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RESUMO

Acidos humicos (AH) podem aumentar o crescimento e otimizar a
nutricdo do eucalipto. Os efeitos normalmente observados pela aplicacdo de AH
sdo dependentes de concentracbes e fontes de AH, que se diferenciam em
composicdo quimica, massa molar e bioatividade, sendo a acdo dos AH
otimizada por meio de alteracfes no meio de crescimento que aumentem sua
bioatividade, como 0 uso conjunto com &cidos organicos de baixa massa molar
(AOBM). Objetivou-se avaliar os efeitos de fontes e concentragdes de AH, com
aplicagdo simultdnea de AOBM, no crescimento e nutricdo de mudas de
eucalipto cultivadas em solucdo nutritiva. No primeiro experimento, adotou-se
delineamento em blocos casualizados (DBC), com quatro repeticbes, em
esquema fatorial 3x4+1, combinando-se trés fontes de AH (AH-L1, AH-L2 e
AH-Com) e quatro concentracdes de C-AH (5, 10, 25 e 100 mg L), mais um
tratamento controle (cultivo somente em solugdo nutritiva). No segundo
experimento, adotou-se o DBC, com quatro repeticdes, testando-se a
combinagdo de AH e AOBM, com os seguintes tratamentos: AH+ &cido citrico
(AC) + acido oxalico (AO); AH+AC; AH+AO; AH; AC+AO; AC; AO e um
tratamento controle (cultivo somente em solucdo nutritiva). Ao final de cada
experimento, as plantas foram coletadas e divididas em raiz e parte aérea, no
experimento 1, e raiz, caule e folha, no experimento 2, sendo determinadas a
producdo de massa seca e 0 acumulo e eficiéncia de absorcdo de nutrientes.
Houve aumento no crescimento das mudas de eucalipto com a elevacdo da
concentracdo de C-AH até a concentragdo 6tima de 15 mg L?, seguido de
decréscimo para concentragdes superiores a 6tima. Na concentragdo 6tima de C-
AH, houve maior aquisi¢do de N, P, K, Ca, B, Cu, Zn pelas plantas, sendo a
magnitude do efeito dependente da fonte de AH. Com o aumento da
concentracdo de C-AH, houve redugdo na aquisicdo de Fe e Cu, possivelmente,
devido ao aumento de ligantes organicos. Também foi observado, indiretamente,
efeito de diferentes AOBM na desagregacdo do AH, por meio do aumento da
relacdo E4/E6, que sinaliza presenca no meio de cultivos de fragmentos humicos
de menor massa molar. A sinergia entre AH e AO propiciou aumento do
crescimento e maior aquisigdo de nutrientes pelo eucalipto. A aplicagdo de AH
com AOBM aumentou a aquisi¢do de micronutrientes metalicos, em relacdo a
aplicacdo isolada de AH, sendo essa uma estratégia importante para minimizar a
reducdo de absorcdo de Fe, Cu, Zn e Mn quando a concentracdo de AH é
elevada. A resposta de mudas de eucalipto estd associada a fonte e
concentracdes de AH testadas e, quando ha efeito positivo do AH sobre as
mudas, 0 uso conjunto de AO potencializa os ganhos.

Palavras-chave: Substancias Humicas. Bioatividade de fragmentos hdmicos.
Agregados supramoleculares. Acidos organicos. Acido oxalico.



ABSTRACT

Humic acid (HA) may increase growth and nutrition of eucalyptus. The
effects normally related to the application of HA on crops are dependent on HA
concentrations sources. Humic acid differs in chemical composition, molecular
weight and bioactivity. Thus, its effect on plants can be optimized through
techniques that allow greater bioactivity of humid fragments by it generated in
the growth media. Some low molecular weight organic acids (LMWOA) may be
important organic chelates to modulate effects of humic fertilization on crops.
The aims of this study were to evaluate the effects of sources and concentrations
of HA, combined with simultaneous application of LMWOA, on growth and
nutrition of eucalyptus seedlings grown in the Hoagland’s nutritive solution. In
the first experiment, a randomized block design (RBC) was used, with four
replicates, in a factorial scheme 3x4+1, in which three sources of HA (HA-L1,
HA-L2 and HA-Com) and four concentrations of C-HA (5, 10, 25 and 100 mg
L) were combined, plus a control treatment in which plants were cultivated
only in nutritive solution. In the second experiment, the following treatments
were tested: HA + citric acid (CA) + oxalic acid (OA); HA+CA; HA+OA; HA;
CA+OA; CA; OA and a control treatment, where the seedlings were cultivated
only in Hoagland’s solution. At the end of each experiment, plants were
collected and divided into root and shoot in experiment 1; and root, stem and
leaf, in experiment 2 for determination of dry mass and nutrient accumulation
and use efficiency. Eucalyptus growth increases over C-HA concentrations up to
optimum rate of 15 mg L. At the optimum concentration of C-AH, there was a
greater acquisition of N, P, K, Ca, B, Cu, Zn by plants in comparison to not-
humic fertilized plants. Magnitude of eucalyptus dry mass increase is HA
source-dependent. With the increase of C-HA concentration, there was a
reduction in Fe and Cu acquisition, possibly due to the increase of organic
ligands in the growth media and the formation of organo-metallic complexes
with high chemical stability. It was also observed the effect of different
LMWOA in the disaggregation of HA, through the increase in the E4/E6 ratio.
The combined use of HA and OA is and effective strategy top produce bioactive
small humic fragments that increase plant growth and nutrient acquisition.
Applying HA with LMWOA improved the acquisition of metallic
micronutrients in relation to the isolated application of HA, being a strategy to
minimize the decreased uptake of Fe, Cu, Zn and Mn when the HA
concentration is increased. The response of eucalyptus seedlings is HA source
and concentration-dependent and also rely on the synergistic effect of oxalic
acid on the HA action on plants and growth media.

Keywords: Humic Substances. Bioactivity of humic fragments. Supramolecular
aggregates. Organic acids. Oxalic acid.
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INTRODUCAO GERAL

Substéncias humicas (SHs) englobam moléculas orgéanicas de ocorréncia
natural no solo ou oriundas de materiais compostados que sdo, numa abordagem
inicial, classificadas de acordo com a solubilidade em meios bésico e acido em
diferentes fragdes, como: huminas, &cidos humicos (AH) e &cidos falvicos
(STEVENSON, 1994). Ampliando e atualizando o conceito de SHs, AH séo
estruturas supramoleculares organicas que se associam predominantemente por
interagdes fracas entre seus constituintes, notadamente por liga¢6es do tipo Van
der Waals e por pontes de hidrogénio (PICCOLO, 2001; SUTTON; SPOSITO,
2005). Os AH podem possuir caracteristicas contrastes quanto & composi¢do
guimica, grupamentos funcionais, massa molar, pH, condutividade elétrica e
presencga na supraestrutura humica de fragmentos bioativos, dependendo de sua
fonte, do processo de extragdo e da base forte utilizada na extragdo dessas
moléculas humicas, de modo que todos esses fatores podem determinar agdo
diferenciada dos AH sobre a nutricdo e crescimento das plantas (AZCONA et
al., 2011; GARCIA et al., 2016; LYONS; GENC, 2016; ROSE et al., 2014)

Dentre os materiais utilizados para extracdo de AH tem-se: leonardita,
turfa, lignita, carvdo e composto, 0 que gera grande diversidade de materiais
hamicos, o que dificulta a comparacdo de composicao entre uma fonte de AH e
outra, fator que determina acdo especifica de cada AH na fisiologia, nutricdo e
crescimento das espécies vegetais (LYONS; GENC, 2016; ROSE et al., 2014).
AH provenientes de materiais compostados podem ter maior efeito no
crescimento de plantas, quando comparado a outras fontes, principalmente por
possuirem em sua composi¢cdo compostos resultantes do processo microbiano
durante a compostagem, como acidos organicos de baixa massa molar (AOBM)
e compostos similares a hormonios vegetais (MARTINEZ-BALMORI et al.,

2014). No cultivo de pimenta, além do efeito da concentragdo, AH provenientes
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de compostos organicos (AH-Com) propiciaram maior crescimento e aumento
na aquisicdo de Fe, Cu, Zn e Mn em relacdo a AH extraidos de Leonardita
(AZCONA et al., 2011).

Devido a vasta diversidade de AH ofertada no mercado, a concentracao
6tima de AH que propiciam maior crescimento e melhoria da nutricdo das
plantas é varidvel, dependente da fonte de AH. AH mais ricos em compostos
mais labeis sdo mais efetivos no estimulo a processos fisiolégicos, do que
aqueles ricos em compostos recalcitrantes, promovendo maior crescimento
vegetal (GARCIA et al., 2016). A resposta em crescimento das plantas a
aplicacdo de concentracdes de AH, em geral, se ajusta a modelos quadraticos,
tendo em vista que ha acréscimo no crescimento das plantas com o aumento da
concentragdo de AH até uma concentragdo Otima; a partir da concentracéo
Otima, ha reducgdo no crescimento a medida que se eleva a concentracdo de AH
(ROSE et al., 2014). Em revisdo ampla que englobou uma série de estudos e
cenarios de aplicacdo de materiais humicos e cultivo em solugdo nutritiva,
segundo Chen e Aviad (1990), a concentracdo Otima para otimizar a nutri¢do e
crescimento das plantas encontra numa faixa de 5 a 300 mg L* de AH. O baixo
crescimento das plantas com o aumento da concentragdo de AH, possivelmente,
é explicado pela possibilidade de complexacdo de AH com nutrientes,
especialmente com Fe, Cu, Mn e Zn (NUZZO et al., 2013; BOGUTA,
SOKOLOWSKA, 2016, XU et al.,, 2016), formando complexos organo-
metalicos (COMs) de alta estabilidade quimica, devido a grande oferta de
ligantes orgéanicos no meio de cultivo, que pode reduzir drasticamente a
aquisicdo de metais pelas plantas (PINHEIRO; SILVA; FURTINI NETO,
2010).0 efeito da complexacdo de metais na absorcdo de nutrientes pode ser
benéfico em baixas concentracdes de AH, principalmente quando se utilizam
moléculas himicas mais solUveis, como aquelas extraidas em agua (TOMASI et
al., 2013).
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Os principais fatores que determinam a biodisponibilidade de COMs
sdo: tamanho da molécula, estabilidade quimica, solubilidade, caracteristica
quimica dos AH, concentracdo do metal e dos AH, pH, e afinidade do metal e
dos ligantes organicos por formarem complexos estaveis (BOGUTA;
SOKULOWSKA, 2016; COLOMBO et al., 2014; PINHEIRO; SILVA,
FURTINI NETO, 2010; ROSE et al., 2014). Neste contexto, deve-se determinar
concentragcBes GOtimas para aumentar o crescimento e nutricdo de plantas
(LYONS; GENC; 2016), sem que haja o comprometimento da absorgcdo de
nutrientes, especialmente de micronutrientes (PINHEIRO; SILVA; FURTINI
NETO, 2010), ou adotar estratégias que propiciem maior bioatividade de
fragmentos humicos no meio de cultivo. Dentre essas estratégias, a
desestabilizacdo e desagregacdo de moléculas humicas em fragmentos menores
pode resultar em moléculas mais bioativas (CANELLAS et al., 2008; RIMA et
al., 2011). O termo bioatividade refere-se & acdo mais efetiva dos fragmentos
himicos sobre as plantas, em razdo do maior crescimento de raizes, parte aérea,
bem como o acréscimo na aquisigdo de nutrientes (ZANDONADI et al., 2014).

Vérios fatores contribuem para desestabilizacdo da estrutura
supramolecular dos AH, que se fragmentam em unidades menores de maior
bioatividade, sendo exemplos a concentracdo de cétions, pH, forca ibnica
(NUZZO et al., 2013; PALMER; VON WANDRUSZKA, 2009) e também a
presenca de AOBM (PICOLLO et al., 2003). A presenca de AOBM no meio de
cultivo, com posterior desagregacdo dos AH, pode originar de diferentes fontes,
como a exsudacao radicular, que varia com cada espécie de planta (ADELEKE;
NWANGBURUKA; OBOIRIEN, 2017), pode, ainda, ser devido a aplicacdes
diretas de AOBM juntamente com AH no meio de cultivo (CANELLAS et al.,
2008; PICCOLO et al., 2003; RIMA et al., 2011). Além disso, a propria
aplicacdo de AH pode estimular a exsudacao radicular de AOBM pelas plantas
(PUGLISI et al., 2013). A fragmentacdo de unidades de AH devido a presenca
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de AOBM depende da concentracdo e do tipo de AOBM (CANELLAS et al.,
2008; PICCOLO; NARDI; CONCHERI, 1996; PICCOLO et al., 2003). Piccolo,
Nardi e Concheri (1996) verificaram que, para concentracdes similares de
AOBM, os acidos dicarboxilicos sdo mais efeitos na desagregacdo dos AH do
que os tricarboxilicos. Nesse aspecto, espera-se que o acido oxalico (AQO), por
ser um &cido dicarboxilico, possa promover maior fragmentacdo dos AH, em
relacdo ao &cido citrico (AC), que € tricarboxilico; além disso, 0 AO possui
menor massa molar, o que permitiria maior contato com as moléculas de AH.

A desestruturagdo da supraestrutura molecular de AH em fracOes
menores se explica pelo aumento do contetdo energético nas moléculas de AH,
alterando a predominancia dos tipos de ligagdes, responsaveis pela associacao de
fragmentos na fracdo himica. Com isso ha uma transi¢do das moléculas de AH a
novas conformagdes predominantemente estabilizadas por ligagcBes por pontes
de hidrogénio, resultando em moléculas de menor massa molar (PICCOLO et
al., 2003). O efeito sinérgico da aplicacdo conjunta de AH e AO é relatado por
El-Shabarawai et al. (2015) e Baldotto et al. (2011), no suprimento de AH via
foliar, com aumentos significativos na produgdo e nutricdo de trigo e
abacaxizeiro, respectivamente. Rima et al. (2011) verificaram que a aplicacdo de
AC com AH potencializou os efeitos dos AH, aumentando o nimero de raizes
fisiologicamente ativas, sendo estes um dos efeitos da aplicacdo de AH em
plantas; além disso, a aplicagdo de AH pode aumentar a aquisicao de nutrientes e
a biomassa de plantas (CANELLAS et al., 2015).

