculacdo com bactérias promotoras de crescimento;
o Caracterizar os componentes fisioldgicos, as diferencas no acimulo e a distribuicdo de

massa seca do arroz em resposta a aplicacdo de acido humico por meio da analise quantitativa
de crescimento;

o Avaliar as mudancas dos parametros morfoldgicos do sistema radicular do arroz em
resposta as aplicacdes de acido humico;

Como hipoteses temos que:

o A inoculacdo com as bactérias promotoras de crescimento estimula o desenvolvimento
radicular e da parte aérea das plantas, com diferencgas de desempenho entre as diferentes estirpes
de bactérias avaliadas;

o A estirpe de bactéria promotora de crescimento deficiente na producdo de acido
indolacético tem um desempenho inferior as estirpes selvagens de bactérias, com menor
promocdo do desenvolvimento das plantas;

o A aplicacdo de acido humico estimula o crescimento radicular e da parte aérea das
plantas.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Vermicompostagem e Substancias Humicas

Considerada um importante constituinte do ecossistema, a matéria orgénica atua em
varias propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas do solo, sendo fundamental para o adequado
funcionamento deste (DICK et al., 2007).

A vermicompostagem é uma técnica grandemente utilizada para a estabilizacdo rapida
da matéria organica (ALMEIDA, 1991). Durante a vermicompostagem, a minhoca ingere e
digere residuos organicos, expelindo excrementos com formas especiais chamados coprolitos
(em inglés “casting”), constituidos de agregados de terra e matéria organica digerida. Os
coprolitos abrangem nutrientes de plantas em maior concentracdo do que no solo onde se
localizam. Isto se deve ao fato do coprolito do solo estar misturado com matéria organica e mais
as secrecdes intestinais e urinarias. O material excretado encontra-se em estado mais avancado
de decomposicdo, o que facilita a absorcéo dos nutrientes pelas raizes.

A producdo de acido humico é acelerada devido a digestdo das folhas e a semi-
decomposic¢do provocada pelas minhocas. A reagdo dos cropdélitos é sempre mais neutra do que
a dos solos originais, mesmo que estes sejam acidos ou basicos. Os coprolitos sdo pobres em
argila e ricos em matéria organica, nitratos, fésforos, potassio, calcio e magnésio. Apresentam
alta capacidade de troca cationica (CTC), saturacdo por bases e elevada umidade equivalente
(KIEHL, 1985).

Em sistemas de vermicompostagem, a matéria organica em decomposicdo apresenta
uma matriz heterogénea de componentes organicos com caracteristicas contrastantes. O
vermicomposto, em relacdo ao composto convencional, apresenta maior estabilizacdo dos
residuos organicos que, ao longo do trato digestivo das minhocas, participam de reacdes
enzimaticas, transformando, rapidamente, os residuos em grande quantidade de substancias
hdmicas (SH) (ALMEIDA, 1991).

As substancias himicas constituem um dos principais componentes da matéria organica
do solo e sdo amplamente distribuidas pelo planeta, presentes tanto em ambientes terrestres
como aquético. Englobam as fracBes em fase avancada de decomposi¢do, sem, no entanto,
apresentar vestigios morfologicos do material que as originou (DICK et al., 2007) Apresentam-
se também como fonte de nutrientes para as plantas, disponibilizando carbono (C), nitrogénio
(N), fosforo (P) e enxofre (S). Originam-se a partir da degradacdo quimica e bioldgica de
residuos de plantas, animais e também da atividade microbiana (SCHNITZER, 1978;
STEVENSON, 1994).

A sintese das substancias himicas tem sido objeto de muitas investigagdes. Schnitzer
(1978) enumera quatro teorias para a formacdo desses materiais, a saber:

a) Hipotese das transformacdes das plantas: As fracfes de tecidos vegetais resistentes
a degradacdo microbiana, tais como tecidos lignificados, sdo alteradas superficialmente no solo
para formar as substancias humicas. A composicdo das SH’s ¢ influenciada pela natureza do
material vegetal de origem. Durante os primeiros estagios de humificagdo, os AH’s de alto peso
molecular e as huminas sdo formados; estes sdo seguidamente degradados em AF’s e, por
ultimo, em CO: e H20;

b) Hipotese da polimerizacdo quimica: O material vegetal ¢ degradado por
microrganismos em moléculas mais simples, as quais sdo utilizadas por estes como fonte de
carbono e energia. Os microrganismos sintetizam fenois e aminoacidos, que sdo secretados para
o ambiente, onde sdo oxidados e, posteriormente, polimerizados em substancias humicas. A
natureza do material vegetal original ndo tem efeito sobre o tipo de substancia himica que €
formada,;
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¢) Hipdtese da autélise celular: As substancias humicas sdo geradas da autdlise de
células vegetais e microbianas mortas. Os residuos das células (agticares, aminodcidos, fendis
e outros compostos aromaticos) sdo condensados e polimerizados através da reacdo com
radicais livres;

d) Hipétese de sintese microbiana: Os microrganismos utilizam o tecido vegetal como
fonte de carbono e energia para sintetizar ‘intercelularmente’ matéria humica de alto peso
molecular. Apds a morte desses microrganismos essas substancias sao liberadas ao solo. Assim,
as substancias de elevado peso molecular representam os primeiros estadios de humificacao,
seguidos pela degradacao microbiana extracelular para AH, AF e, finalmente para CO2 e H>O.

O estabelecimento da teoria mais valida sobre a sintese das SH é um tema ainda
discutido, sendo provavel que 0s processos possam ocorrer simultaneamente, embora sob certas
condi¢cdes um possa sobrepor o outro. No entanto, as quatro teorias sugerem que o material
mais complexo (substancias de alto peso molecular) é formado primeiro e que este € entdo
degradado, mais possivelmente por oxidacdo, em material de baixo peso molecular, formando
primeiro os AH e, em seguida, os AF.

As SH apresentam natureza complexa e ainda pouco conhecida. As caracteristicas
estruturais diferem devido a origem do material, método de extragdo e até mesmo pelas
diferentes concentracfes em que se encontram. Os efeitos sobre as plantas também podem
diferir entre espécies vegetais, assim como responder de forma distinta em cada estadio de
desenvolvimento (SANTOS & CAMARGO, 1999).

Geralmente, as SH séo fracionadas em funcéo de sua solubilidade em diferentes faixas
de pH, sendo: cidos falvicos (soliveis em meio acido e alcalino), 4cidos himicos (solGveis em
meio alcalino) e huminas (fracdo insolivel) (KONONOVA, 1982; STEVENSON, 1994;
GUERRA, 2008; IHSS, 2017). Os é&cidos hamicos sdo particularmente definidos
operacionalmente como a fracdo das SH sollveis que precipita pela acidificacdo do extrato
alcalino oriundo da primeira etapa da extracdo convencional (CANELLAS & SANTOS, 2005),
0s AH s&o mais polimerizados e aromatizados do que os AF (PRIMO et al., 2011).

PICCOLO et al. (1999) postulam que os acidos humicos sdo formados por uma mistura
heterogénea de pequenas moléculas reunidas num arranjo supramolecular estabilizado por
forcas relativamente fracas (ligagdes do tipo van de Waals, n-r, CH-7). Essas ligacbes podem
ser quebradas, reversivelmente, na presenca de baixas concentracdes de acidos organicos
(NARDI et al., 2000; COZZOLINO et al., 2001). Esse menor agregado corresponderia a célula
estrutural minima das substancias humicas, sobre a qual desenvolve-se, paulatinamente, a
macroestrutura através da adicdo de camadas sobre esta célula basica, num arranjamento
semelhante ao supraestrutural (ORLOV et al. 1985).

Através da mineralizacdo e decomposicdo da matéria organica, as SH além de
fornecerem nutrientes, podem estimular diretamente o crescimento e a produtividade de plantas,
como o aumento da emissao de raizes laterais e pelos radiculares em plantulas de milho e da
atividade das H*-ATPase conforme observado por Canellas et al., (2002) e Canellas & Santos
(2005).

Os efeitos mais evidentes exercidos por SH s&o as respostas no crescimento das plantas.
Nos ultimos anos, estudos, tém confirmado as observacgdes feitas neste sentido com resultados
gue elucidam diferentes parametros e tratamentos com SH, extraido de muitas fontes naturais
e antropogénicas, testados contra um numero de espécies de plantas superiores (NARDI et al,
2009).

Diversas pesquisas discorrem acerca da capacidade das substancias humicas (SH),
obtidas de diversas origens, em modificar o crescimento, morfologia e arquitetura radicular.
Tais efeitos promovidos pela SH poderiam ser divididos dentro de dois diferentes tipos

4



principais, a saber: efeitos morfoldgicos sobre a raiz individual (nimero de células, tamanho
celular, tipo de célula, raiz lateral, ou pelos absorventes) (VAUGHAN & MALCOLM, 1985;
CANELLAS et al., 2002; SCHMIDT et al.,, 2007; ZANDONADI et al., 2007) e efeitos
morfologicos sobre a raiz inteira (arquitetura radicular, ramificacdo e densidade de raizes
principais secundérias, e espessura da raiz) ( CANELLAS & OLIVARES, 2014;GARCIA et
al., 2016, TAVARES et al., 2017). Muscolo et al. (2007) concluiram que a interacdo entre o
sistema radicular e o material himico na rizosfera é possivel quando moléculas humicas na
solucdo do solo sdo bastante pequenas para fluir dentro do apoplasto e alcancar a membrana
plasméatica. Amostras himicas de pequeno tamanho molecular, geralmente, sdo mais
biologicamente ativas do que qualquer outro material de maior tamanho (PICCOLO et al.,
1992; NARDI et al., 2007).

Canellas et al. (2010), ao estudarem a distribuicdo e funcdo do tamanho molecular das
fragdes de AH isolados de vermicomposto, mostraram que estas induziram a proliferacéo da
emergéncia de raizes laterais nas raizes de milho, além de veicularem um aumento na area de
superficie da raiz. As diferentes fracfes de acidos himicos alteraram a arquitetura radicular e
afetaram o padrdo de crescimento da raiz, promovendo um tamanho maior de raiz, raizes mais
ramificadas, e/ou pélos radiculares com maior area de superficie. Esses resultados corroboram
a hipotese de que o efeito de estimulagéo sobre o crescimento radicular vegetal sofre alteracGes
como as que ocorrem na presenca de auxinas (CANELLAS et al., 2016). A aplicacéo de AH
resulta em inducdo de raizes e expanséo celular, associada ao aumento da atividade bioquimica
e expressdo dos genes que codificam para as ATPases (CANELLAS et al., 2002;
ZANDONADI et al., 2006; ELENA et al, 2009; TAVARES et al., 2017).

