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RESUMO GERAL 

 

QUEVEDO PINOS, Nadia Rosaura. Influência das substâncias húmicas de três origens 

diferentes nos parâmetros morfológicos e bioquímicos da cultura de milho e na 

colonização micorrízica. 2018. 117f. Tese (Doutorado em Agronomia Ciência do Solo) 

Instituto de Agronomia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2018. 

 

O objetivo do presente trabalho de tese foi estudar as substâncias húmicas (SH) extraídas de 

um Organossolo (Org), um Andisol (And) e um vermicomposto (Vc) mediante sua 

caracterização e avaliação de seus efeitos sobre indicadores morfológicos e bioquímicos da 

cultura de milho e o sinergismo com fungos micorrízicos na cultura do milho. No Capitulo I 

são estudadas as características estruturais das SH e suas frações, os AH e AF, utilizando 

técnicas químicas e espectroscópicas, e avaliada a influência de dois extratores diferentes 

(Na₄P₂O₇(aq) e NaOH(aq)) nas caraterísticas estruturais das frações ácidos húmicos (AH) e 

ácidos fúlvicos (AF). Existiu homogeneidade entre as características estruturais de cada 

substância húmica independente do tipo de extrator utilizado. As SH extraídas de 

Organossolo e Vermicomposto apresentaram uma predominância de estruturas alifáticas 
devido à presença predominante de grupos CAlk H, R, CAlk-O e grupos carboxílicos (C-COO-H, R), 

enquanto nas SH-And predominaram as estruturas alifáticas CAr, H, R, CAlk H, R,C-COO-H, R e 

carboxil CC=O. Não foram observadas diferenças estruturais definidas entre as frações em 

nenhuma das fontes utilizadas, causadas pelo uso dos diferentes extratores. Porém, os 

espectros FTIR mostraram que pode haver reorganizações estruturais dos grupamentos 

funcionais. As frações AF-Vc foram as mais afetadas. O Capítulo II teve como objetivo 

avaliar os efeitos das SH extraídas de três origens diferentes na germinação, desenvolvimento 

de parâmetros radiculares e tolerância ao estressese salino em plantas de milho. Os 

parâmetros germinativos não foram estimulados pela aplicação de SH sendo observados 

efeitos inibitórios na porcentagem de germinação, redução do Índice de velocidade de 

Germinação (IVG) e incremento de plântulas anormais em todas as concentrações testadas 

com a seguinte ordem de inibição SH-And>SH-Org>SH-Vc. Porém, as plântulas normais 

experimentaram crescimento radicular e acúmulo de massa seca aos 3 dias após a emergência 

(DAE) em concentrações de 10 mg C L
-1

. Os parâmetros radiculares e acúmulo de massa seca 

das plântulas de milho aos 6 DAE foram estimulados pelas três SH em concentrações 

diferentes, as concentrações de maior estímulo para cada SH foram: SH-Org (20 mg C L
-1

), 

SH-And (5 mg C L
-1

) e SH-Vc (10 mg C L
-1

), na seguinte ordem: SH-Org>SH-Vc>SH-And. 

As três SH em suas concentrações ótimas exerceram um efeito redutor do estresse salino 

(100mM) aos 21 DAE, que foi verificado com o incremento médio da MSR e MSPA, a 

concentração de clorofila a e a+b também apresentaram acréscimos para as plantas tratadas 

com SH-Org e SH-Vc. Verificando-se que as SH, independente de sua origem, exerceram um 

efeito protetor ante o estresse salino. No Capítulo III foi avaliada a influência da interação de 

três substâncias húmicas (SH-Org, SH-And e SH-Vc) e do fungo micorrízico D. heterogama, 

na cultura do milho. A aplicação das três SH em plantas inoculadas com FMA incrementou a 

produção de biomassa radicular e total das plantas de milho, assim como foram registrados 

acréscimos nos teores foliares de nutrientes avaliados. Na colonização micorrízica foi 

observado uma maior abundância de arbúsculos nos tratamentos com SH-Vc e SH-And. A 

aplicação das SH melhorou significativamente a densidade de esporos e o teor de glomalina 

dos tratamentos micorrizados. 

 

Palavras-chave: Ácidos húmicos. Atividade biológica. Simbioses. 

 

  



 

 

GENERAL ABSTRACT 

 

QUEVEDO PINOS, Nadia Rosaura. Influence of humic substances from three different 

origins on the morphological and biochemical parameters of maize and mycorrhizal 

colonization. 2018. 117p. Thesis (Doctorate in Agronomy Soil Science). Instituto de 

Agronomia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2018. 

 

The objective of this thesis was to study humic substances extracted from two soils, an 

Organosol (Org), an Andisol (And) and a vermicompost (Vc) by evaluating its effects on 

morphological and biochemical indicators of the crop of corn and the synergism with 

mycorrhizal fungi in maize. In Chapter I the structural characteristics of HS and its fractions, 

AH and AF, using chemical and spectroscopic techniques, were evaluated and the influence 

of two different extractors (Na₄P₂O₇ (aq) and NaOH (aq)) was evaluated on the structural 

characteristics of the fractions humic acid (HA) and fulvic acids (AF). There was 

homogeneity between the structural characteristics of each humic substance independent of 

the type of extractor used. The HS extracted from Organosol and Vermicompost showed a 

predominance of aliphatic structures due to the predominant presence of CAlk H, R, CAl-O groups 
and carboxylic groups (C-COO-H, R), while in HS-And predominate the aliphatic structures, CAr, 

H, R, CAlk H, R, C-COO-H, R and carboxyl CC=O. The use of different extractors showed no 

structural differences between the fractions in any of the sources used. However, the FTIR 

spectra showed that there may be structural reorganizations of the functional clusters. The 

FA-Vc fractions were the most affected. The objective of this study was to evaluate the 

effects of HS extracted from three different origins on germination, development of root 

parameters and tolerance to saline stress in corn plants. The germination parameters were not 

stimulated by the application of HS and inhibitory effects were observed in the percentage of 

germination, reduction of germination rate (GR) and increase of abnormal seedlings in all 

concentrations tested with the following order of inhibition HS-And>HS-Org>HS-Vc. 

However, normal seedlings experienced root growth and dry mass accumulation at 3 days 

post emergence (DPE) at concentrations of 10 mg C L
-1

. The root parameters and dry mass 

accumulation of the maize seedlings at 6 DPE were stimulated by the three HS at different 

concentrations, the highest stimulus concentrations for each HS were: HS-Org (20 mg C L
-1

), 

HS-And (5 mg C L
-1

) and HS-Vc (10 mg C L
-1

), in the following order: HS-Org>HS-Vc>HS-

And. The three HS at their optimum concentrations exerted a reducing effect of saline stress 

(100mM) at 21 DPE, which was verified with the mean increase of the dry matter, the 

concentration of chlorophyll a and a + b also presented increases for the plants treated with 

HS -Org and HS-Vc. It was observed that SH, regardless of its origin, exerted a protective 

effect against the saline stress. In Chapter III, the influence of the interaction of humic 

substances from three origins (HS-Org, HS-And and HS-Vc) and mycorrhizal fungus D. 

heterogama on maize crop was evaluated. The application of three HS in plants inoculated 

with AMF increased the root and total biomass production of maize plants, as well as 

increases were recorded in the nutrient foliar contents. In the mycorrhizal colonization, a 

greater abundance of arbúsculos was observed in the treatments with HS-Vc and HS-And. HS 

application significantly improved spore density and glomalin content of mycorrhizal 

treatments. HS-Vc was the ones that exerted the greatest increase in many evaluated 

parameters. 

 

Keywords: Humic acids. Bioativity. Symbioses. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

 

A matéria orgânica do solo (MOS) tem sido definida como uma mistura de polímeros 

orgânicos complexos (STEVENSON, 1994a) formados pela degradação de substâncias 

orgânicas por processos químicos e biológicos em materiais mais estáveis chamados de 

húmus quando estão no solo e de substâncias húmicas (SH) após de sua extração por métodos 

químicos (LAIRD et al., 2008). Podem ser fracionadas em base de sua solubilidade em méio 

alcalino ou ácido, em ácidos húmicos (AH), ácidos fúlvicos (AF) e huminas (HUM). 

As SH são o maior e mais importante componente da matéria orgânica do solo, além 

do mais abundante, exercem grande influência sobre sua fertilidade (SWIFT, 1979). As 

características específicas estruturais das SH e suas frações variam de acordo com a fonte de 

origem e o tempo de transformação da matéria orgânica na fonte (BERBARA e GARCÍA, 

2014). A grande diversidade de materiais de origem e condições climáticas como oxigênio, 

pH, matéria orgânica original e microrganismos que participam no processo de formação das 

SH, proporcionam-lhes uma grande variabilidade de características moleculares e 

propriedades recalcitrantes (CHAI et al., 2007). 

Embora exista uma grande diversidade de características estruturais das SH, são 

compostas principalmente por componentes aromáticos e alifáticos, grupos funcionais 

carboxílicos primários e fenólicos (TREBOUET et al., 2001; HAYES., 2006). Além de 

peptídeos, oligossacarídeos e grupos de ácidos graxos integrados de ésteres, éter e ligamentos 

amido, componentes aromáticos derivados principalmente da degradação da lignina e/ou 

biomassa fúngica (LAIRD et al., 2008). Propriedades químicas e estruturais concedidas pelos 

materiais orgânicos e fatores ambientais das que são originárias e que são consideradas como 

responsáveis de estimular o crescimento vegetal (FAÇANHA et al., 2002). Existindo uma 

relação entre a fonte das SH, sua estrutura e bioatividade (CANELLAS et al., 2012b). 

A capacidade de estimular o crescimento vegetal das SH e suas frações tem sido 

amplamente estudado em diferentes espécies vegetais por diversos autores (CANELLAS et 

al., 2015; Da SILVA et al., 2015; GARCÍA et al., 2016c) utilizando diversas fontes de 

substâncias húmicas (solo, carvão, leonardita, vermicomposto, lodo de esgoto, etc), 

mostrando grande diversidade de efeitos positivos. Os principais efeitos têm sido relacionados 

com o crescimento radicular, acúmulo de biomassa e promoção de pelos radiculares  

(FAÇANHA et al., 2002a). Estudos realizados por Baldotto et al. (2011), com ácidos húmicos 

extraídos de diferentes tipos de solo, relacionaram a bioatividade dos AH em função da 

concentração utilizada e o nível de intemperismo do solo, obtendo melhores efeitos 

fisiológicos com AH extraídos de solos menos intemperizados. Os mecanismos mediante os 

quais as SH exercem estímulo ainda não estão totalmente esclarecidos (TREVISAN et al., 

2010). Segundo Muscolo et al. (2013), as SH atuarian sobre as plantas como resultado de um 

predomínio de efeitos tipo auxina e de estruturas não ligninicas. 

Além dos efeitos como estimulantes do crescimento vegetal, as SH têm um efeito de 

grande importancia na biologia do solo, servendo como fonte importante de energia para 

microrganismos não fotossintéticos, como algas, bactérias e fungos, que precisam de 

substâncias contendo carbono residual (WHITBY e VAN den BERG., 2015). Dentre da biota 

do solo os fungos micorrízicos arbusculares (FMA) desenvolvem um papel importante ao 

formar associações simbióticas mutualistas com aproximadamente o 90% das plantas 

vasculares (SIQUEIRA et al., 2002), melhorando nas plantas micorrizadas a disponibilidade 

de água e nutrientes (SMITH e READ, 1997), especialmente os que tem pouca mobilidade no 

solo como o fosforo (P) (JANSA et al.,2003), incrementando a capacidade se supervivência 

das plantas (BRAHMAPRAKASH e SAHU, 2012; Du JARDIN, 2015). 
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Os efeitos das SH sobre a inoculação com fungos micorrízicos arbusculares tanto no 

solo como na morfologia vegetal ainda têm sido pouco estudados. Existem alguns estudos 

científicos que relatam a existência de um efeito sinérgico entre as SH e FMA. Efeito que 

estaria relacionado com o aumento da esporulação (NOBRE et al., 2013), colonização 

micorrízica (LIMA, 2008) e número de hifas intra e extra radiculares (GRYNDLER et al., 

2005, 2009). A nível de produção existem relatoss sobre um incremento de alguns parâmetros 

produtivos na associação de SH+FMA na cultura de linho (BAKRY et al., 2014). 

 

A hipotese deste trabalho é de que as substâncias húmicas extraídas de origens 

distintos podem estimular diferentemente os aspectos morfológicos e bioquímicos da cultura 

do milho e o desenvolvimento da colonização micorrizica. 

O objetivo geral do estudo é avaliar as características químicas das substâncias 

húmicas isoladas de dois solos e um vermicomposto e sua influência nos aspectos 

bioquímicos, morfológicos e do sinergismo com FMA na cultura de milho. 

 

Para dar resposta ao objetivo geral a tese foi organizada em três capítulos 

interelacionados entre si, o primeiro Capítulo intitulado CARACTERÍSTICAS QUÍMICAS E 

ESTRUTURAIS DAS SUBSTÂNCIAS HÚMICAS E SUAS FRAÇÕES, EXTRAÍDAS DE 

UM ANDISOL, UM ORGANOSSOLO E UM VERMICOMPOSTO, teve como objetivo 

caracterizar por métodos químicos e espectroscópicos de composição elementar, UV-vis, 

FTIR, CP-MAS 
13

C RMN as substâncias húmicas e suas frações extraídas de um 

Organossolo, um Andisol e um vermicomposto utilizando como extratores Na₄ P₂ O₇  (aq) e 

NaOH (aq). 

No segundo Capitulo, intitulado EFEITO DAS SUBSTÂNCIAS HÚMICAS NOS 

PARÂMETROS GERMINATIVOS, CRESCIMENTO INICIAL E NA TOLERÂNCIA AO 

ESTRESSESE SALINO EM PLANTAS DE MILHO o objetivo foi determinar o efeito de 

diferentes concentrações de sustâncias húmicas de três origens diferentes na germinação, 

crescimento inicial e tolerância ao estressese salino em plantas de milho. 

E no terceiro Capítulo intitulado INTERAÇÃO DE SUBSTÂNCIAS HÚMICAS DE 

DIFERENTES ORIGENS E FUNGOS MICORRÍZICOS ARBUSCULARES NO 

DESEMVOLVIMENTO DA CULTURA DE MILHO os objetivos foram: i) analisar os 

efeitos da interação das substâncias húmicas de diferentes origens com micorrizas na cultura 

de milho a partir de parâmetros morfológicos, bioquímicos e de acúmulo de nutrientes da 

cultura de milho; e ii) caracterizar a influência da interação substância húmica x micorriza no 

estabelecimento e no desenvolvimento da simbiose micorrízica na cultura de milho. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA GERAL 

 

2.1. A Matéria Orgânica do Solo 

 

A matéria orgânica do solo (MOS) é definida como o material de origem biológico 

produto de alterações bioquímicas de resíduos animais, vegetais, microrganismos e compostos 

como resultado do metabolismo vegetal e microbiano, que pode ser encontrada no solo em 

distintos estados de conservação derivados da dinâmica do meio vivo e das interações com o 

meio mineral, os fatores ambientais, tipo de solo e práticas de manejo (LABRADOR, 2012; 

STEVENSON, 1994). Após o processo de degradação do material de origem biológico este é 

transformado em materiais mais estáveis chamados de húmus quando estão no solo e de 

substâncias húmicas (SH) após sua extração por métodos químicos (LAIRD et al., 2008). 

No solo, em condições naturais, o conteúdo de matéria orgânica é baixo em proporção 

ao conteúdo de argila e varia com o tipo de solo, têm sido relatados valores de 2-4% em 

Oxisols e Ultisols e de 2-12% em Mollisols e Andisols (STEVENSON, 1994; USDA, 2009; 

TAN, 2009). Embora seu conteúdo seja baixo, a matéria orgânica tem um papel de grande 

importância no solo por seus efeitos nas suas características físicos, químicas e biológicas 

(TAN, 2011), e a capacidade de troca catiônica e aniônica, reduzindo a lixiviação de 

nutrientes. 

A matéria orgânica além de ser de grande importância para o solo, constitui uma das 

cinco principais reservas de carbono (C) da terra (LAL, 2004) ao possuir 58% deste elemento 

distribuído em resíduos orgânicos mortos em diferentes estágios de decomposição (raízes e 

folhas mortas) e em parte como produtos intermediários da decomposição denominados: 

fração não húmica constituída por compostos orgânicos, excreções radiculares e produtos do 

metabolismo microbiano, bioquimicamente identificáveis; e a fração húmica formada por 

macromoléculas complexas, produto do processo de humificação, denominadas substâncias 

húmicas, as quais estão integradas ao solo e que não podem ser separadas mecanicamente 

(COLEMAN et al., 1998). 

São as substâncias húmicas (SH) o mais abundante e amplamente distribuído 

componente da MOS, ao representar aproximadamente 85-90% de sua composição, pelo que 

geralmente são dois conceitos fortemente associados (FONTANA., 2009; NARDI e 

PIZZEGHELLO., 2002). 

Ao ser as SH o maior componente da matéria orgânica do solo, o equilíbrio de suas 

frações influência diretamente as características do solo tais como estrutura, capacidade de 

troca catiônica e disponibilidade de nutrientes (DABIN., 1982). Esta capacidade da MO de 

afetar as propriedades do solo, permite seu uso como indicador de sua qualidade e suas 

frações humificadas são consideradas um marcador químico estável da história do solo 

(CANELLAS e FAÇANHA., 2004). 

 

2.2. Importância da Matéria Orgânica de Andisols e Organossolos 

 

Embora a matéria orgânica esteja presente em todos os solos em diferentes 

concentrações e seja de grande importância para a manutenção de suas propriedades e o 

estoque de C, existem solos que por suas características de formação são de grande 

importância ecológica pela grande capacidade de armazenamento de C como são os Andisols 

(USDA, 2009) e Organossolos (SIBCS, 2009) os quais tem em média uma densidade de 

carbono orgânico de 220 e 1170 ton há
-1

 e reservas de 20 e 179 bilhões de toneladas ha
-1

 

(ESWARAN et al., 2000; LAL et al., 2004). 
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2.2.1. Os Andisols 

 

Os Andisols são solos com características andicas, segundo o sistema de classificação 

americano (USDA, 2009), derivados de cinzas vulcânicas que cobrem mais de 110 milhões de 

hectares da superfície terrestre (1%), amplamente distribuídos em regiões Árticas e tropicais 

de grande atividade vulcânica (FAO, 2007). Os solos vulcânicos contem grandes quantidades 

de C armazenado na MOS, embora só ocupem  1% da área terrestre, podem conter mais C que 

solos não vulcânicos (DAHLGREN et al., 2004), chegando a armazenar aproximadamente 

5% do C global (ESWARAN  et al., 1994). 

Possuem características físicas, morfológicas e químicas únicas atribuídas a seu 

material de origem constituído por minerais como alofano, imogolite, ferrihidrite e complexos 

Al e Fe-humus (HARSH et al., 2002; McDANIEL e LOWE., 2012), e ao clima frio e úmido e 

baixa pressão atmosférica que favorece o acúmulo de matéria orgânica, reforçada pela 

formação de complexos organometálicos de Al e Fe de mobilidade limitada e fortemente 

resistentes à degradação microbiana  (ILLMER et al., 2003; BUYTAERT et al., 2006), e pela 

acumulação de cinza vulcânica do período quaternário (BUYTAERT et al., 2005). Fatores 

queresultam na formação de um horizonte superficial “Melânico” de intensa cor escura e alto 

conteúdo de matéria orgânica (IBANEZ e MANRIQUE., 2011). Outro fator que contribui 

para a sobreposição de MOS em solos vulcânicos é aadição repetida de depósitos vulcânicos 

que rejuvenescem a paisagem criando novos ecossistemas capazes de armazenar mais C 

(IMAYA et al., 2010). 

Encontram-se em zonas altas e úmidas da serrania equatoriana “páramos” 

(ecossistema montano intertropical, com predomínio de vegetação arbustiva, desde altitudes 

entre 2700-5000 msnm), assim como, dentro do corredor interandino, região costeira e 

Amazônia devido a fluxos de material vulcânico. A grande maioria de Andisols são 

intensamente cultivados e plantados com uma grande variedade de culturas, sua maior 

limitação é a grande capacidade para reter fósforo de forma não biodisponível para sua 

assimilação pelas raízes das plantas, em alguns lugares a topografia irregular é uma grande 

limitante para seu uso em cultivos. 

 

2.2.2. Os Organossolos 

 

Os Organossolos são solos distribuídos em diferentes regiões do mundo, e são o 

resultado da subsequente acumulação de material orgânico, em diferentes níveis de 

decomposição, sob condição de drenagem deficiente, comuns em zonas planas, ou 

altimontanas úmidas. O acúmulo de matéria orgânica, dada pela constante saturação de água, 

outorgam-lhes propriedades físicas, químicas e mecânicas que diferem enormemente dos 

solos minerais, apresentam um horizonte hístico com teor de carbono orgânico maior ou igual 

a 80 g kg
-1

 e conteúdo de carbono orgânico de 12-18% (EMBRAPA, 2013). 

No Sul e Sudeste de Brasil, os Organossolos identificados estão distribuídos tanto em 

baixadas litorâneas como em regiões altimontanas e são considerados ecossistemas de grande 

fragilidade e susceptíveis à degradação (CIPRIANO-SILVA et al., 2014). 

As particularidades dos Organossolos têm incentivado o desenvolvimento de métodos 

próprios para sua caracterização e classificação (FONTANA et al., 2008), sobretudo os 

relacionados com o estudo das substâncias húmicas (SH) e suas frações, os ácidos húmicos, 

os ácidos fúlvicos e as huminas (LOSS et al., 2015). 
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2.3. As Substâncias Húmicas, Origem, Formação e Estrutura 

 

As SH são substâncias de estrutura complexa, heterogênea, de massa molar variável e 

comdistintos grupos funcionais (STEVENSON, 1994), resultado das reações químicas e 

bioquímicas de sínteses e ressíntese de um amplo intervalo de materiais de natureza orgânica 

e grau de complexidade,presentes em solos, compostagens, turfa, leonardita, etc., mediadas  

por fatores microbiológicos que atuam sobre o material orgânico depositado no solo sobre o 

qual influênciam variáveis locais específicasespecíficas, como ambiente físico-químico tais 

como: temperatura, umidade, regime de águaágua no solos, pH, disponibilidade de nutrientes 

e qualidade dos materiais de origem, que irão contribuir com maior ou menor intensidade no 

processo de humificação (SCHNITZER, 1978; ZECH et al., 1997; SCHIAVON et al., 2010). 

As SH podem ser fraccionadas em função de seu tamanho molecular e solubilidade em 

meio ácido ou alcalino, em ácidos húmicos (AH), ácidos fúlvicos (AF) e huminas (HUM); os 

AH possuem um alto peso molecular (>3,500 Da), de cor escura,  solúveis em médio básico e 

precipitam em médio ácido (pH 2,5), são a fração biologicamente mais resistente; os AF de 

menor peso molecular (<3,500 Da), cores castanho-bruno, solúveis em médio ácido ou 

básico; e as HUM insolúveis  e que permanecem ligadas à matriz mineral do solo, possuem 

reduzida capacidade de reação, altamente hidrofóbicas (MALAN., 2015; MUSCOLO et al., 

2007). As características das SH foram resumidas por Stevenson (1982) e são apresentadas na 

Erro! Fonte de referência não encontrada.. 

 

 
 

Figura 1. Características das substâncias húmicas segundo Steveson (1982). 

 

2.3.1. Formação de substâncias húmicas 

 

Segundo Stevenson (1982), as SH podem se formar por 4 possíveis vias ou teorias 

sendo: a) Teoria da lignina (1ª via) proposta por Waksman (1932); b) e c) Teoria dos 

polifenóis (2ª e 3ª via); e d) Teoria de amino açúcares condensados (4ª via). A teoria de amino 

açúcares condensados, é considerada a mais antiga pois Millard (1916), considerava que as 

SH era produto exclusivo da reação química entre açúcares redutores e aminoácidos, produto 

da atividade microbiana (4ª via). Experimentos relacionados com a sínteses de compostos de 

coloração escura, similares as SH, deu lugar ao surgimento do conceito de humificação, 

Propriedades químicas das substâncias húmicas (Stevenson, 1982)

Substâncias húmicas

(pigmentação)

Amarelo
Amarelo  

marrom

Marrom 

escuro
Cinza Preto

Ácidos Fúlvicos Ácidos húmicos Huminas

Aumenta intensidade do color

Aumenta o grau de polimerização

Aumenta o peso molecular

Aumenta o conteúdo de carbono

Diminui o conteúdo de oxigênio

Diminui a acidez intercambiável

Diminui o grau de solubilidade 

300000

62%

30%

500

2000

45%

48%

1400
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propondo que a formação das SH é produto da decomposição microbiológica da matéria 

orgânica (Figura 2). 

 

 
 

Figura 2. Mecanismos de formação das substâncias húmicas (STEVENSON, 1982). 

 

Em 1932, Waksman propõe uma teoria da formação de SH a partir de ligninas 

parcialmente modificadas (1ª via), segundo esta teoria a lignina é modificada parcialmente 

pelos microrganismos e o resíduo torna-se parte do húmus do solo, a modificação da lignina 

leva a perda de grupos metoxyl (OCH3) e geração de hidroxifenois e oxidação de cadeias 

alifáticas para formar grupos -COOH. A lignina modificada está exposta a novas mudanças e 

daria lugar aos primeiros AH e logo após os AF. Waksman citou como evidência para 

soportar sua teoria as similaridades entre a lignina e os ácidos húmicos para ser descompostos 

pelos fungos e bactérias; a solubilidade em álcool e piridina, assim como em alcalis com 

posterior precipitação; a presença de grupos metoxyl; a natureza ácida destas; a capacidade 

das ligninas de se transformar em ácidos húmicos ao serem aquecidas com alcalis aquaosos e 

as propriedades dos AH similares às ligninas oxidadas. 

As 2ª e 3ª vias, são a base das teorias dos polifenois, as duas vias são muito 

semelhantes e só variam na fonte de polifenois. Na 3ª via a lignina ainda tem um papel 

importante, mas de diferente forma, onde os aldeídos fenólicos e ácidosácidos liberados da 

lignina no ataque microbiologico são convertidos enzimaticamente em quinonas, as quais são 

polemerizadas na ausença/presença de compostos amino para formas moléculas “similares as 

substâncias húmicas”. A 2ª via é similar à 3ª via com a diferença que os polifenois são 

sintetizados por microrganismos das fontes de C não lignínicas como a celulose, e oxidados 

enzimaticamente em quinonas e após convertidos em substâncias húmicas. 

Embora todas as vias podem ser consideradas como mecanismos de sínteses de SH na 

natureza que acontecem em todos os solos, elas não vão acontecer na mesma intensidade ou 

ordem de importância, podendo predominar uma sobre outra em função das características 

próprias de cada solo e ambiente. E são estes mecanismos de decomposição que influênciam 

na complexidade e heterogeneidade estrutural das SH e que não permitem a definição de um 

modelo estrutural genérico, embora existam várias propostas estruturais (STEVENSON., 

1985; SENESI et al., 1989; STEVENSON., 1994; HAYES., 1997). 
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2.3.2. Estrutura química das substâncias húmicas e sua relação com a origem 

 

A variabilidade na composição das SH em função do material faz necessário que, para 

sua ótima caracterização, seja preciso utilizar mais de um método analítico. Entre os mais 

comuns destacam-se: a determinação de carbono orgânico das SH e suas frações (C-AFH/C-

AFF e C-EA/C-HUM), que permite obter relações entre suas frações (CAH/CAF) que 

indicam a mobilidade do carbono no solo, os valores maiores que 1 são indicador de maior 

estabilidade das SH e solos mais ricos em AH, como em ambientes temperados e 

naturalmente férteis, no entanto nas regiões tropicais os solos mais intemperizados tem menor 

razão CAH/CAF (<1). Nessas condições os processos de humificação são menos intensos e 

como consequência há menor quantidades de AH. O aumento do conteúdo de AH pode 

indicar melhoria na qualidade dos húmus do solo ou incremento da atividade biológica, que 

promove a síntese de SHs mais condensadas (CANELLAS et al., 2003; KONONOVA, 1982; 

ORLOV, 1998; CANELLAS e FAÇANHA., 2004). 

Análise elementar que mostra o conteúdo de C, N, H, O e S das SH e as relações 

atômicas H/C, O/C, O/H, e C/N são úteis para identificar os tipos de SH e suas frações, 

monitorar as mudanças na estrutura e estabelecer separações entre as SH. Valores H/C e O/C 

de 1 e 0,5, respectivamente, são característicos de AH, enquantoenquanto valores de 1,4 e 0,7 

são típicos para AF, os maiores valores dos AF estão relacionados com a maior quantidade de 

grupos oxigenados como COOH e carboidratos (STEELINK,1985; LAIRD et al., 2008). 

Altas relações H/C estão diretamente relacionadas com maior alifaticidade das SH 

(STEELINK, 1985; CANELLAS et al., 2005) e baixas relações são diretamente proporcionais 

ao grau de aromaticidade das SH (BENITES et al., 2005). Porém, estas relações não podem 

ser usadas como indicador de aromaticidade/alifaticidade pois são consideradas as 

insaturações presentes em grupos carboxílicos e carbonilas primárias durante os cálculos da 

relação H/C (CANELLAS et al., 2005).  As condições de drenagem do solo também 

desempenham um fator determinante nas relações C/N e O/C reportando-se variações 

segundo o drenagem e predomínio de AF em Organossolos em condições de drenagem 

moderada (SILVA et al., 2009). 

Técnicas espectroscópicas como a espectroscópia na região do infravermelho (FTIR) 

vão obter informação sobre a estrutura química dos compostos orgânicos que compõem as SH 

tais como: i) grupos funcionais: carboxílicos, carbonilas, fenólicos, alcoólicos, nitrogenados; 

ii) componentes aromáticos e alifáticos; iii) carboidratos e proteínas; iv) presença de 

partículas inorgânicas, como minerais de argilas, metais e sais; e v) quantitativas ou 

semiquantitivas, etc. (STEVENSON, 1994; SOLOMON et al., 2005). 