O efeito na melhoria da nutricdo de plantas com a aplicacdo de AH pode
ser pelo aumento da quantidade de raizes (CANELLAS et al., 2015; RIMA et
al., 2011), que podem absorver maior quantidade de nutrientes, ou afetar a
aquisicao de nutrientes de forma direta, otimizando processos de absor¢éo, como
no estimulo a transportadores especificos de nutrientes (JINDO et al., 2016;

TOMASI et al., 2013), ou por meio de complexacdo com posterior aumento da
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disponibilidade de nutrientes (ROSE et al., 2014). Os AH estimulam
transportadores de P, aumentando sua aquisi¢cdo pelas plantas (JINDO et al.,
2016), sendo que esse efeito pode se estender a outros nutrientes, como N e Fe
(TAVARES et al., 2017; TOMASI et al., 2013).Varios efeitos de acdo das SHs
podem estar relacionados a alteragdes no meio de cultivo, principalmente
quando o meio € o solo, melhorando as propriedades fisico quimicas do solo
(LYONS; GENC, 2016; ROSE et al., 2014).0 cultivo em solucdo nutritiva
permite, de certo modo, reduzir o efeito do meio de cultivo. Porém, por se tratar
de um meio pouco tamponado, a presenca de AH pode induzir a formacéo de
COMs de alta estabilidade quimica, afetando a aquisicdo de nutrientes pelas
plantas (PINHERO et al., 2010).

Outros efeitos nas plantas devido a aplicacdo de AH também sdo
relatados, como o aumento da atividade de H*-ATPase de membrana plasmatica
(CANELLAS et al., 2015) e 0 aumento do processo de fotossintese (AZCONA
et al., 2011), contribuindo significativamente para 0 aumento na absorcdo de
nutrientes. Um dos fatores que mais determinam o potencial de resposta a
aplicacdo de AH é a espécie de planta, decrescendo a magnitude de resposta na
seguindo ordem: monocotiledéneas > dicotileddneas > culturas perenes, sendo
que o efeito em culturas perenes ainda é muito pouco estudado (ROSE et al.,
2014), principalmente aquelas de alto valor agregado, como é o eucalipto.

Em trabalho realizado por Pinheiro, Silva e Furtini Neto (2010), a
resposta a aplicacdo de AH no crescimento e nutricdo do eucalipto cultivado em
solucéo nutritiva foi baixa, com concentracdes 6timas inferiores a 5 mg L de
AH. Silva et al. (2016), trabalhando com imersdo de mudas de eucalipto antes do
plantio, com produto comercial a base de SHs, mostraram incremento linear do
didmetro, altura e sobrevivéncias das mudas com o aumento da concentragdo de
AH na solugdo de imersdo. Por isso, elucidar a base agrondmica que define o

potencial de resposta das culturas a aplicagio de AH se torna crucial,
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notadamente quanto a aspectos ligados as concentraces 6timas, fonte de SHs,
bem como a estratégias a serem adotadas para potencializar os efeitos dos AH
sobre a fisiologia, nutrigdo e crescimento de mudas de eucalipto.

As hipoteses que fundamentam este trabalho sdo: i) diferentes fontes de
AH apresentam efeitos distintos no crescimento e na nutricdo do eucalipto,
sendo a magnitude do efeito dependente de concentragcdo Gtima e da fonte de
AH. Em relacdo a fonte de AH, espera-se que aquela proveniente de composto
se sobressaia em relacdo as demais, pela maior quantidade de nutrientes e
horménios nos materiais compostados em comparacdo as fontes derivadas de
leonardita. ii) o efeito da aplicagdo de AH em mudas de eucalipto pode ser
otimizado pela aplicacdo conjunta com AOBM, dado que alguns A&cidos
orgénicos podem promover mudangas na estrutura supramolecular dos AH,
promovendo a exposi¢do de unidades mais bioativas, que, por isso, otimizam o
crescimento e a nutricdo de mudas de eucalipto. Assim, antevé-se que o AO seja
mais efetivo que o AC em expor fragmentos himicos mais bioativos.

O presente trabalho foi dividido em dois capitulos, a saber: “Aquisi¢do
de nutrientes e crescimento do eucalipto sob efeito de fontes e concentracdes de
acidos himicos” e “Crescimento e nutri¢ao do eucalipto em resposta a alteracoes
supramoleculares de &cidos humicos induzidas pela interagdo com os &acidos
oxalico e citrico”.

Neste contexto, objetivou-se: i) avaliar o efeito de diferentes fontes e
concentracdes de AH sobre a nutricdo e crescimento de mudas de eucalipto
cultivadas em solugdo nutritiva. ii) avaliar o efeito do uso de acido oxalico e
citrico, em uso conjunto como AH, em potencializar a acdo da molécula humica
sobre o eucalipto, em razdo de os AOBM promoverem modificacBes na estrutura
supramolecular, como aumento da bioatividade dos AH; assim, foi objetivo
deste estudo verificar se a maior bioatividade de fragmentos de AH otimizam a

nutri¢do e o crescimento de mudas de eucalipto.
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Artigol. Versédo preliminar submetida a Revista Semina: Ciéncias Agrarias

Aquisicao de nutrientes e crescimento do eucalipto sob efeito de fontes e
concentracfes de acidos hiimicos
Eucalyptus nutrient acquisition and growth as affected by humic acid sources

and concentrations

Resumo
A aplicacdo de acidos huamicos (AH), no cultivo do eucalipto, pode aumentar o
crescimento e a absor¢do de nutrientes, a depender da fonte, composicado
quimica, presenca de fragmentos bioativos e concentracdo de AH aplicada.
Objetivou-se avaliar o efeito de fontes e concentracdes de AH na massa seca,
aquisicdo e eficiéncia de absor¢do de nutrientes por mudas de eucalipto
cultivadas em solugdo nutritiva. O experimento foi realizado em delineamento
em blocos casualizados com quatro repeticbes em esquema fatorial 3x4+1,
sendo testados trés fontes de AH: AH comercial extraido de Leonardita 1 e 2
(AH-L1 e AH-L2) e AH extraido de composto por meio de uso de solugdo de
KOH (AH-Com), sendo o composto produzido com carvéao vegetal + esterco de
galinha + casca de café. Para cada fonte de AH, foram testadas quatro
concentracdes de C-AH (5, 10, 25 e 100 mg L), além do controle, no qual as
mudas de eucalipto foram cultivadas somente em solugdo nutritiva. O
experimento teve duracdo de 20 dias, mantendo-se trés plantas por vaso. Ao
final do experimento, foram avaliadas a producdo de massa seca da parte aérea
(MSPA), raiz (MSR) e total (MST), relacdo de massa seca de raiz/parte aérea e
os acumulos de N, P, K, Ca, B, Cu, Fe e Zn na parte aérea e raiz, além da
eficiéncia de absorcdo desses nutrientes pelas mudas. A maxima producdo de
MSPA foi verificada para as concentracdes de 14 e 13,5 mg L de C-AH,

respectivamente, para AH-L1 e AH-Com. A MSR somente aumentou com 0 uso
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de C-AH-Com, sendo a concentracdo 6tima de C-AH de 55 mg L. O acimulo
de Fe na parte aérea do eucalipto diminuiu com a aplicacdo de AH,
comprometendo a translocacdo do nutriente da raiz para a parte aérea. Ha
restricdo severa no acumulo de Cu pelas plantas a medida que se aumenta a
concentracdo de C-AH, independentemente da fonte de AH utilizado. O maior
crescimento do eucalipto em concentragdes s de C-AH menores que 15 mg
L ocorre mais pelo estimulo ao crescimento da parte aérea e de raizes do que
devido a maior aquisicdo e eficiéncia de absor¢do de nutrientes pelas plantas,
sinalizando que o uso de altas concentracbes de C-AH demanda maior

concentracdo de alguns micronutrientes na solucdo nutritiva.

Palavras-chave: Absorcdo de nutrientes, bioatividade de fragmentos humicos,
complexos organicos-metalicos, eficiéncia de absorcdo de nutrientes, H*-
ATPase.

Abstract
Addition of humic acid (HA) to nutritive solution can increase the growth and
nutrient acquisition by eucalyptus seedlings. The magnitude of increase in plant
growth and nutrient uptake rely on the source, chemical composition, presence
of bioactive fragments and the concentration of HA applied. The objective of
this study was to evaluate the effect of HA sources and concentrations on the dry
matter, nutrient accumulation and use efficiency by eucalyptus seedlings
cultivated in a nutritive solution. The experiment was carried out in a
randomized block design with four replicates in a factorial scheme 3x4+1; thus,
three HA sources were tested: commercial HA extracted from Leonardite 1 and
2 (HA-L1 and HA-L2) and HA extracted from compost produced with
biochar+chicken manure+coffee husk, whose KOH solution was used to extract

(HA-Com). HA sources were combined with four concentrations of C-HA (5,
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10, 25 and 100 mg L), in addition to a control treatment, where the eucalyptus
seedlings were cultivated only in the modified Hoagland solution. The
experiment lasted 20 days, maintaining three plants per pot. Shoot, root and total
dry matter production, dry matter root/shoot ratio and N, P, K, Ca, B, Cu, Fe and
Zn uptake by roots and their translocation to shoot as well as nutrient use
efficiency were evaluated. Shoot dry mass maximum production was reached at
the following HA concentrations: 14 and 13.5 mg L of C-AH for AH-L1 and
AH-Com sources, respectively. Root growth is sharply increased over C-AH-
Com concentrations, requiring more HA than the concentration required for
plentiful shoot growth. Fe uptake decreases over HA-C concentrations
regardless of the HA source used. Such decreased levels of Fe uptake in high-
HA loaded cultivation solutions decreased Fe translocation from root to the
eucalyptus shoot. Nutrient uptake and its use efficiency is increased over HA-C
concentrations with a pattern characterized by maximum dry matter and nutrient
uptake in an optimal HA concentration and sharp decrease in eucalyptus growth
when this ideal HA concentration reached. Enhancement in eucalyptus growth in
low-concentrated HA nutritive solutions is better explained by the increase in
the dry mass production than by nutrient acquisition and its use efficiency by
plants. Copper had its uptake sharply reduced over all HA sources and
concentrations which may be due to high binding stability of the Cu-humic
complexes formed in growth media rich in organic ligands. Humic acid sources
can significantly increase eucalyptus seedling shoot dry mass but its effect in
increasing nutrient uptake is limited to Fe and Cu. Humic acid effect on
eucalyptus growth rely on the source and also on the concentration of HA-C

added to the modified Hoagland nutritive solution.

Key words: Nutrient use efficiency, nutrient uptake, bioactive humic fragments,

H*-ATPase, organic-metallic complexes.
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Introducéo

Acidos himicos (AH) sdo estruturas supramoleculares organicas que
apresentam massa molar relativamente alta, na faixa de 50.000 a 100.000
Daltons (STEVENSON, 1994), que sdo compostos por fragmentos heterogéneos
que se associam por ligacbes de baixa energia (PICCOLO, 2001). Ja foi
constatado o efeito positivo da aplicagdo de AH para diferentes culturas, o que
demonstra o potencial de uso das substancias himicas (SHs) em aumentar a
aquisicao de nutrientes e crescimento das plantas em diferentes meios de cultivo
(ROSE et al., 2014). Os efeitos relatados da aplicacdo de AH no crescimento e
nutricdo de plantas cultivadas ocorrem por acdo direta nas plantas ou indireta,
pela acdo dos AH no meio de cultivo; por isso, na presenca de SHs, ha
alteragbes na aquisicdo de nutrientes e crescimento das plantas (LYONS;
GENC, 2016; ROSE et al., 2014). A acéo direta das SHs engloba efeito similar a
acdo de auxinas sobre as plantas (DOBBSS et al., 2010; NARDI et al., 2016),
gue podem aumentar a quantidade de raizes fisiologicamente ativas (RIMA et
al., 2011), otimizar a atividade da H*-ATPase de membrana plasmatica, além do
fato de os AH poderem estimular a atividade de transportadores de nutrientes
(JINDO et al., 2016; TAVARES et al., 2017; TOMASI et al., 2014). Os efeitos
indiretos sdo os associados com a capacidade dos AH em alterar 0 meio de
cultivo, por alterar o pH, condutividade elétrica, complexar metais, afetando a
disponibilidade de nutrientes (LYONS; GENC, 2016; PINHEIRO et al., 2010).
Todos os efeitos ora mencionados na aquisi¢do de nutrientes e crescimento das
plantas dependem da fonte e concentracdo de AH utilizada (ROSE et al., 2014).

Os AH podem ser obtidos de turfa, leonardita, lignita, compostos e de
residuos urbanos humificados, como lodo de esgoto e composto de lixo (ROSE
et al., 2014). Esta lista variada de fontes de AH engloba materiais que
diferenciam-se quanto a composicao quimica, massa molar das fracdes humicas

e bioatividade dos fragmentos nelas contidos, o que torna dificil antever a
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eficiéncia agronbmica e determinar comparaces e efeitos entre diferentes fontes
de AH (GARCIA et al., 2016; LYONS; GENC, 2016; ROSE et al., 2014). A
estrutura, composi¢do quimica e quantidade e tipos de grupamentos funcionais
presentes nos AH € a chave para estabelecer a relacdo entre a natureza quimica e
fisico-quimica dos AH e seus efeitos em plantas (GARCIA et al., 2016). AH
provenientes de materiais organicos podem ter desempenho igual ou superior
aos de outras fontes, por possuirem em sua composi¢cdo outros metabolitos
organicos, como 4&cidos organicos de baixa massa molar, horménios, e
fragmentos humicos que se diferenciam de fontes minerais de AH, pelo fato de
resultarem de metabodlitos oriundos de processos microbianos intrinsecos a
compostagem (MARTINEZ-BALMORI et al., 2014; ROSE et al., 2014), sendo
que esse efeito é dependente também da concentracdo utilizada de AH, afetando
a aquisicdo de nutrientes pelas plantas (AZCONA et al., 2011). Fontes,
concentragdes de AH e a espécie vegetal cultivada interagem controlando a
magnitude de resposta aos AH na nutricdo das plantas (AGUIAR et al., 2009;
ROSE et al., 2014).