2.2. Andlise de Crescimento de Plantas

A anéalise de crescimento representa 0 primeiro passo na interpretacdo e analise da
producdo primaria, € um método para estimar a producédo fotossintética liquida de populacdes
ou comunidades de plantas, empregando praticas de colheitas diretas combinadas com técnicas
matematicas para investigacdo da produtividade ou biomassa, entre espécies, populacdo ou
comunidade, avaliando diferentes gendtipos e fendtipos. E desse modo, mensurando 0s
possiveis efeitos edaficos, climaticos e de tempo sobre agroecossistemas.

Uma das vantagens da analise de crescimento é que se trata de um método simples e
facil de ser aplicado, sendo baseado em fatores primarios, que podem ser obtidos facilmente,
sem grande demanda ou sofisticacdo de equipamentos de laboratério. Os aparelhos basicos
empregados nessa metodologia sdo balancas, estufa de ventilacdo forcada e medidor de area
foliar. Esses dados primérios sdo usualmente a fitomassa seca de cada planta (LOPES & LIMA,
2015).

Duas grandezas basicas sdo requeridas para obtencdo da analise de crescimento: a
guantidade de material vegetal seco e a matéria seca do sistema assimilatério vegetal,
comumente a area foliar. Estas grandezas sdo adquiridas através de coletas sucessivas em
diferentes estadios de ontogenia vegetal. Os componentes do crescimento vegetal podem ser
explicados através de diferentes equacdes, estes componentes sdo conhecidos como taxa de
crescimento. Ha duas técnicas principais empregadas para o calculo destas taxas, a "classica"
ou “tradicional” e a "funcional". Na primeira, as taxas sdo calculadas em intervalos de tempo
fixados por duas amostras sucessivas ao longo do ciclo, utilizando formulas previamente
deduzidas. Na segunda, ha a adaptacdo de funcdes matematicas aos dados originais, e destes
s&o derivados os indices de crescimento (ARAUJO & ROSSIELLO, 2013).

Segundo Hunt (1982), as distintas taxas utilizadas na analise de crescimento vegetal
podem ser resumidas em trés tipos basicos: taxa de crescimento relativo (TCR), que expressa a
quantidade de material vegetal produzido por quantidade de material existente, durante um
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intervalo de tempo; taxa de crescimento absoluto (TCA), que expressa a variagdo de uma
grandeza (crescimento, por exemplo) em um determinado periodo; e a taxa de assimilagédo
liquida (TAL), que expressa o incremento de massa de matéria seca por unidade de &rea foliar
existente na planta (PEIXOTO & PEIXOTO, 2004).

2.3. Bactérias Promotoras de Crescimento: producdo de AIA

A rizosfera pode ser definida como ambiente no qual o sistema radicular possui intensa
influéncia sobre os processos mediados por microrganismos, constituindo-se de uma regido do
solo adjunta as raizes das plantas que se estende a poucos milimetros do rizoplano, apresentando
grande importancia nas interacbes planta-microrganismos (LYNCH, 1990). Bactérias
promotoras de crescimento vegetal (BPCV) constituem um grupo de microrganismos
diversificado e benéfico capaz de aumentar o crescimento das plantas, protegé-las de estresses
bioticos e abidticos. As BPCVs incluem aquelas que possuem vida livre, que formam relac6es
simbidticas especificas com plantas (ex. Rhizobia spp. e Frankia spp), as associadas e as
endofiticas (Figura 1) (SOUZA et al., 2015).

’ Raiz ‘ ’ Interacdo ‘

Associativa

Vidalivre

Figura 1. Diferentes tipos de interacfes entre raizes de plantas e bactérias promotoras de
crescimento vegetal presentes no solo (Esquema adaptado de Souza et al., 2015).

As BPCVs possuem dois modos de acdo frente a promocéo de crescimento: atuam
diretamente, através do fornecimento de recursos ou modulando os niveis de horménios
vegetais. E no modo indireto, reduzindo ou impedindo os efeitos deletérios de patdgenos sobre
crescimento e desenvolvimento das plantas (GLICK, 2012).

A producgédo de fitormdnios por bactérias pode estimular o crescimento vegetal, as
auxinas em especial o AlA sintetizado por estes microrganismos pode estar envolvido em
diferentes niveis na interacdo planta-bactéria (GLICK, 2012). A resposta da planta a presenca
de AIA varia, 0 AlA liberado pela bactéria atua em conjunto com AlA produzido pela planta,
de modo que o impacto gerado por esse fitormdnio possa ser positivo ou negativo dependendo
do balanco hormonal entre 0 AIA exdgeno e enddgeno e também, pela sensibilidade do tecido
vegetal. Como no caso de plantas de pepino, que apresentaram maior crescimento quando
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inoculadas com a estirpe selvagem de Pseudomonas fluorescens CHAO (produtoras de AIA) do
que quando inoculadas com a cepa superprodutora de AIA (DUCA et al.,, 2014). Em
experimento com milho utilizando diferentes estirpes geneticamente modificadas, a
contribuicdo da biossintese de auxinas por Azospirillim brasilense na alteragdo da morfologia
radicular foi avaliada. A inoculagdo com estirpes selvagens de A. brasilense Sp7 e Sp 245
culminou na diminuicdo da raiz principal e aumento de pélos radiculares, estes efeitos ndo
foram observados quando se utilizou as estirpes mutantes (DOBBELAERE et al., 1999). Por
outro lado, a inoculacdo de Pseudomonas fluorescent BSP53a que superproduzem AlA afetou
positivamente o desenvolvimento de estacas em groselheira-preta, com efeito mais acentuado
no peso e na morfologia do sistema radicular, sugerindo o efeito estimulante ao AIA adicional
da bactéria (DUBEIKOVSKY et al., 1993). Além disso, o tamanho populacional desses
microrganismos afeta a quantidade de AIA compelido a planta e, por conseguinte, pode
influenciar na promocao ou inibic¢&o do crescimento da planta pela bactéria (DUCA et al.,2014).
Ja foi relatado que além do efeito direto a promocédo de crescimento, bactérias produtoras de
AlA podem atuar na inibicdo de patdégenos. A Pseudomonas putida 1290, além de sintetizar
também é capaz de catabolizar AIA. Em experimento com co-inoculacdo em raizes de rabanete,
esta estirpe reduziu os efeitos deletérios de altas concentraces de AlA produzidos por bactérias
fitopatogénicas. Acendendo a importancia de microrganismos que catabolizam AIA na
prevencdo do ataque de patdgenos (LEVEAU & LINDOW, 2005).



3. CAPITULO |

ALTERACOES MORFOLOGICAS DO SISTEMA RADICULAR E
PRODUCAO DE MASSA EM PLANTAS DE ARROZ POR BACTERIAS
PROMOTORAS DE CRESCIMENTO VEGETAL



3.1. RESUMO

A rizosfera compreende a regido do solo que apresenta grande influéncia das raizes, onde ocorre
0 maximo desenvolvimento e atividade das comunidades microbianas, incluindo
microrganismos capazes de promover o crescimento vegetal. Entre estes ltimos, as bactérias
promotoras de crescimento vegetal (BPCV) colonizam raizes e atuam por mecanismos diretos
e indiretos no aumento do crescimento das plantas. A modificacdo na morfologia de raizes por
essas bactérias implica muita das vezes no aprimoramento da ramificacdo das raizes laterais e
no desenvolvimento de pelos radiculares, melhorando a nutrigéo de planta e influenciando sua
a fisiologia. O objetivo do trabalho foi avaliar a resposta morfologica do sistema radicular de
plantulas de arroz frente a inoculagdo com Escherichia coli, Azospirillum brasilense sp 245,
Gluconacetobacter diazotrophicus estirpe PAL 5, Gluconacetobacter diazotrophicus lao- em
solucéo nutritiva de Hoagland.O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com
oito repeticBes para cada tratamento. Ao final do experimento foram avaliados os seguintes
parametros: massa fresca de parte aérea e raiz, massa seca de raiz e parte aérea, comprimento,
area de superficie, diametro médio, volume e numero de pontas. A massa fresca e massa seca
da parte aérea e diametro médio apresentaram diferenca significativas entre os tratamentos. A
inoculacdo da estirpe G. diazotrophicus PAL 5 proporcionou maior crescimento das plantas de
arroz. Por outro lado, a E. coli promoveu engrossamento da raiz.

Palavras chave: G. diazotrophicus PAL 5. Massa seca. Diametro radicular.



3.2. ABSTRACT

The rhizosphere comprises the soil region that shows great influence of the roots, where the
maximum development and activity of the microbial communities occurs, including
microorganisms capable of promoting plant growth. Among the latter, growth-promoting
bacteria (PGPB) colonize roots and act by direct and indirect mechanisms in increasing plant
growth. The modification in root morphology by these bacteria often implies the improvement
of lateral root branching and the development of root hair, improving plant nutrition and
influencing its physiology. The objective of this work was to evaluate the morphological
response of the root system of rice seedlings against the inoculation with Escherichia coli,
Azospirillum brasilense sp 245, Gluconacetobacter diazotrophicus strain PAL 5,
Gluconacetobacter diazotrophicus lao- in nutrient solution from Hoagland. The experimental
design was completely randomized with eight replicates for each treatment. At the end of the
experiment, the following parameters were evaluated: Fresh weight of shoot and root, dry mass
of root and shoot, length, surface area, mean diameter, volume and number of tips. The fresh
weight and dry mass of the aerial part and average diameter showed a significant difference
between the treatments. Inoculation of the G. diazotrophicus PAL 5 strain resulted in higher
growth of rice plants. On the other hand, E. coli promoted thickening of the root.

Key words: G. diazotrophicus PAL 5. Dry mass. Root diameter.