Asnálises de UV-visível obtém informações de inferência qualitativa do grau de 

humificação, evolução química e tamanho das moléculas por meio da análises espectral em 

um cumprimento de onda de 465 e 665 nm o que permitirá a obtenção de uma relação E4/E6 a 

qual está relacionada à aromaticidade e ao grau de condensação dos núcleos aromáticos, altos 

valores indicam a presença de compostos com maior quantidade de cadeias alifáticas, 

enquanto baixos valores indicam a presença de compostos de cadeias aromáticas e maior grau 

de humificação (KONONOVA, 1966). 

Porém Chen et al. (1977), demonstraram uma maior relação da razão E4/E6 com o 

tamanho das moléculas e ao peso molecular, do que ao grau de condensação das moléculas 

húmicas, e a existência de uma correlação negativa com o percentual de carbono e positiva 

com o percentual de oxigênio e acidez total. Os valores da razão E4/E6 variam segundo a 

fração de SH, em climas temperados Kononova (1966), rerelatou valores menores que 5,0 

para AH e de 6,0-8,5 para AF. Em condições de clima subtropical os valores oscilam entre 

menores que 3,5 a maiores que 5, para AH e maiores que 8,5 para os AF. 
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E a ressonância magnética nuclear (
13

C-RMN) que avalia as principais mudanças na 

contribuição de grupos funcionais lábeis e recalcitrantes, identificação de compostos como 

ligninas, taninos, carboidratos, aminoácidos, biopolímeros alifáticos etc. Os espectros 

apresentam geralmente os mesmos grupos funcionais só que com diferenças na intensidade 

dos sinais. 

As SH têm como componente principal o C, H, O, N, S (Tabela 1) (BECKETT et al., 

1987; MUSCOLO et al., 2007; CALDERONI et al., 1984). Assim como apresentam grande 

quantidade de estruturas aromáticas condensadas, cadeias alifáticas e grupos químicos 

funcionais ativos como o ácido carboxílico (COOH), hidroxilo (-OH), carbonila (C = O), 

anéis fenólicos e grupos das quinonas que podem reagir à carregada de íons positivos ou 

negativos em solução os quais interagem com os agregados do solo (MALAN, 2015; 

PICCOLO, 2001; PINTON et al., 2015) proporcionando-lhe estabilidade nos solos, 

favorecendo o armazenamento de carbono (MARTÍNEZ et al., 2013). 

 

Tabela 1. Composição elementar média de ácidos húmicos e fúlvicos extarídos de solos 

(Calderoni et al., 1984). 

SH 
Composição elementar média (%) 

C H O N S 

Ácidos húmicos 53,8-58,7 3,2-6,2 32,8-38,3 0,8-4,3 0,1-1,5 

Ácidos fúlvicos 40,7-50,6 3,8-7,0 39,7-49,8 0,9-3,3 0,1-3,6 

 

Embora seja conhecida as características gerais químicas e estruturais das SH, estas 

variam de acordo com a origem das SH, o tempo de transformação da matéria orgânica 

próprios de cada origem, assim como de fatores de formação do solo, vegetação e clima 

(JENNY, 1941 em EGLI et al., 2007). As SH podem ser consideradas como um marcador 

natural do processo de humificação que podem refletir a condição da formação e manejo do 

solo especialmente a fração AH, a qual é a mais estudada por sua maior relação com a 

identidade do solo e capacidade de manifestar as transformações ocorridas nele (FONTANA, 

2006). 

Estudos realizados por Senesi e Lofredo. (1999), apresentam a composição elementar 

dos AH e AF extraídos de solos de diferentes climas, onde é possível observar que existem 

variações na composição elementar tanto dos AH como AF relacionados com o clima (Tabela 

2). Variação significativa na constituição da MOS e seu principal componente, as SH, tem 

sido relatada em diferentes pedoambientes (BENITES et al., 2001). 

 

Tabela 2. Análise elementar de ácidos húmicos e fúlvicos de distintas origens (SENESI e 

LOREDP, 1999. 

Elemento 

% 

Clima/solo 

Ártico 
Temperado 

ácido 

Temperado 

neutro 

Subtropical 

ácido 

Tropical 

ácido 

IHSS 

Standard 

----- Ácidos húmicos ----- 

C 56,2 53,8-58,7 55,7-56,7 53,6-55,0 54,4-54,9 58,1 

H 6,2 3,2-5,8 4,4-5,5 4,4-5,0 4,8-5,6 3,7 

N 4,3 0,8-2,4 4,5-5,0 3,3-4,6 4,1-5,5 4,1 

S 0,5 0,1-0,5 0,6-0,9 0,8-1,5 0,6-0,8 0,4 

O 32,8 35,4-38,3 32,7-34,7 34,8-36,3 34,1-35,2 34,1 

Continua... 
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Continuação da Tabela 2. 

Elemento 

% 

Clima/solo 

Ártico 
Temperado 

ácido 

Temperado 

neutro 

Subtropical 

ácido 

Tropical 

ácido 

IHSS 

Standard 

----- Ácidos fúlvicos ----- 

C 47,7 47,6-49,9 40,7-42,5 42,2-44,3 42,8-50,6 50,6 

H 5,4 4,41-4,7 5,9-6,3 5,9-7,0 3,8-5,3 3,8 

N 1,1 0,9-1,3 2,3-2,8 3,1-3,2 2,0-3,3 2,7 

S 1,6 0,1-0,5 0,8-1,7 2,5 1,3-3,6 0,6 

O 44,2 43,6-47,0 47,1-46,2 43,1-46,2 39,7-47,8 43,7 

 

Estudos realizados com substâncias húmicas extraídas de diferentes tipos de solos, 

vermicomposto, lodos de esgoto e outras fontes reportaram a existência de uma relação entre 

a estrutura e fonte de origem das SH (CANELLAS et al., 2008). Estudos das propriedades 

químicas com RMN das SH de diferentes solos de origem Andico e não Andico determinaram 

que os Andisols acumulam C mais insaturados (MATUS et al., 2014), grupos funcionais 

carboxil e metoxil de lignina pobremente degradada (CONTE et al., 2003), alto grau de 

condensação (YONEBAYASHI e HATTORI, 1988) que solos de origem não andico. Sendo 

relacionada a presença de alta aromaticidade de SH de Andisol com presença de plantas 

carbonizadas pelas sucessivas erupções vulcânicas e características do epipedon melânico 

(horizonte escuro, rico em MO e com propriedades andicas) (SHINDO et al., 2004). 

Em estudos com frações húmicas extraídas de solos e vermicompostos, Canellas et al. 

(2012a) observaram variações na presença de estruturas de acordo com a fonte das SH, 

relatando que as SH de vermicompostos tem maiores proporções de estruturas alquílicas que 

as isoladas de solos onde predominaram estruturas mais hidrofóbicas e aromáticas. 

Além da fonte de MO, o seu tempo de transformação também influência nas 

características das SH, fator muito importante na compostagem, onde a falta de maturação do 

material orgânico pode resultar em quantidades desproporcionais de AF, os quais 

normalmente encontram-se em altas proporções por ser os primeiros a serem sintetizados 

(TOMATI et al., 2002). Compostos bem humificados devem apresentar valores C-AH/C-AF 

maiores que 1,5 (JODICE et al., 1989 ; SILVA et al., 2009). Neste sentido Aguiar et al. 

(2013), reportaram que o aumento do tempo de compostagem reduz o conteúdo de estruturas 

tipo carboidratos e mantem estruturas alquilicas e aumento de estruturas hidrofóbicas. 

 

2.4. Efeitos das Substâncias Húmicas no Desenvolvimento Vegetal e na Germinação de 

Sementes 

 

As SH atuam sobre o sistema radicular ao modificar a funcionalidade das membranas 

celulares, associando-se à parede celular e depois formando parte dos componentes solúveis 

das células (GARCÍA, 2013). Um dos efeitos mais sobressalentes das SH sobre a morfologia 

radicular é a indução do desenvolvimento radicular com o incremento do número de raízes 

finas, relacionadas com o aumento da atividade da enzima H
+
-ATPase da membrana 

plasmática e o aumento do conteúdo desta enzima em plantas de milho tratadas com SH de 

vermicomposto e relacionadas com uma atividade similar à hormonal (FAÇANHA et al., 

2002), porém o estímulo das SH de diferentes origens no sistema radicular é mais intenso que 

as auxinas, o que segundo Zandonadi et al. (2007), a presença de moléculas com atividade 

biológica ainda não foram identificada. 

O incremento do sistema radicular aumenta a área superficial e consequentemente a 

capacidade de exploração e absorção de nutrientes (CANELLAS et al., 2010). Ao nível 

nutricional a promoção do crescimento vegetal tem sido justificada, pelo aumento da 
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solubilidade de micronutrientes com a formação de complexos solúveis (CHEN et al., 

2003;GARCÍA-MINA et al., 2004). 

Aplicação de AH promove o crescimento e produtividade das plantas, o qual pode ser 

refletido em incrementos da parte aérea pela aplicação de AH em abóbora (MORA et al., 

2010), pimenta (ÇIMRIN et al., 2010), aumentos no comprimento e diâmetro do caule, 

incremento de biomassa fresca e seca, número de folhas  e frutos, assim como tamanho dos 

frutos e rendimentos de colheitas  (ARTEAGA et al., 2007; FAÇANHA et al., 2002a; 

GARCÍA et al., 2016c; NARDI e PIZZEGHELLO, 2002). Da Rosa et al. (2009) reportaram 

incrementos de 30 e 41 % na produção de massa seca aérea e radicular de plantas de milho 

quando tratadas com SH de carvão em doses de 10 e 20 mg C L
-1

 quando comparadas com os 

tratamentos sem aplicação de SH.  

Em nívelnível bioquímico também existem alterações pelo efeito da aplicação de SH 

assim a aplicação de AH isolados de vermicomposto que segundo Hernández et al (2013) 

induziriam o aumento na produção de proteínas totais em plantas de alface (Latuca sativa), e  

incrementos no conteúdo de clorofila e produção de óleo em plantas de soja (BEFROZFAR et 

al., 2013). A aplicação de AF em plantas de pimenta (Capsicum annuum) incrementaram o 

conteúdo de carboidratos, fenóis ecarotenóides dos frutos (AMINIFARD et al., 2012). 

Os efeitos sobre o crescimento radicular proporcionado pelasSH e AH têm sido 

relatados em plantas de tomate onde as SH extraídas de diferentes profundidades de um 

Organossolo promoveram o aparecimento de pelos radiculares, sendo os ácidos húmicos os 

que apresentaram maior capacidade de indução de raízes laterais quando comparados com as 

SH (SILVA et al., 2011), indução do crescimento radicular também foi reportado em espécies 

como Arabidopsis (CANELLAS, et al., 2010; DOBBSS et al., 2010), milho (CANELLAS et 

al., 2010; MARTÍNEZ et al., 2012; YIGIDER et al., 2016), pimenta (ÇIMRIN et al., 2010).  

Além das condições de temperatura, oxigenio e umidade adequadas para que o 

processo de germinação aconteça, a presença de hormônios e o equilíbrio entre os promotores 

e inibidores do crescimento tem um papel essencial para a ativação de reações químicas na 

semente (FERREIRA e BORGHETTI, 2004; MOTA et al., 2015). Os efeitos das SH sobre a 

germinação estão relacionadas com o incremento do fluxo de nutrientes que incrementariam a 

respiração e divisão celular promovendo o crescimento radicular e a atividade enzimática das 

sementes (EYHERAGUIBEL et al., 2008). 

Os resultados encontrados na literatura, dos efeitos das SH na germinação, são 

diversos e variam com a espécie, fonte e concentração de SH utilizada, sendo reportados 

efeitos positivos na germinação e o índice de velocidade de germinação de sementes de 

Aroeira do Sertão (Myracrodruon urundeuva Fr. All) os quais foram relacionados com baixas 

concentrações de SH, enquantoenquanto altas concentrações tiveram um efeito fitotóxico 

(MOTA et al., 2016). Em sementes de cevada a aplicação de substâncias húmicas comerciais 

causou o alongamento e crescimento da massa de germinados nos primeiros 7 dias de 

germinação, bem como da massa da raiz na segunda semana do desenvolvimento da plântula 

(FERREIRA e BORGHETTI, 2001). Efeitos positivos têm sido observados em sementes de 

Panicum vigatum L. tratadas com AH extraidos de materiais compostados segundo Traversa 

et al. (2014), com incrementos de 37 e 36% em concentrações de 200 e 50 mg C L
-1

. 

Já experimentos realizados por Šerá e Novák. (2011), usando várias concentrações de 

SH procedentes de lignita, três tipos de solo e comerciais aplicadas em sementes de 

Chenopodium album agg. relatam efeitos variáveis na germinação estreitamente relacionados 

com a origem da SH mais que com a concentração, onde as SH procedentes de um Podzol 

exerceram um efeito inibitório enquanto as outras SH tiveram um efeito estimulante. 
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2.5. Proteção das Substâncias Húmicas em Condições de Estresse Salino 

 

Segundo Marschner. (1995), em condições de salinidade as plantas têm maiores 

dificuldades para se desenvolverem, primeiramente devido ao incremento do estressese 

osmótico pela alta concentração de sal na solução do solo, o que diminui o potencial de água 

no solo; pelo aumento na concentração de Na e Cl que acumula-se no tecido e pela redução na 

absorção de nutrientes minerais. As SH surgem como alternativa na maior tolerância aos 

efeitos da salinidade nas plantas (PICCOLO; NARDI; CONCHERI, 1992) e outros tipos de 

estresseses ambientais por mecanismos ainda não bem esclarecidos (DELFINE et al., 2005).  

Estes efeitos bioprotetores das SH na redução do estressese salino tem sido relatados 

por Çimrin et al. (2010) em plantas de pimenta, relatando que a aplicação de SH reduz os 

efeitos da salinidade ao incrementar o crescimento radicular e reduzindo os danos na 

membrana. Resultados bioprotetores ante o estressese salino também foram reportados por 

Martínez et al (2012), em plantas de milho (Zea mays. L) e por Reyes (2008) em tomate 

(Lycoopersicum sculentum). Este efeito protetor das SH também foi observado ante o 

estressese hídrico em plantas de arroz (Oriza sativa ) em trabalhos realizados por García, 

(2013) e relacionados com  o estímulo da atividade das peroxidases. Outros relatos sobre os 

efeitos das SH no metabolismo e desenvolvimento vegetal podem ser observados na Tabela 3. 
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Tabela 3. Alguns efeitos das SH em diferentes espécies vegetais. 

Fração 

Húmica/Fonte 
Cultivo Condições de estudo Efeitos no crescimento Referência 

SH sem definir 
Sementes de aroeira do sertão 

(Myracrodruon urundeuva Fr. All) 
Câmara de crescimento 

Baixas concentrações de SH 

promovem germinação e IVG. Altas 

concentrações têm efeito fitotóxico 

Mota et al. (2015) 

Brasil 

AH Lignita Milho (Zea mayz L) Câmara de crescimento 
As aplicações de AH removem os 

efeitos negativos do Mn 

Yigider et al. (2016) 

Turkia 

SH sem definir Arroz (Oriza sativa) 
Câmara de crescimento 

Estresse hídrico 

Sob estressese hídrico os AH 

estimulam a atividade das peroxidases 

por acima das plantas sem AH, pelo 

que o efeito protetor poderia ser 

resultado do ABA e mecanismos 

independentes envolvidos na regulação 

do tonoplasto 

García (2013) 

Brasil 

AH com e sem PGPR 

(Rizobacterias 

promotoras do 

crescimento) 

Vermicomposto 

Soja (Glycine max), 

melão (Cucumis melo), 

reigrass (Lolium perenne), 

manjericão (Ocimun basilicum) 

Câmara de crescimento 

Campo 

Incrementos na média de clorofila em 

todas as plantas, com AH e AF 

Incremento em campo do conteúdo de 

óleo em combinação com PGPR 

Befrozfar et al. (2013) 

Irã 

SH vermicomposto Alface (Latuca sativa) Campo 

Redução do ciclo de produção 

Maior número de folhas Menor 

conteúdo de carboidratos totais nas 

folhas 

Aumento de conteúdo de proteínas 

totais 

Aumento de atividade do nitrato 

redutase 

Hernandez et al. 

(2013) 

Cuba 

SH vermicomposto Leucaena leucocephala cv Semicontroladas Altura das plantas, número de brotos 
Wencomo (2013) 

Cuba 

Continua... 
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Continuação da Tabela 3. 

Fração 

Húmica/Fonte 
Cultivo Condições de estudo Efeitos no crescimento Referência 

SH vermicomposto Milho (Zea mayz L) 
Câmara de cultivo 

Estresse por NaCl 

Diminuição do efeito estressesante do 

NaCl 
Martínez et al. (2012) 

SH vermicomposto Feijão (Faseolus vulgaris L) Semicontroladas 
Maior índice de crescimento e maiores 

rendimentos 

Hernández del Valle et 

al. (2012) 

AF sem definir Pimenta (Capsicum annuum) 

Em campo com 

aplicações no 

crescimento vegetativo 

Incremento de conteúdo de 

carboidratos, fenóis, capsisum, 

carotenóides na fruta e atividade de 

antioxidantes 

Aminifard et al. (2012) 

AF sem definir 
Chrysanthemum 

(Chrysanthemum indicum) 

Câmara de crescimento 

Estresse salino 

Incremento do crescimento vegetativo, 

florescimento, Carboidratos totais, N 
Mazhar et al. (2012) 

AH vermicomposto 
Sementes de milho (Zea mayz L) e 

Arabidopsis 
BOD 

Em Arabidopsis acortamento da raiz 

principal e indução de raízes laterais 

Milho baixo efeito auxinico, com 

elongamento de raiz principal e 

indução de laterais 

Canellas et al. (2010), 

Brasil 

AH sem definir Abobora (Cucumis sativus) 
Câmara de cultivo 

hidroponia 

Incremento crescimento radicular e de 

NO3 em Parte aérea e decréscimo de 

NO3 em raízes 

Incremento atividade ATP ase e 

mudanças na distribuição de 

citoquininas e poliaminas 

Mora et al. (2010) 

Espanha 

SH sem definir 
Arabidopsis, tomate (Licopersicum 

sculentum) e milho 
Câmara de crescimento 

Incremento da emergência de raízes 

laterais 
Dobbs et al. (2010) 

AH sem definir Pimenta (Capsicum annuum) 
Câmara de crescimento 

e solo 

Incremento do peso da parte aérea e 

raiz e de conteúdo de NPK Ca Mg Cu 

em condições de estressese salino 

Çimrin et al. (2010) 

Turquia 
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2.6. Relação Origem-Estrutura-Atividade Biológica das Substâncias 

 

Até a atualidade os mecanismos pelos quais as SH estimulam o metabolismo vegetal e 

influênciam no seu crescimento não estão totalmente esclarecidos e sua estrutura ainda é 

debatida pela variedade de reações biológicas envolvidas em sua gênese que as tornam em 

moléculas complexas, capazes de exercer importantes funções nutricionais no sistema solo-

planta (TREVISAN et al., 2010). 

As SH por ser produto do processo de humificação de uma grande variedade de 

resíduos microbianos e vegetais, são substâncias quimicamente reativas e recalcitrantes à 

biodegradação, com propriedades e estruturas de um grande conjunto de componentes de 

estrutura e peso molecular diverso. 

Os efeitos das SH são variáveis de acordo com o material de origem, a fonte e 

concentração, peso molecular da fração húmica  (AYUSO et al. 1996; TREVISAN et al., 

2010; CHEN et al., 2004; ROSE et al., 2014; MUSCOLO et al., 2013), conteúdo de grupos 

funcionais (PICCOLO et al., 1992), além da espécie vegetal, idade da planta, do órgão 

analisado e das condições experimentais em que este foi aplicado (ROSE et al., 2014; LIMA 

et al., 2011), incluindo o tempo de transformação da matéria orgânica (BERBARA e 

GARCÍA, 2014). 

A grande variabilidade de efeitos das SH, segundo sua origem, no metabolismo e 

morfologia vegetal tem permitido alguns autores relacionar sua bioatividade com a estrutura. 

Neste sentido Muscolo et al. (2007) reportaram que predominância de estruturas -CH3 e -

COOH em SH extraídas de solos estimulam o metabolismo em plantas de Pinus nigra. A 

predominância de grupos carboxil (-COOH)  e estruturas hidrofóbicas em AH de 

vermicompostos e compostagens tem sido relacionados com a emissão de raízes laterais em 

plantas de milho (AGUIAR et al., 2013; JINDO et al., 2012), assim como o estímulo das 

bombas de prótons radiculares especificamente na presença de estruturas hidrofóbicas de SH 

de vermicompostos (DOBBSS et al., 2010). 

García et al. (2016a) relacionou a emissão de raízes pequenas com estruturas menos 

complexas e funcionais (-O, -N) e altos valores E4/E6, enquantoenquanto a emissão de raízes 

maiores foi relacionada com estruturas complexas e de menor funcionalização (grupos 

aromáticos e alifáticos não substituídos). A fração também tem um influência grande em 

função da concentração e estímulo exercido, neste sentido a fração AH estimula o 

crescimento radicular em concentrações 5 vezes maiores que as SH, relacionando  este 

comportamento com a maior labilidade das SH quando compradas aos AH e a maior 

recalcitrância dos AH que precisam de concentrações maiores  para ter efeito (GARCÍA et al., 

2016). 

A redução do estressese hídrico proporcionado pelos AH de vermicompostos em 

plantas de arroz têm sido relacionado com a presença de estruturas alifáticas e oxigenadas 

(GARCIA et al., 2014; GARCÍA et al., 2012b). A multiplicação celular de células 

embriogênicas tem relação com a hidrofobicidade e labilidade dos AF extraídos de um solo 

(ZANCANI et al., 2011). A eficácia das frações de baixo peso molecular foi relacionada com 

a alta presença de grupos aromáticos, carboxílicos e fenólicos (NARDI et al., 2000a, 2000b; 

PICCOLO et al., 1992). 

O maior aprofundamento no estudo das relações entre a origem das SH, a qualidade da 

matéria orgânica e seus efeitos na bioatividade é de grande importância na promoção de um 

melhor entendimento destas relações que tem uma influência na produção das culturas 

agrícolas e florestais. 
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2.7. Os fungos Micorrízicos Arbusculares 

 

Os fungos micorrízicos arbusculares (FMA) são microrganismos biotróficos 

obrigatórios do solo que formam simbiose com aproximadamente 95% das plantas vasculares 

terrestresse, formando uma relação simbiótica mutualista (SOUZA et al., 2010),onde as 

plantas fornecem compostos de C para o fungo e o fungo proporciona às plantas melhor 

nutrição, ao incrementar á área de exploração das raízes mediante a produção de hifas intra e 

extraradiculares, capazes de absorver elementos minerais e água do solo e transferí-los para o 

sistema radicular. 

No processo simbiótico, o fungo e a planta apresentam interação genética, morfológica 

e funcional, onde o fungo ao colonizar o tecido cortical radicular forma estruturas 

intracelulares denominadas de arbúsculos para posteriormente desenvolver o micélio extra 

radicular que vai ser capaz de adquirir nutrientes e água do solo enquanto as plantas proveem 

ao fungo compostos com C (HARRISON, 1999; MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). As 

estruturas típicas dos fungos micorrízicos arbusculares pode ser observada da Figura 1. 

 

 
 

Figura 1. Estruturas típicas formadas durante a simbioses dos fungos micorrízicos 

arbusculares. a) micélio extarradical, b) arbúsculos, c) Estruturas ramificadas de 

absorção (BAS) e d) esporos. Fonte: Pérez-Moncada et al. (2012) 

 

Em condições de baixa disponibilidade de nutrientes, especialmente o P, as hifas são 

mais eficientes no transporte deste elemento que a raiz (BERBARA et al., 2006). Os FMA 

auxiliam na absorção de nutrientes do solo influênciando o crescimento vegetal (SUGAI et 

al., 2011). A eficiência dos FMA tem sido observada em condiçoes de baixo conteúdo de 

matéria orgânica onde tem sido reportada abundante presença de FMA (ALLEN et al., 1995), 

em posição vantajosa para a absorção de nutrientes liberados na decomposição da MOS. 

Ao terem acesso direto às fontes de carbono da planta os FMA podem ser 

considerados como vias de drenagem do C da atmosfera para o solo, sendo uma resposta da 

planta a esse dreno o incremento da taxa fotossintética (BERBARA et al., 2006). Ao ter 

influência sobre a produtividade primária ao permitir uma maior absorção de nutrientes e água 

nas plantas, ao melhorar a estabilidade dos agregados do solo e pela grande produção de 

biomassa e glomalinas (ZHU e MILLER, 2003). 

Os FMA além de participar ativamente na assimilação de nutrientes, atuam 

diretamente sobre a estrutura do solo ao produzir uma glicoproteína chamada glomalina que 
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representa uma forma estável de armazenar C (RILLIG, 2004). A deposição de glomalina no 

solo é considerado o resultado, principalmente, da decomposição de esporos e hifas (>80%) e 

em menor grau da secreção hifálica (DRIVER e RILLING., 2005). Possivelmente, as funções 

da glomalina por estar contidas nas paredes de hifas e esporos estejam relacionadas com o 

favorecimento da aderência das hifas às superfícies e diminuir a palatibilidade ante os 

predadores (SOUSA et al., 2012). 

A quantidade de glomalina no solo é abundante e pode ser detectada em diversos 

ambientes em concentrações médias de 2-15 mg g
-1

 de solo (RILLING et al., 2001). 

Devido a sua alta estabilidade no solo uma das principais funções da glomalina está 

relacionada com a agregação do solo e a redução dos processos erosivos (WRIGHT e 

UPADHYAYA, 1998).  A estreita relação da glomalina com os FMA permite que os teores 

desta proteína sejam utilizados como uma alternativa econômica e efetiva a outras técnicas de 

mensuração de atividade dos FMA, como a densidade de esporos, comprimento de hifas, 

colonização radicular e potencial de inóculo em campo e casas de vegetação (PURIN e 

RILLING., 2007). 

Os FMA trazem muitos benefícios para as plantas ao estimular o crescimento e 

desenvolvimento vegetal, proporcionando-lhe: i) melhor absorção e translocação de nutrientes 

como N, P , K, Ca, Mg, S, Zn, Cu, Mo, Fe, Mn, especialmente os de pouca mobilidade (P, Zn, 

Mo) ao ter um maior vínculo entre a planta-solo pelo maior tamanho do micélio extraradical; 

ii) Maior resistência a diferentes tipos de estressese (hídrico, salino, térmico) ao melhorar as 

relações hídricas da planta ( as hifas externas dos fungos são capazes de captar água além da 

zona de deficiência); iii) Influência sobre a fotossíntese do hospedeiro: Não só pela maior 

absorção de P, assim como também pela eficiência em sua utilização no processo 

fotossintético; estímulo na ação das H
+
-ATPase; iv) Maior tolerância à presença de metais 

pesados; v) resistência ao ataque de patógenos; vi) maior sinergismo com bactérias do solo; 

vii) Além de melhorar a estrutura do solo com a formação de agregados estáveis (BARRER et 

al., 2009; WANG et al., 2008; BLEE e ANDERSON, 2002; GAMPER et al., 2004; 

JEZDINSKÝ et al., 2012). 

Portanto, os FMA constituem um dos componentes mais valiosos da biota do solo que 

por seus benefícios ambientais, se manejados adequadamente podem contribuir 

substancialmente para a sustentabilidade dos agrossistemas. 

 

2.8. Interação de Substâncias Húmicas e Fungos Micorrízicos Arbusculares 

 

As SH têm um papel fundamental no desenvolvimento dos microrganismos do solo. A 

aplicação de SH mostra benefícios na colonização micorrízica de várias espécies vegetais, 

assim como uma interação positiva na absorção de nutrientes. A interação positiva entre as 

SH e os FMA poderia ser descrito pelo estímulo do crescimento de hifas intra e extrarradicais 

de FMA sob efeito de pequenas concentrações de compostos orgânicos (GRYNDLER et al., 

2002), capazes de aumentar a atividade das H
+
-ATPases gerando um maior crescimento das 

hifas e, consequentemente, uma maior taxa de colonização radicular e maior absorção de 

nutrientes e água para as plantas ao incrementar o volume de solo explorado através de sua 

rede micelial (CAMEL et al., 1999). 

A associação de AH com FMA é considerada uma relação mutualística ao apresentar 

benefícios no crescimento de briófitas (Lunaria cruciata) e a esporulação de várias espécies 

de FMA, especialmente como Glomus proliferum  (NOBRE, 2011). A adição de AH de 

vermicompostos em concentrações de 20 mg C L
-1

 estimularam, em condições in vitro, a 

colonização micorrízica de Glomus clarum em raízes de manjericão (Ocimum basilicum L.)  e 

trevo (Trifolium repens L.) assim como a atividade das bombas de prótons (P H
+
- ATPase e 

H
+
-PPase) (LIMA, 2008). 
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Alguns resultados publicados por Gryndler et al. (2005) referem que o uso de AH e 

AF associados com micorrizas em condição hidropônica estimularam a colonização radicular 

e produção de micélio extradical de micorrizas da espécie Glomus claroideum BEG 23, 

concluindo que as SH podem representar um componente estimulante do solo onde 

desenvolvem-se os fungos micorrízicos arbusculares. 

Bakry et al. (2014), encontraram estímulo significativo da associação de FMA e AH 

na altura das plantas de linho (Linum usitatissimum L.) e outros parâmetros produtivos. 

Trabalhos realizados por Yano-Melo et al.(2013) relacionados com a avaliação da interação 

de AH (Codahumus®) com ausência ou presença de FMA da espécie Glomus clarum em 

mudas enxertadas de videra num Argissolo, observaram aumento da massa radicular apenas 

nas plantas micorrizadas com uso de AH, também encontraram resultados positivos no 

estímulo da colonização radicular de G. Clarum. 

Estes efeitos poderiam ser atribuídos às modificações físico-químicas das propriedades 

do solo ocasionadas pelas SH. Na atualidade há poucas pesquisas relacionadas à interação das 

SH como as micorrizas. 

 

2.9. As Substâncias Húmicas e Fungos Micorrízicos Arbusculares como Bioestimulantes 

Agricolas 

 

Geralmente, na literatura, não é comum utilizar o termo bioestimulante ao se referir as 

substâncias húmicas, mas as primeiras definições de bioestimulantes surgiram a partir de 

experimentos realizados com AH e extratos de algas por Zhang e Schmidt no 1997, eles 

definiram a influência positiva das SH e os extratos de algas para promover o crescimento das 

plantas e a tolerância ao estressese hídrico como “materiais que em mínimas quantidades 

promovem o crescimento das plantas”, distinguindo bioestimulantes de nutrientes e outras 

emendas do solo com as palavras “mínimas quantidades” (Du JARDIN, 2015). 

