UNIVERSIDADE FEDERAL DOS VALES DO JEQUITINHONHA E MUCURI
Programa de Pés-Graduaciao em Produciao Vegetal

Luanna Vanessa de Souza Cangussu

ACIDOS HUMICOS E Serendipita indica: EFEITOS SOBRE O
CRESCIMENTO, NUTRICAO, FISIOLOGIA E PRODUCAO DO
FEIJOEIRO

Unai-MG
2022



Luanna Vanessa de Souza Cangussu

ACIDOS HUMICOS E Serendipita indica: EFEITOS SOBRE O CRESCIMENTO,
NUTRICAO, FISIOLOGIA E PRODUCAO DO FEIJOEIRO

Dissertagdo apresentada ao programa de Pos-
Graduacdo em Produgdo Vegetal da Universidade
Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri, como
requisito para obtengdo do titulo de Mestre.

Orientador: Prof. Dr. Leonardo Barros Dobbss
Coorientadora: Prof.? Dr.? Tania Pires da Silva

Unai-MG
2022



Catalogagé&o na fonte - Sisbi/UFVJM

C222a Cangussu, Luanna Vanessa de Souza
2022 ACIDOS HUMICOS E Serendipita indica: EFEITOS SOBRE O
CRESCIMENTO, NUTRIGCAO, FISIOLOGIA E PRODUCAO DO FEIJOEIRO
[manuscrito] / Luanna Vanessa de Souza Cangussa. --
Diamantina, 2022.
69 p. : il.

Orientadora: Prof.?® Leonardo Barros Dobbss.
Cocrientader: Prof. Tédnia Pires da Silva.

Dissertacdc (Mestrade em Producdo Vegetal) -- Universidade
Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri, Programa de Pds-—
Graduagdo em Produgdo Vegetal, Diamantina, 2022.

1. Phaseolus wvulgaris L. 2. Matéria organica. 3.
Substancias humicas. 4. Produtividade. I. Dobbss, Leocnardo
Barros. II. Silva, Tania Pires da . III. Universidade Federal
dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri. IV. Titulo.

Elaborada pelo Sistema de Geracdo Automatica de Ficha Catalografica da UFVJM com os
dados fornecidos pelo(a) autor(a).
Este produto é resultado do trabalho conjunto entre o bibliotecario Rodrigo Martins Cruz/CRB6-
2886
e a equipe do setor Portal/Diretoria de Comunicagdo Social da UFVJM




LUANNA VANESSA DE SOUZA CANGUSSU

ACIDOS HUMICOS E Serendipita indica: EFEITOS SOBRE O
CRESCIMENTO, NUTRICAO, FISIOLOGIA E PRODUCAO DO FEIJOEIRO

Dissertacdo apresentada ao
PROGRAMA DE POS-
GRADUACAO EM PRODUCAO
VEGETAL, nivel de MESTRADO como
parte dos requisitos para obtencédo do
titulo de MESTRA EM PRODUGCAO
VEGETAL

Orientador (a): Prof. Dr. Leonardo
Barros Dobbss

Co-orientadora: Prof. Dr. Tania Pires
da Silva

Data da aprovacao : 22/08/2022

Documento assinado digitalmente

ub Leonardo Barros Dobbss
Data: 72/08/2022 21:48:09-0300
Verifique em hitps://verificador.iti.br

Prof. Dr. LEONARDO BARROS DOBBSS - UFVJM

Documento assinado digitalmente

“b TANIA PIRES DA SILVA
Data: 23/0E/2022 16:55:17-0300
Verifigue em https://verificador.iti.br

Prof. Dr2 TANIA PIRES DA SILVA - UFVJM

Darumento assinado digiraimente

Vb Wellington Ferreiracampi
g ol Data: 23/08) 2027 14:41:

Verifique em hitps:f/

Prof. Dr. WELLINGTON FERREIRA CAMPOS - UFVJM

Dorumento assinado digitalmente

Ub AMANDA AZEVEDO BERTOLAZI

Verifique em https:/ verificador.iti br

Prof. Dr.2 AMANDA AZEVEDO BERTOLAZI - UVV

DIAMANTINA



AGRADECIMENTOS

A DEUS, pelo Dom da vida, por me dar saude e a oportunidade de concluir mais esta
etapa em minha vida;

Aos meus pais, Sandra de Souza Oliveira e Vaguiney Fernandes Cangussi, ¢ ao meu
irmao, Lucas Vinicius de Souza Cangussu, pelo imenso amor e apoio em todos os momentos.
A vocés 0s meus mais sinceros e profundos agradecimentos;

Ao meu esposo Paulo Sérgio Cardoso Batista, pelo amor, companheirismo, amizade,
ajuda e apoio em todos 0s momentos;

Aos meus avos, tios, padrinhos e primos, pelos conselhos, ajuda, amizade. Sou muito
grato a todos vocés, pois sempre estdo do meu lado me apoiando;

A Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e¢ Mucuri (UFVIM), pela
oportunidade concedida para realizagdo do mestrado e concessdo da bolsa;

Ao meu orientador Leonardo Barros Dobbss, pelos ensinamentos, paciéncia, conselhos
e confiancga, imprescindiveis para a conclusdo do mestrado;

Aos meus colegas de pos-graduacdo que sempre estiveram a disposi¢do para auxilio na
condugdo do experimento;

A Amanda e Savio da Universidade de Vila Velha que auxiliaram na condugdo do
experimento, cederam o fungo e sempre estiveram dispostos a tirar duvidas;

A Amanda Azevedo Bertolazi e Wellington Ferreira Campos, pelas sugestdes
apresentadas e disponibilidade;

Aos professores da UFVJM, pelos ensinamentos durante a realizagao do curso;

A Faculdade de Ciéncias e Tecnologia de Unai (FACTU) por ter cedido o local para
realizacdo do experimento em casa de vegetagao;

A todos aqueles de quem, no momento, ndo me recordei, mas que direta ou indiretamente

contribuiram para este trabalho,

Muito Obrigada!



RESUMO

CANGUSSU, Luanna Vanessa de Souza. Acidos hiimicos e Serendipita indica: efeitos sobre
0 crescimento, nutricio, fisiologia e producio do feijoeiro. (Dissertacdo - Mestrado em
Producdo Vegetal) - Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri, Diamantina,
2022.

Nos ultimos anos o custo de produgdo das culturas agricolas aumentou significativamente,
surgindo assim a necessidade de empregar novas tecnologias sustentaveis na agricultura. Nesse
contexto, a utilizagdo de substancias hiimicas ¢ de fungos promotores do crescimento, como
Serendipita indica, surgem como uma excelente alternativa para aumentar a produtividade das
culturas, como o feijoeiro. Dessa forma, esse trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos do
uso combinado, ou ndo, de acidos humicos isolados de vermicomposto e do fungo Serendipita
indica sobre o crescimento, nutricdo, fisiologia e produtividade do feijao-comum. O acido
humico utilizado no experimento foi obtido de vermicomposto, utilizando esterco bovino como
substrato para vermicompostagem. Neste trabalho foram conduzidos quatro experimentos. O
primeiro buscou verificar a influéncia de cinco concentragdes do acido humico (0, 50, 100, 200
e 400 mg L) no crescimento do fungo Serendipita indica. O segundo avaliou a influéncia de
seis concentragdes de acido humico (0, 10, 50, 100, 200 e 400 mg L) no desenvolvimento
inicial do feijoeiro. O terceiro avaliou o acido hiimico e o fungo Serendipita indica na taxa de
colonizagdo flngica, fisiologia, crescimento ¢ produtividade do feijoeiro. Os tratamentos
foram: T1: controle (sem o acido humico e sem o fungo); T2: somente o acido humico na
concentracdo de 200 mg L!; T3: somente o fungo Serendipita Indica; T4: 4cido hiimico na
concentracdo de 200 mg L! mais o fungo Serendipita indica. No quarto experimento realizou
a medida de acidez em solugdo possivelmente associada a atividade dos tratamentos sobre as
H'-ATPases utilizando os mesmos tratamentos avaliados no terceiro experimento. A partir dos
resultados verificou-se que a aplicagdo do acido himico ndo interfe no crescimento do fungo
Serendipita indica. A concentragio de 4cido humico de 200 mg L' proporciona maior
crescimento radicular no inicio da fase de crescimento das plantas de feijoeiro. A inoculagido
do fungo Serendipita indica proporciona maior colonizagdo fungica no sistema radicular do
feijoeiro. A aplicacio conjunta do acido himico na concentragio de 200 mg L' com o fungo
Serendipita indica proporciona melhoria nas caractisticas fisiologicas, maior extrusdo de
protons pelo sistema radicular, menor acimulo de nitrogénio e maior de enxofre, ferro e

manganés nas raizes do feijoeiro.

Palavras chave: Phaseolus vulgaris L. Matéria organica. Substancias hiimicas. Produtividade.



ABSTRACT

CANGUSSU, Luanna Vanessa de Souza. Humic acids and Serendipita indica: effects on
bean growth, nutrition, physiology and production. (Dissertation - Masters in Plant
Production) — Federal University of the Jequitinhonha and Mucuri Valleys, Diamantina, 2022.

The sharp increase in crop production costs in recent years has increased the need for new
sustainable technologies in agriculture. In this context, the use of humic substances and growth-
promoting fungi, such as Serendipita indica, emerge as an excellent alternative to increase the
productivity of crops, such as common bean. Thus, the study aimed to evaluate the effects of
the combined use, or not, of humic acids isolated from vermicompost and the fungus
Serendipita indica on the growth, nutrition, physiology and productivity of common bean. The
humic acid used in the experiment was obtained from vermicompost, using bovine manure as
a substrate for vermicomposting. In this work, four experiments were conducted. The first
sought to verify the influence of five concentrations of humic acid (0, 50, 100, 200 and 400 mg
L!) on the growth of the fungus Serendipita indica. The second evaluated the influence of six
concentrations of humic acid (0, 10, 50, 100, 200 and 400 mg L") on the initial development
of common bean. The third evaluated humic acid and the fungus Serendipita indica on the
fungal colonization rate, physiology, growth and productivity of common bean. The treatments
were: T1: control (without humic acid and without the fungus); T2: only humic acid at a
concentration of 200 mg L'; T3: only the fungus Serendipita Indica; T4: humic acid at a
concentration of 200 mg L' plus the fungus Serendipita indica. In the fourth experiment, the
acidity in solution was measured, possibly associated with the activity of the treatments on the
H'-ATPases, using the same treatments evaluated in the third experiment. From the results it
was found that the application of humic acid does not interfere with the growth of the fungus
Serendipita indica. The humic acid concentration of 200 mg L' provides greater root growth
at the beginning of the growth phase of bean plants. Inoculation of the fungus Serendipita indica
provides greater fungal colonization in the root system of common bean. The joint application
of humic acid at a concentration of 200 mg L™ with the fungus Serendipita indica provides
improvement in physiological characteristics, greater extrusion of protons through the root
system, higher grains productivity and provides less accumulation of nitrogen and greater

sulfur, iron and manganese in the root system of the bean.

Keywords: Phaseolus vulgaris L. Organic matter. humic substances. Productivity.
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1 INTRODUCAO

O feijdo-comum (Phaseolus vulgaris 1.) apresenta grande importancia
socioeconomica no Brasil, sendo uma importante fonte de proteinas, carboidratos e ferro
(VIEIRA et al., 2006). A produgdo de feijao total no Brasil na safra 2020/2021 foi de 2,89
milhdes de toneladas, em uma area de 2,923 milhdes de hectares e produtividade média de graos
de 990 kg ha''. Os estados com maior produgdo sido Parana e Minas Gerais (CONAB, 2022).

O feijoeiro possui baixa produtividade média, principalmente devido ao manejo
inadequado da cultura e ao baixo nivel tecnoldgico empregado por muitos produtores. Diante
disso e da crescente demanda por alimentos surge a necessidade de empregar novas tecnologias
aos sistemas produtivos, a fim de melhorar o rendimento e o desenvolvimento agronomico do
feijao-comum, bem como reduzir os custos de producdo e aumentar a efetividade da cultura em
regides com caracteristicas que limitam o cultivo (OLIVEIRA et al, 2015). Tecnologias
sustentaveis como a utilizacdo de microrganismos benéficos e substancias humicas tem
demonstrado resultados positivos na promog¢do do crescimento e produtividade das plantas
(TREVISAN et al.,, 2011; BALDOTTO e BALDOTTO, 2014; RAl et al., 2014; ALVES et al.,
2015).

Varios microrganismos podem ser explorados como promotores de crescimento
vegetal, destacando-se as bactérias e os fungos endofiticos. A promog¢do do crescimento das
plantas esta associada a varios beneficios que esses microrganismos podem proporcionar para
as plantas, como a fixa¢do do nitrogénio, solubiliza¢do de fésforo, mobilizagdo e transporte de
nutrientes para a planta, aumento da area de absor¢do das raizes, produgdo de hormdnios
vegetais, prote¢ao das plantas contra patdgenos e aumento da tolerancia das plantas a estresses
abioticos (CASTIGLIONI et al., 2008; ZHANG et al., 2008).

O fungo Seredipita indica ¢ um endossimbionte biotréfico pertencente a ordem
Sebacinales e possui acdo semelhante a dos fungos micorrizicos arbusculares (UNNIKUMAR
et al., 2013). Entretanto, ¢ facilmente cultivavel e possui pouca especificidade em relagdo aos
seus hospedeiros, colonizando assim as raizes de varias espécies de plantas (VARMA et al,
2001). Trabalhos tem demonstrado que esse fungo esta envolvido na melhoria do crescimento
e rendimento das culturas (SU er al, 2017), na tolerancia a estresse hidrico, salino e osmético
(LIetal, 2017; SADDIQUE et al, 2018; ZHANG et al., 2017), na tolerancia a metais pesados
(HUI et al., 2015), na solubilizacdo de fosfato de fontes inorganicas (NGWENE et al.,, 2016) e
na resisténcia a doencas (FAKHRO et al,, 2010; UNNIKUMAR et al., 2013).



As substancias humicas sdo compostos organicos condensados produzidos pela a¢do
microbiana durante o processo de degradacdo da matéria organica e sdo constituidas pelas
fragdes acidos humicos, acidos fulvicos e huminas (BALDOTTO ¢ BALDOTTO, 2014). Os
acidos humicos sdo a fracdo mais ativa das substancias humicas e podem proporcionar
melhorias nas caracteristicas quimicas e fisicas do solo, além de promover efeitos diretos no
crescimento e produtividade de plantas (MORA et al., 2012; KAZEMI, 2014; CANELLAS et
al., 2015).

A utilizagdo associada de microrganismos promotores do crescimento e substancias
humicas t€ém demonstrado maior eficiéncia do que a utilizacdo isolada em diversas culturas
agricolas, como milho (CONCEICAO et al., 2009; LIMA et al., 2017), tomate (OLIVARES et
al., 2015) e cana-de-agticar (AGUIAR et al., 2016). Assim, ¢ de grande importancia a avaliacao
conjunta das substancias humicas com outros microrganismos promotores do crescimento,
como o fungo Serendipita indica em mais culturas de importancia econdmica, como o feijoeiro.

Dessa forma, o trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos do uso combinado, ou néo,
de acidos humicos isolados de vermicomposto e do fungo Serendipita indica sobre o

crescimento, nutri¢do, fisiologia e produtividade do feijao-comum.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos gerais do feijao-comum

O feijdo-comum (Phaseolus vulgaris L.) ¢ uma planta herbacea anual que pertence
a classe das Eudicotiledoneas, familia Leguminosa, subfamilia Papilionoideac e gé€nero
Phaseolus L. O género Phaseolus tem como centro de origem as Américas e apresenta
aproximadamente 55 espécies, contudo apenas cinco sdo cultivadas. Dentre as espécies
cultivadas do género Phaseolus, a Phaseolus vulgaris L. € a mais importante, por ser a espécie
mais antiga cultivada e a mais utilizada nos cinco continentes (SANTOS ¢ GAVILANES,
2011).

