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CRESCIMENTO INICIAL DE Calophyllum brasiliense CAMBESS (GUANANDI) 

TRATADO COM SUBSTÂNCIAS HÚMICAS E BACTÉRIAS POTENCIALMENTE 

PROMOTORAS DO CRESCIMENTO VEGETAL 

 

RESUMO - Sistemas agroflorestais (SAFs) têm sido apontados como capazes de garantir a 

preservação de diferentes compartimentos ambientais e a oferta de produtos agrícolas. 

Calophyllum brasiliense CAMBESS (guanandi) é uma espécie arbórea com ocorrência no 

Cerrado de interesse para o desenvolvimento de (SAFs) e a produção de mudas sadias e 

vigorosas desta espécie depende do uso de insumos, os quais devem ser produzidos a partir de 

fontes renováveis e de baixo custo de produção. Dentre estes, as substâncias húmicas (SH) e 

os inoculados microbianos (IM) têm sido estudados como potenciais agentes de 

desenvolvimento vegetal, mas ainda pouco explorados para a produção de mudas de espécies 

arbóreas. O presente trabalho teve como objetivos: avaliar os efeitos da adição de SH 

extraídas com NaOH (ácidos húmicos - AH) ou água quente (extrato húmico solúvel em água 

- EHSA) no desenvolvimento de mudas de guanandi em conjunto com bactérias. Realizou-se: 

a) O isolamento e a identificação de bactérias potencialmente promotoras de crescimento 

vegetal em estruturas da própria espécie vegetal, e também a rizosfera, em plantas oriundas de 

povoamentos florestais já existentes; b) Verificar se o uso combinado dos materiais húmicos e 

das bactérias isoladas altera o perfil de desenvolvimento de mudas de guanandi durante a fase 

de viveiro. Os testes de prospecção demonstraram um total de 31 isolados de bactérias 

fixadoras de nitrogênio. Dentre esses, 28 solubilizaram fósforo e, 25, o zinco. O isolado, 

pertencente ao gênero Pseudomonas, apresentou o maior valor de fósforo solubilizado (100,4 

µg mL-1) e foi o mais promissor para a produção de AIA (0,52 µg mL-1)  e solubilização de 

zinco (147,8 µg mL-1). O gênero Enterobacter apresentou valor de solubilização de zinco 

(147,7 µg mL-1). Os resultados obtidos mostraram a presença de uma grande diversidade de 

bactérias benéficas associadas a Calophyllum brasiliense Cambess, que podem ser exploradas 

como inoculantes microbianos na agricultura. Após a aplicação de IM+AH, a parte aérea e 

raiz apresentaram, respectivamente, um aumento médio de 35,77% e 54,81% da massa 

secaem comparação ao controle. O IM+EHSA apresentaram 10 e 16% mais massa seca e 

número de raízes laterais respectivamente em comparação com o tratamento controle. Com 

relação ao diâmetro do caule, houve um aumento de 21,76% da massa seca para o tratamento 

AH. O tratamento IM obtido a partir da rizosfera e de estruturas vegetais do guanandi 

acarretou deficiência hídrica nas mudas, reduzindo em 27,94% a quantidade de água, quando 

comparadas ao controle. Com relação da eficiência do uso da água (EUA), todos os 

parâmetros associados às trocas gasosas, o tratamento AH foi o que apresentou os melhores 

valores. É possível afirmar que a combinação do efeito de promoção do crescimento 

biométrico característico das SH com a inoculação de bactérias foi favorável, estimulando 

assim o uso de bioestimulante a base bactérias e SH em sistemas agroflorestais. 

 

Palavras-chave: Bioestimulantes vegetais; Agrofloresta; Efeitos fisiológicos; Promoção do 

crescimento vegetal. 
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EARLY GROWTH OF Calophyllum brasiliense CAMBESS (GUANANDI) TREATED 

WITH HUMIC SUBSTANCES AND POTENTIALLY PROMOTING BACTERIA OF 

VEGETABLE GROWTH 

 ABSTRACT - Agroforestry systems (SAFs) have been pointed as capable of guaranteeing the 

preservation of different environmental compartments and the supply of agricultural products. 

Calophyllum brasiliense CAMBESS (guanandi) is a tree species that occur in the Cerrado of 

interest for the development of SAFs and the production of healthy and vigorous seedlings of this 

species depends on the use of inputs, which must be produced from renewable sources. Low cost of 

production. Among these, humic substances (SH) and microbial inoculated (IM) have been studied 

as potential agents of plant development, but still little explored for the production of seedlings of 

tree species. The present work aimed to evaluate the effects of the addition of SH extracted with 

NaOH (humic acids - AH) or hot water (water-soluble humic extract - EHSA) on the development 

of guanandi seedlings together with bacteria. (a) the isolation and identification of potential plant 

growth-promoting bacteria in structures of the plant species itself, and also the rhizosphere in 

plants from existing forest stands; (b) Verify that the combined use of humic materials and isolated 

bacteria alters the development profile of guanandi seedlings during the nursery phase. Prospecting 

tests showed a total of 31 isolates of nitrogen-fixing bacteria. Of these, 28 solubilized phosphorus 

and 25 zinc. The isolate, belonging to the genus Pseudomonas, presented the highest value of 

solubilized phosphorus (100,4 µg mL
-1

) and was the most promising for the production of IAA 

(0,52 µg mL
-1

) and zinc solubilization (147, 8 µg mL
-1

). The genus Enterobacter presented a zinc 

solubilization value (147,7 µg mL
-1

). The results showed the presence of a large diversity of 

beneficial bacteria associated with Calophyllum brasiliense Cambess, which can be exploited as 

microbial inoculants in agriculture. After the application of IM +AH, the shoot and root presented, 

respectively, an average increase of 35,77% and 54,81% of the dry mass compared to the control. 

The IM + EHSA presented 10 and 16% more dry mass and number of lateral roots respectively 

compared to the control treatment. Regarding stem diameter, there was a 21,76% increase in dry 

mass for AH treatment. The IM treatment obtained from the rhizosphere and plant structures of 

guanandi caused water deficit in the seedlings, reducing by 27,94% the amount of water when 

compared to the control. Regarding the efficiency of water use (WUA), all parameters associated 

with gas exchange, the AH treatment presented the best values. It is possible to state that the 

combination of the characteristic biometric growth-promoting effect of SH with bacterial 

inoculation was favorable, thus stimulating the use of biostimulant bacteria and SH in agroforestry 

systems. 

Keywords: Plant Biostimulants; Agroforestry; Physiological effects; Promotion of plant growth. 
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1.PRIMEIRA SEÇÃO 

1.1 INTRODUÇÃO 

A influência do homem como agente de modificação do ambiente foi intensa nas 

últimas décadas, o que resultou em uma transformação acentuada da paisagem natural do 

planeta. As áreas florestais nativas foram particularmente afetadas em função da sua 

substituição por sistemas agrícolas e pecuários com objetivo de ampliar a oferta de 

alimentos e outros produtos de origem vegetal e animal. Apesar da maior produção, a 

destruição e/ou deterioração da qualidade das fontes de água doce, a erosão dos solos, o 

desaparecimento de espécies vegetais e animais foram acentuados (FUNASA, 2014). 

Muitos cientistas também afirmam que a substituição de áreas florestais por monocultivos 

agrícolas seja responsável por parte das alterações climáticas que culminaram, ou tem 

influenciado, no aquecimento do planeta (MMA, 2018).  

O Brasil é um exemplo típico da interferência humana na paisagem natural. 

Tradicionalmente, o país é um grande fornecedor de matéria-prima florestal, com 

concomitante reocupação das áreas de vegetação nativa para a produção agropecuária. O 

Cerrado brasileiro, bioma extremamente rico em diversidade de vida, é considerado uma 

das últimas fronteiras agrícolas e tem sofrido alterações severas nas últimas décadas. 

Ocupando uma área original de aproximadamente dois milhões de quilômetros quadrados 

(EITEN,1993; RATTER et al.,1996), o Cerrado apresenta-se hoje com áreas florestais 

nativas bastante fragmentadas que representam somente 20% da vegetação original 

(MACHADO et al., 2004; FELFILI et al., 2005; OLIVEIRA, 2015). Como efeito, grande 

parte da sua diversidade tem sido perdida (para uma revisão mais abrangente sobre o 

assunto sugere-se o artigo “A conservação do Cerrado”, de KLINK e MACHADO (2005), 
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o que, na prática, representa enormes prejuízos ambientais, científicos, econômicos e 

culturais.  

A substituição de florestas nativas por áreas agricultadas ocasiona a ruptura de um 

sistema integrado de reciclagem baseado na absorção de elementos e compostos químicos 

provenientes dos solos e da atmosfera pelas plantas, síntese de biomoléculas orgânicas e 

restituição destes ao ambiente por meio da liberação de resíduos e exsudatos. Com a 

destruição desse ciclo, a qualidade do solo é afetada negativamente, principalmente devido 

à destruição da matéria orgânica, componente fundamental para a sustentabilidade em solos 

de baixa fertilidade natural (SILVA et al., 2016; MEW et al.,2018). Para minimizar os 

impactos negativos da degradação da matéria orgânica após a remoção das florestas, a 

agricultura utiliza grandes quantidades de fertilizantes solúveis como os superfosfatos, o 

sulfato de amônio e o cloreto de potássio, na tentativa de garantir produtividades 

satisfatórias.  

A dependência desse tipo de insumo é encarada, entretanto, como insustentável por 

grande parte dos cientistas que se ocupam do tema, uma vez que muitos desses fertilizantes 

são produzidos a partir de fontes não renováveis em escala humana, tais como os fosfatos 

naturais, com possibilidade de esgotamento das jazidas num período de tempo não muito 

longo (CORDELL et al., 2009). Além disso, há uma grande demanda por energia fóssil no 

processo de obtenção desses fertilizantes, que também podem aumentar a salinidade dos 

solos, a eutrofização de cursos d’água e a emissão de gases promotores do efeito estufa 

(HOBEN et al., 2011; NOVOTNY, 2011).  

Sob as perspectivas econômica e social para o Brasil, há também severas críticas 

quanto à dependência externa de fertilizantes industrializados solúveis para garantir a oferta 
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de produtos vegetais. Em geral, 75% do nitrogênio, 50% do fósforo e 90% do potássio 

aplicados como fertilizantes são importados (ANDA, 2019), o que encarece os produtos e 

os torna inacessíveis para a grande parte dos agricultores brasileiros. As importações de 

fertilizantes intermediários alcançaram em dezembro de 2018 a quantidade de 2.629 

milhões de toneladas, indicando aumento de 18,6% nas importações em relação ao mesmo 

período de 2017 (ANDA, 2019).  

Os avanços ocorridos nas últimas décadas, visando suprir a demanda mundial por 

produtos vegetais, não podem ser negligenciados, mas as condicionantes sociais, 

ambientais e econômicas indicam a necessidade de alteração das formas de cultivo e 

criação. Nesse sentido, muitas práticas têm sido apontadas como capazes de garantir a 

produção de alimento e, ainda, promover a conservação da qualidade do ambiente. Dentre 

essas práticas, os sistemas agroflorestais (SAFs) apresentam um potencial ainda pouco 

explorado no Cerrado brasileiro, apesar dos muitos aspectos favoráveis de sua adoção. Os 

SAFs baseiam-se no emprego associado de espécies florestais com outras plantas de 

interesse agrícola em uma mesma área (MACHADO et al., 2004) A implementação destes 

sistemas permite ciclos de crescimento de culturas muito mais diversificado e estruturado 

que os sistemas de monocultivo, ampliando a capacidade desse ambiente de suportar as 

modificações impostas pelas práticas agrícolas, proporcionando assim uma constante 

renovação nos ciclos de crescimento das espécies exploradas (MORENO e OBRADOR, 

2007).  

Nos SAFs, observa-se o uso eficiente de recursos naturais em função do maior 

aproveitamento da energia solar, da água e dos nutrientes, permitindo uma redução 

significativa da necessidade de aplicação de fertilizantes solúveis (MORENO e 
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OBRADOR, 2007; MARINHO et al., 2014). O acúmulo de biomassa e de carbono no solo 

favorece a atividade de microrganismos responsáveis pela ciclagem de nutrientes, reduzem 

a emissão de gases promotores de efeito estufa para a atmosfera (KHANNA, 1997; 

HERGOUALC’H et al., 2012). Além disso, a qualidade da matéria orgânica é alterada, com 

acúmulo de formas lábeis e redução de estruturas recalcitrantes de carbono (MARINHO et 

al., 2014). A presença das árvores diminui a ocorrência de processos erosivos, aumentando 

a qualidade dos recursos hídricos (CANNAVO et al., 2011). Economicamente, as árvores 

introduzidas também podem ser fonte de renda a partir da sua exploração sustentada, 

possibilitando a ampliação da renda do agricultor. 

O passo inicial para a implantação de SAFs é a seleção das espécies a serem 

utilizadas. Essa seleção leva em consideração a experiência do produtor com as espécies, a 

capacidade de adaptação edafoclimática das plantas, de sobrevivência e produção no 

sistema, além do retorno econômico potencial. Para a região do Cerrado, a espécie florestal 

Calophyllum brasiliense CAMBESS (guanandi) vem ganhando destaque devido à 

possibilidade de retorno financeiro considerável e habilidade vigorosa de crescimento em 

áreas degradadas (LORENZI, 1998; BUSATO et al., 2016). Apresenta potencialidades para 

uso como fonte de madeira para construção civil, naval e de móveis finos; produção de 

fitoterápicos e aplicação ornamental (SANTA-CECÍLIA et al., 2011; BUSATO et al., 

2016). O conjunto desses benefícios torna o guanandi uma espécie florestal interessante 

para a implantação de SAFs no Cerrado, mas a sua exploração, nesse sentido, assim como 

os resultados de pesquisa envolvendo a espécie, ainda são escassos.  

Um segundo aspecto associado à implantação de SAFs relaciona-se à obtenção de 

mudas de qualidade. A perspectiva de desenvolvimento sustentado requer que os insumos 
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empregados para a produção das mudas tenham origem renovável. Também é requisito que 

esses insumos venham afetar positivamente o crescimento das plantas, reduzindo a 

possibilidade de estresse sofrido, após o plantio do viveiro para a área definitiva. Esta etapa 

é extremamente sensível e pode significar o fracasso ou sucesso do empreendimento. As 

substâncias húmicas (SH) são compostos naturais obtidos de solos, sedimentos e resíduos 

orgânicos que podem ser utilizados como bioestimulantes do crescimento vegetal 

(CONCEIÇÃO et al., 2009; BALDOTTO et al., 2010; BUSATO et al., 2016). Usualmente, 

os trabalhos que abordam o papel das SH como estimulante do crescimento vegetal 

utilizam a fração húmica denominada ácidos húmicos (AH), obtida após extração com 

solução alcalina (NaOH) seguida de acidificação do meio até pH 1,0-1,5. Entretanto, 

muitos efeitos fisiológicos também foram reportados em plantas cultivadas sob aplicação 

de extrato húmico solúvel em água (EHSA) (PINTON et al., 1998; BUSATO et al., 2016; 

ZANIN et al., 2019). As frações húmicas mais eficientes, as doses, a forma de extração, o 

tipo de planta afetada, os principais efeitos observados, entre outros, são algumas das 

informações que ainda merecem ter seu estudo aprofundado especialmente em espécies 

florestais. 

Outro insumo agrícola renovável capaz de auxiliar o crescimento das plantas, mas 

que ainda é pouco explorado para espécies florestais nativas, diz respeito aos 

microrganismos promotores do crescimento vegetal (MPCV). Vários grupos microbianos 

podem associar-se às plantas e afetar de maneira diferenciada a vida do vegetal, suas 

características genotípicas e fenotípicas (BEATTIE, 2006). Esses microrganismos podem 

estimular o crescimento da planta através de efeitos biofertilizantes e bioestimulantes, 

acarretando aumento da resistência a doenças e melhor condicionamento da planta aos 
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estresses ambientais (STURZ e NOWAK, 2000; BALDOTTO et al., 2010; EMBRAPA, 

2016). Um exemplo conhecido da interação planta-microrganismo é o que envolve a 

fixação de nitrogênio atmosférico (N2), pela associação de espécies leguminosas e bactérias 

diazotróficas, endofíticas entre outras que habitam a rizosfera . Atualmente, entretanto, 

reconhece-se que diversas outras atividades metabólicas e fisiológicas das plantas estão em 

consonância com a vida dos microrganismos (EMBRAPA, 2016). Por exemplo, a produção 

de ácidos orgânicos e agentes quelantes por microrganismos que habitam o ambiente 

rizosférico pode auxiliar a solubilização de fosfato e zinco, aumentando a sua 

disponibilidade aos vegetais (KLOEPPER et al., 1980; ADESEMOYE et al., 2010; YU et 

al., 2012). Os microrganismos podem também ser fonte de fitohormônios vegetais, tais 

como o ácido indol acético (AIA), principal auxina encontrada nas plantas (BALDOTTO et 

al., 2010), além de aumentar a taxa fotossintética das plantas (ZHANG et al., 1996; 

BALDOTTO et al., 2010).  