O potencial de resposta a aplicacdo de AH por culturas perenes é baixo,
porém tal fato ndo pode considerado conclusivo, devido ao pequeno nimero de
estudos cujo objetivo era avaliar a agdo de AH em lenhosas, principalmente
naquelas de importancia econdmica, como o eucalipto, de modo que h& mais
respostas a aplicacdo de AH para gramineas e leguminosas (ROSE et al., 2014).
Assim, o efeito dos AH sobre as plantas depende do grupo de culturas estudado
e é afetado também pelas concentracGes de AH, com concentracBes OGtimas
menores para plantas cultivadas em solucdo nutritiva do que em solos, sendo
esta resposta normalmente explicada por modelos matematicos quadraticos,
onde se tem aumento até uma concentracdo Otima, seguido de decréscimo de
crescimento e aquisicdo de nutrientes pelas plantas a partir desta (ROSE et al.,

2014). Pinheiro et al. (2010), cultivando mudas de eucalipto em solucédo
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nutritiva, relatam que a concentracdo 6tima de AH situou-se em torno de 5 mg
L e que, com o aumento das concentracdes de AH, a absor¢éo Fe, Cu e Zn foi
linearmente reduzida. A faixa de concentragdo Otima que assegura maior
crescimento e acumulo de nutrientes em diversas espécies vegetais encontra-se
entre de 5 a 300 mg L* de AH (CHEN; AVIAD, 1990), ao se englobar
experimentos com cultivo em meio pouco ou muito tamponados. Entretanto, a
concentracdo 6tima de AH pode variar entre diferentes fontes, dado que fontes
de AH que possuem compostos mais labeis agem sobre as plantas em
concentragdes Otimas menores (GARCIA et al., 2016). Segundo Rose et al.
(2014) e Nardi et al. (2016), a fonte de AH modula seu efeito nas plantas em
funcdo dos seguintes fatores: alteracdo de pH, condutividade elétrica,
concentragdo de nutrientes, presenga de &cidos organicos, massa molar, presenca
de hormbdnios e outras substancias e hormonios associados aos materiais
himicos que atuam em processos fisiol6gicos e bioquimicos da planta, sendo
esses Ultimos fatores mais associados a AH derivados de matrizes compostadas.
O efeito positivo dos AH pode ser tanto pelo aumento do crescimento
vegetal e maior absorcdo de nutrientes, como devido a maior eficiéncia na
aquisicdo de nutrientes (BILLARD et al., 2014). Devido a diferenca entre fontes
de AH disponiveis no mercado, muitos aspectos ainda precisam ser elucidados,
principalmente os ligados a concentracdo 6tima de AH em fungdo da fonte
utilizada (ROSE et al., 2014), e se o aumento normalmente observado na
aquisicdo de nutrientes com a aplicacdo de AH em baixas concentragdes se da
em funcdo do maior crescimento das plantas, estimulados pela aplicacdo de AH,
ou em razdo do acréscimo na eficiéncia de absorcdo de nutrientes. Na aquisicdo
de nutrientes pelas plantas, os AH podem diminuir (PINHEIRO et al., 2010),
aumentar (CANELLAS et al., 2015; EKINCI et al., 2015; NARDI et al., 2016),
ou mesmo ndo alterar a absorcdo de nutrientes pelas culturas, dependendo das

condicdes e caracteristicas do meio de cultivo da planta.
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Como os efeitos dos AH podem estar relacionados a influéncia do
material humico em aspectos fisico-quimicos no meio de cultivo, principalmente
como é observado no solo (ROSE et al., 2014), o cultivo em solugdo nutritiva
permite excluir esta influéncia, propiciando observar os efeitos diretos dos AH
no crescimento e na aquisicdo de nutrientes pelas plantas. Entretanto, por se
tratar de um meio pouco tamponado, os AH pode formar complexos estaveis e,
ou, de baixa solubilidade com nutrientes, principalmente com metais, 0 que
afetaria sua aquisicdo pelas plantas, em razdo da redugdo em sua disponibilidade
(PINHEIRO et al., 2010). O principal fator que controla a biodisponibilidade dos
complexos formandos entre nutrientes e AH é a sua estabilidade quimica
(BOGUTA; SOKOLOWSKA, 2016; NUZZO et al., 2013). Tomasi et al. (2014),
em cultivo de pepino, verificaram incremento na aquisicdo de Fe aplicado
juntamente com fragdes hdmicas extraiveis em agua. Porém, esta ligagdo dos
AH com metais pode ser tdo estdvel, como ocorre para alguns complexos
organo-metalicos (COMs) de Cu e de Fe, em razdo de ligacOes de alta energia
gue se estabelecem entre o ligante organico e o metal, o que resulta em
complexos de alta estabilidade quimica (NUZZO et al., 2013; XU et al., 2016),
diminuindo a aquisicao pelas plantas (PINHEIRO et al., 2010).

Neste contexto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito de
AH extraidos de leonardita e de composto e de suas concentrages sobre a
aquisicdo de nutrientes e crescimento de mudas de eucalipto cultivado em
solucdo nutritiva. Sao hipoteses deste estudo: i) os AH extraido de composto
sdo mais efetivos em aumentar a producdo de biomassa e o acumulo de
nutrientes do que AH extraidos de leonardita; ii) Existe uma concentracdo 6tima
de AH para o pleno crescimento do eucalipto, de modo que concentracGes
superiores a ideal diminuem a massa seca do eucalipto, em funcdo da baixa
eficiéncia das plantas em absorver Cu e Fe em ambiente com forte oferta de

ligantes orgénicos que imobilizam os micronutrientes; iii) O aumento na
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aquisicdo de nutrientes é mais relacionado a maior producdo de massa e

crescimento das plantas do que ao acréscimo na eficiéncia do uso de nutrientes.

Material e métodos

O experimento foi realizado em casa de vegetagdo, com cultivo em
solugdo nutritiva de mudas clonais de eucalipto do hibrido VM 01 (Eucalyptus
urophylla x Eucalyptus camaldulensis). As mudas foram adquiridas de viveiro
comercial com 1 ano e 3 meses de idade. Os tratamentos estudados consistiram
na combinacdo de fontes de &cidos humicos (AH) e concentragdes de acidos
himicos baseadas em seu teor de C (C-AH). Foram utilizadas 3 fontes de AH:
AH-L1 e AH-L2, produtos comerciais de AH, que tem em comum, 0 uso da
leonardita com fonte do AH, sendo extraidos com NaOH 0,5 mol L e KOH 0,5
mol L7, respectivamente. Além disso, foi utilizado AH-Com, que foi extraido de
composto obtido apds 150 dias de incubagdo, periodo equivalente a maturacéo
completa do composto. O composto utilizado para extracdo de AH foi
produzido segundo condi¢Ges de descritas em Silva (2008), incubando-se
mistura constituida de 60% (v/v) de casca de café, 30% de esterco de galinha e
10% de carvdo vegetal. Ao término da compostagem, o composto foi seco,
moido e teve sua composi¢do quimica avaliada, seguindo marchas analiticas
descritas em Higashikawa et al. (2010). Os teores de elementos quimicos
presentes no composto foram: 315, 16,4, 15,5, 3,5, 49,2, 3,1, 5,0, 0,44, 0,31,
1,55 g kg?, respectivamente, de C, N, P, K, Ca, Mg, Fe, Mn, Zn e Na, além de
4,0,27,7,60,3 mg kgt de S, B e Cu, respectivamente.

A extragcdo de AH-Com foi realizada utilizando-se solu¢édo de KOH 0,5
mol L?, conforme protocolo preconizado pela Sociedade Internacional de
Substancias Humicas, descrito por Swift (1996). Os AH extraidos foram
caracterizados quanto a sua composicdo quimica elementar (Tabelal),

determinando-se 0s teores totais de carbono por combustdo, com uso de
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analisador elementar de C (TOC), de N, pelo método Kjeldahl (TEDESCO et al.,
1995) e de P, K, Ca, S, Na, Fe, B, Cu, Mn e Zn segundo protocolos de digestao
descrito em Malavolta (1997). Foram determinados os principais grupamentos
quimicos funcionais presentes na matriz hdmica, segundo as assinaturas
espectrais descritas em Stevenson (1994), por meio do uso da técnica de
infravermelho por transformada de Fourier com refletancia total atenuada
(FTIR-ATR). Os espectros foram gerados considerando-se a distribuicdo de
grupamentos quimicos na faixa espectral referente a regido do infravermelho

médio de 4000 a 800 cm, com resolucéo de 2 cm™ (Figura 1).

Tabela 1. Composicdo quimica dos &cidos himicos (AH) utilizados no experimento.

C N P K Ca S Na Fe B Cu Mn  Zn
AH g/kg mg/kg

L-1 338 75 02 39 56 45 714 119 13 46 19 25
Com 252 290 47 361 14 63 16 18 7 182 32 81
L-2 355 53 01 416 14 28 32 27 42 8 21 76

L-1: &cidos huimicos (AH), de leonardita extraido com NaOH, Com: AH extraido de
composto com KOH; L-2: AH de leonardita extraido com KOH.
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Figura 1. Analise de FTIR-ATR das amostras de acidos himicos (AH) utilizadas no
experimento, com descri¢do dos principais grupos quimicos funcionais presentes nos
materiais humicos. AH-L1: AH de Leonardita extraido com NaOH; AH-Com: AH
extraido de composto com KOH; AH-L2: AH de Leonardita extraido com KOH.

O experimento foi realizado em delineamento em blocos casualizados
com 4 repeticdes, em esquema fatorial 3x4+1, sendo combinadas trés fontes de
AH (AH-L1, AH-Com e AH-L2) com quatro concentrages (5, 10, 25 e 100 mg
L! de C-AH), mais o tratamento controle (cultivo somente em solucéo
nutritiva). Foram cultivadas trés plantas por vaso com capacidade de 2,3 L. As
plantas, inicialmente, foram ambientadas por 21 dias em bandejas de 20 L
contendo solugdo nutritiva de Hoagland e Arnon (1950), com aumento gradual
da forca da solucéo nutritiva a cada 7 dias (25, 50 e 100 %). Apos a etapa de
ambientacdo, as plantas foram transferidas para o0s vasos contendo 0s
tratamentos e cultivadas em solucdo nutritiva adaptada de Hoagland e Arnon
(1950), que continha as seguintes concentragdes de nutrientes: 14; 196; 31; 235;
160; 49; 68, 5, 0,8; 1; 0,20; 0,05 e 0,01 mg L™, respectivamente, para N-NH,*;
N-NOs-; P; K; Ca; Mg; S, Fe, B; Mn; Zn; Cu e Mo. Os sais utilizados para
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formulacdo da solucdo nutritiva foram provenientes de reagentes p.a. Apds a
adicdo de AH e suas concentra¢des na solucdo nutritiva, foi feito ajuste do pH da
solucéo nutritiva para 5,5 + 0,2, com adicéo de solugdes de KOH 0,5 mol L ou
de HCI 0,5 mol L. Durante o periodo experimental, a aeracdo foi constante e
individualizada em casa vaso.

Ap6s um dia de cultivo, foi coletado uma aliquota de 30 ml da solucao
nutritiva de cada unidade experimental, para determinacdo do pH e
condutividade elétrica (CE). As plantas foram cultivadas por 20 dias, com
renovacdo da solucdo nutritiva a cada 10 dias, de modo que, no momento da
troca, foram reaplicados os AH de diferentes fontes e suas concentragOes
testadas. No intervalo de renovacdo da solucdo nutritiva, diariamente, era
completado o volume de cada vaso de cultivo, utilizando-se 4gua deionizada. Ao
final do experimento, as plantas foram coletadas, lavadas em agua destilada e
separadas em raiz e parte aérea e, posteriormente, secadas em estufa a 60°, por
72 horas, a fim de determinar a massa seca nos compartimentos estudados da
planta. Em sequéncia, as amostras da parte aérea e da raiz foram moidas
separadamente e passadas em peneira com malha de 1 mm, para a determinag&o
dos teores totais de N pelo método Kjeldahl, apds digestdo com acido sulfirico
(TEDESCO et al., 1995) e de P, K, Ca, B, Cu, Fe e Zn, ap6s digestdo do
material vegetal em mistura de cido nitrico: acido perclorico, na proporcéo de
4:1 (MALAVOLTA, 1997). Foi calculado o acumulo de cada nutriente, tanto na
raiz, quanto na parte aérea, utilizando-se para isso o teor de nutriente no tecido
vegetal, juntamente com sua respectiva producdo de massa seca, de acordo com
a equacao 1. Também foi calculada a eficiéncia de absorcdo dos nutrientes
(EADbs), baseando-se em indice proposto por Bataglia et al. (1983) (Equacéo 2).
CN (mg vaso?) = MS x Nu (Eq. 1)

Sendo, CN o contetido acumulado de nutriente no compartimento da planta analisado
(mg vaso™), MS a producio de massa seca do compartimento analisado (g vaso™), e Nu,
o teor do nutriente no compartimento vegetal analisado (mg kg™).
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EAbs (mg g!) = CNT / MSR (Eq. 2)

Sendo, EAbs a eficiéncia de absor¢cdo, CNT o contetdo acumulado total do nutriente
(mg vaso™?), e MSR, a massa de seca de raizes (g vaso™)

Analise estatistica

Os dados foram submetidos a anélise de variancia (p<0,05),
primeiramente testando-se o fatorial contra o tratamento controle. A comparagao
entre fontes e concentracdes foi realizada de acordo com a auséncia ou presenca
de interacdo entre os fatores (fontes e concentracBes de AH) estudados. Foi
utilizado o teste de agrupamentos de médias de Scott-Knott (p<0,05), para
diferenciagdo do efeito das fontes de AH sobre os atributos avaliados. Para as
concentracdes de C-AH foram ajustados modelos lineares de regressdo, para
explicar variagbes na producdo de massa seca, aquisicdo de nutrientes e

eficiéncia de absorcao de nutrientes.

Resultados e discusséo
Solucéo nutritiva

A aplicagdo de AH aumentou o pH e condutividade elétrica (CE) da
solucdo nutritiva, em relacdo ao cultivo somente em solugdo nutritiva. O pH da
solucéo nutritiva ndo foi afetado pelas concentracdes de AH-Com, contudo, para
as fontes provenientes de Leonardita (AH-L1 e AH-L2), houve aumento do
valor de pH com o acréscimo na concentragdo de AH (Figura 2). A extragdo de
AH com bases fortes, como KOH e NaOH, resultam em materiais com pH
alcalino. O aumento do pH pelos AH da leonardita na solucéo de cultivo pode
desempenhar efeito negativo na disponibilidade de nutrientes, devido a formacao
de complexos metalicos de maior estabilidade (BOGUTA; SOKOLOWSKA,
2016). Apdés um dia de transferéncia das plantas de eucalipto para 0s
tratamentos, houve reducdo do pH em cerca de uma unidade do valor inicial

ajustado (5,5) no tratamento controle, porém observa-se que as concentracoes
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maiores de C-AH foram capazes de tamponar o meio de cultivo, em relacéo ao
pH inicial. I1sso mostra o potencial de acidificacdo promovido pelas raizes do

eucalipto em meio pouco tamponado.
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Figura 2. pH e Condutividade elétrica (CE) da solucdo nutritiva apés um dia de cultivo
em funcdo da combinacao de diferentes fontes de &cidos humicos (AH) e concentracbes
de C-AH (mg L%). AH-L1: AH de Leonardita extraido com NaOH; AH-Com: AH
extraido de composto com KOH; AH-L2: AH de Leonardita extraido com KOH.

