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RESUMO

Os bioestimulantes sdo amplamente utilizados na agricultura moderna e séo
compostos por substadncias e/ou microrganismos que podem aumentar o
desenvolvimento vegetal. Eles podem ser aplicados diretamente nas plantas ou na
rizosfera, a fim de estimular os processos naturais que melhoram a absorcdo e
utilizacdo de nutrientes, a tolerancia a estresses abioticos e a producdo. Apesar da
crescente utilizacdo dos bioestimulantes na agricultura, ha pouca informacéo sobre o
seu mecanismo de acao. Ha varios produtos no mercado e muitos sdo extraidos de
substancias humicas (SH), que afetam a fisiologia das plantas, principalmente o
desenvolvimento radicular. Estudos com aminoé&cidos individuais sugerem que estes
podem desempenhar um papel na regulacdo da sinalizacao de aquisi¢cao de nutrientes
através das raizes. O objetivo desse trabalho foi estabelecer um protocolo de
avaliagdo do sistema radicular de plantulas de milho sob efeito de bioestimulantes a
base de SH e aminoacidos. Inicialmente foram avaliados aspectos da morfologia
radicular e peso seco de dois gendtipos comerciais de milho crescidos em solucao
nutritiva com os bioestimulantes A (a base de SH), o B e C (a base de aminoéacidos),
em um sistema de pasta de papel. Esse ensaio indicou que o gendtipo 1 foi o mais
responsivo aos tratamentos e que o sistema de pasta ndo era adequado para
avaliacado dos bioestimulantes. Nos experimentos posteriores foi utilizado o sistema
de floating com diversas concentracdes dos bioestimulantes e tempos de tratamento.
Além disso, foram avaliadas as plantulas de milho sob um periodo de aclimatacéo.
Apés diferentes testes, ficou determinado que a metodologia mais adequada para
avaliacao dos bioestimulantes foi realizar a aclimatacdo das plantas durante sete dias
em solucédo de Hoagland meia forga (pH 5,65) pelo sistema floating, com adic&o de
54,4,5e 5 L Lt de bioestimulantes A, B e C, respectivamente, deixando as plantulas
no sistema por mais sete dias. Nessa condicdo, houve um aumento na area de
superficie total da raiz, area de superficie de raizes com diametro entre 1-2 mm e 2-
4,5 mm e peso seco total. Esse método permitira o desenvolvimento de experimentos
moleculares e fisiolégicos que levardo a uma melhor compreensdo da acdo dos

bioestimulantes.

Palavras-chave: Promotores de crescimento. Raiz. Solug&o nutritiva.



ABSTRACT

The biostimulants are widely used in modern agriculture and are composed of
substances and/or microorganisms that can increase plant development. They can be
applied directly in the plants or in the rhizosphere, aiming to stimulate natural
processes that improve the absorption and utilization of nutrients, tolerance to abiotic
stresses and yield. Despite the increase of biostimulants use in agriculture there is not
much information about their action mechanisms. There are several products in the
market and many of them are extracted from humic substances (HS), which affect plant
physiology, especially root development. Studies with individual aminoacids suggest
that they play a role in the regulation of nutrient acquisition signaling through the roots.
The aim of this study was to establish a root morphology evaluation protocol for maize
seedlings under HS and aminoacid biostimulants. Initially, we evaluated root
morphology aspects and dry weight of two maize commercial genotypes grown in
nutrient solution with biostimulant A (HS), B and C (Aminoacids) in a paper pouch
system. This test indicated that the genotype 1 was more responsive to the treatments
and that the paper pouch system was not suitable for biostimulants assessment. In
later experiments, we used the floating system with various concentrations of
biostimulants and treatment times. In addition, we evaluated maize seedlings with an
acclimatization period. After different tests, we determined that the most suitable
methodology for biostimulants evaluation was an acclimatization of maize plantlets for
seven days with half strength Hoagland’s nutrient solution (pH 5.65) in a floating
system, with the addition of 54.4, 5, 5 mL L-1 of biostimulants A, B and C, respectively,
leaving the plantlets in the system for more seven days. In this condition, there was an
increase in root total surface area, root surface area of roots with diameter between 1-
2 mm and 2-4.5 mm and total dry weight. This method will allow the development of
molecular and physiological experiments that will shed a light on bioestimulants action

mechanisms.

Keywords: Growth promoters. Root. Nutrient solution.
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1 INTRODUCAO

1.1 A Cultura do Milho

O milho (Zea mays) € uma das espécies mais antigas cultivadas em todo o
mundo e no cenario mundial desempenha um papel de grande importancia
econdbmica. No Brasil, a producdo de milho na safra 2014/2015 foi 84,7 milhdes de
toneladas cultivadas numa area de 15,69 milhdes de hectares (CONAB, 2016).

O milho possui elevado potencial produtivo e tem alto valor nutricional,
possuindo, em média, 72% de amido, 9,5% de proteinas, 9% de fibra e 4% de dleo
nos graos. Cerca de 15% de toda producdo mundial € utilizada no setor alimenticio
para o consumo humano, de 70 a 85% na fabricacdo de racdes para animais, e uma
parte € utilizada como matéria-prima para a industria de alta tecnologia, como a
producéo de filmes e embalagens biodegradaveis (PAES, 2006).

Para o cultivo do milho principalmente nas médias e grandes propriedades
sdo empregadas tecnologias de ponta, incluindo o uso crescente de sementes
melhoradas associada a aplicacdo via semente de fungicida, herbicidas, reguladores
de crescimento (SANTOS et al., 2013). Novos produtos para aplicacdo em diferentes
épocas do plantio sdo lancados todos os anos, com a promessa de um melhor
rendimento das culturas, por isso, 0 uso de produtos a base de hormonios,
micronutrientes dentre outras substancias estimulantes, vem sendo cada vez mais
usados por produtores visando maior produtividade. A BB Agro, empresa de
consultoria em agronegdcio do Banco do Brasil, efetuou uma pesquisa em 2014 sobre
os bioestimulantes e de acordo com os célculos, 0 uso das substancias promotoras
de crescimento ja movimenta por ano US$ 230 milhdes com previséo de crescimento
para US$ 500 milhdes nos préximos trés anos no Brasil. Um dos fatores

preponderante para expansao desse mercado € o baixo custo desses produtos.

1.2 Bioestimulantes no Brasil

Os bioestimulantes sdo definidos como uma mistura de reguladores de
crescimento, que podem ser compostos por hormdnios vegetais, ou hormonios
sintéticos, que, quando aplicados na planta, agem diretamente na fisiologia do vegetal,

potencializando o seu desenvolvimento. O surgimento de novos produtos agricolas,
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como os bhioestimulantes a base de substancias humicas, vitaminas, aminoacidos e
sais minerais vém aumentando a cada ano. Os 6rgdos governamentais, como 0
Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA), Instituto Brasileiro do
Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), e Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) atualmente liberam os bioestimulantes verificando
apenas os teores de macro e micronutrientes e a presenca de contaminantes, como
é feito com agrotoxicos e fertilizantes convencionais, uma vez que nao ha critérios
definidos de avaliacdo desses produtos no processo de germinacdo, crescimento,
desenvolvimentos e ganho de produtividade das culturas (COLMAN et al.,2013; DU
JARDIN, 2015).

Existem muitos obstaculos para as empresas produtoras de estimulante
vegetal no Brasil em relacdo ao registro seus produtos, pois ainda ndo existe uma
legislagéo clara para essa classe de produtos. Atualmente, os bioestimulantes sao
registrados no MAPA na classe Regulador de Crescimento Vegetal na legislacdo de
Agrotoxicos (MORAES, 2015; SILVA et al., 2012). Existe a necessidade de pareceres
técnicos de universidades, instituicbes de pesquisa agropecuaria, como a EMBRAPA,
para que o MAPA estabeleca ajustes na legislacdo visando o aumento da
produtividade e qualidade dos produtos estimulantes comerciais e dessa forma,
contribuindo para a mitigacdo de efeitos negativos do uso continuo e irracional de
fertilizantes convencionais e agrotoxicos (MORAES, 2015). Além disso, had a
necessidade de estabelecer uma legislacdo e/ou uma classificacdo para a classe dos
bioestimulantes, dessa forma esses produtos deixariam de serem regulamentados

pelas normas dos agrotéxicos.

1.2.1 Bioestimulantes em outros paises

As empresas da Unido Europeia e dos Estados Unidos enfrentam o mesmo
problema do Brasil, pois a caréncia global sobre o conhecimento dos mecanismos de
acao de produtos biorreguladores e seus efeitos no metabolismo da planta dificulta a
criagdo de decretos ou leis especificas para essa classe de produtos (COLMAN et al.,
2013; MORAES, 2015; DU JARDIN, 2015).