A identificação e uso de MPCV apresentam-se como uma nova fronteira para o 

desenvolvimento de insumos biológicos renováveis. Para espécies de interesse agrícola, há 

um grande número de trabalhos que já se encontra disponível na literatura científica 

(KLOEPPER et al., 1980; ADESEMOYE et al., 2010; BALDOTTO et al., 2010;  YU et al., 

2012; EMBRAPA, 2016). Para espécies florestais nativas de Cerrado, que representam 

potencial para o desenvolvimento de SAFs, mas que ainda não passaram por programas 

específicos de melhoramento ou que não se enquadram dentro de um contexto associado às 

commodities, há ainda um longo caminho a ser percorrido para o desenvolvimento desses 

tipos de insumo. Essa comprovação passa, inicialmente, pela prospecção de 

microrganismos em áreas já ocupadas pelas plantas de interesse; pela identificação desses 
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microrganismos e pela realização de teste de crescimento com plantas. Isso ocorre porque 

há uma integração íntima entre microrganismo e hospedeiro resultante da elevada 

especificidade existente entre eles (BALDOTTO et al., 2010). Em outras palavras, as 

plantas já possuem um conjunto de microrganismos associados às suas estruturas (internas 

ou externas) que é específico (YU et al., 2012; EMBRAPA, 2016) e precisa ser 

previamente identificado antes dos testes de campo.  

Alguns estudos envolvendo a manipulação associada de MPCV e SH, visando o 

desenvolvimento acelerado dos vegetais, têm sido realizados e demonstraram que, quando 

aplicados conjuntamente, apresentam maior eficiência do que quando isolados 

(CONCEIÇÃO et al., 2009; MARQUES JÚNIOR et al., 2008; BALDOTTO et al., 2010; 

LIMA et al., 2014; OLIVARES et al., 2015; AGUIAR et al., 2016). Utilizando bactéria 

diazotrófica do gênero Burkholderia em conjunto com ácidos húmicos (AH) BALDOTTO 

et al. (2010), verificaram que a interação promoveu apresentou resultados superiores ao 

observado em cada fator isolado (bactéria ou AH) em abacaxi cultivado in vitro. Resultados 

semelhantes foram observados no enraizamento de microtoletes de cana-de-açúcar a partir 

da adição de bactéria diazotrófica e AH extraídos de vermicomposto (MARQUES JÚNIOR 

et al., 2008). A comprovação da eficiência desta associação é importante para o 

desenvolvimento agrícola tecnológico, científico e social que pode estar à disposição de 

uma parcela grande de agricultores que não dispõe de recursos financeiros para a aquisição 

dos insumos atualmente em uso. 
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1.2 CONSIDERAÇÕES GERAIS 

A ação combinada de SH e MPCV tem sido explorada como bioinsumo agrícola, 

sob a perspectiva de estimular o crescimento das plantas empregando-se materiais 

renováveis e de baixo custo. Grande parte dos trabalhos, entretanto, emprega espécies 

vegetais de ciclo curto, notadamente milho e hortaliças. A exploração florestal juntamente 

com espécies agrícolas, em SAFs, tem sido apontada como uma alternativa viável para 

geração e renda e preservação ambiental e a obtenção de mudas de alta qualidade, a partir 

do uso desse tipo de tecnologia (bioinsumos), pode ser importante e estratégica na 

implantação dos sistemas. 

A presente tese de doutorado foi elaborada com a hipótese de que a adição de 

bioinsumo agrícola, constituído à base de SH e possíveis MPCV isolados de plantas ou 

solos já povoados com guanandi, altera o perfil estimulando o desenvolvimento de mudas 

dessa espécie durante a fase de viveiro. Especificamente, os objetivos almejados foram: (i) 

realizar a prospecção e identificação em nível molecular de bactérias com habilidade para 

fixar N2 atmosférico, solubilizar fósforo e zinco e produzir ácido indol-acético (AIA) que 

estejam, associadas a plantas de guanandi; (ii) extrair e caracterizar AH de vermicomposto 

de esterco bovino, visando avaliar se sua aplicação, em conjunto ou não com as bactérias 

prospectadas, pode favorecer o crescimento das mudas de guanandi e (iii) extrair e 

caracterizar EHSA a partir de vermicomposto de esterco bovino e também avaliar se a sua 

aplicação, em conjunto ou não com as bactérias, favorece o crescimento das mudas de 

guanandi. 



 

17 

  

A tese foi dividida em dois artigos científicos. O primeiro deles intitulado “Triagem 

de bactérias benéficas associadas ao Calophyllum brasiliense CAMBESS, de modo a 

desenvolver inoculantes microbianos para a agricultura”. O trabalho foi originalmente 

publicado em inglês na revista Plant Omics Journal. Aqui é apresentada a sua tradução em 

português. Algumas das bactérias isoladas e caracterizadas no trabalho foram empregadas 

para a confecção do segundo artigo, intitulado “Efeito de bioestimulantes vegetais sobre o 

desenvolvimento inicial de mudas de Calophyllum brasiliense CAMBESS”. Neles, as 

bactérias selecionadas foram aplicadas em mudas de guanandi em conjunto, ou não, com 

AH e EHSA, avaliando-se a biometria das plantas, parâmetros associados a trocas gasosas 

(e.g., eficiência de uso da água) e taxa de fotossíntese. 
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RESUMO - Bactérias benéficas pertencem a um grupo de microrganismos que são capazes 

de aumentar o crescimento das plantas por vários mecanismos. Neste estudo, bactérias 

solubilizadoras de fósforo e zinco, fixadoras de nitrogênio e produtoras de ácido indol-

acético (AIA) associadas a Calophyllum brasiliensis CAMBESS (guanandi), foram 

isoladas visando o desenvolvimento de inoculantes microbianos (IM) para uso na 

agricultura. A caracterização e a identificação das bactérias isoladas também foram 

realizadas. Obteve-se um total de trinta e um isolados de bactérias fixadoras de nitrogênio, 

dos quais 28 mostraram a capacidade de solubilizar fósforo e, 25, de solubilizar o zinco. O 

isolado AP-JNFb-3-2, pertencente ao gênero Pseudomonas, apresentou o maior valor de 

fósforo solubilizado (100,4 µg mL
-1

). Os isolados AP-JNFb-3-2 e RHI-JMVL-3-1, 

associados aos gêneros Pseudomonas e Enterobacter, respectivamente, apresentaram os 

maiores valores de solubilização de zinco (147,8 e 147,7 µg mL
-1

). O isolado RO-LGI.P-3-

2, pertencente ao gênero Pseudomonas, foi o mais promissor para a produção de AIA (0,52 

µg mL
-1

). Os resultados obtidos demonstraram a presença de uma grande diversidade de 

bactérias benéficas associadas ao guanandi, que podem ser exploradas como IM na 

agricultura.  

 

Palavras-chave: Crescimento de plantas; Inóculo microbiano; Sequenciamento do gene 

16S rRNA; Solubilização de fósforo; Solubilização de zinco; Produção de ácido 

indolacético. 
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ABSTRACT - Beneficial bacteria belong to a group of microorganisms that are able to 

enhance plant growth by several mechanisms. In this study, phosphorus and zinc 

solubilizing, nitrogen-fixing and indole acetic acid (IAA) producing bacteria associated 

with Calophyllum brasiliensis CAMBESS (guanandi) were screened to develop microbial 

inoculants (MI) for use in agriculture. Characterization and identification of screened 

bacteria were also performed. A total of thirty-one nitrogen-fixing bacteria isolates were 

obtained, of which 28 showed the ability to solubilize phosphorus and, 25, to solubilize 

zinc. The isolate AP-JNFb-3-2, belonging to the genus Pseudomonas, presented the highest 

value of solubilized phosphorus (100.4 µg mL
-1

). The isolates AP-JNFb-3-2 and RHI-

JMVL-3-1, associated with the genera Pseudomonas and Enterobacter, respectively, 

showed the highest values for zinc solubilization (147.8 and 147.7 µg mL
-1

). Isolate RO-

LGI.P-3-2, belonging to the genus Pseudomonas, was the most promising for IAA 

production (0.52 µg mL
-1

). The results obtained showed the presence of a large diversity of 

beneficial bacteria associated with guanandi, which may be explored as MI in agriculture.  

 

Keywords: Plant Growth; Microbial inoculum; 16S rRNA gene sequencing; Phosphorus 

solubilization; Solubilization of zinc; Indolacetic acid production. 
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1. Introdução 

A tendência global nos agrossistemas produtivos aponta para o uso de insumos 

agrícolas obtidos em conceitos sustentáveis. Os bioestimulantes vegetais atendem a esse 

requisito e são definidos como substâncias ou microrganismos aplicados a plantas em 

baixas quantidades com o objetivo de aumentar a eficiência nutricional, a tolerância ao 

estresse abiótico e as características de qualidade das culturas (Du Jardin, 2015). 

Particularmente na agricultura brasileira, o sucesso evidenciado como uso de 

microrganismos fixadores de nitrogênio atmosférico nas últimas décadas estimulou o 

desenvolvimento e o emprego de inóculos microbianos (IM). Além da fixação de 

nitrogênio, alguns IM podem promover o crescimento das plantas aumentando a produção 

de ácidos orgânicos e substâncias quelantes, resultando em maior solubilidade de fósforo e 

zinco solúveis no solo (Chen et al., 2006; Gontia-Mishra et al., 2017). Também produzem 

reguladores de crescimento, como auxinas, citocininas e giberelinas (Groppa et al., 2012) 

que podem modular o desenvolvimento radicular e aumentar a absorção de água e 

nutrientes pelas plantas, bem como aumentar o controle da doença devido à produção de 

antibióticos ou enzimas líticas da parede celular (Sarma et al., 2015). Além disso, esses 

reguladores podem reduzir o estresse ambiental resultante da seca, calor extremo ou 

salinidade (Groppa et al., 2012).  

Muitos gêneros de bactérias já foram avaliados como IM, com resultados 

demostrando aumentos significativos no crescimento e produção das plantas. No entanto, a 

maior parte desses estudos foi realizada em culturas anuais (Groppa et al., 2012; Sarma et 

al., 2015; Gontia-Mishra et al., 2017). Plantas de ciclo longo como a espécie florestal 

Calophyllum brasiliensis CAMBESS (guanandi) vem ganhando destaque devido a sua 
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importância econômica para os agricultores, pois apresenta capacidade de crescimento em 

áreas degradadas e potencial para a implantação de SAF’s (Schembergue et al., 2017).  

O Cerrado brasileiro é uma das regiões com ocorrência nativa do guanandi e, apesar 

de seu desenvolvimento agrícola extensivo visando a produção de grãos, há um interesse 

crescente na exploração madeireira sustentável nessa região. No entanto, os solos do 

Cerrado são classificados como Latossolos (65%) e argissolos (15%), que apresentam 

deficiência acentuada de formas solúveis de nutrientes como fósforo e zinco (Rada, 2013; 

Lopes e Guilherme, 2016). Além disso, a região do Cerrado apresenta uma longa estação 

seca compreendendo de 5 a 6 meses, há períodos de seca mesmo durante a estação chuvosa, 

solos com baixa capacidade de retenção de água e desenvolvimento radicular limitado em 

função da toxicidade do alumínio quando o pH dos solos não é corrigido (Lopes e 

Guilherme, 2016). Desta forma, espera-se que a seleção e aplicação de um conjunto 

benéfico de microrganismos selecionado auxiliem as plantas de guanandi quando essas 

estiverem submetidas a condições adversas no Cerrado. No entanto, nesse caso essa 

possibilidade de ação de bactérias no desenvolvimento da planta, ainda não foi explorada 

para o guanandi. O presente estudo foi realizado com objetivo de isolar e identificar 

bactérias fixadoras de nitrogênio atmosférico, solubilizadoras de fósforo e zinco produtoras 

de ácido indol-acético (AIA) associadas ao guanandi na perspectiva de desenvolver um IM 

com potencial para uso na agricultura. 

 

 

2. Material e Métodos 

2.1 Isolamento e quantificação de bactérias 
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Partes aéreas (folhas e ramos) de diferentes plantas de C. brasiliensis foram 

coletadas de espécimes adultos (aproximadamente 10 anos) juntamente com seus solos 

rizosféricos e raízes em Brasília, Distrito Federal. Os materiais foram coletados em sacos 

plásticos esterilizados e imediatamente enviados ao laboratório (Microbiologia UFV-

Florestal) para o isolamento de bactérias fixadoras de nitrogênio de acordo com o 

procedimento descrito por Döbereiner et al. (1995). O material foi desinfectado à superfície 

usando etanol a 70% (p / v) durante 1 min agitação, seguido por adição de solução de 

hipoclorito de sódio a 3% (v / v), agitação lenta durante 15 min e lavado quatro vezes com 

água destilada . 

 Amostras de 1,0 g de raízes finas e partes aéreas desinfetadas à superfície foram 

trituradas separadamente em 9,0 mL de solução salina estéril (NaCl, 0,85 g L
-1

). Para isolar 

as bactérias presentes na rizosfera, 1,0 g do solo aderido às raízes também foi agitado na 

mesma solução salina estéril por 5 min na mesma relação 1:1 solo:  solução. De ambas as 

soluções diluídas (10
-1

), diluições seriadas de 10
-2

 a 10
-6

 foram obtidas. Assim, alíquotas de 

0,1 mL de cada solução diluída foram colocadas em frascos contendo 5,0 mL de seis meios 

específicos semissólidos isentos de N: JNFb, NFb, LGI, LGI-P, JMV ou JMVL.  

O material foi então incubado a 30°C durante 7 dias. Posteriormente, a população 

bacteriana foi determinada pela técnica do número mais provável (NMP), utilizando três 

repetições, e expressa como o log do número de células g
-1

 do material testado após o 

crescimento nos diferentes meios. Os frascos das menores diluições em série que 

apresentaram uma fina película subsuperficial foram usados para isolamento de colônias 

puras que foram então transferidas para meios JNFb, NFb, LGI, LGI-P, JMV ou JMVL 

semissólidos frescos, seguidos por várias etapas de purificação (Döbereiner et al, 1995).  
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Utilizando-se o material biológico desenvolvido na película superficial, foram 

riscadas em placas de ágar do mesmo meio de cultura sólido e incubadas a 30°C durante 7 

dias. Subsequentemente, as colônias isoladas foram selecionadas de acordo com as suas 

características morfológicas semelhantes e foram novamente transferidas por riscagem para 

uma nova placa com o mesmo meio de cultura para purificação das colônias. 

 

2.2 Caracterização morfológica e avaliação da coloração gram 

Os isolados foram subcultivados em meio DYGS semi-sólido e específico, 

consecutivamente, por 24 h, a 30 ºC, com o objetivo de avaliar as características 

morfológicas de ambas as colônias e células bacterianas de acordo com Lozada et al. 

(2018). Um código isolado foi assim designado para identificar as bactérias da seguinte 

forma: a origem do material usado (Root = RO; Parte aérea = AP; Rhizosphere = RHI); o 

meio de cultura utilizado (JMV, JMVL, NFb, JNFb, LGI e LGI.P); a diluição utilizada (1= 

10
-2

; 2=10
-3

; 3=10
-4

; 4=10
-5

; 5=10
-6

) e um número para diferenciar as cepas bacterianas 

isoladas da mesma placa de Petri. 

 

2.3 Isolamento do DNA genômico, amplificação por PCR e análise da sequência 

16S rRNA 

Os isolados bacterianos foram identificados com base no sequenciamento parcial do 

gene 16S rRNA. Em resumo, o DNA genômico foi isolado em duplicata utilizando um kit 

"DNA & RNA Purification Bacterial Genomic Miniprep" (Sigma Aldrich) e os extratos da 

mesma amostra foram reunidos. Primers de PCR universais para os genes 16S rDNA de 

bactéria 27f ((5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) (Lane,1991)) e 1492r ((5’-
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GGTTACCTTGTTACGACTT-3’) (Lane, 1991)), para o gene 16S rRNA, foram 

amplificados em tamanho esperado de 1465 pb. [Os PCRs foram realizados em triplicatas 

de reações de 50 μL com 0,6 μM de cada um dos iniciadores, ~5 ng de DNA de molde e 

1×tampão de reação de PCR, 2,5 U de Pfu DNA polymerase (MBI. Fermentas, EUA)]. 

 O programa de amplificação consistiu em um passo de desnaturação inicial a 96 °C 

durante 5 min, seguido de 25 ciclos, onde 1 ciclo consistiu em 96 °C durante 30 s 

(desnaturação), 55 °C durante 30 s (anelamento) e 72 °C por 1min 30 s (extensão) e uma 

extensão final de 72 °C durante 5 min. Os produtos de PCR foram visualizados em géis de 

agarose (2% em tampão TBE) contendo brometo de etídio e purificados com um kit de 

extração de gel de DNA (Axygen, EUA). Para serem sequenciados, foi utilizado um 

sequenciador Applied Biosystems (ABI 3730xl DNA Analyzer). As sequências foram 

depositadas no Centro Nacional de Informações sobre Biotecnologia (banco de dados do 

banco NCBI, www.ncbi.nlm.nih.gov) com números de acesso de MH304298 a MH304309. 