3.3. INTRODUCAO
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Além do papel na fixagdo da planta ao solo, absorc¢ao de agua e de ions, armazenamento
de nutrientes e crescimento do vegetal, o sistema radicular estd em contato direto com
populacbes microbianas do solo (BERG & SMALLA, 2009). As raizes das plantas liberam uma
grande diversidade de nutrientes organicos e sinais moleculares que atraem populacdes
microbianas, especialmente aquelas capazes de metabolizar compostos exsudados e de se
proliferar neste habitat (VACHERON et al., 2013). A arquitetura do sistema radicular € de
grande importancia para a exploragéo eficiente de recursos no solo e para a sobrevivéncia das
plantas sob condi¢des menos favoraveis. A plasticidade do sistema radicular é devida a fatores
genéticos, abidticos e bioticos, incluindo neste Gltimo, a acdo de bactérias promotoras de
crescimento vegetal (BPCV) (OSMONT, SIBOUT, & HARDTKE, 2007; OTVOS &
BENKOVA, 2017).

As bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV) sdo um grupo de
microrganismos que colonizam as raizes das plantas e conferem beneficios ao crescimento e ao
desenvolvimento vegetal, através de efeitos diretos e indiretos. Os efeitos incluem o aumento
da aquisicdo de nutrientes para a planta, producédo de fitohormonios e controle ou inibigédo da
atividade de patdgenos. Diferentes géneros bacterianos, como Arthrobacter, Azoarcus,
Azospirillum,  Azotobacter, Bacillus, Bradyrhizobium, Burkholderia, Clostridium,
Enterobacter, Herbaspirillum, Gluconacetobacter, Klebsiella, Pseudomonas, Rhizobium e
Serratia abrigam estirpes especificas relatadas como BPCV (VACHERON et al., 2013;
PODILE & KISHORE, 2007).

As BPCV sintetizam fitohormonios, os quais estdo relacionados com o padrdo de
crescimento das raizes, resultando em raizes mais ramificadas e/ou com maior area de
superficie. O acido indol-3-acético (AlA) é comumente produzido por essas bactérias, 0 que
parece conferir as plantas raizes mais desenvolvidas. Outros horménios vegetais também séo
produzidos pelas BPCV, porém geralmente ndo na mesma propor¢do que o AlA (VESSEY,
2003).

BPCV tais como Azospirillum irakense e Herbaspirillum seropedicae ja foram relatadas
como moduladoras da arquitetura radicular em arroz (SEKAR, et al., 2000,
BRUSAMARELLO-SANTOS et al., 2012). Chamam et al. (2013) e Rodrigues et al. (2016)
mostraram o efeito da inoculacdo de Azospirillum lipoferum e Gluconacetobacter
diazotrophicus Pal 5 sobre 0 aumento do nimero de raizes, 0 comprimento total da raiz e a
superficie radicular de arroz, respectivamente. Estirpes de Gluconacetobacter diazotrophicus
Pal 5 selvagens e seu mutante que produz 95% menos AlA foram testadas frente inoculagdo em
arroz. Plantas inoculadas com a estirpe selvagem apresentaram desenvolvimento radicular
significativamente maior que a estirpe mutante, reforcando o papel desse fitohormonio na
morfologia radicular (RODRIGUES et al, 2016). Ja em estudos desenvolvidos por Dobbelaere,
et al (1999), foi observado que a aplicacdo de Azospirillum brasilense Sp245 e Sp7 resultou no
aumento de pelos radiculares e diminuicdo da raiz primaria, efeito caracteristico da auxina.

A melhoria da morfologia radicular é uma das alternativas para a manutencdo da
produtividade de arroz em diferentes solos e sob condi¢cfes desfavoraveis (PAEZ-GARCIA et
al., 2015). No entanto, apesar de experimentos em campo retratarem a condicao real das raizes
dentro do contexto agricola, estudar o sistema radicular sob esta dindmica é dificil devido a
falta de metodologias que fornecam resolugcdo para observacdo e, a entraves presentes na
amostragem, uma vez que ha perda de material durante a extracao.
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Para tanto, abordagens em condi¢fes mais controladas como a utilizacdo de
experimentacao em hidroponia, pode superar essas limitacGes e permitir o estudo mais efetivo
sobre caracteristicas da raiz (XU, et al., 2013).

Dentro desse contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da inoculagdo com
diferentes bactérias sobre as alteracbes morfoldgicas do sistema radicular, bem como o
incremento de fitomassa de plantas arroz em solucédo nutritiva.

3.4. MATERIAL E METODOS
3.4.1. Estirpes de bactérias e condices de cultivo

Foram utilizadas nesse experimento as seguintes estirpes: a PAL 5, que é a tipo da
espécie Gluconacetobacter diazotrophicus (GILLIS et al., 1989); a Gluconacetobacter
diazotrophicus lao-, que é um mutante da estirpe PAL 5, deficiente na producdo de acido
indolacético devido a uma mutacéo no gene L-amino acido oxidase (lao) (RODRIGUES et al.,
2016); Azospirillum brasiliense sp 245, uma estirpe isolada de trigo e comprovada como
promotora do crescimento de plantas (BALDANI et al., 1983); e Escherichia coli DH10b, uma
estirpe utilizada como vetor em ensaios de biologia molecular (GRANT et al., 1990).

Os indculos de G. diazotrophicus estirpe PAL 5 lao- foi cedida pelo laboratorio de
Genética e Bioguimica da Embrapa Agrobiologia. A estirpe A. brasiliense sp 245 e G.
diazotrophicus PAL 5 estdo depositadas no Centro de Recursos Bioldgicos Johanna
Ddobereiner (CRB-JD) na Embrapa Agrobiologia.

Todas as estirpes foram cultivadas em meio DYGS (BALDANI et al.,2014) a 30 °C por
48 horas em 150 rpm, a G. diazotrophicus estirpe PAL 5 lao™ foi cultivada nas mesmas
condigdes mas com o antibidtico canamicina . O indculo de E. coli DH10b foi preparado em
meio Lb, a 37 °C por 24 horas, a 150 rpm.

3.4.2. Experimento de arroz em condicéo de hidroponia

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com oito repeticdes para
cada tratamento. Os tratamentos consistiram na aplicacdo individual de cada bactéria: E. coli,
A. brasilense sp 245, G. diazotrophicus PAL 5, G. diazotrophicus lao™ e em um controle sem
inoculacéo.

As sementes de arroz da variedade Piaui foram inicialmente desinfestadas em
hipoclorito de sédio 2%, durante 30 minutos, sob agitacdo orbital e, em seguida, lavadas dez
vezes em agua destilada. Depois de desinfestadas, foram germinadas na superficie da lamina
de agua de um vaso, sustentadas por uma gaze, de modo que estivessem bem espacadas para
gue as raizes ndo se embaragassem durante seu crescimento.

Dez dias ap0s a germinacdo (DAG), cada vaso pléastico foi preenchido com 700 mL de
solucéo de Hoagland (HOAGLAND & ARNON, 1950) modificada a ¥ Forca l6nica . Foram
alocadas quatro plantulas por vaso. Nos trés primeiros dias, as plantulas foram mantidas apenas
nessa solucdo e, apos este periodo, foram inoculadas 5 mL de cada estirpe conforme os
tratamentos indicados. O inoculo foi aplicado nas raizes na ocasido da troca de solugéo nutritiva.
O controle recebeu meio de cultivo sem bactéria.

As plantas foram mantidas sob um regime de 12h/12h (luz/escuro) de fotoperiodo a 25
°C, em camara de crescimento na Embrapa Agrobiologia e foram coletadas 21 DAG.

Foram determinadas a massa fresca e seca da parte aérea e da raiz. As raizes de arroz
foram uniformemente distribuidas sob camada de dgua em bandeja transparente de acrilico 30
cm x 40 cm, para sua digitalizacdo em resolucdo de 600 dpi (pontos por polegada) com um
sistema de digitalizacdo Epson Expression 10000XL com unidade de luz adicional (TPU).
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Imagens das raizes foram convertidas para formato em tons de cinza de oito bits e
individualmente trabalhadas de acordo com Tavares (2014), analisadas e quantificadas por
diferentes parametros, a saber: comprimento (mm), area de superficie (mm?), diametro médio
(mm) , volume (mm?®) e nimero de pontas, usando o software WinRhizo Arabidopsis, 2012b
(Régent Instruments, Quebec, Canada Inc.).

Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) com teste F, e a
normalidade dos erros foram verificados pelo teste de Shapiro-Wilk e o teste de Bartlett para a
homocedasticidade das variancias (NETER et al., 1974). As medias foram testadas por Tukey
a 5% de probabilidade por meio do pacote agricolae (MENDIBURU, 2014). O software
utilizado foi R (R CORE TEAM, 2017).
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3.5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os tratamentos com as bactérias promotoras de crescimento promoveram um estimulo
sobre a producdo da massa fresca da parte aérea das plantas de arroz (Figura 2), porém este ndo
foi grande o suficiente para se diferenciar significativamente do controle nao inoculado (p <
0,05). As plantas inoculadas com a E. coli, apresentaram o menor incremento em parte aérea,
sendo este mesmo menor que o do controle. Efeito similar foi observado sobre a massa seca. A
inoculagdo da estirpe G. diazotrophicus PAL 5 promoveu o crescimento da parte area,
diferindo-se significativamente do tratamento de inoculacdo com a E. coli. (Figura 2). Os
demais tratamentos n&o diferiram entre si.
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Figura 2. Massa fresca de parte aérea e de raiz e massa seca de parte aérea e de raiz de plantas
de arroz ndo inoculadas (Cont) e inoculadas, com as bactérias: G. diazotrophicus PAL 5 (Gluc),
Azospirilllum brasilense sp 245 (Az), G. diazotrophicus lao- (Gm) e E. coli (Ec). As letras
representam médias que diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Os tratamentos ndo estimularam significativamente o nimero de pontas, o volume e o
comprimento total das raizes. Por outro lado, o tratamento com E. coli proporcionou maior
didametro de raizes se comparado ao controle sem inoculagdo (Figura 3), que apresentou o menor
didmetro de raizes dentre todos os tratamentos.
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Figura 3. Numero de pontas, volume total de raiz, diametro médio de raizes e comprimento
total das raizes de arroz ndo inoculadas (Cont) e inoculadas, com as seguintes bactérias: G.
diazotrophicus PAL 5 (Gluc), Azospirilllum brasilense sp 245(Az), G. diazotrophicus lao-
(Gm) e E. coli (Ec). As letras representam médias que diferem pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

O comprimento de raizes superfinas (diametro entre 1,0-1,5 mm) (TAVARES, 2014)
foi estimulado quando as plantas de arroz foram inoculadas com A. brasilense sp 245 (Figura
4). O tratamento sem inoculacdo apresentou menor comprimento de raizes superfinas. Os
demais tratamentos ndo diferiram.