Com o0 aumento das concentracdes de C-AH, foi observado aumento da
condutividade elétrica (CE), sendo o mais pronunciado o efeito para AH-Com.
Este aumento da CE, foi relacionado a maior quantidade de nutrientes
adicionadas em funcdo do acréscimo nas concentracdes de C-AH. Em alguns
casos, este aumento da CE, para niveis acima do adequado para o eucalipto,
reduz a producdo de massa seca (PINHEIRO et al., 2010).

Producé&o de Massa seca

A producdo de massa seca da parte aérea (MSPA) aumentou até a
concentracdo de 14 mg L C-AH (8,22 g vaso), para a fonte AH-L1, seguido
de decréscimo para concentracdes acima da mencionada (Figura 3). Para o AH-
Com, foi observada a mesma tendéncia, porém, com concentracdo 6tima de 13,5

mg C-AH L de C-AH. N&o houve resposta a aplicacdo de concentracdes de C-
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AH na MSPA para 0 AH-L2, contudo, a MSPA aumentou em 20 e 28 % em
relacdo as demais fontes, respectivamente para as concentra¢fes de 5 e 100 mg
L de C-AH. O AH-Com incrementou a producédo de massa seca da raiz (MSR)
até a concentracgdo de 55 mg C-AH L (4,56 g vaso™), resultado bastante distinto
em relagdo as outras fontes, pelo padréo de resposta a alta concentracdes de C-
AH de composto. Em funcdo da diferenca de concentracdes Gtimas para parte
aera e raiz, é razoavel que se adote a menor concentragdo de C-AH de composto,
para que ndo se drene massa seca da parte aérea em funcdo do crescimento

exagerado da raiz.
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Figura 3. Producdo de massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca de raiz (MSR),
massa seca total (MST) e relacdo massa seca de raiz/parte aérea (Relagdo R/PA), em
funcdo da combinacdo de diferentes fontes de &cidos humicos (AH) e concentracBes de
C-AH (mg L1). AH-L1: AH de Leonardita extraido com NaOH; AH-Com: AH extraido
de composto com KOH; AH-L2: AH de Leonardita extraido com KOH.

A producdo de massa seca total (MST) foi influenciada somente pela

concentracdo de AH, independentemente da fonte aplicada, sendo a maxima
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producdo de MST obtida na concentracdo de 12,6 mg L™ C-AH, 6% superior ao
controle; foi notada reducdo de crescimento de mudas de eucalipto a partir desta
concentracdo (Figura 3). Para a relacdo massa seca de raiz/parte aérea (R/PA),
ndo foi possivel o ajuste de modelos que relacionassem concentracdes de C-AH
e essa variavel. Porém, observa-se que, na concentragdo maior de AH, a fonte
AH-Com aumentou a relagdo R/PA em 19,7 %, em relacdo as demais fontes.
Para a fonte AH-L2, ndo houve influéncia da concentracdo de C-AH aplicada, de
modo que a concentracdo de 5 mg L™t C-AH para AH-L1 promoveu maior R/PA
e a concentracdo de 10 mg L C-AH, diminuiu a R/PA para a AH-Com. A R/PA
é plastica, regulada pela fonte de AH e dependente da concentracdo de AH
utilizada, de modo que o aumento do crescimento das raizes pode implicar em
reducdo da MST, j& que fotoassimilados que poderiam ser utilizados na parte
aérea sdo mobilizados para maximizar o crescimento do sistema radicular
(PINHEIRO et al., 2010).

O estimulo no crescimento de raizes e das préprias plantas é relacionada
com as caracteristicas quimicas dos AH, que, por sua vez, determinam a
concentragdo Otima que promove maior bioatividade da fracdo humica. AH
constituidos de fragbes mais labeis otimizam o crescimento do eucalipto em
concentragdo Gtima menor, tendo maior efeito sobre o crescimento vegetal
(GARCIA et al., 2016). A definigdo da concentracio 6tima de AH é crucial, pois
0 aumento da R/PA devido ao aumento da concentragcdo de AH pode limitar o
crescimento do eucalipto, visto que este pode haver fluxo maior de
fotoassimilados e compostos que geram energia para a raiz, comprometendo
assim o desenvolvimento da parte aérea. Em geral, 0 aumento da CE da solucédo
de cultivo ndo foi o determinante para o crescimento do eucalipto, mas pode ter
havido reducdo na producdo de massa seca da parte aérea para concentracdes de
AH superiores a 15 mg L* de C-AH, principalmente quando se utiliza o

composto com fonte de AH. Por isso, em solucdo nutritiva é recomendavel que
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concentragdes de C-AH ndo sejam superiores a 15 mg L de C-AH, para que o

crescimento do eucalipto ndo seja reduzido.

Acumulo de nutrientes na raiz e parte aérea

O acumulo de N e P na parte aérea (PA) foi influenciado somente pela
concentracdo de C-AH testada (Figura 4), sendo verificados acimulos méaximos
de N e P para as concentracOes de 11,7 e 12,6 mg L™, respectivamente, com
aumentos de 4,3 e 14,7 % no N e P na PA, respectivamente. Houve acréscimo
no acimulo de K na PA até a concentragdo 13,5 mg L* C-AH, com posterior
queda para a fonte AH-L1. O acimulo de K na PA com o uso das fontes AH-
Com e AH-L2 n&o foi influenciado pelas concentragbes de C-AH testadas. O
acumulo de N, P e K na raiz foi reduzido com o aumento da concentracéo de C-
AH, para as fontes AH-L1 e AH-L2. Por outro lado, para a fonte AH-Com,
houve aumento do acimulo de N, P e K, até as concentracdes de 15,5, 23,1 e
33,5 mg L* de C-AH, respectivamente, seguido de queda na absorcdo dos

nutrientes para concentragdes superiores a 6tima.
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AcUmulo na raiz
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Figura 4. Acimulo de N, P, K e Ca na parte aérea e raiz do eucalipto em funcdo da
combinacéo de diferentes fontes de &cidos himicos (AH) e concentracdes de C-AH (mg
LY. AH-L1: AH de Leonardita extraido com NaOH; AH-Com: AH extraido de
composto com KOH; AH-L2: AH de Leonardita extraido com KOH.
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Os efeitos dos AH na aquisicdo de nutrientes pelas plantas pode ser
devido aos efeitos diretos no crescimento da planta (CANELLAS; OLIVARES,
2014), ou ocorrer em razdo do aumento da eficiéncia de processos que regulam a
absorcéo de nutrientes (JINDO et al., 2016). A magnitude da bioatividade de AH
é regulada pela concentracdo, composicdo quimica e natureza dos ligantes
organicos presentes matriz hiumica (AGUIAR et al., 2009; AZCONA et al.,
2011; CANELLAS et al., 2015), sendo que AH provenientes de materiais
organicos podem ser mais bioativos do que os originados de reservas minerais,
por conter mais &cidos organicos, fracbes de menor massa molar e horménios
produzidos por microrganismos presentes nas pilhas compostagem (ROSE et al.,
2014), com grande efeito no aumento do crescimento radicular vegetal
(DOBBSS et al., 2010). Rose et al. (2014) relatam que o efeito de acréscimo no
crescimento de diversas espécies de plantas com a aplicacdo de concentragdes
crescentes de AH é descrito por fungfes quadraticas, com maior crescimento das
plantas até a concentragdo Otima de AH e queda de crescimento para
concentragdes superiores a adequada. O decréscimo em crescimento,
possivelmente, é explicado pela formagdo de complexos de alta estabilidade
guimica, principalmente com micronutrientes, que limitam o crescimento das
plantas, e consequentemente afetam o acimulo de macronutrientes. Observa-se
que concentracdes de até 13,5 mg L de C-AH favoreceram o acimulo de N, P e
K na PA do eucalipto, evidenciado pelo maior crescimento das plantas em
baixas concentracbes de AH. Somente o AH-Com se mostrou efetivo em
aumentar o acumulo de N, P e K na raiz, devido ao efeito no crescimento
radicular em funcdo do uso de AH extraido de composto.

Houve aumento do acimulo de Ca até as concentracfes de 13,6 e 17,4
mg L de C-AH, para AH-Com, respectivamente, para PA e raiz, seguido de
posterior queda para as concentracdes de AH maiores do que as consideradas

6timas (Figura 4). A fonte AH-L2 aumentou linearmente o Ca acumulado na PA
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e na raiz com o acréscimo na concentracdo de C-AH até 100 mg L%; ha aumento
no acimulo de Ca na PA e raiz de 39,3 e 46,1 %, respectivamente, em relacao as
demais fontes de AH. O Ca juntamente com P s&o nutrientes que fortemente
limitam o crescimento do eucalipto (VIERA et al., 2015). A associagdo de Ca
com substancias humicas (SHs) da origem ao complexo de Ca-Actosol, que
aumentou a absorcdo de Ca e a produtividade de tomateiro (EKINCI et al.,
2015). Segundo Azcona et al. (2011), com o aumento da concentracdo de AH,
houve maior acimulo de Ca em plantas de pimenta, sendo este aumento
regulado pela fonte de AH aplicada. H&4 no AH-L2 mais C-alifatico (Figura 1)
nos espectros de FTIR-ATR, desse modo, foi possivel inferir que estruturas de C
alifaticas podem apresentar maior capacidade de complexar o Ca, otimizando a
aquisicdo do nutriente pelo eucalipto. O aumento do armazenamento de Ca na
raiz pode ser uma estratégia para contornar o cultivo do eucalipto em condicoes
de forte limitacdo no suprimento do nutriente as mudas, 0 que poderia assegurar
maior pegamento e desenvolvimento inicial no campo, dado que é mais comum
o cultivo de eucalipto em solos frageis e de baixa fertilidade, que, mesmo com a
calagem, possuem baixa capacidade de suprir Ca as plantas.

Para AH-L1 e AH-Com, houve aumento do aciimulo de B na PA com o
aumento das concentragdes até concentracdes 6tima de 11,7 e 16,4 mg L* C-
AH, respectivamente, seguida de posterior queda a partir da concentragdo 6tima
(Figura 5). Mesma tendéncia e concentragdo 6tima foi observado para o acimulo
de B na raiz, para a fonte AH-Com, ja para AH-L2 ndo houve resposta as
concentragdes de C-AH no acumulo de B na raiz. As diferentes concentragdes
de C-AH ndo influenciaram o acimulo de B na PA quando se utilizou 0 AH-L2.
J4, na raiz, houve aumento do acimulo de B com o acréscimo na concentracdo
de C-AH. A aplicacdo de AH, na solucédo de cultivo, aumentou o acimulo de B
na raiz do eucalipto em relacdo ao controle. O B possui a capacidade de formar

complexos com SHs (B-Humato), favorecendo sua aquisicdo pelas plantas
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(EKINCI et al., 2015). Quanto ao acumulo de B pelo eucalipto, as fontes de AH
regulam a resposta as concentracdes de C-AH (PINHEIRO et al., 2010), que
verificaram maior absor¢do de B quando se utilizou a concentragdo de 18 mg L™
C-AH. O maior acimulo de B pelas raizes do eucalipto mostra potencial deste
ser fonte de B para a PA. O aumento no acimulo de B devido a aplicagdo de AH
ocorreu em baixas concentragcBes de AH e se mostrou dependente da fonte de
AH utilizada.
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Figura 5. Acimulo de B, Cu, Fe e Zn na parte aérea e raiz do eucalipto em fungdo da
combinacéo de diferentes fontes de acidos himicos (AH) e concentragdes de C-AH (mg
LY. AH-L1: AH de Leonardita extraido com NaOH; AH-Com: AH extraido de
composto com KOH; AH-L2: AH de Leonardita extraido com KOH.
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Houve efeito isolado de fontes e concentragcfes de C-AH no acimulo de
Cu na PA (Figura 5). As fontes AH-L2 e AH-Com aumentaram a aquisicao de
Cu em 12,7 %, com maximo acimulo de Cu para a concentracdo de 9,8 mg L*
C-AH, seguido de queda no Cu da PA a partir da concentracdo 6tima. O
aumento da concentragdo de C-AH diminuiu o acimulo de Cu na raiz, para AH-
L1 e AH-L2, o que pode ser devido aos grupamentos aromaticos (C-aromatico)
mais evidentes nessas fontes, como mostrado nos espectros de FTIR-ATR
(Figura 1), formando complexos estaveis. Nao foi verificado influéncia de
concentracdes de C-AH no acumulo de Cu, para AH-Com, sendo que este
apresentou maior acumulo de Cu na concentracdo de 25 e 100 mg L de C-AH.
Com a aplicacdo das concentragdes de 25 e 100 mg L-1 de C-AH para a fonte
AH-Com, foi adicionado a solucdo nutritiva 0,02 e 0,07 mg L* de Cu,
mostrando o potencial desta fonte em suprir Cu ao eucalipto. Diversos fatores
determinam a formacéo de complexos organo-metalicos (COMSs) e a capacidade
desses complexos em suprir nutrientes as plantas, sendo estes: constante de
interacdo entre ions e ligantes organicos presentes nas SHs, capacidade maxima
de complexar metais dos ligantes na estrutura himica, pH, forca idnica do meio
de cultivo, céations que competem pelos sitios de complexacdo de metais e
concentracdo de ligantes na fragdo humica que sdo efetivamente capazes de
mobilizar cations na forma quelatizada (IGLESIAS et al., 2003).

Moléculas de AH possuem alta afinidade com o Cu, formando ligacGes
altamente estaveis, do tipo covalente e de alta energia, com baixa propensao de
clivagem dos COMs formados, sendo a estabilidade quimica dos quelatos
formados controlada pela presenca de grupos fendlicos e carboxilicos nos AH
(XU et al., 2016). Devido a capacidade limitada do COMs em liberar Cu as
plantas, ha reducdo no crescimento do eucalipto (PINHEIRO et al., 2010). O Cu
possui alta afinidade por AH e o aumento da concentracdo aplicada prejudica

sua aquisicdo e o crescimento das plantas, mas, dependendo da composicdo
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quimica dos AH, a fonte utilizada pode se tornar fonte de Cu para as plantas,
como observado para o AH-Com. Em investigacdes futuras, é preciso verificar
se 0 complexo Cu-humico suprido pelo composto € o responsavel pela aquisi¢do
de Cu por mudas de eucalipto, ou se o efeito de maior absorcéo esta ligado ao
maior suprimento de Cu, que é mais concentrado no composto do que na
Leonardita.