Kauffman et al. (2007), definiram os bioestimulantes como: “Materiais que não são 

fertilizantes, que promovem o crescimento quando aplicados em baixas quantidades”. O 

mesmo autor classifica os bioestimulantes em três grandes grupos, na base de sua fonte e 

conteúdo: i) substâncias húmicas, (ii) produtos contendo hormônios, como extratos de algas 

marinhas contendo quantidades identificáveis de auxinas, citoquininas e seus derivados e iii) 

produtos contendo aminoácidos (CALVO et al., 2014).  

Mais recentemente vários cientistas têm reconhecido novas categorias, incluído no 

termo bioestimulantes as substâncias e os microrganismos. Du Jardim. (2015), classifica os 

bioestimulantes como: (i) substâncias húmicas; (ii) complexos de materiais-orgânico; (iii) 

ácidos aminos livres e outras substâncias contendo nitrogênio; (iv) extratos botânicos e de 

algas (v) derivados do quitosan e outros biopolimeros; (vi) sais inorgânicos (incluindo 

fosfito); (vii) fungos benéficos e (viii) bactérias benéficas.  

Neste sentido os bioestimulantes como as substâncias húmicas e os fungos 

micorrízicos arbusculares podem ser utilizados como uma alternativa ambientalmente viável à 

agricultura de altos insumos para melhorar o desenvolvimento agrícola. 

 

2.10. Importância da Cultura de Milho e os Efeitos das Substâncias Húmicas de 

Vermicompostos como uma Alternativa Sustentável para sua Produção 

 

O milho (Zea mays L.) pertence à ordem das Gramíneae, família Poaceae e é 

originário de América Latina. O milho é hoje o terceiro grão alimentício mais cultivado no 

mundo, com uma produção na zafra 2016/2017 estimada em 1067milhões de toneladas 

(USDA, 2017), vindo logo depois do arroz e do trigo. 
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O uso do milho na alimentação humana seja em grão ouseus derivados, é de grande 

importância sobre todo na agricultura familiar e regiões de baixa renda ou países onde o milho 

é a base da culinária como Mesoamerica e Sulamerica. Mas sua produção está ligada 

principalmente a grande escala para a alimentação animal. Pelo que sua importância como 

cultivo está ligada fortemente a fatores econômicos e sociais. 

Atualmente a produção de milho é em grande escala e em condições de alto uso de 

insumos agrícolas, porém existe um interesse crescente no cultivo em condições orgânicas 

com emprego de técnicas modernas, como o uso de agentes biológicos, armadilhas, controle 

de pragas e de bioestimulantes como as substâncias húmicas e os FMA. 

Considerando que a cultura do milho é versátil e tem grande facilidade para se adaptar 

aos diferentes sistemas de produção é comum o uso de híbridos de milho nos sistemas de 

agricultura orgânica já que com cuidados adequados na sua multiplicação permite ao produtor 

produzir sua própria semente com preços baixos (CRUZ et al., 2010) Existendo no Estado do 

Rio de Janeiro algumas variedades de milho híbridohíbrid,o bem adaptadas em sistemas 

orgânicos de produção de milho verde (ARAÚJO et al., 2000). Neste sentido o híbrido triplo 

BR-3025 tem apresentado um bom desempenho em condições de cultivo orgânico no SIPA 

(Sistema Integrado de Produção Agroecológica-Embrapa). Este híbrido é de ciclo precoce, 

com alto potencial produtivo e excelente resistência ao acamamento (EMBRAPA MILHO E 

SORGO, 2008). 

O uso de vermicompostos na agricultura orgânica é cada vez mais comum, bem seja 

íntegros ou como extratos líquidos húmicos, já que as SH presentes nestes exercem efeito 

positivo no metabolismo vegetal (GARCIA et al., 2014), além de incrementar o rendimento 

das culturas e melhorar as condições físico químicas do solo  (SOLIS-MEJIA et al., 2012).  

Estudos conduzidos por García et al., (2016c) relatam que a aplicação de extratos húmicos de 

vermicompostos melhorou os indicadores de crescimento e produção em condições não 

controladas. 
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3. CAPÍTULO I 

CARACTERÍSTICAS QUÍMICAS E ESTRUTURAIS DAS 

SUBSTÂNCIAS HÚMICAS E SUAS FRAÇÕES, EXTRAÍDAS DE UM 

ANDISOL, UM ORGANOSSOLO E UM VERMICOMPOSTO 
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3.1. RESUMO 

 

As substâncias húmicas e frações utilizadas no presente estudo foram obtidas a partir da 

extração e fracionamento químico com Na4P2O7(aq) e NaOH(aq) da matéria orgânica de um 

Andisol (And), Organossolo (Org) e vermicomposto (Vc), com o objetivo de caracterizar 

utilizando técnicas de análises elementar (CNH), e espectroscópicas (CP-MAS 
13

C NMR, 

FTIR, UV-vis) e avaliar a influência de dois extratores diferentes (Na₄P₂O₇(aq) e NaOH(aq)) 

nas caraterísticas estruturais das frações ácidos húmicos (AH) e ácidos fúlvicos (AF). Os 

resultados amonstram que as substâncias húmicas (SH) tem maior conteúdode C que os AH e 

AF independente de sua origem. Tanto as SH como os AH e AF, extraídos de solos (And e 

Org) presentaram maior conteúdo de C, N. As relações H/C e E4/E6 indicam maior presença 

de estruturas aromáticas nas SH de And e Org em relação às de vermicomposto (Vc). Os 

picos de maior intensidade observados no 
13

C RMN para as SH foram em torno dos 67, 160 e 

172 ppm, os AH de And e Vc tiveram picos característicos em 72, 130 e 172 ppm e os AF em 

26, 48, 68 ppm. As frações de Org apresentaram picos intensos em 56 e 153 ppm para AH e 

38,72, 133 e 177 ppm para AF. As SH de Andisol tiveram um predomínio de estruturas 

aromáticas (CAr, H, R) (34%) e foram mais hidrofóbicas que as SH de Organossolo (19%) e 
Vermicomposto (23%) onde predominaram as estruturas alifáticas (CAlk H, R, CAlk-O, C-COO-H, 

R). O uso de diferentes extratores não mostrou diferenças estruturais definidas entre as frações 

em nenhuma das fontes utilizadas. Porém, os espectros FTIR mostraram que pode haver 

reorganizações estruturais dos grupamentos funcionais. As frações AF-Vc foram as mais 

afetadas, enquanto os AH foi observada uma diferenciação clara entre o tipo de extrator 

utilizado. As técnicas de caracterização química e estrutural aplicadas às SH e suas frações 

húmicas, os ácidos húmicos e ácidos fúlvicos, em conjunto com as análises quimiométricos 

permitiram conhecer as diferenças entre as origens e os efeitos dos extratores. 

 

Palavras-chave: Matéria Orgânica. Espectrometria. Quimiometria. 
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3.2. ABSTRACT 

 

The humic substances and fractions used in this study were obtained from the extraction and 

chemical fractionation Na₄P₂O₇(aq) e NaOH(aq) of organic matter from a Andisol (AND) 

Organosol (Org) and vermicompost (Vc) with order to characterize using  techniques 

elemental analysis (CNH) and spectroscopic (CP-MAS 
13

C NMR, FTIR, UV-vis) and 

evaluate the influence of two different extractors in the structural features of the humic acid 

(HA) and fulvic acid (FA) fractions. The results show that humic substances (SH) have higher 

C contents than AH and AF, independent of their origin. Both HS and the HA and FA 

extracted from soil (and Org And) has higher content of C, N. The relationship H / C and 

E4/E6 indicates increased presence of aromatic structures in the SH and Org And regarding 

vermicompost (You). The highest peaks observed at 
13

 C NMR for SH were around 67, 160 

and 172 ppm, the AH of And and Vc had characteristic peaks at 72, 130 and 172 ppm and the 

AF at 26, 48, 68 ppm. The fractions of Org showed intense peaks at 56 and 153 ppm for AH 

and 38.72, 133 and 177 ppm for FA. The SH Andisol had a predominance of aromatic 

structures (CAr, H, R) (34%) and were more hydrophobic than the SH Organosol (19%) and 

worm compost (23%) predominated aliphatic structures (CAlk H, R, CAlk-O, C-COO-H, R). The use 
of different extractors showed no structural differences between the fractions in any of the 

sources used. However, FTIR spectra have shown that there may be structural rearrangements 

of functional groups. The AF-Vc fractions were the most affected, while the AH was 

observed a clear differentiation between the type of strator used. The techniques of chemical 

and structural characterization applied to SH and its humic fractions, humic acids and fulvic 

acids, together with the chemometric analyzes allowed to know the differences between the 

origin and the effects of the extractors. 

 

Keywords: Matter Organic. Spectroscopy. Quimiometric. 
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3.3. INTRODUÇÃO 

 

A grande abundância e distribuição das substâncias húmicas (SH) nos ambientes 

terrestresse e aquáticos, assim como sua presença majoritária (60-90%) na matéria orgânica 

do solo como componente importante de diversas funções específicasespecíficas (SWIFT, 

1970; STEVENSON, 1994), tem gerado o interesse no estudo de suas características químicas 

e estruturais além de seus efeitos na atividade biológica das plantas. 

As SH são resultado do processo de decomposição de uma grande diversidade de 

materiais, de origem orgânico vegetal e/ou animal, pela ação dos microrganismos em 

ambientes específicos, variedade de materiais orgânicos e pedoambientes exercem uma 

diferenciação significativa na constituição da matéria orgânica e distribuição das SH 

(BENITES et al., 2001). 

A grande heterogeneidade das SH não tem permitido a definição de um modelo 

estrutural único, embora tenham sido propostos vários modelos (BRUCCOLERI et al., 2001). 

Porém é conhecido que as SH têm abundância de grupos funcionais carbonílicos, 

carboxílicos, fenólicos e aminos, entre outros (STEVENSON, 1994) as quais tem influência 

nas propriedades químicas, físicas e biológicas das águas, solos, sedimentos (CUNHA et al., 

2000) e materiais compostados.  

Ante a grande diversidade e complexidade estrutural das SH, existe a necessidade de 

um melhor entendimento de suas funções nos sistemas agrícolas e no ciclo global do carbono 

(BAYER et al., 2002), têm sido desenvolvidas várias técnicas analíticas químicas e 

espectroscópicas destacando-se a análises elementar, a ressonância magnética nuclear de 

carbono (
13

C-RMN), a pirólise acoplada a cromatografia gasosa e espectrometria de massa 

(Py-GC/MS), a espectroscopia na região do infravermelho (FTIR), ultravioleta visível (UV-

Vis) entre outras (NOVOTNY, 2004; PRIMO et al., 2011; PEÑA-MENDEZ et al., 2007), 

para caracterizar suas características químicas. 

Neste sentido, existem vários estudos de caracterização de SH que utilizam 

conjuntamente várias técnicas de análise das diferençasdiferenças estruturais das SH de 

diversos tipos de solos e materiais orgânicos. Técnicas que podem ser consideradas como uma 

ferramenta importante para avaliar o papel das SH nos processos agrícolas e meio ambientais 

(MARTINEZ-BALMORI et al., 2014). 

A matéria orgânica de pedoambientes distintos tem diferenças significativas em sua 

constituição e na distribuição das SH (BENITES et al., 2001). O uso de várias técnicas de 

caracterização química e espectroscópica como aanálises elementar e 
13

C-RMN  tem 

permitido observar a existência de uma relação entre os atributos químicos dos AH de vários 

solos e sua gênese (DOBBSS et al., 2009), além de um melhor entendimento de como afetam 

os processos de humificação, a qualidade da matéria orgânica de materiais compostados. 

 

O trabalho tem como objetivos: 

 

 Caracterizar as SH e suas frações, os AH e AF, extraídas de dois solos e um 
vermicomposto utilizando técnicas químicas e espectroscópicas; e 

 Avaliar a influência de dois extratores diferentes, (Na₄ P₂ O₇ (aq) e NaOH(aq)) 

nas caraterísticas estruturais das frações ácidos húmicos (AH) e ácidos fúlvicos 

(AF). 
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3.4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.4.1. Localização da área para coleta de amostras de solos e vermicomposto 

 

As substâncias húmicas foram extraídas do horizonte superficial (0-20 cm) de dois 

solos com orogêneses diferentes, e de um vermicomposto de esterco bovino. O solo 

classificado como Organossolo (SIBCS, 2013) ou Histosol (FAO/WRB, 2006; USDA, 2010), 

está localizado no bairro de Santa Cruz, pertencente a cidade do Rio de Janeiro na margem da 

BR 101 (SANTOS et al., 2013). O Organossolo, desde os anos 1980, vem sendo explorado 

para fins agrícolas e, atualmente, encontra-se sob cultivo de mandioca (Manihot esculenta 

crantz). A área apresenta um relevo plano com forte influência do lençol freático o qual é 

drenado para possibilitar seu uso agrícola (Figura 2). 

O outro solo utilizado é classificado como Andisol (USDA, 2010) ou Andosols 

(FAO/WRB, 2006) e se origina a partir de cinzas vulcânicas e volcanoclásticas, sob relevo 

montanhoso (20% declive), situado na região interandina da província de Bolívar-Equador. A 

área de aproximadamente um hectare onde foi coletado o Andisols, encontra-se sob uso 

agrícola em sistema de rotação de culturas e curvas de nível de cultivos de milho (Zea mays 

L.), ervilha (Pisum sativum L.) e batata (Solanum tuberosum) (Figura 2).  

O vermicomposto (Vc) utilizado é produzido a partir de esterco bovino, proveniente 

de vacas leiteiras e processado por minhocas vermelhas africanas (Eudrilus eugeniae) durante 

70 dias, no Sistema Integrado de Produção Agroecológica (SIPA) -Fazendinha Agroecológica 

da Embrapa Agrobiologia, localizado no Município de Seropédica, Rio de Janeiro (Figura 

4C). 

 

   
 

Figura 2. Sítios de amostragem. A) Organossolo B) Andisol C) Vermicomposto. 

 

As amostras de solos foram coletadas em zigue-zague de forma a percorrer toda a área 

ao acaso, foram recolhidas porções de solo de 12 a 20 locais diferentes, numa profundidade de 

0-20 cm. O solo coletado de cada um desses locais (sub-amostras) foi colocado em recipiente 

limpo e misturado e a partir desta retirada uma amostra de 500 gramas. Essa amostra 

composta representa a área homogênea em estudo. As amostras de vermicomposto 

humificado foram peneiradas para a retirada das minhocas e deixado secar à sombra. Na 

Tabela 4 (Anexo A), são apresentadas as características químicas dos solos e vermicomposto 

em estudo. 
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Tabela 4. Características dos materiais de três origens diferentes utilizados para extração e 

fracionamento de substâncias húmicas (SH). 

Amostra País Localização 
pH CTC C1 N2 

H2O cmol Kg-1 g Kg-1 

Organossolo Brasil Santa Cruz, RJ 4,9 20,1 85,3 4,2 

Andisol Equador Guaranda, Bolívar 5,8 12,6 57,4 2,4 

Vermicomposto Brasil Seropédica, RJ - SIPA* 7,1 44,9 108,1 16 

* Sistema Integrado de produção Agrocologica. 
1
 Carbono Orgânico Total; 

2
 Nitrogênio Total. 

 

3.4.2. Extração, isolamento e purificação das substâncias húmicas 

 

As substâncias húmicas e suas frações (ácidos húmicos e ácidos fúlvicos) foram 

obtidas usando dois extratores diferentes, hidróxido de sódio (NaOH 0,1 mol. L
-1

) e 

Pirofosfato de sódio (Na4P2O7 0,1 mol. L
-1

). Para a extração das substâncias húmicas com 

ambos os extratores, uma quantidade de cada extrator, por separado, foi adicionado aos solos 

ou ao vermicomposto em atmosfera inerte de N2 em razão de 10:1 (v:m). No caso da extração 

a partir dos solos, foi necessário um tratamento prévio com HCl (0,1 mol. L
-1

) e 

posteriormente neutralizado (pH7) com NaOH (0,1 mol. L
-1

). A mistura extrator-

solo/vermicomposto foi agitada durante 8 horas e posteriormente deixada para repouso 

durante a noite, posteriormente o sobrenadante foi coletado mediante centrifugação (5000 

rpm) e posterior filtração (este procedimento foi repetido três vezes) para obter as frações 

húmicas e fúlvicas em dissolução segundo metodología da IHSS. 

Para a obtenção dos ácidos húmicos, à dissolução anterior lhe foi adicionada HCl (6 

mol. L
-1

) até valor de pH aproximadamente 1,5 e em seguida deixado em repouso durante 16 
horas. Os ácidos húmicos (floculados) foram separados mediante centrifugação a 5000 rpm 

por 15 minutos. 

Os ácidos húmicos foram purificados mediante redissolução em KOH (0,1 mol. L
-1

) 

em atmosfera de N2 e, posteriormente, uma solução de KCl (0,3 M K
+
) foi adicionada com o 

objetivo de remover os sólidos em suspensão mediante centrifugação (5 minutos). 

Posteriormente os ácidos húmicos foram precipitados com HCl (6 mol. L
-1

) até pH1,5 e 

deixado em repouso durante 16 horas, posteriormente centrifugados (5000 rpm) e o 

sobrenadante descartado. Posteriormente os ácidos húmicos são tratados com uma mistura de 

HCl:HF, 0,1:0,1 M e agitado durante a noite a temperatura ambiente, este procedimento foi 

repetido até que o conteúdo de cinza chegue a 1%. O precipitado é transferido para uma 

membrana de diálise (Spectra/Por® 7 dialysis tubing, MWCO 1000) contra água destilada até 

teste negativo da água para íons Cl
-
 com AgNO3, posteriormente os ácidos húmicos foram 

liofilizados. 

Os ácidos fúlvicos foram purificados mediante fixação em resina, resumidamente, a 

dissolução que contém os ácidos fúlvicos (pH2) foi carregada em uma resina SupeliteTM 
DAX-8, Cod. 21567-U (substituto comercial da Sigma para XAD-8). Posteriormente os 

ácidos fúlvicos retidos são eluídos fazendo passar através desta uma dissolução de NaOH (0,1 

mol. L
-1

) e em seguida água destilada para total recuperação. A dissolução de ácidos fúlvicos 

foi tratada fazendo-a passar através de uma coluna com uma resina fortemente ácidas 

(Amberlite IR120 hydrogen form, Fluka analytical Cod. 06428) e então liofilizados. 

As substâncias húmicas foram obtidas pela extração com NaOH (0,1 M) como extrator 

aos solos e ao vermicomposto em atmosfera de N2 a uma proporção 10:1 (m:v) nas mesmas 

condições descritas anteriormente. As substâncias húmicas forma colocadas em membrana de 

diálise (Spectra/Por® 7 dialysis tubing, MWCO 1000) contra água destilada até teste negativo 

da água para íons Cl
-
 com AgNO3. Posteriormente as substâncias húmicas foram tratadas 



 

25 

 

fazendo-as passar através de uma coluna com uma resina fortemente ácidas (Amberlite IR120 

hydrogen form, Fluka analytical Cod. 06428) e então liofilizados. 

 

3.4.3. Caracterização química e espectroscópica das substâncias húmicas extraídas de 

três origens diferentes e suas frações 

 

a) Composição elementar e relação E4/E6 

 

A composição elementar foi realizada utilizando um analisador elementar Perkin 

Elmer 2400 CHN. As análises foram realizadas utilizando-se 1,1 ± 0,1 mg de amostras 

pesadas em micro balança acoplada ao aparelho. Os padrões de referência usados foram a 

acetanilide (C: 71,09%; H: 6,71%; N: 10,36%). O aparelho foi calibrado diariamente e as 

leituras das amostras alternadas por leituras de branco, na razão de um branco para cada cinco 

amostras. O teor de oxigênio foi determinado por subtração segundo a equação: %O = {100% 

- (%C + %H + %N)}. Do mesmo modo foram calculadas as razões molares atômicas: H/C = 

{(%C/12) / (%H/1)}; C/N = {(%C/12) / (%N/14)}; O/C = {(%O/16) / (%C/12)} e 

O/H = {(%O/16) / (%H/1)}. 

A relação E4/E6 foi obtida a partir da leitura das absorbâncias a 465 e 665 nm em na 

faixa do UV-vis em espectrofotómetro Shimadzu UV-1800 UV-vis. 

 

b) Resonância magenetica nuclear (CP MAS 
13

C-RMN) 

 

A espectroscopia de polarização cruzada com rotação em torno do ângulo mágico CP 

MAS 
13

C-RMN foi realizada no aparelho Bruker AVANCE II RMN a 400 MHz, equipado 

com probe de 4 mm Narrow MAS e operando em sequência de ressonância de 
13

C a 100.163 

MHz. Para a obtenção dos espectros, as amostras dos materiais humificados foram colocadas 

em um rotor (porta-amostra) de dióxido de zircónio (ZrO2) com tampas de Kel-F sendo a 

frequência de giro de 8 ± 1 kHz. Os espectros são obtidos pela coleta de 2048 data points para 

igual número de scans a um tempo de aquisição de 34 ms e com recycle delay de 5 s. O tempo 

de contato para a sequência em rampa de 
1
H ramp é de 2 ms. A coleta e elaboração espectral 

foi realizada utilizando o Software Bruker Topspin 2.1. Os decaimentos livres de indução 

(FID) foram transformados aplicando um zero filling igual a 4 k e posteriormente um ajuste 

por função exponencial (line broadening) de 70 Hz. 

As quantidades relativas dos tipos de carbono foram obtidas mediante a integração das 

regiões espectrais como segue:   C-alquil (CAlq-H,R): 0–46 ppm; C-methoxila e N-alquil 

(CAlq-O, N): 46–59 ppm; O-alquil-C (CAlq-O): 59–91 ppm; C di-O-alquil (anomérico; C-

alquil-di-O): 91–110 ppm; C aromático (CAr-H, R): 110–142 ppm; C-O, N-aromático (CAr-

O, N): 142–156 ppm; C-carboxilas (CCOO-H, R): 156–186 ppm; e C-carbonilas (CC=O): 

186–230 ppm (Song et al., 2008; De la Rosa et al., 2011). A aromaticidade e alifaticidade 

foram calculadas de acordo com Song et al. (2008); aromaticidade=[(CAr-H,R+CAr-O,N)/( area 

total)]x100, e alifaticidade=(100-aromaticidade).  

Foram calculados os índices de hidrofobicidade HB/HI segundo o proposto por 

Piccolo et al., (2004), quem relaciona a concentração de grupos hidrofóbicos e hidrofílicos na 

área abaixo da curva do espectro 
13

C RMN da seguinte forma: 

 

     
[(        )  (          )]

[(          )  (           )]
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c) Espectroscopia infravermelha com transformada de Fourier (FTIR) 

 

Os espectros FTIR das substâncias húmicas (SH, AH, AF) foram obtidos na faixa de 

4.000 - 400 cm
-1

, utilizando um espectrômetro de infravermelho VERTEX 70 FTIR Series 

Spectrometer Brukerm, as amostras foram preparadas em pastilhas de KBr 200 mg/ 5mg de 

substâncias húmicas e suas fraçoes (SH, AH, AF). Os espectros foram analisados utilizando o 

programa ACD 6.0. A partir dos espectros foram obtidos os seguintes índices: IA 

(aromaticidade): C=C/C-H = 1620-1600 cm
-1

 / 2940–2900 cm
-1

 (CHEFETZ et al., 1996); IR1 

(reatividade): NH2/COOH = 1720-1700 cm
-1

 / 1660-1630 cm
-1

; IR2 (reatividade): 

NH2/COOH = 1720-1700 cm
-1

 / 1545-1505 cm
-1

; IAM1 (amida I): NH2/C-H = 1660-1630 cm
-

1
 / 2940-2900 cm

-1
 (INBAR et al., 1989); IAM2 (amida II): NH2/C-H = 1545-1505 cm

-1
 / 

2940-2900 cm
-1

. 

 

3.4.4. Quimiometria e análises estatísticas dos dados espectrais 

 

As análises de componentes principais (PCA) foram realizadas com o objetivo de 

identificar as diferenças ou semelhanças entre as amostras “scores” e quais variáveis 

“loadings” contribuem em maior peso. Assim, esta análise permite a detecção de padrões de 

agrupamento entre as amostras. As análises quimiométricas de componentes principais (PCA) 

envolvendo os dados espectrais de CP MAS 
13

C-RMN e FTIR de todas as frações húmicas 

foram realizadas utilizando o programa Unscrambler® X 10.4 package (Camo Software AS 

Inc., Oslo, Norway). Os espectros 
13

C-NMR e FTIR das frações húmicas foram carregados a 

partir do software e normalizados segundo a normalização por área (área normalization). A 

faixa selecionada para conformar as matrizes de dados espectrais 
13

C-NMR foi desde -20 ppm 

até 240 ppm, os valores desta faixa foram descartados para evitar falsas contribuições nas 

análises. As análises PCA de cada fração húmica foi realizada utilizando o algorítmo 

NIPALS, método de validação CROSS VALIDATION para o número máximo de 

componentes. Para as análises PCA FTIR, foi selecionada uma faixa entre 400 cm
-1

 e 

3800 cm
-1

. Foram utilizadas as mesmas condições de análises que as utilizadas para 
13

C-

NMR. 

 

 

  



 

27 

 

3.5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.5.1. Composição elementar e relação E4/E6 das substâncias húmicas íntegras e suas 

frações (SH, AH, AF) 

 

A composição elementar e as relações atômicas das substâncias húmicas e suas frações 

são apresentadas na Tabela 5. Os teores de C encontram-se abaixo dos intervalos reportados 

por Calderoni e Schnitzer (1984) e pela ISHS. Em geral, os teores de C mais altos foram 

detectados nas substâncias húmicas integras (SH) e frações (AH e AF) isoladas de solos, 

apresentando os conteúdos mais elevados as SH com valores de 48,58 e 57,50% para as SH 

de Andisol e Organossolo, respectivamente. Os AH e AF apresentaram porcentagens de C 

menores às SH similares entre si com porcentagens de 40,74 e 43,72% para os AH e de 29,09 

e 35,54% para os AF. 

Os conteúdos de C das três amostras de ácidos húmicos foram menores que os 

reportados para outros solos similares e vermicompostos. No caso de outros Organossolos do 

Brasil, EBELING et al., (2011) reportou valores médios de C em AH de 48,9%. As 

porcentagens de C apresentadas nos AH de Andisol (40,74% C) foram menores que os 

obtidos em Andisols da Itália (52,6% C) (BAGLIERI et al., 2012), e no Japão (56,7% C) 

(YONEBAYASHI e HATTORI, 1988). Os valores de C em AH de Vermicomposto de 

esterco bovino reportados por Aguiar et al. (2010), foram de 48,62% C e de 51% segundo 

trabalhos de García et al.(2013), valores que comparados com os obtidos de 42,18 % podem 

ser considerados baixos (Tabela 5). 

 

Tabela 5. Composição elementar de substâncias húmicas (SH), ácidos húmicos (AH) e 

ácidos fúlvicos obtidos de um Andisol, Organossolo e um Vermicomposto utilizando 

dois extratores. 

SH C(%) H(%) N(%) O(%) C/N H/C O/C E4/E6 

 Substâncias húmicas 

SH-Org 57,50 6,31 3,69 32,50 19,48 1,32 0,42 2,31 

SH-And 48,58 6,24 3,69 41,49 16,46 1,54 0,64 2,12 

SH-Vc 42,68 6,88 3,08 47,36 17,32 1,93 0,83 7,54 

 Ácidos húmicos* 

AH-Org(1) 43,72 4,38 3,62 48,29 15,10 1,20 0,83 2,72 

AH-Org(2) 44,88 4,45 3,63 47,04 15,46 1,19 0,79 2,71 

AH-And(1) 40,74 4,55 3,35 51,36 15,20 1,34 0,95 3,50 

AH-And(2) 45,24 4,86 3,18 46,72 17,78 1,29 0,77 3,48 

AH-Vc(1) 42,18 4,57 3,99 49,26 13,22 1,30 0,88 4,85 

AH-Vc(2) 43,03 3,85 3,10 50,02 17,35 1,07 0,87 4,98 

 Ácidos húmicos* 

AF-Org(1) 35,54 5,95 2,75 55,76 16,15 2,01 1,57 14,17 

AF-Org(2) 33,57 5,89 2,76 57,78 15,20 2,11 1,72 14,55 

AF-And(1) 31,05 5,89 2,11 60,95 18,40 2,28 1,96 10,84 

AF-And(2) 29,79 5,73 2,97 61,51 12,54 2,31 2,06 11,63 

AF-Vc(1) 29,09 5,45 2,30 63,16 15,81 2,25 2,17 10,53 

AF-Vc(2) 25,09 5,51 2,17 67,23 14,45 2,63 2,68 10,03 

*Tipo de extrator utilizado: 
1
NaOH 

 2
 Na4P2O7. 
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As porcentagens de N foram maiores nas SH e AH em relação aos AF. As SH de 

Andisol e Organossolo apresentaram maior conteúdo deste elemento. Os maiores conteúdos 

de N nas SH e SH de Andisol e Organossolo podem estar relacionados com a presença de 

grandes quantidades de carboidratos resistentes à degradação microbiana (KUMADA, et al., 

1972). O teor elevado de C e baixo de N nos extratos resulta em uma alta relação C/N para as 

SH das três origens. Os valores médios da relação C/N foram de 18 para as SH e AF e 15 para 

os AH, valores que podem ser considerados como elevados ao estar entre a faixa de 10-20 

(CHAI et al., 2007).  

A relação H/C é reportada como inversamente proporcional ao grau de aromaticidade 

por Fujitake e Kawagashi. (1999). As relações H/C maiores que 1, evidenciam baixos níveis 

de condensação aromática (CHAI et al., 2007). Ao analisar os valores obtidos pode-se 

observar que todos são superiores a 1 e tem pouca diferença entre a origem das SH e entre as 

frações, embora a diferença entre as fontes seja mínima existe um maior valor H/C nas SH e 

frações isoladas de Andisol e Vermicomposto o que poderia estar relacionado com uma maior 

presença de estruturas não humificadas, relacionadas com um baixo grau de condensação 

aromática segundo Chai et al., (2007), e maior contribuição de componentes alifáticos 

(STEELINK, 1985; CANELLAS et al., 2005). Pelo que é possível inferir que as SH e frações 

(AH e AF) isoladas de solos apresentam maior aromaticidade que as de Vermicomposto. 