 

2.4 Análise filogenética 

As sequências foram alinhadas usando o plugin Genius MAFFT (versão 8.1.1) com 

configurações padrão, e árvores filogenéticas foram construídas usando o método 

Neighborg-Joining baseado na matriz de distâncias de dois parâmetros Kimura com 1.000 

réplicas de bootstrap (n=1000) no Pacote MEGA 6.0 (Molecular Evolutionary Genetics 

Analysis) (Tamura, et al., 2013). 

 

2.5 Quantificação de fósforo e solubilização de zinco 
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Os isolados foram caracterizados pela sua capacidade de solubilizar fosfato e zinco 

com base na formação de um halo de dissolução visível em meio sólido. Para fósforo, os 

isolados foram cultivados em meio líquido DYGS por 24 h, a 30 ºC e 120 rpm. Alíquotas 

de 20 μL das suspensões bacterianas foram incubadas a 30 °C, por 7 dias, em placas de 

Petri contendo meio de cultura sólido a pH 7,0 utilizando: 10,0 g de glicose, 5,0 g de 

cloreto de amônio (NH4Cl), 1,0 g de cloreto sódio (NaCl), 1,0 g de sulfato de magnésio 

hepta-hidratado (MgSO4.7H2O), 1,0g de fosfato de cálcio (Ca5(PO4)3OH), 15 g de ágar e 1 

L de água destilada (Verma et al., 2001).  

Para o zinco, as bactérias isoladas foram cultivadas no mesmo meio líquido DYGS 

nas mesmas condições e alíquotas de 20μL das suspensões bacterianas foram incubadas a 

30°C, por 7 dias, em placas de Petri contendo meio sólido preparado em pH 7,0 usando : 

10,0 g de glicose, 1,0 g de sulfato de amônio ((NH4)2SO4), 0,2 g de cloreto de potássio 

(KCl), 0,1 g de hidrogenofosfato de dipotássio (K2HPO4), 0,2 g de sulfato de magnésio 

hepta-hidrato de (MgSO4.7H2O), 1,0g de óxido de zinco (ZnO), 15 g de ágar e 1 L de água 

destilada (Saravanan et al., 2003). O diâmetro do halo para ambos os testes foi medido 

usando um paquímetro digital e calculado usando a fórmula matemática: diâmetro do halo 

(mm) = diâmetro total - diâmetro da colônia. Esta diferença foi utilizada para determinar 

qualitativamente, com três repetições, a capacidade dos isolados solubilizarem fósforo e 

zinco.  

A análise quantitativa foi avaliada quanto ao potencial de solubilização de fósforo 

dos isolados identificados com base na análise da sequência, utilizando tubos Falcon 

contendo 10 mL de meio NBRIP. O meio NBRIP foi preparado a pH 7,0 ajustado usando: 

10,0 g de glicose, 5,0 g de fosfato de cálcio (Ca5(PO4)3OH), 5,0 g de cloreto de magnésio 
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(MgCl2.6H2O), 0,25 g de hepta-hidrato de sulfato de magnésio (MgSO4.7H2O), 0,2 g de 

cloreto de potássio (KCl), 0,1 g de (NH4)2SO4 e 1 L de água destilada (Nautiyal, 1999). 100 

µL de inóculo contendo 10
8
 UFC mL

-1
 de cada isolado bacteriano foram então aplicados ao 

meio, com posterior incubação a 30 ºC, por 5 dias. Um controle não inoculado também foi 

mantido sob as mesmas condições. Em seguida os tubos foram centrifugados a 10.000 rpm 

por 10 min e o fósforo no sobrenadante foi estimado pelo método da cor azul 

molibdofosfórico (MASINI, 2008), usando um espectrômetro a 650 nm (UV-vis 8454, 

Agilent Technologies, Santa Clara, EUA).  

O potencial de solubilização de zinco dos isolados foi avaliado utilizando tubos 

Falcon contendo 10 mL de meio DYGS líquido inoculado individualmente com cada 

isolado obtido (100 µL de inóculo com 10
8
 UFC mL

-1
). Um controle não inoculado também 

foi mantido sob as mesmas condições. O meio DYGS líquido foi preparado a pH 7,0 

utilizando: 10,0 g de glucose, 0,2 g de cloreto de potássio (KCl), 0,1g de (NH4)2SO4, 0,2 g 

de hepta-hidrato de sulfato de magnésio (MgSO4.7H2O), 0,1 g de fosfato dipotássico 

(K2HPO4), 1,0g de óxido de zinco (ZnO) e 1 L de água destilada e foi incubado a 30 ºC por 

5 dias. Posteriormente, os tubos foram centrifugados a 10.000 rpm por 10 min, foi 

determinada a curva analítica, definido os padrões e o zinco no sobrenadante foi então 

estimado por espectroscopia de emissão atômica com plasma de micro-ondas (MP-AES-

4200, Agilent Technologies, Santa Clara, EUA). 

 

2.6  Determinação da produção de AIA 

Os isolados foram testados quanto à sua capacidade de produzir ácido indol-acético 

(AIA), conforme método colorimétrico apresentado por (Illmer e Schinner, 1995). Para 
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realização dos testes, 1,0 mL do meio NBRIP previamente centrifugado foi inoculado em 

frascos contendo 2,0 mL de reagente de Salkowski preparado com 1,2g de ferro tricloreto 

(FeCl3), 42 mL de ácido sulfúrico (H2SO4) e 58 mL água destilada. Este foi mantido à 

temperatura ambiente no escuro por 30 min e, em seguida, o desenvolvimento da cor rosa 

foi medido no sobrenadante usando um espectrofotômetro a 560 nm (UV-vis 8454, Agilent 

Technologies, Santa Clara, EUA). A absorbância foi correlacionada com uma curva 

analítica produzida usando soluções padrão contendo AIA sintético comercial. 

 

2.7 Análise estatística 

Os resultados quantitativos (NMP, solubilização de fósforo, solubilização de zinco e 

produção de AIA) foram avaliados por análise de variância (ANOVA) e as médias 

comparadas pelo teste de Tukey a (p <0,05). Dados qualitativos (caracterização 

morfológica e coloração gram, formação de halo de solubilização de fósforo e zinco, 

isolamento do DNA genômico, amplificação por PCR e sequência 16S rRNA e análise 

filogenética) foram analisados descritivamente. Para cada teste, foram colhidas amostras 

em triplicata, com exceção da análise genômica e filogenética. 

 

3. Resultados 

3.1 Quantificação e Isolamento de bactérias fixadoras de nitrogênio  

As populações de bactérias fixadoras de nitrogênio da rizosfera, raízes e partes 

aéreas do guanandi, avaliadas pelo método de NMP, são apresentadas na Fig.1. Os seis 

meios de cultura não apresentaram diferenças em relação à população de bactérias presente 

nas raízes (Fig.1A). Resultado semelhante foi observado para bactérias da rizosfera 
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(fig.1C). Por outro lado, na parte aérea, os meios JMV, LGI.P e JNFb apresentaram o maior 

crescimento de bactérias em comparação com o meio LGI (Fig.1B). Os meios NFb e JMVL 

apresentaram crescimento intermediário, sem diferença estatística em relação aos demais. 
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Figura 1 - Log do número de células de bactérias por grama presentes nas raízes (A), (B) 

da parte aérea e (rizosfera) (C) após o crescimento em diferentes meios de cultivo. Barras 

referem-se a desvios padrão. As letras referem-se ao teste de Tukey (p ≤ 0,05). A ausência 

de letras indica falta de diferença estatística. 
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Em geral, os resultados do NMP para as raízes ilustraram a proliferação acentuada 

das bactérias nos seis meios específicos (média de 5,26 log de células g
-1

) quando 

comparados com a parte aérea (3,93 log de células g
-1

) e rizosfera (3,54 log de células g
-1

). 

A presença de um elevado número de microrganismos oportunistas resulta em alta 

competição na rizosfera e pode ser reconhecida como um importante mecanismo de 

regulação populacional. Assim, bactérias e outros grupos microbianos podem competir por 

nutrientes e compostos exsudados pelas raízes, reduzindo a população de bactérias 

fixadoras de nitrogênio.  

Obteve-se um total de 31 isolados bacterianos, dos quais 7 da parte aérea , 11 eram 

da rizosfera e 13 das raízes de guanandi. Isolados dos meios semissólidos (JNFb, NFb, 

LGI, LGI-P, JMV e JMVL) permitiram a obtenção de bactérias fixadoras de nitrogênio 

detectadas pela formação de um filme aerotático sobrenadante, que foram então purificados 

em meio sólido seletivo. 

 

3.2 Identificação das bactérias isoladas e avaliação morfológica por coloração  

As características morfológicas dos isolados cultivados no meio específico estão 

apresentadas na Tabela 1. Houve predomínio da coloração do centro branco (25 isolados, 

81% do total) e do tipo de lente (28 isolados, 90%). Todos os isolados apresentaram 

colônias com superfícies lisas. O muco foi observado em 4 isolados (13 %), e 10 isolados 

(32%) apresentaram tamanho de colônia menor que 1 mm. Com exceção dos isolados RO-

NFb-3-2, RO-JNFb-4-2, RO-LGI-4-1 e RO-LGI.P-3-2, todos os outros foram Gram-

negativos. 
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Tabela 1 - Características morfológicas dos isolados cultivados em meio específico de crescimento. 

Isolado Coloração Tamanho Elevação Borda Superfície Muco 

Natureza 

Gram 

Diâmetro 

halo       

P (mm) 

Diâmetro 

halo 

Zn (mm) 

AP-JMV-2-1 Centro amarelo de aspecto leitoso > 1mm Lente Lobado Suave - - 17 17 

RO-JMV-4-1 Centro branco claro < 1mm Plana Inteira Suave + - 13 13 

RHI-JMV-3-1 Borda translúcida, centro branco claro > 1mm Plana Inteira Suave - - - - 

AP-JMVL-3-1 Borda translúcida, centro branco claro > 1mm Lente Inteira Suave - - 18 18 

RO-JMVL-4-1 Borda translúcida, centro branco claro 1mm Lente Inteira Suave - - 16 3 

RHI-JMVL-3-1 Borda translúcida, centro branco claro > 1mm Lente Inteira Suave - - 14 5 

AP-NFb-2-1 Centro branco de aspecto leitoso <1 mm Lente Ondulado Suave - - 15 6 

RO-NFb-3-1 Centro branco de aspecto leitoso >1 mm Lente Ondulado Suave - - 15 8 

RO-NFb-3-2 Centro branco de aspecto leitoso 1 mm Lente Ondulado Suave - + 15 4 

RO-NFb-3-3 Centro branco de aspecto leitoso 1 mm Lente Ondulado Suave - - 14 6 

RO-NFb-3-4 Borda translúcida, centro branco claro <1 mm Lente Inteira Suave + - - - 

RHI-NFb-3-1 Centro branco de aspecto leitoso <1 mm Lente Ondulado Suave - - 14 3 

RHI-NFb-3-2 
Centro branco aspecto leitoso, borda 

translúcida 
<1 mm 

Lente Ondulado Suave 
+ 

- 14 

5 

RHI-NFb-3-3 
Centro branco aspecto leitoso, borda 

transparente 
<1 mm 

Lente Ondulado Suave 
+ 

- - 

- 

RHI-NFb-3-4 Centro branco de aspecto leitoso < 1 mm Lente Ondulado Suave - - 14 8 

APJNFb-3-1 
Centro amarelo, borda branca do aspecto 

leitoso 
>1 mm 

Lente Inteira Suave 
- 

- 15 

5 

AP-JNFb-3-2 Centro branco claro, borda clara 1 mm Lente Inteira Suave - - 15 - 

RO-JNFb-4-1 Aspecto leitoso centro amarelo, borda clara >1 mm Lente Inteira Suave - - 16 14 

RO-JNFb-4-2 Centro branco claro, borda clara > 1 mm Lente Lobada Suave - + 9 - 

RO-JNFb-4-3 Centro branco aspecto leitoso, borda clara > 1mm Lente Inteira Suave - - 15 16 

RHI-JNFb-3-1 Centro branco aspecto leitoso, borda clara > 1mm Lente Inteira Suave - - 18 17 

RHI-JNFb-3-2 Centro branco aspecto leitoso, borda clara >1 mm Convexo Inteira Suave - - 16 8 

RHI-LGI-2-1 Centro branco < 1mm Lente Inteira Suave - - 14 - 
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RO-LGI-4-1 Centro branco, borda translúcida < 1mm Lente Inteira Suave - + 18 13 

RO-LGI-4-2 Centro branco, borda branca clara < 1mm Lente Ondulado Suave - - 8 7 

AP-LGI.P-2-1 Centro branco, borda branca clara 1mm Lente Inteira Suave - - 11 3 

AP-LGI.P-2-2 Centro branco 1 mm Lente Inteira Suave - - 9 5 

RHI-LGI.P-3-1 Translúcido 1mm Lente Ondulado Suave - - 15 6 

RHI-LGI.P-3-2 Translúcido 1mm Lente Ondulado Suave - - 14 13 

RO-LGI.P-3-1 Borda translúcida, centro branco claro < 1mm Lente Inteira Suave - - 12 8 

RO-LGI.P-3-2 Borda translúcida, centro branco claro 1 mm Lente Ondulado Suave - + 11 9 
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3.3 Identificação rRNA 16S e análise filogenética de bactérias isoladas da espécie 

vegetal 

 

A análise filogenética do sequenciamento do gene 16S rRNA foi realizada nos 31 

isolados. E o banco de dados do NCBI foi utilizado para identificar e comparar as sequências. 

Doze isolados (RHI-LGI.P-3-1, RHI-JMVL-3-1, RO-JMVL-4-1, AP-JMVL-3-1, RHI-NFb-3-

4, AP-JNFb-3 -1, RO-JNF-4-2, RO-NF-3-4, AP-JNF-3-2, RO-NF-3-2, RO-LGI.P-3-2 e RHI-

NF-3 -3) foram usados para obter uma árvore filogenética, com base no sequenciamento 

parcial do 16S rRNA (Fig. 2). Os produtos de PCR de 19 isolados não apresentaram padrões 

para produzir dados de sequência de alta qualidade, mesmo após a realização dos métodos de 

purificação.  

A análise filogenética revelou que os 12 isolados pertenciam a quatro gêneros: 

Enterobacter, Escherichia, Pseudomonas e Bacillus. Nove isolados (AP-JMVL-3-1, RHI-NF-

3-4, AP-JNF-3-1, RO-JNF-4-2, RO-NF-3-4, AP-JNF-3-2, RO-NFb-3-2, RO-LGI.P-3-2 e 

RHI-NFb-3-3) apresentaram 99% ou mais de semelhança entre as sequências disponíveis do 

GenBank. Por outro lado, os isolados RHI-LGI.P-3-1, RHI-JMVL-3-1 e RO-JMVL-4-1 

apresentaram a menor similaridade (87%).  

Com base nas sequências dos isolados RHI-LGI.P-3-1, RHI-JMVL-3-1, RO-JMVL-4-

1 e AP-JMVL-3-1, os resultados da pesquisa do Blast mostraram que eles estão intimamente 

relacionados com diferentes cepas do gênero Enterobacter. Os isolados AP-JNFb-3-2, RO-

NFb-3-2 e RO-LGI.P-3-2 estavam intimamente relacionados (99%) com espécies do gênero 

Pseudomonas. Os isolados RO-LGI.P-3-2, AP-JNFb-3-2 e RHI-NFb-3-2 foram relacionados 

ao gênero Pseudomonas, com 100% de similaridade. No isolado RHI-NFb-3-3 houve 100% 

de ocorrência para o gênero Bacillus. Quatro isolados (RHI-NFb-3-4, AP-JNF-3-1, RO-JNFb-

4-2, RO-NFb-3-4) foram intimamente relacionados (100%) com a espécie Escherichia coli. 
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Figura 2 - Árvore filogenética de isolados bacterianos obtidos de Calophyllum brasiliense 

CAMBESS. 