A aplicagdo de AH restringiu o suprimento de Fe para o eucalipto,
diminuindo em 61,6 e 21,3 % o acimulo de Fe, respectivamente, na PA e raiz,
em relagdo ao cultivo das plantas sem aplicacdo de AH (Figura 5). Na
concentracdo de 5 mg L* de C-AH, o AH-Com, aumentou a aquisi¢do de Fe em
relacdo as demais fontes, contudo com queda de 24,4 % em relagdo ao controle.
O acumulo de Fe na raiz foi aumentado até a concentragdo de 10,7 mg L* de C-
AH para a fonte AH-Com, e para AH-L1 e AH-L2, houve queda do acimulo
com o aumento da concentragdo de AH. A estabilidade dos complexos formados
entre moléculas organicas e o Fe determina se 0s COMSs vao atuar como fonte ou
dreno do nutriente as plantas, de modo que compostos humicos com fragmentos
de menor massa molar e COMs com menor estabilidade quimica aumentam a
aquisicdo de Fe pela planta (COLOMBO et al., 2014). Tomasi et al. (2014),
trabalhando com a aplicagdo de fragBes humicas extraidas com agua, na cultura
do pepino, verificaram aumento na aquisicdo de Fe pela planta e melhoria na
translocagéo do nutriente da raiz para a folha, devido a aplicacdo de tais fragGes.
Entretanto, complexos formados entre Fe e AH podem ter alta estabilidade
quimica, fato que deriva do Fe em sua maioria se encontrar na forma trivalente
(NUZZO et al., 2013), o que pode reduzir drasticamente sua aquisicdo pelas
plantas. A alta estabilidade de complexos formados entre AH e Fe reduziu a
aquisicao de Fe na PA do eucalipto e limitou a translocacdo de Fe da raiz para a
PA. Em cultivo em solu¢do nutritiva, o teor de Fe na solugdo deve ser

aumentado, principalmente para concentracdes altas de C-AH onde é plena a
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disponibilidade de ligantes organicos na solucdo nutritiva, tudo isso, a fim de
verificar se essa estratégia de nutricdo elimina a caréncia de ferro, em parte,
devido a formagdo de complexos Fe-himicos, provavelmente, de alta
estabilidade quimica e, ou, de baixa solubilidade.

A aplicacdo de AH diminuiu em 14,5 % o acumulo de Zn na PA em
relacdo ao cultivo somente em solucdo nutritiva (Figura 5). Houve efeito isolado
de fontes e concentracbes de AH no acimulo de Zn na PA e raiz, sendo que as
concentragdes de 24 e 23 mg L* de C-AH resultaram em maior acimulo de Zn,
respectivamente, na PA e raiz. A fonte AH-L2 aumentou o acumulo de Zn na
PA em 13%, contudo, diminuiu 0 acimulo na raiz em 11,4 %, em relacdo as
demais fontes estudadas. Buyiikkeskin et al. (2015), ao cultivar feijdo vagem em
solucéo nutritiva, relataram o aumento do acumulo de Zn com a aplicacdo de 10
ml L de AH, em condicdes de estresse por Al. Rose et al. (2014) sugerem que,
em estudos hidropdnicos, inicialmente, tem-se aumento crescente da
biodisponibilidade de metais, como o Zn, com a aplicacio da maior
concentragcdo de AH, porém, com o aumento concentragdo de AH, ha formagéo
de COMs de alta estabilidade, que diminuem a biodisponibilidade de Zn. O
aumento da estabilidade de COMs entre AH e Zn é favorecida por baixas
concentragdes de Zn no meio de cultivo e aumento do grau de humificacdo do
AH, podendo chegar a tal ponto que esta estabilidade é tdo grande que a
clivagem dos compostos formados € dificultada (BOGUTA; SOKOLOWSKA,
2016), podendo restringir a nutricdo de Zn em plantas. A concentracdo de AH
foi mais efetiva em aumentar o acumulo de Zn pelo eucalipto do que a fonte
dessa fragdo huimica. Concentracdes em torno de 24 mg L de C-AH extraido de
composto foram efetivas em promover maior acimulo de Zn pelo eucalipto.
Acima da concentracdo 6tima, o aumento da disponibilidade de C-AH no meio
de cultivo pode ter propiciado a formacdo de complexos de alta estabilidade

quimica, que afetaram a aquisicdo de Zn pelas plantas.
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Eficiéncia de absor¢ao de nutrientes

N&o houve influéncia das fontes e concentracdes de AH na eficiéncia de
absorcéo (EAbs) de N e K (Figura 6), mas foi notada alteracdo na EAbs para P e
Ca em funcdo dos fatores testados de forma isolada. A fonte AH-L2 diminuiu a
EAbs de P em 9,1 %, quando comparado as demais fontes. Houve queda na
EAbs de Ca com o aumento da concentracdo C-AH. As SHs sdo capazes de
otimizar a aquisicdo de nutrientes pelas plantas, seja pelo estimulo de
transportadores da célula que aumentam a absor¢do de P (JINDO et al., 2016),
estimulo da H*-ATPase de membrana plasmatica, gerando diferenca
eletroquimica de protons entre essa e 0 meio externo, o que altera a absor¢do de
nutrientes (CANELLAS et al., 2015), aumentando a aquisicdo de N pelas plantas
(TAVARES et al., 2017). Além disso, as SHs estimulam o numero de raizes
fisiologicamente ativas (RIMA et al., 2011) e aumentam o crescimento radicular
(ROSE et al., 2014), o que depende da concentragéo e das caracteristicas dos AH
(AGUIAR et al., 2009). A labilidade dos compostos presentes nos AH, também,
condicionam este efeito, sendo que fontes que possuem compostos mais labeis
apresentam maior efeito em concentragbes menores de AH (GARCIA et al.,
2016). Os dados apresentados mostram que os efeitos observados no maior
crescimento e acimulo de N, P, K e Ca, em concentra¢fes 6timas na solucéo,
das plantas tratadas com AH, foi devido ao maior crescimento das plantas, tendo
pouca influéncia na melhoria da aquisicao de nutrientes, pela maior eficiéncia no
uso. Isso mostra que o maior efeito observado dos AH esta associado ao

estimulo no crescimento das mudas de eucalipto em baixas concentragoes.
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Figura 6. Eficiéncia de absorcdo de N, P, K, Ca, B, Cu, Fe e Zn por mudas de eucalipto
em funcdo da combinacéo de diferentes fontes de acidos himicos (AH) e concentracdes
de C-AH (mg L™). AH-L1: AH de Leonardita extraido com NaOH; AH-Com: AH
extraido de composto com KOH; AH-L2: AH de Leonardita extraido com KOH.
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Houve queda na EAbs de B, Fe e Zn com o0 aumento da concentracdo de
AH, independentemente da fonte utilizada (Figura 6). No caso particular do Fe,
a aplicacdo de AH, independentemente da fonte e concentracdo, reduziu em 30,5
% a EAbs, em relagdo a néo adi¢do de AH. Para o Cu, houve somente influéncia
da fonte de AH, sendo que AH-Com aumentou a EAbs de Cu em 14,8 %, em
relacdo as demais fontes estudadas, possivelmente por esta possuir 0 maior teor
de Cu em sua composicao quimica. Elena et al. (2009) relatam que a aplicacdo
de AH extraidos de Leonardita estimularam a atividade da quelato-redutase do
Fe (1), aumentando a eficiéncia na aquisi¢do de Fe, além de favorecer maior
acumulo do nutriente, sendo as fragdes humicas extraidas com &gua mais
efetivas em aumentar o aproveitamento de Fe (TOMASI et al., 2014), o que,
segundo os autores, ocorre devido a formagdo de complexos menos estaveis
entre moléculas humicas e o Fe. O efeito de complexacdo entre AH e metais,
formando ligagbes de alta energia, reduz disponibilidade de alguns
micronutrientes, 0 que compromete sua aquisi¢do, diminuindo a EAbs destes, a
ponto de induzir deficiéncias nutricionais de metais em plantas cultivadas
(MOREIRA et al., 2016). O aumento da concentragcdo de C-AH resulta em
impactos negativos na aquisicdo de micronutrientes pelo eucalipto,
comprometendo a eficiéncia no uso destes, principalmente Fe, porém, esta queda
é mais pronunciada em concentracdes elevadas de AH (100 mg L C-AH).
Entretanto, pequenas concentracdes de AH, apesar de ndo aumentar a EAbs de
micronutrientes metélicos, promoveram maior crescimento das mudas de

eucalipto cultivadas em solugdo nutritiva.

Conclusoes
i) Sdo necessarias baixas concentracdes de C-acido himico, cerca de 14 mg L,
para aumentar de 6 a 18% a massa seca da parte aérea. Entre as fontes de acidos

himicos, hd um destaque para a extraida do composto, que assegurou maior
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crescimento tanto da parte aérea como de raizes de mudas de eucalipto, embora
fosse necessario, para otimizar o crescimento das raizes, concentracdo de C-AH
cerca de cinco vezes maior do que a concentracdo 6tima de AH de leonardita
para pleno crescimento da parte aérea.

ii) Independentemente da fonte e concentragdo de C-acidos humicos, ha reducéo
acentuada no acumulo de Fe na parte aérea, o que evidencia dificuldade de
translocacdo do nutriente das raizes para o tecido foliar da planta. Ha restricdo
acentuada de acimulo de Cu nas raizes de eucalipto para concentragbes maiores
que 22 mg Lt de C-AH. Por isso, 0 aumento da concentracdo de AH, ao elevar a
oferta de ligantes organicos na solucéo nutritiva, reduz a aquisicdo de Fe e Cu
por mudas de eucalipto.

iii) A interacdo fonte e concentragdo de AH ndo exerceu influéncia significativa
sobre a eficiéncia de absorcdo de nutrientes, de modo que a maior ou menor
aquisicdo de nutrientes em fungdo da adubacdo himica é mais explicada pela
producdo de massa seca, que é maior em baixas concentra¢es de C-AH, do que
pelo acréscimo na eficiéncia de absorcdo e uso de nutrientes pelas mudas de

eucalipto.
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Artigo2. Versdo preliminar a ser submetida na Revista Journal of Plant

Nutrition and Soil Science

Crescimento e nutricdo do eucalipto em resposta a alteragdes
supramoleculares de &cidos hamicos induzidas pela intera¢do com os &cidos

oxalico e citrico

Growth and nutrition of Eucalyptus in response to macromolecular changes of

humic acid induced by interaction with oxalic and citric acids

Resumo

Fragmentos bioativos de acidos humicos (AH) sdo mais eficazes em aumentar o
crescimento e a aquisicdo de nutrientes das plantas do que os agregados
supramoleculares que os originam. As unidades fragmentadas de AH podem
atuar de forma mais eficiente comparadas as fra¢cfes maiores de AH, em varios
processos bioquimicos e fisiolégicos das plantas. Os &cidos organicos sdo
capazes de fragmentar os AH em unidades supramoleculares menores de AH,
muitas vezes, gerando fragmentos mais bioativos e eficientes em aumentar a
absorcdo de nutrientes e crescimento do eucalipto. Objetivou-se avaliar o efeito
do AH, sozinho ou em associagdo com acidos citrico (AC) e oxalico (AO), no
crescimento, absorcdo e eficiéncia de absor¢do de nutrientes por mudas de
eucalipto. A fragmentacdo do AH em unidades de menor massa molar foi
verificada pela determinacdo da relagdo E4/E6, em condi¢Ges normais de cultivo
em solucdo nutritiva. As mudas de eucalipto foram cultivadas em solucéo
nutritiva durante 45 dias. Os AH utilizados simultaneamente com AO tiveram
suas estruturas supramoleculares fragmentadas em por¢des mais bioativas do
que a molécula ndo associada com os &cidos organicos de baixa massa molar

(AOBM), tendo como base a relacdo E4/E6 medida, resultando em fragmentos
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de menor massa molar. O AC néo € tdo efetivo quanto o AO na quebra aparente
de AH em unidades hiimicas mais bioativas. H& evidéncias neste estudo de que o
conceito de estruturas quimicas supramoleculares se aplica aos AH, que
adquirem caracteristicas tipicas de substancias humicas de baixa massa molar
quando associado a AO adicionado ao meio de cultivo. Mudas de eucalipto
crescidas em solucdo nutritiva suplementada com AH mais AO apresentaram
aumento significativo nas massas secas da parte aérea e da raiz, em média, com
crescimento 30% maior do que a massa seca de mudas cultivadas
exclusivamente na solucéo nutritiva. As mudancas no crescimento do eucalipto e
nos padrdes de aquisicdo de nutrientes sdo explicadas principalmente pelo
aumento das quantidades de micronutrientes acumuladas na parte aérea. Os
resultados obtidos neste trabalho revelam que os fragmentos bioativos de AH
produzidos por AO, utilizados simultaneamente com os AH, sdo efetivos em
aumentar o crescimento, mesmo para espécies florestais reconhecidamente
pouco responsivas a fertilizagdo hdmica. A exposicdo de fragmentos humicos
menores na estrutura supramolecular dos AH em funcéo do uso de AO é eficaz
em aumentar as quantidades de Cu, Mn e Fe acumuladas na parte aérea do
eucalipto.

Palavras-chave: Bioatividade de substancias himicas, H* - ATPase, relacdo
E4/E6, agregados supramoleculares, complexos organicos-metélicos, absor¢édo

de micronutrientes, membrana plasmatica celular, fragmentos himicos.

Abstract

Bioactive fragments of humic acids (HA) are more effective in increasing plant
growth and nutrient uptake than the supramolecular aggregates that originate
them. Fragmented HA units can act more efficiently compared to larger HA
fractions in various biochemical and physiological processes of plants. Organic

acids are able to fragment AH into smaller supramolecular HA units, often
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generating more bioactive and efficient fragments which may enhance nutrient
uptake and eucalyptus growth. The aim of this study was to evaluate the effect
of HA, alone or in association with citric (CA) and oxalic acids (OA), on the
growth, nutrient acquisition and use efficiency by eucalyptus seedlings. The HA
fragmentation in units of lower molar weight was verified by determination of
the E4/E6 ratio of humic substances solubilized in the Hoagland nutritive
solution. Eucalyptus seedlings were grown in nutrient solution during 45 days.
The HA used simultaneously with OA had their supramolecular structures
fragmented into more bioactive portions than the molecule not associated with
low molecular weight organic acids (LMWOA), based on the measured E4/E6
ratio. Citric acid is not so effective as OA in breaking down intact HA in more
bioactive humic units. There is evidence in this study that the concept of
supramolecular chemical structures applies to HA, which acquire characteristics
typical of humic substances of low molar weight when associated with OA.
Eucalyptus seedlings grown in nutrient solution fertilized with HA plus OA
increases shoot biomass is, on average, 30% greater than the dry mass of
seedlings grown exclusively in the nutrient solution. Changes in eucalyptus
growth and nutrient acquisition patterns due to HA fragmentation are mainly
explained by the increase in the amount of micronutrients accumulated in
plantlet shoot. The results obtained in this work reveal that the bioactive
fragments of HA produced by OA are effective in increasing growth of
eucalyptus, recognized by its low capacity to respond to humic fertilization. The
exposure of smaller OA treated humic fragments in the supramolecule of HA is
effective in increasing the amounts of Cu, Mn and Fe accumulated in eucalyptus
shoot.