O feijao-comum apresenta relevante importancia socioecondmica no Brasil e no
mundo, pois estd presente diariamente na dieta do brasileiro, sendo um dos alimentos mais
consumidos ¢ apresenta-se como importante fonte de proteinas, carboidratos, vitaminas,

minerais, fibras e compostos fenoélicos. E uma cultura cultivada por pequenos, médios e grandes



produtores em diferentes sistemas de producdo e em praticamente todas as regides brasileiras
(BARBOSA ¢ GONZAGA, 2012).

O Brasil ¢ o terceiro maior produtor mundial de feijao. A producdo de feijao total
na safra 2020/2021 foide 2,89 milhdes de toneladas, com uma area de 2,92 milhdes de hectares
e produtividade média de grios de 990 kg ha'. Minas Gerais ¢ o segundo maior produtor, com
uma producio de 529 mil toneladas, atras apenas do Parana, com produgdo de 534 mil toneladas
(CONAB, 2022).

O feijoeiro ¢ uma planta que possui sistema radicular pivotante com grande volume
de raizes localizadas nos primeiros 10 cm superficiais do solo. Suas folhas sdo pecioladas,
trifolioladas, alternas, exceto as primeiras folhas emergentes que sdo simples e opostas, sendo
que o caule ¢ herbaceo. O caule ¢ formado por uma sucessdo de nos e entrends, onde estdo
inseridos os cotilédones no primeiro no, as folhas primarias no segundo no e as folhas trifoliadas
ou definitivas a partir do terceiro n6 (SILVA e COSTA, 2003).

As flores do feijoeiro podem ter coloragdo branca, rosea ou violeta, distribuida
uniformemente por toda a corola, ou ser bicolor, ou seja, apresentar corola com estandarte e
asas com coloragdes diferentes. Conhecido como vagem, o fruto é um legume deiscente, com
duas valvas unidas por duas suturas, uma dorsal e outra ventral, cuja forma pode ser reta,
arqueada ou recurvada. A semente ¢ exalbuminosa, apresentando em sua constituicdo um
tegumento ou testa, hilo, micrépila e internamente um embrido formado pela plimula, duas
folhas primarias, hipocotilo, dois cotilédones e radicula. Apresenta forma arredondada, eliptica,
reniforme ou oblonga e tamanhos variados (SILVA e COSTA, 2003, VIEIRA et al., 2005).

O feijoeiro pode apresentar habito de crescimento determinado ou indeterminado
de acordo com a posic¢ao da inflorescéncia na planta. De acordo com Didonet e Carvalho (2014)
plantas de crescimento determinado ao atingir a fase reprodutiva apresentam inflorescéncias
terminais no caule e nos ramos laterais, com floragdo do apice para base. Ja as plantas de
crescimento indeterminado apresentam meristemas vegetativos no apice do caule e ramos
laterais, continuando dessa forma seu crescimento. Apresentam inflorescéncias axilares e o
processo de floracdo inicia da base em diregdo ao apice.

O feijoeiro pode ser classificado em quatro tipos de acordo com o habito de
crescimento, nimero de nos, comprimento dos internodios, intensidade de ramificagdo lateral
e habilidade trepadora da planta. Plantas tipo I apresentam hébito de crescimento determinado,
aspecto arbustivo e porte ereto; tipo I possuem habito de crescimento indeterminado, aspecto

arbustivo, porte ereto e caule pouco ramificado; tipo III sdo de hdbito de crescimento
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indeterminado, porte semiprostrado com ramificagdo aberta; tipo IV tem hébito de crescimento
indeterminado e habilidade trepadora (NASSAR et al., 2010).

No Brasil, o cultivo do feijado-comum pode ser realizado em diferentes ambientes,
desde sistemas irrigados altamente tecnificados até sistemas de cultivos tradicionais com baixo
nivel tecnologico (CAROVIC-STANKO et al,, 2017). O feijoeiro muitas vezes ¢ cultivado em
condi¢des ambientais adversas tendo sua produtividade limitada por estresses abidticos como
salinidade, seca, temperaturas elevadas e¢ baixa disponibilidade de nutrientes (MITTLER,
2006).

O feijoeiro possui ciclo curto, em média 90 dias, e um sistema radicular pouco
desenvolvido. Por isso ¢ uma planta altamente exigente em nutrientes ¢ necessita que esses
estejam disponiveis nos momentos de maior demanda do ciclo, para que nio haja redu¢do na
produtividade de graos (SILVA e SILVEIRA, 2000). Além da disponibilidade de nutrientes,
fatores climaticos como temperatura e precipitacdo pluviométrica influenciam diretamente a
produtividade da cultura (FANCELLI, 2009).

A faixa de temperatura ideal para o desenvolvimento do feijoeiro encontra-se entre
15 e 27°C, sendo apta para o cultivo regides que apresentam valores del5 a 29°C (FANCELLI,
2009). Temperaturas muito elevadas, entre 30 e 40°C, ocasiona abortamento de flores e baixo
pegamento de vagens, enquanto em condi¢des de baixa temperatura a cultura tem o ciclo
prolongado (FANCELLI e DOURADO NETO, 2005). O feijoeiro necessita de chuvas bem
distribuidas ao longo de seu ciclo e possui uma demanda hidrica variando de 300 a 600 mm
(DOURADO NETO e FANCELLI, 2000).

A semeadura do feijoeiro-comum ¢ concentrada em trés épocas ou safras no Brasil.
Na 1? safra, conhecida como “safra das aguas”, a semeadura ¢ geralmente realizada entre os
meses de setembro ¢ novembro e colheita de janeiro até marco. Na 2% safra, conhecida como
“safra da seca” ou “safrinha”, a semeadura ¢ realizada de fevereiro a margo e a colheita ocorre
entre os meses de junho e julho. Na 3% safra, conhecida como “safra de outono-inverno” e “safra
irrigada”, a semeadura ¢ feita a entre abril e junho, com a colheita entre junho e setembro. As
diferencas nas épocas de semeadura ocorrem em virtude das caracteristicas regionais, da
diversidade climatica e das caracteristicas da cultura do feijoeiro-comum, contribuindo assim,
para manutencdo da oferta e reduzindo as oscilagdes dos precos ao longo do ano (SILVA e DEL

PELOSO, 2006; BARBOSA e GONZAGA, 2012).
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2.2 Substancias humicas

A matéria organica do solo constitui-se de todo material organico depositado no
solo, como os residuos vegetais, biomassa microbiana, meso ¢ macrofauna, substancias
organicas soliveis e substancias hiimicas, podendo ou ndo estar associados a fracdo mineral.
Por ser um conjunto heterogéneo de materiais organicos, os compartimentos funcionais da
matéria orgnica, apresentam diferencas com relagdo a decomposigdo microbiana, constituindo
fator crucial para o entendimento da dindmica do carbono organico no solo (CARTER, 2001).

A matéria organica do solo ¢ constituida por uma fracdo humificada e uma fracao
ndo humificada, podendo assim ser dividida em dois grandes compartimentos. As substancias
que integram a matéria organica humificada podem ser divididas em trés diferentes grupos
conforme a sua solubilidade em meio aquoso. Esses trés grupos sdo: acidos fulvicos, soliveis
em pH acido ou alcalino; acidos humicos, soliveis em pH alcalino e; humina, insolivel em
qualquer pH. Esses grupos apresentam variacdo de acordo com a massa molecular, sendo que
os acidos fulvicos apresentam menor massa molecular, seguidos dos 4cidos himicos e humina
(ZECH et al., 1997).

As substancias humicas (SH) sdo a fracao mais estavel da matéria organica do solo,
pois consistem no produto da decomposi¢do microbiana ¢ degradacdo quimica da matéria
organica dos solos (SCHIAVON et al., 2010). Sdo os principais componentes da matéria
organica e constituem cerca de 85 a 90% da reserva total do carbono organico do solo
(ZAVARZINA e ZAVARZIN, 2013; CANELAS e OLIVARES, 2014).

As substancias humicas possuem moléculas bioativas que atuam nos processos
fisiologicos e bioquimicos das plantas afetando seu crescimento e metabolismo (CANELLAS
et al., 2009). Essas substancias estimulam a produ¢do de hormoénios vegetais naturais, como
auxinas, giberelinas e citocininas (SILVA et al., 2011) e ativam bombas de prétons relacionadas
ao crescimento das plantas (RAYLE e CLELAND, 1992).

As bombas de prétons sdo responsaveis pelo efluxo de H™ para o apoplasto ou vactiolo
celular, formando um gradiente eletroquimico de H" envolvido no crescimento e nutrigdo da
célula vegetal (SHAVRUKOV e HIRAI, 2016). As células vegetais e fungicas possuem dois
tipos de bombas de protons. A ATPase do tipo P, presente na membrana plasmatica das células,
bombeia protons para o meio externo, € a ATPase do tipo V que estd associada a membrana
vacuolar ou endomembranas e ¢ responsavel por acidificar os compartimentos intracelulares

(SZE e CHANROJ, 2018). As células vegetais possuem além das ATPases, uma bomba de
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protons denominada H'-PPase que trabalha em conjunto com as H'-ATPases vacuolar criando
um gradiente de protons na membrana do tonoplasto (LIN et al., 2012).

As substancias humicas podem aumentar a atividade da enzima H'-ATPase. Essa
enzima ¢ uma proteina de membrana que bombeia protons do citoplasma para o apoplasto
celular gerando um gradiente eletroquimico de protons que desempenha papel fundamental no
fornecimento de energia para o transporte de ions secundarios através da membrana plasmatica,
desempenhando importantes fungdes fisiologicas relacionadas com absor¢do de nutrientes,
abertura estomatica, regulacdo do pH intracelular e crescimento celular ( FALHOF et al.,
2016 ).

Os mecanismos pelos quais a ativagdo da enzima H'-ATPase promove o crescimento
das plantas estd relacionada com a teoria do crescimento acido. De acordo com essa teoria, a
acidificagio do apoplasto mediada pela H" -ATPase é responsavel pelo afrouxamento da parede
celular da célula vegetal causando consequentemente seu alongamento (STAAL et al., 2011).
Sendo assim, as substancias humicas podem regular o crescimento e desenvolvimento das
plantas diretamente pela ativagdo da H'- ATPase, entretanto podem favorecer as plantas por
mecanismos indiretos. Os efeitos indiretos estdo relacionados com o aumento da capacidade de
troca cationica (CTC) e capacidade tampao de nutrientes no solo; fornecimento de nutrientes;
melhoria da estrutura do solo e fornecimento de compostos especificos como fitohormdnios,
compostos nitrogenados e cadeias carbonadas para as plantas e estimulam ainda a sintese de
proteinas e fotossintese das plantas (CHEN et al., 2004; SEYEDBAGHERI, 2010). Dessa
forma, as substancias himicas podem promover o enraizamento de diversas plantas de interesse
agrondmico, além de exercer efeitos estimulantes na parte aérea das plantas, como incrementos
do acimulo de nutrientes foliares e sintese de clorofilas (BALDOTTO et al., 2009).

Os principais efeitos bioldgicos dos acidos humicos sobre as plantas estdo
relacionados ao sistema radicular, por meio da formagéo de pélos radiculares, raizes laterais,
raizes adventicias e alongamento da raiz. Essas modifica¢cdes na morfologia das raizes tornam
mais eficientes a absor¢do de dgua e nutrientes pelas plantas, aumentam a area e superficie
radicular e favorece a interacdo planta-microrganismo por meio do aumento dos locais de
contato e colonizagdo das raizes (BALDOTTO e BALDOTTO, 2014). Entretanto, seus efeitos
dependem da fonte de origem, concentragio aplicada e espécies de plantas (GARCIA et al,
2016).

A maior bioatividade dos acidos himicos em relagdo as outras fragoes das
substancias hlimicas pode ser encontrada em sua natureza quimica, ja que os acidos humicos

possuem maior hidrofobicidade. De acordo com Piccolo (1996), os componentes hidrofobicos,
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provenientes da degradagdo das plantas, incorporam moléculas em seus dominios hidrofébicos
protegendo-as da degradacdo. Desta forma, a prote¢do de biofragmentos fisiologicamente
ativos nos dominios hidrofébicos podem tornar os 4cidos humicos mais ativos. Segundo Dobbss
et al. (2010), os efeitos do acido hiimico no crescimento radicular podem ser avaliados pelo

indice hidrofdébico.

2.3 Microrganismos e seus beneficios para as plantas

Diversos microrganismos, referidos na literatura como promotores de crescimento
vegetal, possuem a capacidade de se associar as plantas promovendo a elas uma série de
beneficios no seu crescimento e desenvolvimento (ABHILASH et al., 2016). A utilizacdo
desses microrganismos representa uma alternativa sustentavel para redu¢do do uso de insumos
sintéticos na agricultura (CHAGAS et al,, 2017), uma vez que o uso indiscriminado de
fertilizantes quimicos pode ocasionar varios problemas ambientais como a polui¢do do solo,
contaminagdo de dguas superficiais e subterraneas e aumento da emissdo de gases de efeito
estufa (XIA et al., 2020).

Os microrganismos benéficos podem promover o crescimento das plantas de varias
maneiras podendo atuar no transporte e mobilizacdo de nutrientes, por meio da solubilizagdo
de fosforo e fixacdo bioldgica de nitrogénio, aumento da area radicular, produgdo de fito-
hormonios e protecdo das plantas contra patogenos. Além disso, podem auxiliar na tolerancia
das plantas contra estresses abioticos como a salinidade e seca (CASTIGLIONI et al., 2008;
ZHANG et al., 2008).

Varios organismos presentes na rizosfera apresentam efeitos benéficos na sanidade
e crescimento das plantas. Dentre esses organismos podem-se citar as bactérias fixadoras de
nitrogénio, rizobactérias promotoras de crescimento das plantas, organismos de controle
bioldgico e fungos micorrizicos arbusculares (MENDES et al., 2013).

A fixacdo biologica de nitrogénio ¢ um processo natural no qual organismos
procariotos denominados diazotroficos reduzem o nitrogénio atmosférico a amonia, por
possuirem uma enzima denominada nitrogenase, tornando-o disponivel para as plantas de
forma a suprir parcial ou totalmente a quantidade requerida pela cultura. Os microrganismos
que realizam esse processo podem ser de vida livre, estar associados a espécies de plantas ou
estabelecer simbiose com as espécies vegetais (MOREIRA et al., 2010). Entretanto, o processo

de fixac@o biologica de nitrogénio mais eficiente ocorre pela associagdo simbiotica de plantas
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da familia Leguminosae com bactérias pertencentes a diversos géneros, tais como Rhizobium,
Bradyrhizobium, Azorhizobium, Ensifer ¢ Mesorhizobium (HUNGRIA et al., 2007).

As rizobactérias podem produzir metabolitos que estdo diretamente relacionados ao
crescimento das plantas, como as auxinas, giberelinas e citocininas. Proporcionam também
maior desenvolvimento das raizes e da parte aérea das plantas pela modificagdo das
propriedades fisicas, quimicas e biologicas do solo. Podem ainda sintetizar antibioticos,
sider6foros e acido hidrocindmico que diminuem a atividade de muitos patogenos (DIMKPA
et al., 2009; CHAUHAN et al., 2013). Existem varios géneros de rizobactérias promotoras de
crescimento, tais como: Agrobacterium, Arthronacter, Azobacter, Bacillus, Caulobacter,
Chromobacterium, Erwinia, Micrococcus € Pseudomonas (AHEMAD e KIBRET, 2014).