 

3.4 Verificação qualitativa e quantitativa da solubilização por bactérias de 

fósforo e zinco 

Vinte e oito isolados (90%) apresentaram a capacidade de solubilizar fósforo in vitro, 

apresentando um halo característico ao redor das colônias. Apenas 3 isolados (RHI-JMV-3-1, 

RO-NFb-3-4 e RHI-NFb-3-3) não exibiram esse potencial. Foram observados diâmetros de 

halo variável, onde os isolados AP-JMV-2-1, AP-JMVL-3-1, RO-JMVL-4-1, RO-JNFb-4-1, 

RHI-JNFb-3-1, RHI -JNFb-3-2 e RO-LGI-4-1 apresentaram os maiores valores (diâmetro do 

halo> 16 mm, Tabela 1). Um total de 25 isolados (80%) apresentou capacidade de solubilizar 

o zinco, dos quais 8 tinham diâmetro do halo maior ou igual a 13 mm (Tabela 1). Os isolados 

AP-JMV-2-1, AP-JMVL-3-1, RO-JNFb-4-3 e RHI-JNFb-3-1 apresentaram o maior diâmetro 

do halo, com valores maiores que 16 mm. Ao contrário, os isolados RHI-JMV-3-1, RO-NFb-

3-4, RHI-NFb-3-3, AP-JNFb-3-2, RO-JNFb-4-2 e RHI-LGI-2-1 não apresentaram capacidade 

de solubilizar o zinco, como foi observado pela ausência de um halo. 



 

40 

  
 

A concentração de fósforo solúvel no meio NBRIP inoculado variou entre 34,9 e 

100,4 µg mL
-1

 (Fig. 3A), com o maior registro observado com o isolado AP-JNFb-3-2. Os 

resultados da busca BLAST das sequências 16S rRNA indicaram que este isolado está 

intimamente relacionado com bactérias pertencentes ao gênero Pseudomonas (P. parafulva 

CP 019952.1) (Fig. 2). O isolado RO-NFb-3-4, estatisticamente semelhante ao AP-JNFb-3-2, 

apresentou o segundo maior valor de fósforo solubilizado (93,7 ± 9,9 µg mL
-1

) e foi 

relacionado ao isolado de Escherichia coli C10 HG941666 1 e E. coli C CP020543.1.  
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Figura 3 - Solubilização de fósforo (A), solubilização de zinco (B) e produção de ácido 

indolacético (C) por isolados bacterianos obtidos de Calophyllum brasiliense CAMBESS. 
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O isolado RO-LGI.P-3-2 apresentou concentração de fósforo solubilizado de 79,0 ± 

4,3 µg mL
-1

 e está intimamente relacionado com Pseudomonas sp. CCOS 191 ln847264.1 e 

Pseudomonas sp. OCR3 AB240201.1. A concentração de zinco solúvel no meio DYGS 

inoculado variou de 83,0 a 147,8 µg mL
-1

 (Fig. 3B), sendo que os isolados AP-JNVb-3-2 

(147,8 ± 5,0 µg mL
-1

), RHI-JMVL-3- 1 (147,7 ± 7,3 µg mL
-1

) e RHI-LGI.P-3
-1

 (142,9 ± 12,4 

µg mL
-1

) registraram os maiores valores. O isolado AP-JNFb-3-2 está intimamente 

relacionado com bactérias pertencentes ao gênero Pseudomonas. No entanto, os isolados 

RHI-JMVL-3-1 e RHI-LGI.P-3-1 foram relacionados ao gênero Enterobacter (cepa de E. 

cloacae PSM 1 KU 215680, cepa de E. ludwigii IHB B 1518 KF 475838.1 ou Enterobacter 

sp. B16 KF 010363.1). 

 

3.5 Quantificação da produção de ácido indol-acético pelos isolados bacterianos 

Os 12 isolados foram testados para produção de AIA e os resultados são apresentados 

na Fig. 3C. A produção do AIA variou entre 0,11 ± 0,02 µg mL
-1

 e 0,52 ± 0,08 µg mL
-1

, tendo 

o isolado RO-LGI.P-3-2 apresentado o maior valor. As sequências 16S rRNA indicaram 

estreita relação deste isolado com bactérias pertencentes ao gênero Pseudomonas 

(Pseudomonas sp. CCOS 191 LN 847264.1 ou Pseudomonas sp. OCR3 AB240202.1). 

 

4. Discussão 

Inoculantes microbianos podem induzir respostas bioquímicas que favorecem o 

crescimento das plantas. Este estudo apresentou, pela primeira vez, a existência de uma 

interação entre plantas de guanandi, uma espécie arbórea do Cerrado brasileiro, com 

diferentes espécies de bactérias fixadoras de nitrogênio. A colonização predominante de 

bactérias fixadoras de nitrogênio no sistema radicular tem sido relatada para diferentes 

espécies de plantas (Singh et al., 2011), o principal local de infecção bacteriana são rupturas 
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de células epidérmicas durante o surgimento de raízes laterais e estabelecimento endofítico 

por colonização de espaços intercelulares do parênquima cortical (Baldotto et al., 2011). 

Essas bactérias, além de fixarem o nitrogênio, podem também ser capazes de 

solubilizar nutrientes e produzir fitohormônios, e, são, portanto, materiais biológicos com 

potencial para uso como promotores de crescimento de plantas (Singh et al., 2011). Dentre os 

isolados que puderam ser identificados pelo sequenciamento 16S rRNA, o AP-JNFb-3-2 está 

intimamente relacionado ao gênero Pseudomonas (P. parafulva CP 019952.1) e apresentou 

maior capacidade de solubilizar fósforo em meio NBRIP, com valor de 100,4 µg mL
-1

. Essa 

concentração é menor que a observada por Gupta et al. (2012) que relataram que as bactérias 

associadas à Aloe barbadensis apresentaram solubilização de fósforo entre 150 e 340 µg mL
-1

. 

As espécies mais próximas dos isolados obtidos por Gupta et al. (2012) foram identificadas 

como Pseudomonas synxantha, Burkholderia gladioli, Enterobacter hormaechei e Serratia 

marcenses. Da mesma forma, Awais et al. (2017) isolaram bactérias solubilizadoras de 

fósforo da rizosfera de cana-de-açúcar e arroz, e observaram que a solubilização variou de 

50,07 a 717,99 ppm (µg mL
-1

) nos meios NBRIP e Pikovskaya. 

Os solos do Cerrado brasileiro são geralmente ácidos e deficientes em nutrientes 

(Lopes e Guilherme, 2016) e, portanto, a solubilização do fosfato inorgânico é de grande 

interesse para a seleção de microrganismos com potencial para serem explorados como IM na 

agricultura. Uma avaliação de potenciais solubilizantes de fosfato de 20 isolados de raiz de 

arroz, cultivados na região do Cerrado brasileiro determinou que 75% dos isolados foram 

capazes de solubilizar no meio Pikovskaya. A análise de sequenciamento do gene 16S rRNA 

revelou que todos os isolados avaliados apresentaram alta similaridade com o gênero Bacillus. 

(Braga et al., 2018).  

A atividade solubilizadora de fósforo é determinada pela capacidade microbiana de 

produzir e liberar ácidos orgânicos, que através de seus grupos carboxílicos quelatam os 
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cátions ligados ao fósforo ou diminuem o pH, convertendo o fósforo em formas solúveis 

(Gupta et al., 2012; Awais et al., 2017). Chen et al (2006) usaram cromatografia líquida de 

alta eficiência (HPLC) para detectar ácido cítrico, glucônico, láctico, succínico, propiônico e 

três outros ácidos orgânicos não identificados que foram produzidos a partir de culturas de 

Bacillus, Rhodococcus, Arthobacter, Serratia, Chryseobacterium, Delftia. Gordonia e 

Phyllombacterium. Shahid et al. (2012) observaram que Enterobacter sp. produziu ácidos 

glucônico e málico, resultando em 43,5 µg mL
-1

 de fósforo solubilizado. Outras bactérias 

pertencentes aos gêneros Enterobacter, Arthrobacer, Azotobacter, Bacillus e Serratia também 

são capazes de produzir diferentes ácidos orgânicos, resultando em concentrações de fósforo 

solubilizado entre 270,2 e 623,6 µg mL
-1

 (Chen et al., 2006; Yi et al., 2008). 

No entanto, embora a liberação dos ácidos orgânicos tenha sido indicada como um dos 

principais fatores responsáveis pela solubilização de fósforo, também há relatos que sugerem 

que o fósforo insolúvel pode ser solubilizado sem qualquer produção de ácido orgânico (Kim 

et al., 1997; Chen et al. al., 2006). Ácidos inorgânicos como ácido clorídrico (Kim et al. 

1997), nítrico e sulfúrico (Dugan et al. 1965) produzidos por quimioautotróficos e a atividade 

da bomba de H
+
, por exemplo, têm sido apontados também como possíveis mecanismos para 

promover a solubilização inorgânica do fósforo (Reyes et al., 1999). O presente trabalho não 

procurou determinar os mecanismos responsáveis pela solubilização, mas apenas identificar 

as bactérias mais promissoras. Nesse sentido, os isolados AP-JNFb-3-2 e RO-LGI.P-3-2, 

identificados como pertencentes ao gênero Pseudomonas, apresentaram o maior potencial 

para atuar como agentes de solubilização de fósforo. 

O zinco é um nutriente requerido pelas plantas como componente de reações 

enzimáticas, metabolismo de carboidratos, síntese de auxinas e também desempenha um 

papel vital na regulação da expressão gênica necessária para a tolerância a estresses 

ambientais (Gontia-Mishra et al., 2017). A deficiência de zinco nas culturas pode ser devida à 
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sua baixa solubilidade, em vez de baixa disponibilidade no solo (Iqbal et al., 2010). Assim, as 

bactérias que atuam como agentes de solubilização aplicadas no IM podem auxiliar as plantas 

na obtenção desse nutriente.  

Um total de 25 isolados obtidos de tecidos e rizosfera do guanandi apresentaram 

capacidade de solubilização de zinco no teste qualitativo, dos quais oito apresentaram 

diâmetros de halo maiores ou iguais a 13 mm. Esse resultado é semelhante ao relatado por 

Ramesh et al. (2014) e Mumtaz et al. (2017) em estudos envolvendo solubilização de zinco 

por bactérias pertencentes ao gênero Bacillus. Em medidas quantitativas, os isolados AP-

JNFb-3-2, RHI-JMVL-3-1 e RHI-LGP-3-1, intimamente relacionados às bactérias 

pertencentes aos gêneros Pseudomonas e Enterobacter, apresentaram o maior potencial de 

solubilização com o teor de zinco na média entre 142,9 e 147,8 µg mL
-1

. Esses valores estão 

de acordo com os apresentados por Khande et al. (2017) que isolaram bactérias da rizosfera 

de duas cultivares de soja cultivadas na Índia e obtiveram valores de solubilização de zinco 

variando de 89,00 a 547,38 µg mL
-1

.  

Os isolados obtidos por Khande et al (2017) foram identificados como Bacillus cereus, 

B. anthracis, B. thuringiensis, B. tequilensis e B. subtilis subsp. Inaquosorum. Trabalhos 

anteriores demonstram a capacidade de bactérias do gênero Pseudomonas para solubilizar o 

zinco de vários compostos insolúveis de zinco (Di Simine e Sayer, 1998; Gontia-Mishra et al., 

2017). 

A criação de condições ácidas no meio líquido pelas bactérias em decorrência da 

produção de diferentes ácidos orgânicos também foi relatada, similar ao fósforo, como a 

principal causa de solubilização de zinco (Saravanan et al., 2003; Ramesh et al., 2014). Di 

Simine et al. (1998) observaram que o ácido glucônico e 2 ácidos ceto-glucônicos produzidos 

por Pseudomonas fluorescens auxiliaram na solubilização de sais de zinco e Gontia-Mishra et 

al. (2017) demostraram uma correlação positiva entre solubilização de zinco por 
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Pseudomonas aeruginosa e a redução do pH do meio. A produção de ácidos orgânicos pelos 

isolados obtidos de guanandi reduziu drasticamente o pH nos meios (dados não mostrados), 

sendo esta uma das explicações possíveis para solubilização do zinco. 

Os 12 isolados identificados pela análise de PCR produziram AIA em concentrações 

entre 0,11 e 0,52 µg mL
-1

. Esse intervalo está abaixo do observado por Posada et al. (2016) 

que relataram concentrações produzidas por bactérias da rizosfera de banana entre 1,9 e 60,0 

µg mL
-1

. Mumtaz et al. (2017) também relataram maior produção de AIA por isolados 

endofíticos bacterianos de sementes de arroz (entre 11,5 a 38,8 µg mL
-1

) e por Bacillus spp 

(entre 2,6 a 15,8 µg mL
-1

), respectivamente. Por outro lado, Tsavkelova et al (2005a, 2007b) 

demostraram que as quantidades de AIA secretadas na cultura líquida por bactérias isoladas 

de orquídeas tropicais variaram de 0,5 a 92,9 μg mL
-1

. Assim, é possível inferir que o AIA 

produzido por bactérias varia muito de acordo com a linhagem da espécie. O isolado mais 

promissor observado no presente trabalho foi o RO-LGI.P-3-2 e as sequências de 16S rRNA 

indicaram uma estreita relação deste com bactérias do gênero Pseudomonas (Pseudomonas 

sp. CCOS 191 LN 847264.1 ou Pseudomonas sp. OCR3 AB240202.1). 
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5. Conclusões 

O isolado AP-JNFb-3-2, obtido da parte aérea das plantas e identificado como 

pertencente ao gênero Pseudomonas, foi a bactéria solubilizadora de fósforo mais promissora. 

Os isolados AP-JNFb-3-2 e RHI-JMVL-3-1 apresentaram os maiores valores de solubilização 

de zinco. Estas bactérias foram associadas aos gêneros Pseudomonas e Enterobacter, 

respectivamente. O isolado RO-LGI.P-3-2, pertencente ao gênero Pseudomonas, apresentou o 

maior valor para produção de AIA com (0,52 µg mL
-1

). Os resultados obtidos no presente 

trabalho demonstraram a presença de uma grande diversidade de bactérias associadas a 

exemplares adultos de guanandi, que podem ser exploradas para uso como IM visando 

auxiliar as plantas na obtenção de nutrientes de solos pobres do Cerrado, assim como na 

oferta de reguladores de crescimento para as plantas. 
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EFEITO DE BIOESTIMULANTES VEGETAIS SOBRE O DESENVOLVIMENTO 

INICIAL DE MUDAS DE Calophyllum brasiliense CAMBESS 

 

RESUMO – Bioestimulantes vegetais são compostos ou microrganismos aplicados às 

plantas ou rizosfera que podem estimular processos naturais capazes de auxiliar no 

desenvolvimento dos cultivos agrícolas. Substâncias húmicas (SH) e microrganismos 

promotores do crescimento vegetal (MPCV) apresentam seu potencial, dado o conjunto de 

resultados encontrados na literatura especializada envolvendo esses materiais, é entretanto 

ainda limitado a poucas espécies vegetais, em particular, àquelas de ciclo mais curto. 

Espécies vegetais de interesse para a implantação de sistemas agroflorestais (SAFs), tais 

como Calophyllum brasiliense CAMBESS (guanandi), têm sido pouco exploradas nesse 

contexto. No presente trabalho, os efeitos da adição de soluções contendo ácidos húmicos 

(AH) e extrato húmico solúvel em água (EHSA), associados ou não a soluções bacterianas, 

foram avaliados como bioestimulantes capazes de acelerar o desenvolvimento inicial de 

mudas de guanandi. A hipótese é que as medidas biométricas das plantas, o conteúdo de 

nutrientes, a taxa fotossintética e a eficiência de uso da água sejam favorecidas com a 

aplicação conjunta dos AH e EHSA com os MPCV. Para isto efetuou-se a caracterização 

química dos AH e EHSA, utilizou-se bactérias previamente selecionadas pela sua 

habilidade de solubilização de fosfato de cálcio e óxido de zinco, capacidade de fixação 

biológica de nitrogênio atmosférico e de produção de ácido indol-acético. Realizou-se 

também a determinação dos parâmetros de trocas gasosas, sendo efetuada aplicação em seis 

tratamentos (controle, IM, AH, EHSA, IM+AH e IM+EHSA). Após a aplicação do 

tratamento IM+AH, a parte aérea e raízes apresentaram, respectivamente, um aumento 

médio de 35,77% e 54,81% da massa seca. Com relação ao diâmetro do caule, houve um 

aumento de 21,76% da massa seca. O tratamento IM+EHSA apresentou 10 e 16% mais massa 

seca e número de raízes laterais respectivamente em comparação com o tratamento controle. 
Destaca-se que o tratamento IM acarretou deficiência hídrica nas mudas, reduzindo em 

27,94% a quantidade de água assimilada pelas plantas. Com exceção da eficiência do uso da 

água (EUA), todos os parâmetros associados às trocas gasosas, o tratamento AH foi o que 

apresentou os melhores resultados. O conjunto destes resultados obtidos mostrou que a 

presença de bactérias e SH, associados ao guanandi, podem ser explorados para auxiliar as 

plantas na obtenção de nutrientes, bem como oferecer reguladores de crescimento, 

favorecendo sua exploração em SAFs e incentivando a produção e comercialização de 

espécies nativas. 