Keywords: Bioactivity of humic substances, H'-ATPase, E4/E6 ratio,
supramolecular aggregates, organic-metallic complexes, micronutrient uptake,

cellular plasma membrane, humic fragments.
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1 Introducéo

Os 4cidos hdmicos (AH) sdo constituidos por uma estrutura
supramolecular, a qual é constituida por associacdo de moléculas organicas
relativamente pequenas e heterogéneas, que se estabilizam por liga¢des de baixa
energia, como forgas de Van der Waals e pontes de hidrogénio (Piccolo, 2001;
Sutton e Sposito, 2005; Nuzzo et al., 2013). Quando os AH séo utilizados em um
meio de cultivo, essas fracas ligacdes dos AH podem ser rompidas e fragmentar
a estrutura organica, cuja magnitude é dependente da forca ibnica, pH,
concentracdo de cations (Palmer e Von Wandruszka, 2009; Nuzzo et al., 2013) e
presenca de acidos organicos de baixa massa molar (AOBM) (Canellas et al.,
2008). Esses AOBM podem ser oriundos da exsudacdo radicular, da biomassa
microbiana (Adeleke et al., 2017), ou mesmo da aplicacdo direta desses acidos
no meio de cultivo de plantas (Piccolo et al., 2003; Canellas et al., 2008). Este
efeito da planta em liberar AOBM e fragmentar moléculas de AH pode ser de
grande impacto para plantas de eucalipto, visto que ha grande capacidade desta
espécie em liberar AOBM (lkka et al., 2013).

As propriedades guimicas dos AOBM, como constante de equilibrio e
de dissociagdo, numero e tipo de grupamentos funcionais e massa molar regulam
a capacidade desses acidos em fragmentar os AH (Piccolo et al., 1996; 2003).
Dessa forma, acidos dicarboxilicos, como o &cido oxalico (AO), podem ser mais
efetivos na ruptura das ligacGes, em comparacdo aos tricarboxilicos, como o
acido citrico (AC), devido a menor massa molar do AO e, possivelmente, maior
interacdo com os AH. Essa ruptura das ligacdes dos AH alteram a conformacéo
da molécula, o que resulta na exposicdo de maior nimero de grupos funcionais e
reduz a massa molar dos AH, expondo fragmentos de maior bioatividade
(Piccolo et al., 2003; Canellas et al., 2008). Essas caracteristicas dos fragmentos
de AH conferem maior bioatividade, o0 que potencializa 0s processos

bioguimicos e fisiolégicos da planta, propiciando maior absorcdo de nutrientes
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pelas culturas (Canellas e Olivares, 2014). Essa bioatividade magnificada dos
AH podem melhorar os padrdes de nutricdo das plantas e minimizar os efeitos
da complexacdo de nutrientes pelos AH, o que normalmente reduz a
disponibilidade as plantas, devido a formacdo de complexos de esfera interna
entre metal e quelante (Moreira et al., 2016).

A complexacdo de AH com nutrientes, especialmente metais, pode ser
tdo estavel a ponto de comprometer sua disponibilidade no meio de cultivo e
absorcéo pelas plantas, o que tem induzido a deficiéncias nutricionais (Murray et
al., 2011; Moreira et al., 2016). A estabilidade, reatividade e solubilidade desses
complexos organometalicos, bem como a reducdo da disponibilidade dos
nutrientes envolvidos nessas interagdes sdo dependentes do tamanho da
molécula, forga ibnica, pH e tipo de metal presente no complexo (Colombo et
al., 2014; Boguta e Sokofowska, 2016). Assim, os nutrientes mais afetados pela
complexacdo organica sao os micronutrientes metélicos, Fe, Cu, Mn e Zn (Nuzzo
et al., 2013; Boguta e Sokofowska, 2016; Moreira et al., 2016; Xu et al., 2016), o
que tem diminuido sua disponibilidade as plantas com a aplicacdo de AH.
Pinheiro et al. (2010) verificaram menor absorcao de Fe, Zn e Cu pelo eucalipto
em funcdo do aumento da concentracdo de AH na solucdo nutritiva, o que
reduziu a producdo de massa seca da planta. Entretanto, com a fragmentagdo dos
AH e formagdo de subunidades hdmicas mais bioativas, as fragdes humicas
tornam-se mais acessiveis aos receptores celulares das raizes, estimulando o
crescimento de raizes fisiologicamente mais ativas (Rima et al., 2011), fato que €
essencial para a absorcdo de nutrientes (Canellas et al., 2015). Além disso, a
fragmentacdo dos AH favorece a formacdo de complexos de menor massa
molar, sendo estes mais biodisponiveis as plantas, quando comparado com
complexos de maior massa molar (Colombo et al., 2013). A fragmentacdo das
moléculas de AH podem ser mensuradas de forma indireta, por meio do o

aumento de valores da relacdo E4/E6 (Canellas et al., 2008).
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Os AH sdo capazes de estimular varios processos na planta, como a
transcricdo de genes responsaveis pelo transporte de nutrientes como P, Fe e N,
0 que aumenta a eficiéncia de absorgcdo desses nutrientes (Elena et al., 2009;
Jindo et al., 2016; Tavares et al., 2017). Além disso, influenciam a absorcéo de
nutrientes, por induzir mudancas no sistema radicular (Halpern et al., 2015). No
geral, culturas perenes sdo menos responsivas a pratica de aplicacdo de AH,
talvez, pelo nimero reduzido de estudos com esse grupo de plantas (Rose et al.,
2014). Pinheiro et al. (2010) verificaram que concentra¢fes em torno de 5 mg L~
! de C-AH aumentaram a producdo de massa seca do caule, folha e raiz do
eucalipto. Os pequenos efeitos observados dos AH sobre culturas perenes podem
ser otimizados por meio de técnicas que propiciem maior bioatividade das
moléculas himicas, sendo uma delas a producdo de fragmentos humicos mais
bioativos, como relatam Rima et al. (2011), que observaram que a aplicacdo de
AC juntamente com AH estimulou a atividade da H*-ATPase nas raizes de
milho, estimulando o crescimento radicular. Este sinergismo de AH com AO é
demonstrado em aplicaces foliares, aumentando a produgéo de trigo em 33% e,
na cultura do abacaxi, aumentando a absorcéo de N, P, K Ca e Mg (Baldotto et
al., 2011; El-Shabrawi et al., 2015). O efeito sinérgico entre AH ¢ AO no
estimulo de raizes de plantas, carece de mais estudos, visto o0 seu grande
potencial.

Sao hipdteses deste estudo: (i) a fragmentacdo de moléculas de AH, por
meio da aplicacdo de AOBM em soluc¢do nutritiva, € favorecida quando a fragdo
himica se associa ao AO, em relagdo ao AC; (ii) o AO é mais efetivo do que o
AC em produzir no meio fragdes de AH mais bioativas e de menor massa molar,
que contribuem para um maior crescimento do eucalipto e absor¢do de
nutrientes. Objetivou-se avaliar: (i) avaliar o papel de AO e do AC em
fragmentar os AH em unidades mais bioativas; (ii) determinar a producdo de

raizes e da parte aérea do eucalipto cultivado em solugdo nutritiva sob efeito de
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AH, associado ou ndo ao AO e AC; e (iii) determinar o acimulo de macro e
micronutrientes na raiz, caule e folhas, bem como a eficiéncia de absorcéo
desses nutrientes pelo eucalipto em fungdo da adubacdo himica e do uso
conjunto de AH mais AOBM.

2 Material e métodos

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, com o cultivo de
eucalipto do clone VM 01 (hibrido Eucalyptus urophylla x Eucalyptus
camaldulensis). As mudas foram adquiridas em viveiro comercial com 1 ano e 3
meses de idade. Os &cidos humicos (AH) utilizados no estudo foram extraidos
de leonardita, por meio do uso de solugédo de 0,5 mol L* de KOH, seguindo-se a
metodologia recomendada pela Sociedade Internacional de Substancias Hamicas
(Swift et al., 1996). Os AH apresentaram as seguintes caracteristicas quimicas:
pH em &gua de 9,7, determinado na relacdo AH: agua de 1:2,5 (m/v); teores
totais de C de 354,9; N de 5,3; P de 0,05; K de 41,6; Ca de 1,4; Mg de 2,7; S de
2,8; Nade 3,2e Fede 2,7gkg?edeB de 41,6; Cu de 7,6; Mn de 21,0 e Zn de
76,3 mg kg*. As propriedades espectroscépicas dos AH foram determinadas por
espectrébmetro de infravermelho por transformada de Fourier com refletancia
total atenuada (FTIR-ATR). A faixa espectral analisada foi a referente a regido
do infravermelho médio de 4000 a 1200 cm™, com resolugdo de 2 cm?. As
bandas de absorcdo que representam os grupamentos quimicos organicos dos
AH foram identificadas de acordo com as assinaturas espectrais e suas
denominac@es descritas em Stevenson (1994) (Figura 1). O &cido citrico (AC) e

acido oxalico (AO) foram utilizados na forma de reagentes p.a.
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Figura 1. Espectro de FTIR-ATR e 0s principais grupamentos quimicos organicos dos
acidos humicos extraidos de leonardita.

A determinagdo da relacdo E4/E6 foi realizado em duas condigdes
distintas, a primeira foi relacionada ao uso das amostras de AH+AC+AOQ,
AH+AC, AH+AO e AH solubilizadas em solugédo 0,05 mol L* de NaHCOs, na
proporcdo AH: solucéo de 1:3 (m/v), com pH da solucéo de cada mistura igual a
8,4, seguindo-se metodologia descrita por Reddy et al. (2014). Nesse
procedimento, os AC e de AO foram aplicados nas mesmas concentragdes e
proporcdes com a concentracdo de AH utilizadas no estudo. A segunda condigdo
de determinacgdo da relagdo E4/E6 envolveu o uso de mesma solucdo nutritiva
com os devidos tratamentos testados, pH e concentragdes de AH, AC e AO
utilizadas no meio de cultivo do eucalipto. Em ambas as condigdes estudadas,
foram utilizadas trés repeti¢fes para cada um dos tratamentos. Apds o preparo
das amostras com AH, as solu¢cbes foram submetidas a andlise de
espectrofotometria UV-visivel, em espectrofotometro SF-325NM da TECNAL®,

no comprimento de onda de 465 e 665 nm. A relacdo E4/E6 foi calculada pela
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relacdo entre os valores de absorbancia em 465 nm e 665 nm, sendo essa razao
utilizada para estimar as mudancas na estrutura supramolecular dos AH.

As mudas de eucalipto foram cultivadas em solugdo nutritiva de
Hoagland e Arnon (1950), modificada pelo aumento da concentracdo de
micronutrientes, de modo que foram adicionados na solugéo: 14; 196; 31; 235;
160; 49 e 68 mg L de N-NH4; N-NOs; P; K; Ca; Mg e S, respectivamente; além
de 5; 0,8; 1; 0,20; 0,05 e 0,01 mg L™, respectivamente, para Fe; B; Mn; Zn; Cu e
Mo, com o uso de sais na forma de reagentes p.a. As mudas foram ambientadas
por 60 dias em solucdo nutritiva, em bandejas de 20 L, aumentando a cada 20
dias a forca idnica da solucdo nutritiva, de 25 até 100%. O tempo de
ambientacdo adotado teve por objetivo propiciar maior crescimento radicular das
mudas antes de serem expostas aos tratamentos investigados.

Apos o periodo de adaptagdo, cada planta de eucalipto foi transferida
para vaso de 2,3 L de solugdo nutritiva com os tratamentos. Nesta etapa, a
solucéo nutritiva teve seu pH ajustado para 5,5 + 0,2, com adicdo de solucdes de
0,5 mol L't de KOH ou de 0,5 mol L-*de HCI e foi mantida em aeragdo constante
durante o periodo experimental. Os tratamentos testados consistiram na adigdo
de oito diferentes combinagdes de AH, AC e AO na solugdo nutritiva, sendo
testados: AH+AC+AO, AH+AC, AH+AO, AH, AC+AO, AC, AO, além de um
tratamento controle (cultivo somente em solucdo nutritiva). O experimento foi
realizado em delineamento em blocos casualizados com quatro repeticoes.

As plantas foram cultivadas por 45 dias, sendo a solugdo nutritiva
substituida a cada 15 dias, de forma a renovar as concentracGes iniciais dos
nutrientes e os tratamentos utilizados. Durante o intervalo da troca da solugdo
nutritiva, diariamente, era completado o volume da solugdo nos vasos,
utilizando-se 4gua deionizada. Ao final do experimento, as plantas foram
coletadas e separadas em raiz, caule e folha, que, posteriormente, foram secadas

em estufa a 60°C por 72 horas, a fim de determinar a massa seca dos
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compartimentos da planta. Em sequéncia, as amostras do tecido vegetal foram
moidas e passadas em malha de 1 mm, para a determinacdo dos teores totais de
N pelo método Kjeldahl, apés digestdo com acido sulfurico (Tedesco et al.,
1995) e; P, K, Ca, Mg, S, Cu, Mn, Fe e Zn foram determinados apés digestéo do
tecido vegetal em mistura de &cido nitrico: &cido perclorico, na proporcéo de 4:1
(Malavolta, 1997).

Os teores dos nutrientes analisados na raiz, caule e folha do eucalipto
foram relacionados com a producdo de massa seca de cada compartimento
vegetal, a fim de calcular o acimulo do nutriente (CN) em cada 6rgdo da planta
(Equacdo 1). A eficiéncia de absorcdo dos nutrientes (EAbs) também foi
calculada (Equagéo 2), conforme proposto por Bataglia et al. (1983).

CN (mg planta™) = MS x Nu (Eq. 1)

Onde, CN é o contetido acumulado de nutriente na parte analisada da planta (mg planta-
1, MS é a producéo de massa seca da raiz, caule ou folhas (g planta?), e Nu, é o teor do
nutriente referente ao compartimento vegetal avaliado (mg kg).

EAbs (mg g*) =CN/MSR (Eq. 2)

Onde, CN, é o conteiido acumulado de nutriente total na planta (mg), e MSR, é a massa
de seca de raizes (g).