Com relagdo aos fungos, os do género Trichoderma estdo entre os principais
organismos de controle biologico estudados, podendo atuar também como promotores de
crescimento vegetal. Eles podem estabelecer interagdes simbidticas com as raizes das plantas,
estimulando o crescimento vegetal por meio da sintese de fitohormonios, solubilizagdo de
fosfato natural e aumento da absor¢do de nutrientes disponiveis no solo (CADORE, 2018).
Além disso, eles atuam como agentes de controle de varias doencas nas plantas cultivadas
(ASUMING-BREMPONG, 2013).

Ja, os fungos micorrizicos arbusculares sdo simbiontes obrigatorios, associam-se
mutualisticamente com o sistema radicular de plantas superiores ¢ destacam-se por colonizar
as raizes da maioria das plantas terrestres. Esses fungos exploram um grande volume de solo,
até fora da area de abrangéncia do sistema radicular, utilizando sua rede de hifas, possibilitando
maior absor¢do de agua e nutrientes, inclusive aqueles com baixa mobilidade do solo, como o
fosforo (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). Podem ainda aumentar o vigor e a capacidade de
sobrevivéncia das plantas, a tolerancia aos patdogenos radiculares (NOGALES et al.,, 2009) ¢ a
tolerancia das plantas aos metais pesados existentes em solos contaminados, por serem capazes

de reté-los nas raizes reduzindo a translocagdo para a parte aérea (CABRAL et al., 2010).

2.4 Serendipita indica

Nos ecossistemas naturais, as plantas frequentemente apresentam-se altamente
colonizadas por fungos endofiticos. Os fungos endofiticos sdo microrganismos que vivem de
forma simbiodtica com as plantas, ou seja, sem prejudicar o desenvolvimento destas. Estdo
presentes no interior das plantas em parte ou durante todo seu ciclo de vida (DUTTA et al.,

2014), podendo ser encontrados em diferentes orgdos e tecidos (FELBER et al, 2016).
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Frequentemente os fungos endofiticos estabelecem interagdes mutualisticas com seus
hospedeiros, onde ambos sdo beneficiados. A interagdo mutualistica planta-fungo mais
intensamente estudada é conhecida por simbiose micorrizica arbuscular (OLDROYD, 2013).

Serendipita indica, anteriormente denominado Piriformospora indica, ¢ um fungo
endofitico que interage de maneira mutualistica com as raizes de diversas espécies de plantas
pertencente ao filo Basidiomycota, ordem Sebacinales e familia Serendipitaceae (WEIB et al.,
2016). Esse fungo foi isolado do sistema radicular das espécies Prosopsis juliflora e Zizyphus
mummularia no deserto de Thar na India (VERMA et al., 1998a) e possui a¢do micorrizica
semelhante aos fungos micorrizicos arbusculares (FMA) pois, tem a capacidade de promover o
crescimento das plantas por meio do aumento da disponibilidade de nutrientes pela
solubilizacdo do fosfato inorganico (SHERAMETI et al., 2005 ¢ VARMA et al, 1999).
Entretanto, se difere dos fungos micorrizicos arbusculares por ser facilmente cultivado em
culturas axénicas, formando de maneira assexuada clamidosporos contendo de 8 a 25 nucleos
(VERMA et al., 1998b).

O fungo Serendipita indica pode colonizar uma ampla gama de hospedeiros,
proporcionando as plantas diferentes beneficios, tais como promogao de crescimento, tolerancia
a estresses bioticos e abidticos e absorcdo de nutrientes (UNNIKUMAR er al, 2013).
Serendipita indica cresce inter e intracelularmente, produz clamidésporos em formato de péra
no cortex das raizes colonizadas e na zona da rizosfera, contudo ndo atinge a endoderme ¢ as
partes aéreas das plantas (VARMA et al., 2012) e apresenta estilo de vida bifasico (ZUCCARO
et al, 2011), isso porque a primeira fase da colonizagdo fingica comeca com crescimento
biotrofico, na qual as células vivas sdo colonizadas e posteriormente ocorre a segunda fase, na
qual as células das raizes sdo mortas pelo fungo (QIANG et al, 2011).

A colonizagdo bem sucedida do fungo Serendipita indica com as espécies
hospedeiras depende da supressdo do sistema imunolégico da raiz, inato da planta. Essa
supressdao ¢ mediada por alteragdes na producdo de fitohormdnios e elevagdo de calcio
intracelular na planta colonizada, funcionando como sinalizadores durante o reconhecimento
microrganismo benéfico-planta (GILL et al., 2016), sendo assim a associa¢do eficiente do
fungo bem como seus efeitos benéficos para as plantas dependem dos processos de
reconhecimento e sinalizacdo que sdo ativados na planta em resposta ao fungo Serendipita
indica (OELMULLER et al., 2009).

A associagdo do fungo Serendipita indica com as plantas promove aumento na
aquisi¢do de nutrientes e na tolerancia aos estresses salino, térmico e hidrico; confere resisténcia

sistémica a insetos, organismos patogénicos, toxinas ¢ ions de metais pesados (DAS et al,
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2012a). Além disso, estimula a flora¢do precoce, producdo de sementes, produgdo de biomassa
¢ endurecimento biologico a plantas cultivadas em cultura de tecido (DAS et al., 2012b).

Su et al. (2017), em experimento avaliando o efeito do fungo Serendipita indica em
plantas de canola (Brassica napus L.), obtiveram resultados onde as plantas tratadas com o
fungo apresentaram um aumento significativo nos parametros agrondmicos como biomassa
vegetal, resisténcia ao acamamento e rendimento e qualidade do 6leo. Saddique et al. (2018),
avaliando a inoculagdo de Serendipita indica em plantas de arroz sob estresse osmotico,
observaram que a biomassa das mudas e o comprimento da raiz e da parte aérea das plantas de
arroz melhoraram significativamente nas plantas inoculadas. Li et al. (2017) relataram que o
fungo Serendipita indica, aliviou o estresse salino em Medicago truncatula. Zhang et al. (2017)
observaram que plantulas de milho colonizadas com Serendipita indica mostraram maior
tolerdncia ao déficit hidrico, pelo fungo ter proporcionado maior expressdo de genes
relacionados a tolerancia a seca.

Ngwene et al. (2016) observaram que Serendipita indica é capaz de solubilizar
fosfato de fontes inorgénicas, deixando fosforo disponivel para as plantas. Ja, Hui et al. (2015)
verificaram que Serendipita indica confere tolerancia ao cadmio em plantas de tabaco Nicotiana
tabacum. Segundo os autores a maior tolerancia esta relacionado ao sequestro de Cd nas raizes

promovida pela interagdo, de forma que muito menos cadmio ¢ transportado para as folhas.

2.5 Uso combinado de substincias himicas e microrganismos benéficos

A utilizacdo de insumos agricolas sustentaveis tem sido uma tendéncia global dos
sistemas produtivos e, diante dessa perspectiva, tem-se aumentado o uso de bioestimulantes
vegetais. Esses sdo definidos como substancias ou microrganismos aplicados as plantas em
pequenas quantidades a fim de promover o crescimento vegetal por meio do aumento da
eficiéncia nutricional, melhoria das caracteristicas de qualidade das culturas e tolerancia ao
estresse bidtico e abidtico (DU JARDIN, 2015).

As substancias humicas ndo regulam apenas a nutricdo e o desenvolvimento das
plantas, elas proprias podem ser fonte de nutrientes para microrganismos (TIKHONOVA et al.,
2010), bem como favorecer a colonizacdo dos microrganismos nas plantas através de mudancgas
anatOmicas e fisiologicas no sistema radicular favorecendo assim a fixagdo e sobrevivéncia de
bactérias na superficie da planta, bem como a colonizacao endofitica (OLIVARES et al., 2017).

Os acidos humicos podem elevar a populagdo de bactérias diazotroficas no interior

da planta, trazendo assim uma série de beneficios para ela (MARQUES JUNIOR, 2006). Isso



17

ocorre porque os acidos himicos aumentam o enraizamento e emergéncia de raizes laterais das
plantas, aumentando desta forma os sitios de colonizagdo para as bactérias (CONCEICAO et
al., 2009).

Foi observado por meio de experimentos conduzidos por Canellas ef al. (2012), em
casa de vegetacdo e em campo, que a associacdo de substincias himicas com a bactéria
diazotrofica endofitica Herbaspirillum seropedicae aumenta o crescimento do milho (Zea mays
L.). No experimento em casa de vegetacdo a associacdo bactéria/substancia himica aumentou
a fotossintese liquida, atividade da H'-ATPase da membrana plasmatica e o niimero de células
bacterianas viaveis no sistema radicular nos estagios iniciais do milho. J4 no experimento em
campo a associacdo aumentou a producgdo de graos de milho em 65%, mostrando desta maneira
0 uso promissor das substancias humicas no favorecimento da inoculacdo diazotrofica
endofitica.

Canellas et al. (2019) avaliando a influéncia dos acidos himicos na exsudagdo
radicular de mudas de milho observaram alteragdo no perfil de exsudagéo das raizes, liberando
uma série de compostos que interferem na comunidade microbiana presente na rizosfera.
Muitas das moléculas exsudadas podem favorecer os microrganismos promotores de
crescimento vegetal (MPCYV), os quais podem estabelecer interagdes com as plantas auxiliando
seu crescimento ¢ desenvolvimento por diferentes mecanismos.

A associagdo de substancias humicas e microrganismos benéficos podem aumentar
a tolerancia do feijoeiro a seca. Melo et al. (2017), avaliando os efeitos da coinoculagdo de
rizébio misto e Herbaspirillum seropedicae na presenca de substancias do tipo acido humico
em vaso, constatou que houve melhoria na recuperacdo do feijao comum, apos estresse hidrico
controlado.

Foram observados também resultados positivos da associagdo de substancias
humicas e bactérias promotoras de crescimento de plantas na producdo de tomates organicos.
Segundo Olivares et al. (2015), o uso combinado de substancias humicas e bactéria
Herbaspirillum seropedicae, estimulou o metabolismo secundario e a defesa da planta, acelerou
o crescimento das mudas, além de proporcionar aumento na produtividade e qualidade dos
frutos de tomate.

Muitos trabalhos tém demonstrado que a utilizagdo associada de microrganismos
promotores do crescimento e substdncias humicas tém apresentado maior eficiéncia no
crescimento e produtividade do que a utilizagdo isolada em diversas culturas, tais como milho
(CONCEICAO et al., 2009; LIMA et al., 2017), tomate (OLIVARES et al., 2015) e cana-de-
acucar (AGUIAR et al, 2016).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencgao, extracao e purificacao dos acidos humicos

O acido hiimico utilizado no experimento foi obtido de vermicomposto, utilizando
esterco bovino como substrato para vermicompostagem. O esterco bovino foi primeiramente
compostado termofilicamente por 40 dias, com torneamento mecanico a cada 10 dias.
Posteriormente, o composto foi vermicompostado em sistema de minhocultura vertical
(minhobox) em caixas plasticas de 50L por 120 dias, utilizando-se uma densidade de 50
minhocas (Eisenia foetida) para cada quilo de esterco bovino. A umidade foi ajustada para 70%
com um kit de sensor de umidade (SMRT-Y) e mantida durante todo o processo.

Apds a obtengdo do vermicomposto realizou-se a extracdo do 4cido humico no
Laboratério Multidisciplinar de Pesquisa do Instituto de Ciéncias Agrarias da Universidade
Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri, seguindo o protocolo classico desenvolvido pela
Sociedade Internacional das Substancias Humicas (IHSS). Para realizacdo da extracdo foram
utilizados 200 g de vermicomposto e 2000 mL de NaOH 0,1 mol L' (relagdo
vermicomposto:solvente de 1:10). O material entdo foi agitado por um periodo de 12 horas e,
posteriormente, permaneceu em repouso. O extrato soluvel foi retirado por sifonacdo e teve o
pH diminuido até 1-1,5 utilizando-se 4acido cloridrico 6,0 mol L™!. O material acidificado foi
centrifugado (3000 rpm por 30 min) para obtencdo dos acidos humicos. Apos a obtencdo dos
acidos humicos, eles foram lavados até teste negativo de cloreto, com o AgNO3, e entdo foram
acondicionados em membranas de didlise de 2000 Daltons para realizagdo da purificacdo por
meio da dialise. Esta foi realizada com é4gua destilada e monitorada pela medicdo da
condutividade elétrica da solucdo. Apos a didlise, os acidos hiumicos foram congelados e

posteriormente secos por liofilizacdo.

3.2 Caracterizacgao do acido humico isodado de vermicomposto

Para cacaterizacdo dos acidos humicos hiimicos foram realizadas as analises de
composi¢do elementar (CHNO) em analisador elementar automatico Perkin Elmer utilizando-
se de 4 mg de acidos humicos, acidez total determinada pelo método do Ba(OH),, acidez
carboxilica pelo tratamento com Ca(OAc): e acidez fenolica por diferenca (acidez total -

carboxilica), relacdo E4/E¢ obtida pelas absorbancias em 465 e 665 nm respectivamente e
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intensidade de fluorescéncia por espectroscopia de emissdo com excitagdo no comprimento de

onda na regido do azul (465 nm) com a faixa de varredura de 485 nm a 800 nm.

3.3 Obtencao do fungo Serendipita indica e preparo do indculo

O fungo Serendipita indica foi obtido da cole¢do da professora Cristina Cruz,
Universidade de Lisboa. A manutengdo do fungo foi realizada a cada 45 dias, sendo retirado
discos de 1 cm de didmetro das bordas das coldnias fiingicas crescidas em meio Kaefer
modificado (Tabela 1) (SHERAMETI et al., 2008) e transferidos para outras placas contendo

0 mesmo meio de cultura.

Tabela 1. Meio Kaefer modificado utilizado no cultivo do fungo Serendipita indica.

Meio Kaefer

Reagentes Quantidade L!
Glucose 2g
Peptona 2g
Extrato de Levedura lg
Caseina Hidrolizada lg
Solucdo de Macronutrientes (2) 50 ml
Solugdo de Micronutrientes (3) 10 ml
Ferro EDTA (4) 1 ml
Solucdo de Vitaminas (5) I ml
Agar 20¢g
2. Soluciio de Macronutrientes
NaNO; 12,0 g
KCl1 10,4 g
MgS04.7H,0 10,4 g
KH,>PO4 304 ¢
3. Soluciio de Micronutrientes
ZnS04.7TH,O 22¢
MnS04.7H,0O 05¢g
Acido Bérico LLlg
CoCL.5H,O 160 mg
CuS0O4.5H,0 160 mg
Molibidato de Amonio 110 mg
4. Solucio de Ferro EDTA
FeS04.7H,0 556 mg em 50 ml de H.O
EDTA 744 mg em 50 ml de H,O
5. Solucio de Vitaminas
Tiamina 100 mg
Glicina 40 mg
Piridoxina 10 mg

Acido Nicotinico 10 mg
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3.4 Experimento 1: Influéncia do acido himico no crescimento do fungo Serendipita

indica

Foi realizado um ensaio preliminar na Universidade Vila Velha-ES, em parceria
com o laboratorio de Microbiologia Ambiental e Biotecnologia, para verificar a influéncia do
acido humico no crescimento do fungo Serendipita indica. Esse experimento foi realizado em
delineamento inteiramente casualizado com quatro repetigdes e cinco tratamentos, sendo esses
constituidos pelas diferentes concentragdes dos acidos hiimicos (0, 50, 100, 200 e 400 mg L ™).