 

 

Palavras-chave: Bioestimulante vegetal; Agrofloresta; Efeitos fisiológicos; Promoção do 

crescimento vegetal; Ácido Húmico, Guanandi. 
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EFFECT OF VEGETABLE BIOESTIMULANTS ON THE INITIAL DEVELOPMENT 

OF Calophyllum brasiliense CAMBESS SEEDLINGS 

ABSTRACT - Plant biostimulants are compounds or microorganisms applied to plants or 

rhizosphere that can stimulate natural processes capable of assisting in the development of 

agricultural crops. Humic substances (SH) and plant growth-promoting microorganisms (MPCV) 

have their potential, given the set of results found in the specialized literature involving these 

materials, however, it is still limited to a few plant species, particularly those of shorter cycle. 

Plant species of interest for the implantation of agroforestry systems (SAFs), such as Calophyllum 

brasiliense CAMBESS (guanandi), have been little explored in this context. In the present work, 

the effects of the addition of solutions containing humic acid (AH) and water-soluble humic 

extract (EHSA), associated or not with bacterial solutions, were evaluated as biostimulants 

capable of accelerating the initial development of guanandi seedlings. The hypothesis is that plant 

biometric measurements, nutrient content, photosynthetic rate, and water use efficiency are 

favored by the joint application of AH and EHSA with MPCV. For this, the chemical 

characterization of AH and EHSA was carried out, previously selected bacteria were used for 

their ability to solubilize calcium phosphate and zinc oxide, biological nitrogen fixation capacity 

and indole acetic acid production. Gas exchange parameters were also determined and applied in 

six treatments (control, IM, AH, EHSA, IM + AH and IM + EHSA). After the application of the 

IM + AH treatment, the shoot and roots presented, respectively, an average increase of 35,77% 

and 54,81% of the dry mass. Regarding stem diameter, there was a 21,76% increase in dry mass. 

The IM + EHSA treatment presented 10 and 16% more dry mass and number of lateral roots 

respectively compared to the control treatment. It is noteworthy that the IM treatment caused 

water deficit in the seedlings, reducing by 27,94% the amount of water assimilated by the plants. 

Except for water use efficiency (WUA), all parameters associated with gas exchange, the AH 

treatment presented the best results. These results show that the presence of bacteria and SH, 

associated with guanandi, can be exploited to assist plants in obtaining nutrients, as well as offer 

growth regulators, favoring their exploitation in SAFs and encouraging the production and 

marketing of species native. 

 

Keywords: Plant Biostimulant; Agroforestry; Physiological effects; Promotion of plant growth; 

Humic acid, Guanandi. 
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1. Introdução 

Bioestimulantes vegetais são compostos ou microrganismos aplicados às plantas que 

podem estimular processos naturais capazes de auxiliar no desenvolvimento dos cultivos 

agrícolas, independente da sua constituição nutricional (EUROPEAN BIOSTIMULANTS, 

2018). Inicialmente empregados em sistemas de produção com elevado valor agregado (e.g., 

cultivo protegido e produção orgânica de hortaliças e frutas), o mercado de bioestimulantes 

tem crescido nos últimos anos movido pela sua aplicação também em cultivos convencionais 

(COLLA e ROUPHAEL, 2015). No ano de 2019, o mercado global de bioestimulantes 

vegetais foi estimado em 2,19 bilhões de dólares, com projeções para alcançar 4,44 bilhões já 

em 2024 (MARKETSANDMARKETS, 2017). 

Uma revisão crítica a respeito do uso de bioestimulantes na agricultura foi realizada 

por DU JARDIN (2015), que incluiu as substâncias húmicas (SH) como uma das oito 

possíveis categorias existentes. As SH são formadas a partir de transformações químicas, 

físicas e biológicas de resíduos orgânicos e podem contribuir para a regulação de muitos 

processos ecológicos e ambientais, incluindo o crescimento de plantas (CANELLAS et al., 

2015). De acordo com ROSE et al. (2014), raízes e parte aérea das plantas podem ser 

aumentados, em média, em até 22% em função da aplicação exógena de SH. Esse estímulo de 

crescimento tem sido explicado principalmente devido ao efeito que essas substâncias 

exercem sobre a H
+
-ATPase, proteína diretamente envolvida na absorção de nutrientes, no 

desenvolvimento de raízes laterais e na expansão de celular (CANELLAS et al., 2002; 

ZANDONADI et al., 2010; RAMOS et al., 2015). 

A ação das SH como estimulante vegetal, entretanto, envolve também outros 

mecanismos de defesa das plantas relacionados à atenuação de estresses promovidos pela 

escassez de água (MELO et al., 2017), excesso de sais (AYDIN et al., 2012) e de metais 

(DOBBSS et al., 2018; PITTARELLO et al., 2018). Aumentos na taxa de fotossíntese líquida 
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e na eficiência do uso da água também já foram reportados em plantas tratadas com SH (FAN 

et al., 2014; OLIVARES et al., 2015; BUSATO et al., 2017). Recentemente, CANELLAS et 

al. (2019) também observaram que as SH alteram o perfil de exsudação das raízes, liberando 

uma variedade de compostos que interferem na comunidade microbiana presente na rizosfera. 

Essa liberação poderia estimular a ação de microrganismos promotores do crescimento 

vegetal (MPCV), os quais podem interagir com as plantas e auxiliar no seu desenvolvimento 

por diferentes mecanismos. 

O número de MPCV empregados como bioestimulantes vegetais é relativamente baixo 

considerando a biodiversidade natural desses organismos (OLIVARES et al., 2017), mas a 

literatura especializada reporta uma vasta gama de informações a respeito dos efeitos 

positivos de fungos e bactérias no controle de doenças, no aumento da oferta de nutrientes e 

no auxílio da defesa contra estresses abióticos (BALDOTTO et al., 2010; MELO et al., 2017; 

MATTEOLI et al., 2018). A liberação de células nos ápices radiculares (células de borda) 

desempenha um papel fundamental na detecção de alterações ambientais que necessitem de 

uma sinalização específica para a defesa das plantas (DRIOUICH et al., 2013). Essas células 

são liberadas mais intensamente quando as plantas são tratadas com SH, o que pode, também, 

favorecer a colonização de MPCV nas plantas de interesse (CANELLAS e OLIVARES, 

2017). Assim, MARQUES JÚNIOR et al., (2008) relataram aumento no comprimento  das 

raízes (de 60 a 118%) e área radicular (33 até 233%) quando toletes de cana-de-açúcar foram 

tratados com SH e H. Seropedicae. De maneira semelhante, SH aplicadas em conjunto com a 

mesma bactéria aumentaram o crescimento das raízes de milho e garantiu a sobrevivência da 

bactéria adicionada até a emissão de raízes por plantas (CONCEIÇÃO et al., 2008).  

Apesar de todo potencial do uso de SH e MPCV, associados ou não, no 

desenvolvimento vegetal, o conjunto de resultados encontrados na literatura especializada 

envolvendo esses materiais é limitado a poucas espécies vegetais, em particular milho 
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(CANELLAS et al., 2013; RODRIGUES et al., 2017; MELO et al., 2018), cana-de-açucar 

(OLIVARES et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2018), alface (MEIRELLES et al., 2017; SHAH 

et al., 2018) e tomate (FREITAS et al., 2009; BERNADES et al., 2011). Plantas de ciclo 

longo ou mesmo espécies vegetais de interesse para a implantação de sistemas agroflorestais 

(SAFs) têm sido pouco exploradas nesse contexto. Particularmente para a região do Cerrado, 

a espécie florestal Calophyllum brasiliense CAMBESS (guanandi) tem sido apresentada 

como uma boa alternativa para implantação de SAFs devido à sua habilidade de crescimento 

em solos de baixa fertilidade e alto valor agregado da madeira (MARTINOTTO et al., 2012). 

Assim, torna-se importante determinar se esses bioestimulantes interferem positivamente no 

desenvolvimento de mudas de guanandi, potencializando o povoamento com essa espécie 

florestal. 

No presente trabalho, os efeitos da adição de SH extraída de vermicomposto de esterco 

bovino empregando-se NaOH (ácidos húmicos, AH) e água (extrato húmico solúvel em água, 

EHSA), associados ou não a soluções contendo bactérias potencialmente promotoras do 

crescimento de plantas, foram avaliados como bioestimulante capaz de acelerar o 

desenvolvimento inicial de mudas de guanandi. A hipótese é que as medidas biométricas das 

plantas, a taxa fotossintética e a eficiência de uso da água sejam positivamente alteradas com 

a aplicação conjunta dessas bactérias e AH ou EHSA.  

 

2.Material e Métodos 

2.1. Vermicompostagem e extração de ácidos húmicos e extrato solúvel em água- Para 

obtenção dos AH e EHSA, inicialmente foi realizado um processo de compostagem por 30 

dias empregando-se de esterco bovino e palha seca de milho, em proporções capazes de 

garantir uma relação inicial C/N < 40/1. Após, as pilhas de composto foram colonizadas com 

minhocas da espécie Eisenia foetida na proporção de 1000 minhocas por m
3
 de composto. Ao 
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longo do processo, a umidade foi ajustada para valores entre 50 e 70%. A coleta do 

vermicomposto foi realizada 120 dias após o início do processo, quando já não apresentava as 

características da matéria-prima original. 

Os AH foram então extraídos do vermicomposto conforme procedimento descrito em 

SANTOS et al. (2008). Para isso, foi utilizada NaOH 0,1 mol L
-1

, como solvente na razão 

vermicomposto/extrator de 1:20 (m:v). O material foi agitado por 6 horas em atmosfera inerte 

de N2, seguido de separação da fração solúvel por decantação e centrifugação. O extrato 

alcalino obtido teve o pH reduzido até 1,5-2,0 com H2SO4 6 mol L
-1

, forçando a precipitação 

dos AH, que foram separados da fração solúvel (ácidos fúlvicos) por decantação seguida de 

centrifugação. Os AH foram então redissolvidos e precipitados com NaOH e H2SO4 três vezes 

para a remoção de impurezas minerais, lavados repetidamente com água destilada e dialisados 

contra água destilada em membranas “cut-off” 14 kDa (Thomas Scientific, Inc). Os AH foram 

então congelados e secos por liofilização (L101, Liotop, São Paulo, Brasil). 

Para obtenção do EHSA, empregou-se uma adaptação do método proposto por 

PINTON et al. (1998). Nesse caso, o vermicomposto e água aquecida a 70 
o
C (razão 1:20m:v) 

foram agitados por período de 4 horas, com posterior período de descanso para decantação da 

fração insolúvel. Após separação da fração solúvel por sifonação, o material insolúvel 

resultante sofreu nova extração, utilizando-se o mesmo procedimento, sendo o extrato obtido 

adicionado ao primeiro obtido. Os EHSA foram então congelados e secos por liofilização 

(L101, Liotop, São Paulo, Brasil). 

 

2.2. Caracterização dos AH e EHSA - A avaliação da composição elementar foi realizada em 

automático CHN (CHN 2400 series, Perkin Elmer, Massachusetts, USA) e as acidezes total, 

carboxílica e fenólica foram determinadas de acordo com SCHNITZER e GUPTA, (1965). 

Para acidez total, 100 mg de cada material foram acondicionados em erlenmeyer contendo 50 



 

59 

  
 

mL de Ba(OH)2 0,125mol L
-1

, agitando-se por 24 h. A suspensão foi filtrada em papel filtro 

faixa azul e o material foi titulado com solução padronizada de HCl 0,05 mol L
-1

 até pH 

8,4±0,1 com auxílio de um pHmetro (Tec 5, TECNAL, Piracicaba, São Paulo, Brasil) até pH 

8,4±0,1. Para acidez carboxílica, 100 mg de de cada material foram colocados em erlenmeyer 

contendo 50 mL de solução de Ca(COO)2 0,2 mol L
-1

, em água livre de CO2, com agitação 

por 24 h seguida de filtração (papel faixa azul com poros de 0,125 mm). O resíduo foi lavado 

com água livre de CO2 e titulado com solução padronizada de NaOH 0,1 mol L
-1

 até pH 

9,8±0,2. A acidez fenólica foi determinada pela diferença entre a total e a carboxílica.  

A espectroscopia na região do infravermelho foi realizada utilizando-se pastilhas com 

1 mg de AH em 100 mg de KBr, na faixa de 600 cm
-1

 a 4000 cm
-1

 de número de onda, em um 

equipamento Varian 640 (Varian, Tóquio, Japão). Os espectros foram discutidos conforme 

(DENDISOVÁ et al., 2018; PALENCIA, 2018; ZHANG e ROEYERS, 2019). Para 

identificar e quantificar os principais grupamentos de C presentes no material, foi realizada 

análise de ressonância magnética nuclear de 
13

C em um equipamento Bruker spectrometer 

(Bruker Avance III HD 600 MHz, Bruker, Germany) operando a 150.9 MHz. As amostras 

foram acondicionadas em rotor de zircônio, com parâmetro de giro de 10 ± 1 KHz e 

polarização cruzada com rotação no ângulo mágico (CPMAS), com tempo de aquisição de 

22,5 ms, decaimento de 1,0 s e tempo de contato de 2,0 ms. Os espectros foram manipulados 

no software SpinWorks versão 3.1. e avaliados de acordo com MARTINEZ-BALMORI et al., 

(2014), em seis regiões: deslocamentos químicos entre 190 a 160 ppm (carbonilas de cetonas, 

quinonas, aldeídos e grupos carbonilas); de 160 a 140 ppm (fenóis e C aromático O-

substituído); de 140 a 110 ppm (C aromático não substituído e olefínico); de 110 a 95 ppm (C 

anomérico); de 95 a 65 ppm (Sistemas O-alquil); de 65 a 45 ppm (substituição metoxi; N 

grupos alquílicos) e de 45 a 0 ppm (carbonos alquílicos, principalmente CH2 e CH3). As áreas 

referentes aos carbonos alquilo (0 a 45 ppm) e aromático/olefínico (110 a 160 ppm) foram 
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somadas para obtenção do índice de hidrofobicidade (HB). As áreas de 200 a 160, 110 a 95 e 

95 a 5 ppm foram somadas para obtenção do índice de hidrofiolicidade (HI). A partir destas, 

obteve-se a relação HB/HI. O índice de aromaticidade (IA) foi definido em porcentagem da 

área do espectro de 
13

C RMN na região dos grupos aromáticos (110-160 ppm) em relação à 

área total do espectro, excetuando-se as áreas do C carboxílico e carbonílico (Hatcher et al., 

1981). Os resultados da caracterização das SH obtidos pelas diferentes técnicas descritas 

foram avaliados de maneira descritiva. 

 

2.3. Produção das mudas de guanandi e testes preliminares – Sementes de guanandi foram 

obtidas de um viveiro comercial (mudas de sementes nobres – MG), e utilizadas para testes 

preliminares visando determinar possíveis concentrações ótimas de AH e EHSA capazes de 

estimular o desenvolvimento inicial das plantas. Para isto, as sementes foram inicialmente 

esterilizadas com hipoclorito de sódio a 10%, enxaguadas com água destilada e 

acondicionadas em canteiros com areia, em pleno sol, para germinação. Após 60 dias, 

plântulas contendo 4 a 6 pares de folhas receberam 400 mL de soluções contendo 0,0; 2,5; 

5,0; 10,0; 20,0 ou 40,0 mgL
-1

 de AH ou EHSA, aplicadas semanalmente. Após 60 dias, as 

mudas foram coletadas para avaliação de número de raízes (NR) e número de raízes laterais 

(NRL), por contagem manual, comprimento da parte aérea (CPA), comprimento da raiz 

principal (CRP); diâmetro do caule (DC) e da raiz principal (DRP), empregando-se um 

paquímetro digital (Stainless Hardened Aço inox 150 mm / 6"); índice de área foliar (IAF), a 

partir da obtenção de imagens e processamento no programa imageJ
®
, massa fresca da parte 

aérea (MFA) e das raízes (MFR), em balança analítica (Marte/Shimadzu AUW); massa seca 

da raiz (MSR) e  parte aérea (MAS), após secagem do material em estufa de circulação 

forçada (TE-394/4, Tecnal, São Paulo, Brasil) por 72 h a 65 ºC e pesagem em balança 

analítica (Marte/Shimadzu AUW). Os dados obtidos foram modelados e, a partir da derivação 
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das equações obtidas, foram determinadas as concentrações ótimas para cada medida 

avaliada, sendo a concentração ótima empregada no experimento de crescimento de plantas de 

guanandi aquela resultante da média aritmética de cada valor determinado. O experimento 

seguiu um delineamento inteiramente casualizado, com 20 repetições e os dados foram 

avaliados utilizando-se o software estatístico R (versão 3.2.2.). 

 

2.4. Adição de bactérias, AH e EHSA às mudas – As bactérias com potencial para emprego 

como estimulantes do crescimento do guanandi foram previamente isoladas e identificadas 

por SOUZA et al. (2019). Foram selecionadas dois isolados pertencentes aos gêneros 

Pseudomonas e Enterobacter devido à sua habilidade de solubilização de fosfato de cálcio e 

óxido de zinco, capacidade de fixação biológica de nitrogênio atmosférico e de produção de 

ácido indol-acético. As bactérias foram aplicadas isoladamente ou em conjunto com as 

concentrações ótimas de AH e EHSA (22,6 mg L
-1

 e 25,55 mg L
-1

, respectivamente) 

determinadas conforme tópico 2.3. 