O Conselho Europeu da Industria de Bioestimulantes (EBIC - European
Biostimulants Industry Council) sugere a criacdo de uma nova categoria definida como

bioestimulantes, sendo menos exigentes nos processos regulatorios que aqueles
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relativos a biopesticidas e agrotoxicos, entretanto, mais criteriosos quanto a
capacidade dos produtos bioestimulantes promoverem alterag8es fisiologicas positiva
no vegetal. Nos Estados Unidos e na Europa, os esforcos se concentram
prioritariamente na criacdo de uma legislacédo especifica para bioestimulantes, pois
dessa forma podera atender normas internacionais (CALVO et al., 2014; DU JARDIN,
2015, MORAES, 2015).

1.3 Morfologia do Sistema Radicular de Milho

As raizes dos vegetais possuem duas principais funcdes, sendo elas: a
aguisicdo de agua e nutrientes do solo, além de servir com suporte para planta. O
estabelecimento adequado da arquitetura basica do sistema radicular € uma
condicionante importante para a realizacdo das atividades fisiol6gicas do vegetal. A
estrutura do sistema radicular € moldada por um programa genético e modulada por
fatores bidticos e abioticos (HOCHHOLDINGER et al. 2004a).

O sistema radicular do milho é composto por diferentes tipos de raizes,
primaria, laterais, seminais e adventicias, sendo a raiz priméaria a primeira estrutura a
surgir do grdo, e torna-se visivel entre dois e trés dias apés a germinacdo
(HOCHHOLDINGER et al., 2004ab). As raizes seminais podem ser embrionarias, que
também sdo conhecidas como raizes da semente, emergem do nd escutelar,
localizado no embrido e pds-embriondrias ou nodais que originam a partir de nés
localizados no mesocotilo. As raizes seminais embrionarias suprem a plantula
principalmente de &gua, uma vez que, nesse momento, 0S nutrientes para a sua
sobrevivéncia sdo provenientes das reservas da semente. JA as raizes laterais
emergem da raiz primaria, das raizes seminais e nodais (HOCHHOLDINGER et al.
2004b). No periodo em que planta sai do estagio de emergéncia o sistema radicular
primario comecga a perder sua importancia, pois, ha o surgimento do sistema das
raizes pds-embrionarias. Entretanto, h4 muitas duvidas sobre a vida curta das raizes
embrionarias, uma vez que esse sistema é importante para o desenvolvimento inicial
da planta (GONCALVES et al., 2014), apesar da maior parte do sistema radicular da
planta adulta ser composto por raizes pos-embrionarias. As raizes adventicias surgem
acima da superficie do solo e inicialmente eram consideradas apenas como raizes de
suporte, porém ha indicios que essas raizes podem absorver efetivamente fésforo e
outros nutrientes (MAGALHAES et al., 1996).
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1.4 Efeito dos Bioestimulantes nas Plantas

Bioestimulantes sdo associacfes de biorreguladores podendo apresentar
duas ou mais substancias promotoras de crescimento vegetal de natureza bioquimica
diversa, aminoacidos, nutrientes, vitaminas, substancias humicas, extrato de algas,
in6culos microbianos (LIMBERGER et al., 2012; SANTOS et al., 2014; TANAKA et al.,
2008, CALVO et al., 2014). Os bioestimulantes podem ser definidos como produtos
promotores de crescimento vegetal ndo nutritivos, sendo seu efeito baseado no
estimulo a absorcdo de nutrientes e quelatos organicos e na promocao do equilibrio
hormonal da planta (ELLIOTT et al, 1996). Normalmente s&do aplicados
exogenamente em pequenas quantidades via foliar, solo ou semente e possuem
acOes similares a grupos de horménios vegetais conhecidos, como por exemplo: o
acido indolbutirico, o qual é transformado pelo metabolismo da planta em &acido 3-indol
acético (AlA), as auxinas que estimulam o alongamento celular, a citocinina que atua
na divisao celular e o acido giberélico, que atua em diversos passos do metabolismo
das plantas, inclusive no processo de germinacao das sementes. Esses fitorménios
agem também na degradacdo das reservas das sementes e otimizam o potencial
genético da planta (TECCHIO et al., 2006; DU JANNIN et al., 2012; KLAHOLD et al.,
2006; FERREIRA, et al., 2007). Além disso, os bioestimulantes organicos tem um
grande potencial para reduzir o uso de fertilizantes convencionais sem afetar o
crescimento da planta (RUSSO; BERLYN 1990).

No entanto ha um grande numero de trabalhos relatando que o emprego
de bioestimulantes ndo se mostrou eficaz, incluindo alguns casos de inibicdo do
desenvolvimento da planta. Assim, a bioatividade dos bioestimulantes pode interagir
positivamente ou negativamente com outras substancias e microrganismos presente
no solo, levando em alguns casos a resultados ineficientes (ZANDONADI et al., 2014).
E necessario, portanto, avancar no conhecimento sobre os bioestimulantes, uma vez
que ha necessidade de estabelecer parametros, procedimentos de aplicacdo e
definicdo dos produtos mais adequados para cada cultura, evitando assim uma

recomendacao generalizada como vem sendo realizada pelos fabricantes.
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1.4.1 Substancia himicas

Grande parte da matéria organica e dos sedimentos do solo é composta
por substancias humicas (SH). Estudos mostram a importancia das SH para
agricultura por apresentarem diversos efeitos, especialmente em solos tropicais e
subtropicais devido a capacidade dessas substancias fornecerem nutrientes as
culturas, atuarem na retencdo de cations, sequestrante de compostos toxicos e
micronutrientes, na retencdo de agua, na aeracdo e na manutencao microbiana do
solo, contribuindo para melhorar a produtividade agricola (LOSS et al.,, 2010;
ZANDONADI et al., 2014).

O interesse em produtos a base de SH nas culturas como as de milho e
soja vem crescendo devido os resultados positivos obtidos nos ultimos anos (SILVA
et al., 2011). A principal fonte de extracdo de SH para a producédo de fertilizantes
organicos e organominerais, sdo de origem geoldgica rica em carbono humificado,
tais como turfas, rochas, lignita, carvao, esterco e residuos organicos (REUSA et al.,
1994).

As SH sdo basicamente formadas por acidos humicos, acidos fulvicos e
huminas. Esses compostos estimulam a producdo de hormdnios vegetais naturais
(auxinas, citoquininas e giberelinas), atuando em sinergia, otimizando o crescimento
vegetal, incluindo mecanismos fisioloégicos responsaveis por estimular esse
crescimento através de complexos sollveis com micronutrientes interagindo com
constituintes enzimaticos da membrana plasmatica, de forma semelhante a acao dos
horménios vegetais (SILVA et al., 2011).

O desenvolvimento de raizes laterais esta associado com a ativacdo da
bomba de H* induzida pelas SH presentes no ambiente. Os principais sistemas de
transporte de protons que operam nas células vegetais sdo as H* -ATPases do tipo P
(localizada na membrana plasmatica), H* -ATPases do tipo V (localizadas no
tonoplasto) ambas responsaveis pela catalise da hidrélise de ATP e as H* -PPases
(localizadas também no tonoplasto) funcionando como bomba de prétons acoplada a
hidrélise de PPi (COLODETE, 2013). As bombas de H*, localizadas na membrana
plasmatica e na membrana vacuolar (tonoplasto), responsaveis pela geracdo do
gradiente eletroquimico que energiza os transportadores de ions e moléculas,
utilizados na absorcdo de nutrientes pelas células, ainda s&o responsaveis, pela

acidificacdo do apoplasto e pela turgescéncia vacuolar, gerando condi¢cbes
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necessarias para a expansao celular (CANELLAS, 2005). As bombas de H* sédo
importantes marcadores bioquimicos de bioatividade das substancias humicas. Uma
vez que subunidades estruturais de acidos humicos (AH) podem acessar receptores
na superficie ou no interior da membrana plasmatica das células das raizes,
promovendo a sintese de H*-ATPase de membrana (FACANHA et al., 2002).

Estudos mostram que a utilizacdo de SH em vegetais, proporciona um
aumento na atividade das bombas de H* o que favorece a inducdo da emissao de
pelos radiculares e de raizes laterais finas, o que resultaria, principalmente, no
aumento na area superficial do sistema radicular, trazendo uma série de beneficios
para a planta, melhorando especialmente a absor¢éo de nutrientes e 4gua presentes
no solo (CANELLAS, 2005). Por exemplo, foi observado melhor desenvolvimento do
sistema radicular, acumulo de nutrientes na matéria seca das folhas e do caule em
mudas de eucalipto cultivadas em solucéo nutritiva com 10 mg L de acido himico
(ADANI, 1998). Plantas de milho crescidas com SH extraidas de carvdoes na
concentracdo de 30 mg L, mostraram aumento significativo do sistema radicular,
parte aérea, comprimento da raiz, area de superficie radicular, peso seco da raiz, folha
e dos colmos (SIEWERDT et al., 1999). Resultado semelhante foi observado por
Facanha et al. (2002) e Canellas et al. (2002), quando cresceram plantulas de milho
com doses crescentes de acido humico extraido de lodo de Estacdo de Tratamento
de Efluente (ETE) e de vermicomposto. Além disso, Quaggiotti et al. (2004),
observaram aumento da absorcdo de nitrato pelo sistema radicular e acimulo de
nutrientes nas folhas de plantulas de milho tratadas com SH.