Os valores da relação E4/E6 variou entre a origem dos extratos e suas frações (Tabela 

5). Há uma diminuição das razões E4/E6 dos AH com relação aos AF em todas os extratos em 

estudo e os valores encontram-se dentro dos intervalos propostos por Schitzer e Kodama, 

(1991) onde valores maiores a 5 são para AF e menores para AH, a diminuição da razão 

estaria relacionada com o aumento do peso molecular e aromaticidade pelo que os valores da 

relação E4/E6 são inversos ao grau de aromaticidade dos AH (STEVENSON, 1971; NÈGRE et 

al., 2002).  Nas SH íntegras e AH isolados de Andisol e Organossolo os valores da razão 

E4/E6 foram menores que as isoladas de Vermicomposto. Os baixos valores das razões E4/E6 

nas SH e AH isolados de solos poderia ser relacionado com uma maior humificação e 

predominância de compostos aromáticos condensados.  

O valor da razão E4/E6 dos AH do Andisol (3,50) encontra-se abaixo das faixas 

reportadas para diferentes tipos de Andisol na Colômbia, com valores de 4,12-6,91 

(JARAMILLO, 2011; MONTOYA et al., 2012). Baixos valores E4/E6 de AH de Andisol têm 

sido reportados em solos Andicos do Japão e são característicos de maior grau de 

condensação em comparação com solos de origem não Andico (TSUTSUKI e 

KUWATSUKA et al., 1978; YONEBAYASHI E HATTORI, 1988). 

Os AH isolados de Organossolo apresentaram razões E4/E6 de AH de 2,72, valor que 

está abaixo das faixas reportadas por Ebeling et al. (2011),  para vários Organossolos no 

Brasil, com valores que flutuam entre 3,38-7,32.  Baixos valores das razões E4/E6 têm sido 

relacionados por Guareschi (2013) com avançados estágios de degradação de solos do bioma 

Cerrado. 

Os elevados valores das razões E4/E6 de SH e frações isoladas de vermicomposto 

encontram-se na faixa relatada por diferentes autores na literatura, onde são reportados 

valores E4/E6 entre 4,7-5,1 para AH de diferentes vermicompostos (ROMERO et al, 2007; 

GARCIA, 2013) e razões ainda mais elevadas têm sido reportadas para substratos orgânicos 

com médias E4/E6 de 7,9 para AH e maiores que 15 para AF (SILVA et al, 2014).  Valores 

que refletem a existência de moléculas menos complexas e mais alifáticas nas SH procedentes 

de vermicompostos. 

A Figura 3 mostra o diagrama de Van Krevelen para substâncias húmicas. Este 

diagrama fornece informações sobre alguns processos químicos que representam 

transformações da matéria orgânica (desidrogenação, carboxilação, condensação aromática, 

etc.). Assim é possível observar que existe uma homogeneidade entre as caraterísticas 
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estruturais de cada substância húmica que geram o tipo de potencial na transformação 

química, independente do tipo de extrator utilizado. Os ácidos fúlvicos mostram uma posição 

que representa maior alifaticidade e oxigenação das estruturas. Por outro lado, os ácidos 

húmicos apresentam caraterísticas mais aromáticas e menos funcionalizadas. As substâncias 

húmicas íntegras ocupam uma posição que intermeia entre os AF e AH. 

Estes resultados reafirmam as diferenças estruturais entre as frações húmicas e 

fúlvicas, quando fracionadas estas substâncias a partir da sua estrutura íntegra, e este 

comportamento independe do tipo de extrator utilizado. Este diagrama tem sido utilizado por 

outros estudos com substâncias húmicas onde foi possível agrupar os AH e AF em função de 

suas características (COELHO et al., 2013; YONEBASHI e HATTORI, 1988). 

 

 
 

Figura 3. Diagrama de Van Krevelen para substâncias húmicas, ácidos húmicos e ácidos 

fúlvicos extraídos de origens diferentes e utilizando dois extratores: (1) NaOH e (2) 

Na4P2O7. 

 

3.5.2. Espectroscopia de ressonância magnética das substâncias húmicas íntegras e suas 

frações (AH e AF) 

 

Os resultados da integração de CP-MAS 
13

C-RMN das SH e suas frações e o método 

de fracionamento são apresentadas na Figura 6, e o espectro 
13

C-RMN na Figura 4. Os 

espectros indicam diferençasdiferenças na intensidade dos picos relacionados com sua 

origem. Mas não foram observadas mudanças visuais importantes nos picos mais 

característicos em relação ao tipo de extrator utilizado, quando isolados os AH e AF a partir 

da mesma origem (Figura 4.). 

Os espectros das SH das três origens apresentaram picos de maior intensidade em 

torno de 67 ppm (C-Alq-O), 160 ppm (C-Ar O, N) e 172 ppm (C-COO-H, R) (Figura 6), em alguns 

casos os picos variam levemente de posição. A presença de picos bem definidos em torno de 

29 ppm para as SH de Andisol poderia ser explicado pela existência de carbonos em CH2 e 

grupos terminais CH3, de componentes lipídicos de plantas como biopoliésteres alifáticos 

(SONG et al, 2011; AGUIAR et al., 2013) que poderiam ser uma contribuição dos 

aminoácidos e peptídeos. 
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As bandas entre 110 e 160 ppm correspondentes a carbonos aromáticos e fenólicos, 

especialmente aos carbonos aromáticos e olefinicos segundo Wooten. (1995), observam-se 

intensas nas três SH em especialmente na banda de 160 ppm, os picos em 130, 126 e 125 ppm 

variam em intensidade com a origem das SH, os picos em 130 indicam a existência de anéis 

de carbono contendo um forte doador de elétrons como oxigênio ou nitrogênio (AL-FAIYZ., 

2012). Os picos em 125 ppm são um indicador da substituição de carbono alquil aromático 

por N ou O. 

No caso dos espectros da fração AH isolados dos solos e vermicomposto, os picos 

mais predominantes foram observados em 33, 72, 102, 130 e 173 ppm para os três AH.  

Observou-se a presença de picos bem definidos e intensos nos AH de solos em torno de 72, 

130 e 172 ppm, os AH-Org apresentaram picos mais intensos em 56 e 153 ppm, no espectro 

de AH-Vc foi possível observar picos menos intensos. 

Os AF isolados de três fontes apresentaram espectros com intensidades bem definidas 

em torno de 26 ppm 125 e 170 ppm. Observou-se uma similaridade na intensidade dos 

espectros de AF de Andisol e Vermicomposto nas áreas de 26, 48, 68, 98 e 169 ppm. Os AF 

de Organossolo apresentaram picos intensos em 38, 72 131 e 177 ppm. 

 

A) B) C) 

 
 

Figura 4. Espectros CP-MAS 
13

C RMN das: A) Substâncias húmicas (SH); B) Ácidos 

húmicos (AH) e C) Ácidos Fúlvicos (AF) de um Organossolo (Org), Andisol (And) e 

Vermicomposto (Vc) nos espectros preto, azul e verde, respectivamente. 

 

As intensidades e porcentagens de aromaticidade de cada região calculada com os 

espectros das SH e suas frações AH e AF são apresentadas na Tabela 6 e indicam uma grande 

variabilidade de estruturas, com predomínio de grupos carboxílicos. As SH-Org tem 

predominância de estruturas alifáticas do tipo CAlk H, R (17,31%), CAlk-O (18,27%), e 

grupos carboxílicos (C-COO-H, R) (23,08%), e de maneira similar as SH-Vc com 

porcentagens de CAlk H, R, CAlk-O e C-COO-H, R de 14, 20 e 24%, respectivamente. Por 

outro lado, as SH-And tem maior porcentagem de estruturas CAr, H, R (28,57%), seguidos 

por CAlk H, R (19,39%) e grupos carboxílicos C-COO-H, R (16,33%) e carboxil CC=O 

(7,14%).  

Fazendo uma análise da distribuição das porcentagens de C das frações AH e AF 

temos que as AH-Org apresentaram uma maior porcentagem de CAlk H, R, e CAr-H, R com 

valores de 38,04 e 18,48%. Os AH de AH-And e AH-Vc exibiram uma maior predominância 

de estruturas CAlk H, R (29,7 e 25,0%), CAlk-O (20,7 e 16,0%), CAr-H, R (14,85 e 16,0%) e C-COO-H, 
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R (11,88 e 12,0%), respectivamente. Nos AF das três origens verificaram-se as porcentagens 

mais altas nos C do tipo CAlk H, R, CAlk-O, CAr-H, R e C-COO-H, R com valores que oscilaram entre 

19-23%, 17-19%, 16% e 17-20% na ordem respectiva. 

Na base da distribuição apresentada e os valores de alifaticidade e aromaticidade pode-

se inferir que as SH de Andisol (SH-And) tiveram uma maior aromaticidade (34,69%) em 

relação às SH-Org (19,23%) e SH-Vc (23,00%), onde predominaram as estruturas alifáticas. 

Comportamento que não foi observado para as frações AH e AF onde existiu uma maior 

alifaticidade para todas as frações das três origens em estudo. 

O índice de Hidrofobicidade (HB/HI) das SH foi maior que 1, valor considerado alto 

(PICCOLO et al, 2006). As moléculas das SH-And (2,15) apresentam um caráter mais 

hidrofóbico que as SH-Org (1,38). A alta hidrofobicidade das SH-And tem relação com altos 

valores (HB/HI) reportados para Andisols italianos (CONTE et al., 2006). 

A maior aromaticidade das SH-And tem sido relacionada com a maior presença de 

grupos funcionais carboxil e metoxyl procedentes da lignina pobremente degradada (CONTE 

et al., 2003), lignina aportada pela presença de plantas carbonizadas pelos subsequentes 

depósitos de material Vulcano clástico e as características próprias do epideon melânico deste 

solos (GOLCHIN et al., 1994; SHINDO et al., 1986). 

Entretanto o predomínio de estruturas alifáticas CAlq-H,R e CAlq-O nas SH-Org poderia 

indicar a presença de substâncias em estado inicial de humificação (García., 2013) e estar 

relacionas com a presença de material compostado com pouca maturidade segundo Spaccini e 

Piccolo, 2007. Não foram registradas mudanças importantes na quantidade de estruturas 

provocada pela utilização dos diferentes extratores. Porém, foi observado que a utilização do 

Na₄P₂O₇(aq) como extrator provocou um leve aumento da aromaticidade dos AH obtidos a 
partir das três fontes de origem, exceto para AH-And. 
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Tabela 1. Distribuição de carbono (%) em espectros 
13

C NMR de substâncias húmicas (SH) e suas frações, ácidos húmicos (AH) e ácidos 

fúlvicos (AF) obtidas com dois extratores diferentes de um Andisol, Organossolo e Vermicomposto. 

Tipo de 

carbono 

0-46 46-59 59-91 91-110 110-142 142-156 156-186 186-230 
Alif Arom 

CAlk-H,R CAlk-O,N CAlk-O CAlk-di-O CAr-H,R CAr-O CCOO-H,R CC=O 

Possíveis 

estruturas 

CH3R *

O

O
R

H

H

R
*

CH3O

R
*

R
1

R
3

R
2

H*

HH
R

1

R
3*

 

R

H

O

R
NH2*

CH3OR *
 

OOH

O

OH

O

CH3

OH
H

H

CH3

*
*

**

 

OOH

O

OH

O

CH3

OH
H

H

CH3

*

 

R

*

 

OR

*

 

RO

O

R
1 *

NH2

O
R

H
H

*

 

RR
1

O
*

 

  

SH-Org 17,31 12,50 18,27 8,65 13,46 5,77 23,08 0,96 80,77 19,23 

SH-And 19,39 7,14 9,18 6,12 28,57 6,12 16,33 7,14 65,31 34,69 

SH-VC 14,00 9,00 20,00 6,00 19,00 4,00 24,00 4,00 77,00 23,00 

AH-Org
(1)

 38,04 6,52 11,96 6,52 18,48 6,52 7,61 4,35 75,00 25,00 

AH-Org
(2)

 34,02 8,25 11,34 6,19 21,65 6,19 9,28 3,09 72,16 27,84 

AH-And
(1)

 29,70 8,91 20,79 6,93 14,85 4,95 11,88 1,98 80,20 19,80 

AH-And
(2)

 28,57 9,18 19,39 9,18 14,29 5,10 12,24 2,04 80,61 19,39 

AH-VC
(1)

 25,00 12,00 16,00 7,00 16,00 9,00 12,00 3,00 75,00 25,00 

AH-VC
(2)

 25,00 13,00 16,00 8,00 17,00 9,00 11,00 1,00 74,00 26,00 

AF-Org
(1)

 23,00 11,00 17,00 6,00 16,00 6,00 17,00 4,00 78,00 22,00 

AF-Org
(2)

 23,00 10,00 15,00 6,00 20,00 5,00 19,00 2,00 75,00 25,00 

AF-And
(1)

 19,23 9,62 18,27 6,73 16,35 6,73 19,23 3,85 76,92 23,08 

AF-And
(2)

 20,41 12,24 18,37 7,14 17,35 6,12 15,31 3,06 76,53 23,47 

AF-VC
(1)

 21,00 10,00 19,00 7,00 16,00 5,00 20,00 2,00 79,00 21,00 

AF-VC
(2)

 19,00 11,00 16,00 8,00 18,00 9,00 15,00 4,00 73,00 27,00 

Extrator utilizado: 
(1) 

NaOH; 
(2)

 Na4P2O7. 
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Para melhor entender a influência dos extratores e as frações nas características 

estruturais das SH, foi realizada a análise de componentes principais (PCA) utilizando como 

matriz os espectros de CP MAS 
13

C RMN (Figura 5). A análise de PCA reafirma um padrão 

de agrupamento para os ácidos húmicos a valores positivos da PC-1 (65%), independente da 

fonte de origem e do tipo de extrator. Este mesmo comportamento foi obtido para ácidos 

fúlvicos e para as substâncias húmicas onde, ambas as frações húmicas mostraram 

semelhanças a valores negativos da PC-1. 

A PCA também mostrou que a fração de ácidos húmicos se diferencia das frações de 

ácidos fúlvicos e das substâncias húmicas devido, principalmente, à presença de estruturas 

CAlk-H,R e CAr-H,R que lhe conferem propriedades mais hidrofóbicas e apolares. Por outro 

lado, a fração de ácidos fúlvicos é a mais semelhantes às substâncias húmicas devido à 

presença de estruturas CAlk-O,N, CAlk-O e CCOO-H,R que lhe conferem propriedades mais 

hidrofílicas e polares. 

 

 
 

Figura 5. Análise de PCA realizado a partir do carregamento dos espectros puros CP MAS 

13C RMN das SH, AH e AF de um Andisol, Organossolo e Vermicomposto. (1) e (2) 

representam os extratores NaOH e Na₄P₂O₇ respetivamente. 

 

Na Figura 6 apresenta-se a PCA (65% da variância total explicada) realizada a partir 

dos espectros puros de cada fração húmicas obtida. Este tipo de análise teve como objetivo 

fundamental extrair informações mais detalhadas sobre a utilização dos diferentes extratores 

na estrutura das frações húmicas. 

A PCA na Figura 6A “scores” reafirma o discutido anteriormente e mostrando nos 

ácidos húmicos como as frações mais diferentes em termos estruturais. Na Figura 6B 

“loadings” se reafirmam as estruturas CAlk-O,N, CAlk-O, CCOO-H,R e CAr-H,R  como as 

determinantes na diferenciação entre as frações. Novamente, foi mostrado que os extratores 

não exerceram efeitos intensos nas estruturas das frações húmicas. 
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Figura 6. PCA realizada a partir dos dados espectrais puros 
13

C NMR CP MAS mostrando os 

padrões de semelhanças entre as frações obtidas com os diferentes extratores. A) e B): 

Scores e loadings respectivamente obtidos para a PCA das três frações húmicas, C) e 

D): Scores e loadings respectivamente obtidos para a PCA das frações de ácidos 

húmicos e fúlvicos, E) e F): Scores e loadings respectivamente obtidos para a PCA das 

frações de ácidos húmicos e G) e H): Scores e loadings respectivamente obtidos para a 

PCA das frações de ácidos fúlvicos. 
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As Figura 6C e 8D mostram a PCA (75% da variância total explicada) para os ácidos 

húmicos e fúlvicos, os scores mostram uma clara diferenciação das frações na PC-1 (55%). 

Da mesma forma análises mostram que não houve efeitos importantes nas estruturas 

das frações húmicas com o uso de diferentes extratores. Novamente se reafirma que as 

estruturas CAlk-O,N, CAlk-O, CCOO-H,R e CAr-H,R  são determinantes na diferenciação entre as 

frações. 

As Figura 6E e 8F mostram a PCA (88% da variância total explicada) para os ácidos 

húmicos. As três frações se mostraram diferenças de acordo com a origem, porém não houve 

diferenças entre as frações obtidas com os extratores distintos. Nesta figura, os loadings 

mostram que as estruturas CAlk-O, CCOO-H,R e CAr-O diferenciam os ácidos húmicos. 

As Figura 6G e 8H mostram a PCA (78% da variância total explicada) para os ácidos 

fúlvicos. Estas frações mostraram a maior dispersão em seus padrões de semelhanças quando 

comparado com os ácidos húmicos e as substâncias húmicas. É possível entender que a 

utilização dos extratores ocasionou diferenças estruturais mais intensas nas frações fúlvicas. 

 

3.5.3. FTIR das substâncias húmicas íntegras e suas frações (SH, AH, AF) 

 

A espectroscopia na região do infravermelho fornece informações sobre a presença de 

grupamentos funcionais nas frações húmicas (Figura 7). Foi observado um padrão espectral 

diferente entre as frações de ácidos fúlvicos, substâncias húmicas e os ácidos húmicos. Este 

comportamento pode ser esperado tendo em conta as diferenças mostradas entre as frações no 
13

C NMR. 

Os ácidos fúlvicos e substâncias húmicas mostraram bandas de absorção mais 

resolvidas e intensas a 1569 cm
-1

 e 1572 cm
-1

 respetivamente que pertencem a vibrações de 

estiramento de ligações C=C aromático, vibrações de estiramentos assimétricos de carboxilato 

(COO-), desdobramento N-H de amida II. Já os ácidos húmicos apresentaram bandas visíveis 

de absorção entorno a 1710 cm
-1 

pertencentes a vibrações de estiramentos C=O 

fundamentalmente de grupa mento carboxilas (COOH) (ROSA et al., 2000; LOPES e 

FASCIO, 2004; SANCHES et al., 2007). 

 

     A) B) C) 

 
 

Figura 7. Espectros FTIR das: A) Substâncias húmicas (SH); B) Ácidos húmicos (AH) e C) 

Ácidos Fúlvicos (AF) de um Organossolo (Org), Andisol (And) e Vermicomposto (Vc) 

nos espectros preto, azul e verde respectivamente. 
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A Figura 8 mostra a PCA obtida a partir do carregamento dos espectros FTIR das 

frações húmicas. A PCA (89% da variância total explicada) realizada a partir do carregamento 

dos espectros FTIR dos ácidos fúlvicos (Figura 8A) mostra um padrão de agrupamento das 

frações de vermicomposto a valores positivos da PC-1 (73% da variância total explicada) e 

dos ácidos fúlvicos extraídos de solos a valores negativos da PC-1. Este comportamento não 

foi observado nas análises realizadas em 
13

C NMR. Como a espectroscopia de infravermelho 

indica presença de grupamentos funcionais e a presença e forma destas bandas no espectro é 

também um reflexo de seu ambiente químico na molécula, é possível entender que os ácidos 

fúlvicos obtidos de vermicompostos são, embora compostos pelos mesmos fragmentos, 

diferentes em termos de disposição conformacional. A análises de PCA para estas frações 

mostrou uma variabilidade maior que aquela encontrada para as PCA feitas a partir do 
13

C 

NMR. Isto pode significar que a presença de extratores diferentes pode influênciar uma 

reestruturação das supramoléculas, modificando a disposição dos grupamentos funcionais e 

seu ambiente químico. 

Este entendimento foi confirmado, mais evidente, quando analisada a PCA realizada a 

partir dos carregamentos dos espectros FTIR dos ácidos húmicos (96% da variância total 

explicada) (Figura 8B). Os ácidos húmicos obtidos com o extrator (1):NaOH mostraram um 

padrão de agrupamento a valores positivos da PC-1 (89%) e aqueles obtidos com extrator (2): 

Na₄P₂O₇ se agruparam a valores negativos da PC-1. 
 

 
 

Figura 8. PCA realizada a partir dos dados espectrais puros FTIR mostrando os padrões de 

semelhanças entre as frações de ácido fúlvico (A) e ácidos húmicos (B) com os 

diferentes extratores. 
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3.6. CONCLUSÕES 

 

As substâncias húmicas íntegras apresentaram claras diferenças dependendo de sua 

fonte de origem. No caso das substâncias húmicas extraídas de Andisol foi observada a 

predominância de estruturas aromáticas (34,69%) devido à presença de grupos CAr-H,R e CAr-O. 

Entanto as substâncias húmicas de Organossolo apresentaram maior alifaticidade (80,77%), e 

de maneira similar aconteceu com as substâncias húmicas de vermicomposto (77,0%). 

 

O fracionamento químico realizado com ambos extratores mostrou ácidos fúlvicos 

com caraterísticas mais lábeis, polares e hidrofílicas do que as caraterísticas dos ácidos 

húmicos que apresentaram maior presença de estruturas aromáticas que lhe conferem 

propriedades mais hidrofóbicas e apolares. 

 

O uso de extratores distintos não mostrou diferenças marcantes entre as frações em 

termos de presença estrutural em nenhuma das três fontes de origem estudada. No enquanto, a 

espectroscopia FTIR mostrou que pode haver reorganizações estruturais dos grupamentos 

funcionais quando utilizados os extratores indistintamente. Nas frações de ácidos fúlvicos, os 

extraídos a partir de vermicomposto parecem ser os mais afetados enquanto que nas frações 

húmicas há uma diferenciação clara entre os tipos de extratores. 
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4. CAPÍTULO II 

EFEITO DAS SUBSTÂNCIAS HÚMICAS NOS PARÂMETROS 

GERMINATIVOS, CRESCIMENTO INICIAL E NA TOLERÂNCIA AO 

ESTRESSESE SALINO EM PLANTAS DE MILHO 
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4.1. RESUMO 

 

O presente capitulo teve como objetivo: i) Comparar os efeitos das substâncias húmicas (SH) 

na germinação e crescimento de plântulas de milho três dias após de germinadas, ii) 

Determinar a concentração da SH mais efetiva no crescimento inicial de plântulas de milho, 

iii) Avaliar o efeito das SH de cada origem na tolerância de plantas de milho ao estresse 

salino. Para dar resposta aos objetivos propostos foram estabelecidos três experimentos, 

utilizando substâncias húmicas (AH+AF) extraídas de um Organossolo (SH-Org), Andisol 

(SH-And) e vermicomposto (SH-Vc), as quais foram testadas na germinação, crescimento 

inicial e tolerância ao estressese salino (100mM) de plântulas de milho hidrido BR-3025. A 

germinação foi inibida pela aplicação das SH, reduzindo significativamente o índice de 

velocidade e porcentagem de germinação, além de reduzir o vigor das plântulas, 

incrementando a quantidade de plântulas anormais, este efeito inibidor foi observado na 

seguiente ordem SH-And>SH-Org>SH-Vc, mas o efeito inibitório observado na germinação 

não reduziu o comprimento radicular nem a produção de massa seca das plântulas de milho 

normais em concentrações de 10 mg C L
-1

 para as três SH. No segundo experimento a 

aplicação das substâncias húmicas após a emergência das plântulas de milho estímulou os 

parâmetros radiculares e conteúdo de biomassa seca em concentrações diferentes para cada 

SH, onde as SH-And apresentaram um comportamento lineal decrescente sendo a 

concentração de maior resposta a de 5 mg C L
-1

; as SH-Org e SH-Vc mostraram um 

comportamento quadrático, com máxima resposta em concentrações de 20 e 10 mg C L
-1

 

respectivamente, pelo que foram as concentrações utilizadas no próximo experimento. Os 

resultados do terceiro experimento mostram que o estressese salino afeto negativamente os 

parâmetros de crescimento das plantas, porém estes efeitos foram reduzidos quando as plantas 

foram tratadas com SH, verificando-se um maior acúmulo de biomassa e sínteses de clorofila 

a, a+b e carotenóides, além de incrementos na tolerância ao estressese comprovados com 

incrementos no teor relativo de água e aumento a permeabilidade relativa. 

 

Palavras-chave: Germinação-plântulas. Atividade biológica. Salinidade. 
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4.2. ABSTRACT 

 

The objective of this chapter was to compare the effects of humic substances on the 

germination and growth of maize seedlings three days after germination, (ii) to determine the 

concentration of SH more effective in the initial growth of maize seedlings; iii) Evaluate the 

effect of HS of each origin on the tolerance of corn plants to saline stress. To respond to the 

proposed objectives, three experiments using humic substances (AH + AF) extracted from an 

Organosol (HS-Org), Andisol (HS-And) and vermicompost (HS-Vc) were established, which 

were tested in germination, initial growth and tolerance to saline stress (100 mM) of 

hydrolyzed corn seedlings BR-3025. Germination was inhibited by SH application, reducing 

germination rate and germination percentage, and reducing seedling vigor by increasing the 

amount of abnormal seedlings. This inhibitory effect was observed in the following order SH-

And> SH-Org > SH-Vc, but the inhibitory effect observed on germination did not reduce root 

length or dry mass production of normal maize seedlings at concentrations of 10 mg C L
-1 

for 

the three HS. In the second experiment the application of humic substances after emergence 

of corn seedlings stimulated root parameters and dry biomass content at different 

concentrations for each SH, where the HS-And presented a decreasing linear behavior and the 

highest response concentration was 5 mg C L
-1

; the HS-Vc and HS- Org showed a quadratic 

behavior, with maximum response at concentrations of 10 and 20 mg C L
-1

 respectively, and 

therefore the concentrations used in the next experiment. The results of the third experiment 

show that saline stresses negatively affect plant growth parameters, but these effects were 

reduced when the plants were treated with SH, with a higher accumulation of biomass and 

chlorophyll a, a + and carotenoids syntheses, as well as increases in stress tolerance with 

increased relative water content and increased relative permeability. 

 

Keywords: Germination-seedlings. Biological activity. Salinity stress. 

 

 

  



 

41 

 

4.3. INTRODUÇÃO 
 

As substâncias húmicas (SH), tem a capacidade de melhorar as características 

estruturais do solo além de desempenhar um papel chave nas funções das plantas (BERBARA 

e GARCIA, 2014). Ao nível fisiológico as SH atuam no sistema vegetal causando 

modificações no metabolismo primario (TREVISAN et al., 2011), secundário (SCHIAVON, 

et al., 2010), mudanças morfológicas na germinação de sementes, crescimento inicial, 

desenvolvimento radicular, da parte aérea e maior absorção de nutrientes (CHEN e AVIAD., 

1990; VARIANI E PINTON., 1995; HERNÁNDEZ et al., 2012). 

No sistema radicular as SH estimulam a formação de raízes laterais (CANELLAS et 

al., 2002; JINDO et al., 2012; MORA et al., 2012), pelos radiculares, comprimento radicular 

(FAÇANHA et al., 2002a; OLAETXEA et al., 2016; SILVA et al., 2011). O incremento 

nestes fatores contribui para uma maior área de exploração e, consequentemente, maior 

absorção de nutrientes (EYHERAGUIBEL et al., 2008; BARRAL., 2015). Na parte aérea as 

SH incrementam o conteúdo de proteínas e pigmentos, fotossintéticos (BALDOTTO et al., 

2009; MOYA et al., 2016) que por sua vez incrementam o conteúdo de biomassa vegetal 

(ATIYEH et al., 2002). 

Na germinação de sementes as SH exercem um efeito diferenciado, podendo ser 

estimulante como os observados por RODRIGUES et al. (2017), em milho, ou de ausência e 

inibição, como os reportados por Serâ e Novàk. (2011), com AH extraídos de solo florestais 

de coníferas, que tiveram um efeito inibidor em sementes de C. album, e foram relacionados 

com altos conteúdo de grupos -COOH e substâncias alelopáticas encontradas nestes solos. 

Além dos efeitos estimulantes das SH no crescimento, têm sido reportados efeitos 

protetores ante diferentes tipos de estressese abiótico como o salino (KULIKOVA et al., 

2005), aumentando a absorção de nutrientes e reduzindo a absorção de elementos tóxicos, 

podendo ser consideradas as SH como uma alternativa para reduzir os efeitos do estressese 

salino em plantas de trigo (BÜLENT et al., 2009), feijão (AYDIN et al., 2012) e milho 

(MARTÍNEZ et al., 2012). 

Apesar da grande quantidade de efeitos positivos no desenvolvimento vegetal tem que 

se considerar que, devido à sua complexidade estrutural, os efeitos das SH no sistema vegetal 

variam de acordo com a espécie e idade planta, do órgão analisado, da origem e concentração 

das SH e das condições em que este foi aplicada (CHENet al., 2004; ROSE et al., 2014). 

Porém o fator que mais influência o efeito das SH na bioatividade de plantas está relacionado 

com sua origem (NARDI e PIZZEGHELLO, 2002; ŠERÁ e NOVÁK, 2011). 

As fontes de SH utilizadas para os estudos de bioatividade são diversas, podendo ser 

solos (BALDOTTO et al., 2011; CANELLAS e FAÇANHA, 2004; ŠERÁ e NOVÁK, 2011), 

turfa, carvão, leonardita (MORA et al., 2010; SILVA A.C et al., 2011), produtos comerciais à 

base de SH (FERRARA E BRUNETTI, 2008) e majoritariamente materiais compostados 

(CANELLAS e OLIVARES, 2014; GARCIA et al., 2014; GARCÍA et al., 2013). Mas, 

independentemente da fonte de SH, é importante definir a concentração ótima para cada 

estudo já que, geralmente, concentrações elevadas têm efeito fitotóxico (ROSE et al., 2014). 