Para os testes visando determinar o potencial de estímulo ao crescimento, plântulas de 

guanandi obtidas conforme tópico 2.3. foram transplantadas para vasos de 2,0 L contendo 

substrato autoclavado formado por solo, vermiculita e areia, na proporção 3:1:1 (v:v:v). Os 

teores de nutrientes no substrato foram analisados conforme (EMBRAPA, 2009). Após as 

plântulas receberam adições da concentração mais eficiente de AH, EHSA, bactérias e 

combinações (AH+bact.; EHSA+bact.) além de um tratamento controle. Para isto, os AH e 

EHSA solubilizados em KOH 0,1 mol L
-1

 e o pH da solução foi ajustado para 6,5 com HCl 

0,1 mol L
-1

, sendo aplicados quinzenalmente 100 mL planta
-1

, por meio de pulverização foliar 

e diretamente na rizosfera. As bactérias selecionadas foram crescidas em meio LB, sendo 

aplicados 50 mL de solução (meio/bactérias) contendo as bactérias (10
8
 bactérias mL

-1
). Para 
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ajuste da concentração bacteriana, utilizou-se leitura da densidade óptica em 640 nm, de 

acordo com a curva de crescimento da solução contendo as bactérias e o meio de cultura.  

Assim, foram observados seis tratamentos: 1) Controle: mudas produzidas utilizando-

se somente o substrato de crescimento vegetal autoclavado; 2) AH: mudas produzidas com o 

substrato, com adição de AH determinada; 3) EHSA: mudas produzidas com o substrato, com 

adição de EHSA determinada; 4) IM: mudas produzidas com o substrato, com aplicação dos 

isolados bacterianos (10
8
 bactérias mL

-1
); 5) AH+IM: mudas produzidas com o substrato, com 

adição de AH e IM. 6) EHSA+IM: mudas produzidas com o substrato, com adição de EHSA 

e IM. O material permaneceu em viveiro de produção de mudas separados a 50 metros de 

distância, em pleno sol, por um período de 150 dias, sendo regados diariamente, minimizando 

o máximo os riscos de contaminação dos tratamentos avaliados. Uma segunda aplicação das 

soluções contendo as bactérias nos tratamentos 3 e 4 foi realizada 60 dias após a primeira 

aplicação. Após atestada a normalidade dos dados pelo teste de Shapiro-Wilk, foi realizado 

teste F e, quando significativo, empregou-se o teste de Tukey (p<0,05) para comparação das 

médias. 

 

2.5. Parâmetros relacionados às trocas gasosas e taxas fotossintéticas – Foram 

determinados empregando-se um sistema portátil de determinação de trocas gasosas por 

infravermelho (Infra-Red Gas Analyser) (LI-6400 XTR-Z, Analytical Development Company 

Limited, Nebraska, USA). As medições foram realizadas das 9 h às 11h 40 min (HALL et al., 

1993), utilizando a última folha completamente desenvolvida, registrando cinco medições 

para cada folha, em intervalos de 20 a 30 s, avaliando-se a taxa líquida de assimilação de CO2 

(A), condutância estomática (gs), concentração de CO2 nas cavidades subestomáticas (Ci) e a 

taxa de transpiração (E), sob irradiância de 1200 µmol de fótons m
-2

 s
-1

 e concentração 

externa de CO2 (Ca) de 400 µmol mol
-1

. A eficiência no uso de água (EUA) foi obtida pela 
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relação entre (A/E) [(μmol m
-2

 s
-1

)/(mmol H2O m
-2

s
-1

)
-1

]. Os parâmetros de fluorescência da 

clorofila A (Chl a) foram obtidos por meio de câmaras de fluorescência integradas na mesma 

pinça na qual os parâmetros de trocas gasosas foram mensurados, empregando-se, 5 

repetições sorteadas em cada tratamento e realizando a avaliação da comparação das médias 

pelo teste Tukey (p<0,05). 

 

2.5.1. Avaliações biométricas - Aos 150 dias foram avaliadas as características: NR por 

contagem manual; NRL por contagem manual com auxílio de lupa; CPA, com régua 

graduada, considerando-se da base do vaso (substrato) até a última ramificação foliar; CRP da 

base do vaso (substrato) até o final da raiz principal; DC e DRP, com paquímetro digital; IAF, 

a partir da obtenção de imagens fotográficas e processamento no programa digital imageJ
®
; 

MFA, MFR, MSR e MAS em balança analítica, sendo MSR e MAS obtidos após um período 

de 72 h em estufa a 65 ºC (TE-394/4, Tecnal, São Paulo, Brasil). A densidade de raízes 

laterais foi também obtida a partir da relação entre NRL e CRP. Os resultados seguiram um 

delineamento inteiramente casualizado (DIC), com 20 repetições os dados foram avaliados 

utilizando-se o software estatístico R (versão 3.2.2.). 

 

3. Resultados e Discussão 

3.1. Composição elementar, acidez total, carboxílica e fenólica dos AH e EHSA 

 

A Tabela 1 apresenta a composição elementar e a distribuição dos componentes de 

acidez das SH empregadas no experimento. 
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Tabela 1 – Acidez total, fenólica, carboxílica, composição elementar e relações atômicas dos 

AH e EHSA extraídos de vermicomposto de esterco bovino. 

 Acidez Composição elementar Relações atômicas 

 Acidez 

total 

Acidez 

fenólica 

Acidez 

carboxílica 

C H N O C/N H/C O/C 

 ............. mmolc g
-1

 …............ ....................... g Kg
-1

 …  

AH 6,0 3,5 2,5 442,5 68,1 27,4 461,3 18,84 1,85 0,78 

EHSA 2,0 1,3 0,7 245,2 3,70 1,61 52,42 177,68 0,18 0,16 

 

Os resultados demonstraram para os AH baixo conteúdo de C e N e elevado conteúdo 

de O, já para os EHSA o conteúdo de C, O e N também foram baixos quando comparado à 

média observada na literatura (GRIFFITH e SCHNITZERZ, 1975; CELI et al., 1997; 

BUSATO et al., 2010; CANELLAS et al., 2015; DOBBSS et al., 2016; PITTARELLO et al., 

2018). Estes resultados demonstraram que a vermicompostagem foi caracterizada pela 

degradação da matéria orgânica responsável e pela formação de materiais húmicos LV et al. 

(2013), vez que essa variação no teor de C está relacionada às condições ambientais do 

vermicomposto e à própria heterogeneidade do mesmo (EBELING et al., 2011). Pode estar 

associado também a uma elevada acidez total do material, faixa que pode ser observada para 

material humificado menos condensado, como os ácidos flúvicos, o que implica SH pouco 

oxidadas e menor intensidade do processo de humificação para este trabalho (CANELLAS et 

al., 2015). Observa-se que pode ocorrer bloqueio dos grupamentos funcionais oxigenados pela 

formação de complexos MENDONÇA e ROWELL (1996). Esses bloqueios podem diminuir 

a evolução química das SH promovendo acúmulo de ácidos fúvicos ou de AH com baixo grau 

de humificação (DOBBSS et al., 2010). De fato, quando os EHSA foram avaliados em 

relação aos componentes de acidez, foi observada baixa acidez total (Tabela 1), sendo que o 
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comportamento mostrado pelos EHSA deve ser atribuído às suas diversas características 

moleculares (PICCOLO et al., 2019). 

O conteúdo de O sugere níveis elevados de oxidação nos AH obtidos do 

vermicomposto, que pode estar associado a uma elevada acidez total do material, faixa que 

pode ser observada para material humificado menos condensado, como os ácidos flúvicos, o 

que implica AH bastante oxidados e menor intensidade do processo de humificação 

(CANELLAS et al., 2015). De fato, quando os AH foram avaliados em relação aos 

componentes de acidez, foi observada baixa acidez total (Tabela 1). O AH apresentou valores 

de 2,5, 3,5 e 6,0 mmolc g
-1

, enquanto que EHSA foi de 0,7, 1,3 e 2,0 mmolgc
-1

 para  acidez 

carboxílica, fenólica e total, respectivamente. Estes resultados estão de acordo com dados 

relatados por PERTUSATTI e PRADO (2007) divergindo para a acidez total 4,94 e 2,40 

mmolc g
-1

, no entanto, está de acordo com DOBBSS et al. (2009), pois a acidez fenólica foi 

responsável por quase dois terços do H
+
 na acidez total das SH avaliadas por estes autores.  

Considera-se essa variação em função da origem da SH analisada CANELLAS et 

al.(2005), onde a acidez fenólica representou a maior parte dos grupos reativos. PICCOLO 

(2002), SIERRA et al. (2004) e MAJI et al. (2017) associam a acidez fenólica das SH ao 

conteúdo de grupamentos hidroxilas que normalmente estão ligados a anéis aromáticos 

(fenóis) que pode ser também observado no tópico 3.2 do espectro de infravermelho. Para 

CANELLAS et al. (2005) e BALDOTTO e BALDOTTO (2014), as espécies fenólicas estão 

associadas a macromoleculas de lipídeos, onde a proeminência dos grupamentos carboxílicos 

e de OH-fenólicos sublinha a significativa da acidez das SH.  

Em comparação com esses resultados COTTA (2019) encontrou em um dos seus 

tratamentos avaliados para SH valores de 0,84, 4,33 e 5,17 mmolgc
-1

 para a acidez 

carboxílica, fenólica e total, o que permite associar estes resultados ao processo de 

estabilização, onde ocorre uma diminuição dos grupos alifáticos na estrutura da matéria 
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orgânica e a formação de anéis aromáticos substituídos, os quais são geralmente grupos 

carboxílicos, hidroxílicos e carbonílicos. Um dos aspectos mais estudados sobre as SH é a sua 

capacidade de complexação sendo abordada por PRADO et al. (1999) que obteve resultados 

divergentes ao deste trabalho valores de 2,33, 2,74 e 5,07 mmolgc
-1

 para a acidez carboxílica, 

fenólica e total em função da origem das SH, o que de forma direta influi na capacidade de 

complexação com metais, que ocorre devido ao grande número de grupos funcionais. Essas 

frações de tamanho molecular maior tendem a apresentar quantidade relativa de C aromático, 

enquanto as frações de menor tamanho tendem a ser compostas por carbonos oxidados e 

menos compostos C aromáticos (CANELLAS et al., 2010).  

A partir da composição elementar das SH, foram obtidas as razões atômicas C/N, H/C 

e O/C, AH (18,84; 1,85 e 0,78) e EHSA (177,68; 0,18 e 0,16) respectivamente (LU et al., 

2000; MIRANDA et al., 2007). A razão H/C maior nos EHSA associa-se segundo estes 

autores, as transformações diagenéticas, bem como as condições ambientais sob as quais as 

substâncias húmicas foram formadas. 

COTTA (2019) obteve em seus tratamentos avaliados as razões atômicas C/N, H/C e 

O/C, entre 24,87-21,38, 1,61-1,38 e 0,50-033, respectivamente, resultados que se relacionam 

aos deste trabalho, uma vez que, acelerada humificação do vermicomposto reflete em um 

decréscimo da C/N e o aumento de nutrientes minerais (P, K e Na), e está relacionada com a 

mineralização da matéria orgânica pelas minhocas. Para KAYHANIAN e 

TCHOBANOGLOUS (1993), a relação C/N do húmus estabilizado deve estar entre 15 a 20 

(razões atômicas) sendo divergente para os EHSA, no entanto, a razão C/N indica o grau de 

incorporação de nitrogênio na estrutura húmica e é considerada um dos mais simples métodos 

para se avaliar a capacidade de assimilação pelas plantas do nitrogênio (COTTA, 2019). 

A razão atômica O/C maior nos AH estima a abundância de oxigênio contido em 

grupos funcionais, relacionada com os teores de carboidratos, sendo que para BUDZIAK et 
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al. (2004) as razões O/C aumentaram e diminuíram de valor no decorrer da compostagem, 

indicando processos oxidativos mais fortes no início da compostagem, e de redução no final o 

que pode ser associado as diferenças entre os AH e EHSA. Para BALDOTTO e BALDOTTO 

(2014), as razões O/C indicam o teor de grupos oxigenados presentes na molécula, de forma 

que as razões H/C e C/N tendem a diminuir a razão O/C estando de acordo com os resultados 

deste trabalho.  

A razão atômica O/C pode ser estimada pela abundância de oxigênio contido em 

grupos funcionais, relacionada com os teores de carboidratos das SH; para BALDOTTO e 

BALDOTTO (2014), as razões O/C indicam o teor de grupos oxigenados presentes na 

molécula, de forma que as razões H/C e C/N tendem a diminuir a razão O/C. A relação C/N 

indica o grau de incorporação do N na estrutura das SH e consequente grau de humidificação 

(JARBAS et al., 2007), pois quanto menor a razão atômica H/C, maior a resistência à 

termodegradação, indicando alta resistência de estruturas aromáticas a processos de oxidação 

estando relacionada com o grau de aromaticidade (BOTERO, 2010). 

 

3.2. Espectroscopia na região do infravermelho  

De modo geral, os espectros de AH e EHSA apresentam nove bandas de absorção bem 

definidas, conforme observado na (Figura 1). 
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Figura 1- Espectros de infravermelho de AH e EHSA extraídos de vermicomposto de 

esterco bovino. 

Há uma banda de absorção com centro em 3.524 cm
-1

 (variando de 3.693 a 3.438 cm
-1

) 

devido ao estiramento de ligações O-H de vários grupos hidroxilados, mas principalmente 

ácidos carboxílicos capazes de fazer ligações hidrogênio que alteram a frequência de 

estiramento. Na faixa espectral de comprimentos de 3.440-3.300 cm
-1

, verificou-se a presença 

de uma banda de absorção, referente, a estiramento COOH em H, de modo que a força das 

ligações intermoleculares indica a extensão do alargamento. Quanto mais ligações de H, mais 

ácido é o material analisado e mais larga é a absorção nessa região (DIAS et al., 2009). A 

quantidade de oxigênio pode ser relacionada à presença de grupos funcionais na superfície das 

SH (DE SOUZA e BRAGANÇA, 2017) e o mesmo pode ser dito sobre a presença de 

hidrogênio. Os grupos representados pelas bandas 3616 cm
-1

, 2600 cm
-1

, 1200 cm
-1

, nas quais 

a última banda é atribuída ao alongamento C=O, e ao alongamento e deformação OH no 

grupo COOH, respectivamente (TROMPOWSKY et al., 2005; DE SOUZA e BRAGANÇA, 

2017). A banda em torno de 3438 cm
-1

 está relacionada com estiramento de OH de 
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grupamentos carboxílicos, fenólicos, álcoois e da água ligada (SANCHES et al., 2007; DIAS 

et al., 2009). 

Observou-se uma aguda e bem definida banda de absorção centrada em 2.928 cm
-1

 

devido ao estiramento simétrico de ligações C-H, principalmente de grupos metil (CH3); são 

atribuídas aos estiramentos antissimétrico e simétrico de C-H dos grupos alifáticos 

(SANCHES et al., 2007; DOSKOČIL et al., 2018). A banda distinta ocorrendo em torno de 

1640 cm
-1

 pode ser atribuída ao estiramento de grupos C=C em anéis aromáticos 

(DOSKOČIL et al., 2018). 

A banda de absorção em 1.690 cm
-1

 (variando entre 1.712 cm
-1

 e 1.640 cm
-1

), atribuída 

genericamente à presença de carbonilas (C=O) em cetonas e aldeídos; uma banda de absorção 

intensa e alargada em 1.623 cm
-1

 (1.640 cm
-1

) atribuída à presença de uma série de 

estiramento simétricos de ligações C=O de grupos COO
-
, banda de amida e quinonas; banda 

de absorção centrada em 1.513 cm
-1

, devido a estiramentos C-C de anéis aromáticos 

(indicador da presença de ligninas) e sistemas N=C conjugados; uma banda de absorção em 

1.422 cm
-1

 atribuída à deformação de ligações C-H de grupos metil e metilenos; uma banda 

de absorção bem definida centrada em 1.198 cm
-1

 atribuída à presença de deformação de O-H 

em grupos carboxílicos e ligações éster (C-O) e, ainda, à presença de fenóis. 