Em contrapartida, Albregts et al. (1988), testaram &cido humico em
plantacdo de morango, porém ndo encontraram aumento significativo na producao de
frutos. Laiche (1991) também observou reducdo na taxa de crescimento e matéria
seca ao aplicar acido humico de forma isolada em quatro espécies de plantas
ornamentais. Ja Kelting et al. (1997), aplicaram um bioestimulante a base de
substancias humicas em plantas de avela turco por imersao das raizes e observaram
reducdo do didmetro do caule, folhas e massa seca em relacdo ao controle.

Resultados positivos ou negativos promovidos com o uso de produtos
bioestimulantes dependem de uma série de fatores, tais como: a espécie ou cultivar,
0 0rgédo ou idade ideal da planta para aplicagdo. Outro fator é a fonte de extracdo das
SH e suas propriedades fisico-quimicas, além da concentragdo recomendada para

cada cultura (ZANDONADI, et al., 2014). A inobservancia desses fatores podera levar
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a resultados indesejaveis, ocasionado prejuizos significativos em lavouras. Apesar de
existirem diversos trabalhos com SH, ainda sédo necessarios estudos para o melhor
entendimento sobre o efeito dessas substancias no complexo processo de
desenvolvimento radicular (ZANDONADI, 2007).

1.4.2 Aminoéacidos

Os aminoéacidos sdo moléculas com caracteristicas estruturais em comum,
formados por um carbono central, quase sempre assimétrico, ligado a um grupo
carboxila (COOH), um grupo amino (NHz) e um atomo de hidrogénio (FIG. 1). Além
dessas estruturas, os aminoacidos possuem um radical chamado “R” que os
diferenciam (CASTRO et al., 2008; LAMBAIS, 2011).

Figura 1. Esquema estrutural da molécula de um aminoacido

Fonte: Adaptado de Lambais, 2011.

Os aminoécidos tém sido empregados na agricultura ha décadas nas mais
diversas culturas. Empresas que fabricam produtos a base de aminoacidos vém
aumentando a cada dia, e colocando no mercado uma série consideravel desses
produtos (CASTRO et al.,, 2008). Um exemplo é o acido L-glutamico que € um
aminoacido obtido a partir da fermentacdo do melago da cana de acucar pela bactéria
Corynebacterium glutamicum (LIMBERGER et al., 2012).

A aplicagdo de aminoacidos nos vegetais, principalmente nas folhas, leva
a formacdo de proteinas hidrolisadas que incorporam nutrientes catidnicos dos
elementos Ca, Mg, K, Fe, Cu, Zn e Mn (DU JARDIN, 2015). Esses nutrientes se unem
por ligacdes ibnicas com os grupos amino (NH2) e carboxilico (COOH) e com os ions

metalicos complexados formando uma estrutura chamada de quelato orgéanico. O
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guelato exerce um papel importante na absor¢do de macro e micronutrientes uma vez
que a alta permeabilidade dos aminoacidos aumenta a eficiéncia de absor¢cao dos
nutrientes via foliar (LAMBAIS, 2011; DARIO et al., 2014). Além disso, os amino&cidos
quelatizados penetram através das diversas camadas da cuticula e parede celular
sem interagir com elas, uma vez que por transporte ativo tem a capacidade de
atravessar o plasmalema e assim 0s compostos separados dentro dos tecidos
vegetais assumem papeis funcionais em varios processos metabodlicos da planta
(LAMBAIS, 2011; DARIO et al., 2014).

Sao atribuidas vérias funcdes aos aminoacidos quando se trata de
fitormdnio, as principais sdo: (i) sintese de proteinas, (ii) compostos intermediarios dos
horménios vegetais enddgenos, (iii) efeito complexante em nutrientes e agroquimicos
(iv) garantir maior resisténcia a estresse hidrico e de altas temperaturas, (V)
proporcionar maior resisténcia ao ataque de pragas (DU JARDIN, 2015). Entretanto
tais atribuicbes requerem melhor compreensdo. Mesmo com grande numero de
pesquisas sobre os efeitos dos aminoacidos nos vegetais, ainda precisam ser
esclarecidas algumas duvidas, por exemplo, como ocorre a absorcédo de aminoacidos
pelos vegetais, como a planta utiliza os aminoacidos exdégenos e quais os locais de
acdo do metabolismo vegetal.

Amino&cidos como proteinas hidrolisadas (PHs) de origem vegetal séo
utilizadas para compor produtos bioestimulantes que podem ser usados em solo ou
solucéo nutritiva. Plantulas de milho tratadas com produto a base de PHs tiveram
maior massa seca, teor de clorofila e de nitrogénio na parte area quando crescidas
em vasos na casa de vegetacdo (COLLA et al., 2013). Além disso, a alface crescida
em solugcdo nutritiva no sistema floating com os mesmos produtos apresentou
aumento da biomassa radicular e do teor de clorofila nas folhas (COLLA et al., 2013).
J4, Ertani et al. (2009), testaram duas PHs diferentes, sendo uma de origem animal e
0 outra de origem vegetal, em plantulas de milho e observaram que ambos os
tratamentos promoveram o crescimento das raizes e das folhas, induziram alteragéo
na morfologia do sistema radicular, além de aumentarem a nitrato redutase e a
glutamina sintetase, que sdo enzimas ligadas a assimilacao de nitrogénio.

Ha também outros indicios de aumento da assimilacéo de N pelos vegetais
usando aminoacidos. Plantulas de rabanete tratadas com uma mistura de
aminoacidos (MAA) tiveram um aumento da assimilacdo do nitrato de 305% quando

comparado ao controle no tratamento com 3,0 uM de MAA (LIU; LEE, 2012). Em
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contraste, pode ser observada a inibicdo da absor¢gédo de NOs- em alguns trabalhos.
Muller e Touriane, (1992), testaram 14 aminoacidos individualmente em plantulas de
soja, e mostraram que oito desses aminoacidos provocaram inibicdo da absorcao de
nitrato. Além disso, foi observada a reducéo da atividade da nitrato redutase em raiz
e consequentemente da assimilacdo de N quando as plantulas de milho foram
submetidas a tratamentos com &cido glutamico (IVASHIKINA; SOKOLOV, 1997).

Ha beneficios na utilizacdo dos aminoacidos em vegetais, porém ainda
existem muitas controveérsias em relacdo a maneira de se utilizar essas substancias,
pois estudos mostram que aplicagdo dos aminoicidos de forma isolada né&o
demonstra eficicia, sendo importante a realizacdo de experimentos para definir a
forma correta e as condi¢des de aplicagéo para cada cultura (CASTRO, et al., 2008,
LAMBAIS, 2011; OLIVEIRA et al., 2013). A eficiéncia do uso de aminoacidos na
agricultura ira depender da espécie, da idade da planta, de condic¢des de crescimento,
disponibilidade de nutrientes, tipos e concentracbes dos aminoacidos (LIU; LEE,
2012).

Diante de tantas informacdes, recomendacdes e provas empiricas quanto
o real efeito de bioestimulantes, esse trabalho buscou contribuir com a criacdo de
protocolos para avalicdo da acao de bioestimulantes no sistema radicular de plantulas
de milho.
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2 OBJETIVO

Estabelecer protocolos de avaliacdo de bioestimulantes a base de acidos
hamicos e aminoacidos no crescimento radicular em plantula de milho em solucéo

nutritiva.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Material Genético e Bioestimulantes

O trabalho foi conduzido na Camara de Crescimento da Embrapa Milho e
Sorgo em Sete Lagoas — Minas Gerais. Foram utilizados dois genoétipos de milho:
L521236/CMSMO036 (Gendtipo 1) e L521274/CMSMO033 (Gendtipo 2) do Programa de
Melhoramento de Milho da Embrapa Milho e Sorgo, para avaliar qual seria o genétipo
mais responsivo aos tratamentos com bioestimulantes.

Foram utilizados trés produtos bioestimulantes, sendo dois comerciais e um
em fase experimental. O primeiro produto comercial Black Gold (BIOESTIMULANTE
A) é produzido pela empresa FORTGREEN, a base de Substancia Hamica (SH) obtido
a partir de leonardita e composto por 0,5 % de N, 16,7 % de acidos humicos, 14,0 %
de carbono organico total, 18,0 % de extrato humico total, 1,3 % de acidos falvicos,
com pH 4,0 e densidade 1,1 g/ cm?3. O segundo produto comercial é o AMINO®Plus
(BIOESTIMULANTE B) produzido pela empresa AJINOMOTO FERTILIZANTES a
base de aminoé&cidos obtido a partir de substancias organominerais e possui em sua
composicdo 11,0 % de N, 1,0 % de K20, e 6,0 % de carbono organico total, com
densidade de 1,25 g/cm?®. J4 o terceiro produto ainda em fase experimental, rotulado
para este trabalho como (BIOESTIMULANTE C) é produzido também pela empresa
AJINOMOTO FERTILIZANTES a base de aminoacido obtido a partir de substancias

organominerais, cuja composi¢ao quimica nao informada.