O Capítulo II é composto por três experimentos inte-relacionados entre si, que tem 

como objetivos: 

 Comparar os efeitos das substâncias húmicas na germinação e crescimento de 
plântulas de milho três dias após a germinação 

 Determinar a concentração de substância húmica mais efetiva ao crescimento 

inicial de plântulas de milho. 

 Avaliar o efeito das concentrações mais efetivas de cada substância húmica na 
tolerância de plantas de milho à salinidade. 
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4.4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.4.1. Material vegetal e condições experimentais 

 

Os três ensaios foram conduzidos no laboratório de Biologia de Solo e áreas do 

Instituto de Agronomia da Universidade Federal Rural de Rio de Janeiro (UFRRJ), localizado 

no município Seropédica, RJ. Utilizando sementes de milho híbrido (Zea mays L var BR-

3025) doadas pela EMBRAPA-Agrobiologia. 

Em todos os ensaios as sementes foram primeiramente desinfestadas com uma solução 

de hipoclórico de sódio (NaClO) a 0,5%, durante cinco minutos e lavadas com abundante 

água destilada até ficar sem resíduos. Foram utilizadas para os tratamentos substâncias 

húmicas extraídas com NaOH de um Andisol (SH-And), Organossolo (SH-Org), e 

Vermicomposto (SH-Vc) e as concentrações calculadas na base do conteúdo de carbono 

previamente determinado na análise elementar de cada substância húmica. As substâncias 

húmicas foram primeiramente dissolvidas em água destilada e o pH ajustado a 6,5 com KOH 

ou HCl. 

 

4.4.2. Experimento I: efeitos das substâncias húmicas na germinação e crescimento 

inicial de plantas de milho 

 

a) Teste de germinação e vigor 
 

As sementes de milho previamente desinfestadas foram colocadas em água destilada 

durante 12 horas, e logo após transferidas para placas Petri de 15 cm de diâmetro contendo 

círculos de papel filtro humedecidos com 5 ml de água destilada e depois agregados 15 ml de 

substâncias húmicas em solução com pH ajustado a 6,5 em concentrações de: 0 (controle), 10, 

20, 40 e 80 (mg C L
-1

). As placas foram vedadas e mantidas em incubadora tipo BOD 

(NT718) regulada em temperatura constante de ± 25 °C durante 5 dias. Utilizaram-se para o 

teste de germinação 100 sementes por tratamento distribuídas em 4 repetições (25 

sementes/placa Petri). 

O delineamento experimental foi inteiramente causalizado, com arranjo fatorial 3 x 5, 

com quatro repetições por tratamento. O primeiro fator foram as substâncias húmicas (SH): 

Andisol (SH-And), Organossolo (SH-Org), e Vermicomposto (SH-Vc) e o segundo fator 

foram as cinco concentrações de substâncias húmicas: 0,10, 20, 40, 80 mg C L
-1

. 

As avaliações foram realizadas segundo as Regras para Análises de sementes 

(BRASIL, 2009). Para a determinaçao do índice de velocidade de germinação (IVG) foram 

contabilizadas diaramente as plantas germinadas e o IVG calculado de acordo com a fórmula 

proposta por Maguire (1962) baseado na leitura diária do número de plântulas emergidas, a 

partir do dia 1° até o 5° dia após a instalação do ensaio: 

 

    
  

  
 
  

  
  

  

  
 

 

Onde G1+ G2 +...+ Gn = número de plantas normais computadas na primeira, segunda 

e última contagem respectivamente. N1+N2+...Nn+ número de dias recorridos da semeadura 

à primeira, segunda, e últimas contagens respectivamente. 

Consideram-se plântulas normais aquelas que posuem suas estruturas essenciais como 

o hipocótilo e raízes bem desenvolvidas, e com carcateristicas ótimas para seu normal 

desenvolvimento em condições otimas. Entanto as plântulas anormais são aquelas que não 

apresentam características para continuar seu desenvolvimento, mesmo sendo cultivada em 
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condiões ótimas, podendo ter suas estruturas essenciais danificadas, tais como raiz com 

geotropismo negativo, atrofiada raiz e hipocótilo retorcido ou desproporcional (Anexo B) 

(OLIVEIRA, 2018). 

A porcentagem de germinação foi realizada em uma contagem aos cinco dias após a 

instalação do experimento e os resultados expressos em porcentagem de plântulas 

germinadas, considerando-se como critério de germinação a protrusão radicular. Para o 

cálculo utilizou-se a formula de Labouriau e Valadares (1976) em que: 

 

             
  

 
      

 

Onde: PG= número de plântulas germinadas; N=Número total de sementes colocadas 

para germinar. 

 

b) Teste de comprimento médio das raízes 

 

Foi realizado um segundo teste para avaliar os efeitos dos tratamentos no 

desenvolvimento inicial de plântulas para o que foram empregadas 20 sementes por 

tratamento com 4 réplicas cada uma, as quais foram semeadas em papel filtro pré-umedecido 

com cada tratamento contendo as 4 concentrações de SH e o controle (água). Sobre uma linha 

traçada no terço superior, no sentido longitudinal, a semente de milho foi colocada com a 

ponta da radícula para a parte inferior do papel e o embrião voltado para cima, visando 

orientar o crescimento da plântula da forma mais retilínea possível. Os rolos de papel 

contendo as sementes, amarrados com atilo de borracha e em sacos plásticos foram colocados 

verticalmente no BOD (AOSA, 1983). 

Três dias após da germinação (DAG) foram consideradas unicamente 40 plântulas 

normais por tratamento para as avaliações de comprimento da parte aérea (hipocótilo) e eixo 

radicular principal com auxílio de uma régua graduada em centímetros. A seguir o material de 

cada repetição foi acondicionado em sacos de papel identificado e levado para estufa 

termoelétrica regulada a 80°C durante 24 horas, após resfriar em dessecador cada repetição 

teve a massa determinada em balança analítica com precisão de 0,0001 g e o peso dividido 

pelo número de plântulas normais para obter a massa média por plântula, conforme 

recomendações de Nakagawa, 1999. Os resultados médios foram expressos em miligrama por 

plântula. 

 

c) Análise estatística 

 

Os resultados obtidos foram submetidos a análise de variância com o teste F, pelo 

programa estatístico SISVAR (FERREIRA, 2014), quando as interações foram significativas 

foi realizado um ANOVA para o desdobramento seguido do teste de médias de Tukey para 

comparações múltiplas com um nível de significância p<0,05 e os gráficos foram processados 

pelo programa estatístico XLSTAT® 2017 versão 19.5 e Microsoft Excel 2010. 

 

4.4.3. Experimento II: efeito doses-resposta de cinco concentrações de substâncias 

húmicas de três origens em plântulas de milho 

 

Para os testes de avaliação da influência das substâncias húmicas nos parâmetros 

radiculares de plântulas de milho, nos primeiros 6 dias apôs da germinação, foi utilizada uma 

câmara de crescimento do departamento de Solos da UFRRJ, regulada com ciclo de 
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luminosidade de 12/12 horas (luz/escuro), fluxo fotossintético de fótons de 250 μmol m
-2

 s
-1 

com umidade relativa de 70% e temperatura constante de 28ºC. 

As sementes de milho foram colocadas para germinar em BOD em bandejas plásticas 

cobertas com papel filtro umedecido com água destilada e cobertas com filme plástico para 

manter os níveis de umidade. Uma vez germinadas as sementes (aos 5 dias) foram 

selecionadas as plântulas normais com 1 cm de radícula emergida e transferidas para vasos de 

300 ml de capacidade contendo as soluções das três substâncias húmicas com pH ajustado a 

5,8 e colocadas em câmara de crescimento. A umidade foi mantida diariamente até o fim do 

experimento aplicando 10 ml de água destilada a cada tratamento. 

Os tratamentos foram dispostos em um delineamento completamente causalizado, com 

arranjo fatorail 3x5, o primer fator foram as substâncias húmicas (SH): Andisol (SH-And), 

Organossolo (SH-Org), e Vermicomposto (SH-Vc) e o segundo fator foram as cinco 

concentrações de substâncias húmicas: 0, 5, 10, 20 e 40 mg C L
-1

.  Utilizaram-se 5 plantas por 

vaso, cada vaso constituiu uma unidade experimental, em três réplicas para realizar avaliações 

destrutivas nos dias 2, 4 e 6 após de iniciado o teste.  

Após coletadas as raízes, foram digitalizadas com escâner profissional Epson 

Expression 10000 X, equipado com luz adicional (TPU) com resolução de 600 dpi e salvas no 

formato TIF. Para diminuir o efeito da sobreposição das raízes e obter uma melhor 

quantificação, foi utilizada uma cuba de acrílico de 20 cm de largura por 30 de comprimento 

contendo uma lâmina de água de aproximadamente 2 mm a qual foi trocada a cada novo 

escaneamento. Seguidamente as imagens foram analisadas com auxílio do programa 

WinRhyzo (Reagent Instruments Inc., Quebec, Canadá), os dados salvos em documento de 

notas e após convertido para Excel para posterior análises dos dados. 

Os parâmetros morfológicos analisados foram: comprimento radicular (CR), área de 

projeção radicular (AR) e número de raízes laterais (NRL). 

Após as avaliações morfológicas, as raízes foram colocadas em sacos de papel 

identificadas por repetição e tratamento e secadas em estufa a 75°C até peso constante para 

determinação de massa seca radicular a qual foi expressa em miligramas. 

Pela análise estatística, os resultados obtidos foram submetidos a análises de variância 

com o teste F, pelo programa estatístico SISVAR (FERREIRA, 2014), quando as interações 

foram significativas foi realizado um ANOVA para o desdobramento seguido do teste de 

médias de Tukey para comparações múltiplas com um nível de significância p<0,05. As 

análises dos efeitos das concentrações foram feitas por análise de regressão com o programa 

estatístico SISVAR (FERREIRA, 2014). As equações de regressão foram utilizadas para 

determinar a concentração de substâncias húmicas extraídas de Andisol, Organossolo e 

Vermicomposto que estimularam ao máximo os parâmetros comprimento radicular (CR) e 

número de raízes laterais (NRL), quando os valores dos coeficientes foram significativos. 

 

4.4.4. Experimento III: avaliação do efeito das substâncias húmicas em plantas de milho 

submetidas a estresse salino 

 

As sementes desinfetadas foram lavadas com água destilada e deixadas embebidas em 

água durante 12 horas para após serem semeadas 5 sementes por recipiente em vasos de 

polipropileno com capacidade para 3 L de areia lavada e autoclavada durante 1 hora a 120ºC e 

1,5 atm e vermiculita na proporção 2:1 (areia:vermiculita). 

O experimento foi conduzido em casa de vegetação onde os valores médios de 

temperatura e umidade relativa foram de 27°C e 74%, respectivamente. Neste experimento 

foram utilizadas as concentrações ótimas de cada SH determinadas previamente no 

experimento II, sendo aplicadas doses de 5 mg C L
-1

 para SH-And, 20 mg C L
-1

 para SH-Org 

e 10 mg C L
-1

 para SH-Vc. 
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A concentração salina (NaCl) utilizada foi de 100 mM na base de um pré ensaio onde 

foram testadas três concentrações salinas de 50, 100 e 150 mM, sendo que a concentração de 

100 mM permitiu o desenvolvimento das plantas de milho com efeitos visíveis, mas não 

graves, enquanto a concentração de 150 mM não permitiu o desenvolvimento das plantas e a 

de 50 mM não afetou visivelmente as plantas. 

O desenho experimental utilizado foi completamente causalizado com 5 tratamentos 

conformados por: controle (sem adição de SH, sem estressese salino); estressese salino (ES); 

estressese salino com substâncias húmicas de Organossolo (ES+SH-Org); estressese salino 

com substâncias húmicas de Andisol (ES+SH-And); estressese salino com substâncias 

húmicas de Vermicomposto (ES +SH-Vc), cada tratamento foi conformado com 8 repetições, 

sendo utilizadas 4 para cada avaliação. 

Sete dias após da emergência das plantas foi realizado um desbaste, deixando 1 planta 

por vaso. Três dias após o devaste (10 DAE) deu-se início à diferenciação dos tratamentos 

com substâncias húmicas e solução salina, os quais foram inseridos na solução nutritiva de 

Hoagland 50% (Hoagland e Arnon, 1950) nos dias 10 e 16 após a emergência das plantas, a 

solução nutritiva foi aplicada a cada três dias até o fim do experimento. 

As plantas foram coletadas aos 15 e 21 dias após da emergência ou 5 dias após da 

aplicação dos tratamentos, sendo avaliados parâmetros morfológicos e pigmentos 

fotossintéticos. As avaliações de permeabilidade radicular e teor relativo de água foram 

realizadas unicamente aos 21 dias após a emergência das plantas. 

 

4.4.5. Avaliação de parâmetros morfológicos: massa seca radicular (MSR), massa seca 

foliar (MSF) e taxa de crescimento relativo (TCR) 

 

Aos 15 e 21 dias após da germinação foram coletadas 4 plantas por tratamento e 

medida a altura da parte aérea com auxílio de uma régua graduada, logo após as plantas foram 

separadas em parte aérea e radicular e colocadas a secar em estufa a 75ºC durante 72 horas até 

peso constante, para determinação de massa seca em balança analítica. 

Para a avaliação do crescimento vegetal em função da quantidade de material 

acumulado gradativamente foi calculada a taxa de crescimento relativo (TCR) para a parte 

aérea e radicular pela equação proposta por Reis e Muller, l979. 

 

    
         

     
  g g

-1 
dia

-1
 

 

Onde Ln é o logaritmo neperiano; P2 e P1 são o peso da matéria seca no tempo dois 

(t2=21 dias) e no tempo 1 (t1=15 dias). 

 

a) Determinação de pigmentos fotossintéticos 

 

Para a análise de conteúdo de pigmentos fotossintéticos foram coletadas amostras da 

folha mais expandida, logo lavada com água deionizada para remoção de contaminantes. 

Pesaram-se aproximadamente 0,200 mg de cada replica e anotou-se o peso de cada amostra 

para posterior determinação de mg de pigmentos/ g de massa seca. Para a determinação da 

porcentagem de massa seca foi pesado 1g de folha e colocado em estufa durante 24 horas a 

105ºC até peso constante. 

Cada amostra foliar previamente pesada foi colocada em tubos Falcon com capacidade 

para 50 ml contendo 10 ml de acetona 80% (v/v) e deixada 72 horas em refrigeração no 

escuro. As leituras foram realizadas em espectrofotômetro (Shimatzu UV-vis 1800) em 
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absorbâncias de 470, 645, 663 e 750 nm. Os teores de pigmentos foram calculados baseados 

nas equações Arnon. (1949) e Lichtenthaler (1987) usando as fórmulas: 

             (          )       (          ) 
             (          )       (          ) 

              (          )        (          ) 

       
[    (          )      (    )       (    )]

   
⁄  

Onde Chl e Carot são clorofila e carotenóides respectivamente; Abs absorbância nas 
diferentes coprimentos de onda. 

 

b) Permeabilidade foliar e radicular 

 

A determinação da permeabilidade foliar foi realizada segundo o descrito por Lutts et 

al. (1996), usando folhas jovens por cada tratamento. As folhas foram lavadas três vezes com 

água deionizada para remoção de eletrólitos aderidos na superfície. Um gramo de peso fresco 

de cada amostra foi colocada em tubos Falcon fechados contendo 10 ml de água deionizada e 

incubados a 25ºC por 24 horas em agitador, consecutivamente a condutividade elétrica foi 

determinada. Logo após as amostras foram auto clavadas a 120ºC por 20 minutos e pressão de 

1,5 atm, e a condutividade elétrica medida após o líquido atingir os 25ºC. A permeabilidade 

foliar foi determinada com a seguinte formula: 

 

PRF% = 
   

    
  X 100 

 

Onde PRF é a permeabilidade foliar; CE1 é a condutividade elétrica às 24 horas e CE2 

a condutividade elétrica final. 

A permeabilidade radicular relativa (PRR) foi determinada na última avaliação onde 

raízes de cada tratamento foram cortadas em segmentos de 2 cm e pesadas até 2,5 gr e 

colocadas em recipientes plásticos contendo 25 ml de água deionizada. A condutividade 

elétrica foi medida a cada 10, 20 e 30 minutos após mergulhadas as raízes na água. Depois os 

segmentos foram aquecidos até ebulição, após resfriados a temperatura ambiente e a 

condutividade elétrica medida novamente. A permeabilidade foi calculada segundo a fórmula 

proposta por Zwiazek e Blake, 1990, onde: 

 

PRR %= 
                                   

                   
 X 100 

 

c) Teor relativo de água 

 

O teor relativo de água (TRA) expressa a porcentagem de água contida no tecido em 

um tempo determinado, o valor é relativo à turgência e saturação total e pode ser encontrado 

em folhas ou discos foliares de área conhecida (Smarth e Bingham, 1974). 

Para a análises do teor relativo de água (TRA) foram coletados cinco discos foliares de 

1cm
2 

de área por tratamento, cuidando de não amostrar a nervadura central da folia. O teor de 

água (TRA), foi calculado segundo a metodologia de Barrs e Wheaterley (1962) utilizando a 

seguinte fórmula: 

 

TRA=
(     )

(     )
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Onde MF é o peso da massa fresca dos discos, MT peso da massa turgida dos discos 

foliares e MS da massa seca dos discos após serem secos em estufa a 70°C, e os resultados 

expressados em porcentagem (%). 

Os discos coletados e pesados foram acondicionados em placas Petri com tampa para 

pesagem da massa fresca. Em seguida adicionou-se água destilada nas placas e colocadas na 

geladeira por 24 horas para obter massa túrgida. A massa seca foi obtida após submeter os 

discos a secagem em estufa a 60°C por 72 horas. 

 

d) Análise estatística 

 

Os resultados obtidos foram submetidos a análises de variância pelo teste F (5%) e as 

médias comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05) no programa estatístico XLSTAT® 2017 

versão 19.5. 
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4.5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.5.1. Experimento I: efeitos das substâncias húmicas na germinação e crescimento 

inicial de plântulas de milho 

 

a) Germinação das sementes 

 

Na Tabela 7 encontram-se os valores médios de germinação e índice de velocidade de 

germinação (IVG) segundo a fonte e concentração de substâncias húmicas aplicadas às 

sementes de milho. Observa-se que a germinação das sementes não foi estimulada pela 

aplicação de SH das três origens, sendo constatado um efeito inibitório em algumas 

concentrações e mais acentuado segundo a origem das SH. As três fontes de SH utilizadas 

geraram uma redução da porcentagem de germinação, porém o efeito mais marcante foi 

observado para as SH-Vc na seguinte ordem SH-Vc>SH-And>SH-Org. O efeito inibitório das 

concentrações de SH utilizadas foi significativo paras as SH-And em 80 mg C L
-1

 e para as 

SH-Org e SH-Vc foi em concentrações de 20 mg C L
-1

. 

Em relação ao IVG o efeito inibitório mais marcante foi observado nas SH-And com 

uma redução significativa do IVG com o aumento das concentrações, seguido pelas SH-Org 

em concentrações de 10 mg C L
-1

 e as SH-Vc em concentrações de 20 mg C L
-1

. 

 

Tabela 7. Porcentagem de Germinação e índice de velocidade de germinação (IVG) de 

sementes de milho submetidos a substâncias húmicas de três origens em cinco 

concentrações. 

SH 

(mg C L-1) 

% Germinação 

SH-Org SH-And SH-Vc 

0 91 aA 89 aA 90 aA 

10 82 bB 86 aAB 89 aA 

20 77 bB 85 aA 65 bC 

40 90 aA 90 aA 83 aB 

80 91 aA 73 bB 71 bB 

SH 

(mg C L-1) 

IVG 

SH-Org SH-And SH-Vc 

0 22,22 aA 20,85 aA 22,45 aA 

10 13,83 dC 19,79 abB 22,39 aA 

20 16,31 cAB 17,89 bcA 15,56 cB 

40 18,62 bA 17,50 cA 17,89 bA 

80 20,48 abA 11,27 dC 17,27 bcB 

*Médias seguidas de mesma letra não diferem estatisticamente entre si, minúsculas nas colunas e maiúsculas 

nas linhas, pelo teste de Tukey (p<0,05). 

 

Na Tabela 8 são apresentados os resultados do teste de vigor, onde observou-se que 

nenhum dos tratamentos com SH das três origens estímulou a porcentagem de plântulas 

normais, observando-se um incremento da porcentagem de plântulas anormais e não 

germinadas com a aplicação das três SH.  

A redução da quantidade de plântulas normais foi fortemente influênciada pela 

concentração das SH, encontrando-se os valores mais baixos de plântulas normais em 

concentrações de 20 mg L
-1

 para as três origens de SH. Consequentemente observou-se o 

incremento das plântulas anormais sob os tratamentos com concentrações de 20 mg C L
-1
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assim como de sementes não germinadas. Além do efeito inibitório da concentração das SH 

no vigor das sementes, existiu um forte efeito da origem observando-se que a aplicação de SH 

extraídas de solo (SH-And e HS-Org) incrementou significativamente a porcentagem de 

plântulas anormais na seguinte ordem SH-And>SH-Org>SH-Vc, entretantoas SH procedentes 

de vermicomposto (SH-Vc) incrementaram significativamente a porcentagem de sementes 

não germinadas (SH-Vc) o que corresponde com a menor germinação reportada na 

porcentagem de germinação. 

 

Tabela 8. Porcentagem de plântulas normais, anormais e não germinadas de sementes de 

milho submetidas a substâncias húmicas de três origens em cinco concentrações. 

SH 

(mg C L-1) 

Plântulas normais 

SH-Org SH-And SH-Vc 

0 77 aA 76 aA 74 aA 

10 62 bB 46 bcC 75 aA 

20 48 cA 42 cA 44 cA 

40 65 bA 43 bB 72 aA 

80 67 bA 48 bcC 57 bB 

SH 

(mg C L-1) 

Plântulas anormais 

SH-Org SH-And SH-Vc 

0 14 cA 13 cA 16 abA 

10 20 bcB 40 aA 14 bC 

20 29 aB 43 aA 21 aC 

40 25 abB 37 aA 14 bC 

80 24 abA 25 bA 14 bB 

SH 

(mg C L-1) 

Não germinadas (NG) 

9 bA 11 bA 10 bA 

0 18 aA 14 bAB 11 bB 

10 23 aB 15 bC 35 aA 

20 10 bB 10 bB 17 bA 

40 9 bB 27 aA 29 aA 

80 9 bA 11 bA 10 bA 

*Médias seguidas de mesma letra não diferem estatisticamente entre si, minúsculas nas colunas e maiúsculas 

nas linhas, pelo teste de Tukey (p<0,05). 

 

A aplicação de SH ou suas frações na germinação de sementes tem resultados 

variáveis, desde efeitos estimulantes em sorgo (Myracrodruon urundeuva Fr. All) (MOTA et 

al., 2015), ou pouco significativos em milho (Zea mays L) (RODRIGUES et al., 2017) ou 

inibitorios em espécies silvestresse segundo Šerá e Novák. (2011) em função da fonte de SH 

utilizada. 

Os resultados mostram um efeito inibitório dos parâmetros germinativos das sementes 

de milho sob efeito das 5 concentrações de SH, as quais reduziram significativamente o IVG e 

o vigor das sementes quando comparadas com o controle o qual observou-se refletido na 

maior porcentagem de plântulas anormais. Este efeito foi mais marcado nas sementes tratadas 

com SH extraídas de Andisol (SH-And) e Organossolo (SH-Org) com características mais 

aromáticas (Tabela 1;) e maior presença de grupos CAr-H,R que as de vermicomposto, pelo que 

poderia existir uma relação do efeito inibidor com a origem das SH. 
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Como relatado por Šerá e Novák. (2011), que observaram a inibição da germinação 

em sementes de espinafre selvagem (Chenopodium álbum L.) sob efeito de AH isolados de 

solos de florestas em concentrações de 60 mg C L
-1

, onde há uma alta presença de grupos 

CCOOH. Este grupos também tem sido relacionados por Muscolo et al. (2007), com efeitos 

alelopáticos das SH na germinação. Porém, este efeito inibitório não é observado em 

condições naturais pelo longo processo de evolução e adaptação das plantas ao méio ambiente 

do solo (ŠERÁ e NOVÁK, 2011). Efeitos inibitórios na germinação também tem sido 

vinculados com a presença de ácidos orgânicos de baixo peso molecular com efeitos 

fitotóxicos cuja intensidade depende do comprimento da cadeia de carbonos e sua 

concentração e o pH da solução em que se encontram (CAMARGO et al., 2001). 

 

b) Crescimento das plântulas normais 
 

A aplicação de SH em cinco concentrações no crescimento inicial de plântulas de 

milho e acúmulo de massa seca por plântula apresentaram efeitos tanto positivos como 

negativos (Figura 9). O comprimento radicular foi estimulado pela aplicação das três SH em 

concentrações de 10 mg C L
-1

, e inibido em concentrações maiores (Figura 9A). Por outro 

lado, o comprimento da parte aérea foi estimulado pela aplicação de SH-And e SH-Vc em 

concentrações de 20 e 10 mg C L
-1

 respectivamente. No caso das SH-Org não foi observado 

estímulo do comprimento da parte aérea (Figura 9B). 

O estímulo do comprimento radicular em concentrações de 10 mg C L
-1

 representou 

incremento de 14%, 7% e 6% para as SH-Org, SH-And e SH-Vc, respectivamente, quando 

comparadas com o controle. Entretantoo incremento do comprimento da parte aérea das 

plântulas foi de 35% e 27% para as SH-Vc e SH-And respectivamente em relação ao controle. 

Este efeito estimulante das SH tem relação com outros estudos, e é considerado como 

resultado da alteração do metabolismo bioquímico das plantas ocasionado pelas SH que 

afetam a permeabilidade da membrana radicular contribuindo para a maior absorção e 

transporte de nutrientes e consequentemente maior desenvolvimento vegetal (Teoria do 

crescimento ácido) ( SILVA et al., 1999; ROSA et al., 2009; AGUIAR et al., 2009; GARCÍA, 

2013; ZANDONADI et al., 2014). 
 

 
 

Figura 9. A) Comprimento radicular da maior raíz primaria; B) Comprimento parte aérea de 

plântulas de milho tratadas com SH de três origens: Organossolo (SH-Org), Andisol 

(SH-And) e Vermicomposto (SH-Vc), em cinco concentrações (0, 10, 20, 40 e 80 mg C 

L
-1

). Barras representam o valor médio ± ES (erro padrão) para cinco réplicas, segundo 

o teste de Tukey, (p<0,05).  
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Todas as SH aplicadas nas concentrações de 10 e 40 mg C L
-1

 exerceram efeito 

estimulante na produção de massa seca das plântulas (Figura 10). Porém os máximos valores 

de massa seca foram observados nas plântulas sob efeito das SH-Vc, independentemente da 

concentração utilizada (SH-Vc>SH-Org>SH-And). Nesse estudo, os incrementos da massa 

seca das plântulas de milho foram superiores ao 100% na menor concentração utilizada. 

O acúmulo de massa seca é considerado uma resposta à aplicação de SH, existem 

estudos que relacionam concentrações crescentes com incremento da massa seca da parte 

aérea existindo um efeito positivo dose-resposta em plantas de feijão (Da ROSA et al., 2009), 

mas por outro lado existem relatoss de efeitos negativos de altas concentrações de AH  no 

acúmulo de massa seca, sobretudo da parte aérea, segundo Pinheiro et al. (2010). Os maiores 

valores de comprimento radicular e biomassa seca das plantúlas tratadas com SH desde a fase 

de semente, é um indício de seu efeito estimulante, comum em plantas com suprimento 

adequado de nutrientes, segundo Schumacher et al. (2004). 
 

 
 

Figura 10. Massa seca de plantulas normais de milho tratadas com SH de três origens: 

Organossolo (SH-Org), Andisols (SH-And) e Vermicomposto (SH-Vc), em cinco 

concentrações (0, 10, 20, 40 e 80 mg C L
-1

). Barras representam o valor médio ± ES 

(erro padrão) de quatro repetições. Médias seguidas de uma mesma letra não diferem 

entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). 

 

A reposta positiva observada no crescimento inicial das plântulas normais submetidas 

desde a fase de semente à aplicação das SH na menor concentração testada (10 mg C L
-1

) 

poderia estar relacionada com uma redução do efeito inibitório das SH verificado na 

germinação e com o início dos efeitos estimulantes. Concentrações maiores de SH aplicadas 

desde a fase de semente teriam maior efeito fitotóxico no crescimento de plântulas normais. 

Estes efeitos fitotóxicos na germinação reduziriam a respiração e divisão celular 

manifestando-se na redução do sistema radicular na fase inicial de crescimento, reduzindo a 

emissão de pelos radiculares, como observado por Camargo et al. (2001). 
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4.5.2. Experimento II: Efeito doses-resposta de cinco concentrações de substâncias 

húmicas de três origens em plântulas de milho 

 

O comprimento radicular, número de raízes laterais e área superficial de plântulas de 

milho foram estimulados pela aplicação de SH (Figura 11). A relação entre a concentração de 

SH e comprimento radicular, número de raízes laterais e área superficial radicular tem um 

comportamento específico segundo sua origem, em geral, estes parâmetros respondem a um 

comportamento lineal para as SH-And (R
2
>0,85) com uma tendência a decrescer em 

concentrações a partir de 10 mg C L
-1

, e quadrática para as SH-Org (R
2
>0,95) e SH-Vc 

(R
2
>0,74), observando-se um menor estímulo a partir de 20 e 40 mg C L

-1
, respectivamente. 

O maior incremento sobre o comprimento e área superficial radicular foi observado 

nas plântulas tratadas com SH-Org comparadas com as SH-Vc e SH-And (Figura 11A e C), 

no caso do número de raízes laterais o incremento foi maior para os tratamentos com SH-Org 

e SH-Vc ao ser comparados com os tratamentos com SH-And (Figura 11B). 