Os dados foram submetidos a andlise de variancia e, quando notado
diferenca significativa (p<0,05), foi utilizado o teste de agrupamento de médias
de Scott-Knott (p<0,05), para diferenciacdo das médias dos tratamentos. Na

etapa de andlise estatistica, utilizou-se o software SISVAR 5.6 (Ferreira, 2014).
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3 Resultados e discusséo
3.1 Relacgdo E4/E6 e fragmentacdo de AH

O potencial de mudangas na estrutura supramolecular dos &cidos
hamicos (AH) através da relacdo E4/E6, em condi¢Ges de maxima solubilidade
(pH = 8,4) ndo é influenciado pela adicdo de diferentes &cidos orgénicos de
baixa massa molar (AOBM) (Figura 2-A). Em condigdes de cultivo em solugdo
nutritiva, com pH corrigido para 5,5 (Figura 2-B), ha interferéncia da aplicagdo
da aplicacdo de AOBM no valor da relacdo E4/E6. Piccolo et al. (2003),
mostram o efeito do pH na estrutura supramolecular dos AH, sendo que a
reducéo do pH provoca mudancas nas conformagdes de moléculas himicas antes
instaveis, mantidas por ligacdes dispersivas, a novas conformagcfes mais
estaveis, establizadas predominantemente por ligacfes do tipo pontes de
hidrogénio, podendo também afetar a distribui¢do de grupamentos funcionais e a
protonacgdo desses. As diferencas nos valores observados da relacdo E4/E6 de
AH mostram o efeito do pH na relagdo E4/E6, o que permite inferir mudancas
na estrutura supramolecular dos AH, o que afeta o potencial de resposta das

plantas a0 AH em acdo sinérgica com o AOBM.
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Figura 2. Relagdo E4/E6 das amostras de &cidos himicos (AH) com diferentes acidos
organicos de baixa massa molar (AC: &cido citrico; AO: acido oxalico), segundo
metodologia descrita por Reddy et al., (2014) (A); e na solucdo nutritiva de cultivo (B).
Médias seguidas da mesma letra ndo se diferenciam pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).
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O é4cido oxalico (AO) com menor massa molar (90,03 g mol?) foi mais
efetivo em aumentar a ruptura do AH em relacdo ao &cido citrico (AC) (massa
molar = 192,12 g mol™), em solugdo nutritiva, com aumento de 7% na relagdo
E4/E6, em relagdo ao valor inicial de AH. Acidos dicarborxilicos, devido a sua
menor massa molar, sdo mais efetivos em aumentar a ruptura de moleculas
himicas em relagdo a acidos tricarborxilicos, para uma mesma concentracao de
acido organico (Piccoloet al., 1996). Tratamentos que aumentem a relacdo
E4/E6 em funcdo de um valor inicial de AH acarretam mudangas na estrutra
supramolecular de AH, que é fragmentado em unidades menores de maior
bioatividade (Canellas et al., 2008), sendo o efeito de fragementacdo e
exposicdo de unidades menores e mais bioativas contidas na estrutura
supramolecular dos AH dependente do tipo de AOBM e de sua concentra¢do no
meio de cultivo. As mudangas observadas de acordo com a aplicacdo de AOBM
na estrutura molecular dos AH, é devido a capacidade da interagdo de
componentes hidrofobicos dos AOBM juntamente com AH (Piccolo et al.,
1999). Isso leva a indugdo da formacdo de pontes de hidrogénio intra ou
intermolecular entre fungdes &cido protonadas e grupos contendo oxigénio, na
associacdo dos AH com o AOBM, o que provoca 0 aumento do conteudo
energético das moléculas, havendo a transi¢do das conformagdes himicas antes
estaveis, para associagfes de menor massa molar (Piccolo et al., 2003). Com
isso, a aplicacdo de AO promoveu maior interacdo com AH do que o AC,
provocando rupturas na associacdo supramolecular dos AH, resultando, em

moléculas mais bioativas, que potencializaram os efeitos sobre o eucalipto.

3.2 Producdo de massa seca
A adicdo de AH+AO na solucdo nutritiva aumentou a producdo de
massa seca de folha, caule e raiz em 18, 25 e 32 %, respectivamente, em

relacdo ao cultivo do eucalipto em meio sem adi¢do de fracGes organicas -



68

controle (Figura 3). Em relacdo a aplicacdo isolada de AH, a combinacdo com
AO mostrou-se efetiva em aumentar a producdo de massa seca no eucalipto, fato
que ndo foi observado para o AC. Por outro lado, 0 uso de AOBM sem a
aplicagdo de AH, e de AH+AC+AO diminuiram a produgdo de massa seca da
folha e raiz em relacdo a biomassa de plantas do controle. Os tratamentos
AH+AC+AO, AH, AC+AO e AO, mostraram maior producdo de massa seca de
raiz juntamente com AH+AQO. A aplicacdo de AOBM juntamente com AH é
capaz de promover mudancas na estrutura supramolecular dos AH, promovendo
ruptura destes com consequente maior bioatividade dos fragmentos humicos
resultantes de menor massa molar (Canellas et al., 2008). O Eucalipto tem
grande capacidade de liberar AOBM (lkka et al, 2013) e, portanto, pode também
aumentar a bioatividade de AH devido a fragmentacdo da fracdo himica em
unidades menores e de maior bioatividade. O efeito sinérgico entre a aplicagdo
de AH e AO via foliar é relatado por El-Shabrawi et al. (2015) sobre o
crescimento e produtividade do trigo, que foi elevou-se cerca de 33% com o
fornecimento de AH+AO em relacdo ao suprimento isolado de AH. E muito
provavel que fragmentos hdmicos de menor massa molar tenham agido no
sentido de potencializar a acdo do sobre as plantas, com estimulo ao crescimento
do eucalipto. A sinergia que ha entre 0 AH e AO é relevante, pois abre-se espago
para maior crescimento da parte aérea por unidade de massa seca de raiz
produzida, muito provavelmente devido a acdo do AO em produzir fragmentos
himicos mais bioativos, que conferem as raizes maior eficiéncia em utilizar
agua, nutrientes e energia para os processos fisioldgicos de absorcdo de
nutrientes e de crescimento e desenvolvimento da parte aérea e de outros

processos fisioldgicos e bioquimicos em mudas de eucalipto.
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Figura 3. Massa seca (MS) da folha, caule e raiz de plantas de eucalipto (A), e relacdo
da raiz/ parte aérea (B), em funcdo dos tratamentos utilizados. AH: &cidos humicos; AC:
acido citrico; AO: acido oxalico. Médias seguidas da mesma letra ndo se diferenciam
pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).

A relacdo da massa seca de raiz/parte aérea (relagdo R/PA) dos
tratamentos AH, AH+AC e AH+AO foi igual ao controle e inferior aos
tratamentos com adicdo somente de AOBM (Figura 3). Em trabalho realizado
por Nikbakht et al. (2008), foi verificado que o efeito das substancias himicas
(SHs) é mais pronunciado nas raizes comparado aquele sobre a parte aérea, por
aumentar a eficiéncia de aquisicdo de nutrientes pelas raizes, 0 que acarreta
gasto energético maior para o desenvolvimento radicular, comprometendo a
producdo da parte aérea. Pinheiro et al. (2010), ao avaliarem o efeito de
concentragcdes de AH no crescimento do eucalipto, verificaram aumento da
relacdo R/PA com o aumento da concentracdo de AH, porém, a producdo de
massa seca da parte aérea foi influenciada negativamente com o aumento da
concentracdo de AH, estabelecendo um relacdo negativa entre o crescimento da
biomassa da parte aérea e a relagdo R/PA. A manutencdo da mesma relagdo
R/PA com aumento da producdo massa seca promovida pelo tratamento
AH+AOQ ilustra o papel do AO em aumentar a bioatividade dos AH, dado que,

com a mesma massa de raizes, produziu-se mais biomassa na parte aérea,
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sinalizando para uso mais eficiente de nutrientes na raiz. H4, com essa sinergia,

aumento na producdo de massa seca nos compartimentos estudados.

3.3 Acumulo de macro e micronutrientes

A maior parte do acumulo de N, P, K, Ca, Mg e S ocorre nas folhas do
eucalipto (Figura 4), orgao que é responsavel por maior atividade metabdlica. O
tratamento com AH+AQO promoveu o maior acumulo na folha de N, P, Ca, Mg e
S, da ordem de 30, 38, 28, 32 e 25 %, respectivamente; no caule, 0 uso conjunto
de AH+AO resultou em aumento no acimulo de N, K, Ca, Mg e S de 50, 25,
20, 38 e 96 %, respectivamente, em relacdo aos acumulos notados para as
plantas cultivadas exclusivamente na solugdo nutritiva. A aplicacdo de AOBM
de forma isolada e ou em conjunto (AC, AO, AC+AO) resultou em menor
acimulo de macronutrientes na folha e caule. O potencial de resposta da
producdo de massa seca e nutricdo das plantas devido ao uso de AH varia em
fungdo da planta cultivada; culturas perenes como o eucalipto sdo tidas como
pouco responsivas a aplicacdo de AH (Rose et al., 2014). Em trabalho realizado
com eucalipto em solugdo nutritiva, Pinheiro et al. (2010) verificaram que o
aumento da concentragdo de AH diminuiu o0 acimulo de N, P, K, Ca, Mg e S,
sendo somente observada resposta ao uso de AH e melhoria na nutricdo das
plantas para concentracdes de AH inferiores a 15 mg L™ C-AH.

A singergia entre AH e AO foi demonstrada por Baldotto et al. (2011),
ao estudar os efeitos de diferentes combinacdes de imersdes de AH e AC sobre o
abacaxi, verificando incremento da massa seca e do acimulo de N, P, K, Ca e
Mg no tecido foliar, em relacdo a aplicacdo isolada de AH. Em funcdo dos
resultados alcangados neste estudo, o AC néo foi tdo efetivo quanto o AO em
aumentar o acumulo de macronutrientes no eucalipto. O estudo do AO na
fisiologia das plantas, em relacdo ao AC, paralelo a aplicacdo de AH, ainda, é

pouco difundido, e o presente trabalho mostra o potencial deste em atuar no
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meio de cultivo, muito provavelmente, na fragmentacdo de AH, com aumento da

sua biaotividade, com melhoria na nutricdo e aumento do crescimento do

eucalipto.
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Figura 6. Acimulo de N, P, K, Ca, Mg e S, na folha, caule e raiz do eucalipto, em
funcdo dos tratamentos utilizados. AH: &cidos himicos; AC: &cido citrico; AO: acido
oxalico. Médias seguidas da mesma letra em cada compartimento (folha, caule e raiz)
ndo se diferenciam pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).
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A aplicacdo isolada de AH e de AOBM (Figura 5) influenciou
negativamente o acimulo de Zn nas folhas. Os tratamentos com a mistura de AH
e AOBM (AH+AC+AO, AH+AC e AH+AO) causaram acimulo de Zn na folha
similar aos do controle. A aplicagio de AOBM com AH estimulou a
translocacdo do Zn para a folha, com eficiéncia similar & verificada para o
controle. O Zn é um elemento quimico que possui alta afinidade com moléculas
himicas; essa afinidade é maior com o aumento de ligantes organicos associados
aos AH e baixas concentragbes de Zn no meio de cultivo, o que resulta em
complexos organo-metalicos (COMs) de alta estabilidade quimica (Boguta e
Sokolowska, 2016). A estabilidade quimica define a solubilidade do COMs e
posterior uso do nutriente presente nos COMs pelas plantas (Colombo et al.,
2014). Em casos de alta afinidade do metal pelo ligante organico da matriz
hamica, em vez de nutrir a planta, o agente quelatilizante pode interagir tao
fortemente com metais, a ponto de se tornar um dreno em detrimento do papel
de fonte de nutriente as plantas (Murray et al., 2011). Assim, é possivel inferir
que o AH+AO permite a ruptura da supraestrutura de AH, com formacdo de
fragmentos himicos que propiciam na solucdo nutritiva maior suprimento de Zn
ao eucalipto. E preciso, agora, estudar, para os micronutrientes em geral, a
reatividade, estabilidade quimica e solubilidade de complexos formados a partir
de fragmentos mais bioativos de AH formados na presenca de AO, pois isso

interfere diretamente no suprimento de micronutrientes as plantas.
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Figura 5. Acimulo de Zn, Mn, Fe e Cu, na folha, caule e raiz do eucalipto, em fungdo
dos tratamentos utilizados. AH: &cidos himicos; AC: &cido citrico; AO: acido oxalico.
Médias seguidas da mesma letra em cada compartimento (folha, caule e raiz) ndo se
diferenciam pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).

O acumulo de manganés nas folhas aumentou com a aplicagdo de AH
em conjunto com o AC e, ou, AO (AH+AC+AO, AH+AC e AH+AQ) em 45 %
em relacdo ao demais tratamentos; no caule, 0 AH+AC+AO e AH+AO
propiciaram acimulos semelhantes ao do controle, j& na raiz, os tratamentos que
continham na mistura 0 AO (AH+AC+AO, AH+AO, AC+AO e AO) e aplicacdo
isolada de AH favoreceram o acumulo de Mn na raiz. A complexac¢do de Mn
com AH nem sempre beneficia a planta, dado que ela pode dificultar a
translocacdo de Mn da raiz para a parte area. Isso ocorre devido a formagao de
complexos muito estaveis, com ligacGes do tipo covalente entre 0 Mn e 0s AH,
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podendo induzir deficiéncia de Mn em plantas (Moreira et al., 2016). Moléculas
ou unidades humicas menores, mais bioativas, atuam de modo similar aos
efeitos observados pela aplicagdo de fitohormonios, como a auxina, e séo
capazes de promover melhoria na nutricdo e uso de agua em plantas (Morard et
al., 2010). A presenca de AOBM e AH afeta a distribuicdo do Mn na planta,
devido ao diferencial na acumulacdo de Mn nas partes estudadas do eucalipto,
evidenciando o potencial do uso associado de AH+AC+AO, AH+AC e AH+AO
em promover maior redistribuicdo de Mn da raiz para a folha.

O actmulo de Fe foi mais acentuado nas raizes do eucalipto, em relagdo
aos demais compartimentos da planta, com pouca translocacdo de Fe da raiz
para a parte aérea. A aplicacdo de AH+AO propiciou maior acimulo de Fe na
raiz, seguido da aplicagéo isolada de AH. Observa-se que o acimulo de Fe na
folha no tratamento com AH+AO foi superior aos demais tratamentos. A
aplicagdo isolada de AH provocou reducdo no acimulo de Fe na folha,
evidenciando a dificuldade do nutriente em ser translocado da raiz para a parte
aérea, quando exposto a radicais de AH ndo fragmentados e, por conseguinte,
pouco bioativos. Ha, possivelmente, complexacdo do nutriente pelos AH
intactos, mas os complexos formados podem ter massa molar elevada, a ponto
de ndo garantir o suprimento adequado de Fe as plantas. Os principais fatores
gue controlam a disponibilidade de COMs formados com Fe séo a estabilidade
quimica e solubilidade do COMs (Colombo et al., 2014). O Fe pode se encontrar
no meio de cultivo na forma reduzida ou oxidada. Na forma oxidada, o Fe®,
induz a formagdo de agregados de menor tamanho e maior estabilidade
conformacional, com producdo de COMs quimicamente mais estaveis (Nuzzo et
al., 2013), o que afeta absorcao de Fe pelas plantas. Entretanto, com a aplicacéo
de COMs soluveis de AH-Fe favorece-se a expressdo de genes relacionados a
absorcado de Fe, criando condi¢es para maior absorcdo do nutriente pelas raizes

(Tomasi et al., 2013). O tratamento com AH+AOQO propiciou formacdo na solucédo
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nutritiva de fragmentos organicos com grande potencial de complexacdo de Fe,
que, posteriormente foram absorvidos e translocados nas plantas de eucalipto.
Essa otimizagdo de absorcdo de Fe permite a planta estocar o nutriente em maior
quantidade na raiz, que, eventualmente, pode se tornar fonte de Fe para parte
aérea, atendendo demandas de processos fisiologicos e bioquimicos a longo
prazo.