3.2 Metodologia Utilizando Solugéo Nutritiva em Pasta — Ensaio 1

As concentragfes do bioestimulante A utilizadas no ensaio 1 foram
determinadas pela recomendacdo do fabricante e na observacdo dos resultados
obtidos por Pinheiro (2009); Adani et al. (1998) e Siewerdt et al. (1999), sendo
utilizadas doses equivalentes a concentracdo de acido humico de 2 a 80 mg/L. As
concentragdes dos bioestimulantes B e C foram calculadas conforme a recomendagéo
do fabricante e Lambais (2011).

No ensaio 1 foram testadas cinco doses dos bioestimulantes A, Be C e

mais o controle (sem bioestimulante) (TAB. 1), e quatro tempos de coleta (3, 6, 10 e
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13 dias apos o inicio do tratamento). O delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualizado com trés repeticdes com trés plantas por pasta.

As sementes de milho dos genodtipos 1 e 2 foram desinfetadas com
hipoclorito de sodio 0,5% por cinco minutos, lavadas com agua deionizada e
germinadas em papel de germinacdo em camara de crescimento. ApGs a germinacao
das sementes por quatro dias, trés plantulas uniformes foram selecionadas para cada
uma das trés repeticdes e transplantadas para um sistema composto de pastas de
arquivo forradas com papel de germinagdo (DE SOUSA et al., 2012) e colocadas em
baldes com cinco litros de solugcdo nutritiva de Magnavaca meia forca (pH 5,65)
(MAGNAVACA et al., 1987) com e sem bioestimulante (FIG. 2). A soluc&o nutritiva foi
trocada a cada trés dias e estes sistemas foram mantidos em camara de crescimento
com temperatura diurna média de 27+3 °C, noturna de 203 °C e fotoperiodo de 12

horas, sob aeragéo continua.
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Figura 2. Esquema de crescimento de plantas em pasta. A) Plantulas de milho com
quatro dias de germinagcdo em rolos de papel, B) Plantulas uniformes de milho, C)
Plantulas selecionadas para montagem no sistema de pastas com papel de
germinacao e saco plastico, D) Sistema de pastas em balde com solucéo nutritiva E)
Plantulas crescendo em pastas de papel de germinacdo em camara de crescimento
sob condi¢cbes controladas em solugdo nutritiva, F) Parte aérea sendo separada da

raiz apds o término do experimento.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2016.

Tabela 1. Concentragcao dos bioestimulantes A, B e C utilizados no ensaio 1.

Bioestimulante A Bioestimulante B Bioestimulante C

(uL Lt (UL L) (UL Lt
0 0 0
10,88 5 5
54,4 10 10
108,8 50 50
218 500 500
436 1000 1000

Fonte: Elaborado pelo autor, 2016.
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3.3 Metodologia com a Solucao Nutritiva Livre (Sistema Floating) — Ensaios 2, 3
ed

No ensaio 2, foram testadas trés doses dos Bioestimulantes A, B e C e mais
o controle (sem bioestimulante) (TAB. 2) e foi utilizado o genétipo 1 crescido em
solucéo de Magnavaca meia forca do sistema floating. Foram realizadas trés coletas
com 3, 7 e 10 dias apos o inicio do tratamento. O delineamento experimental utilizado

foi inteiramente casualizado com quatro repeticdes com cinco plantas cada.

Tabela 2. Concentracdo dos bioestimulantes A, B e C utilizados no ensaio 2.

Bioestimulante A Bioestimulante B Bioestimulante C

(uL Lt (UL L) (UL L)
0 0 0
54,4 5 5
108,8 10 10
436,0 50 50

Fonte: Elaborado pelo autor, 2016.

No ensaio 3, foram testadas duas doses dos Bioestimulantes A, B e C mais
o controle (sem bioestimulante) (TAB. 3) e foi utilizado o genétipo 1 crescido em de
Magnavaca meia for¢a do sistema floating. As doses foram determinadas com base
nos resultados do ensaio 2. As plantas ficaram em solu¢do Hoagland meia forca por
sete dias para aclimatacéo e a coleta foi feita trés dias apés o inicio do tratamento. O
delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado com quatro

repeticdes com cinco plantas cada.

Tabela 3. Concentracdo dos bioestimulantes A, B e C utilizados no ensaio 3.

Bioestimulante A  Bioestimulante B Bioestimulante C

(UL L™ (UL L™ (L L™
0 0 0
54,4 5 5
436 50 50

Fonte: Elaborado pelo autor, 2016.

No ensaio 4, foi testada uma dose dos Bioestimulantes A, B e C mais o

controle (sem bioestimulante) (TAB. 4) e foi utilizado o genadtipo 1 crescido em solucéo
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de Magnavaca meia for¢a do sistema floating. A dose foi determinada com base nos
resultados do ensaio 3. As plantas ficaram em solucdo Hoagland meia forca por sete
dias para aclimatacéo e a coleta foi feita trés e sete dias apos o inicio do tratamento.
O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado com quatro

repeticdes com cinco plantas cada.

Tabela 4. Concentracdo dos bioestimulantes A, B e C utilizados no ensaio 4.

Tratamento pL Lt
Controle 0
Bioestimulante A 54,4
Bioestimulante B 5,0
Bioestimulante C 5,0

Fonte: Elaborado pelo autor, 2016.

As sementes de milho do gendtipo 1 foram desinfetadas com hipoclorito de
sédio 0,5% por cinco minutos, lavadas e embebidas durante quatro horas em agua
deionizada e germinadas em papel de germinacdo em camara de crescimento. Apés
a germinacao das sementes por quatro dias, plantulas uniformes foram selecionadas
e transplantadas para um sistema composto bandejas plasticas e opacas (FIG. 3)
contendo oito litros de solugdo nutritiva Hoagland meia forga pH 5,65 (LIU et al., 1998).
A raiz de cada plantula foi fixada a orificios circulares de copos de polietileno e
encaixadas em placas plasticas apoiadas sobre as bandejas com solugéo nutritiva e
doses crescentes dos bioestimulantes A, B e C. A solucéo nutritiva foi trocada a cada
trés dias e as plantas mantidas em camara de crescimento com temperatura diurna
média de 27+3 °C, noturna de 20+3 °C e fotoperiodo de 12 horas, sob aeracao

continua.
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Figura 3. Sistema de crescimento floating de plantulas de milho em solucéo nutritiva.
A) Selecdo de plantulas uniformes apds quatro dias de germinacdo, B) Bandeja
montada com plantulas de milho, C) Plantulas crescendo em solucdo livre sob
condicbes controladas e aeracdo, D) Plantulas de milho em copos de polietileno apos

término do experimento.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2016.

3.4 Andlise de Imagens e Peso Seco Total por Planta

Em todos os experimentos o sistema radicular foi separado da parte aérea
e o sistema radicular fotografado com uma camera digital (Nikon D300S SLR). As
imagens obtidas foram analisadas com o auxilio dos softwares RootReader2D e
WinRhizo v. 4.0 (Regent Systems, Quebec, Canadd), sendo quantificadas as
caracteristicas relacionadas a morfologia radicular: comprimento total (cm) (CRT),
superficie total (cm?) (AST), diametro médio (mm) (DM), além de area de superficie
de raizes com didmetro entre 0,0 e 1,0 mm (AS1), 1,0 e 2,0 mm (AS2) e 2,0 e 4,5 mm
(AS3) (SOUSA et al., 2012).

Além das caracteristicas do sistema radicular, foi determinado o peso seco
da parte aérea e raiz. A raiz e a parte aérea foram colocadas separadamente em sacos
de papel e secos em estufa com circulacdo forcada a 65 °C e pesados em balanca de
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precisdo apos a obtencdo do peso constante. O peso seco total (PST) foi calculado
somando-se 0 peso seco da parte aérea e a da raiz. Além disso, o peso seco dentro
de cada repeticéao foi dividido pelo o nimero de plantas dentro da repeticdo, obtendo-

Se 0 peso seco total por planta.