 

 
 

Figura 11. A) Comprimento radicular, B) Número de raízes Laterais e C) Área superficial 

Radicular de plântulas de milho aos 6 DAT (Dias após o transplante) tratadas com SH 

de três origens: Organossolo (SH-Org), Andisol (SH-And) e Vermicomposto (SH-Vc), 

em cinco concentrações (0, 5, 10, 20, e 40 mg C L
-1

). Pontos representam o valor médio 

± ES (erro padrão) para cinco réplicas, segundo o teste de Tukey, (p<0,05). 
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-1 
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-1

 para as 
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SH-Org. Estas concentrações de máxima resposta geraram incrementos de 8%, 80% e 21%, 

no comprimento radicular, de 5%, 37% e 35% na emissão de raízes laterais e de 7%, 40% e 

3% na área superficial radicular para as substâncias húmicas de SH-And (5 mg C L
-1

), SH-

Org (20 mg C L
-1

) e SH-Vc (10 mg C L
-1

), respectivamente, comparados com o controle, pelo 

que serão as concentrações utilizadas nas próximas avaliações. 

Massa seca radicular e da parte aérea – a produção de massa seca radicular e foliar 

também foi influênciado pelas fontes e concentrações de SH utilizadas. Os modelos de 

regressão polinomial foi o que melhor se ajustoupara as três SH com coeficientes de SH-Org 

(R
2
>0,96), SH-And (R

2
>0,80), e SH-Vc (R

2
>0,74) (Figura 12). Segundo este modelo a massa 

seca radicular e da parte aérea foi mais estimulada pelas SH-Org comparadas com as SH-Vc e 

SH-And (SH-Org>SH-And>SH-Vc) (Figura 12A). 

As concentrações mais responsáveis  foram as mesmas que estimularam os parâmetros 

radiculares e observaram-se valores de MSR inferiores ao controle, em concentrações de 40 

mg C L
-1

 para as SH-And e SH-Vc, entretantoa produção de MSR sob efeito das SH-Org 

embora também foi afetada pela concentração de 40 mg C L
-1

, mas as reduções não foram 

significativas (Figura 12A). A produção da MSPA apresentou uma tendência crescente com 

maiores concentrações para as SH-And e SH-Vc enquanto para as plântulas tratadas com SH-

Org a MSPA reduziu-se na máxima concentração testada (40 mg C L
-1

) (Figura 12B). 

O acúmulo de massa seca pode ser considerado como um dos principais indicadores 

de eficiência bioestimulante das SH segundo Baldotto e Baldotto. (2013). Nas condições do 

presente estudo a produção de biomassa radicular foi estimulada em concentrações de 5 mg C 

L
-1

 (SH-And), 10 mg C L
-1 

(SH-Vc) e 20 mg C L
-1

 (SH-Org) as quais exerceram incrementos 

na produção de MSR de 26%, 80% e 36% para as SH-And, SH-Org e SH-Vc respectivamente 

quando comparadas com o controle. Enquanto a MSPA apresentou incrementos máximos de 

35%, 113% e 67% em concentrações de 40, 20 e 40 mg C L
-1

 para as SH-And, SH-Org e SH-

Vc respectivamente. Este estímulo no crescimento inicial permite um uso mais eficiente da 

energia solar, incremento da disponibilidade de carboidratos e maior eficiência fotossintética, 

de acordo com Almeida et al. (1998). 

 

 
 

Figura 12. Massa seca radicular e da parte aérea de plântulas de milho aos 6 DAE tratadas 

com SH de três origens: Organossolo (SH-Org), Andisol (SH-And) e Vermicomposto 

(SH-Vc), em cinco concentrações (0, 5, 10, 20, e 40 mg C L
-1

). Barras representam o 

valor médio ± ES (erro padrão) para cinco réplicas, segundo o teste de Tukey, (p<0,05). 

 

Os resultados são consistentes com os reportados por outros estudos onde foram 

utilizados SH de diferentes origens relatando a indução do crescimento radicular das plantas 
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(DOBBSS et al., 2010), plantas de milho (CANELLAS et al., 2013). Incrementos de 36% 

a135% na emissão de raízes laterais foram reportados por Martinez-Balmori et al.(2014), em 

plantas de milho sob efeito de AH extraídos de vermicomposto em diferentes estádios de 

maturidade. Plantas de arroz apresentaram estímulo de 66% na emissão de raízes laterais  e 

26% no comprimento radicular sob efeito de doses de 40 e 20 mg C L
-1

 de AH de 

vermicomposto, com incrementos de 79% na produção de massa seca radicular (GARCÍA, 

2013). Canellas e Façanha. (2004), relatam incrementos de 56% na área radicular superficial 

de plantas de milho sob efeito de AH extraídos de diferentes profundidades de um Argisolo e 

ausência de estímulo da produção de massa seca radicular. 

A grande variabilidade de respostas das SH esta influênciada, principalmente, pela 

fonte e concentração utilizada (VAUGHAN e MALCOM, 1995; ROSE et al, 2014). Os 

resultados demostramque todas as fontes de SH utilizadas exerceram influência positiva, em 

concentrações diferentes, porém o efeito foi mais expressivo para as SH-Org e SH-Vc (SH-

Org>SH-Vc>SH-And) para os parâmetros radiculares e produção de massa seca radicular. No 

caso da produção de massa seca da parte aérea foi observada uma tendência ao incremento 

com o aumento das concentrações de SH, resultados similares aos observados por Rodrigues 

et al. (2017) em plantas de milho tratadas com AH comerciais. 

O maior estímulo das SH de Organossolo (SH-Org) e Vermicomposto (SH-Vc) 

poderiam estar relacionado com as características próprias de cada uma como relatado no 

Capítulo I (Tabela 6), onde foi observado um predomínio de grupos Carboxil (CCOO-H,R) e 

carbonos alifáticos substituídos (Calkyl-O e Calkyl H,R) assim como maior alifaticidade destas SH 

em relação às SH extraídas do Andisol, nas quais foram encontradas maiores porcentagens de 

carbonos aromáticos (C Ar-HR) seguidos por menores porcentagens de grupos alifáticos (CAlkyl 

H,R), baixa presença de grupos Carboxilos (CCOO-H,R) e características mais hidrofóbicas. A 

presença de C alifáticos substituídos, não substituídos  e grupos carboxílicos foram 

relacionados com o estímulo de alguns parâmetros radiculares (García et al. 2016). 

 

4.5.3. Experimento III: avaliação do efeito das substâncias húmicas em plantas de milho 

submetidas a estressese salino 

 

a) Parâmetros de crescimento e taxa de crescimento relativo 

 

Produção de massa seca e altura das plantas – a aplicação de substâncias húmicas (SH) 

reduziuu os efeitos da salinidade na produção de massa seca da parte aérea (MSPA) e 

radicular (MSR) (Figura 13 A e B). Aos 15 DAE não foram observados os efeitos da 

salinidade nos parâmetros em estudo, mas existiu um efeito significativo das SH-Vc no 

tratamento salinizado (ES+SH-Vc) causando incrementos de 13 e 64 % no conteúdo de 

MSPA e MSR respectivamente em relação ao tratamento salinizado (ES) (SH-Vc). 

Entretanto aos 21 DAE a não aplicação de SH demostrou os efeitos da salinidade no 

conteúdo de MSPA e MSR causando perdidas de massa de 22 e 40% em relação ao controle. 

Perdidas de biomassa que tem relação com estudos prévios em milho (BILLAH et al., 2017), 

feijão (AYDIN; KANT; TURAN, 2012), noz (AKÇA; SAMSUNLU, 2012) e castanhas 

(AMBEDE et al., 2012) submetidas a estressese salino. 

Quando as SH das três origens foram aplicadas nas plantas sob estressese salino, o 

efeito da salinidade diminuiu, gerando acréscimos do conteúdo de biomassa seca em relação 

ao tratamento  salinizado (ES) de 30, 31 e 26% para MSPA e de 70, 67 e 71% no caso da 

MSR para os tratamentos ES+SH-And, ES+SH-Org e ES+SH-Vc, respectivamente, (SH-

Org>SH-And>SH-Vc) (Figura 13A e B). 

No segundo momento avaliado, a razão MSR/MSPA apresentou os menores valores 

para o tratamento salinizado (ES) (0,8 g raiz por g parte aérea) em relação aos tratamentos 
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salinos com adição de SH das três origens, nas quais houve uma maior participação do 

sistema radicular na produção de massa seca, exibindo valores médios de 1 (Figura 13C). 

A aplicação de SH, independentemente de sua origem, reduziu os efeitos da salinidade 

no sistema radicular, ao estimular seu desenvolvimento. Resultados que tem relação com os 

efeitos das SH no desenvolvimento radicular de diversas espécies, sobretudo no crescimento 

inicial (BALDOTTO et al., 2009; CANELLAS e OLIVARES, 2014). Consequentemente, um 

maior desenvolvimento do sistema radicular equivale a uma maior possibilidade de 

exploração  no solo e maior tolerância a diferentes tipos de estressese ambiental (BERBARA 

e GARCÍA, 2014). 

 

 

 
 

Figura 13. Produção de massa seca da parte aérea (MSPA), da raiz (MSR) e razão raiz/parte 

aérea média de plantas de milho submetidas durante 15 e 21dias a estressese salino (ES) 

e aplicação de substâncias húmicas (SH) de três origens diferentes. Barras representam 

o valor médio ± ES (erro padrão) para quatro réplicas, médias seguidas de a mesma letra 

não apresentam diferençasdiferenças significativas segundo o teste de Tukey (p<0,05). 

 

A altura de plantas de milho submetidas a estressese salino e adição de substâncias 

húmicas aos 15 e 21 DAE são apresentados na Figura 14. Nos primeiros 15 DAE embora não 

existiu um efeito significativo da salinidade (ES), foi observado o efeito das SH nos 

tratamentos salinizados ES+SH-And e ES+SH-Vc com incrementos de 14 e 8% na altura, 

comparadas com os salinizados. 
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Na segunda avaliação aos 21 DAE foi mais notável os efeitos da salinidade 

verificando-se uma redução de 14% da altura nas plantas sob estressese salino sem adição de 

SH, entretanto as plantas sob estressese salino com adição de SH dos tratamentos ES+SH-Org 

e ES+SH-Vc e SH-And registraram acréscimos na altura de 11, 14 e 3%, respectivamente, em 

relação ao tratamento sob estressese salino, mas só existiu significância estatística para o 

tratamento ES+SH-Vc (SH-Vc>SH-Org>SH-And). 

 

 
 

Figura 14. Altura média de plantas de milho submetidas durante 15 e 21dias a estressese 

salino (ES) e aplicação de substâncias húmicas (SH) de três origens diferentes. Barras 

representam o valor médio ± ES (erro padrão) para quatro réplicas, médias a seguidas 

de a mesma letra não apresentam diferenças significativa segundo o teste de Tukey 

(p<0,05). 

 

b) Pigmentos fotossintéticos 

 

Na Figura 15 são apresentadas as concentrações de pigmentos fotossintéticos das 

plantas com aplicação de SH em condições de estressese salino aos 21 DAE. A aplicação de 

SH nas plantas sob estressese salino exerceu um efeito que variou com a origem das SH. 

Verificou-se que a aplicação de SH nas plantas sob estressese salino (ES+SH-Org e 

ES+SH-Vc) estimularam significativamente a produção de pigmentos a, a+b em relação às 

plantas salinizadas (ES) e ao controle, entretanto os carotenóides apresentaram um acréscimo 

não significativo para estes tratamentos. O teor de clorofila b não apresentou um 

comportamento relacionado com a salinidade, mas no tratamento ES+SH-Org foi o que mais 

incrementou o conteúdo deste pigmento. O tratamento ES+SH-And apresentou o menor 

estímulo na produção de pigmentos em relação a todos os tratamentos (Figura 15). 

A aplicação de SH dos tratamentos SH-Org e SH-Vc em plantas sob estressese salino 

exerceram um estímulo porcentual em relação ao tratamento sob estressese salino sem SH de 

29 e 21% no teor de clorofila a, de 22 e 9% de clorofila a+b e de 18 e 8% de carotenóides 

para cada SH (SH-Org>SH-Vc). 

O incremento nos teores de clorofila a, a+b e carotenóides dos tratamentos salinizados 

e com adição de substâncias húmicas observado, tem relação com a capacidade das SH de 

incrementar a área foliar e, consequentemente, uma maior eficiência fotossintética segundo 

Canellas e Olivares. (2014). Embora estes efeitos sejam variáveis e relacionados com sua 

concentração (NARDI et al., 2002), estado fisiológico da planta (MOYA et al., 2016) e 

origem do extrato húmico (YANG et al., 2004). 
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Figura 15. Conteúdo de pigmentos fotossintéticos de plantas de milho aos 21 DAE 

submetidas a estressese salino (ES) e aplicação de substâncias húmicas (SH) de três 

origens diferentes. Barras representam o valor médio ± ES (erro padrão) para quatro 

réplicas, médias seguidas de a mesma letra não apresentam diferenças significativa 

segundo o teste de Tukey (p<0,05). 

 

Em condições de estressese salino o estímulo no teor de pigmentos causado pelas SH 

permitiria à planta uma melhor eficiência fotossintética, permitindo-lhe um maior acúmulo de 

biomassa seca (Figura 13). Resultados que tem concordância com estudos prévios realizados 

por Aydin et al. ( 2012) em plantas de feijão, com acréscimos de mais de 100% na produção 

de biomassa e pigmentos fotossintéticos nas plantas tratadas com AH sob estressese salino em 

relação às não tratadas com AH, efeitos que foram atribuídos pelo mesmo autor à capacidade 

de armazenar sais dos AH por longos períodos, diminuindo os efeitos da salinidade. O efeito 

protetor ante o estressese salino também foi observado por Bakry et al., (2014b) em plantas de 

linho salinizadas e tratadas com AH, as quais tiveram um melhor rendimento e estímulo de 

parâmetros morfológicos e de conteúdo de pigmentos em relação às não salinizadas. 

 

c) Taxa de crescimento relativo 

 

Os valores de TCR dos tratamentos salinos com adição de substâncias húmicas foram 

maiores para ES+SH-Org (0,9 g g
-1

 dia
-1

), ES+SH-And (0,8 g g
-1

 dia
-1

) e ES+SH-Vc (0,6 g g
-1

 

dia
-1

) em relação aos tratamentos sob estressese salino sem adição de substâncias húmicas 

(0,4 g g
-1

 dia
-1

) (Figura 16). 

Em termos porcentuais a TCR foi inferior em 57% para a parte aérea e 17% para a 

radicular para o tratamento sob estressese salino em relação ao controle, entretanto a 

aplicação de SH dos tratamentos ES+SH-Org ES+SH-And e ES+SH-Vc incrementou em 140, 

111 e 46% a TRC-foliar e em 28, 29 e 3% a TCR-radicular (SH-Org>SH-And>SH-Vc). 

A redução da TCR das plantas salinizadas (ES) observado tem relação com o 

apresentado por outros estudos, onde foram encontrados baixos valores de TCR em plantas de 

milho submetidas a estressese salino (100mM) e alto conteúdo de Na
+
 no sistema radicular 

(WILLADINO et al., 1999; NETO E TABOSA, 2000), assim como reduções da TCR de 70% 

em plantas de goiabeira sob efeito de 150 mM de NaCl (TÁVORA et al., 2001). 
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Os resultados da TCR podem ser relacionados com o acúmulo de biomassa seca e o 

teor de pigmentos fotossintéticos estimulado pelas substâncias húmicas que reduziram os 

efeitos da salinidade significativamente. 

 
 

Figura 16. Taxa de crescimento relativo foliar (TCRF) e radicular (TCRR) de plantas de 

milho submetidas a estressese salino (NaCl-100mM) e substâncias húmicas de três 

origens.  Barras representam o valor médio ± ES (erro padrão) para quatro réplicas, 

médias seguidas de a mesma letra não apresentam diferenças significativa segundo o 

teste de Tukey (p<0,05). 

 

O comportamento registrado para o tratamento com SH-Vc poderia ser explicado pelo 

fato de que este tratamento acúmulou os maiores valores de massa seca radicular e da parte 

aérea, tanto no primeiro como no segundo momento de avaliação. Considerando que a TCR é 

em função do crescimento inicial por um intervalo de tempo segundo Reis e Muller. (1979) e 

está diretamente relacionado com o tamanho alcançado no período anterior. Pelo que não 

pode ser considerado como um índice negativo nestas condições. Em condições de 

crescimento normal a TCR tem tendência a se reduzir com o tempo pois o as plantas reduzem 

seu crescimento gradativamente. 

 

d) Teor relativo de água 

 

A avaliação do teor relativo de água (TRA) é considerada uma das avaliações mais 

utilizadas para determinar os efeitos fisiológicos do déficit de água nas células vegetais. Ele 

mede o estado hídrico da planta e expressa a quantidade absoluta de água que ela precisa para 

alcançar a saturação total em um momento determinado (GONZÁLES E GONZÁLES-

VILAR, 2001). 

A Figura 17 mostra o teor relativo de água (TRA) das plantas de milho submetidas a 

estressese salino e sob adição de SH das três origens. O TRA apresentou uma redução no 

tratamento com salinidade, enquanto os tratamentos sob estressese salino com substâncias 

húmicas responderam com porcentagens de TRA maiores. Este comportamento foi similar em 

todas as SH e significativamente similar ao controle. As plantas sob estressese salino com 

adição de substâncias húmicas apresentaram um incremento na porcentagem de TRA de 

12,79, 8,79, e 8,35% para os tratamentos ES+SH-Org, ES+SH-And e ES+SH-Vc, 

respectivamente, quando comparadas com as plantas salinizadas sem adição de SH. 
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De acordo com os resultados obtidos a aplicação de SH independentemente de sua 

origem reduziria os efeitos de ajustamento osmótico em plantas salinizadas de milho aos 21 

DAE ao incrementar o TRA, aumentando a disponibilidade de água para as plantas. 

 

 
 

Figura 17. Teor relativo de água (TRA) de plantas de milho submetidas durante 21dias a 

estressese salino (ES) e aplicação de substâncias húmicas (SH) de três origens 

diferentes. Barras representam o valor médio ± ES (erro padrão) para quatro réplicas, 

médias seguidas de a mesma letra não apresentam diferenças significativas segundo o 

teste de Tukey (p<0,05). 

 

e) Permeabilidade relativa 

 

A extensão das lesões das membranas sob efeito do estressese salino (ES) pela 

medição indireta da permeabilidade relativa foliar e radicular das plantas aos 21 DAE é 

apresentada na Figura 18. Observou-se que a permeabilidade relativa radicular (PR-Radicular) 

e foliar (PR-Foliar) das plantas sob estressese salino foi de 68 e 48% valores maiores que a 

PR do controle e alguns tratamentos das plantas salinizadas e com adição de SH. 

A aplicação de SH das três origens nas plantas sob estressese salino (ES) reduziu a 

PR-radicular significativamente. A redução da PR-radicular foi de 37, 29 e 27% para os 

tratamentos ES+SH-Vc, ES+SH-And e ES+SH-Org, respectivamente, em relação ao 

tratamento salinizado. No caso da PR-foliar foi observado uma redução significativa para os 

tratamentos com ES+SH-Org, ES+SH-And de 26 e 11% comparada com o tratamento 

salinizado (ES), o que não foi observado nas plantas tratadas com ES+SH-Vc que apresentou 

incrementos de 17% na PR em relação ao tratamento salino. 

A exposição à salinidade incrementa a permeabilidade das membranas e, 

consequentemente, os teores de prolina em milho, segundo Aydin et al. (2005). Os resultados 

observados no estudo poderiam indicar que as SH isoladas de Andisol e Organossolo 

(ES+SH-And e ES+SH-Org) foram mais eficientes, reduzindo os efeitos da salinidade tanto 

na permeabilidade radicular como a foliar, por outro lado as substâncias húmicas de 

Vermicomposto (ES+SH-Vc) exerceram um efeito bem definido, unicamente a nível 

radicular. O decréscimo da permeabilidade pela ação das SH observado, tem similaridade 

com estudos realizados por Aydin et al. (2012) quem observou que a aplicação de AH em 

plantas de feijão salinizadas reduziu significativamente a PR foliar. 
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Figura 18. Porcentagens de permeabilidade radicular de plantas de milho submetidas a 

estressese salino (100 mM) e substâncias húmicas de três fontes aos 21 DAE.  Barras 

representam o valor médio ± ES (erro padrão) para quatro réplicas, médias no fator 

avaliado (raíz e folha) seguidas de a mesma letra não apresentam diferenças 

significativas segundo o teste de Tukey (p<0,05). 

 

A aplicação de SH em plantas sob estressese salino reduziu significativamente os 

efeitos negativos da salinidade em parâmetros morfológicos, como o acúmulo de massa seca, 

altura e taxa de crescimento relativo, além de melhorar as relações osmóticas nas plantas 

salinizadas. Os mecanismos fisiológicos protetores das SH ante diversos tipos de estresse 

ainda estão em estudo. Mas são relacionados, em parte com incrementos no teor de prolina 

pela ação dos AH (LADAN MOGHADDAM e SOLEIMANI, 2012) a qual também é 

produzida pelas plantas com tolerância à salinidade como um mecanismo de adaptação 

(TURAN E AYDIN, 2005; BERTELI et al., 1995). Ante outro tipo de estressese como o 

hídrico, a aplicação de AH manteve os níveis de ácido abcisico em valores às plantas controle 

(GARCIA et al., 2014). 
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4.6. CONCLUSÕES 

 

A aplicação das substâncias húmicas das três origens (Organossolo, Andisol e 

Vermicomposto) exerceram um efeito inibidor da germinação, IVG e um acréscimo nas 

porcentagens de plântulas anormais em todos os tratamentos. O efeito inibidor foi mais 

evidente nas substâncias húmicas extraídas de solos (Andisol e Organossolo). Apesar do 

efeito inibidor observado na germinação, a aplicação das três substâncias húmicas 

incrementou o crescimento radicular e a produção de biomassa seca das plântulas normais em 

concentrações de 10 mg C L
-1

. 

 

As substâncias húmicas aplicadas às plântulas de milho após a germinação 

incrementaram o crescimento radicular, a emissão de raízes laterais e acúmulo de massa seca 

nas plântulas de milho em concetrações de 5, 10 e 20 mg C L
-1

 para SH-And, SH-Vc e SH-

Org respectivamente. O estímulo de cada SH foi na seguinte ordem: SH-Org>SH-Vc>SH-

And. 

 

A aplicação de substâncias húmicas reduziu os efeitos do estresse salino (NaCl 

100mM) ao incrementar a produção de biomassa seca, teor de pigmentos fotossintéticos, teor 

de água e reduzir a permeabilidade radicular. Não sendo observada uma relação com a origem 

das substâncias húmicas. 
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5. CAPÍTULO III 

INTERAÇÃO DE SUBSTÂNCIAS HÚMICAS DE DIFERENTES 

ORIGENS E FUNGOS MICORRÍZICOS ARBUSCULARES NO 

DESEMVOLVIMENTO DA CULTURA DE MILHO 
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5.1. RESUMO 

 

O presente capitulo teve como objetivo avaliar a influência da interação de substâncias 

húmicas de três origens: Organossolo (SH-Org), Andisols (SH-And) e Vermicomposto (SH-

Vc) e do fungo micorrízico Denticulata heterogama, na cultura do milho. Para cumprir tais 

propósitos, foram medidos nas plantas parâmetros bioquímicos, morfológicos, nutricionais e 

de colonização do FMA. O experimento foi conduzido em casa de vegetação na UFFRJ, 

Seropédica-RJ. Utilizou-se como substrato uma mistura de dois solos de baixa fertilidade 

esterilizados por solarização, e uma vez comprovada a ausência de esporos de FMA nativos, 

foi estabelecido o experimento. Utilizaram-se sementes de milho híbrido BR-3025 e como 

solo-inóculos esporos de D. heterogama. As concentrações de SH utilizadas foram de 5, 10 e 

20 mg C L
-1

 para SH-And, SH-Vc e SH-Org, respectivamente, e foram aplicadas aos 15, 25 e 

45 DAE via radicular. As avaliações foram realizadas aos 50 DAE. Os resultados mostram 

que a aplicação de substâncias húmicas e a inoculação com D. heterogama estimularam 

significativamente parâmetros morfológicos como conteúdo de biomassa em relação aos 

tratamentos não inoculados. O conteúdo de carboidratos e proteínas totais também foi 

estimulado por esta interação. Observou-se um maior teor foliar de 10 dos 11 nutrientes 

avaliados nas plantas inoculadas com FMA e com adição de SH em relação às não inoculadas. 

Embora as três SH tenham exercido algum estímulo nos diferentes parâmetros avaliados, a 

aplicação de SH-Vc e inoculação com FMA foi a que apresentou um estímulo, mais 

sobressaliente, o qual foi confirmado com uma alta eficiência micorrízica e que pode estar 

relacionado com a maior abundância de arbúsculos observados. Os parâmetros densidade de 

esporos e teor de glomalina total foi estimulado pela aplicação das três SH sem uma 

influência marcada em relação à origem da SH. 

 

Palavras-chave: Simbioses. Colonização micorrizica. Absorção de nutrientes. 
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5.2. ABSTRACT 

 

The objective of this study was to evaluate the influence of the interaction of humic 

substances from three origins: Organosol (SH-Org), Andisols (SH-And) and Vermicomposto 

(SH-Vc) and mycorrhizal fungus Denticulata heterogama. To fulfill these purposes, 

biochemical, morphological, nutritional and FMA colonization parameters were measured in 

the plants. The experiment was conducted in a greenhouse at UFFRJ, Seropédica-RJ. A 

mixture of two low fertility soils sterilized by solarization was used as the substrate, and once 

the absence of native AMF spores was proven, the experiment was established. Seeds of 

hybrid corn BR-3025 and as soil-inoculum spores of D. heterogama were used. The 

concentrations of HS used were 5, 10 and 20 mg C L
-1

 for SH-And, SH-Vc and SH-Org, 

respectively, and were applied at 15, 25 and 45 days post emergency (DPE) via root. The 

evaluations were performed at 50 DPE. The results show that the application of humic 

substances and inoculation with D. heterogama significantly stimulated morphological 

parameters as biomass content in relation to uninoculated treatments. The carbohydrate and 

total protein content was also stimulated by this interaction. A higher leaf content of 10 of the 

11 nutrients evaluated in the plants inoculated with FMA and with addition of SH in relation 

to those not inoculated was observed. Although the three SHs exerted some stimulus on the 

different parameters evaluated, the application of SH-Vc and inoculation with FMA was the 

one that presented a more sparing stimulus, which was confirmed with a high mycorrhizal 

efficiency and that may be related to the greater abundance of observed shrubs. The 

parameters spore density and total glomalin content were stimulated by the application of the 

three HS without a marked influence in relation to the SH origin. 

 

Keywords: Symbioses. Mycorrhizal colonization. Nutrients absorption. 
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5.3. INTRODUÇÃO 

 

Ante o cenário atual no mundo, de degradação dos recursos naturais produto da 

industrialização da agricultura, vem sendo estudados com maior interesse o uso de métodos 

alternativos para produzir culturas respeitando os sistemas naturais e as interações entre seus 

fatores locais de clima-solo-biota. Dentre destes fatores a matéria orgânica do solo (MOS) e a 

biota do solo tem gerado um grande interesse ao ser a base da fertilidade e saúde do solo. 

A matéria orgânica é um fator de grande importância no desenvolvimento da biota do 

solo responsável pela mobilização e disponibilização de nutrientes para as plantas, onde estão 

incluídos os fungos micorrízicos arbusculares (FMA). 

Os FMA são um importante componente da microbiota do solo, capazes de estabelecer 

associações simbiônticas com mais do 90% das plantas terrestresse e com uma ampla 

distribuição nos diferentes habitats do mundo (BERUDE et al., 2015). Os FMA têm a 

capacidade de afetar positivamente o crescimento das plantas ao auxiliar na absorção de 

nutrientes e água do solo outorgando-lhe maior capacidade de supervivência e tolerância a 

diferentes tipos de estressese (SMITH e READ, 2008), além de aumentar a decomposição e a 

ciclagem de carbono e nutrientes, pelo que desempenham um papel chave no funcionamento e 

sustentabilidade dos agroecossitemas (TRUBER, 2013; SILVA, 2016). 

A adição de diferentes fontes de componentes orgânicos, como celulose, ou 

compostagens em substratos não esterilizados ou em solos ,tem gerado estímulos na 

quantidade de hifas intra e extraradiculares (GRYNDLER et al., 2002), que foi confirmado 

logo após em um sistema hidropônico (GRYNDLER et al., 2005). Em condições axênicas, a 

aplicação de AH estimulou a produção de esporos de Glomus proliferum e o crescimento de 

Lunaria crusciata (NOBRE et al., 2013), assim como a colonização micorrízica de Glomus 

clarum em raízes de trevo e manjericão (LIMA, 2008).  

Os efeitos das substâncias húmicas no desenvolvimento vegetal e no solo pode 

acontecer por diferentes formas (NARDI e PIZZEGHELLO, 2002), bem seja com um efeito 

similar ao auxínico ou relacionados com suas características estruturais. As substâncias 

húmicas ao ser o maior componente da matéria orgânica do solo podem estar em maior 

contato com as hifas dos FMA (GRYNDLER et al., 2009) o que poderia estimular a 

micorrização além do crescimento vegetal por um aumento da atividade enzimática e do 

metabolismo do nitrogênio (LIMA, 2008). 

 

Portanto, este trabalho teve como objetivo avaliar a influência da interação de 

substâncias húmicas de três origens (SH-Org, SH-And e SH-Vc) e do fungo micorrízico 

Denticulata heterogama, no desenvolvimento e nutrição da cultura do milho. 
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5.4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

5.4.1. Material vegetal e condições experimentais 

 

O experimento foi conduzido em casa de vegetação, as plantas foram cultivadas 

durante 50 dias em vasos de 5 L no período de setembro-novembro de 2016, no Instituto de 

Agronomia da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), Seropédica, RJ. 

Durante o experimento as condições ambientais no interior da casa de vegetação foram 

medidas diariamente com um Datalogger (Marca AKSO AK172). A temperatura média 

variou entre 24 e 29°C e a umidade relativa entre 64 e 80% (Figura 19). 
 

 
 

Figura 19. Variações médias semanais de temperatura máxima e mínima (linhas) e de 

umidade relativa do ar (barras) registradas durante a condução do experimento em casa 

de vegetação. Seropédica, RJ. UFRRJ. Outubro-Novembro de 2016. 

 

a) Cultivar de milho e microrganismos 

 

As sementes de milho (Zea mays L.) híbrido BR-3025 foram fornecidas pela 

EMBRAPA-Agrobiologia, Seropédica, RJ. A variedade foi selecionada devido a sua 

rusticidade e produção em sistema agroecológico (SIPA). 