Para realizacdo deste experimento foram retirados discos de 1 cm de didmetro das
bordas das placas matrizes do fungo e, em seguida, foram transferidos para placas de Petri
contendo 25 ml do meio Kaefer modificado com adigdo de 1,5% de agar-adgar contendo as
diferentes concentragdes de acido himico. O pH do meio de cultura foi ajustado para 6,5. Os
discos foram posicionados no centro das placas de maneira que o micélio fungico contido no
mesmo permanecesse em contato com o meio. Posteriormente, as placas de Petri foram
incubadas por 13 dias em BOD, a uma temperatura de 28°C.

A taxa de crescimento fungico foi inferida pela medicdo do micélio fungico. A
medigdo foi realizada com auxilio de uma régua milimétrica medindo-se o didametro do micélio,

sendo considerado as extremidades da hifa como parametro.

3.5 Experimento 2: Influéncia do acido hiimico no crescimento inicial do feijoeiro

Esse experimento foi realizado na Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha
e Mucuri, no Laboratério Multidisciplinar de Pesquisa do Instituto de Ciéncias Agrarias. A
cultivar de feijdo utilizada foi a TAA Dama. Esta cultivar apresenta ciclo de 85 a 95 dias, porte
prostado e habito de crescimento indeterminado tipo III (MAPA, 2022).

Para a realizacdo desse experimento, primeiramente foi feita a germinagdo das
sementes de feijdo em caixas de areia contendo como substrato areia e vermiculita na propor¢ao
1:1. Sete dias ap6s a germinag@o das sementes foi realizado o transplantio das mudas para vasos
do tipo Leonard, selecionando previamente as plantulas mais uniformes.

As plantas transplantadas passaram por um periodo de aclimatacdo por dois dias e
apos esse periodo foram submetidas aos respectivos tratamentos ¢ a uma solu¢do minima (meio
minimo) contendo cloreto de calcio (0,002 mol L), por dez dias. Essa solucdo foi utilizada
para garantir a sobrevivéncia das plantas at¢ o momento de realizacdo das analises, sem

interferéncia na disponibilidade de nutrientes para elas. Os nutrientes podem funcionar de



21

maneira sinérgica com os acidos humicos estimulando o desenvolvimento radicular e o
metabolismo das plantas, comprometendo assim a identificacdo do efeito isolado do
bioestimulante.

O experimento foi conduzido no delineamento em blocos casualizados com 6
tratamentos (0, 10, 50, 100, 200 e 400 mg L' de 4cido hiimico), quatro repeti¢des e trés plantas
por parcela.

Ao final do experimento as plantas foram colhidas para avaliagdo das seguintes
variaveis: area radicular, mimero médio de raizes, didmetro médio de raizes, comprimento de
raizes, volume de raizes, massa seca do sistema radicular, altura de plantas e massa seca da
parte aérea.

Area radicular: primeiramente foi realizada a lavagem das raizes em dgua corrente
e destacada a parte aérea do sistema radicular. Em seguida foram fotografados o sistema
radicular das trés plantas da parcela experimental, para posterior determinacdo da area radicular
com o auxilio do programa computacional para analise digital de imagens Delta-T ScanTM.

Numero médio e diAmetro médio de raizes laterais: foram determinados com o
auxilio do programa computacional para andlise digital de imagens Delta-T ScanTM no sistema
radicular das trés plantas da parcela experimental.

Comprimento de raizes: foi obtido com o auxilio de uma régua, medindo-se o
comprimento do inicio do desenvolvimento das raizes proximo ao colo da planta até o seu maior
comprimento.

Volume do sistema radicular: o volume das raizes foi avaliado com auxilio de
uma proveta graduada com capacidade para 100 ml. A proveta foi preenchida com um volume
de 50 ml de 4gua e, em seguida, foi adicionada a proveta as raizes das plantas de cada parcela
experimental, medindo-se o volume de 4gua deslocado em mm?®,

Massa seca de raizes: o sistema radicular das plantas de cada parcela experimental
foi devidamente acondicionado em sacos de papel e levados para secagem em estufa de
circulagao forcada de ar a 60°C por 72 horas. Logo apds, foi determinada a massa seca com
auxilio de uma balanga analitica.

Altura das plantas: foi determinada medindo a distancia entre o colo da planta até
a extremidade da folha mais expandida, com auxilio de uma régua milimétrica.

Massa seca da parte area: a parte aérea das plantas de cada parcela experimental
foi devidamente acondicionada em sacos de papel e levados para secagem em estufa de
circulagao forcada de ar a 60°C por 72 horas. Logo apds, foi determinada a massa seca com

auxilio de uma balanga analitica.
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Ap0s a realizacdo da andlise de regressao das variaveis e obtencdo da concentracdo
de 4cido humico que desencadeou melhor resposta na planta um novo experimento foi montado
utilizando a concentragdo 6tima recomendada. Essa concentracdo foi obtida através das médias

dos pontos de inflexdo pela derivagdo das equagdes de regressio.

3.6 Experimento 3: Medida de acidez em solucio possivelmente associada a atividade dos

tratamentos sobre as H'-ATPases

O experimento foi conduzido no laboratério de Producdo Vegetal da Universidade
Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri, Campus Unai. O delineamento experimental
utilizado foi em blocos casualizados, com quatro tratamentos e quatro repetigdes. Cada parcela
experimental foi composta por um vaso do tipo Leonard com volume de dois litros, contendo
duas plantas. Os tratamentos foram: T1: controle (sem o acido humico ¢ sem o fungo); T2:
somente o acido hiimico na concentragdo de 200 mg L™'; T3: somente o fungo Serendipita
Indica; T4: 4cido hiimico na concentracdo de 200 mg L™! e o fungo Serendipita indica.

Para a realizacdo desse experimento, primeiramente foi feita a germinacdo das
sementes do feijoeiro em caixa de areia contendo como substrato areia e vermiculita na
proporgdo 1:1. Quatro dias apds a germinacdo das sementes foi realizado o transplantio das
plantulas para vasos do tipo Leonard, contendo como substrato areia e vermiculita na propor¢ao
1:1. Para os tratamentos que receberam o fungo, esse foi aderido ao sistema radicular das
plantulas no momento da realizacdo do transplantio, sendo adicionados trés discos fungicos de
1 cm de didmetro de forma equidistante em torno do sistema radicular de cada planta. Apds o
transplantio, as plantulas foram aclimatadas por 24 horas, periodo no qual receberam apenas
agua. Apos a aclimatacdo, foram adicionadas as solu¢des de CaCl, 2,0 mM ou CaClx 2 mM +
acido humico, na parte inferior do vaso Leonard (solugdo) de acordo com os tratamentos.

A estimativa da atividade da H'-ATPase foi avaliada pela medi¢do da acidez em
solucdo (SILVA et al., 2015). As plantas foram submetidas aos tratamentos durante 18 dias e
apos esse periodo foram retiradas dos vasos Leonard, em agua corrente e suas raizes lavadas
até a retirada completa dos residuos do substrato. Posteriormente as duas plantas de cada parcela
experimental foram colocadas em beckers contendo 500 mL de solugdo de CaCl, 2mM apH 7.
Para realizagdo dessa avaliacdo, foram feitas 7 medidas do pH da solugo no tempo 0, 20, 40,
60, 80, 100 e 120 minutos, com auxilio de um pHmetro de bancada PHS-3E. Apds a avaliag@o,

as raizes de cada parcela foram separadas da parte aérea e colocadas para secar em estufa com
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circulagao forgada de ar na temperatura de 65°C até obtencdo de peso constante. A quantidade

de H" foi expressa em extrusdo de H' por grama de massa seca de raiz.

3.7 Experimento 4: Influéncia do acido humico e do fungo Serendipita indica na taxa de
colonizacio fungica, fisiologia, crescimento, produtividade e acimulo de nutrientes do

feijoeiro

Esse experimento foi realizado em vasos na casa de vegetagdo localizada na
Faculdade de ciéncias e tecnologia de Unai (FACTU). A cultivar de feijao utilizada foi a TAA
Dama. Esta cultivar apresenta ciclo de 85 a 95 dias, porte prostado e habito de crescimento
indeterminado tipo III (MAPA, 2022).

O experimento foi conduzido em delineamento em blocos casualizados com quatro
tratamentos e cinco repetigdes. Cada parcela experimental foi composta por um vaso de
polipropileno com volume de oito litros, contendo duas plantas. Os tratamentos foram: T1:
controle (sem o &cido humico e sem o fungo); T2: somente o acido hiimico na concentragdo de
200 mg L'; T3: somente o fungo Serendipita Indica; T4: 4cido hiimico na concentragio de 200
mg L! mais o fungo Serendipita indica.

Para a realizacdo desse experimento, primeiramente foi feita a germinacdo das
sementes do feijoeiro em caixa de areia contendo como substrato areia e vermiculita na
proporg¢ao 1:1. Quatro dias ap6s a germinagdo das sementes foi realizado o transplantio das
mudas para os vasos de polipropileno contendo o solo Latossolo Vermelho ndo autoclavado,
para estudar o efeito dos tratamentos na condi¢do natural de cultivo. Esse solo foi coletado na
fazenda Santa Paula da UFVJM na profundidade de 0-20 cm e foi previamente adubado
conforme a andlise do solo (Tabela 2). A adubagdo de plantio constou de 280 mg de P>Os e 160
mg de N por vaso, utilizando superfosfato simples como fonte de fosforo e sulfato de amonio
como fonte nitrogenada. A adubag@o de cobertura foi realizada aos 28 dias apos a emergéncia
das plantas, sendo aplicado 240 mg de nitrogénio por vaso utilizando o sulfato de amdnio como
fonte de nitrogénio. Os calculos de adubagdo do solo foram realizados considerando o volume
de solo do vaso e relacionando com o volume de solo de 1 hectare, considerando a camada de

0-20 cm. O solo utilizado nesse experiemento nio foi autoclavado.



24

Tabela 2 - Resultado da analise quimica e fisica do solo utilizado no experimento.

Parametro Resultado Unidade
pH em agua 5,77 -
Matéria Organica (MOS) 3,91 dag kg'!
Carbono Organico Total 2,26 dag kg'!
Potassio - K 348,18 mg dm’
Fosforo - P (Mehlich) 38,3 mg dm’
Enxofre - S 7.86 mg dm™
Calcio - Ca2+ 4,55 cmolc dm?
Magnésio - Mg2+ 2,5 cmolc dm™
Aluminio - Al3+ <0,1 cmolc dm?
Acidez potencial (H+Al) 1,82 cmolc dm™
Boro - B 0,48 mg dm’
Cobre - Cu 1,78 mg dm’
Ferro - Fe 71,36 mg dm’
Manganés - Mn 25,28 mg dm’
Zinco - Zn 5,64 mg dm’
Areia 19 %
Silte 47 %
Argila 34 %

Antes da realizacdo do transplantio, todos os vasos contendo o solo foram
umedecidos com agua ou solucdo de acido humico, de acordo com o tratamento, com a
quantidade determinada com base na capacidade de campo do solo. Para os tratamentos que
receberam o fungo, esses foram aderidos ao sistema radicular do feijoeiro, no momento do
transplantio, sendo adicionados trés discos do fungo, de 1 cm de didmetro, por planta. Para os
tratamentos que receberam o acido hiimico, a aplicacdo desse foi realizada ap6s o transplantio,
no estadio fenologico V3 (Primeira folha trifoliolada) e no estadio RS (surgimento dos
primeiros botdes florais), ou seja, em fases fisioldgicas importantes da cultura do feijoeiro.

A irrigacdo foi realizada de acordo com a evapotranspiragdo da cultura por meio de
microaspersores, mantendo a umidade do solo préxima a capacidade de campo. O controle de
plantas daninhas foi realizado de forma manual sempre que necessario. Foi aplicado 6leo de
neem para controle de mosca branca e tripes, pragas identificadas durante o ciclo da cultura.
Nao foi necessario aplicacdo de produtos quimicos para controle de doengas.

Aos 48 dias apo6s a emergéncia foram realizadas as analises fisioldgicas, no horario
de 16:40 da tarde, utilizando o equipamento MultispeQ V 2 vinculado ao aplicativo PhotosynQ
foi realizada a coleta dos dados em duas folhas por parcela experimental, sendo feita as
medigdes em uma folha de cada planta. Para obtencdo das leituras foi escolhida a folha
localizada no terco médio da planta. As variaveis obtidas pelo equipamento foram eficiéncia

quéntica efetiva do fotossistema I1 (Phi2), extingdo de energia ndo fotoquimica (PhiNPQ), perda
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de energia ndo regulada (PhiNO), fluxo linear de elétrons (LEF), condutividade de protons da
ATP sintase do cloroplasto (gH"), taxa relativa de fluxo de protons do estroma para o limen
(vH"), indice SPAD e sinal de deslocamento eletrocrémico (ECS).

Aos 86 dias apds a germinacdo das sementes as plantas estavam completamente
secas, caracterizando o final de seu ciclo de cultivo, entdo foi realizada a colheita das vagens e
a retirada das plantas do vaso para avaliacdo das seguintes variaveis: colonizacao fingica das
raizes, altura de plantas, comprimento de raiz, volume de raizes, massa fresca e massa seca de
raizes e massa seca da parte aérea, nimero de vagens por planta, nimero de graos por vagem,
massa de cem graos e produgdo de graos por parcela.

Colonizacao fingica: primeiramente foi retirado, do sistema radicular de cada
parcela, fragmentos de 1 cm da por¢do inicial, mediana e final das raizes. Esses fragmentos
foram colocados em tubos falcon de 15 mL, contendo dgua e armazenados em geladeira para
posterior andlise. A colonizacdo fungica nos diferentes tratamentos foi determinada de acordo
com a metodologia descrita por Phillips e Hayman (1970), com adaptacdes, 81 dias apos a
inoculacdo. As amostras das raizes foram limpas e levadas em banho maria dentro de tubos
Falcon preenchidos com solu¢do de KOH 10% por 60 minutos. Ap6s a clarificagdo das raizes,
elas foram lavadas com agua corrente e colocadas em outros tubos Falcon com azul de tripano
0,02% por 20 minutos, para coloragdo. Posteriormente o excesso de corante foi removido em
lactoglicerol (composigdo 1:1:1 de acido latico, glicerina e 4gua) uma hora antes da observagao.
Posteriormente, em cada tratamento foi realizado cortes aleatorios de quatro fragmentos de raiz
de 1 cm de comprimento e colocados em laminas para visualizacdo em microscopio optico de
luz com aumento de 40 vezes A colonizagdo fungica foi determinada pela presenca de esporos
dentro do cortex das raizes. O percentual de colonizagdo foi determinado utilizando a seguinte
formula: colonizagdo de raiz (%) = [(numero de segmentos colonizados/ numero total de
segmentos analisados) x 100.

Altura de plantas: A altura das plantas foi determinada com auxilio de uma trena,
efetuando as medigdes a partir do colo da planta até o seu apice.

Para avaliacdo das variaveis relacionadas ao sistema radicular do feijoeiro,
primeiramente as raizes foram retiradas do vaso, com maxima preservagao, utilizando jatos de
agua até o completo desprendimento da raiz com solo. Nesse processo, foram utilizadas duas
peneiras abaixo do vaso para reter os possiveis fragmentos de raizes perdidos durante a
lavagem.

Comprimento de raiz: Foi obtido o comprimento de raiz da parcela experimental,

visto que as raizes estavam bastante entrelagadas e o processo de separacdo poderia ocasionar
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grandes perdas. Para isso, mediu-se com auxilio de uma trena, o comprimento do inicio do
desenvolvimento das raizes proximo ao colo da planta até o seu maior comprimento.

Volume de raizes: A avaliagdo do volume de raizes por parcela foi determinada
com auxilio de uma proveta de 250 mL. Para isso, primeiramente a proveta foi preenchida com
agua até a marcacao de 100 mL, em seguida foi colocado o sistema radicular da parcela em seu
interior e o volume de raizes foi obtido por meio do deslocamento de agua na proveta.