A massa fresca da raiz apresentou baixo grau de associa¢cdo com a massa seca de raiz
(Figura 5).

Ja a massa fresca da parte aérea apresentou correlacdo alta, positiva e significativa com
a massa seca da parte aérea. Além disso, tanto a massa fresca quanto seca, apresentou baixo
grau de associagdo com os pardmetros morfoldgicos da raiz (Figura 5).

A correlagdo entre comprimento e area de superficie, foi alta, positiva e significativa
(p<0,01), assim como a correlacdo entre 0 comprimento com nimero de pontas e com a classe
de raizes superfinas (0<T< 0,5). O comprimento também apresentou correlagdo positiva e
significativa com volume e didmetro de raiz, sendo o Ultimo com grau fraco de associagdo. A
classe de raizes superfinas também apresentou correlacéo alta, positiva e significativa com o
namero de pontas e com a area de superficie. O volume apresentou alta, positiva e significativa
correlagdo com a area de superficie. Este apresentou também correlagdo com o diametro medio,
sendo ela mais fraca em relacdo ao volume com o comprimento e &rea de raiz.
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Figura 4. Comprimento de raiz com diametro entre 1,0-1,5 mm de plantas de arroz néo
inoculadas (Cont) e inoculadas, com as bactérias: G. diazotrophicus PAL 5 (Gluc),
Azospirilllum brasilense sp 245(Az), G. diazotrophicus lao- (Gm) e E. coli (Ec). As letras
representam médias que diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 5. Matriz de correlagdo de Pearson para dados de parte aérea raiz e para parametros
morfologicos radiculares de plantas de arroz inoculadas com G. diazotrophicus PAL 5,
Azospirilllum brasilense sp 245, G. diazotrophicus lao- e E. coli e para ndo inoculadas.

A avaliagdo da promocédo do crescimento das plantulas de arroz através da alteragdo
morfologica no sistema radicular, bem como a massa fresca e massa seca da parte aérea e de
raiz mostraram um efeito da inoculacdo da estirpe G. diazotrophicus PAL 5 na promocdo de
crescimento da parte area, diferindo significativamente do tratamento inoculado com E. coli.
Enquanto os demais tratamentos (Az, Gm e Cont) ndo diferiram entre si.
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Rodrigues et al. (2016), em um experimento de inoculacdo do arroz, verificaram que
houve menor desenvolvimento das raizes (comprimento, superficie, nimero de pontas e
ramificagdo) como consequéncia da inoculagdo com G. dizotrophicus lao- se comparada a
inoculacdo com a estirpe selvagem. Contudo, 0 mesmo comportamento ndo foi observado no
presente estudo. De fato, as plantas inoculadas com a estirpe PAL 5 e com a estirpe lao
obtiveram o mesmo namero de pontas, volume, didmetro e comprimento de raizes.

Uma possivel explicacdo é devido a diferenca no delineamento experimental (presenca
e auséncia de n na solucdo de Hoaglang) e pelos diferentes tempos de avaliacdo. Rodrigues et
al. (2016) verificaram efeitos significativos no desenvolvimento inicial da planta, aos 3 e 7 dias,
enguanto no presente trabalho avaliou-se as mesmas variaveis 21 dias apds a germinagéao.

Embora ndo tenha ocorrido diferenca no que diz respeito as raizes, ainda assim
observou-se uma menor producdo de massa fresca e seca quando a planta foi inoculada com a
G. dizotrophicus mutante em comparacdo com a selvagem (Figura 1). A analise estatistica
mostra ambiguidade, o que nao permite dizer que houve uma diferenca significativa entre esses
dois tratamentos, porém, vé-se que uma menor producdo de biomassa foi estimulada pela
estirpe mutante. O tratamento com a G. diazotrophicus PAL 5 foi o0 Unico que se destacou do
pior tratamento, o inoculado com E. coli. Isto demonstra que essa estirpe tem potencial para
estimular o crescimento do arroz, mesmo tendo sido originalmente isolada de cana-de-acucar
(GILLIS et al., 1989). Na cana-de-acucar, a G. diazotrophicus PAL 5 é capaz de promover o
aumento de raizes laterais e adventicias, conforme verificado em experimento hidropdnico sem
nitrogénio em cana-de-actcar micropropagada (GALVAOQ, 2012).

Sevilla et al. (2001) observaram que em experimento em camara de crescimento com
cana de agucar em condicdo de nitrogénio limitante, plantas inoculada com estirpe PAL 5 e a
mutante MAd3A ( nif —) apresentaram comportamentos diferentes. As plantas inoculadas com
PAL 5 apresentaram maior contetdo de N do que plantas inoculadas com a mutante ou sem
inoculacdo, indicando que o N fixado durante a associacdo da planta com a estirpe PAL 5
melhora o desempenho da planta. Quando N ndo era limitante, a estimulacdo do crescimento
foi observada em plantas inoculadas com ambas as bacteérias, sugerindo um efeito adicional de
G. diazotrophicus a FBN.

O Azospirillum brasilense ja é conhecido de longa data como capaz de promover o
crescimento de plantas (BALDANI et al., 1983; BODDEY et al., 1986), o que inclui plantas de
arroz (ISAWA et al., 2010; de SALAMONE et al., 2012; GARCIA et al., 2016). Aqui, essa
bactéria, no caso a estirpe A. brasilense Sp245, foi a que mais estimulou o crescimento de raizes
finas dentre as bactérias inoculadas. Ela também estimulou acimulo de biomassa, embora este
ndo tenha sido grande o suficiente para se diferir do controle.

A E. coli mostrou ter efeito sobre as plantas de arroz, com um aumento no nimero de
raizes grossas e finas. Esta espécie ja foi relatada como sendo promotora do crescimento de
plantas (WALKER et al., 2013), promovendo ganho de biomassa de raizes em plantulas de
milho cultivadas em solo ndo esterilizado. Esses dados indicam que a planta também é capaz
de responder a bactérias que nao sdo originarias do solo.

17



3.6. CONCLUSOES

A inoculagdo de bactérias promotoras de crescimento vegetal promoveu alteracfes dos
parametros morfoldgicos do sistema radicular e no incremento de fitomassa das plantas arroz
em solugéo nutritiva.

A inoculacdo da estirpe G. diazotrophicus PAL 5 proporcionou maior crescimento das
plantas de arroz. Por outro lado, a E. coli promoveu engrossamento da raiz.

18



4. CAPITULO I

ANALISE QUANTITATIVA DO CRESCIMENTO DAS PLANTAS DE
ARROZ TRATADAS COM ACIDO HUMICO
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4.1. RESUMO

Os efeitos das substancias humicas (SH) em plantas s&o diversos e complexos, ha trabalhos que
mostram a ac¢do de acido himico — que compde uma das fracbes das SH- no estimulo do
crescimento e nimero de raizes em plantas de arroz, bem no feito sobre o metabolismo das
plantas. Tendo em vista a bioatividade de AH em plantas, o trabalho teve como objetivo
caracterizar os componentes fisiologicos de plantulas e parametros morfoldgicos do sistema
radicular de arroz com e sem aplicacdo de AH. O estudo foi realizado em camara de crescimento
no Departamento de Solos da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, o delineamento
foi inteiramente casualizado com onze coletas a cada 24 horas. Os tratamentos consistiram da
aplicacdo de acido htimico extraido com KOH na dose de 80mg AH L™, com 12 repetigdes por
tratamento. As diferentes caracteristicas de raizes mensuradas foram: comprimento total, area
total de superficie, volume total e nimero total de pontas, niUmero de ramificacdes e didmetro
médio das raizes, bem como dentro das classes de diametro (raizes superfinas, finas e grossas).
A partir das fungOes ajustadas foram derivadas as taxas de crescimento absoluto, taxa de
crescimento relativo, taxa de assimilacdo liquida e adicionalmente a area foliar especifica, razéo
de area foliar, relacéo raiz:parte aérea. A aplicacdo de &cido humico estimulou o crescimento e
0 metabolismo das plantas de arroz, demonstrado pelos aumentos nas taxas avaliadas, no
acumulo de biomassa total, da parte aérea e no desenvolvimento radicular (comprimento, area
e volume de raizes).

Palavras-chave: Analise de crescimento. Bioatividade de AH. Sistema radicular.
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4.2. ABSTRACT

The effects of humic substances (SH) on plants are diverse and complex, there are studies that
show the action of humic acid - which makes up one of the SH - fractions in the growth stimulus
and number of roots in rice plants, the metabolism of plants. Considering the bioactivity of AH
in plants, the objective of this work was to characterize the physiological components of
seedlings and morphological parameters of the root system of rice with and without AH
application. The study was carried out in a growth chamber in the Department of Soils of the
Federal Rural University of Rio de Janeiro, the design was completely randomized with eleven
collections every 24 hours. The treatments consisted of the application of humic acid extracted
with KOH at the dose of 80mg AH L-1, with 12 replicates per treatment. The different root
characteristics measured were: total length, total surface area, total volume and total number of
roots, number of branches and mean root diameter, as well as within diameter classes
(superfine, fine and coarse roots). The absolute growth rates, relative growth rate, net
assimilation rate, and the specific leaf area, leaf area ratio, root ratio: aerial part were derived
from the adjusted functions. The application of humic acid stimulated the growth and
metabolism of rice plants, demonstrated by the increases in the evaluated rates, in the
accumulation of total biomass of the aerial part and in the root development (length, area and
volume of roots).