A espécie de FMA utilizada foi Dentiscutata heterogama (T.H. Nicolson & Gerd.) 

Sieverd., F.A. de Souza & Oehl., linhagem A2 (CNPAB 002) proveniente da Coleção de 

Fungos Micorrízicos da Embrapa Agrobiologia (COFMEA), Seropédica, RJ. A mesma foi 

aplicada na forma de solo-inóculo com uma densidade de 120 esporos/g de solo. 

 

b) Características do solo-substrato 

 

Como substrato utilizou-se uma mistura da camada sub-superficial (20-30 cm) de dois 

solos de baixa fertilidade localizados na UFRRJ e classificados como Planossolo e Argissolo. 

Utilizou-se as camadas subsuperficiais dos solos para reduzir a interferência das substâncias 

húmicas próprias da camada superficial e a presença de fungos micorrízicos nativos.A terra 
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coletada foi desinfetada por solarização  durante 30 dias, com viradas periódicas, com a 

intenção de reduzir o potencial do inóculo nativo de FMA (RANDING et al., 2009). Técnicas 

de esterilização, como autoclavagem, embora mais eficientes, foram evitadas visando a não 

alteração das características químicas da terra coletada e a simulação das condições que se 

dão nos ambientes agrícolas quando realizadas inoculações de FMA. 

A presença de esporos de FMA nativos no substrato após a referida desinfecção foi 

avaliada. Para isso, 10 amostras de 50g de substrato foram coletadas e realizou-se a extração 

de esporos de FMA, seguindo a metodologia proposta por Gerdeman e Nicolson (1993). Os 

esporos foram quantificados em microscópio estereoscópico. Para a identificação das espécies 

presentes no substrato montaram-se lâminas de microscopia utilizando como solução de 

montagem polivinil-lacto-glicerol (PVLG) e PVLG + reagente de Melzer. Seguidamente, 

prosseguiu-se à observação das lâminas contendo os esporos em microscópio óptico. As 

espécies presentes no substrato foram identificadas com base nas características morfológicas 

dos esporos e consulta de bibliografia especializada (INVAM, 2018). Foi detectada a presença 

de esporos, principalmente do gênero Glomus, porém velhos e não viáveis. Não foram 

observados esporos da espécie Dentiscutata heterogama, a qual posteriormente foi inoculada 

no experimento. 

As características químicas do substrato utilizado no experimento são apresentadas na 

Tabela 9. A adubação do substrato foi realizada semanalmente com solução nutritiva de 

Hoagland e Arnon (1950) modificada com ½ concentração de fósforo (P) e diluída a 25% 

durante a fase de crescimento inicial (2 semanas após emergência). 

 

Tabela 9. Características químicas do substrato utilizado no experimento. 

ID pH 
P K Ca+2 Mg+2 Al H + Al C 

mg/dm3 cmolc/dm3 g/kg 

Substrato 5,90 25 34 3,3 1,7 0,1 4,2 10,65 

Análises realizadas no Laboratório de Fertilidade do Solo da UFRRJ (EMBRAPA, 2009). 

 

c) Desenho experimental 
 

O delineamento experimental foi inteiramente causalizado, com arranjo fatorial 4 x 2, 

com cinco repetições por tratamento. O primeiro fator foram as 3 substâncias húmicas (SH): 

Organossolo (SH-Org), Andisol (SH-And) e Vermicomposto (SH-Vc) mais 1 controle e o 

segundo fator foram as interações biológicas (inoculado e não inoculado com FMA). 

 

d) Cultivo das plantas de milho 
 

Para a condução do experimento utilizaram-se vasos contendo 5 kg do substrato acima 

descrito. Semearam-se cinco sementes de milho, previamente desinfestadas com hipoclorito 

de sódio (NaClO) 0,5 %. No momento da semeadura, nos tratamentos com inoculação 

adicionou-se 1g de inóculo de FMA contendo aproximadamente 120 esporos de D. 

heterogama na cova de cada semente, totalizando aproximadamente 720 esporos/vaso. Após a 

emergência das plantas foi realizado um desbaste aos 10 dias após a emergência (DAE) 

deixando apenas 2 plantas/vaso. 

As doses de substâncias húmicas utilizadas foram de 20 mg C L
-1

 para as extraídas de 

Organossolo (SH-Org), 5 mg C L
-1

 para as extraídas de Andisol (SH-And) e 10 mg C L
-1

 para 

as de Vermicomposto (SH-Vc). Estas doses foram previamente determinadas como ótimas 

para cada SH no ensaio de doses resposta (ver Capítulo II). Foram realizadas três aplicações 
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radiculares de SH, aos 15, 30 e 45 DAE das plantas de milho. Colocaram-se 20 

ml/planta/vaso contendo cada concentração segundo a SH aplicada. A umidade do solo foi 

mantida ao 70% da capacidade de campo dosubstrato.  

O experimento foi concluído aos 50 DAE sendo colhidas 40 plantas para as avaliações 

morfológicas, bioquímicas e nutricionais. 

 

e) Avaliações morfológicas 

 

Passados 50 DAE procedeu-se a coleta do experimento. A altura das plantas foi 

determinada com auxílio de uma trena métrica considerando o corte no recuo do solo até a 

folha +1. O diâmetro do colmo foi medido usando um paquímetro digital. Imediatamente, a 

parte aérea das plantas (após separação das folhas e o caule) foi colocada em sacos de papel e 

secada em estufa de circulação forçada de ar (60°C) por 72 horas até atingir peso contante. 

Posteriormente, avaliou-se a massa seca da parte aérea (MSPA) utilizando uma balança 

analítica.  

As raízes foram removidas do substrato e lavadas em água corrente. 

Aproximadamente, 1g de raízes finas foi retirada para posterior avaliação da colonização 

micorrízica. O restante do sistema radicular foi colocado em sacos de papel e secado em 

estufa, como referido para a parte aérea, para determinação de massa seca radicular (MSR). 

 

5.4.2. Quantificações bioquímicas foliares: carboidratos totais (CT), carboidratos 

redutores (CR) e proteínas (PT) 
 

Foram coletadas amostras foliares de aproximadamente 1 g da última folha 

completamente expandida. No momento da coleta as folhas foram acondicionadas em papel 

alumínio e mantidas em nitrogênio líquido. Uma vez no laboratório, as mesmas foram 

conservadas em ultrafreezer (-80ºC) até a realização das determinações. 

Aproximadamente 0,200 mg de tecido foliar foi macerado e em seguida acrescentados 

20 ml de água destilada quente e 0,5 g de carvão ativado e levado para aquecimento até 

descoloração. Seguidamente o líquido foi filtrado e a quantificação realizada em 

espectrômetro Shimatzu 1800 UV. Todos os resultados foram expressos em mg g-1 de massa 

fresca de tecido foliar. 

 

a) Carboidratos redutores (CR) 
 

A determinação de CR foi realizada segundo a metodologia descrita por Noelting & 

Bernfeld (1948). Adicionou-se ácido 3,5 dinitrosalicílico (DNS) e procedeu-se à leitura no 

espectrofotômetro a um comprimento de onda de 530 nm. Foi usada uma curva padrão 

realizada a partir de concentrações conhecidas de glicose. 

 

b) Carboidratos totais (CT) 
 

Os CT foram determinados segundo o descrito por Dubois et al. (1956), adicionando 

fenol 5% e ácido sulfúrico ao extrato. Após 15 minutos de repouso, foi lida a absorbância em 

espectrofotômetro a um comprimento de onda de 490 nm. Foi usada uma curva padrão 

realizada a partir de concentração conhecidas de glicose. 
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c)Proteínas totais 
 

O teor de proteínas foi obtido pela reação do reagente Biureto, sendo adicionado ao 

extrato e após 10 minutos lida a absorbância a um comprimento de onda de 545 nm. Utilizou-

se como curva padrão desenhada a partir de concentrações conhecidas de soro de albumina. 

d) Determinação de pigmentos fotossintéticos 

 

A determinação de pigmentos foi realizada segundo a metodologia de Arnon (1949). 

Pesaram-se aproximadamente 0,200 mg de cada replica e anotou-se o peso de cada amostra 

para posterior determinação de mg de pigmentos/g de massa seca. Para a determinação da 

porcentagem de massa seca foi pesado 1g de folha e colocado em estufa durante 24 horas a 

105ºC até peso constante. 

Cada amostra foliar previamente pesada foi colocada em tubos Falcom com 

capacidade para 50 ml contendo 10 ml de acetona a 80% (v/v) e deixada 72 horas em 

refrigeração no escuro. As leituras foram realizadas em espectrofotômetro (Shimatzu UV-vis 

1800) em absorbâncias de 470, 645, 663 e 750 nm, usando a acetona como branco. Os teores 

de pigmentos foram calculados baseados nas equações descritas por Lichtenthaler. (1987) 

usando as fórmulas: 
 

             (          )       (          ) 
             (          )       (          ) 

              (          )        (          ) 

       
[    (          )      (    )       (    )]

   
⁄  

Onde Chl e Carot são clorofila e carotenóides, respectivamente; Abs absorbância nas 

diferentes longitudes de onda. 

 

e) Determinação de macro e micronutrientes em tecidos foliares 
 

Além das variáveis morfológicas, realizaram-se análises referentes ao estado 

nutricional das plantas. Para tal finalidade, foram coletadas amostras foliares do terço médio 

da última folha totalmente expandida e ativa e, colocadas para secar em estufa de ar de 

circulação forçada a 70°C até atingir peso constante. As amostras secas foram moídas em 

moinho tipo Willey e realizada uma solubilização (digestão) nitro-perclórica para a 

determinação de P, K, S, Ca, B, Mg, Cu, Fe, Mn e Zn e sulfúrica para a determinação de N. 

As determinações analíticas foram realizadas por espectrofotometria de absorção atômica (K, 

Ca, Mg, Cu, Fe, Mn e Zn), espectrofotometria colorimétrica (P e B), turbimetria (S) e pelo 

método semimicro-Kjeldahl (N) (Malavolta et al., 1997). 

 

f) Efeitos das substâncias húmicas na colonização micorrízica, densidade de esporos e 

teor de glomalina 
 

Ao finalizar o experimento foram realizadas avaliações no sistema radicular e no solo 

de todos os tratamentos. Nos tratamentos inoculados foi determinada a colonização 

micorrízica, densidade de esporos, teores glomalina do solo (Bradford) em sua fração 

facilmente extraível. As determinações foram feitas em três repetições em duplicata, 

utilizando-se a média das duas réplicas para as análises estatísticas. Também foi avaliada a 

colonização micorrízica nos tratamentos não inoculados com a finalidade de verificar a 

eficiência da solarização. 
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g) Avaliação da Colonização Micorrízica (CM) 
 

As raízes finas das plantas tratadas com SH e com FMA foram coletadas e 

armazenadas em álcool (70%). Posteriormente, procedeu-se à clarificação e coloração das 

mesmas (KOSKE E GEMMA, 1989; GRACE E STRIBLEY,1991) para observação das 

estruturas micorrízicas.  

A colonização micorrízica foi estimada segundo a técnica descrita por Trouvelot et al. 

(1986). Na qual, 15 fragmentos de aproximadamente 1 cm de comprimento foram colocados 

em uma lâmina de microscopia, preparando duas amostras (30 segmentos de raízes no total). 

Os segmentos foram observados em microscópio óptico (Olimpus BX41) e a taxa de 

colonização avaliada de acordo com os intervalos de classes indicados na Figura 22, para 

estimar o nível de colonização micorrízica de cada fragmento de raiz. 
 

 

 
 

Figura 22. Escala de avaliação da porcentagem de colonização micorrízica e abundância de 

arbúsculos em raízes. Trouvelot et al., 1986 

 

Logo após foram calculados os seguintes parâmetros: 
 

 Frequência micorrízica no sistema radicular: 
 

 F%=(NFM/NTF)X 100 
 

 Intensidade de colonização micorrízica no sistema radicular: 
 

 M%=((95n5+70n4+30n3+5n2+n1)/NTF) 
 

 Intensidade de colonização micorrízica em fragmentos radiculares 
 

 m%=((Mx (NFT))/NFM) 
 

Onde: NMF= número de fragmento micorrizados; NTF= número total de fragmentos; 

n5=número de fragmentos avaliados, n4= número de fragmentos avaliados de 4.... etc. 
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 Abundância de arbúsculos em partes micorrizadas de fragmentos de raízes: 
 

 a%=((100mA3+50mA2+10mA1)/100) 
 

mA3, mA2, mA1 são a porcentagem de m, na escala A3, A2, A1 respectivamente com 

mA3=((195n5A3+70n4A3+30n3A3+5n2A3+n1A3)/NTFM)  x 100/m e da mesma forma para 

A2 e A1 
 

 Abundância de arbúsculos no sistema radicular: 
 

 A%=a x (M/100) 

 

h) Determinação de densidade de esporos (DE) 
 

Os esporos foram extraídos de 50 gramas de solo segundo por peneiramento úmido 

(GERDEMANN e NICOLSON, 1963) seguido de duas centrifugações em água e sacarose 

50% (JENKINS, 1964). A quantificação dos esporos, uma vez extraídos, foi realizada em 

microscópio estereoscópico. Para a identificação das espécies, com base na morfologia dos 

esporos, consultou-se bibliografia especializada como o Manual de Schenck e Pérez (1988) e 

a página web da International Culture Collection of (Vesicular) Arbsucular Mycorrhizal Fungi 

(INVAM, 2018). 

 

i) Determinação de gomalina facilmente extraível 
 

O substrato de cada tratamento foi misturado. A partir disso, foram obtidas três 

réplicas de 1 g cada uma. As amostras foram processadas para a extração de proteína do solo 

reativa ao Bradford (BRSP) na fração facilmente extraível (GFE) (WRIGHT e 

UPADHYAYA, 1996; RILLING et al., 2001). A GFE foi obtida com 20 mM de citrato de 

sódio, pH 7.0 a 121°C, 1,5 atm, por 30 minutos. O extrato foi centrifugado a 10000 rpm/5 min 

para remoção de material insolúvel. A concentração de glomalina foi determinada pelo 

método de determinação de proteínas de Bradford. (1967), utilizando albumina bovina 

(SIGMA) em concentrações de 0-100 mg ml-1 e as concentrações lidas em espectrofotômetro. 

 

j) Análise estatística dos resultados 
 

Os resultados obtidos foram submetidos a análises de variância com o teste F, pelo 

programa estatístico SISVAR (FERREIRA, 2014). Quando os efeitos foram significativos foi 

realizado um ANOVA e teste de Tukey para comparações de médias com um nível de 

significância p<0,05. 

No caso da porcentagem de colonização micorrízica, a densidade de esporos, a 

glomalina facilmente extraível e o carbono orgânico total realizaram-se análises de variância 

simples com o teste F e o teste Tukey para comparações múltiplas de médias com um nível de 

significância de p<0,05 e processados pelo programa estatístico XLSTAT® 2017 versão 19.5. 

Os gráficos foram feitos no Microsoft Excel 2010. 
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5.5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.5.1. Efeitos na morfologia; morfologia, massa seca, altura e diâmetro do caule 
 

Os resultados demonstram o efeito da interação da aplicação de substâncias húmicas e 

o FMA D. heterogama (Figura 23). 
 

 
 

Figura 23. Massa seca da parte aérea e radicular das plantas de milho em função da origem 

da substância húmica e a inoculação com FMA (D. heterogama) (+FM) ou não (-FM), 

aos 50 DAE.  Médias seguidas de letras maiúsculas iguais entre inoculadas ou não e 

minúsculas entre origem das substâncias húmicas não diferem estatisticamente entre si 

pelo teste de Tukey (p<0,05). Barras representam o erro padrão da amostra para 5 

repetições. 

 

Pode ser observar que a aplicação de SH, independentemente de sua origem, 

incrementou a produção de massa seca da parte aérea (MSPA) nas plantas de milho tratadas. 

Porém, os efeitos foram significativos apenas para os tratamentos SH-And e SH-Vc com 

acréscimos de 12 e 8%, respectivamente (Figura 23A). A produção de massa seca radicular 

(MSR) foi estimulada pela aplicação das três SH em estudo, que em termos relativos 

representou 25 (SH-Org), 17 (HS-And) e 17% (SH-Vc) de acréscimo (Figura 23B). A massa 

seca total (MST) foi favorecida pelos três tratamentos de aplicação de SH, observando 

acréscimos de 13, 14 e 13% para as SH-Org, SH-And e SH-Vc (Figura 23C). 

Por outro lado, a inoculação com o FMA D. heterogama e adição conjunta das 

substâncias húmicas SH-Vc (+FM) exerceu um incremento significativo da MSPA e MSR em 

25 e 41% em relação ao tratamento SH-Vc sem inoculação micorrízica (SH-Vc-FM). A MST 

também foi estimulada significativamente pela associação micorrízica e a interação das 

substâncias húmicas SH-Vc (SH-Vc+FM) com incrementos de 31% em relação ao tratamento 

SH-Vc sem inoculação (SH-Vc-FM), como se mostra na Figura 23. 

Embora as três SH em estudo estimularam o acúmulo de biomassa seca, mas aquela 

obtida a partir de vermicomposto (SH-Vc) foi a que mais favoreceu esta variável. Este efeito 

positivo foi intensificado quando a aplicação da SH-Vc foi acompanhada da inoculação com o 

FMA D. heterogama onde foi observado o melhor resultado quando comparado com os 

outros tratamentos. 

Embora foi observado um efeito estimulante da inoculação com D. heterogama no 

incremento da biomassa seca, só a associação de FMA com SH-Vc (SH-Vc+FM) resultou em 

um incremento significativo em relação ao tratamento sem inoculação (SH-Vc-FM) e o 

restante dos tratamentos. Enquanto à interação da inoculação micorrízica e SH, existem 

poucos relatos na literatura. Destaca-se nesse sentido o estudo realizado por EL-KHATEEB; 

EL-LEITHY; ALJEMAA (2011). No mesmo, os autores verificaram um efeito sinérgico 
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positivo da aplicação conjunta de Glomus sp e AH comerciais, com incrementos significativos 

na produção de biomassa seca, altura e diâmetro do caule de plantas de A. saligna. 

Na Figura 24, a seguir, são apresentados os efeitos da aplicação de substâncias 

húmicas de três origens e a inoculação com o FMA D. heterogama (+FM) na altura e 

diâmetro do caule de plantas de milho 50 DAE. 
 

 
 

Figura 24. Altura e diâmetro médio das plantas de milho em função da origem da substância 

húmica e a inoculação com FMA (D. heterogama) (+FM) ou não (-FM), aos 50 DAE. 

Médias seguidas de letras maiúsculas iguais entre inoculadas ou não e minúsculas entre 

origem das substâncias húmicas não diferem estatisticamente entre si pelo teste de 

Tukey (p<0,05). Barras representam o erro padrão da amostra para 5 repetições. 

 

Os resultados demonstram que a altura das plantas foi significativamente estimulada 

pela aplicação das três SH avaliadas quando comparadas com o controle (0SH), seguindo a 

seguinte ordem: And>SH-Org>SH-Vc. A inoculação com D. heterogama (+FM) não 

proporcionou um efeito estimulante na altura dos tratamentos com SH (Figura 24A). 

As três SH aplicadas estimularam a altura das plantas de milho (Figura 24A). Porém, 

nos tratamentos onde as plantas foram inoculadas com o FMA não foi observado o efeito da 

inoculação (+FM) em conjunto com a aplicação de SH sobre este parâmetro, quando 

comparado ao controle. A aplicação de SH-And exerceu um incremento de 15% na altura das 

plantas, as SH-Org aumentam este parâmetro em 10% e as SH-Vc em 8%, em relação ao 

controle (0SH-FM).  

A aplicação de SH em plantas inoculadas com D. heterogama não teve um efeito 

significativo no diâmetro do caule das plantas de milho. Sendo inclusive registrado um 

decréscimo deste parâmetro nas plantas do tratamento SH-And com inoculação (+FM) 

(Figura 24B). 

O estímulo da produção de biomassa seca e altura das plantas influênciados pelas SH 

observado neste trabalho tem concordância com resultados obtidos por estudos prévios. Onde 

a aplicação de AH isolados de vermicomposto orgânico gerou incrementos médios de 29% na 

altura das plantas de milho e acréscimos superiores a 100% no diâmetro do caule (Da 

ROCHA et al., 2013). 

Em geral, pode ser observado que os parâmetros avaliados como massa seca da parte 

aérea (MSPA), massa seca radicular (MSR) e massa seca total (MST) foram influênciados 

pela interação entre os fatores estudados SHs e FMA, interação que exerceu um incremento 

significativo destes parâmetros (Figura 23), sendo observado também que a inoculação com 
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D. heterogama (+FM) não apresentou um efeito estimulante na altura das plantas de milho, 

com relação aos tratamentos onde houve aplicação de SHs. Resultados similares onde 

nemsempre a interação de FMA resultou em um incremento da biomassa, ou outro parâmetro 

fitotécnico, ou variação na resposta da interação, foram observados por Salgado (2014) onde a 

inoculação dos FMA D. heterogama e R. clarus nas culturas de algodão e milho tiveram uma 

inibição no acúmulo de MSPA. Devido a existência de especificidade entre planta e 

hospedeiro (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006) não é apropriado assumir que associação sempre 

estimule o crescimento de planta (KLIRONOMOS, 2003), como observado nestes resultados, 

independentemente da interação com ou sem aplicação de substâncias húmicas, devendo ser 

levado em considerações vários fatores como a combinação entre espécies de FMAs e de 

plantas. 

 

5.5.2. Conteúdo de pigmentos fotossintéticos, carboidratos totais, redutores e proteínas 

totais em tecidos foliares 

 

a) Pigmentos fotossintéticos 
 

As concentrações de pigmentos fotossintéticos foram afetadas pela inoculação com D. 

heterogama e aplicação de SH, como se mostram na Tabela 10. 

 

Tabela 10. Concentrações de clorofila a (Cl a), clorofila b (Cl b), clorofila a+b (Cl a+b) e 

carotenóides (Carot) em plantas de milho aos 50 DAE tratadas com substâncias 

húmicas e fungos micorrízicos. 

 Cl a Cl b Cl a+b Carotenóides 

 ---------- mg g MS
-1

----------- 

SH - FM +FM - FM +FM - FM +FM - FM +FM 

Sem 7,74 bA 7,89 aA 2,55 bA 2,77 aA 10,29 bA 10,46 aA 1,89 aA 1,74 aB 

Org 7,96 abA 7,91 aA 2,68 bA 2,66 aA 10,65 bA 10,57 aA 1,88 aA 1,83 aA 

And 8,28 aA 7,79 aB 3,90 aA 2,48 aB 12,14 aA 10,27 aB 2,02 aA 1,81 aB 

Vc 8,41 aA 7,94 aB 3,97 aA 2,27 aB 12,38 aA 9,81 aB 2,03 aA 1,83 aB 

Letras minusculas nas linhas com e sem inoculação de FMA comparam médias de tratamentos com SH. Letras 

maiúsculas nas colunas comparam médias de tratamentos com SH com e sem inoculação de FMA (D. 

heterogama) nas interações significativas entre SHxFMA aos 50 DAE. Letras iguais não diferem entre si pelo 

teste Tukey (p<0,05). 

 

Pode se observar que os tratamentos SH-And e SH-Vc incrementaram 

significativamente o conteúdo de clorofila a, b e a+b quando comparados com o controle (-

FM) sem colonização. No conteúdo de carotenóides, observou-se um padrão similar sendo 

que os resultados não foram estatisticamente significativos (Tabela 10). Os tratamentos com 

inoculação de FMA (+FM) não influenciaram significativamente os teores de pigmentos 

fotossintéticos, mas os valores foram maiores que no tratamento controle. Entretanto, nos 

tratamentos onde as plantas foram inoculadas com o FMA e com aplicação das SH-

And(+FM) e SH-Vc(+FM) verificou-se uma diminuição significativa do conteúdo de clorofila 

a, b, a+b, assim como de carotenóides, em relação aos respectivos tratamentos sem inoculação 

com FMA (SH-And(-FM) e SH-Vc(-FM)). 

Os resultados demonstram que as SH-And e SH-Vc foram as mais eficientes na 

promoção de sínteses e acumulação de pigmentos fotossintéticos. Diversos autores têm 

reportado resultados similares em outras culturas após aplicação de SH ( MELO et al., 2015; 

MEGANID et al., 2015; GARCÍA et al., 2012). Yang et al. (2004), avaliaram a resposta nos 
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níveis de clorofila a e b em plantas após aplicação de SH extraídas de diferentes tipos de 

solos. Alguns autores verificaram teores diferentes para estes pigmentos em função da origem 

da SH aplicada, sugerindo variações nos mecanismos de interação clorofila - substância 

húmica, similares aos resultados obtidos neste experimento. Em relação à resposta de plantas 

de milho à inoculação com FMA no acúmulo de pigmentos fotossintéticos, alguns autores têm 

reportado um efeito positivo (SHENG et al., 2008; ZHU et al., 2012), o quais são contrários 

aos resultados obtidos no presente estudo. 

 

b) Carboidratos totais, redutores e proteínas totais  
 

O conteúdo de carboidratos totais (CT), redutores (CR) e de proteínas totais (PT) 

foliares de milho sob efeito da inoculação com D. heterogama (+FM) e aplicação de SH é 

apresentado na Figura 25 A, B e C. Em ausência de inoculação micorrízica a aplicação de SH-

Org incrementou significativamente o conteúdo de CT seguido pelo tratamento SH-Vc. O 

tratamento inoculado com FMA sem aplicação de substâncias húmicas (0SH+FM) 

incrementou o teor de CT em relação ao tratamento controle (0SH). Por outro lado, as plantas 

inoculadas (+FM) com aplicação de SH-And e SH-Vc incrementaram significativamente o 

teor de CT em relação a seus respectivos tratamentos sem inoculação (-FM), sendo o 

tratamento SH-Vc (+FM) o que apresentou o incremento máximo comparado com os demais 

tratamentos (Figura 25A). 

Em ausência de inoculação micorrízica o tratamento SH-Org apresentou os maiores 

valores de CR (Figura 25B), não sendo observado nenhum estímulo nos outros tratamentos 

com SH. Embora a inoculação micorrízica (+FM) estimule o conteúdo de carboidratos 

redutores comparada com o controle (0SH), não foi observado estímulo deste parâmetro ao 

associar FMA com SH. 

O teor de PT foi incrementado significativamente pela aplicação de SH-Vc. Apesar da 

a inoculação micorrízica (+FM) incrementar o conteúdo de PT quando comparado ao controle 

(0SH), a adição de SH em plantas inoculadas com FMA (+FM) não estímulou a concentração 

de PT (Figura 25C). 

 

 
 

Figura 25. Conteúdo de carboidratos totais, redutores e proteínas totais das plantas de milho 

em função da origem da substância húmica e a inoculação com FMA (D. heterogama) 

(+FM) ou não (-FM), aos 50 DAE.  Médias seguidas de letras maiúsculas iguais entre 

inoculadas ou não e minúsculas entre origem das substâncias húmicas não diferem 

estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Barras representam o erro padrão 

da amostra para 3 repetições. 

 

A aplicação de SH-Org estímulou o conteúdo de CT e CR em 164 e 66%, 

respectivamente, em relação ao tratamento controle (0SH-FM). O resto dos tratamentos não 
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apresentaram incrementos de CT e CR. Por outro lado, o conteúdo de proteínas foi estimulado 

pelo tratamentos SH-Vc. A adição de SH-Vc em plantas inoculadas com FMA (+FM) 

estímulou o teor de CT em 81% em relação ao tratamento só com SH-Vc.  

O maior estímulo na concentração de carboidratos no tratamento SH-Vc+FM poderia 

ser possivelmente explicado por um efeito sinérgico entre os FMA e as SH, já que ambos 

estimulam a atividade da P-H+-ATPases no sistema radicular permitindo uma maior 

transferência bidirecional de nutrientes, açúcares e água (Lima, 2008). 

Por outro lado, a redução no conteúdo de carboidratos poderia estar relacionada com 

um uso mais acelerado ocasionado pelas SH (NARDI et al., 2007), ou com sua incorporação 

em diferentes rotas metabólicas ou até para serem utilizados nas sínteses de proteínas 

(HERNANDEZ et al., 2013). 

A baixa resposta das plantas à aplicação de SH observada neste trabalho, no conteúdo 

de proteínas em plantas de milho é menor do que apresentado por García et al. (2012), em 

plantas de arroz e por Hernandez et al. (2013), em alface que relatam grandes incrementos de 

conteúdo de proteínas em tecidos foliares após aplicação de AH e humatos de 

vermicomposto. 

 

5.5.3. Conteúdo de nutrientes em tecidos foliares de milho 

 

a) Macronutrientes 
 

A aplicação de SH de três origens incrementaram o conteúdo de N significativamente 

quando comparado com o tratamento controle (0SH) na seguinte ordem: SH-Org>SH-

Vc>SH-And, o que percentualmente representou um acréscimo do teor de N de 12, 10 e 5%, 

respectivamente. A aplicação de SH-Vc nas plantas inoculadas (+FM) aumentou 

significativamente o acúmulo de N, o que representou um incremento de 14%, quando 

comparado com o tratamento não inoculado (-FM), além de apresentar a maior concentração 

deste elemento comparado com os demais tratamentos (Figura 26A). 

O teor de P incrementou-se significativamente sob efeito das SH das três origens na 

sequência: SH-And>SH-Org>SH-Vc, incremento que percentualmente representou 50, 49 e 

37%, respectivamente, em relação ao controle (0SH). A adição de SH nas plantas inoculadas 

(+FM) incrementou o teor de P em 12, 6 e 4%, para os tratamentos SH-Org (+FM), SH-

Vc(+FM) e SH-And (+FM), respeito ao tratamento com SH não inoculado (-FM), porém este 

incremento foi apenas significativo nas plantas do tratamento SH-Org (+FM) (Figura 26B). 

Como pode ser observado na Figura 26C, a aplicação de SH, independentemente da 

origem, estímulou o conteúdo de K (SH-Org>SH-Vc>SH-And), em porcentagens de 14, 10 e 

7% quando comparadas ao controle sem SH (0SH). Por outro lado, a aplicação de SH das três 

origens incrementou significativamente o teor de K nas plantas inoculadas (+FM) comparado 

aos tratamentos sem inoculação (-FM) na ordem: SH-Vc>SH-And>SH-Org, com acréscimos 

de 15, 10 e 3%, respectivamente. 