Massa fresca de raizes: Foi obtida por meio de pesagem, com auxilio de uma
balanga analitica.

Massa seca de raizes e parte aérea: A parte aérea e o sistema radicular das plantas
de cada parcela experimental foram devidamente acondicionados em sacos de papel e levados
para secagem em entufa de circulagdo forcada de ar a 65°C por 72 horas. Logo apos foi
determinado massa seca com auxilio de uma balancga analitica.

Numero de vagens por planta: Determinado por meio da contagem da quantidade
de vagens em cada planta.

Numero de griaos por vagem: Determinado por meio da contagem da quantidade
de graos em cada vagem.

Massa de cem griaos: Determinada por meio da pesagem de 100 graos de cada
parcela experimental, corrigindo o valor de umidade para 13%.

Producio por parcela: Determinada por meio da pesagem de todos os graos da
parcela experimental, corrigindo o valor de umidade para 13%.

Apos a secagem das raizes em estufa de circulagdo for¢ada de ar, o material obtido
foi triturado no moinho de facas tipo croton TE-625, utilizando uma peneira de 1mm de
diametro, buscando assegurar a homogeneidade da amostra. Posteriormente, foram retirados
1,2g das raizes trituradas para avaliagdo do teor dos macronutrientes nitrogénio (N), fosforo
(P), potassio (K), calcio (Ca), magnésio (Mg) e enxofre (S) e dos micronutrientes: ferro (Fe),
manganés (Mn), cobre (Cu), zinco (Zn) e boro (Bo).

As determinagdes analiticas foram realizadas na Escola Superior de Agricultura
Luiz de Queiroz (ESALQ), no departamento de ciéncia do solo, utilizando os respectivos
métodos: digestdo sulfurica (N); digestdo nitroperclorica (P, K, Ca, Mg, S, Cu, Fe, Mn e Zn) ¢
incineragdo (B). A determinacdo do teor de cada nutriente foi realizada através de colorimetria
(P, B); turbidimetria (S); fotometria de chama (K); espectrofotometria de absor¢do atomica (Ca,

Mg, Cu, Fe, Mn e Zn) e Kjeldahl (N) (EMBRAPA, 2009).
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3.8 Analise estatistica

Os dados apresentados foram submetidos a andlise de varidncia pelo teste F.
Quando significativos, os efeitos das concentragdes do acido humico no crescimento do fungo,
crescimento inicial do feijoeiro e da influéncia do acido hiimico e do fungo Serendipita indica
na H™-ATPase ao longo do periodo de avaliagdo foram comparados pela analise de regressio.
O ajuste de regressio foi efetuado pelo coeficiente ajustado (R?), bem como com a explicacio
bioldgica. Os efeitos dos tratamentos contendo acido hiumico e o fungo Serendipita indica no
crescimento, fisiologia e produtividade do feijoeiro foram comparados pelo teste de Tukey, a
5% de significancia. As analises foram realizadas com o auxilio do software estatistico SISVAR

(FERREIRA, 2019).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacao do acido humico isodado de vermicomposto

O intuito dessa caracterizacao foi verificar se os acidos hiimicos de vermicomposto
utilizados nessa dissertagdo possuiam caracteristicas quimicas semelhantes a de outros
materiais hiumicos descritos na literatura, onde, apds um analise criteriosa da Tabela 3 foi
possivel constatar que o material utilizado possui similaridades quimicas com outros varios
encontrados em diferentes trabalhos (CANELLAS er al.,, 2002, DOBBSS et al, 2009,
CANELLAS et al., 2012, BARROSO et al., 2019, ARAUJO et al., 2021) podendo, portanto,

ser utilizado incontestavelmente como bioestimulante vegetal.

Tabela 3. Composicdo elementar, relacbes atomicas, acidezes carboxilicas (COOH),
fenolica (OH Fenolico) e total, relacio E4/E¢ e indice de fluorescéncia (IF) dos acidos

himicos de vermicomposto.

C H N O CN HC ocC coou  OH Addez o o ip
Fenolico Total
% Relagdes atdmicas cmol Kg'! - u.a
48,06 6,74 6,44 67,60 8,78 1,69 1,06 201,86 1318,10 1519,96 5,73 112,0
+ + + + + + + + + + + +

337 0,75 0,54 387 1,16 021 0,12 19,87 169,55 188,75 0,41 4,14
u.a = unidades arbritarias

valores representam as médias (quatro repeti¢oes para cada andlise) mais ou menos os seus desvios padrdes.
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4.2 Ensaio preliminar de concentacgoes de acidos himicos sobre o crescimento fiingico

Todos os tratamentos testados apresentaram comportamento semelhante, para o
crescimento do micélio, sendo observado aumento gradativo do didmetro do micélio fungico

ao longo do tempo de incubagdo (Figura 1).

Figura 1 - Crescimento médio do fungo Serendipita indica em placas de petri contendo

meio Kaefer modificado e diferentes concentrac¢oes de acido himico.
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Nenhuma das concentragdes de dcido himico utilizadas nesse trabalho restringiram
o crescimento fungico, indicando, portanto, a possibilidade do uso do acido humico juntamente
com o fungo Serendipita indica em quaisquer concentragdes de acido himico testadas.

Varios estudos descritos na literatura confirmaram que os acidos humicos podem
promover alteragdes na comunidade microbiana do solo, demonstrando que o acido humico
pode excerce influencia na coloniza¢do do fungo Serendipita indica o que pode favorecer a
promogao do crescimento das plantas. Gryndler ez al. (2005) avaliando o efeito do acido humico
sobre o fungo micorrizico arbuscular Glomus claroideum BEG 23, identificaram que as plantas
tratadas com esse bioestimulante apresentaram aumento significativo no comprimento do
micélio extrarradical e estimulo da colonizagdo micorrizica. Li et al. (2019) constataram
alteragdes na estrutura da comunidade microbiana do solo ap6s tratamento com acido humico,
aumentando a abundancia de microrganismos benéficos, como fungos pertencentes ao filo

Basidiomycota, e reduzindo a de microrganismos patogénicos.
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4.3 Influéncia de diferentes concentrac¢ées dos acidos hiumicos no crescimento inicial do

feijoeiro

Analisando os resultados da analise de varidncia para o crescimento inicial do
feijado-comum sob concentragdes de acido humico (Tabela 4) constata-se que as concentragdes
de acido himico influenciaram apenas no crescimento radicular do feijoeiro, sendo observado
diferenca significativa para todas as variaveis avaliadas. Para o crescimento da parte aérea ndo
foi observado diferenca significativa para altura de plantas e massa seca da parte aérea. Esses
resultados demonstram que o efeito inicial do acido humico ocorre principalmente no sistema

radicular das plantas, conforme também pode ser observado na Figura 2.

Tabela 4. Analise de variancia para as variaveis area radicular (AR), nimero médio de raizes
(NR), diametro médio de raizes (DR), comprimento de raizes (CR), volume de raizes (VR),
massa seca de raizes (MSR), altura de plantas (ALT) e massa seca da parte area (MSPA) de
plantas de feijdo-comum submetidas a diferentes concentragdes de acido humico.

Quadrado médio
FV GL
AR NR DR CR VR MSR ALT MSPA
Concentracdes 5 511,87 959.4™ 0,0019" 47462,8™ 6,57 0,006 4,1 0,011™
Blocos 3 22,8 51,37 0,00018™ 3381,2° 0,8 0,000 13,3" 0,056™
Residuo 15 1,2 2,5 0,00002 863,7 0,2 0,002 4,0 0,022
CV (%) 0,92 1,71 0,84 3,15 13,16 16,55 7,23 19,58

s Significativo, * significativo a 5% e ** significativo a 1% de significancia pelo teste F.

Figura 2 - Sistema radicular de plantas de feijoeiro submetido a diferentes

concentracoes de acido humico. Unai-MG, 2022.
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Ao analisar os dados apresentados nas figuras 3A e 3B constata-se que as diferentes
concentracdes de acido humico influenciaram a area radicular ¢ o nimero de raizes laterais do
feijoeiro. Houve um aumento crescente nos valores das variaveis estudadas até a concentracio
de 4cido hiimico de 200 mg L', representando um incremento de 20,85% na é4rea radicular e
41,70% no numero de raizes laterais em comparagdo com a testemunha. A partir dessa
concentracdo foi observado um decréscimo na area radicular e nimero de raizes laterais da

planta.

Figura 3 - Area radicular (A) e nimero médio de raizes laterais (B) de feijoeiro
submetido a diferentes concentracoes de acido hiumico. Unai-MG, 2022.
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O aumento gradativo do numero de raizes laterais das plantas tratadas com
concentragdes de acido himico de até 200 mg L' (Figura 3B), pode ser justificado pela
semelhanca que esse bioestimulante possui com as auxinas. Os acidos hiimicos podem possuir
acdo tipo auxinica atuando diretamente como hormoénio, ou podem estimular a sintese de
horménios enddgenos ou de vias de sinalizacdo hormonal (ZANDONADI et al., 2010;
ZANDONADI et al., 2014). De acordo com Casimiro et al. (2001); Canellas e Olivares (2014)
o fitormonio auxina ¢ considerado um dos principais compostos morfogénicos das plantas e a
acdo desse hormonio pode induzir a formagio de raizes laterais, ativando grupos de células do
periciclo e estabelecendo sitios mitoticos da raiz lateral.

Dobbss et al. (2007) estudando a atividade biologica do acido hlimico no mutante
diageotropica (dgt) de uma miniatura de tomate menos sensivel a auxina, cultivar [micro-tom
(MT)], observou que o 4cido humico ndo estimulou o desenvolvimento de raizes laterais,
confirmando a atividade tipo auxinica dos acidos himicos e sugerindo que os acidos humicos

precisam da via de transdugdo de sinaliza¢do da auxina.
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As auxinas além de promoverem aumento no nimero de raizes laterais, exercem
influéncia no crescimento das plantas pelo aumento da expressio da H"ATPase da membrana
plasmatica. Essa enzima realiza o transporte ativo de protons para o meio extracelular,
ocasionando uma redu¢@o do pH apoplastico que permite a ativagdo de enzimas relacionadas
com a expansao celular (FACANHA et al., 2002), sendo assim firmada a teoria de crescimento
acido.

Canellas et al. (2002) investigando o desenvolvimento inicial das raizes laterais ¢ a
atividade da H'-ATPase em plantulas de milho tratadas com diferentes concentragdes de acido
humico, isolado de vermicomposto de esterco de minhoca, observou que as plantulas tratadas
por sete dias com acido himico apresentaram maior nimero de sitios de emergéncia de raizes
laterais e comprimento radicular total, resultando em maior area radicular, sendo também
constatado aumento da expressdo da H-ATPase da membrana plasmatica.

A bioatividade do 4cido hiimico pode ndo estar relacionada apenas com a presenca
de auxinas na sua estrutura supramolecular. Zandonadi et al. (2007) avaliando mudas de milho
submetidas a diferentes fontes de acido htimico ou acido indolacético (AIA) em diferentes
concentragdes verificaram que tanto as fontes de acido himico como as concentragdes de AIA
aumentam a atividade da H'-ATPase ¢ a proliferacdo de raizes laterais. Contudo, as fontes de
acido humico induziram cerca de 50% mais sitios mitoticos, maior massa fresca de raizes e
maior area radicular que a concentracdo mais eficaz de AIA. Assim, mesmo que os acidos
humicos apresentem atividade biologica semelhante a das auxinas, pode haver em sua complexa
estrutura outras moléculas bioativas que induzem a atividade da H'-ATPase e auxiliam no
crescimento radicular (CANELLAS et al., 2002; ZANDONADI et al., 2007), como por
exemplo as alcamidas (ZANDONADI et al., 2019).

Os efeitos das auxinas no desenvolvimento radicular das plantas variam conforme
as concentragdes aplicadas. Baixas concentragdes de auxinas (107" a 10° M) estimulam o
crescimento da raiz primaria, enquanto concentracdes mais elevadas (10 a 10°° M) estimulam
a emergéncia das raizes laterais e pelos radiculares, inibindo o crescimento da raiz primaria
(ZANDONADI et al., 2007). Pinheiro et al. (2010) relataram que baixas concentracdes de AH
aumenta o numero de raizes laterais, proporcionando elevada area radicular podendo contribuir
para uma maior absor¢ao de nutrientes.

Uma das principais diferengas entre o modo de acdo das auxinas e das substancias
humicas ¢ que as auxinas estimulam o desenvolvimento das raizes laterais em concentragdes

que tem efeito inibitdrio no crescimento da raiz primdria. Ja os acidos humicos induzem a
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emergéncia das raizes laterais em concentracdes que aumentam o crescimento das raizes
primarias (VAUGHAN e MALCOLM, 1985).

Os resultados para as variaveis didmetro médio de raizes e comprimento médio de
raizes estdo apresentados na Figura 4. O maior valor para as variaveis foi obtido na
concentracdo de dcido humico 200 mg L'!. Apds essa concentragdo houve redu¢do acentuada
no valor das variaveis. A concentragdo de 400 mg L™! foi a que apresentou menor didmetro e

comprimento médio de raizes, se comparado a todos os tratamentos.

Figura 4 — Diametro médio de raizes (A) e comprimento médio de raizes (B) de feijoeiro

submetido a diferentes concentracoes de acido humico. Unai-MG, 2022.
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O aumento crescente do didmetro médio de raizes até a concentragcdo de 200 mg L
' de 4cido humico observado neste trabalho, diverge de alguns resultados de pesquisa
encontrados na literatura. Tavares et al. (2020) avaliando alteragdes morfoldgicas no sistema
radicular do arroz ao longo do tempo em resposta a aplicacdo de acido humico, isolado de
vermicomposto, constatou que a aplicagao crescente de acido humico até a concentracdo de 150
mg L' estimulou o nimero e o comprimento das raizes laterais superfinas, reduzindo
consequentemente o didmetro médio das raizes. Entretanto, no presente trabalho a redugdo do
diametro médio das raizes foi observado com concentragdes de dcido humico maiores que 200
mg L', sugerindo assim que concentragdes inferiores a esse valor induziu a emergéncia das
raizes laterais do feijoeiro bem como seu crescimento, sem reduzir o seu didmetro.

Esses diferentes efeitos mediados pelo fornecimento do 4acido humico no
desenvolvimento radicular podem estar relacionados com as diferentes caracteristicas
estruturais dos acidos humicos (OLAETXEA et al., 2018) bem como sua hidrofobicidade, uma

vez que os dominios hidrofobicos dos acidos hiimicos podem aprisionar moléculas bioativas
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como as auxinas que sdo liberadas na presenca de acidos organicos simples, exsudados do
sistema radicular das plantas. Assim, além da hidrofobicidade a atividade bioldgica do material
humico depende de sua conformacao suficientemente 14bil para liberar as moléculas bioativas
(DOBBSS et al.,, 2010). Portanto torna-se dificil a comparacdo dos resultados de pesquisa, uma
vez que a bioatividade do acido humico ¢ depende de uma série de fatores, dentre eles a fonte
utilizada, método de extracdo, composi¢do quimica, espécies de plantas, concentragdes testadas
e até mesmo a forma de aplicagao.

Entretanto, Conselvan ef al. (2017) avaliando os efeitos da aplicacdo de substancias
humicas, isoladas de Leonardita, na cultura do milho verificaram que as plantas tratadas
apresentaram incremento no didmetro radicular. De acordo com os autores, as substancias
himicas induziram a diferenciagdo das células do cilindro central da raiz, sendo o aumento do
didmetro radicular decorrente da maior deposi¢do de lignina na parede celular das plantas
tratadas com substancia hiimica (NARDI et al., 2000).