Key words: Growth analysis. Bioactivity of AH. Root system.
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4.3. INTRODUCAO

As raizes sdo orgaos que, além de responsaveis pela ancoragem das plantas, estdo
envolvidos nas mais diversas atividades vitais destas, tais como na absorcéo e assimilagéo de
nutrientes, na aquisicdo de agua e na sintese de horménios vegetais, acidos organicos e
amino&cidos, além de representarem o local de interagdo com os organismos benéficos e
patogénicos na rizosfera (DEN HERDER et al, 2010; PAEZ-GARCIA et al., 2015). Sua
morfologia e fisiologia estdo intimamente associadas ao crescimento, desenvolvimento e
produtividade da planta, especialmente sob condic¢des adversas (SERRAJ et al., 2004; LYNCH,
2007).

A habilidade de adaptacdo do sistema radicular, através de mudancas morfoldgicas e
fisiologicas as condices do ambiente, é dada pela plasticidade fenotipica (LOPEZ-BUCIO et
al., 2002). Neste contexto, as plantas que apresentam maior plasticidade sdo mais competitivas
(FAN et al., 2003). Assim, a adaptacdo e producdo das plantas em diferentes ambientes é o
resultado da interacdo entre as raizes e os componentes abioticos e biodticos do solo. Estas
interacOes representam o principal meio pelo qual as plantas extraem recursos como agua e
nutrientes do solo.

A capacidade produtiva de um gendtipo pode ser determinada pela técnica de analise de
crescimento que, em sintese, € um método para estimar a producdo fotossintética liquida de
populacbes ou comunidades de plantas, utilizando préticas de colheitas diretas combinadas com
calculos matematicos para a investigacdo da produtividade de agroecossistemas (LOPES &
LIMA, 2015) ou em condicGes controladas (FRANCA et al., 1999; 2008).

Sabendo-se que as substancias humicas (SH) atuam sobre a morfologia, fisiologia e
biologia molecular das raizes (TREVISAN et al., 2010, ZANDONADI et al., 2007, JANNIN
et al., 2012), contribuindo para melhorar a eficiéncia de utilizacdo dos recursos pelas culturas e
tolerar melhor os efeitos ambientais adversos (BERBARA & GARCIA, 2014).

Em relacdo ao aumento da aquisicdo de nutriente, foi observado o efeito de &cidos
himicos (AH) extraido de vermicomposto na alteracdo de parametros cinéticos de absorcao de
N-NOs", bem como nos genes de alta e baixa afinidade para transporte de N-NOs’, e sobre as
isoformas de H"-ATPase de membrana plasmatica, aumentando a absorcdo desse nutriente sob
baixo e alto suprimento (TAVARES et al., 2017). Como também a acdo de AH na regulacédo
da expressao de genes de enzimas de assimilacdo de N aumentando a sintese de aminoacidos e
proteinas soltveis em folhas (VACCARO et al., 2015).

Alteracbes no sistema radicular e maior rapidez na absorcdo de nutrientes sdo
caracteristicas altamente desejaveis as culturas. Como relatado acima, tais atributos podem ser
obtidos quando se aplica AH.

A técnica de andlise de crescimento possibilita descrever de forma quantitativa o
comportamento diferenciado da mesma cultivar, quando esta recebe a aplicacdo de acido
himico. Este trabalho objetivou caracterizar os componentes fisiologicos, as diferencas no
acumulo, distribuicdo de massa seca do arroz e mudancgas dos pardmetros morfologicos do
sistema radicular em resposta a aplicacdo de acido humico (AH) por meio da analise
quantitativa do crescimento.
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4.4, MATERIAL E METODOS

4.4.1. Caracterizagdo espectroscopica de (13C-CP MAS NMR) e composicao elementar
dos &cidos humicos de vermicomposto

O é&cido hdamico (AH) foi cedido pelo laboratorio de Biologia do Solo. Esse foi
proveniente de vermicomposto de esterco bovino fornecido pela Fazendinha Agroecoldgica
Km 47 — Seropédica. O AH foi isolado e purificado de acordo com a metodologia recomendada
pela Sociedade Internacional de Substancias Hamicas (IHSS, 2016). A extracdo foi feita com
KOH e a caracterizagdo por espectroscopia (RMN) e CHN (TAVARES, 2014). A distribuicéo
relativa de carbono em regides de deslocamento quimico (ppm) dos espectros de *C-CPMAS-
RMN, apresentou C-alquil-H,R (19,79%), Metoxilas e C-alquil-O,N (12,5%), C-alquil-O
(13,54%), C-alquil-di-O (anomérico) (6,25%), C-aromatico- H,R (19,79%), C-aromético-O,N
(8,33%), C-carboxila-H,R (10,42%), C-carbonila (9,38%), com grau de aromaticidade
(28,13%) e alifaticidade (71,88%), indice de hidrofobicidade (0,66%) e quantidade relativa de
carbono (34,9%), nitrogénio (3,39%), hidrogénio (4,58%), Razdo Carbono/Nitrogénio (10,31)
e Matéria Organica (60,2%) em base seca de acido humico extraido com KOH. Tais atividades
foram desenvolvidas previamente ao experimento no laboratério de Biologia do Solo da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ).

4.4.2. Conducgéo do experimento

O experimento foi montado no delineamento inteiramente casualizado, no esquema
fatorial 2 x 11, tendo como fatores a aplicacdo de acido humico (com acido himico e sem acido
hamico) e onze épocas de coleta, totalizando vinte e quatro tratamentos. Cada tratamento
possuiu seis repeticdes, totalizando 144 vasos. Cada repeticdo possuiu quatro plantulas de arroz.

Os vasos plasticos foram pintados externamente com tinta aluminio e vedados com
tampas de isopor, tendo sua superficie revestida por papel aluminio. Essas tampas continham
quatro orificios, nos quais quatro plantulas foram postas e fixadas por tiras de espumas que
envolviam a regido do colo. A solucdo nutritiva foi trocada a cada trés dias e, em funcéo da
espécie cultivada, ndo foi necessario proceder a aeracdo. Os vasos foram dispostos no interior
da cdmara de crescimento em trés bancadas, a cada coleta 0s vasos remanescentes foram
remanejados entre as bancadas, a fim de se aumentar o espagamento e proceder a casualizacao.

As sementes de arroz da variedade Piaui foram inicialmente desinfestadas em
hipoclorito de sddio 2%, durante 30 minutos, sob agitacdo orbital e, em seguida, lavadas dez
vezes em agua destilada. Depois de desinfestadas, as sementes foram colocadas para germinar
em superficie de lamina de &gua destilada, sustentada por uma gaze, em vaso, de modo que
estivessem bem espacadas para que as raizes ndo se embaragcassem durante seu crescimento.
Sete dias ap0s a germinacdo (DAG), as plantulas foram selecionadas por uniformidade e
tamanho e, entdo transferidas para vasos plasticos com capacidade de 0,7 L, tendo-se o cuidado
de remover o endosperma remanescente. A agua destilada foi substituida pela solucdo de
Hoagland (HOAGLAND & ARNON, 1950) formulada a /s da forca i6nica (FI) com o
propdsito de submeter as plantulas a um periodo de pré-adaptacdo neste ambiente. Aos 14 DAG,
as plantulas foram transplantadas para vasos plasticos preenchidos com solucédo a ¥ FI. Trocas
de solucéo para ¥ FI foram realizadas a cada trés dias ao longo do experimento. A cada troca
de solugéo nutritiva, a nova solugéo tinha seu pH ajustado para valores de 5,5-5,6 com H2SO4
0,1 N antes da aplicacdo dos micronutrientes.
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As plantas foram mantidas sob um regime de 14h/10 h (luz/escuro) de fotoperiodo com
480 umol m2 st de fluxo de foton fotossintético, umidade do ar relativa de 70% e temperaturas
de 28 °C/24 °C (dia/noite), em camara de crescimento, no Departamento de Solos da UFRRJ.
Os tratamentos consistiram na aplicacdo ou ndo de acido himico (AH) na dose de 80 mg AH
L, que é a maior dose de inducio conforme definido por Tavares et al. (2014). A cada troca
de solucéo ocorreu a reaplicacdo de acido himico nos vasos correspondentes.

Ao longo do crescimento das plantas ap6s o transplantio, foram realizadas coletas
durante onze dias para a determinacdo da massa da matéria seca, a area foliar e parametros
morfologicos da raiz. As coletas foram realizadas a cada 24 horas e, em cada amostragem, as
plantas foram separadas em folha, bainha e raiz. A area foliar foi estimada utilizando-se um
medidor fotoelétrico (LI1-3000, Li-Cor). As raizes foram armazenadas em tubos para
centrifugacdo de 50 mL, contendo alcool 50% a -20°C, para andlises no software WinRhizo
Arabidopsis, 2012b (Régent Instruments, Quebec, Canada Inc.). Posteriormente, o material
vegetal foi seco em estufa com circulacdo forcada de ar entre 65°C e 70°C, e a massa
determinada em balanga de preciséo.

Coletas das plantas

A

{24h 48h  72h  96h  120h 144h 168h 192h 216h 240h 264h\

A+ A A+ A

Figura 6. Esquema do experimento para avaliacdo do crescimento, coleta de plantas a cada 24
horas para determinacdo da massa da matéria seca, area foliar e parametros morfol6gicos da
raiz. Troca de solucdo de Hoagland com e sem adi¢do de acido hdmico ocorreu as 24, 96,168 e
240 horas.

4.4.3. Processamento das amostras

As raizes de arroz foram uniformemente distribuidas sob camada de 4gua em bandeja
transparente de acrilico 30 cm x 40 cm, para digitalizacdo em resolucéo de 600 dpi (pontos por
polegada) em sistema de digitalizagdo Epson Expression 10000XL com unidade de luz
adicional (TPU). Imagens das raizes foram convertidas para formato em tons de cinza de oito
bits e individualmente trabalhadas de acordo com Tavares (2014), analisadas e quantificadas
por diferentes parametros, a saber: comprimento (mm), area de superficie (mm?) , didmetro
médio (mm) , volume (mm?®) e nimero de pontas dentro das classes de raizes superfinas (0,5 <
d < 1,5 milimetros), finas (1,5 < d < 3,5 milimetros) e grossas (d > 3,5 milimetros), usando o
software WinRhizo Arabidopsis, 2012b (Régent Instruments, Quebec, Canada Inc.).