O tratamento SH-Vc aumentou a concentração de Ca em 56% comparada ao controle 

(0SH). As outras SH não exerceram influência significativa neste elemento. Porém a 

aplicação de SH em plantas inoculadas (+FM) incrementou significativamente o teor de Ca 
nos tecidos foliares das plantas tratadas com as SH-And e SH-Org em 63 e 44%, 

respectivamente, quando comparados com os tratamentos não inoculados (-FM) (Figura 26D).  

A aplicação de SH gerou incrementos no teor de Mg foliar das plantas de milho, 

independentemente da origem, quando comparada ao controle (0SH), com acréscimos de 173 

(SH-Vc), 170 (SH-And) e 167% (SH-Org). Como já referido acima para outros elementos, a 

aplicação de SH combinada à inoculação com D. heterogama incrementou significativamente 

o teor de Mg foliar. Os tratamentos SH-And(+FM), SH-Org(+FM) e SH-Vc (+FM) elevaram 
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as concentrações deste elemento em 33%, 22% e 10%, respectivamente, com relação aos 

tratamentos de aplicação de SH sem inoculação de FMA (-FM) (Figura 26E). 

A aplicação de SH das três origens incrementou o conteúdo foliar de N, P, K e Mg em 

relação ao controle sem SH, enquanto o conteúdo de Ca foi maior só para o tratamento com 

SH-Vc. Por outro lado, a aplicação de SH das três origens em plantas inoculadas (+FM) 

exerceu um acréscimo significativo no conteúdo foliar de P, K e Mg em relação aos 

respectivos tratamentos sem inoculação (-FM). 

 

 

 

 
 

Figura 26. Teores médios de N, P, K, Ca e Mg em tecido foliar de milho em função da 

origem da substância húmica e a inoculação com FM (D. heterogama) (+FM) ou não (-

FM), aos 50 DAE. Médias seguidas de letras maiúsculas iguais entre inoculadas ou não 

e minúsculas entre origem das substâncias húmicas não diferem estatisticamente entre si 

pelo teste de Tukey (p<0,05). Barras representam o erro padrão da amostra para 3 

repetições. 
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O teor de N foi maior nas plantas micorrizadas com a aplicação de SH-Vc, e o teor de 

Ca quando se adicionaram as SH-Org e SH-And. Verificou-se um efeito sinérgico da 

aplicação de SH e a inoculação micorrízica na absorção de nutrientes. Particularmente, o 

tratamento SH-Vc+FM estímulou a absorção de N e K, enquanto os tratamentos SH-Org+FM 

e SH-And+FM favoreceram a absorção de Ca e Mg, quando comparados ao tratamento 

micorrizado sem SH (0SH+FMA). 

 

b) Micronutrientes 
 

Na Figura 27 são apresentados os teores de micronutrientes no tecido foliar de plantas 

de milho inoculadas com D. heterogama (+FM) e sob aplicação de SH de três origens. As 

concentrações de S foram incrementadas pelas três SH aplicadas (SH-And>SH-Org>SH-Vc) 

em uma porcentagem média de 22 (SH-And, SH-Org) e 18% (SH-Vc) respeito ao tratamento 

controle. A aplicação conjunta da SH-Vc e D. heterogama incrementou significativamente a 

concentração de S, com um acréscimo de 17% para este elemento em relação ao tratamento 

não inoculado (-FM). Estas diferenças tornaram-se ainda mais expressivas quando comparado 

o tratamento SH-Vc+FM com o controle (0SH), observando-se incrementos de 37% no teor 

médio de S (Figura 27A). 

O conteúdo de B foi maior nas plantas dos tratamentos SH-Vc e SH-Org com 

incrementos de 109 e 32% em relação ao controle (0SH). Os tratamentos inoculados (+FM) e 

com adição de SH-And apresentaram maiores concentrações de B em relação ao tratamento 

não inoculado (-FM) com incrementos de 28%. Porém, de modo geral, o maior teor de B foi 

observado quando aplicada a SH-Vc, independentemente da inoculação ou não com FMA 

(Figura 27B). 

O teor de Zn não foi afetado significativamente pela adição de SH de nenhuma das 

três origens (Figura 27C). Não obstante, a aplicação de SH-And em plantas inoculadas (+FM) 

gerou incrementos significativos no conteúdo foliar deste nutriente, com um incremento de 

370% em relação ao tratamento não inoculado (-FM). 

O teor de Fe foi estimulado pela aplicação de SH-Org (19%) e negativamente afetado 

pela adição de SH-And (Figura 27D.). A aplicação de SH-And e SH-Vc em tratamentos 

inoculados (+FM) estímulou em 35 e 20% o teor de Fe comparados com os tratamentos não 

inoculados, mas não foi significativo em relação ao tratamento inoculado sem SH (+FM-

0SH).  Um padrão similar foi observado nos teores de Cu foliar, não se verificando 

incrementos com a aplicação de SH (Figura 27E). Apenas a aplicação conjunta da SH-Org e 

D. heterogama (+FM) exerceu um efeito estimulante deste elemento, com um incremento de 

3%.  

A SH-Org estímulou significativamente o teor foliar de Mn, incrementando em 27% 

seu conteúdo em relação ao controle. Por outro lado, a aplicação de SH-Vc em plantas 

inoculadas (+FM) incrementou em 35% o teor de Mn respeito ao não inoculado (-FM). A 

aplicação de SH-And e SH-Org em plantas inoculadas (+FM) reduziu o teor deste elemento 

(Figura 27F). 

O teor de micronutrientes foi afetado com muita variabilidade pelas SH utilizadas. O 

teor de S foi incrementado sob efeito das SH das três origens enquanto o teor de Fe e Mn só 
foi estimulado sob efeito das SH-Org, e o de B pelas SH-Vc. Por outro lado, a absorção de Cu 

e o Zn não foi favorecida por nenhuma das SH aplicadas. A aplicação de SH-Vc em plantas 

inoculadas melhorou o conteúdo dos micronutrientes S, B, Fe e Mn. O tratamento com SH-

And+FM gerou acréscimos no teor de Zn, enquanto o tratamento SH-Org+FM incremento o 

teor de Cu foliar. 
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Figura 27. Teores médios de S, B, Zn, Fe, Cu e Mn em tecido foliar de milho em função da 

origem da substância húmica e a inoculação com FMA (D. heterogama) (+FM) ou não 

(-FM), aos 50 DAE.  Médias seguidas de letras maiúsculas iguais entre inoculadas ou 

não e minúsculas entre origem das substâncias húmicas não diferem estatisticamente 

entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Barras representam o erro padrão da amostra para 

3 repetições. 
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A ordem de estímulo na absorção de nutrientes exercido pelas SH aplicadas, em 

relação ao controle (0SH) foi: N e K: SH-Org>SH-Vc>SH-And; P e S: SH-And>SH-

Org>SH-Vc; B e Mg: SH-Vc>SH-Org>SH-Vc; Ca: SH-Vc; Fe e Mn: SH-Org. Por outro lado, 

a adição de SH em plantas inoculadas (+FM) incrementou os teores de nutrientes como 

descrito a seguir: N, S, B, Fe e Mn: SH-Vc; Zn: SH-And>SH-Vc>SH-Org; P, K, Mg: SH-

Vc>SH-And, Cu: SH-Org e SH-And. Neste contexto, dos 11 elementos avaliados, o efeito das 

SH das três origens incrementou a concentração de 9. Por outro lado, a aplicação de estas 

mesmas SH em plantas inoculadas com D. heterogama estímulou a concentração de todos os 

elementos, verificando-se o efeito sinérgico SH-FMA. 

Os efeitos estimulantes das SH na concentração de nutrientes em tecidos foliares 

observado no presente estudo tem relação com os resultados de estudos prévios. Eyheraguibel 

et al.(2008) reportou incrementos de 107, 11, 19 e 77% na concentração de N, P, K e Ca de 

plântulas de milho cultivadas em solução nutritiva e AH em relação ao controle sem SH. 

BALDOTTO et al.(2009) avaliou o efeito da aplicação de SH isoladas de vermicompostos e 

torta de filtro em plantas de abacaxi. Os autores verificaram aumentos de 52, 71, 50, 58 e 60% 

na concentração foliar de N, P, K, Ca e Mg, respectivamente, sem diferenças entre as fontes 

de SH utilizadas. 

Igualmente, existem relatoss de efeitos neutros ou positivos na concentração de alguns 

nutrientes como o Ca. Neste sentido, Barral et al. (2009) documentou ausência de efeitos 

significativos no teor de Ca em tecidos foliares de plantas de feijoeiro sob ação de AH de três 

origens (Turfa, composto e comercial). Assim mesmo, reduções no conteúdo de Ca em folias 

de milho como resposta à aplicação de AH provenientes de vermicompostos e lodo sanitário 

foram reportados por Morozesk (2014). No sentido oposto, Silva et al. (2011) reportou 

incremento nos teores de Ca foliar de feijão como resultado de adubação orgânica com 

biofertilizante bovino. 

O efeito da aplicação conjunta de FMA e AH representa um tema ainda pouco 

estudado. Porém, os resultados aqui obtidos sugerem uma relação sinérgica, especialmente 

para a absorção de N. Segundo Quaggiotti et al. (2004), a maior concentração de N em tecidos 

de plantas de milho tratadas com SH poderia estar relacionada com a maior absorção radicular 

de NO3- que aumentaria a expressão de genes pela regulação das sínteses de RNAm em 

milho.  

Anzanello et al.(2011), avaliaram o efeito da inoculação de enxertos micro propagados 

de videira com Scutellospora heterogama (Atualmente Dentiscutata heterogama), reportando 

um incremento de 16% no teor de N em tecidos respeito às plantas não inoculadas. 

Lima. (2008), estudo o efeito da interação AH e FMA na absorção de N em forma de 

nitrato em raízes transformadas de trevo e manjericão observando que a inoculação com 

Glomus clarum (Atualmente Rhizophagus clarum) com adição de AH de vermicomposto em 

concentrações de 20 mg C L-1 expressaram maior atividade da bomba de prótons (P-H+- 

ATPase e H+-PPase) da nitrato redutase e da glutamina sintetase, em baixas concentrações de 

N em forma de nitrato (0,5 mmoles L-1) pelo que a concentração de N na solução influência 

os efeitos da associação micorrízica. 

No caso da maior absorção de outros elementos nos tecidos de plantas sob efeito de 

SH e FMA poderia estar relacionado com a capacidade dos FMA de incrementar com suas 

hifas a área de exploração no solo. Isto consequentemente permite uma maior absorção de 

nutrientes, podendo fornecer fósforo, nitrogênio, potássio, zinco e cobre em porcentagens de 

80, 25, 10, 25 e 60% respectivamente (SIQUEIRA et al., 2002; NIKOLAOU et al., 2002; 

SCHREINER, 2007; NUNES et al., 2008; MARSCHNER e DELL, 1994), especialmente dos 

nutrientes menos disponíveis como P e Zn. Neste sentido, a inoculação micorrízica tem sido 

relacionada diretamente com maiores concentrações foliares de nutrientes em plantas de 
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banana (Oliveira e Oliveira, 2005) e maracujá com incrementos de 42%N, 82%K 34%P 

quando inoculadas com FMA (NETTO et al., 2014).  

As características predominantemente aniônicas das SH permitem que sejam 

absorvidas, aumentando o número de cargas negativas no citoplasma e proporcionando maior 

absorção de cátions (Costa, 2001). Adicionalmente, as SH têm a capacidade de formar 

fosfohumatos no caso do P, os quais podem ser absorvidos mais facilmente pelas plantas 

(Garcia-Mina et al., 2004). O resultado da aplicação de SH na absorção de P tem se verificado 

no incremento de produção de massa seca de milho (22,42%) ao aplicar 100 kg há-1 deste 

elemento com adição de AH, em relação aos tratamentos com a mesma quantidade de P sem 

AH (REZAZADEH et al., 2012). 

As três SH independentemente de sua origem exerceram um efeito estimulante 

combinado de absorção de diferentes micro e macro nutrientes ao ser aplicados em plantas 

inoculadas com FMA, este efeito poderia ser devido a que o substrato utilizado procedia de 

uma camada subsuperficial de solos com baixo conteúdo de nutrientes (Tabela 9) e a 

aplicação de SH aumento o conteúdo de nutrientes fazendo mais eficiente a simbiosis 

micorrízica para as plantas. 

 

5.5.4. Efeitos das substâncias húmicas na colonização micorrízica, densidade de esporos, 

teor de glomalina 

 

a) Colonização micorrízica 
 

Nos tratamentos inoculados com D. heterogama foram observadas estruturas 

arbusculares típicas da colonização micorrízica como apresentados na Figura 28. 

 

 
 

Figura 28. Raízes de milho BR-3025 colonizada por fungos micorrízicos arbusculares. 

Fotomicrografia de raiz com aumento de 20X, após coloração. h: hifas; a:arbúsculos; 

ap:apresorio. 
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Não foi observado colonização por FMA nos tratamentos não inoculados, 

confirmando-se que o processo de solarização foi eficiente para a eliminação de FMA nativos. 

Entretanto, em todos os tratamentos foram observados outros tipos de microrganismos 

endófitos radiculares não micorrízicos os quais podem ter estado presentes por vários fatores, 

como haver sobrevivido à solarização, ter sido introduzidos na água de riego ou podem ter 

vindo com as sementes de milho as quais podem conter endófitos através de uma transmissão 

vertical solo-planta-semente como proposto por Baker e Smith (1966) e Hardoim et al. 

(2012). Microrganismos endófitos também podem ser encontrados dentro de estruturas 

fúngicas, como esporos, existindo uma forte relação entre organismos endófitos e FMA o que 

sugere competência ou cooperação entre eles (LI e GUAN., 2007). 

As porcentagens de colonização de raízes com D. heterogama foram altos (>90%) 

para todos os tratamentos (Figura 29). Com valores de 96% para o tratamento inoculado sem 

aplicação de SH e de 98, 95 e 92% para os tratamentos com aplicação de substâncias húmicas 

dos tratamentos SH-And, SH-Vc e SH-Org. 

 

 
 

Figura 29. Estimativa de colonização micorrízica em raízes de milho inoculado com FMA 

(D. heterogama) com adição de substâncias húmicas de três origens aos 50 DAE.  

Médias seguidas de letras maiúsculas iguais entre inoculadas ou não e minúsculas entre 

origem das substâncias húmicas não diferem estatisticamente entre si pelo teste de 

Tukey (p<0,05). Barras representam o erro padrão da amostra para 3 repetições. 

F:Frequencia de colonização micorrízica; M:Intensidade de colonização micorrízica e; 

A: abundância de arbúsculos no sistema radicular. 

 

No caso da intensidade de micorrização (M) o comportamento foi similar à frequência, 

mas neste caso existiu uma diferencia significativa entre os tratamentos SH-And (64%) e SH-

Vc (46%) e o tratamento inoculado sem aplicação de SH (FMA) com só o 32% de 

intensidade. Os tratamentos com SH-Org apresentaram a menor porcentagem de intensidade 

com só o 27%. 

A porcentagem de abundância de arbúsculos (A) foi significativamente maior para o 

tratamento SH-Vc (22%), seguido pelos tratamentos SH-And (12%) cujo valor não foi muito 

diferente do tratamento inoculado sem SH que foi de 11%, o tratamento com SH-Org foi o de 

mais baixo porcentagem de arbúsculos com tão só o 5%. O estímulo da colonização 
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micorrízica com a aplicação de AH de vermicomposto tem sido reportado por Lima, (2008) 

em raízes de trevo e manjericão com baixos níveis de N-NO3, onde altos níveles de N-NO3- 

teriam um efeito inibidor da colonização. 

Existem vários fatores determinantes do processo de infeção como são os fatores 

climáticos, o solo, os genótipos dos FMA e das plantas que são determinantes para o processo 

de infecção e colonização radicular (SIQUERIA et al., 2002; SILVEIRA et al., 2002).  

Processo de colonização que representa um custo significativo de carbono da planta por parte 

da espécie de FMA e que podem ser regulados pelo genótipo hospedeiro (GRAHAM e 

EISSENSTAT, 1994). Pelo que a maior presença de estruturas arbusculares nos tratamentos 

com aplicação de HS-Vc pode estar relacionada com o tipo de carbono aportado por esta SH. 

 

b) Densidade de esporos e teor de glomalina facilmente extraível 

 

Verificou-se que a aplicação das três SH estímulou a esporulação, sendo as 

substâncias húmicas do tratamento SH-Vc e SH-Org as que produziram maior quantidade de 

esporos (Figura 30). As SH-And estimularam a densidade de esporos em menor quantidade 

que as demais SH. 

 

 
 

Figura 30. Densidade de esporos (DE) em um substrato cultivado com milho em casa de 

vegetação e inoculado com D. heterogama e com adição de substâncias húmicas de três 

origens. Letras minúsculas iguais ausência de diferencia significativa entre os 

tratamentos segundo o teste de Tukey, (p<0,05). Barras representam o valor médio ± ES 

(erro padrão) para 3 repetições. 

 

O estímulo da esporulação sob efeito das substâncias húmicas observados no presente 

estudo, tem similaridade com os estudos reportados por Nobre et al.(2013), quem observou 

um incremento significativo da esporulação de Glomus proliferum associado com Lunaria 

cruciata sob efeito de AH isolados de vermicompostos em concentrações de 20 e 80 m C L-1 

em condições in vitro. 

O estímulo na colonização micorrízica e densidade de esporos sob efeito das 

substâncias húmicas de três origens observados no presente estudo tem relação com os 

resultados reportados em estudos anteriores, onde observou-se que a adição de matéria 

orgânica do solo estimula o desenvolvimento de fungos micorrízicos principalmente o 
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crescimento do micelio e colonização radicular, e a adição de SH promove o desenvolvimento 

intra e extra radicular das hifas de Glomus clarideum (GRYNDLER et al., 2005, 2009). 

Estudos realizados por Nunes et al., (2009) encontraram uma relação positiva de 

alguns indicadores como altura da planta, massa seca, teor de N, P e K com a colonização 

radicular de FMA. Pelo que maior porcentagem de colonização micorrízica reflete-se num 

maior crescimento das plantas e na maior absorção de nutrientes em relação às plantas não 

inoculadas, como tem sido observado em diversas culturas como o feijão (NEERAJ., 2011). 

 

c) Glomalina facilmente extraível 

 

Na Figura 31 podem ser observados os resultados referentes à concentração de 

glomalina facilmente extraível (GFE) em um solo cultivado com milho em casa de vegetação 

e inoculado com D. heterogama e com adição de substâncias húmicas de três origens 

 

 
 

Figura 31. Concentração de glomalina facilmente extraível (GFE) em um solo cultivado com 

milho em casa de vegetação e inoculado com D. heterogama e com adição de 

substâncias húmicas de três origens. Letras minúsculas iguais ausência de diferencia 

significativa entre os tratamentos segundo o teste de Tukey, (p<0,05). Barras 

representam o valor médio ± ES (erro padrão) para 3 repetições. 

 

O teor de glomalina facilmente extraível (GFE), que é a mais recentemente depositada 

no solo, apresentou um incremento médio significativo de 9% para os tratamentos inoculados 

com D. heterogama e adição de SH das três origens em relação ao tratamento com FMA sem 

SH (Figura 31). Os tratamentos com SH-Org e SH-Vc foram os que maiores valores de GFE 

apresentaram (2,69 e 2,66 mg g-1 solo). 

Níveis elevados de GFE têm sido relacionados com uma atividade microbiana mais 

equilibrada em florestas secundarias que incrementam a taxa de decomposição das hifas e 

maior deposição de GFE (DA SILVA et al., 2016), sendo a decomposição de hifas um 

aspecto muito importante na contribuição de GFE no solo (LUTGEN et al., 2003). 

Os resultados da Figura 32 indicam que a adição de substâncias húmicas do tratamento 

SH-Vc nas plantas inoculadas foi mais eficiente, apresentando uma eficiência micorrízica 

35% maior que o tratamento só com aplicação de SH-Vc sem inoculação micorrízica. O que 
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pode estar relacionado com os resultados observados na produção de biomassa para este 

tratamento e sua relação com a concentração de N em folha (Figura 23; Figura 26). 

Entre os tratamentos utilizados destacou-se o tratamento com SH-Vc+FM o qual 

apresentou a maior concentração de nutrientes, produção de massa seca e abundância de 

estruturas arbusculares e densidade de esporos o qual viu-se refletido na maior eficiência 

micorrízica. Por outro lado, as Substânciassubstâncias húmicas do tratamento SH-And+FM 

estimularam principalmente a intensidade de micorrização e em menor porcentagem a 

abundância de arbúsculos o qual viu-se refletido na baixa eficiência micorrízica em relação a 

seu tratamento com SH-And não inoculado. Enquanto os tratamentos com SH-Org 

apresentaram a menor eficiência micorrízica e menor colonização, e intensidade micorrízica, 

com menor abundância de estruturas arbusculares. 

 

 
 

Figura 32. Eficiência micorrízica de plantas de milho inoculadas com D. heterogama e com 

adição de SH de três origens aos 50 DAE em relação aos tratamentos com adição de SH 

sem inocular. 

 

Altas porcentagens de colonização micorrízica não sempre podem ser relacionados 

com maior crescimento, pois existem vários fatores que influênciam na resposta da planta á 

micorriza (TRESEDER, 2013), podendo existir baixa porcentagem de colonização e alto 

rendimento (KARANIKA ET AL., 2008). 

Resultados similares forma observados por Salgado (2014) onde a maior colonização 

promovida pelo FMA D. heterogama no milho não proporcionou maior acúmulo de 

nutrientes e nem e maior crescimento. Da mesma forma, resultados similares foram 

observados por Martins et al. (2000) e Soares & Martins (2000). Não se sabe o nível ótimo de 

colonização para se obter benefícios para planta, e se essa varia segundo a espécies de 

simbiontes envolvidos e as características do sistema investigado (CARDOSO et al., 2010). 

Dos resultados obtidos pode se inferir que a aplicação das substâncias húmicas em 

plantas inoculadas com D. heterogama  favorece a produção de massa seca pela maior 

absorção de alguns elementos como o N e K, embora a porcentagem de colonização não tenha 

sido significativa, foi observada uma abundância significativa de arbúsculos as quais estão 

envolvidas na transferência de nutrientes, estímulo de estruturas micorrízicas que pode ter 

estimulado a sua vez a esporulação e consequentemente os teores de glomalina no solo. 

Embora as três substâncias húmicas tenham apresentado um efeito estimulante de 

vários parâmetros avaliados, o tratamento com aplicação de SH-Vc em plantas inoculadas 
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com FMA foi o tratamento que melhores respostas apresentou, sobre todo ao estimular a 

concentração de nutrientes como N, P e K os quais tem uma grande importância na 

produtividade da cultura de milho ao ser constituintes essenciais das moléculas e processos 

bioquímicos  envolvidos na sínteses e metabolismo de carboidratos (MALAVOLTA e 

CROCOMO, 1982; BORGES, 2006). 

Ao serem as substâncias húmicas do tratamento SH-Vc procedente de um 

vermicomposto as mais eficientes e por sua procedência podem ser consideradas para ser 

usadas em combinação com inoculação de FMA em sistemas agrícolas familiares e/ou 

orgânicos já que aumentam a disponibilidade de nutrientes do solo e não inibem a ação 

positiva dos FMA. Pelo que estudos futuros poderiam ser focados na procura de formas de 

extração de SH alternativas para sua extração e testes com FMA. 
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5.6. CONCLUSÕES 

 

A associação de substâncias húmicas com D. heterogama apresentou um efeito 

sinérgico no desenvolvimento do milho ao incrementar a absorção de alguns macronutrientes 

e micronutrientes, e consequentemente o acumulo de biomassa seca. Sendo as substâncias 

húmicas extraídas de vermicompost (SH-Vc), as que maior efeito positivo apresentarom 

quando associadas com as micorrizas. 

 

A colonização micorrizica afetou-se postitivamente com a aplicação de substâncias 

húmicas de vermicomposto (SH-Vc) e Andisol (SH-And), as quais incrementaram abundância 

de arbusculos. No solo, a aplicação das três substâncias húmicas incrementou a quantidade de 

esporos e teores de glomalina. 
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6. CONCLUSÕES GERAIS 

 

Os resultados confirmam a hipótese em estudo. Foi comprovado que as substâncias 

húmicas em função de suas características quimicas e estruturais outorgadas pelos processos 

de formação e materiais de origem, têm um efeito diferenciado sobre a cultura de milho nas 

diferentes etapas de desenvolvimento e condições testadas. 

 

As três substâncias húmicas apresentaram diferencias químicas e estruturais 

relacionadas com sua origem, onde as substâncias húmicas de Andisol (SH-And) foram mais 

aromáticos que as substãncias húmicas de Organossolo (SH-Org) e Vermicomporto (SH-Vc). 

Entanto as características das frações (AH e AF) amonstraram-se bem definidas, onde os 

ácidos húmicos (AH) tiveram uma mior presença de estruturas aromáticas as quais lhe 

conferem propriedades, mas hidrofóbicas e apolares, e os ácidos fúlvicos (AF) foram mais 

lábeis, polares e hidrofílicos. O uso dos diferentes extratores não exerciu um efeito marcante 

em nenhuma das frações das três substâncias húmicas em termos de presença estrutural. 

 

As substâncias húmicas quando aplicadas após da germinação na etapa de plântulas 

apresentaram um estimulo de vários parâmetros radiculares em diferentes concentrações e 

com diferente intensidade. As substâncias húmicas com características mais alifáticas como as 

de Vermicomposto (SH-Vc) e Organossolo (SH-Org) incrementaram em maiores 

porcentagens estes parâmetros em concentrações de 10 e 20 mg C L
-1

 respectivamente, e as de 

Andisol (SH-And) com características mais aromáticas exerceram um efeito menos intenso e 

na menor concentração testada (5 mg C L
-1

). 

 

A aplicação de SH em plantas submetidas a estressese salino diminuem os efeitos 

negativos da salinidade ao incrementar a altura, biomassa de plantas e conteúdo de pigmentos 

a e a+b em relação aos tratamentos salinos sem SH. Além de incrementar a tolerância à 

salinidade ao aumentar o teor relativo de água (TRA) e diminuir a permeabilidade relativa 

radicular e foliar. 

 

A interação SH e inoculação com D. heterogama apresentou um efeito sinérgico na 

morfologia e nutrição das plantas incrementando o conteúdo de biomassa radicular e total e 

estimulando a concentração de 10 dos 11 elementos avaliados em relação aos tratamentos não 

inoculados com FMA. No sistema radicular a interação substâncias húmicas com micorrízas 

incrementou a abundância de arbúsculos nos tratamentos com substâncias húmicas extraídas 

de Vermicomposto (SH-Vc) e Andisol (SH-And). No solo a aplicação das três substâncias 

húmicas incrementou a densidade de esporos e conteúdo de glomalina facilmente extraível em 

relação aos tratamentos inoculados com FMA sem SH. 

 

 

  



 

89 

 

7. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Embora os extratores utilizados não tenham exercido um efeito bem definido nas 

características químicas e estruturais das frações ácidos húmicos e ácidos fúlvicos, é 

necessário realizar estudos futuros focados em avaliar o efeito do extrator na bioatividade, 

visando a estavelecer se as reorganizações estruturais ocasionadas pelos extratores e 

observadas no presente estudo têm efeito na atividade biológica. 

 

Os efeitos das substâncias húmicas na salinidade precisam de um estudo mais 

detalhado, mediante o uso de técnicas de avaliação de genes marcadores do estresse. 

 

As interações das substâncias húmicas extraídas de vermicomposto com os fungos 

micorrízicos devem ser estudadas com maior profundidade utilizando mais outras espécies de 

FMA e outros cultivos, já que eficiência dessa interação pode ser utilizada como uma 

alternativa para sistemas de produção orgânica e familiar. 

 

È necessário pesquisar métodos de extração de substâncias húmicas de compostagens 

ao alcance dos produtores e com extratores de fácil acceso. 

 

Futuros estudos relacionados com avaliações morfológicas de plantas sob efeito de 

substâncias húmicas poderiam considerar a altura como parâmetro pouco expressivo para a 

avaliação dos efeitos das substâncias húmicas na morfologia vegetal. 
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9. ANEXOS 

 

9.1. Anexo A – Solos e Vermicomposto 

 

Tabela 11. Características físico químicas dos solos e vermicomposto utilizados para a 

extração de substâncias húmicas. Valores médios de 3 réplicas. 

Parâmetro Unidade 
Solo-Vermicomposto 

Organossolo Andisol Vermicomposto1 

pH (H2O) Unidade 5 5,8 7,1 

P mg kg-1 162 9,5 6,4 

Al+H 

cmolc dm-3 

12,1 4,6 --- 

K 0,51 0,9234 12,7 

Ca 4,6 5,7 15,2 

Mg 1,9 1,5 8,5 

Al 1 0,01 --- 

Na 0,11 0,089 1,5 

S. B 
cmolc dm-3 

7,1 8,2 --- 

CTC (T) 19,2 12,8 --- 

V % 37,045 64,097 --- 

N Total 

mg dm-3 

4,2 2,4 16,1 

Zn 3,3 7,1 137 

Cu 2 2,7 4,9 

Fe 150 90 1345 

Mn 3,7 72,4 935 

S 29 60 3,3 

B 0,53 0,7 19,13 

Silte 
g kg-1 

522 575 --- 

Argila 478 425 --- 

M.O 
g dm-3 

147,06 51,72 218,43 

COT 85,3 57,38 126,7 

AH 

g kg-1 

2,10 4,65 6,34 

AF 10,05 11,67 10,48 

HUM 46,74 52,53 141,87 

AH/AF 0,21 0,40 0,60 
1
N determinado por digestão sulfúrica; B por incineração e os demais elementos por digestão nitroperclorica.  
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9.2. Anexo B – Plântulas de Milho 
 

 
 

Figura 33. Plântulas normais, anormais e sementes não germinadas de milho sob efeito de 

substâncias húmicas. 

 

9.3. Anexo C – Concentrações de HS 

 

 

 

 
 

Figura 34. Efeito de cinco concentrações de HS de três origens nos parâmetros radiculares de 

plântulas de milhos aos 6 DAT. Imagens obtidas com Scanner Epson Expression 10000 

X. 
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