3.5 Anélise de Dados

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA)
pelo programa computacional SISVAR versdo 5.4 (FERREIRA, 2011) e as médias
comparadas pelo teste LSD (P<0,05) para avaliagédo do sistema radicular de plantulas

de milho sob diferentes concentracdes dos bioestimulantes e tempos de tratamento.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analise do Sistema Radicular de Plantulas de Milho sob Efeito de

Bioestimulantes Utilizado a Metodologia de Pasta - Ensaio 1

Na andlise de variancia para o teste entre gendtipos (G) utilizando os
bioestimulantes A, B e C, foram observadas diferencas significativas para todas as
caracteristicas selecionadas para avaliacédo (TAB. 5, 6 e 7). O comprimento radicular
total do gendétipo 1 foi maior do que o do gendtipo 2 em todas as condi¢fes testadas,
indicando que os gendétipos 1 e 2 sdo contrastantes quanto a morfologia do sistema
radicular (FIG. 4, 5 e 6). Para dose (D) de bioestimulante foram observadas diferencas
significativas para area de superficie entre 1,0 e 2,0 mm para o bioestimulante A, para
comprimento total, diametro médio e area de superficie entre 0 e 1,0 mm para
bioestimulante B e para todas as caracteristicas com excecao de peso seco total para
o bioestimulante C (TAB. 5, 6 e 7). Para os bioestimulantes A e C ocorreu inibicdo do
crescimento radicular a medida que se aumentou a dose do bioestimulante, havendo
reducdo do comprimento radicular total, enquanto para o bioestimulante B ndo houve
diferenca significativa entre os tratamentos (FIG. 4, 5 e 6). Para todos os
bioestimulantes a diferenca foi significativa para todas as caracteristicas quando
considerada a coleta (C), uma vez que ha crescimento radicular com o tempo de
desenvolvimento das plantas (TAB. 5, 6 e 7).

Para a interacdo GxD a anadlise variancia foi significativa para as
caracteristicas, comprimento total, area de superficie total, diametro médio e area de
superficie entre 1,0 e 2,0 mm quando analisado o bioestimulante A. Para o
bioestimulante B houve diferenca para comprimento total, diametro médio e area de
superficie entre 0 e 1,0 mm, enquanto para o bioestimulante C, houve diferenca
significativa para todas as caracteristicas, com excecao de area de superficie entre
2,0 e 4,5 mm e peso seco total. Para a interacdo GxC todas as caracteristicas tiveram
diferencas significativas, com excecdo de peso seco total considerando todos os
bioestimulantes e area de superficie entre 2,0 e 4,5 mm para o bioestimulante C. Os
resultados das interacbes mostraram que ha diferenca entre os genaotipos e que 0s
genotipos se desenvolveram independentemente dos tratamentos. Nas interacdes
entre dose e coleta (DxC), ndao houve diferenca significativa para a maioria das

caracteristicas, exceto em area de superficie entre 0 e 1,0 mm, &area de superficie
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entre 2,0 e 4,5 mm e peso seco total para o bioestimulante A e area de superficie
entre 2,0 e 4,5 mm e peso seco total para o bioestimulante C. Nas interacdes triplas
(GxDxC), houve diferencas significativas para comprimento total da raiz, area de
superficie total, area de superficie entre 0 e 1,0 mm e area de superficie entre 1,0 e
2,0 mm, considerando o bioestimulante A, para area de superficie entre 2,0 e 4,5 mm
para o bioestimulante B e para comprimento total da raiz, area de superficie total e
area de superficie entre 1,0 e 2,0 mm, considerando o bioestimulante C. Os resultados
sugerem que sob altas doses do bioestimulante ocorre inibicdo do crescimento
radicular, especialmente considerando o genoétipo 1. O gendtipo 2 apresentou ter
desenvolvido mais raizes com diametro entre 2 e 4,5 mm do que o gendtipo 1, tal
resultado pode ser observado dentro de os tratamentos, inclusive no controle, o que
pode inferir que o efeito bioestimulante ndo afetou essas diferencas. No entanto,
mesmo ndo havendo diferencas significativa para as caracteristicas radiculares foi
observado que em altas doses do bioestimulante B, com trés e seis dias de
tratamentos, o contraste entre os genétipos foi reduzido, indicando que doses altas do
bioestimulante B podem ter inibido o gendtipo 1 e néo ter afetado o genatipo 2.

Os resultados nesse ensaio, ndo apresentaram uma resposta clara aos
produtos testados, embora tenha ocorrido, especialmente para os bioestimulantes A
e C, inibicdo do crescimento radicular. O contraste da morfologia radicular foi
consistente entre os gendtipos independente dos tratamentos e tempo de analise.
Apenas sob efeito do bioestimulante B no inicio do tratamento houve reducéo da
diferenca entre os genotipos, indicando que o gendtipo 2 € menos responsivo a esse
tipo de bioestimulante em altas doses do que o gendtipo 1. As plantas podem nédo
responder (KELTING et al., 1997) ou responder negativamente aos bioestimulantes,
levando a inibicdo no crescimento vegetativo (ELLIOTT et al., 1996). Respostas
negativas aos bioestimulantes séo influenciadas por varios fatores, (1) a espécie, o
orgao e a idade da planta; (2) a dose recomendada para cada espécie ou cultivar; (3)
a fonte de material organico, de onde foi extraida e; (4) as caracteristicas fisico-
guimicas especificas das substancias humicas a serem utilizadas (ZANDONADI, et
al., 2014). Além disso, a metodologia pode néo ter sido adequada, pois no sistema de
pastas o bioestimulante pode ter ficado retido no papel de germinacdo. Nessa
metodologia os nutrientes alcancam as raizes por capilaridade com alta preciséo para
testes com ions dissociados, porém, para esses experimentos, foi empregado os

bioestimulantes, que s&o de origem organica, que podem ter formado quelatos
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organicos com os ions da solucao, dificultado dessa forma veiculacdo através do
papel (LAMBAIS, 2011; DARIO et al, 2014).

Tabela 5. Resumo das andlises de variancia para caracteristicas radiculares e peso
seco de dois gendtipos de milho avaliados sob efeito de doses crescentes do
bioestimulante A em diferentes tempos de tratamento. Comprimento radicular total
(CTR) (cm), area de superficie radicular total (AST) (cm?), diametro médio (DM) (mm),
area de superficie de raizes com diametro entre 0 e 1,0 mm (AS1) (cm?), area de
superficie de raizes com diametro entre 1,0 e 2,0 mm (AS2) (cm?), area de superficie

de raizes com diametro entre (AS3) (cm?) e peso seco total (PST) (g).

Quadrado Médio

FV GL
CTR AST DM AS1 AS2 AS3 PST

Gendtipos (G) 1 542677,88** 61,454*  2,12**  6,165** 32,415** 631** 0,0851**
Dose (D) 5 4700,86ns 918ns  0,02ns 46ns 272* 56ns  0,0001ns
Coleta (C) 3 575906,45** 81,920**  7,64**  6,156** 25,378** 853** 0,0036**
G XD 5 5247* 1,193* 0,03* 44ns 322 117ns  0,0006ns
GXC 3 67390** 4,872**  0,05**  1,508** 2,596**  1,037**  0,0004ns
DXC 15 2642ns 605ns  0,02ns 57** 135ns 181** 0,0008*
GXDXC 15 4958,56** 901* 0,02ns 52+ 239* 90ns  0,0006ns
Residuo 96 2108 407 0 22 114 59 0
Total 143

CV % 19,97 18,56 6 25,62 25,31 19,24 12,39
Média Geral 229,9 109 1,72 18 42 40 0,16

ns ndo significativo, * significativo a 5% e ** significativo a 0,01 % de probabilidade pelo teste F.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2016.
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Tabela 6. Resumo das analises de variancia para caracteristicas radiculares e peso
seco de dois gendtipos de milho avaliados sob efeito de doses crescentes do
bioestimulante B em diferentes tempos de tratamento. Comprimento radicular total
(CTR) (cm), area de superficie radicular total (AST) (cm?), diametro médio (DM) (mm),
area de superficie de raizes com diametro entre 0 e 1,0 mm (AS1) (cm?), area de
superficie de raizes com diametro entre 1,0 e 2,0 mm (AS2) (cm?), rea de superficie

de raizes com diametro entre (AS3) (cm?) e peso seco total (PST) (g).

Quadrado Médio

FvV GL
CTR AST DM AS1 AS2 AS3 PST

Gendtipos (G) 1 267928,74** 16137,68**  0,82** 3504,54** 14973,8**  3639,21** 0,047**

Dose (D) 5 4126,23* 289,28ns  0,014** 55,69* 90,58ns 29,98ns 0,00022ns
Coleta (C) 3 631487,46** 68241,63**  2,36** 7871,82** 19280,93**  423,51**  0,0072**
G XD 5 3713,05* 298,42ns  0,018** 96,75** 18,96ns 47,95ns 0,00024ns
GXC 3 77092,15*  4338,95**  0,36** 1287,67**  3168,08** 1196,04** 0,0006ns
DXC 15 1712,68ns 192,17ns 0,003ns 24,74ns 84,61ns 49,17ns 0,00039ns
GXDXC 15 814,47ns 215,14ns 0,007ns 16,39ns 64,79ns 86,18* 0,0002ns
Residuo 96 1540,9 266,9 0,004 22,92 61,02 45,79 0,0003
Total 143

CV % 17,29 16,31 4,28 23,58 20,51 20,3 10,91
Média Geral 226,97 100,14 1.55 20,3 38,09 33,33 0,16

ns nao significativo, * significativo a 5% e ** significativo a 0,01 % de probabilidade pelo teste F.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2016.
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Tabela 7. Resumo das andlises de variancia para caracteristicas radiculares e peso
seco de dois gendtipos de milho avaliados sob efeito de doses crescentes do
bioestimulante C em diferentes tempos de tratamento. Comprimento radicular total
(CTR) (cm), area de superficie radicular total (AST) (cm?), diametro médio (DM) (mm),
area de superficie de raizes com diametro entre 0 e 1,0 mm (AS1) (cm?), area de
superficie de raizes com diametro entre 1,0 e 2,0 mm (AS2) (cm?), rea de superficie

de raizes com diametro entre (AS3) (cm?) e peso seco total (PST) (g).