O actmulo de Cu na folha foi igual para todos os tratamentos, com
excecdo do AH+AO, que promoveu aumento de 37% do nutriente acumulado na
folha. No caule, o acimulo de Cu foi favorecido pela combinacdo de AH+AC e
AH+AOQ, e os tratamentos com AOBM sem a aplicacdo de AH apresentaram 0s
menores valores de acimulo de Cu. Na raiz, houve acimulo similar entre a
aplicagdo de AH+AO e o cultivo somente em solucdo nutritiva. A complexagéo
com Cu por moléculas humicas, afetando a absorcdo e acumulo por plantas,
pode refletir na producdo da massa seca do eucalipto (Pinheiro et al., 2010),
devido a alta complexacéo e estabilidade deste metal com o agente quelatizante.
Em funcdo dos grupos funcionais presentes em sua estrutura, os AH podem
favorecer ou ndo a absor¢do de micronutrientes catidnicos, caracteristica
relacionada com o tipo de COMs formado, o que pode afetar a solubilidade
destes no meio (Halpern et al., 2015). O potencial do uso do AH+AO se
expressa neste aspecto por meio da formagdo de moléculas mais bioativas, que
ndo comprometem, mas, sim, aumentem a absorcao de Cu pelo eucalipto.

A absorcdo de Mn e Fe foi favorecida pela aplicagdo de AOBM com
AH, e AH+AO aumentou o0 acimulo de Cu, e manteve o acimulo de Zn similar
em relagéo ao controle. Tanto os AOBM e AH possuem a capacidade de se ligar
eficientemente a metais (Adeleke et al., 2017), porém a ligacdo de metais a
moléculas himicas, conforme as caracteristicas do ligante organico e tipo de
ligacdo estabelecida com o metal pode ser tdo estavel a ponto de dificultar a sua

posterior liberagdo no meio de cultivo e absorcao pelas plantas. De acordo com
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Xu et al. (2016), a presenca de AH com maior grau de condensagdo e grupos

fendlicos propicia a formacao de complexos mais estaveis.

3.4 Eficiéncia de absor¢éo de nutrientes

A eficiéncia da absorcdo (EAbs) de N e P foi similar para AH+AO,
AH+AC e para o controle e superior a aplicacdo isolada de AH (Figura 6), com
aumento de 17,4 e 18 %, respectivamente, para AH+AO AH+AC. A EADs para
0 K foi maior para o controle, sequido de AH+AC e AH+AO. Em relacéo ao Ca
e Mg, houve reducdo da EAbs com o uso de AOBM, sem a aplicacdo de AH, e
qguando se combinou AH+AC+AO, sendo que a aplicacdo de AC e AO
juntamente com AH, ndo apresentou aumento da EAbs em relacdo a aplicacdo
isolada de AH. Reducédo na EADs de S foi verificada com a aplicagdo de AOBM,
sem adi¢do de AH. O aumento da EAbs de P pela aplicacdo de AH é relatado
por Jindo et al. (2016), devido ao estimulo dos AH na transcricdo de genes
relacionados & sua absorgdo. Este aumento da eficiéncia de uso de P pelas
plantas, devido & aplicagdo de AH, pode estar relacionado a outros fatores como
a inducdo da H*-ATPase que, por sua vez, propicia a atuacdo de transportadores
de ions secundarios que promovem a absor¢do de nutrientes (Tavares et al.,
2017), ou mesmo pelo aumento de crescimento de raizes fisiologicamente ativas
(Rima et al., 2011). Moléculas himicas de menor massa molar, comparadas as
de maior massa molar, sdo responsaveis por desempenhar maior bioatividade,
aumentando a eficiéncia de absor¢do de nutrientes por plantas (Trevisan et al.,
2010) e a presenca de AOBM seja pela aplicacdo no meio de cultivo (Piccolo et
al., 1999; Rima et al., 2011) ou devido a exsudacdo radicular, em resposta ao uso
de AH (Canellas et al., 2008), favorece a ruptura da estrutura supramolecular
dos AH, expondo fragmentos menores e de mais baixa massa molar. De acordo
com os dados mostrados, a aplicacdo conjunta de AC ou AO com AH, propiciou

aumento na EAbs de macronutrientes, em relacdo a aplicacdo isolada de AH.



77

Observa-se que, devido a maior quantidade produzida de raizes pelo uso de
AH+AO, houve maior acimulo de macronutrientes, contudo a EAbs desses
nutrientes ndo foi aumentada, mostrando que o efeito maior no crescimento foi
devido, possivelmente, a maior proliferacdo de raizes, potencialmente
fisiologicamente mais ativas, devido a ruptura da agregacdo dos AH pela
aplicacdo de AO.
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Figura 6. Eficiéncia de absorcdo de N, P, K, Ca, Mg e S, em funcéo dos tratamentos
utilizados. AH: acidos himicos; AC: acido citrico; AO: &cido oxélico. Médias seguidas
da mesma letra em cada compartimento ndo se diferenciam pelo teste de Scott-Knott

(p<0,05).

A EADbs de Zn (Figura 7) foi maior para o controle, em relacdo as

combinagdes e aplicacfes isoladas de AH e AOBM, e os tratamentos que
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continham AOBM em combinacdo com AH provocaram aumento, em média, de
16,4 %, em relacdo a aplicacdo isolada de AH. Um dos grandes problemas
relacionados a aplicacdo de AH é a reducdo da disponibilidade e acimulo de
metais (Pinheiro et al., 2010), causando possiveis mudangas no meio de cultivo
que interferem na aquisicdo desses nutrientes pelas plantas. Observa-se, de
acordo com os dados mostrados, que ha o aumento da EAbs de Zn pela
aplicacdo conjunta de AOBM e AH, em relacdo a aplicacdo isolada de AH,
mostrando que a diminuicdo da EAbs possa ser contornada por técnicas que
propiciem fragmentacdo dos AH com producéo simultanea de fragmentos mais
bioativos.

A EAbs de Mn diminui com a aplicacdo de AH, AC+AO e AO em
relacdo aos demais tratamentos. Os tratamentos com AOBM combinados com
AH aumentaram a EAbs em 22,7% em relacdo a aplicacdo isolada de AH,
mostrando uma melhoria na eficiéncia devido a desagregacdo dos AH pela
aplicacdo de AOBM. Moléculas de AH afetam a absorcdo de nutrientes pelas
plantas de diferentes modos, seja pelo aumento da eficiéncia do processo de
fotossintese, com maior crescimento das plantas (Jannin et al., 2012; Canellas et
al., 2015), formacdo de COMs que diferem quanto & estabilidade quimica,
reatividade e solubilidade e, que, conforme as caracteristicas, podem aumentar a
absorcdo de nutrientes (Adeleke et al., 2017). A presenga de AOBM com AH
mostra que o beneficio do AOBM ndo é diretamente ligado ao seu uso, mas
deve-se ao sinergismo com os AH, devido a exposi¢cdo de suas unidades

constituintes mais bioativas.
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Figura 7. Eficiéncia de absorcdo de Zn, Mn, Fe e Cu em fungdo dos tratamentos
utilizados. AH: acidos himicos; AC: acido citrico; AO: &cido oxalico. Médias seguidas
da mesma letra em cada compartimento ndo se diferenciam pelo teste de Scott-Knott
(p<0,05).

Para o Fe, houve diminuicdo da EAbs pela aplicacdo de AC+AO, AC e
AO; a EAbs ndo foi influenciada pelo sinergismo entre aplicacdo de AOBM com
AH. No caso particular do Fe, mesmo a manutencdo da mesma EAbs de Fe, para
os tratamentos AH+AC+AO, AH+AC, e AH+AO, em relacdo ao controle, a
absorcdo e translocagdo destes foi maior para a folha, mostrando possiveis
mecanismos relacionados a melhor redistribuicdo para a folha, 6rgdo
fisiologicamente mais ativo. Elena et al. (2009) mostraram que a aplicagédo de
AH provocaram aumento da expressdo génica da quelato-redutase do Fe(lll),

genes esse relacionado a absorcdo de Fe, ndo associando a diminuicdo
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significativa na aquisicdo de Fe na raiz ou na folha de pepino, inferindo estreita
relacdo entre o desenvolvimento da planta e a nutri¢do de Fe, sendo que o maior
efeito na nutricdo de Fe pela aplicacdo de moléculas himicas se da pelo uso de
moléculas de menor estabilidade e menor massa molar (Tomasi et al., 2013;
Colombo et al., 2014). A maior quantidade de raiz produzida pelo uso AH+AO
promoveu maior aquisicdo de Fe pela planta, com nutricdo adequada de Fe a
folha. Por outro lado, o uso de AH propiciaram maior aquisicdo de Fe pelas
raizes e pouca translocacdo do nutriente para a folha.

A EADbs de Cu foi igual para AH+AC e AH+AO e controle, e maior em
relacdo aos demais tratamentos. A aplicacdo de AC ou AO com AH,
promovendo desestabilizacdo da supraestrutura dos AH, devido a fragmentacéo
destes, aumentaram a EAbs de Cu em 30,7 %, em relagdo a aplicacéo isolada de
AH. O Cu é um dos metais que possuem maior afinidade com AH (Xu et al.,
2016), o que pode afetar em grande parte sua aquisi¢do pelas plantas (Pinheiro
et al., 2010), diminuindo assim sua EAbs pelas plantas. O aumento da EAbs de
nutrientes por plantas pode envolver varios mecanismos como 0 aumento da
transcricdo de genes relacionados a absorgéo (Jindo et al., 2016), modificacdo da
morfologia da raiz e expressdo genica de H*-ATPases e transportadores,
provocando maior EAbs de nutrientes (Tavares et al., 2017). Entretanto, foi
verificado que o sinergismo entre AH+AO e AH+AC pode eliminar o problema
na aquisicdo de Cu pela aplicacdo isolada de AH e manter a EAbs desse
nutriente, mas com o viés de promover maior crescimento e maior acimulo de
Cu.

A aplicagdo isolada de AH e AOBM provocou redugdo na EADs e
acumulo da maioria dos nutrientes, contudo a aplicacdo conjunta de AH+AO
assegurou manutencdo da EAbs de nutrientes pelo eucalipto em relacdo ao
controle, com maior producdo de massa seca da folha, do caule e raiz e

acréscimo na aquisi¢cdo de macro e micronutrientes pelas raizes, de modo que
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possiveis problemas associados a reducdo da disponibilidade e acimulo de
metais pelas plantas devido a formagcdo de COMSs estaveis foi, muito

possivelmente, suplantada pelo uso conjunto de AH e AO.

4 Conclusodes

i) Houve fragmentacdo da supraestrutura molecular de acidos himicos (AH)
devido a aplicacéo de &cido oxalico (AO), medido de forma indireta, através do
aumento da relacdo E4/E6, nas condigdes de cultivo em solugdo nutritiva, o que
aumentou a bioatividade dos fragmentos de AH expostos.

ii) A aplicacdo isolada de AC (&cido citrico), AO e AC+AO reduziu a producao
de massa seca de folha, caule e raiz de eucalipto, e a sua aplicacdo conjunta com
0 AH+AO, por outro lado, aumentou em cerca de 30% a produgdo da massa seca
de eucalipto.

iii) A aplicacdo de AH+AO aumentou o acimulo e a eficiéncia de absorcéo de
macronutrientes nos compartimentos estudados em relacédo a aplicacdo isolada
de AH. Houve sinergismo entre os AH e os AOBM, com aumento do acumulo

de, Zn, Mn, Fe e Cu no tratamento com AH+AOQO.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados do primeiro artigo mostram que a resposta a aplicacéo de
acidos humicos (AH) em termos de nutricdo e crescimento de mudas de
eucalipto cultivado em solucéo nutritiva foi influenciada tanto pela fonte como
pela concentracdo AH, sendo que a concentracdo média de 15 mg L de C-AH
estimulou o crescimento do eucalipto; com o0 aumento da concentragdo de AH, a
partir da concentracdo 6tima, h& decréscimo no crescimento e menor aquisi¢do
de alguns nutrientes pelo eucalipto, efeito de maior queda para o acimulo de Fe
e Cu, possivelmente pelo aumento de ligantes organicos, com a formacgédo de
complexos de alta estabilidade quimica. Isso sinaliza para a necessidade de se
aperfeigoar as proporcdes de ligantes organicos e nutrientes nas caldas e adubos
solidos hamicos.

Os resultados do segundo artigo evidenciam que o efeito da aplicacédo de
AH pode ser otimizado pela aplica¢do de acidos organicos de baixa massa molar
(AOBM), que modificam a estrutura supramolecular do AH, expondo seus
fragmentos menores mais bioativos; com isso, h& maior crescimento e aquisi¢éo
de nutrientes pelas plantas de eucalipto cultivados em solucdo nutritiva, sendo
mais eficiente 0 uso de AH conjuntamente com o acido oxalico (AO) ,
possivelmente por este possuir menor massa molar e ter maior capacidade de
interacdo com moléculas humicas.

Diante dos resultados dos dois trabalhos, houve resposta positiva ao uso
de AH no cultivo de mudas de eucalipto em solugdo nutritiva. A resposta a
aplicacdo de AH foi verificada em baixas concentracbes de AH, com estimulo
no crescimento e nutricdo. O uso de técnicas que propiciem maior bioatividade
de AH, como a aplicagdo de AOBM, demonstrou ser essa uma estratégia
promissora para se potencializar os efeitos positivos dos AH, principalmente

quando se obtém o efeito sinérgico entre AH+AQO, mostrando um sinergismo
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gue tem grande potencial para ser explorado, principalmente quando aplicado
em culturas pouco responsivas a pratica de adubacdo himica, como ocorre para

plantas lenhosas, segundo Rose et al. (2004).