Uma banda de absorção em 1.086 cm
-1

 e 1.031 cm
-1

 devida a estiramentos C-O de 

polissacarídeos nos AH. Por fim, as bandas de absorção entre 800 e 912 cm
-1

 atribuídas a 

vibrações de ligações C-H de grupos aromáticos e de impurezas inorgânicas e organo-

metálicas (DOBBSS et al., 2009). A comparação da região de impressão digital (1400 a 900 

cm
-1

) com o espectro de uma amostra padrão é de fundamental importância para confirmar a 

identidade da substância analisada. Estes autores também afirmam que as bandas de 

deformação C-H fora do plano foram observadas na zona de 912-678 cm
-1 

e foram atribuídos 

a estruturas aromáticas com hidrogênios aromáticos isolados. DIAS et al. (2009) observaram 



 

70 

  
 

que a banda de absorção na zona de 1.510–1.540 cm
-1

 pode estar relacionada ao estiramento 

C=C aromático, cuja deformação ocorre de 800 cm
-1

 para baixo. 

 

3.3. Ressonância magnética nuclear de 
13

C 

A participação de cada região observada nos espectros de RMN de 
13

C é apresentada 

na Tabela 2. 

 

Tabela 2- Resultados obtidos por ressonância magnética nuclear de 
13

C a partir dos AH 

extraídos de um vermicomposto. 

Deslocamento químico (Integração da área
 *
)  

0-45 45-65 65-95 95-110 110-140 140-160 160-190 HB/HI IA 

……….....................................................ppm…….........................................  - - 

22,3 20,8 22,4 7,2 16,1 4,8 6,4 1,92 20,9 

25,4 19,3 24,1 6,5 11,3 3,5 9,9 1,89 14,8 

*Valores referem-se à área relativa correspondente a cada região no espectro de 
13

C. 

O deslocamento do espectro entre 0 e 45 ppm apresentou 22,3% para os AH e 25,4% 

para os EHSA de longas cadeias alquílicas sem substituição que podem incluir cadeias 

lineares de carbono metilenos, provenientes, possivelmente de polissacarídeos incorporados 

às estruturas dos AH (CANELLAS et al., 2001). Estes contribuem para a região alifática do 

espectro que é composta por grupos (CH2)n e grupos (CH3)n terminais de compostos lipídicos 

de plantas e microrganismos (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006), como graxas e poliésteres 

alifáticos (DESHMUKH et al., 2005; CHEN et al., 2008). 

A região entre 95 e 110 ppm com 7,2 e 6,5% dos AH e EHSA no espectro é associada 

à presença de carboidratos como unidades monoméricas de cadeias de polissacarídeos, 

presentes em tecidos vegetais com lignina (JOHNSON et al., 2005). A região entre 45 e 65 
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ppm foi responsável por 20,8 e 19,3% dos AH e EHSA no espectro pode ser associada ao 

substituinte metoxil em anéis aromáticos de guaiacila e siringila (unidades da estrutura da 

lignina) ou a ligações C-N em aminoácidos (HATCHER, 1987). AGUIAR et al. (2013) e 

MARTINEZ-BALMORI et al. (2014) identificaram os mesmos grupos funcionais entre 140 e 

160 ppm, o deslocamento químico representou 4,8 e 3,5% da área do espectro das SH no 

presente trabalho, sendo essa região atribuída a carbono alquil com N-substituído em 

proteínas e peptídeos.  

Na região entre 65 e 95 ppm, representam 22,4 e 24,1% no espectro dos AH e EHSA, 

picos referentes à presença de carbono ligado a substituintes de oxigênio e/ou carbonos 

ligados a grupos de éteres, atribuíram-se os sinais à presença de carbono ligados a grupos 

aromáticos e fenólicos (DIGNAC et al., 2002; SIMPSON e SIMPSON , 2012). A região entre 

110-160 ppm apresenta ocorrência de anéis aromáticos, especificamente entre 110 e 140 ppm 

representam 16,1 e 11,3% do espectro com ocorrência de grupos fenólicos para as SH aqui 

analisadas. A região entre 160 e 185 ppm representam 6,4 e 9,9% no espectro dos AH e 

EHSA está relacionada a grupos carboxílicos que determinam o grau de hidrofilicidade das 

SH (SIMPSON e SIMPSON, 2012; OLIVEIRA, 2015). É importante ressaltar, segundo WEN 

et al. (2013), que alguns problemas, tais como, atribuições e quantificações de sinais mais 

precisas são difíceis de serem resolvidos devido à sobreposição de sinais e outros fatores. 

O índice de hidrofobicidade de 1,92 e 1,89 para os AH e EHSA corresponde aos 

componentes hidrofílicos AGUIAR et al. (2013), esse índice segundo DOBBSS et al. (2009) 

está associado à capacidade de oxidação e grau de aromaticidade, que neste trabalho foi de de 

20,9 e 14,8% dos AH e EHSA respectivamente, valores semelhantes aos encontrados na 

literatura (DOBBSS et al., 2010; AGUIAR et al., 2013). A distribuição não-uniforme da 

hidrofobicidade da matéria orgânica no solo pode retardar a entrada de água nos agregados e, 

assim, aumentar sua resistência à hidratação (SULLIVAN, 1990). Desta forma, SH que 
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contêm natureza mais hidrofóbica são capazes de formar agregados mais estáveis do que 

aqueles que possuem natureza mais hidrofílica (AGUIAR et al., 2013) mostrando que SH, 

com maior grau de hidrofobicidade (C-aromático + C-alquílico), apresentam maior 

capacidade de estimular sistemas biológicos (DOBBSS et al., 2010). A importância da 

hidrofobicidade da matéria húmica no crescimento radicular tem sido demonstrada em vários 

estudos (CANELLAS et al., 2015). Dentre estes estudos Spaccini et al. (2000) provaram que 

biomoléculas liberadas no solo durante a mineralização de resíduos de milho foram protegidas 

da degradação microbiana por componentes hidrofóbicos circundantes. 

O processo de humificação decorrente da vermicompostagem demonstra mudanças 

estruturais na conformação das SH, tais como alterações na composição elementar, grupos 

funcionais e hidrofobicidade (AGUIAR et al., 2013). SH com maior grau de hidrofobicidade 

usualmente apresentam maior capacidade de estimular desenvolvimento vegetal (DOBBSS et 

al., 2010). 

 

3.4. Testes com plantas 

3.4.1. Testes preliminares com AH para verificação de possível concentração ótima –  

A Tabela 3 indica o modelo de concentração-resposta para as diferentes variáveis 

avaliadas a partir da aplicação de soluções contendo AH. Para o guanandi, as concentrações 

ótimas modeladas variaram de 9,37 mg L
-1

, para CPA, até 32,93 mg L
-1

, para MFA. A média 

geral obtida com as concentrações ótimas de todas as variáveis avaliadas foi de 22,6 mg L
-1

, 

sendo esta empregada no experimento posterior. 
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Tabela 3- Modelo de concentração-resposta, coeficiente de correlação (R
2
), número 

de unidades que integram a amostra (n), nível de significância da regressão (valor-p) e ponto 

de inflexão (concentração ótima) para CPA, NRL, IAF, MFA, MAS e DRL de mudas de 

guanandi, após 60 dias em tratamento com diferentes doses de ácidos húmicos. 

Variável 

Equação                                     

(y = b2x
2
+b1x+b0) R

2
 N p 

Concentração ótima mg L
-1

 

 (dx/dy): b1+2(b2)x = 0 

CPA y = -  0,0042x
2
+0,6787x+12,53 0,7825 8 <0,05 9,37 

NRL y = -  0,0446x
2
+1,9381x+20,27 0,8505 8 <0,05 21,73 

IAF y = -  0,0174x
2
+0,8091x+21,96 0,8613 8 <0,05 22,15 

MFA y = -  0,0007x
2
+0,0461x+1,302 0,8749 8 <0,05 32,93 

MSA y = -  0,0002x
2
+0,0113x+0,401 0,6668 8 <0,05 27,20 

DRL y = -  0,0069x
2
+0,2768x+3,161  0,7692 8 <0,05 20,05 

MÉDIA     22,60 

 

Para mudas de Cattleya warnery var, a concentração ideal foi de 4,16 mg L
-1

 para 

melhor incremento em massa nas plantas (SILVA et al., 2015), enquanto que PINHEIRO et 

al. (2010) determinaram 4,30 mg L
-1

 para maior estímulo ao crescimento do diâmetro do 

caule em mudas de eucalipto.  

3.4.2. Testes preliminares com EHSA para verificação de possível concentração ótima- A 

Tabela 4 indica o modelo de concentração-resposta para diferentes variáveis avaliadas a partir 

da aplicação de soluções contendo EHSA. Para o guanandi, as concentrações ótimas 

modeladas variaram de 22,24 mg L
-1

, para DRL, até 27,99 mg L
-1

, para IAF. A média geral 

obtida com as concentrações ótimas de todas as variáveis avaliadas foi de 25,55 mg L
-1

, sendo 

esta empregada no experimento posterior. 
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Tabela 4 - Modelo de concentração-resposta, coeficiente de correlação (R
2
), número 

de unidades que integram a amostra (n), nível de significância da regressão (valor-p) e ponto 

de inflexão (concentração ótima) para CPA, NRL, IAF, MFA, MAS e DRL de mudas de 

guanandi, após 60 dias em tratamento com diferentes doses de EHSA. 

Variável 

Equação                                     

(y = b2x
2
+b1x+b0) R

2
 N p 

Concentração ótima mgL
-1

 

 (dx/dy): b1+2(b2)x = 0 

CPA y = -  0,0048x
2
+0,2587x+10,27 0,6765 8 <0,05 26,95 

NRL y = -  0,0286x
2
+1,3826x+16,29 0,9342 8 <0,05 24,17 

IAF y = -  0,0097x
2
+0,543x+20,632 0,7632 8 <0,05 27,99 

MFA y = -  0,0005x
2
+0,0242x+1,3146 0,8114 8 <0,05 24,20 

MSA  y = -  9,E-05x
2
+0,005x+0,4628 0,7249 8 <0,05 27,77 

DRL y = -  0,0075x
2
+0,3336x+2,3353  0,8759  8 <0,05   22,24 

MÉDIA     25,55 

 

Avaliações foram realizadas com duas variedades comerciais de sorgo granífero 

(Sorghum bicolor L. Moench), 1G282 e 50a50 por VENDRUSCOLO et al. (2014) para 

composição dos tratamentos, expostos a cinco diferentes doses de substâncias húmicas (0,0; 

1,0; 2,0; 3,0 e 4,0 mL Kg
-1

), não ocorrendo efeito das doses de substâncias húmicas na 

germinação e crescimento inicial de plântulas de sorgo. Essas concentrações são inferiores as 

aqui testadas, mas vale ressaltar que não se trata de uma florestal. Para mudas de Cattleya 

warnery var,. a concentração ideal foi de 4,16 mg L
-1

 para melhor incremento em massa nas 

plantas, SILVA et al. (2015), enquanto PINHEIRO et al. (2010) determinaram 4,30 mg L
-1

, 

para maior estímulo ao crescimento do diâmetro do caule em mudas de eucalipto.  

Das quatro doses (0,1,0, 3,0 e 5,0 mg L
-1

) testadas por RODRIGUES et al. (2018), a 

dose 3,0 mg L
-1

 de C de AH de Fertiactyl GZ® e de AH-Alternativo promoveu, 

respectivamente, maior massa seca da parte aérea e maior massa seca da raíz. Observa-se que 

os efeitos nas plantas de guanandi são próximos, tendo uma variação de 5,750 mg L
-1

 entre a 

menor concentração e a maior. Alterando desta forma tanto a morfologia da parte aérea 
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quanto do sistema radicular, sendo a concentração ótima da aplicação dos EHSA sobre 

vegetais, dependente de estudos preliminares que definam a concentração ótima para cada 

espécie (BALDOTTO e BALDOTTO 2014). 

 

3.4.2. Trocas gasosas e das taxas fotossintéticas nas mudas sob adição de AH(concentração 

ótima), EHSA(concentração ótima), IM, AH+IM e EHSA+IM 

Durante o período da realização do experimento, a temperatura variou entre 17,2 ºC  e 

27,2 ºC. A temperatura média registrada diariamente às 9h foi de 20,2 ºC ± 2,1. Nestas 

condições, observou-se que, no intervalo de 150 dias de crescimento, foi definida a curva de 

luz para o guanandi (Figura 2 A), sendo a Densidade de Fluxo de Fótons (DFFF) para a 

avaliação a pleno sol variando ao longo do dia de 2,03 µmol m
-2

s
-1

 a 2010,2 µmol m
-2

s
-1

. 
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Figura 2 - (A) Curva de luz do guanandi, sendo: taxa de assimilação líquida de CO2 

(A) em função da densidade de fluxo de fótons fotossinteticamente ativos (DFFF), (B) Taxa 

Fotossintética (A-µolm
2
s

-1
); (C) Taxa de concentração de CO2 (Ci-µol m

2
s

-1
); (D) 

Condutância estomática (gs-µolm
2
s

-1
); (E) Eficiência no uso da água (EUA-µolCO2 µolH2O

-

1
); (F) Taxa de transpiração (E-µol H2Om

2
s

-1
), submetidas a diferentes tratamentos aos 150 

dias. Barras contrastam os tratamentos com controle. Letras referem-se ao teste de Tukey (p < 

0,05), ausência de letras refere-se a falta de significância entre os tratamentos. 
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Os estudos de fluorescência da curva de luz se iniciaram através de observações 

realizadas por KAUTSKY, H. e HIRSCH (1931), onde foi constatado que em uma transição 

de escuro para a luz a intensidade de fluorescência inicial aumenta, seguida por um declínio 

até chegar a um nível constante. Para ocorrência do aumento da fitomassa em cultivos, tal fato 

depende principalmente do desenvolvimento da área foliar (dossel), e do período de 

desenvolvimento, que a interceptação luminosa está associada (PEDREIRA e PEDREIRA, 

2007). Embora tenham ocorrido diferenças na taxa de assimilação líquida de CO2 (Figura 2A) 

entre os tratamentos, essas podem repercutir em diferenças na produtividade final em escalas 

silviculturais, afetada pela incorporação de biomassa nas plantas, demonstrando-se que é mais 

determinante na produtividade do que a atividade fotossintética (DALASTRA et al., 2014).  

Os resultados para A (Figura 2B) foram significativamente diferentes com maior 

rendimento associado ao tratamento AH e menor ao IM, com médias 12,52 e 8,9 µolm
2
s

-1
, 

respectivamente. Do ponto de vista fisiológico, a taxa fotossintética responde diretamente a 

fatores ambientais como luz, concentrações de CO2 do ambiente e temperatura, ou 

indiretamente a fatores como a umidade do ar e umidade do solo, através dos efeitos do 

controle estomático (TAIZ e ZEIGER , 2007). A razão do menor rendimento ser associado ao 

tratamento IM é abordada por GONÇALVES et al. (2010), pois a inibição da fotossíntese 

induzida pelo estresse fisiológico/hídrico pode ser devida à limitação estomática em função da 

presença dos microrganismos, como verificado em quatro diferentes espécies de gramíneas 

por GHANNOUM et al. (2003). Porém, no presente trabalho, verificou-se que tanto gs como 

E apresentaram reduções superiores às observadas em A sob as mesmas condições para o 

tratamento IM, sendo possível afirmar que nas trocas gasosas o fator fisiológico A, foi afetado 

pelo tratamento IM. Dado este antagônico ao tratamento AH que favoreceu o 

desenvolvimento das mudas podendo ser utilizado em conjunto como bioinsumo para a 

espécie conforme média de 15% superior no tratamento IM+AH com 10,46 µolm
2
s

-1
. 
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A redução de A pode ser associada, segundo CAMPELO et al. (2015), ao déficit 

hídrico que ocorrem por diversas razões, tais como gs ao fluxo de CO2 , danos ao aparato 

fotoquímico da fotossíntese. Estes autores observaram que para as espécies mogno e ipê-rosa, 

por exemplo, verificou-se redução do Ci apenas no mês de novembro, enquanto para o 

guanandi verificou-se redução nos meses de novembro (manhã e tarde) e fevereiro (tarde), o 

que também pode ter contribuído para a redução nas taxas de fotossíntese. A redução do gs no 

tratamento IM em 41% pode ser associada às observações de SOUSA et al. (2019) que 

afirmam que aumentos na temperatura foliar, ou mesmo presença do estresse em função das 

bactérias, podem ser ligados tanto à condutância reduzida dos estômatos, como às taxas de 

transpiração. Para eles, a evaporação da água do mesofilo das folhas provoca o resfriamento 

das folhas, portanto, a perda latente de calor pela transpiração é fundamental para que as 

plantas consigam manter a temperatura foliar dentro de limites que não causem danos, 

justificando a redução do gs no tratamento IM. Para manter a função e o metabolismo normal, 

as plantas desenvolveram mecanismos fisiológicos para manter o turgor tecidual e a abertura 

estomática, de modo a maximizar a eficiência fotossintética (MASHILO et al., 2017). 