O aumento crescente do comprimento médio de raizes até a concentragdo de acido
himico de 200 mg L', bem como sua redugdo a partir dessa concentragdo, conforme
apresentados na figura 4B sdo semelhantes aos efeitos da auxina postulada na teoria do
crescimento acido na qual elevadas concentragdoes de AIA inibem o crescimento das raizes
(ZANDONADI et al., 2013), assim o desenvolvimento radicular geralmente ¢ obtido em baixas
concentragdes de material himico. Muscolo e Sidari (2009), estudando a atividade biologica
do 4cido hiimico, nas concentragdes de 1 e 5 mg de C L™, no crescimento de calo em Pinus
nigra, verificou que a maior concentragdo testada causou estresse oxidativo no calo, sendo
observado pelo aumento do teor de H2O» e de enzimas oxidativas.

Analisando os resultados apresentados na Figura 5 observa-se que houve um
incremento no volume de raizes, estimada pela equagdo de regressdo, até a concentragdo de
4cido humico de 270,6 mg L'!. Para a varidvel massa seca de raizes constata-se incremento até
a concentragio de 214,5 mg L. Baldotto e Baldotto (2016) avaliando o desempenho inicial do
milho em resposta ao tratamento das sementes com acidos hiimicos isolados de bokashi
observaram incremento na massa seca de raizes até a concentracdo de 40 mmol L™ do 4cido
humico. Lidtke ef al. (2021) também relatam aumento na massa seca das raizes de plantas de
alface com o tratamento com acido hiimico aos 35 ¢ 48 dias ap6s o transplantio.

O maior volume e massa seca de raizes esta diretamente relacionado com o aumento
do numero médio de raizes laterais, comprimento e didmetro de raizes proporcionado pela

aplicacdo do acido humico. O maior volume radicular ¢ de grande importancia para aumentar
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a absor¢do de agua e nutrientes pelas raizes das plantas pois, de acordo com Borcioni et al.

(2016), essa variavel apresenta relagdo direta com o volume de solo explorado pelas raizes.

Figura 5 - Volume de raizes (A) e massa seca de raizes (B) de feijoeiro submetido a

diferentes concentracoes de acido hiimico. Unai-MG, 2022.
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Através dos resultados apresentados na Tabela 5 pode-se verificar que a
concentracdo média de acido humico que desencadeou melhor resposta no crescimento inicial

do feijoeiro foi de 201,3 mg L'

Tabela 5 - Modelo de concentracio resposta para plantas de feijao apds 10 dias em

tratamento com acido hiimico oriundos de vermicompostagem.

Caracteristicas Equacdo: (y=b2x*+blx +b0) R? P ()Ct(i);;e?;lgﬁf)

AR y=-0,0006x*+0,2328x + 111,48 0,988 <0,0001 194,0

NRL y =-0,0009x* + 0,3429x + 81,44 0,993 <0,0001 190,5

DR y=-1,17E%x* + 0,0004x + 0,5478 0,989 <0,0001 170,9

CR y =-0,0055x% + 1,8409x + 894,74 0,989 <0,0001 167,4

VR y=-4,01E%x*+0,0217x +2,4489 0,748 <0,0001 270,6

MSR y=-1,632E%x2+ 0,0007 + 0,2465 0,712 <0,0001 214,5
Média 201,3

AR: area radicular; NRL: numero de raizes laterais; DR: diametro médio de raizes; CR: comprimento médio de

raizes; VR: volume de raizes; MS: massa seca de raizes.

Para facilitar a indicacdo e calculos foi adotada a concentragio de 200 mg L™! como
ideal. Silva ef al. (2011) obteve a concentragio de 160 mg L' como a ideal para o crescimento
radicular do Solanum lycopersicum L. apds o tratamento com solugdes de acido humico. Ainda,

segundo os autores, o aumento no crescimento das raizes ¢ um dos principais efeitos
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fisiologicos das substancias humicas e depende da espécie, idade das plantas, bem como da

fonte e concentracdo utilizada.

4.4 Medida da acidez em solucio

Os mecanismos pelos quais os dcidos humicos afetam a fisiologia das plantas ainda
sdo pouco compreendidos. Entretanto, a atividade da H+-ATPase da membrana plasmatica é
considerada um indicador fisiologico util da bioatividade dos 4cidos hiimicos (AGUIAR et al.,
2013), ja que os acidos humicos sdo dotados de atividade hormonal e podem alterar o gradiente
eletroquimico de protons da membrana plasmatica por meio da modulagdo das bombas de
protons (ZANDONADI et al., 2016), que pode ser estimada indiretamente pela medida das
acidezes de solugdes apos exposicdo das plantas aos diferentes tratamentos por um periodo de
tempo determinado. No caso dessa dissertac@o as plantas foram submetidas aos tratamentos por
18 dias, ja que para verificar apenas o efeito dos tratamentos na extrusao de protons foi utilizado
um meio minimo de CaCl> 2mM para nutricdo das plantas permitindo a sobrevivéncia das
mesmas por um periodo limitado.

Todos tratamentos apresentaram aumento crescente na extrusao de protons ao longo
dos 120 minutos de avaliacdo. As plantas tratadas com acido humico, fungo e acido hiumico +
fungo apresentaram maior extrusdo de protons em comparagdo com a testemunha, sendo o
maior valor observado no tratamento acido humico + fungo (Figura 6).

De acordo com Aguiar et al. (2013) a estimativa da atividade da enzima H'-ATPase
por meio da medida da acidez em solugdo ¢ um método simples que pode ser utilizado para
verificagdo da bioatividade das substancias humicas, apesar da acidez resultante das plantas
tratadas com os diferentes materiais humicos nao ser exclusivamente devido aos estimulos das
bombas de protons, pois pode estar relacionada a producdo de CO2 pela respiragdo celular.

O aumento do teor de auxina decorrente do fungo Serendipita indica estimula as
vias de sinalizacdo de auxinas (CHENG et al., 2022) e ativa genes de resposta a auxina
envolvidos na regulagdo do crescimento, como os genes para bombas de protons (DONG et al.,
2013). Sendo assim, a extrusdo de protons obtida nas plantas tratadas com o fungo pode ter
sofrido influéncia da ativagdo da H™-ATPase da membrana plasmatica, mediante aumento do

teor de auxina nas raizes.
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Figura 6 — Extrusao de protons de raizes de feijao em combinacdes de tratamentos com

acido humico e o fungo Serendipita indica.
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A maior extrusdo de protons obtida no tratamento acido hiimico + fungo pode
indicar efeito sinérgico da utiliza¢ao dos dois bioestimulantes, ja que apresentou valor superior
ao efeito isolado tanto do fungo quanto do acido hiimico. Entretanto, é necessario a realizacdo
de novos testes para verificar se a enzima H'-ATPase foi responsavel pela maior extrusdo de
prétons encontrada no tratamento acido hiumico + fungo, ja que a extrusdo de protons pode ser

desencadeada por outros fatores.

4.5 Influéncia do acido humico e do fungo Serendipita indica na taxa de colonizacio
fungica, fisiologia, morfologia, caracteristicas produtivas e acimulo de nutrientes do

feijoeiro
4.5.1 Taxa de colonizacao fungica
O fungo Serendipita indica é capaz de realizar simbiose com uma ampla gama de

hospedeiros e, de acordo com a Figura 7 também pode ter contribuido para colonizagéo

microbiana observada no sistema radicular do feijoeiro. Entretanto, a colonizagdo foi afetada



37

pelos tratamentos testados, sendo as maiores porcentagens de colonizagdo obtida nos
tratamentos fungo (85%), acido humico + fungo (65%), acido hiimico (45%) e testemunha
(25%).

Figura 7 - Micrografia representativa da colonizacio fungica nas raizes de feijao nos
seguintes tratamentos: testemunha (T1), acido humico (T2), fungo Serendipita indica
(T3) e acido htiimico + fungo Serendipita indica (T4). Raizes colonizadas (setas pretas).

As barras nas partes superiores das imagens de cada tratamento representam 20 pM.

A colonizagdo fungica foi observada em todos os tratamentos, mesmo nas plantas

ndo inoculadas com o fungo Serendipita indica, indicando que o sistema radicular do feijoeiro
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foi colonizado por outros microrganismos nativos presentes no solo, que ndo foi autoclavado.
Entretanto, a maior porcentagem de colonizacdo no tratamento fungo seguido do tratamento
acido humico + fungo sugere que os tratamentos que receberam a inoculagdo com o fungo
Serendipita indica apresentaram maior coloniza¢do microbiana.

Segundo Maji et al. (2017) a adi¢do de material organico no solo pode favorecer
diferentes comunidades de microrganismos benéficos. Eshghi e Garazhian (2015) identificaram
aumento na densidade de microrganismos benéficos na presenca de acido humico, demostrando
a importancia desse bioestimulante para comunidade microbiana do solo. Entretanto, no
presente trabalho a redugdo da coloniza¢do microbiana no tratamento acido hiimico + fungo se
comparado ao tratamento fungo indica que o acido hiimico de alguma maneira interferiu
negativamente na colonizagdo fingica. Resultados opostos foram encontrados por Pinos et al.
(2019) que, estudando os efeitos da associagdo de substancias humicas, extraidas de
vermicomposto, com o fungo micorrizico arbuscular Dentisculata heterogama no crescimento
do milho, observaram estimulo da colonizagdo micorrizica nas plantas tratadas com substancias
humicas, resultando no aumento da absor¢do de nutrientes ¢ produgdo de massa seca das
plantas.

Quando foi realizada a inoculagao do fungo Serendipita indica nas plantas o efeito
negativo do acido humico na coloniza¢do microbiana radicular foi minimizado, ja que o
tratamento acido hiimico + fungo apresentou porcentagem de colonizagdo superior ao
tratamento com apenas acido hiumico. Desta maneira a inoculagdo foi importante no processo
de colonizagdo fungica resultando na maior eficiéncia de colonizagao.

A maior porcentagem de colonizacdo fungica encontrada no tratamento fungo,
proporcionou maior comprimento de raizes (Tabela 6), contudo ndo incrementou as
caracteristicas produtivas do feijoeiro, nimero de vagens por planta (NVP), niimero de graos
por vagem (NGV), massa de cem graos (MCG) e produtividade de graos por parcela (PROD)
(Tabela 7). Quando o fungo foi inoculado em conjunto com o 4cido himico foi observado
melhoria nas caracteristicas fisiologicas eficiéncia quantica efetiva do fotossistema II (Phi2),
extingdo de energia ndo fotoquimica (PhiNPQ), fluxo linear de elétrons (LEF) (Figura 8),
condutividade de protons da ATP sintase do cloroplasto (gH"), taxa relativa de fluxo de protons
do estroma para o lumen (vH"), indice SPAD e sinal de deslocamento eletrocromico (ECS)
(Figura 9), sugerindo que o acido humico teve efeito sinérgico com o fungo Serendipita indica

nas caracteristicas fisiologicas analisadas, apesar de reduzir a colonizagdo fungica.



4.5.2 Fisiologia

fotoquimica da fotossintese, energia dissipada na forma de calor e energia reemitida na forma
de fluorescéncia, perda de energia ndo regulada e do fluxo linear de elétrons. Para a variavel
eficiéncia quantica do fotossistema (Phi2) (Figura 8A) observa-se que todos os tratamentos
testados apresentaram diferenga significativa em relacdo a testemunha. Entretanto, ndo foi
observada diferenga significativa entre os tratamentos acido humico, fungo e acido htimico +

fungo. Sendo assim, em média os tratamentos aplicados melhoraram a eficiéncia quantica

efetiva do fotossistema Il em 22,8% em relagdo a testemunha.

Na Figura 8 estdo apresentados os valores da energia luminosa destinada a etapa

Figura 8 - (A) eficiéncia quantica efetiva do fotossistema II (Phi2), (B) extin¢io de

energia niao fotoquimica (PhiNPQ), (C) perda de energia nao regulada (PhiNO) e (D)

fluxo linear de elétrons (LEF) de plantas de feijao em combinacées de tratamentos com
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Para a variavel de fluorescéncia PhiNPQ (Figura 8B), observa-se que o tratamento
acido hiimico + fungo apresentou maior valor diferindo significativamente dos demais
tratamentos. A extingdo ndo fotoquimica (NPQ) é um mecanismo de prote¢do que as plantas
utilizam para a dissipagdo do excesso de energia luminosa (HAZRATI et al., 2016). H4 uma
relagdo inversa entre PhiNPQ e Phi2 (FAN et al., 2014; SHEN et al., 2020) ja que a extingdo
ndo fotoquimica diminui a transferéncia de energia para o fotossistema II, reduzindo assim sua
eficiéncia e consequentemente a quantidade de ATP e NADPH produzidos para assimilagdo de
carbono no ciclo de Calvin. Entretanto, o aumento de PhiNPQ no tratamento acido himico +
fungo pode indicar maior capacidade para reagdes fotoprotetoras podendo reduzir os danos do
aparato fotossintético.

Quando a clorofila absorve um foton de comprimento de onda curto, mais
energético, ela entra em um estado de alta excitagdo. Nesse estado a clorofila € bastante instavel,
assim para permanecer estavel e voltar para um estado de menor excitagdo ela libera parte de
sua energia na forma de calor (TAIZ ef al., 2017). Assim, a fotoinibi¢do nem sempre deve ser
vista como um dano, pois ela pode funcionar como um mecanismo de protecdo, reduzindo a
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), associada a absorgao excessiva de luz pelos
pigmentos fotossintéticos (TAKAHASHI e BADGER, 2011).

A maior perda de energia ndo regulada (PhiNO) foi observada na testemunha e a
menor no tratamento acido humico + fungo (Figura 8C). O aumento de PhiNO na testemunha
ocorreu em decorréncia da redugdo da eficiéncia quantica efetiva do fotossistema II (Phi2) e da
extingdo ndo fotoquimica (PhiNPQ). J4, no tratamento acido humico + fungo observa-se que
uma maior fracdo de energia luminosa absorvida foi direcionada para a etapa fotoquimica
(Phi2) havendo aumento concomitante do mecanismo fotoprotetor da extingdo ndo fotoquimica
(PhiNPQ) da fotossintese, causando assim uma redugdo na perda de energia ndo regulada
(PhiNO). Valores mais altos de PhiNO sugerem que os mecanismos fotoquimicos e reguladores
de protecio ndo sdo eficientes, podendo levar a superprodu¢io de oxigénio singleto (10»)
reativo causando fotodano no fotossistema Il (GAWRONSKI ef al., 2014). O oxigénio singleto
¢ uma espécie reativa de oxigénio formada principalmente nos centros de reacdo do
fotossistema Il e ¢ citotdoxico para as plantas, uma vez que sua producdo excessiva pode
ocasionar danos oxidativos a varios componentes celulares como lipidios, proteinas e acidos
nucléicos, levando a fotoinibi¢ao da fotossintese ¢ morte celular (DMITRIEVA et al., 2020).

O maior fluxo linear de elétrons (LEF) foi encontrado no tratamento 4cido hiimico
+ fungo e os menores no tratamento fungo e na testemunha (Figura 8D). O gradiente de protons

através da membrana do tilacdide ¢ gerado pelo fluxo de elétrons fotossintéticos (SATO et al.,
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2014). No LEF, os elétrons da dgua sio transferidos para o NADP" reduzindo-o a NADPH.
Esta transferéncia de elétrons gera uma forga motriz de prétons através da membrana do
tilacoide que ¢ usada pela ATP sintase CF1-Fo para formagdo do ATP, entdo o ATP e NADPH
fotoproduzidos sdo utilizados para a fixagdo de CO> pelo ciclo de Calvin (NAWROCKI et al.,
2019).