Foi adotado 0 método ndo estatistico Regent para realizar medicGes da morfologia
radicular em WinRhizo (ARSENAULT et al., 1995; Régent Instruments, 2012). Os limites das
imagens foram definidos e entdo importados para o software WIinRHIZO para analise de
caracteres de raiz e quantificacdo. As imagens foram analisadas usando um grid de calibracao
como uma escala de referéncia e alterou-se as configuragcfes de entrada para raizes palidas em
um fundo preto (SOUSA et al, 2012; Régent Instruments, 2012; TAVARES, 2014). Em seguida
os dados foram analisados através do XLRhizo (Régent Instruments, Quebec, Canada Inc.).
Esses macros adicionam anélise e comandos graficos de raiz aos comandos padrdo do Excel
(Microsoft Corp.) para analise de arquivos de dados produzido pelo WinRhizo.

4.4.4. Analise quantitativa do crescimento

A anélise do crescimento vegetal foi feita em funcdo de massa seca total e area foliar.
Os dados originais foram ajustados por meio de regressdo ndo-linear, derivando-se as taxas de
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crescimento, obtendo-se estimativas de valores instantdneos das taxas (ARAUJO &
ROSSIELLO, 2013). Assim, dentre os varios modelos propostos por Hunt (1982), optou-se por
trabalhar com o modelo Logistico a partir de processos iterativos (ARAUJO, 2013). A sele¢édo
do modelo foi baseada na significancia dos coeficientes estimados, o valor do coeficiente de
determinacdo (R?) conjuntamente com a tendéncia global de variagdo temporal da variavel
mensurada (FRANCA, 1995). E um modelo assintético, tendendo a um valor maximo. A partir
da funcdo Logistica para massa seca e indice de &rea foliar, foram obtidas as taxas de
crescimento absoluto (TCA), crescimento relativo (TCR) e de assimilacdo liquida (TAL),
calculadas segundo as seguintes expressoes:

a
11 fxet © e
(—KXT)
aAXPXKXE
TCA= 1+'Hﬂ = (g.hora) (eq. 2)
T DX
BxK x gl T) 1 1
TAL = %x (:j—\: (g.m. hora™) (eq. 4)

Assim, C corresponde aos dados observados, T ao tempo nas horas apés a aplicagdo dos
tratamentos e, a, 5 e x aos coeficientes obtidos por regressdo. O modelo logistico foi escolhido
devido as significancia dos coeficientes estimados ao R? observado (maior que 70%), e ao
significado bioldgico apropriado das curvas obtidas. A taxa de crescimento absoluto (TCA)
exprime a velocidade de produgéo de biomassa por unidade de tempo. A taxa de crescimento
relativo (TCR) exprime a velocidade de producdo de biomassa por unidade de material
preexistente (HUNT, 1981).

Os demais componentes do crescimento vegetal também foram calculados como razao
de area foliar (RAF), razdo de peso foliar (RPF), area foliar especifica (AFE) segundo Silva et
al., (2000), Franca et al. (2008), Araujo (2013). Foram ajustadas funcdes matematicas aos dados
primarios de area foliar e massa seca, por processo iterativo utilizando o pacote DRC (RITZ &
STREBIG, 2016). O software utilizado foi 0 R (R CORE TEAM, 2016):

A 2 1
= . .5
RAF = (m?. g% (¢a. 5)
Lw -1
=— . .6
RPF =5 (9.97) (eq. 6)
A 2 N1
AFE =— (m=.g7) (eq.7)
Lw

onde: W = Massa seca total; Lw = Massa seca de folhas; A = Area foliar.

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) com teste F. A
normalidade dos erros, foram verificados pelo teste de Shapiro-Wilk e o teste de Bartlett para
a homocedasticidade das variancias (NETER et al., 1974). Os dados foram apresentados como
boxplot com as significancias do teste F, utilizando o pacote ggplot2 (WICKHAM & CHANG,
2017).
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4.5. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.5.1. Massa seca da parte aérea

A massa seca da parte aérea (Figura 7) de ambos os tratamentos ao longo do tempo se
porta ascendentemente, e as 144 horas ha o primeiro momento de diferenca significativa entre
o0s tratamentos, no periodo de 192 e 216 horas, ha uma aparente estagnacao. Apos esse intervalo
a massa da parte aérea é estimulada e as 264 horas o tratamento com AH se destaca novamente.
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Figura 7. Massa Seca da Parte Aérea de plantulas de arroz da variedade Piaui tratadas com
acido humico (AH) e sem acido humico (C) em solucdo nutritiva, em 11 épocas de coleta.
Diferenca significativa entre tratamentos pelo teste F a 10% (*) e 5% (**) de probabilidade.
Pontos verdes e vermelhos acima ou a baixo dos boxplot representam outliers.

4.5.2. Particdo de massa seca

A Figura 8 mostra a distribuicdo do acimulo de massa seca total (MST) e nas por¢oes
vegetativas da planta nos distintos tratamentos ao longo de 264 horas. Observa-se que em
todos os graficos a distribuicdo de matéria seca dispGe de forma similar e crescente, a massa
seca da folha (MSF) foi a que mais contribuiu para a massa seca total, seguida da massa seca
da bainha (MSB) e da massa seca de raiz (MSR).
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Figura 8. Massa seca total, massa seca da bainha, massa seca de raiz e massa seca foliar de
plantulas de arroz da variedade Piaui tratadas com acido himico (AH) e sem acido hamico (C)
em solucdo nutritiva, em 11 épocas de coleta. Diferenca significativa entre tratamentos pelo
teste F a 10% (*) e 5% (**) de probabilidade. Pontos verdes e vermelhos acima ou a baixo dos
boxplot representam outliers.

A producdo de massa seca durante o presente estudo aparentemente € mais lenta nos
primeiros dias de vida da plantula de arroz, e é possivel observar uma tendéncia no incremento
da bainha, indicando que a planta investe em armazenamento de reserva.

Em experimento com duas cultivares de arroz (Comum Branco e IAC-4440) Franca
(1995) observou gue aos 25 DAP (dias apos plantio) o maior acimulo de massa foi observado
nas folhas e que seguiu diminuindo ao longo do tempo em funcdo do perfilhamento, com
consequente incremento de massa seca no colmo. Aos 35 DAP aparentemente ocorreu a
inversdo do dreno de carbono preferencialmente para os colmos, onde ocorre a maior
concentracdo de massa seca durante o tempo em que o experimento foi conduzido. No
presente trabalho também se observou uma maior contribuicdo das folhas para massa total,
porém até os 11 dias de crescimento das plantas de arroz. Este padrdo parece se inverter a
partir da fase reprodutiva, como foi observado para as cultivares do tipo tradicional (Caiap0),
moderno (Maravilha) e intermediario (BRS Primavera), que apresentaram acumulo de matéria
seca no colmo + bainha superior as folhas, a partir da fase reprodutiva ate o final do ciclo das
cultivares (ALVAREZ et al., 2012). Os resultados sugerem que ha translocacdo de grande
parte dos fotoassimilados do colmo, bainha e folhas para a formagé&o da panicula, que no final
do ciclo, tem maior participacdo na matéria seca total foi a maior, dentre as estruturas
avaliadas. O que indica comportamento diferenciado em relacdo a translocacdo de
fotoassimilados de acordo com a fase de crescimento vegetal, apresentando uma tendéncia,
de maior estimulo foliar, bainha ou colmo até a formagéo da panicula.

As pléantulas que receberam aplicacdo de AH se destacaram significativamente frente
a testemunha, as 144 horas, em todas as massas secas mensuradas (Figura 8).
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Em &rea experimental com quadro inicial de degradacdo, foi aplicado substancia
hamica (SH) em Brachiaria brizantha cv. , as doses de SH influenciaram na relagédo
folha/colmo, apresentando comportamento linear negativo, onde o aumento da concentracao
de substancias humicas induziu a maior diferenciacdo dos colmos, reduzindo a relacao
folha/colmo (FREITAS, 2014).

A massa seca foliar e de bainha de plantas com AH apresentaram tendéncia superior a
testemunha as 264 horas. A massa de raiz diferiu as 216 horas.

4.5.3. Relacao raiz:parte aérea (Rrpa)

A Figura 9 mostra a relacdo da raiz pela parte aérea entre os tratamentos com e sem
aplicacdo de AH. E possivel observar que no inicio ha maior investimento em raiz para ambos
os tratamentos, com diferenca significativa as 48 horas para plantas com AH. Apds esse periodo
é observado o deslocamento de investimento para parte aérea. Franca (1995) observou o mesmo
comportamento em periodo de 95 dias apds plantio (DAP) para duas cultivares de arroz, IAC e
Comum Branco, em periodos nutricionais 6timos. Sendo observado grande investimento em
parte aérea destinado aos colmos, para as duas cultivares.
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Figura 9. Razdo raiz parte aérea de plantulas de arroz da variedade Piaui tratadas com &cido
himico (AH) e sem acido humico (C) em solucdo nutritiva, em 11 épocas de coleta. Diferenca
significativa entre tratamentos pelo teste F a 10% (*) e 5%(**) de probabilidade. Pontos verdes
e vermelhos acima ou a baixo dos boxplot representam outliers.
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4.5.4. Area foliar

A Figura 10 retrata 0 comportamento da area foliar ao longo do experimento. Esta
variavel ndo diferiu significativamente entre os tratamentos, porém, as 144 horas e as 240 horas,
a mediana mostrou a tendéncia a uma area foliar superior do tratamento com &cido himico. E
possivel observar uma tendéncia crescente com certa constancia.
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Figura 10. Area foliar de plantulas de arroz da variedade Piaui tratadas com &cido himico (AH)
e sem acido humico (C) em solu¢do nutritiva, em 11 épocas de coleta. Diferenca significativa
entre tratamentos pelo teste F a 10% (*) e 5%(**) de probabilidade. Pontos verdes e vermelhos
acima ou a baixo dos boxplot representam outliers.