Quadrado Médio

FV GL
CTR AST DM AS1 AS2 AS3 PST

Genotipos (G ) 1 509439,06** 40654,32** 180,765** 6876,69** 28339,2** 4097,28** 0,062**
Dose (D) 5 24813,69** 3873,73** 3,88** 212,38**  1122,47** 144,67*  0,00039ns
Coleta (C) 3 809889,4** 89053,58** 658,321** 10741,6** 30943** 545,36** 0,0045**
G XD 5 13070,27** 1289* 3,091* 279,12** 229,63* 29,62ns 0,000064ns
GXC 3 106657,93** 6972,04** 8,491** 2306,04** 2541,81** 641,09**  0,00034ns
DXC 15 7722,06** 958,62** 1,991* 106,19* 323,77** 52,11ns  0,00026ns
GXDXC 15 6467,08* 988,88** 1,683ns 89,21ns 261,18** 80,33ns  0,00025ns
erro 96 2998,3 411,15 0,0097 51,51 98,37 51,77 0,00032
Total 143

CV % 22,21 18,33 5,91 34,03 21,31 21,02 11,47
Média Geral 246,57 110,61 1,67 21,09 46,54 34,22 0,16

ns nao significativo, * significativo a 5% e ** significativo a 0,01 % de probabilidade pelo teste F.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2016.
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Figura 4. Comprimento radicular total (cm) de dois gendtipos de milho tratados com
cinco doses de bioestimulante A e um controle negativo 3 (A), 6 (B), 10 (C) e 13 (D)
dias apods o inicio do tratamento. As barras de erro representam o desvio padréo de

trés repeticdes bioldgicas com trés plantulas cada.
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Figura 5. Comprimento radicular total (cm) de dois gendtipos de milho tratados com
cinco doses de bioestimulante B e um controle negativo 3 (A), 6 (B), 10 (C) e 13 (D)
dias apods o inicio do tratamento. As barras de erro representam o desvio padréo de

trés repeticdes bioldgicas com trés plantulas cada.
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Figura 6. Comprimento radicular total (cm) de dois gendtipos de milho tratados com
cinco doses de bioestimulante C e um controle negativo 3 (A), 6 (B), 10 (C) e 13 (D)
dias apoés o inicio do tratamento. As barras de erro representam o desvio padrao de

trés repeticdes bioldgicas com trés plantulas cada.

120 A = B

100 250

80 200

60 150

40 100

20 50

Comprimento Radicular Total {cm)

Comprimento Radicular Total (em)

0 0
0 5 10 50 500 1000 0 5 10 S0 500 1000
i i -1 . .
Bioestimulante C (pLL?) » Bioestimulante C (uL L)
H Genotipo 1
0O Gendtipo 2
—~ 800 —~ 1600
g C £ D
o ]
= 700 =~ 1400
2 i3]
2 600 2 1200
= f
n o
§ 500 a 1000
ki ki
o 400 & 800
£ 2
c 300 £ 600
£ £
‘= 200 = 400
£ £
o o 200
g 290 Q
0 0
0 5 10 50 500 1000 0 5 10 50 500 1000
Bioestimulante C (uLL?) Bioestimulante C (pLL?)

Fonte: Elaborado pelo autor, 2016.

4.2 Andlise do Sistema Radicular de Plantulas de Milho sob Efeito de
Bioestimulantes Utilizando a Metodologia de Solucéo Livre (Sistema Floating) —

Ensaios 2,3 e4

4.2.1 Plantulas de milho em solucgado nutritiva de Hoagland no sistema solucéo

livre (sistema floating) - Ensaio 2

A analise de variancia do experimento com bioestimulante A (TAB. 8),
mostrou que considerando dose (D) houve diferenca significativa para quase todas as
caracteristicas, exceto, area de superficie entre 1,0 e 2,0 mm e peso seco total,

enquanto para o bioestimulante B e C ndo houve diferenca apenas para area de
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superficie entre 2,0 e 4,5 mm e peso seco total (TAB. 9 e 10). Considerando coleta
(C), a diferenca foi significativa para todas as caracteristicas sob tratamento dos
bioestimulantes A, B e C (TAB. 8, 9 e 10). A interacdo DxC foi significativa para a
maioria das caracteristicas, com excecao de diametro meédio, area de superficie entre
2,0 e 4,5 mm, peso seco total para o bioestimulante A (TAB. 8), area de superficie
entre 1,0 e 2,0 mm, area de superficie entre 2,0 e 4,5 mm e peso seco total para o
bioestimulante B (TAB. 9) e area de superficie total, area de superficie entre 0 e 1,0
mm, area de superficie entre 2,0 e 4,5 mm e peso seco total para o bioestimulante C
(TAB. 10). Enquanto os bioestimulantes A e C inibiram o comprimento radicular total
(FIG. 7 e 9), o bioestimulante B aumentou o comprimento radicular ap6s 10 dias de
tratamento com as doses 5 e 10 pL L (FIG. 8). O coeficiente de variacéo foi baixo
para todas as caracteristicas analisadas nos experimentos com os bioestimulantes A,
B e C (TAB. 8, 9 e 10), indicando confiabilidade dos dados.

Como base nos resultados do ensaio 1, esse foi realizado em sistema de
solucéo livre (Sistema floating) usando solugcéo de Hoagland meia for¢ca pH 5,65 (Liu
et al., 1998). Nesse sistema as raizes ficam em contato direto na solugao nutritiva.
Esse sistema havia sido utilizado por Ertani et al. (2009), Quaggiotti et al. (2004) e
Canellas et al. (2008) para crescer plantas de milho com diferentes tipos de
bioestimulantes. Nesse ensaio foi reduzido o tempo de coleta, sendo a ultima com 10
dias, uma vez que altas concentracdes e tempo prolongado de exposicéo da raiz sob
tratamento com bioestimulante poderiam causar efeito inibitério aos vegetais,
conforme foi observado no ensaio 1. Apesar das alteracfes nos tempos de tratamento
e 0 uso de doses intermediarias em relacdo ao ensaio 1, os resultados foram
inconclusivos. Nao foi observada diferenca significativa entre os tratamentos, porém
0 bioestimulante B nas concentracdes 5 e 10 pL Lt com 10 dias apresentou um efeito

positivo em relagéo ao controle para comprimento radicular total.
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Tabela 8. Resumo das analises de variancia para caracteristicas radiculares e peso
seco do gendtipo 1 de milho avaliado sob efeito de doses crescentes do bioestimulante
A em diferentes tempos de tratamento. Comprimento radicular total (CTR) (cm), area
de superficie radicular total (AST) (cm?), diametro médio (DM) (mm), area de
superficie de raizes com diametro entre 0 e 1,0 mm (AS1) (cm?), area de superficie
de raizes com diametro entre 1,0 e 2,0 mm (AS2) (cm?), area de superficie de raizes

com diametro entre (AS3) (cm?) e peso seco total (PST) (g).

Quadrado Médio

FV GL

CTR AST DM AS1 AS2 AS3 PST
Dose (D) 3 14970,01* 1431,081837**  0,0302** 512,56** 86,27ns  241,47** 0,0005ns
Coleta(C) 2 857177,60** 68161,48477**  0,6215**  17447,83**  8498,47*  150,44**  0,0080**
DXC 6 10686,83* 1171,383714** 0,0033ns 302,94** 124,48* 12,86ns 0,0004ns
erro 36 3199,05 285,228829 0,0026 79,08 48,65 6,72 0,0003
Total 47
CV % 12,57 11,03 4,42 16,36 13,74 8,09 8,82
Média Geral 449,96 153,08 1,158 54,37 50,78 32,04  0,18667

ns nao significativo, * significativo a 5% e ** significativo a 0,01 % de probabilidade pelo teste F.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2016.

Tabela 9. Resumo das andlises de variancia para caracteristicas radiculares e peso
seco do gendtipo 1 de milho avaliado sob efeito de doses crescentes do bioestimulante
B em diferentes tempos de tratamento. Comprimento radicular total (CTR) (cm), area
de superficie radicular total (AST) (cm?), diametro médio (DM) (mm), area de
superficie de raizes com diametro entre 0 e 1,0 mm (AS1) (cm?), area de superficie
de raizes com diametro entre 1,0 e 2,0 mm (AS2) (cm?), area de superficie de raizes

com diametro entre (AS3) (cm?) e peso seco total (PST) (g).