O LEF ¢ regulado negativamente pela acidificacdo luminal decorrente do gradiente
de prétons. Quando ha redugdo do pH luminal, o fluxo de elétrons é reduzido, como mecanismo
de fotoprotegdo do fotossistema I, a fim de manté-lo oxidado e a extingdo ndo fotoquimica
(NPQ) ¢ ativada para dissipar o excesso de energia absorvida pela clorofila no fotossistema II.
Quando o fotossistema I encontra-se totalmente reduzido ele torna-se suscetivel a fotoinibigdo
¢ a producdo de espécies reativas de oxigénio, podendo assim suprimir a produgdo de energia
(ATP) de reparo para o fotossistema Il em condicdo de fotodano (LU et al., 2020).

Neste trabalho, o tratamento que obteve maior LEF também apresentou maior NPQ.
Esses resultados podem indicar que o tratamento acido hiimico + fungo teve um sistema de
fotoprotecdo do fotossistema I mais eficiente, mantendo assim maior integridade do aparato
fotossintético. J4, os tratamentos fungo e testemunha apresentaram menor LEF e menor NPQ,
podendo indicar que esses tratamentos nao tiveram acidificacdo luminal suficiente para ativar
a exting@o ndo fotoquimica, assim pode ter ocorrido maiores danos ao fotossistema, decorrentes
do acumulo excessivo de energia de excitacao.

Para a varidvel condutividade de protons da ATP sintase do cloroplasto (gH")
obteve-se que o tratamento acido himico + fungo apresentou maior valor quando comparado
aos outros tratamentos testados (Figura 9A). O gH" reflete o efluxo de protons via complexo
ATP sintase e ¢ muito importante para regulagdo do gradiente de protons luminal e
consequentemente do acionamento dos mecanismos de fotoproteg@o das plantas. A diminui¢do
da atividade da ATP sintase do cloroplasto pode induzir a superacidificagdo do Iimen dos
tilacoides e restringir a transferéncia de elétrons do fotossistema II para o fotossistema I,
comprometendo a assimila¢do de carbono e o crescimento das plantas. Ja, o aumento excessivo
da atividade da ATP sintase do cloroplasto pode ocasionar reducdo do gradiente de protons e
causar fotoinibi¢do do fotossistema I (TAKAGI et al., 2017).

O alto valor de gH" no tratamento acido hiimico + fungo veio acompanhado de um
gradiente de protons suficiente para acionar a extingdo ndo fotoquimica da fotossintese,
conforme observado na figura (8B) e evitar a fotoinibigdo. Esse aumento no valor do gH" pode

ter sido decorrente do maior fluxo linear de elétrons observado nesse tratamento.
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Figura 9 - (A) Condutividade de prétons da ATP sintase do cloroplasto (gH"), (B) Taxa

relativa de fluxo de prétons do estroma para o limen (vH"), (C) indice SPAD e (D) Sinal
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(*) Médias transformadas por meio da formula Raiz quadrada — SQRT.

De acordo com Yang et al. (2020) o maior valor de gH" eleva a sintese de ATP e a

relagio ATP/NADPH, favorecendo o LEF pelo aumento da disponibilidade de NADP".

Entretanto, quando o gH" é mantido em um nivel mais baixo, a sintese de ATP ¢ a propor¢do

ATP/NADPH ¢ reduzida, limitando a assimila¢do de carbono da planta pela falta de ATP. Com

a diminuic¢do da taxa de producdo do ATP, o ATP passa a ser consumido a uma taxa maior que

o NADPH, limitando rapidamente o fluxo linear de elétrons pela falta de NADP". Assim, o

menor fluxo linear de elétrons observado nos tratamentos testemunha, acido humico e fungo

podem explicar a menor extingdo ndo fotoquimica desses tratamentos, apesar do menor valor

de gH". Desta forma, a transferéncia de elétrons do fotossistema II para o fotossistema I ndo foi

interrompida, o que pode ter ocasionado fotoinibi¢do e producdo de espécies reativas de

oxigénio, confirmada pelos maiores valores de PhiNO nesses tratamentos.
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O tratamento 4cido humico + fungo apresentou maior taxa relativa de fluxo de
protons do estroma para o limen (VH") através da membrana do tilacdide, se comparado aos
demais tratamentos testados (Figura 9B). Essa variavel ¢ uma medida do influxo total de
protons decorrente do fluxo linear de elétrons (LEF) e fluxo ciclico de elétrons (CEF) (DAHAL
¢ VANLERBERGHE, 2018).

No fluxo linear de elétrons o bombeamento de protons para o lamen dos tilacoides
¢ originado da fotolise da dgua no fotossistema II e do ciclo da quinona no complexo citocromo
bef. Enquanto no fluxo ciclico de elétrons, do fotossistema I, o gradiente de protons é formado
nos tilacdides durante a ciclagem de elétrons da ferrodoxina para o pool de plastoquinona,
retornando ao fotossistema I por meio do complexo citocromo bef e plastocianina (YAMORI e
SHIKANALI, 2016).

As plantas em seu ambiente natural sdo frequentemente submetidas a estresses,
como seca e altas temperaturas e oscilagdes de irradidncia que podem restringir a assimilag@o
de carbono. Nessas condigdes as plantas tornam-se mais susceptiveis a reducdo excessiva dos
centros de reagdo, o que pode ocasionar fotodanos. Além disso, o equilibrio entre a propor¢ao
de ATP/NADPH produzido e exigido para suprir os diferentes processos metabolicos da planta
¢ afetado (BAKER et al., 2007).

O fluxo ciclico de elétrons em torno do fotossistema I, desempenha importante
papel na fotossintese das plantas. Acredita-se que o fluxo ciclico de elétrons possua duas
principais fungdes: suprir o déficit de ATP para o ciclo de Calvin-Benson, conforme exigido
por uma estequiometria 3ATP:2NADPH na fotossintese C3 e contribuir para formacdo de um
gradiente de protons suficiente para ativar a extingdo ndo fotoquimica e proteger o fotossistema
II contra fotodano (FAN et al., 2016).

Diante dos resultados apresentados nesse experimento, pode-se sugerir que o valor
mais elevado de vH' encontrado no tratamento acido hamico + fungo foi em decorréncia do
seu maior fluxo linear de elétrons (LEF) e condutividade de protons da ATP sintase do
cloroplasto (gH"), uma vez que o maior efluxo de protons via ATP sintase do cloroplasto
favorece o fluxo linear de elétrons e consequentemente o bombeamento de prétons do estroma
para o limen dos tilacdides.

Uma outra possivel justificativa para o maior valor de vH" nas plantas tratadas com
acido humico e fungo pode ter sido a contribui¢ao do fluxo ciclico de elétrons para formagio
do gradiente de protons e sintese de ATP. A maior atividade do fluxo ciclico de elétrons pode

favorecer a manutengdo do transporte de elétrons na membrana tilacoide, por auxiliar na
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ativa¢do da extingdo ndo fotoquimica da fotossintese ou na maior atividade de gH" para sintese
de ATP.

A menor taxa relativa de fluxo de protons do estroma para o limen (vH") observada
nos tratamentos testemunha, acido htimico e fungo pode ser justificada pelos menores valores
de fluxo linear de elétrons, extingdo ndo fotoquimica e condutividade de protons da ATP sintase
do cloroplasto encontrados nesses tratamentos.

Avaliando os resultados apresentados na Figura 9C nota-se que as plantas que
receberam os tratamentos com inolulagdo do fungo Serendipita indica e aplicagdo do acido
humico apresentaram indice SPAD superior a testemunha, sendo o tratamento acido hiumico +
fungo o que apresentou maior valor.

O menor indice SPAD observado na testemunha pode estar relacionado ao processo
de absorg¢ao e distribuigdo de nutrientes na planta. O nitrogénio (N) ¢ um elemento que possui
alta mobilidade na planta, sendo assim valores menores de SPAD pode indicar menor acimulo
de N na parte aérea da planta. A andlise nutricional de raizes realizada nesse experimento mostra
que a testemunha obteve maior teor de nitrogénio na raiz, podendo assim ser uma justificativa
para o menor indice SPAD da testemunha. Sendo assim os tratamentos testados nesse trabalho
podem ter contribuido para maior translocag@o de N para parte aérea da planta.

Ainda ndo se sabe com clareza os mecanismos pelos quais os acidos hiimicos
aumentam a fotossintese das plantas (WANG et al., 2019). Entretanto, trabalhos descritos na
literatura com diferentes culturas como alface (HAGHIGHI et al., 2012), milheto (SHEN et al.,
2020) e batata (MAN-HONG et al., 2020) relatam que a aplicag@o desse bioestimulante tem
efeito significativo sobre varios pardmetros fotossintéticos, dentre eles o indice SPAD,
corroborando com os resultados encontrados nesse trabalho.

O maior valor de indice SPAD observado no tratamento acido humico + fungo
também pode estar associado a maior absor¢ao de ferro, obtida na analise nutricional das raizes
das plantas. Liu ef al. (2017) avaliando alteragdes fotossintéticas ao longo do ciclo do arroz,
observou que as plantas tratadas com ferro aumentaram o indice SPAD em relagdo as plantas
ndo tratadas, indicando que o ferro desempenha papel importante no aumento da sintese de
clorofila. O ferro desempenha papel fundamental na fotossintese das plantas, sendo necessario
para sintese de pigmentos, atividade de enzimas fotossintéticas, estrutura do cloroplasto e
cadeia transportadora de elétrons (VIGANI et al., 2013).

O maior sinal de deslocamento eletrocromico (ECS) também foi observado no
tratamento acido himico + fungo (Figura 9D). O ECS representa uma mudanca nas bandas de

absorcdo dos pigmentos fotossintetizantes, sendo linearmente correlacionado com a formagéo
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de um potencial de membrana através das membranas tilacéides na presenca de luz
(BAILLEUL et al., 2010). Este sinal ¢ usado para monitorar a formacdo da forca motriz de
protons nas folhas (FAN et al., 2016).

A forca motriz de protons (pmf) ¢ formada por dois componentes, sendo eles o
gradiente de protons (ApH) e o potencial de membrana (Ay). Ambos contribuem para sintese
de ATP via ATP sintase do cloroplasto, entretanto em plantas superiores o fluxo de elétrons
fotossintéticos e o sistema de fotoprotegao sdo regulados pelo (ApH) (HUANG et al., 2018).

A diminui¢do da for¢a motriz de protons pode ser atribuida ao menor influxo de
protons pelo fluxo linear de elétrons ou maior condutividade de protons na membrana tilacoide
(VELIKOVA et al., 2021). Apesar do tratamento acido humico + fungo ter apresentado maior
condutividade de protons na membrana tilacoide (gH"), sua for¢a motriz de protons, estimada
pelo ECSt, foi superior aos demais tratamentos (Figura 9D). Isso pode indicar que o influxo de
préotons (VH") no tratamento acido himico + fungo foi responsavel por sustentar sua pmf.

Os tratamentos testemunha, apenas acido humico e apenas o fungo Serendipita
indica apresentaram valores mais baixos de influxo de prétons (VH') podendo ter contribuido
para o baixo valor de ECSt encontrado nesses tratamentos. Segundo Rott ef al. (2011) a
diminui¢do do ECSt pode ser considerada um processo de adaptacdo, a fim de atender a baixa
disponibilidade de protons dentro da membrana tilacoide.

A formacdo insuficiente de gradiente de protons (ApH) contribui para uma baixa
extingdo ndo fotoquimica (NPQ) (TOWNSEND et al., 2018). Isso corrobora com os resultados
encontrados neste trabalho, no qual os tratamentos que obtiveram menores ECSt também
apresentam menor extingdo ndo fotoquimica.

A energia luminosa absorvida pelos pigmentos fotossintetizantes, encontrado nos
cloroplastos das plantas, pode ser destinada a trés rotas concorrentes: (1) ser usada na
fotossintese (etapa fotoquimica), (2) ser dissipada como calor e (3) ser reemitida na forma de
luz (fluorescéncia) (MURCHIE e LAWSON, 2013). A determinagdo da fluorescéncia da
clorofila a ¢ um método simples e ndo destrutivel capaz de quantificar a energia destinada nas
trés rotas. Sendo assim ¢ uma ferramenta importante para compreensao do estado do aparato

fotossintético da planta (MAIA JUNIOR et al., 2020).

4.5.3 Morfologia

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 6 observa-se que o

comprimento de raizes foi maior nas plantas tratadas somente com o fungo, com valor médio
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de 39,1 cm, contudo so6 diferiu significativamente da testemunha que apresentou valor médio
de 30,8 cm. Nao houve diferenca significativa entre os tratamentos para as variaveis altura de
plantas, volume de raizes, massa fresca de raizes, massa seca de raizes e massa seca da parte

aérea.

Tabela 6 - Altura de planta, comprimento de raizes (CR), volume de raizes (VR), massa
fresca de raizes (MFR) e massa seca de raizes (MSR) de feijao em combinacdes de
tratamentos com acido humico e o fungo Serendipita indica.

Altura CR VR MFR'T  MSR™T MSPA

Tratamento
(cm) (cm) (ml) (2) (2) (2)
Testemunha 153,4a"  30,8b 4,13 a 4,20 a 1,57 a 12,6 a
AH 1584a 363 ab 385a 398 a 1,43 a 8,7a
Fungo 159,7 a 39,1a 5,09 a 528 a 1,86 a 10,6 a

AH + Fungo 147,5a 33,6 ab 4,63 a 4,80 a 1,73 a 93a
QM Tratamento 153,7" 64,0" 1,51 1,75 0,175 14,8™
CV (%) 15,0 12,5 17,6 17,8 19,34 21,3

I Médias seguidas de mesma letra nfo diferem entre si pelo de Tukey a 5% de significancia. * e ™ Significativo a

5% e nao significativo pelo teste F, respectivamente.

*TDados transformados por meio da formula Raiz quadrada - SQRT.

Apesar do efeito da inoculagdo com o fungo S. indica no presente estudo ter sido
observado apenas no comprimento de raizes, varios trabalhos demostram o efeito positivo da
inoculagdo com o mesmo fungo no crescimento tanto da parte aérea, como do sistema radicular
das plantas. Sabra ef al. (2018) obtiveram aumento na massa seca da parte aérea e das raizes de
plantas de manjericao (Ocimum basilicum), Moreira et al. (2015) observaram aumento na altura
de plantulas de abacaxi, Nautiyal et al. (2010) obtiveram aumento da altura, massa seca e
absorcdo de nutrientes em gréo de bico. Muitos desses estudos tem indicado que a promogao
do crescimento das plantas pelo fungo estd associada a ativagdo da biossintese de auxina ou
inducdo de auxina em plantas hospedeiras. Entretanto, ainda sdo necessdrias mais investigagdes
para explorar a interagdo microrganismo-planta e seus efeitos.

Su et al. (2017) verificaram que a inoculagdo com S. indica esteve intensamente
envolvida no crescimento radicular de plantas de colza (Brassica napus L.) aumentando o
comprimento de raizes, nimero de raizes laterais, bem como a massa fresca e seca de raizes.

Ainda, segundo os autores, o efeito no crescimento radicular pode estar associado a ativacdo da
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biossintese de auxina mediada por Serendipita indica, uma vez que o crescimento radicular é

controlado por esse hormonio.

4.5.4 Caracteristicas produtivas

Analisando os resultados apresentados na Tabela 7, observa-se que o niumero de
vagens por planta foi maior nos tratamentos com a presenga do acido huimico, diferindo
estatisticamente da testemunha e do tratamento apenas com o fungo Serendipita indica. A
variavel produtividade de graos por parcela apresentou comportamento semelhante, com maior
valor no tratamento acido hiimico + fungo, entretanto ndo diferiu estatisticamente das plantas
tratadas somente com o acido hiimico. Nao houve diferenga significativa entre os tratamentos
para as variaveis numero de graos por vagem ¢ massa de cem graos.