4.5.5. Razao area foliar

A Figura 11 representa o resultado do desdobramento dos valores da RAF a cada 24
horas ap0s o transplantio, entre os dois tratamentos. Nao houve diferenca significativa entre 0s
tratamentos sobre essa variavel, que se comportou oscilante durante o periodo avaliado. Em
experimento onde o tempo de avaliacdo foi de 95 DAP, com a cultivar IAC e Comum Branco,
foi observado comportamento decrescente de AF (&rea foliar) para ambas cultivares,
apresentando tendéncia a estabilizacdo ao final do periodo experimental (FRANCA, 1995).
Essa tendéncia decrescente indica que os produtos fotossintéticos ndo estdo sendo alocados nas
folhas, possivelmente nos colmos para sustentar a formacéo das paniculas que se inicia neste
0rgao apos essa fase.
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Figura 11. Razdo de Area foliar de plantulas de arroz da variedade Piaui tratadas com acido
hdmico (AH) e sem &cido humico (C) em solugdo nutritiva, em 11 épocas de coleta. Diferenca
significativa entre tratamentos pelo teste F a 10% (*) e 5% (**) de probabilidade. Pontos verdes
e vermelhos acima ou a baixo dos boxplot representam outliers.

4.5.6. Area foliar especifica (AFE)

A variagdo de AFE durante as coletas (Figura 12) n&o diferiu significativamente entre
tratamentos e ambos os tratamentos tiveram AFE diminuindo ao longo do tempo. Tanto a area
foliar, AFE e massa seca total ndo diferiram significativamente entre os tratamentos, porém o
comportamento da TAL diferenciou-se para ambos os tratamentos (Figura 14). Isto pode indicar
que a variacdo ndo estd relacionada apenas com alteracdes morfolégicas no sistema
assimilatorio mas também metabolicas. Ja foi relatado que substancias humicas conseguem
aumentar o pigmento fotossintético em plantasJANNIN et al., 2012), aumentando as taxas
fotossintéticas.
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Figura 12. Area foliar especifica de plantulas de arroz da variedade Piaui tratadas com acido
himico (AH) e sem acido humico (C) em solucao nutritiva, em 11 épocas de coleta. Diferenca
significativa entre tratamentos pelo teste F a 10% (*) e 5%(**) de probabilidade. Pontos verdes
e vermelhos acima ou a baixo dos boxplot representam outliers.

4.5.7. Taxa de crescimento absoluto (TCA) e taxa de crescimento relativo (TCR)

Os coeficientes do modelo logistico ajustados aos dados primarios nos dois tratamentos
foram altamente significativos (p<0,001) e s&o apresentados na Tabela 1. Os valores de R2 do
modelo variaram de 0,92 a 0,93 para a biomassa total, de 0,90 a 0,92 para a area foliar sendo
consistentemente altos, indicando um ajuste adequado aos dados primarios.

Tabela 1. Coeficiente de determinagio (R?), coeficientes estimados (a, £, «) e probabilidades
(p-valor) dos ajustes de regressao do tipo logistico com 3 parametros para Massa Seca
Total (MST) e Area Foliar (AF) das plantas de arroz var. Piaui tratadas com e sem &cido

himico.
Acido Himico Controle
Coeficiente p-valor Coeficiente p-valor

a 0,73901 1,64E-05 *** 0,36831 3,24E-06 ***
MST b 25,41570 2,2E-16 *** 12,42971 1,16E-10 ***
K 0,00794 2,2E-16 *** 0,00854 2,2E-16 ***

R? 0,93 0,92
o 69,29880 1,76E-06 *** 57,86514 3,77TE-Q7 ***
AF B 10,33840 3,30E-08 *** 7,97549 4,68E-07 ***
K 0,00992 1,36E-14 *** 0,00995 2,51E-11 ***

R? 0,90 0,92

Significancia: “***’ 0,001, “*** 0,01, *** 0,05, *.°0,1.

A TCA mostra que os ganhos diarios de massa seca total (Figura 13a), sdo iguais para
os dois tratamentos até as 100 horas ap06s aplicacdo dos tratamentos. Apds esse periodo, as
plantas tratadas com AH obtiveram as maiores taxas de crescimento até o final do experimento.
A méaxima TCA ocorre as 264 horas ap0s aplicacao dos tratamentos.

Na Figura 13b estdo apresentadas as taxas de crescimento relativo (TCR) de plantulas
de arroz da variedade Piaui com e sem aplicacdo de AH. Observa-se que esta taxa decresce a
medida que as plantas crescem. A TCR inicial de plantas com AH apresentaram valores
inferiores a sem AH (C). A partir das 100 horas os valores se tornam superiores até o final do
experimento. Os distintos tratamentos apresentam diferenca significativa em relagdo a massa
total, mas ndo na RAF. Considerando que a interacdo significativa entre época de coleta e
tratamento, na analise de variancia dos dados de biomassa total transformados em logaritmo
natural, demonstra diferengas significativas entre aplicacdo ou ndo de AH na taxa de
crescimento relativo (ARAUJO, 2003; FRANCA et al., 2008), pode-se afirmar que o
tratamento com &cido humico (AH) apresentou menores valores da taxa de crescimento relativo
até as 100 horas, quando entdo seus valores tornaram-se superiores ao sem AH (C) até o final
do experimento (Figura 13). Isto reflete a menor producéo de biomassa total das plantas tratadas
com AH no inicio do experimento, e sua maior biomassa nos estadios posteriores (Figura 8).

a) b)
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Figura 13. Taxa de crescimento absoluto (TCA) e taxa de crescimento relativo (TCR) de
plantulas de arroz da variedade Piaui tratadas com acido humico (AH) e sem acido humico (C)
em solugdo nutritiva, em 11 épocas de coleta (a partir de 24 horas ap6s aplicacdo dos
tratamentos).

4.5.8. Taxa de assimilacéo liquida (TAL)

A aplicacdo da equacdo 4 para calcular a TAL, exige uma relacdo linear entre a area
foliar e massa seca total. Portanto, a correlagéo entre a area foliar cresce forte e positivamente
em relacdo a massa seca total (Figura 13), apresentando um r = 0,96 para AH e r = 0,96 para C,
0 que com destaque para tratamentos com acido himico que se diferenciam frente a plantas
sem aplicacdo de AH.
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Figura 14. Correlagéo entre a area foliar e a massa seca total de plantulas de arroz da variedade
Piaui tratadas com acido humico (AH) e sem &cido humico (C) em solucgdo nutritiva, em 11
épocas de coleta (a partir de 24 horas apés aplicagdo dos tratamentos).

A taxa de assimilacdo liquida (Figura 15) se constitui como uma estimativa da
fotossintese liquida é a medida da eficiéncia da area do tecido assimilatério no acimulo de
massa seca, descontados os componentes inorganicos (EVANS, 1972; HUNT, 1978). Uma vez
que qualquer incremento de massa na matéria orgénica reflete a diferenca entre ganhos da
fotossintese bruta e as perdas por respiracao (FITTER & HAY, 1981). Pela analise, constata-se
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que os comportamentos dos tratamentos com e sem &cido humico séo diferentes. O tratamento
com &cido humico (AH) apresentou-se superior a de sem AH (C) em todo o periodo amostrado.
Superioridade esta que pode ser considerada estatisticamente significativa, uma vez que a TAL
é obtida por derivacdo da curva de massa seca dividida pela area foliar, sendo estas variaveis
significativamente diferentes em alguns periodos entre os tratamentos, como observado por
Franca et al., (2008) entre duas cultivares de arroz.

Na fase de plantula é possivel observar o comportamento decrescente de TAL nos
tratamentos ao longo do periodo estudado. As plantas C3 sdo limitadas pelo COz, a conversdo
da radiacdo em energia é mais lenta. A medida que as folhas se expandem (aumento da area
foliar) acompanhando o comportamento da matéria seca total (Figura 8), a TAL tende a cair
(Figura 15).

O comportamento da TAL no tratamento com AH descreve uma curva decrescente que,
ao final, indica uma possivel ascendéncia. A TAL, em plantas sem AH, se comporta de forma
decrescente. E possivel observar na Figura 14 que as plantas tratadas com AH possuem TAL
superior a plantas sem AH, apesar de ndo ocorrer diferenca significativa de area especifica
foliar. O incremento da TAL em plantas com AH pode estar associado ao efeito que substancia
himicas possuem sobre 0 aumento da massa e especialmente do teor de clorofila, influenciando
assim, as taxas fotossintéticas nas plantas (NARDI et al., 2002; ERTANI et al., 2013). A maior
biomassa e area foliar igual pode estar associada as diferencas na TAL.
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Figura 15. Taxa de assimilagdo liquida de plantulas de arroz da variedade Piaui tratadas com
acido humico (AH) e sem acido humico (C) em solucdo nutritiva, em 11 épocas de coleta (a
partir de 24 horas apés aplicacdo dos tratamentos).

4.5.9. Efeito de AH sobre parametros radiculares
Observou-se uma tendéncia a um maior didmetro médio das raizes no tratamento que

recebeu AH nos diferentes tempos (Figura 16), porém esta diferenca foi significativa nos
tempos 48, 96, 144, 216 e 240 h.
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Figura 16. Diametro médio da raiz de plantulas de arroz da variedade Piaui tratadas com acido
himico (AH) e sem acido humico (C) em solucdo nutritiva, em 11 épocas de coleta. Diferenca
significativa entre tratamentos pelo teste F a 10%(*) e 5%(**) de probabilidade. Pontos verdes
e vermelhos acima ou a baixo dos boxplot representam outliers.

Os comprimentos de raizes grossas, finas e totais (Figura 16) foram estimulados pela
aplicacdo de AH de forma mais marcante a partir das 192 horas de avaliagdo. O comprimento
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de raizes grossas, superfinas e totais foram significativamente superior nesse tratamento aos
264 dias de avaliacdo. As raizes finas e superfinas contribuem mais que as grossas para o
comprimento total das raizes.

Em estudos com humato de sodio derivado de carvdo, foi observado o estimulo do
crescimento da raiz priméria de plantulas de mel&o, alface e cebola, mostrando forte indugéo
tanto em agua como em solucgédo nutritiva (VAN de VENTER et al., 1991). Além disso, em
plantulas de milho tratadas, com AH, foi observado aumento do alongamento das raizes
(CANELLAS et al., 2002). Em outro estudo tanto o AH proveniente de lodo de estacdo de
tratamento como AH extraido de vermicomposto, exibiram maior inducéo do comprimento das
raizes nas plantulas de milho e café (FACANHA et al., 2002).
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Figura 17. Comprimento radicular total e comprimentos nas classes de raizes superfinas, finas
e grossas de plantulas de arroz da variedade Piaui tratadas com acido himico (AH) e sem acido
hamico (C) em solugdo nutritiva, em 11 épocas de coleta. Diferenca significativa entre
tratamentos pelo teste F a 10%(*) e 5%(**) de probabilidade. Pontos verdes e vermelhos acima
ou a baixo dos boxplot representam outliers.