Quadrado Médio

FV GL
CTR AST DM AS1 AS2 AS3 PST

Dose (D) 3 96136,61** 4764,29*  0,1419** 1891,68** 316,60** 5,28ns  0,00029ns
Coleta(C) 2 1517686,86** 126653,41*  1,1344**  36344,99** 11152,34**  376,33**  0,00978**
DXC 6 18128,62* 1293,22*  0,0184** 497,45%* 86,81ns 6,60ns  0,00039ns
erro 36 6148,29 428,07 0,0026 138,24 54,39 7,69 0,00043
Total 47

CV % 16,5 13,26 4,31 18,91 15,41 9,38 10,63
Média Geral 475,23 156,08 1,1729 62,16 47,86 29,58 0,1958

ns nao significativo, * significativo a 5% e ** significativo a 0,01 % de probabilidade pelo teste F.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2016
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Tabela 10. Resumo das analises de variancia para caracteristicas radiculares e peso
seco do gendtipo 1 de milho avaliado sob efeito de doses crescentes do bioestimulante
C em diferentes tempos de tratamento. Comprimento radicular total (CTR) (cm), area
de superficie radicular total (AST) (cm?), diametro médio (DM) (mm), area de
superficie de raizes com diametro entre 0 e 1,0 mm (AS1) (cm?), area de superficie
de raizes com diametro entre 1,0 e 2,0 mm (AS2) (cm?), area de superficie de raizes

com diametro entre (AS3) (cm?) e peso seco total (PST) (g).

Quadrado Médio

FV GL
CTR AST DM AS1 AS2 AS3 PST

Dose (D) 3 48241,66** 3246,61*  0,0423** 696,50** 554,68** 14,23ns  0,00037ns
Coleta(C) 2 1679939,09** 151041,44*  0,9983** 41559,99** 11519,92** 1270,84** 0,01676**
DXC 6 9002,17* 699,54ns 0,0087* 174,41ns 117,22* 12,54ns  0,00018ns
erro 36 3485,26 307,87 0,0031 103,01 43,89 9,2 0,00035
Total 47

CV % 12,89 11,65 4,74 16,41 14,03 11,96 9,26
Média Geral 457,96 150,59 1,169 61,86 47,21 25,36 0,20333

ns nao significativo, * significativo a 5% e ** significativo a 0,01 % de probabilidade pelo teste F.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2016
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Figura 7. Comprimento radicular total (cm) de plantulas de milho tratadas com trés

doses de bioestimulante A e um controle negativo 3 (A), 7 (B) e 10 (C) ap6s o inicio

do tratamento. As barras de erro representam o desvio padrdo. As barras com a

mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste LSD (p<0,05).
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Figura 8 Comprimento radicular total (cm) de plantulas de milho tratadas com trés

doses de bioestimulante B e um controle negativo 3 (A), 7 (B) e 10 (C) apds o inicio

do tratamento. As barras de erro representam o desvio padréo. As barras com a

mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste LSD (p<0,05).

Comprimento radicular total {cm)

Fonte

180 n a A
160

140
120 a
100

80

20

0 5 10 50

Bioestimulante B (uL L)

: Elaborado pelo autor, 2016.

Comprimento radicular total {cm)

800

700

500

300

200

100

[

5 10 50

Bioestimulante B (uLL?)

Comprimento radicular total {cm)

1000
900
800
700
600
500

300
200
100

0

5 10 50

Bioestimulante B (uLL?)



40

Figura 9. Comprimento radicular total (cm) de plantulas de milho tratadas com trés
doses de bioestimulante C e um controle negativo 3 (A), 7 (B) e 10 (C) ap0s o inicio
do tratamento. As barras de erro representam o desvio padrdo. As barras com a

mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste LSD (p<0,05).
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4.2.2 Plantulas de milho aclimatadas em soluc¢éo nutritiva de Hoagland por sete

dias e sob efeito dos bioestimulantes por trés dias - Ensaio 3

Os resultados da andlise de variancia apresentados nas TAB. 11, 12 e 13
mostraram que nao houve diferenca significativa para nenhuma das caracteristicas
analisadas, considerando os bioestimulantes A, B e C. Foi observada apenas uma
tendéncia de aumento do crescimento radicular em resposta aos tratamentos com o
bioestimulante.

Para determinar o periodo de inicio dos tratamentos nesse ensaio, foram
considerados os trabalhos realizados por Ertani et al. (2009) e Schiavon et al. (2010)
gue ao testarem fitorménios em planta de milho ndo os adicionaram no meio nutritivo
logo apos o transplantio para a solucéo livre. As plantulas de milho passaram por um
periodo de aclimatacdo ao meio nutritivo antes do tratamento, pois longos periodos
de exposicéo da raiz a bioestimulante podem ocasionar inibicdo do desenvolvimento
vegetal. Ertani et al. (2009), Schiavon et al. (2010) e Quaggiotti et al. (2004) obtiveram
efeito positivo ao avaliar o desenvolvimento de planta de milho submetido a tratamento
com fitormonio com 14 dias de crescimento sendo o inicio do tratamento com 12 dias.
Com base nessas informacgfes, no ensaio 3 o0s bioestimulantes A, B e C foram
colocados apos sete dias de aclimatagdo em solucdo nutritiva Hoagland meia forca

(LIU et al., 1998) pH 5,65, e doses foram baseados na resposta positiva no ensaio 2
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com 10 dias. Nesse ensaio, ao contrario do que havia sido observado nos ensaios 1
e 2, ndo foi verificada inibicdo, porém ndo houve resposta positiva.

N&o houve diferenca significativa para nenhuma das caracteristicas
avaliadas (TAB. 11, 12 e 13), porém foi observada uma tendéncia no aumento do
comprimento total, &rea de superficie total, &rea de superficie entre 1,0 e 2,0 mm e
peso seco total (FIG. 10, 11 e 12).

Tabela 11. Resumo das analises de variancia para caracteristicas radiculares e peso
seco do gendtipo 1 de milho avaliado sob efeito de doses crescentes do bioestimulante
A. Comprimento radicular total (CTR) (cm), area de superficie radicular total (AST)
(cm?), diametro médio (DM) (mm), area de superficie de raizes com diametro entre 0
e 1,0 mm (AS1) (cm?), area de superficie de raizes com diametro entre 1,0 e 2,0 mm
(AS2) (cm?), area de superficie de raizes com diametro entre (AS3) (cm?) e peso seco
total (PST) (9).

Quadrado Médio

FV GL

CTR AST DM AS1 AS2 AS3 PST
Dose (D) 2 963,21ns 99,07ns 0,003ns 14,22ns 43,98ns 6,64ns 0,000058ns
erro 9 7697,2 505.12 0,01 147,48 84,67 6,93 0,00025
Total 11
CV% 17,31 11,17 7,92 23,33 18,77 3,03 7,13
Média Geral 506,84 201,12 1,30 52,05 49,02 86,84 0,22

ns nao significativo.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2016.
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Tabela 12. Resumo das analises de variancia para caracteristicas radiculares e peso
seco do gendtipo 1 de milho avaliado sob efeito de doses crescentes do bioestimulante
B. Comprimento radicular total (CTR) (cm), area de superficie radicular total (AST)
(cm?), diametro médio (DM) (mm), area de superficie de raizes com diametro entre 0
e 1,0 mm (AS1) (cm?), area de superficie de raizes com diametro entre 1,0 e 2,0 mm
(AS2) (cm?), area de superficie de raizes com diametro entre (AS3) (cm?) e peso seco
total (PST) (g).

Quadrado Médio

FV GL

CTR AST DM AS1 AS2 AS3 PST
Dose (D) 2 4761,39ns 222,81ns  0,070ns 102,34ns  41,80ns 193,34ns 0,00052ns
erro 9 7932,48 528,19 0,042 184,77 99,79 72,03 0,00013
Total 11
CV % 17,89 11,04 14,55 30,12 19,42 8,68 5,14
Média Geral 497,95 208,14 1,42 45,13 51,44 97,80 0,22

ns nao significativo.

Fonte:Elaborado pelo autor, 2016.

Tabela 13. Resumo das analises de variancia para caracteristicas radiculares e peso
seco do gendtipo 1 de milho avaliado sob efeito de doses crescentes do bioestimulante
C. Comprimento radicular total (CTR) (cm), area de superficie radicular total (AST)
(cm?), diametro médio (DM) (mm), area de superficie de raizes com diametro entre 0
e 1,0 mm (AS1) (cm?), area de superficie de raizes com diametro entre 1,0 e 2,0 mm
(AS2) (cm?), area de superficie de raizes com diametro entre (AS3) (cm?) e peso seco
total (PST) (g).