Houve redução na Ci (Figura 2D), no entanto, os tratamentos não apresentaram 

diferença significativa entre si. A provável associação desses resultados pode ser feita em 

função do fechamento estomático, conforme relato de DALASTRA et al. (2014). Estes 

autores obtiveram respostas de curto prazo de plantas de café submetidas à atmosfera 

enriquecida de CO2 em condições diversas, apontam para o efeito mitigador do CO2 sobre o 

déficit hídrico, por meio do aumento das taxas fotossintéticas e manutenção no acúmulo de 

carboidratos nas folhas e raízes do cafeeiro (SANCHES et al., 2018). Assim 

independentemente da disponibilidade hídrica, pois todos os tratamentos receberam a mesma 

frequência de irrigação, o comportamento metabólico das plantas nos tratamentos Controle, 

AH e EHSA para a Ci foi equivalente, sendo afetado apenas os tratamentos com 
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microrganismos. No entanto SILVA et al. (2015) ao realizar testes de trocas gasosas em 

plantas, observaram aumento linear do Ci na ordem de 24,14% à medida que se aumentaram 

as lâminas de irrigação e a disponibilidade hídrica, a justificativa associa-se ao tipo de 

experimento que não inclui microrganismos nem SH, mas exclusivamente o deficit hídrico no 

comportamento das plantas avaliadas. 

A redução da gs pode limitar a taxa de retenção de CO2 e, consequentemente, a 

concentração Ci diminui nos espaços intercelulares devido ao consumo de CO2 pela atividade 

fotossintética (DALEY et al.,2008). Os resultados para o gs (Figura 2C) não foram 

significativamente diferentes sendo as médias dos tratamentos AH com 0,28 µolm
2
s

-1 
o 

melhor tratamento e IM o menor com 0,13 µolm
2
s

-1
. Esses resultados podem ser baseados no 

fato de que os AH são considerados a fração mais bioativa das SH, apresentando maior 

rendimento e produtividade nos diferentes níveis de organização dos vegetais interferindo em 

sua fisiologia (BALDOTTO e BALDOTTO, 2014; BUSATO et al., 2017; SABAH e OUKI, 

2017; ZANDONADI et al., 2018). O estresse causado pelos microrganismos pode ser 

considerado uma restrição à produção e estabilidade das plantas (HEINEMANN, 2010), como 

exemplo, diversos mecanismos de defesa das plantas contra fitopatógenos envolvem 

alterações metabólicas que estão correlacionadas com mudanças na atividade de enzimas 

chaves nos metabolismos primário e secundário, influenciando de forma direta em seu 

crescimento, e consequente comprometimento na produção em sistemas florestais 

(STANGARLIN et al., 2011).  

Os resultados para EUA apresentaram diferença significativa. Verificou-se que a 

deficiência hídrica foi 27,94% maior para o tratamento IM (Figura 2F). Além dos 

mecanismos intrínsecos de tolerância a diferentes tipos de estresse abiótico, as plantas podem 

associar-se a microrganismos do solo para suportar condições adversas (PAGANO et al., 

2008). Para BARROS et al. (2018), mais de 80% das plantas terrestres realizam associações 
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simbióticas com microrganismos. Para eles, a simbiose pode minimizar os efeitos negativos 

da deficiência hídrica através do aumento da captação de água. Fato esses que divergiram 

nesse experimento para as bactérias testadas que elevaram os níveis de estresse das plantas e, 

consequentemente, elevando as taxas de utilização hídrica, interferindo, assim, também, na 

aquisição e translocação de nutrientes. 

Um aumento da incidência de estresses abióticos impactam negativamente o 

crescimento e a produtividade das plantas em função da carência de água no solo (ETESAMI 

e MAHESHWARI , 2018). Para estes autores, o crescimento da planta sob as condições de 

estresse será menor do que as condições de não-estresse, sendo necessário reduzir os efeitos 

adversos do estresse das plantas, pois tais condições não podem ser generalizadas, sendo o 

papel das interações de microrganismos vegetais benéficos e de grande importância 

econômica na produção silvicultural (PARIONA-LLANOS et al., 2010). 

Os resultados para E (Figura 2E) apresentaram diferença significativa, sendo a média 

para o melhor tratamento AH 5,47 µol H2Om
2
s

-1 
e para o tratamento IM apresentando o 

menor resultado em média 2,75 µol H2Om
2
s

-1
. A maior transpiração é benéfica, pois esse 

fator está diretamente correlacionado com a taxa fotossintética (RAMÍREZ e HERRERA, 

2017). A EUA é um importante mecanismo de adaptação fisiológica para melhorar a 

produtividade das culturas em condições de limitação hídrica (MEDRANO et al., 2015). No 

presente estudo, o EUA quando comparado ao controle, o tratamento IM+EHSA foi o único 

tratamento inferior ao controle com 4%. Em comparação a estes resultados SILVA et al. 

(2011) observaram em citros que o genótipo mais tolerante à salinidade aumentou a EUA, 

mantendo esta durante o período de exposição ao estresse salino. Assim, a presença das 

bactérias demonstra que as plantas de guanandi tiveram percepção do estresse hídrico, e que o 

aumento da EUA foi um bom indicador. Para SHIMAZAKI et al. (2007), a perda de água 

pelas plantas é regulada pela atividade das células-guardas, o tratamento IM foi eficaz para E 
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reduzindo em 38% a perca  de água quando comparado controle, em que o aumento na 

transpiração das plantas, se deve, sobretudo, à inabilidade em absorver água suficiente para 

repor aquela consumida no processo transpiratório (FERRAZ et al., 2012; FERRAZ et al., 

2014). 

A redução de E é uma estratégia em que a planta desempenha em resposta a perda de 

água (ANDRADE et al., 2018), portanto, associa-se os resultados do guanandi avaliados a 

uma taxa de transporte de elétrons melhorada, como a fotorrespiração durante o estresse 

hídrico (MASHILO et al., 2018) em função da atividade bacteriana nos tecidos vegetais. Para 

MANDAL e JOSHI (2014), a maioria des espécies invasoras, como Chromolaena, exibem 

um crescimento vegetativo abundante quando a água é abundante, mas durante o estresse 

hídrico causado por desnutrição ou patógenos, o fechamento dos estômatos resulta em 

diminuição da condutância foliar, fotossíntese e transpiração (NAIDOO e NAIDOO, 2018). 

Dentro dessa perspectiva de resposta ao tratamento IM ALVES et al. (2011), afirmam 

que parâmetros relacionados às trocas gasosas podem ser considerados indicadores não 

invasivos de resposta fotossintética sob condições de estresse biótico induzido pela presença 

de microrganismos. Para esse tipo de efeito, STERLING e MELGAREJO (2018) 

comprovaram que a análise desses indicadores mostraram que a infecção por microrganismos 

endofíticos patogênicos, ou não, causam reduções nas taxas fotossintéticas, podendo ser esses 

resultados aqui encontrados alterações em função da regulação negativa ou dano do aparelho 

fotossintético devido à ação bacteriana. 

A diminuição da transpiração foliar reforça a ideia do estresse promovido por diversos 

fatores, causando desbalanço metabólico, levando assim ao colapso e desarranjo na formação 

e manutenção das estruturas da planta (MACHADO et al., 2010). INOUE (1988) observou 

que a transpiração é um fenômeno bastante influenciado pelas condições do ambiente, 

principalmente a temperatura e o déficit de saturação do ar. Para ele, sob idênticas condições, 
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diferenças neste parâmetro podem indicar um mecanismo estomático mais ou menos 

eficiente, implicando na economicidade de água pela planta, este é um parâmetro que 

expressa o potencial de assimilação de carbono em relação ao consumo de água através da 

transpiração (STROBL et al., 2017). É possível dessa forma recomendar SH na agricultura; 

com desenvolvimento do seu uso como sinergistas para melhorar a eficiência do uso de 

fertilizantes e a atividade de inoculantes microbianos (ROSE et al., 2014). 

 

3.4.3. Análise biométrica do desenvolvimento das mudas de guanandi 

Não houve diferença para as variáveis NF, DR, CRP, CPA, NRL e AF (Tabela 5). Já 

para DC, MFA, MSA, MFR e MSR observaram-se diferenças, sendo o tratamento IM+AH 

aquele com melhor rendimento para as variáveis avaliadas. 

Tabela 5 - Efeito da adição de AH e EHSA e inóculo microbiano e da combinação de 

ambos sobre o desenvolvimento de mudas de guanandi.  

 

Variável Controle IM AH EHSA IM+AH 
 

IM+EHSA 

 

Nº Folhas (nº) 9,42±0,82 a 9,00±1,12 a 8,74±1,36 a 9,58±0,89 a 9,26±1,22 a 9,84±0,62 a 

C.P. aérea (cm) 23,59±1,65 a 23,89±1,65 a 21,50±2,17 a 23,81±1,63 a 25,06±2,31 a 23,46±1,02 a 

Nº Raiz Lateral 52,47±7,71 a 61,05±5,64 a 60,37±5,93 a 59,21±6,29 a 65,47±8,48 a 60,68±3,69 a 

CRaiz Principal (cm) 27,94±3,46 a 31,35±3,60 a 29,32±2,62 a 28,72±2,24 a 32,59±3,56 a 28,97±1,29 a 

D. Caule (mm) 5,10±0,40 b 5,26±0,46 b 5,62±0,53 ba 5,38±0,52 ba 6,21±0,47 a 5,18±0,23 b 

D. Raiz (mm) 4,26±0,28 a 4,27±0,36 a 3,95±0,35 a 4,27±0,40 a 4,51±0,41 a 4,11±0,20 a 

Área Foliar (cm²) 9,07±1,03 a 8,44±1,15 a 8,40±1,26 a 8,99±1,29 a 8,92±1,33 a 7,69±0,44 a 

M. Fresca Aérea(g) 4,11±0,44 ba 4,17±0,61 ba 3,91±0,58 b 4,27±0,64 ba 5,21±0,76 a 3,97±0,24 b 

M. Fresca Raiz (g) 6,58±0,63 b 7,17±1,21 b 6,65±0,76 b 6,77±0,96 b 9,12±1,00 a 6,58±0,52 b 

M. Seca Aérea (g) 1,37±0,17 b 1,47±0,20 ba 1,32±0,19 b 1,43±0,22 b 1,86±0,28 a 1,31±0,09 b 

M. SecaRaiz (g) 1,35±0,14 b 1,51±0,24 b 1,41±0,18 b 1,41±0,22 b 2,09±0,30 a 1,49±0,11 b 

Valores referem-se à média seguida do desvio padrão. Letras comparam a mesma variável 

entre tratamentos, pelo teste de Tukey (p<0,05). Médias seguidas de letras diferentes em cada 

linha são estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey (p < 0,05).  
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O resultado médio encontrado para DC (Tabela 3), no tratamento IM+AH, foi 21,76% 

maior quando comparado ao controle. NERY et al. (2016), ao analisarem a distribuição 

percentual da alocação de biomassa nos diferentes órgãos das plantas, verificaram que, em 

média, 45% de fotoassimilados foram alocados para as raízes em todos os níveis de 

sombreamento por eles avaliados. Os efeitos apresentados pelos tratamentos podem estar 

associados à presença de compostos semelhantes às auxinas nas SH, contribuindo para o 

crescimento das plantas, especialmente do sistema radicular (CANELLAS et al., 2002; 

BUSATO et al., 2010). Esses resultados demonstram o efeito benéfico destes bioestimulantes 

pois, em corroboração com este trabalho NERY et al. (2016) obteve cerca de 20% a 25% da 

biomassa seca produzida pelas plantas de guanandi, sendo  alocadas para o caule, não 

havendo diferenças entre os tratamentos por eles testados.  

Essas diferenças revelam que a espécie apresenta plasticidade anatômica, adaptando-se 

a diferentes condições ambientais, como observado anteriormente para outras espécies 

florestais (LIMA JR. et al., 2006; NERY et al., 2016). O Tratamento IM+EHSA para as 

variáveis MSA, CPA e DR apresentou resultados inferiores ao controle 4%, 1% e 4%, 

respectivamente. Já para o IM, a variável NF foi a única inferior ao controle, sendo 4%. Os 

dois tratamentos com bactérias IM e IM+EHSA apresentaram 11% e 10% mais MSR do que 

o controle, estando de acordo com os resultados de ROESCH et al. (2006), pois com relação 

ao acúmulo de matéria seca nas raízes, a análise estatística demonstrou similaridade entre os 

três tratamentos inoculados por estes autores. Já SPOLAOR et al. (2016) diverge dos 

resultados, pois para estes autores o desdobramento da interação inoculação versus doses de N 

ou bioestimulantes realizado, apesar de não ter sido significativo, na interação de ambos em 

seus experimentos a adição de N-fertilizante em cobertura no solo não proporcionou nenhum 
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incremento de produtividade aos tratamentos, sugerindo que essas tecnologias são 

competitivas e não aditivas. 

Os valores de MSA e MSR para o tratamento IM+AH foram 35,77% e 54,81% 

maiores quando comparados ao controle. Isso se baseia no fato de que as SH são consideradas 

recalcitrantes à atividade microbiana, sendo possível usá-las para introduzir microrganismos 

benéficos no campo (CANELLAS et al., 2015). Considerando-se o guanandi, este apresenta 

lento desenvolvimento por se tratar de uma espécie florestal, este tipo de trabalho favorece as 

tecnologias silviculturais com benefícios na tecnologia de produção. PARTIDA-MARTÍNEZ 

e HEIL (2011) afirmam que os incrementos produtivos resultantes dessas interações somente 

poderão ocorrer se os microrganismos proporcionarem benefícios que excedam o custo 

metabólico das plantas. Os AH e EHSA sozinhos ou em conjunto com IM atuaram como 

bioestimulantes nas plantas de guanandi, de forma positiva, pois, na maior parte das variáveis 

avaliadas, foram capazes de promover o aumento dos tecidos e órgãos vegetais (CANELLAS 

et al., 2002; FAÇANHA et al., 2002). Segundo FREITAS, et al. (2014), isso ocorre pelo fato 

de que a bioatividade das SH tem-se concentrado nas frações solúveis em água ou de baixo 

peso molecular, porque essas substâncias podem acessar mais facilmente possíveis receptores 

na superfície da membrana plasmática ou o interior da célula, sendo que a dimensão 

molecular não é decisiva na bioatividade das SH (CANELLAS et al., 2019). 

O NRL para o tratamento IM+AH foi 19,86% maior quando comparado ao controle. 

Estes resultados podem estar associados ao fato de que o crescimento vegetal pode variar 

conforme sua origem, e seus efeitos indiretos mediados pela ação das SH na rizosfera 

(porosidade, textura de agregação, respiração, pool de nutrientes biodisponíveis, atividade da 

microbiota e assim por diante), enquanto que os efeitos diretos são aqueles ligados à ação das 

SH no desenvolvimento da planta a partir de sua interação com as membranas celulares na 
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superfície da raiz (OLAETXEA et al., 2017). Ambos os tratamentos IM e IM+EHSA 

apresentaram um aumento de 16% para o NRL. O NRL favorece a produção de mudas de 

guanandi, uma vez que se trata de uma das etapas mais importantes no processo produtivo 

voltado para os SAFs, para fornecer plantas com qualidade comercial e competitiva. De 

acordo com BORCIONI et al. (2016) e ZANDONADI et al. (2016), o NRL aumenta a área 

superficial radicular, refletindo de forma direta na rizosfera, representando um benefício do 

tratamento com SH. Diante dos dados apresentados, comprova-se que o uso de SH e IM como 

bioestimulantes vêm demonstrando alterações positivas no desenvolvimento de algumas 

culturas melhorando aspectos como fisiologia, absorção de nutrientes e metabolismo 

(SANTOS et al., 2017). 

 Assim como ocorre na presença de auxinas, a aplicação de AH resulta em indução de 

raízes e expansão celular, associada ao aumento da atividade bioquímica e expressão dos 

genes que codificam para as ATPases (ZANDONADI et al., 2007). Os resultados confirmam 

a hipótese de que o efeito de estimulação sobre o crescimento vegetal é, pelo menos em parte, 

benéfico para o desenvolvimento da espécie aumentando o seu rendimento durante os 150 

dias de avaliação.  

4.Conclusões 

Os objetivos do estudo foram alcançados, mostrando que a aplicação de AH e EHSA 

com bactérias evidenciou alterações em todos os tratamentos. A hipótese de que as medidas 

biométricas das plantas, e o conteúdo de nutrientes, a taxa fotossintética e a eficiência de uso 

da água fossem positivamente alteradas com a aplicação conjunta dos AH e MPCV foi 

alcançada, sendo que a aplicação de AH em conjunto com microrganismos, promoveu um um 

aumento médio de 35,77% e 54,81% da massa seca, o mesmo foi observado com relação ao 

diâmetro do caule, com um aumento de 21,76% de incremento. Destacou-se que o tratamento 
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IM acarretou deficiência hídrica nas mudas, reduzindo em 27,94% a quantidade de água e 

redução do gs em 41% e A 9%. Diante destes resultados, é possível afirmar que a combinação 

do efeito de promoção do crescimento biométrico característico das SH com a inoculação de 

bactérias foi favorável à aplicação isolada, estimulando, assim, o uso desse bioestimulante em 

sistemas agroflorestais e produção madeireira. 
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