O aumento no nimero de vagens e da produtividade de graos pode ser atribuido aos
diversos grupos funcionais das substancias humicas, como grupos carboxilicos, fenolicos,
hidroxilicos e quinonilicos, que favorecem o crescimento das plantas, aumento do nimero de

flores e frutos, resultando em uma maior produtividade das culturas (HALPERN et al, 2015).

Tabela 7 - Niimero de vagens por planta (NVP), nimero de graos por vagem (NGV),
massa de cem graos (MCG) e produtividade de graos por parcela (PROD) de feijao em

combinacdes de tratamentos com acido humico e o fungo Serendipita indica.

Tratamento NVP NGV MCG (g) PROD (g parcela™)
Testemunha 45b 5,5a 284 a 13,61 b
AH 59a 48a 282 a 16,04 ab
Fungo 49b 54a 283 a 14,45b
AH + Fungo 58a 53a 296 a 18,27 a
QM Tratamento 2,29" 0,44 2,25m 21,0°
CV (%) 8,6 19,5 13,5 12,1

I Médias seguidas de mesma letra nfo diferem entre si pelo de Tukey a 5% de significancia. * e ™ Significativo a

5% e nao significativo pelo teste F, respectivamente.

Os acidos humicos possuem a capacidade de estimular a atividade e a eficiéncia
catabolica dos microrganismos benéficos presentes no solo, como micorrizas e antagonistas,
produzindo equilibrio bioldgico ao nivel da raiz. Esses efeitos sdo decorrentes do alto teor de

matéria humificada e presenca de diversos nutrientes, tais como enxofre, fésforo e nitrogénio,
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nessa fracdo da matéria organica do solo (FERNANDO ef al., 2017). Além disso, as maiores
atividades enzimaticas do solo, bem como a maior diversidade funcional, podem ser
encontradas em fracdes do solo com matéria organica abundante (LAGOMARSINO et al,
2012).

Canelas et al. (2013) e Olivares et al. (2015) avaliando o efeito da aplicacdo
combinada de substancias hiimicas e microrganismos promotores de crescimento de plantas
demonstraram que a aplicagdo combinada de bactérias diazotréficas endofiticas e substancias
humicas aumentou a produgéo de graos de milho em 65% e a producido de frutos de tomate em
87,1 % em condi¢des de campo.

Os valores semelhantes entre os tratamentos para as variaveis nimero de graos por
vagem e massa de cem graos (Tabela 7) mostram que essas varidveis sdo mais controladas pelo
fator genético do feijdo em comparacdo a mudanga proporcionada pela aplicagdo do acido
humico e inoculagdo com o fungo S. indica.

No presente estudo o tratamento apenas com a inoculagdo do fungo S. indica ndo
proporcionou aumento nas caracteristicas produtivas do feijoeiro em comparagdo com a
testemunha. Aumento no rendimento de grdos com a colonizacdo de raizes com o fungo S.
indica foram obtidos por Achatz et al. (2010) em cevada. Ainda, segundo os autores a
colonizagdo com o fungo proporcionou desenvolvimento mais rapido e maior atividade

fotossintética das plantas, mesmo em baixas intensidades de luz.

4.5.5 Acumulo de nutrientes nas raizes

Observando o quadro de andlise de varidncia para o teor de macronutrientes, no
sistema radicular do feijoeiro, constata-se que houve diferenca significativa entre os
tratamentos testados para as variaveis nitrogénio (p<0,01) e enxofre (p<0,05). Para os
macronutrientes fosforo, potassio, calcio e magnésio ndo foi observado diferenca significativa
entre os tratamentos, indicando que os tratamentos avaliados ndo influenciaram no teor desses

nutrientes no sistema radicular do feijoeiro nas condi¢des deste experimento (Tabela 8).
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Tabela 8 - Analise de varidncia para o teor dos macronutrientes N (nitrogénio), P
(fosforo), K (potassio), Ca (Calcio), Mg (magnésio) e S (enxofre) acumulados nas raizes

de feijao em combinacgdes de tratamentos com acido humico e o fungo Serendipita indica.

Quadrado médio

FV GL
N P K'T Ca Mg S
Tratamentos 3 19,77 0,24 0,36" 5,91 0,127 3,22°
Blocos 4 8,6™ 0,24 0,52 4,9 0,02 0,16™
Residuo 12 1,5 0,14 0,60 2,5 0,05 0,11
Total 19 - - - - - -
CV (%) 6,1 18,3 27,4 20,1 12,8 7,8

* e ™ Significativo a 5% e ndo significativo pelo teste F, respectivamente.

*TDados transformados por meio da formula Raiz quadrada - SQRT.

O maior teor de nitrogénio na raiz foi encontrado na testemunha e, entre os
tratamentos que receberam acido humico e/ou fungo Serendipita indica, ndo foi observada

diferenga significativa para o teor de nitrogénio das raizes (Figura 10A).

Figura 10 - Valores médios do teor de nitrogénio (A) e enxofre (B) nas raizes de feijao

submetido aos tratamentos com acido hiimico e fungo Serendipita indica.
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O maior teor de nitrogénio encontrado no sistema radicular da testemunha (Figura
10A), pode estar relacionado com a demanda fotossintética da planta. A testemunha apresentou
menor eficiéncia quantica efetiva do fotossistema II (Phi2) (Figura 8A), indicando menor taxa
fotossintética. Esta inferéncia ¢ apoiada nos resultados de indice SPAD (Figura 9C) e

produtividade de graos por parcela (Tabela 7), no qual a testemunha apresentou menores
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valores. Com a menor taxa fotossintética a demanda de nitrogénio para a parte aérea das plantas
foi reduzida, o que pode ter ocasionado acimulo de nitrogénio nas raizes. A menor extrusdo de
H" por grama de raiz seca obtida na testemunha (Figura 6) pode refor¢ar o comprometimento
da fotossintese nesse tratamento, uma vez que a atividade da H'-ATPAse, estimada pela medida
da acidez em solucdo, pode ser dependente da energia produzida na fotossintese.

O tratamento acido humico + fungo apresentou menor teor de nitrogénio na raiz.
Entretanto, foi identificado nesse tratamento maior eficiéncia quantica efetiva do fotossistema
II (Phi2) (Figura 8A) e maior indice SPAD (Figura 9C) e produtividade de graos por parcela
(Tabela 7), indicando maior taxa fotossintética. Com isso podemos inferir que nesse tratamento
a demanda de nitrogénio para a parte aérea das plantas foi maior, podendo ter ocasionado maior
transporte de nitrogénio para as folhas e menor acimulo na raiz. A maior extrusdo de H" obtida
no tratamento acido humico + fungo pode estar relacionada com a melhor eficiéncia
fotossintética obtida nesse tramento.

Os efeitos do fungo Serendipita indica na absorgdo de nitrogénio ainda ndo foram
bem caracterizados e requerem mais estudos. O genoma do fungo S. indica possui
transportadores para diferentes formas de nitrogénio, incluindo transportadores de amonio,
transportadores de aminoacidos, permease de ureia, purina e uracila, contudo ndo contém genes
que codificam a captacdo de nitrato (ZUCCARO et al., 2011). Entretanto, esse fungo demostrou
capacidade de aumentar a assimilag@o de nitrato e o teor de nitrogénio na parte aérea das plantas
por meio da indugdo da enzima nitrato redutase nos tecidos radiculares (SHERAMETT et al.,
2005). Liu et al. (2022) também identificaram melhoria da assimilagdo de nitrogénio mediante
aumento da atividade da enzima nitrato redutase em plantulas de morangueiro colonizadas com
o fungo Serendipita indica.

De acordo com Bajaj et al. (2018) a absor¢ao e transporte de nitrogénio para a parte
aérea das plantas pode ocorrer diretamente por meio de transportadores de uréia, amdnio e
aminoacidos, ainda ndo caracterizados ou indiretamente através da interacdo sinérgica com
rizébios. Neste trabalho os autores identificaram nodulos de maior tamanho em plantas de soja
colonizadas com o fungo Serendipita indica.

A promocgdo do crescimento das plantas colonizadas por Serendipita indica pode
também ser decorrente do aumento da disponibilidade de nutrientes para a planta hospedeira.
Segundo Shahollari et al. (2005) esse fungo ¢ capaz de estimular o crescimento das plantas
antes mesmos da colonizagdo radicular perceptivel, o que pode ser atribuido a maior

disponibilidade de nutrientes e transferéncia para a parte aérea das plantas.
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O 4cido humico pode contribuir para melhoria da nutricdo vegetal de diferentes
maneiras. O proprio desmonte da aparentemente complicada estrutura dos acidos humicos,
resultante da liberag@o de acidos organicos pelas raizes das plantas, aumenta a disponibilidade
de nutrientes na zona radicular das culturas favorecendo a absor¢do de elementos essenciais
para o crescimento ¢ desenvolvimento das plantas (RADY et al., 2016).

Entre os efeitos do acido humico diretamente ligados a nutricdo de plantas esta a
sua capacidade de estimular a atividade da H'-ATPase que, por sua vez, energiza os
transportadores de ions secundarios e promove a absor¢cdo de nutrientes. O gradiente
eletroquimico de protons gerado pela indugdo da H'-ATPase facilita a absor¢io de nitrato, uma
vez que o transporte desse nutriente através da membrana plasmatica ¢ ativo e dependente da
bomba de protons (CANELLAS et al., 2015).

O uso de acido humico proveniente de vermicomposto também estimula o influxo
de nitrogénio para as plantas tanto na forma de nitrato (NO3") quanto na forma de amonio
(NH4") (TAVARES et al., 2019), ja que o acido hiimico altera o metabolismo do nitrogénio
ativando enzimas relacionadas a assimilacdo desse nutriente, como a nitrato redutase ¢ a
glutamina sintetase (ZANIN et al., 2018).

O maior teor de enxofre na raiz foi encontrado no tratamento acido humico + fungo
(Figura 10B). As plantas colonizadas com o fungo Serendipita indica podem apresentar maior
teor de enxofre total que as plantas ndo colonizadas. Segundo Narayan et al. (2021) o fungo
Serendipita indica possui transportadores de sulfato de alta afinidade (PiSulT) que desempenha
papel importante na transferéncia de sulfato do solo para a planta, principalmente sob condi¢oes
de baixo teor de sulfato.

Pinos et al. (2019), avaliando a combinagdo de substancias hiimicas e fungos
micorrizicos arbusculares em milho, verificaram que todos os tratamentos com substancias
humicas e fungos aplicados isolados ou em combina¢do apresentaram maior concentracdo de
enxofre nas plantas em comparacdo com a testemunha, diferindo do presente trabalho, em que
0 aumento no teor de enxofre em comparacdo com a testemunha sé foi observado no tratamento
combinado de acido hiimico e fungo.

Para o teor de micronutrientes no sistema radicular do feijoeiro, observa-se que
houve diferenga significativa entre os tratamentos testados para os nutrientes ferro (p<0,05) e
manganés (p<0,05). Para boro, cobre e zinco ndo foi observada diferenca significativa entre os

tratamentos (Tabela 9).
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Tabela 9 - Analise de variancia para o teor dos micronutrientes B (boro), Cobre (Cu),
Ferro (Fe), Manganés (Mn) e Zinco (Zn) acumulados nas raizes de feijao em

combinacoes de tratamentos com acido hiimico e o fungo Serendipita indica.

Quadrado médio

FV GL
B Cu Fe Mn Zn
Tratamentos 3 5,0 10,3 271180793" 2192° 159,1™
Blocos 4 72,4 19,3 37021997 1491™ 32,0™
Residuo 12 57,9 22,8 48721617 595 100,0
Total 19 - - - - -
CV (%) 24,5 13,7 25,4 31,0 17,0

* e ™ Significativo a 5% e ndo significativo pelo teste F, respectivamente.

O tratamento com aplicagdo conjunta de acido humico e o fungo Serendipita indica
proporcionou maior teor de ferro e manganés nas raizes de feijao, contudo, para o manganés

esse tratamento so diferiu significativamente da testemunha (Figuras 11A e 11B).

Figura 11 - Valores médios do teor de ferro (A) e manganés (B) nas raizes de feijao

submetido aos tratamentos com acido himico e fungo Serendipita indica.
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Verma et al. (2022) identificaram, isolaram e caracterizaram um transportador de
ferro (PiFTR) de alta afinidade no fungo Serendipita indica. A expressio do PiFTR ¢
dependente do nivel de colonizagdo e é maior nas hifas externas do fungo, sobretudo em
condicdes limitantes de ferro. Desta forma, o fungo desempenha papel fundamental na melhoria
de absor¢do de ferro em suas plantas hospedeiras, quando ha baixa disponibilidade de ferro no

meio.
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A utilizacdo do acido humico afeta a biodisponibilidade e o acimulo de nutrientes
como o ferro e manganés. As moléculas humicas ao interagir com esses metais formam
complexos metalicos organicos soliiveis que sdo mais eficientes no fornecimento de nutrientes
as plantas (EKINCI et al.,, 2015). Ainda de acordo com Zanin et al. (2019) a formagio de
complexos de substincias Fe-hiimicas pode promover a disponibilidade de Fe no solo,
aumentando sua absor¢do e facilitando sua movimentagao e translocago para as plantas.

O maior teor de ferro e manganés nas plantas tratadas com acido hiimico + fungo
pode estar associado ao maior comprimento do sistema radicular dessas plantas, pois devido a
baixa mobilidade desses nutrientes no solo, a sua absor¢do ocorre principalmente por

interceptacdo radicular.

5 CONCLUSOES

As evidéncias experimentais obtidas nesse estudo permitiram aceitar a hipdtese
delimitada na tentativa de responder a problematica desse trabalho, onde buscou verificar se o
acido himico reduz o crescimento do fungo Serendipita indica e se a utilizagdo conjunta de
acido humico e do fungo Serendipita indica melhora a fisiologia e nutrigdo do feijao-comum,
proporcionando incrementos no crescimento e produtividade. A partir dos resultados as

principais conclusdes que puderam ser obtidas foram:

1) A aplicagdo do &cido himico ndo interfe no crescimento do fungo
Serendipita indica, contudo, a eficiéncia de colonizagdo radicular do mesmo
¢ afetada.

2) A concentragdo de 4cido humico de 200 mg L' proporciona maior
crescimento radicular no inicio da fase de crescimento das plantas de
feijoeiro.

3) A aplicagdo conjunta do 4cido humico na concentragio de 200 mg L com
o fungo Serendipita indica ocasiona melhoria nas caractisticas fisiologicas
eficiéncia quantica efetiva do fotossistema II (Phi2), extin¢do de energia ndo
fotoquimica (PhiNPQ), fluxo linear de elétrons (LEF), condutividade de
protons da ATP sintase do cloroplasto (gH"), taxa relativa de fluxo de
protons do estroma para o limen (vH'), indice SPAD e sinal de
deslocamento eletrocromico (ECS), além de apresentar maior extrusdo de

protons pelo sistema radicular do feijoeiro.
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4) A aplicacdo isolada do acido humico no feijoeiro traz maior custo beneficio

3)

que a associacdo acido htimico + fungo, considerando as variaveis produtivas
numero de vagens por planta (NVP), nimero de graos por vagem (NGV),
massa de cem graos (MCG) e produtividade de graos por parcela (PROD).

O uso combinado do acido hiimico na concentragio de 200 mg L' com o
fungo Serendipita indica proporciona menor acumulo do nitrogénio e maior

de enxofre, ferro e manganés no sistema radicular do feijoeiro.
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