A érea de superficie total e a area de superficie de raizes finas (Figura 18) apresentam
estimulo inicial as 192 horas. No periodo de 264 horas todas as classes se comportam de forma
similar, com uma superioridade significativa do tratamento de aplicacdo de AH. Plantulas de
milho tratadas com AH de vermicomposto responderam com uma maior area de superficie
radicular (CANELLAS et al., 2002), induziram o aumento no tamanho e proliferacdo da
emergéncia de raizes laterais e na area de superficie da raiz (CANELLAS et al., 2010), melhor
desempenho na inducéo da area radicular de plantulas de milho e café (FACANHA et al., 2002).
e raizes transformadas de manjericdo (LIMA, 2008), evidenciando que os beneficios no
incremento da area das raizes podem permanecer por longos periodos de tempo como também
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observado por Jannin et al. (2012). Em estudo de Conselvan et al. (2017), foi observado que o
comprimento total da raiz e a area de superficie raizes finas de plantulas de milho foram
significativamente afetados pelos AH apds 48h.
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Figura 18. Area de superficie radicular total e comprimentos nas classes de raizes superfinas,
finas e grossas de arroz da variedade Piaui tratadas com acido humico (AH) e sem acido himico
(C) em solucdo nutritiva, em 11 épocas de coleta. Diferenca significativa entre tratamentos pelo
teste F a 10%(*) e 5%(**) de probabilidade. Pontos verdes e vermelhos acima ou a baixo dos
boxplot representam outliers.

Em relacdo ao nimero de bifurcacdes (Figura 19), € observada uma tendéncia crescente
ao passar do tempo, uma sutil queda as 216 horas e no tempo 240 o estimulo mais marcante ao
decorrer da avaliacdo. Contudo, nao se observou diferenca significativa entre os tratamentos
em nenhum dos avaliados. Em estudo de Conselvan et al. (2017), foi observado que o numero
de ramificagbes e numero de raizes finas de plantulas de milho foram significativamente
afetados pelos AH apds 48h.
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Figura 19. Numero de bifurcacOes das raizes de arroz da variedade Piaui tratadas com &cido
himico (AH) e sem acido humico (C) em solucao nutritiva, em 11 épocas de coleta. Diferenca
significativa entre tratamentos pelo teste F a 10%(*) e 5%(**) de probabilidade. Pontos verdes
e vermelhos acima ou a baixo dos boxplot representam outliers.

O volume total de raiz (Figura 20) se mantém de forma ascendente a partir das 120 horas
e se destaca no tratamento com AH em relagéo a testemunha em todos os tempos posteriores,
sendo significativamente maior até as 264 h. Todas as demais variaveis de volume se mostraram
positivamente estimuladas pela aplicacdo do AH, sendo observadas diferencas significativas as
264 h para todas elas, com excec¢do do volume de raizes finas. Ainda assim, a Figura 21 indica
um maior volume de raizes finas, embora essa diferenca ndo tenha sido detectada como
significativa. O volume dentro da classe de raizes grossas determinou o volume total da raiz e,
a classe de raizes superfinas apresentou uma contribuicdo muito pequena. Ja a classe fina
respondeu aos AH, porém também contribuiu pouco em relacdo ao volume. Mais recentemente,
foi observado em plantas de arroz que o comprimento total, area total de superficie, volume
total, nimero de raizes laterais, apresentaram um grande estimulo do acido hdmico (GARCIA
etal., 2016, TAVARES et al., 2017).
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Figura 20. Volume radicular total e comprimentos nas classes de raizes superfinas, finas e
grossas de arroz da variedade Piaui tratadas com acido humico (AH) e sem acido humico (C)
em solucdo nutritiva, sob diferentes épocas de coleta (a partir de 24 horas apds aplicacdo dos
tratamentos). Diferenca significativa entre tratamentos pelo teste F a 10%(*) e 5%(**) de
probabilidade. Pontos verdes e vermelhos acima ou a baixo dos boxplot representam outliers.

O numero total de pontas de raizes (Figura 21) se comportou de forma muito semelhante
ao nuamero de pontas referente a classe de raizes superfinas, respondendo de modo crescente e
ressaltando a diferenca em relagdo a planta sem aplicacdo de AH a partir das 216 horas. Esta
classe de raizes teve contribuicdo sobressalente para 0 nUmero de pontas totais em relacdo as
demais classes. O numero de raizes finas e superfinas foi significativamente superior as 264 h.
No caso das raizes finas, a superioridade do tratamento de aplicacdo de AH pode ser verificada
48 h apds a aplicacdo. As classes de raizes grossas tiveram um padrdo de variagdo ao longo do
tempo muito parecido ao de raizes finas, porém nao foram detectadas diferencas significativas,
exceto as 48 h apds a aplicacdo do AH.

O crescimento e desenvolvimento de raizes laterais, pode estar diretamente relacionado
a capacidade de absorcao de agua e nutrientes da planta. Acidos htimicos extraidos de diferentes
fontes e extratores, aumentam o crescimento das raizes e a proliferacdo de raizes laterais em
plantulas de milho (PINTON et al. 1999; CANELLAS et al., 2002; ZANDONADI et al., 2007),
arabidopsis (DOBBSS et al., 2007) e arroz (GARCIA et al., 2016a, TAVARES et al., 2017). O
numero total de pontas da raiz aumentou 1,3 vezes mais nas plantulas de milho tratadas com
AH proveniente de leonardita em relacdo as plantas controle (CONSELVAN et al., 2017).
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Figura 21. Numero total de pontas e classes de raizes superfinas, finas e grossas de arroz da
variedade Piaui tratadas com &cido himico (AH) e sem &cido humico (C) em solucéo nutritiva,
sob diferentes épocas de coleta (a partir de 24 horas apos aplicacdo dos tratamentos). Diferenca
significativa entre tratamentos pelo teste F a 10% (*) e 5%(**) de probabilidade. Pontos verdes
e vermelhos acima ou a baixo dos boxplot representam outliers.

Vaérios estudos tém mostrado que a capacidade das SH para afetar o crescimento e a
fisiologia das plantas € influenciada pelas suas caracteristicas estruturais (ROSE et al., 2014;
GARCIA et al., 2016b; OLAETXEA et al., 2017).

Com a relacdo de Pearson (Figura 22) é possivel observar que em quase todos os
parametros ha relacdo alta e positiva entre integrantes de parametros foliares, da parte aérea e
de raiz. A razdo raiz parte aérea (Rrpa) apresenta relacdo intensa e negativa com quase todos 0s
demais parametros, com excecao da AFE (area foliar especifica). Em relacdo aos parametros
morfolégicos de raiz, todos apresentam relagdo positiva, porém vale ressaltar que o nimero de
pontas (simbolizado por “P”’) apresenta trés classes como ja mencionado no topico material e
métodos. Sendo estas simbolizadas por P1, P2 e P3, em que P1 corresponde ao nimero de
pontas dentro das classes de raizes superfinas (0,5 < d < 1,5 milimetros), P2 das classes de
raizes finas (1,5 < d < 3,5 milimetros) e P3 das classes de raizes grossas (d > 3,5 milimetros).

Tanto com a correlacdo de Pearson (Figura 22) e com o grafico de agrupamento heatmap
(Figura 23) € notado o comportamento diferenciado de P1 as P2 e P3. A P1 apresenta correlagdo
mais positiva com o0s demais parametros que P2 e P3. E apresenta comportamento de
agrupamento distinto novamente a P2 e P3, com maior associa¢do nos tempos finais de coleta
juntamente com quase todos os demais parametros morfolégicos radiculares. Indicando que
dentro dessa classe ha um comportamento mais sinérgico aos demais parametros avaliados,
inclusive com a massa seca da parte aérea. De modo geral, o heat map mostra que para muitos
parametros tratados neste estudo a diferenciacdo dos tratamentos se deu no final da coleta, com
a separacdo de dois grupos maiores, um em azul e outro em vermelho. Mostrando maior
intensidade de associacdo mais intensamente a partir das 216 horas. A Rrpa é mais intensa no
inicio da coleta do que nos tempos posteriores.

40



«d 0000000
(d0000600
110000000
A 9000000
‘\ 9000000
1 0000000
5V 0000000
57 0000000
1570000600
£ 0000000
) 0000000
0000000
10000000
10000000
wooooooo

SYo000000
20000000
1dd /9000000

11V/9/00000000000:0000000000000

vy

iV 9000000 0000 000000000000000

el 9000000

Le000000 ¢000
7d 9000000 ¢000

U ee0e008
SWUECY 9900000

P 0000000 0000 000000000000000

msfoliar
sbainha
msraiz
PA

msT
Rrpa

LLLL
<«
14

DOHANMANMANM AN
2 V20>00500 009>>>000

AFE
A

o
X

Figura 22. Matriz de correlagdo de Pearson para dados de folhas, bainha e raiz de plantulas de arroz tratadas ou ndo com AH.
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4.6 CONCLUSOES

A aplicacdo de acido humico estimulou o crescimento e 0 metabolismo das plantas de
arroz, conforme demonstrado pelos aumentos nas taxas de crescimento absoluto e de
crescimento relativo, no acumulo de biomassa total e da parte aérea, na taxa de assimilagéo
liqguida e no desenvolvimento radicular (comprimento, area e volume de raizes). Esses
resultados foram avaliados ao longo do periodo experimental.
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5. CONCLUSOES GERAIS

As bactérias promotoras de crescimento vegetal promovem estimulos sobre os
parametros morfologicos do sistema radicular e incrementa a fitomassa das plantas de arroz. As
propriedades bioativas de acido humico de vermicomposto estimulam a formag&o do sistema
radicular mais encorpado o que pode estar associado a melhora na captacao de agua e nutrientes
pelas plantas e assim, ao crescimento mais rapido das plantulas de arroz observado atraves da
analise de crescimento. Tanto com a inoculacdo das bactérias como com acido himico é
observado o estimulo de raizes superfinas.
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