Quadrado Médio

FV GL

CTR AST DM AS1 AS2 AS3 PST
Dose (D) 2 2257,96ns 194,70ns 0,0021ns 78,98ns 26,61lns  6,00ns 0,00035ns
erro 9 4421,06 290,3 0,0124 60,58 57,8 4,23 0,0003
Total 11
CV % 14,53 9,36 8,11 18,48 17,99 2,39 9,04
Média Geral 457,74 182,11 1,37 42,11 42,26 86,00 0,19

ns nao significativo.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2016.
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Figura 10. Caracteristicas radiculares e peso seco total de plantulas de milho apés
trés dias de tratamento com duas doses do bioestimulante A e controle negativo
durante trés dias de tratamento. (A) Comprimento radicular total (cm), (B) area de
superficie total (cm?), (C) area de superficie de raizes com diametro entre 1 e 2 mm
(cm?), (D) peso seco total (g). As barras com a mesma letra ndo diferem
significativamente pelo teste (LSD) (p<0,05).
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Figura 11. Caracteristicas radiculares e peso seco total de plantulas de milho apés

trés dias de tratamento com duas doses do bioestimulante B e controle negativo

durante trés dias de tratamento. (A) Comprimento radicular total (cm), (B) area de

superficie total (cm?), (C) area de superficie de raizes com diametro entre 1 e 2 mm

(cm?), (D) peso

seco total (g). As barras com a mesma letra ndo diferem

significativamente pelo teste (LSD) (p<0,05).
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Figura 12. Caracteristicas radiculares e peso seco total de plantulas de milho apés
trés dias de tratamento com duas doses do bioestimulante C e controle negativo. (A)
Comprimento radicular total (cm), (B) area de superficie total (cm?), (C) area de
superficie de raizes com diametro entre 1 e 2 mm (cm?), (D) peso seco total (g). As

barras com a mesma letra n&do diferem significativamente pelo teste (LSD) (p<0,05).
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4.3.3 Plantulas de milho aclimatadas em solucéo nutritiva de Hoagland por sete
dias e sob efeito dos bioestimulantes por trés e sete dias - Ensaio 4

Na analise de variancia, o coeficiente de variacao foi baixo para todas as
caracteristicas analisadas no experimento com os bioestimulantes A, B e C (TAB. 14),
indicando confiabilidade dos dados. A andlise de variancia mostrou que houve
diferenca significativa para as caracteristicas diametro médio, area de superficie entre
2,0 e 4,5 mm e peso seco total, considerando bioestimulante e para comprimento total
da raiz, diametro médio, area de superficie entre 0 e 1,0 mm, area de superficie entre
2,0 e 4,5 mm e peso seco total considerando coleta. A interagéo entre bioestimulante
x coleta (BxC) foi significativa apenas para area de superficie entre 2,0 e 4,5 mm e
peso seco total. Considerando a coleta 1, trés dias de tratamento, houve inibicdo do
crescimento radicular sob tratamento dos bioestimulantes A, B e C (FIG. 13). No

entanto, ap0s uma semana de tratamento — coleta 2, foi observado um aumento da
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area de superficie radicular total e da area de superficie de raizes com diametro entre
le2mme 2e45mm, além de um aumento significativo no peso seco total (FIG.
14).

Na avaliacdo do sistema radicular com trés dias de tratamento houve
reducdo de algumas caracteristicas radiculares para os trés produtos, ao contrario do
gue havia sido observado no ensaio 3. Ademais se mantiveram com efeitos nulos em
relacdo ao controle. Ja na avaliacdo com sete dias de tratamento, os bioestimulantes
A e C tiveram um efeito positivo significativo da area de superficie total (AST). Além
disso, o produto A, também afetou significativamente a area de superficie de raizes
entre 1,0 e 2,0 mm (AS2) de raizes entre 2,0 e 4,5 mm (AS3), e todos os trés
bioestimulantes tiveram um efeito positivo no peso seco total.

Os tratamentos com os bioestimulantes a base de aminoacidos (B e C),
principalmente o C, levaram a um aumento da area de superficie total e
consequentemente houve um ganho significativo do peso seco sob uma dose baixa,
sendo essa 5,0 pL L do produto. Os bioestimulantes a base de aminoacidos tendem
a ser mais eficientes no desenvolvimento vegetal quando associados a nutrientes e
aplicados em baixas concentracdes (CASILLAS et al., 1986). Em alface, por exempilo,
h& aumento da matéria seca de 5,2 a 10,8 % com a aplicacdo de 0,2 e 0,4 %,
respectivamente de um bioestimulante comercial a base de aminoéacidos
(KOWALCZYK, et al., 2008). Proteinas hidrolisadas, devido a um comportamento
semelhante ao da auxina, aumentaram a taxa de alongamento do coledptilo de milho
quando comparado ao controle, além disso, esse bioestimulante teve efeito positivo
nas raizes de tomate e na parte aérea de ervilhas (COLLA et al., 2014). Os
aminoacidos podem exercer multiplos papéis como bioestimulantes no crescimento
da planta, tendo efeitos diretos e indiretos (CALVO et al., 2014; DU JARDIN, 2012 e
HALPERN et al., 2015). Os efeitos diretos estao relacionados com a assimilacéo de
N, de enzimas do ciclo TCA, atividades hormonais, efeitos quelantes e antioxidantes
e os indiretos estdo relacionados com a nutricdo e crescimento vegetal, através do
aumento da biomassa e atividade de microrganismos, fertilidade e respiragéo do solo
(DU JARDIN, 2015).

O bioestimulante A, a base de substancias de substancias humicas teve
maior efeito nas plantas de milho nas condi¢des testadas. O processo do aumento do
sistema radicular com uso de substancias humicas esta diretamente ligado a ativacao
H*-ATPase associada a um aumento na absorcao de NOs (FACANHA et al., 2002),
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facilitando assimilacao de ions, aumentando a respiracao celular e a producéo de ATP
nas ceélulas radiculares (FACANHA et al., 2002; QUAGGIOTTI et al., 2004; MUSCOLO
et al., 2007).

Foram observados efeitos positivos no crescimento radicular de tomate
crescido em solug&o nutritiva com bioestimulantes comerciais a base de acido humico
extraido de leonardita, especialmente com a dose de 10 mg/L (ADANI et al., 1998),
proxima a dose usada no ensaio 4 (20 mg/L). Também foram encontrados efeitos
positivos no comprimento radicular de plantas de milho crescidas em solu¢éo nutritiva
com adicdo de substancias humicas extraidas de carvbes na dose 30 mg/L
(SIEWERDT et al. 1999) e nas plantas de milho e café submetidos a tratamento com
substancias humicas na concentracdo de 40 mg/L de acido humico (FACANHA et al.,
2002).
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Tabela 14. Resumo das analises de variancia para caracteristicas radiculares e peso
seco do gendtipo 1 de milho avaliado sob efeito dos bioestimulantes A, B e C em dois
tempos de tratamento. Comprimento radicular total (CTR) (cm), area de superficie
radicular total (AST) (cm?), diametro médio (DM) (mm), area de superficie de raizes
com diametro entre 0 e 1,0 mm (AS1) (cm?), area de superficie de raizes com diametro
entre 1,0 e 2,0 mm (AS2) (cm?), area de superficie de raizes com diametro entre (AS3)

(cm?) e peso seco total (PST) (g).

Quadrado Médio

FV GL
CTR AST DM AS1 AS2 AS3 PST

'(BBi‘)’ESIim“'a”te 3 7131,35ns  58,70ns 0,024  123:33ns  153,35ns 91,54  0,0028*
Coleta(C) 1 8193658* 981,90ns 0,136  1614,82* 1067Ins  1039,68"  0,0648**
BXC 3 11042,33ns  1396,96 0,00lns  229,75ns  126,03ns 78,23 0,0017*
erro 24 52068 36571 0,288 520795 107,77 200639  0,0887
Total 31

CV % 12,88 10,56 53 17,73 15,17 11,05 8,04
Média Geral 56505 181,10 1,05 57,93 68,44 39,49  0,2537

ns nao significativo, * significativo a 5% e ** significativo a 0,01 % de probabilidade pelo teste F

Fonte: Elaborado pelo autor, 2016.



49

Figura 13. Caracteristicas radiculares e peso seco total de plantulas de milho ap6s
trés dias de tratamento com os bioestimulantes A (54,4 uL LY, B (5,0 uL L) e C (5,0
uL LY e controle negativo (C-). (A) Comprimento radicular total (cm), (B) area de
superficie total (cm?), (C) area de superficie de raizes com didmetro entre 0 e 1 mm
(cm?), (D) area de superficie de raizes com diametro entre 1 e 2 mm (cm?), (E) area
de superficie de raizes com diametro entre 2 e 4,5 mm (cm?), (F) peso seco total (g).
As barras com a mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste (LSD)
(p<0,05).
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Figura 14. Caracteristicas radiculares e peso seco total de plantulas de milho apés
sete dias de tratamento com os bioestimulantes A (54,4 uL L), B (5,0 uL LY) e C (5,0
uL LY e controle negativo (C-). (A) Comprimento radicular total (cm), (B) area de
superficie total (cm?), (C) area de superficie de raizes com didmetro entre 0 e 1 mm
(cm?), (D) area de superficie de raizes com diametro entre 1 e 2 mm (cm?), (E) area
de superficie de raizes com diametro entre 2 e 4,5 mm (cm?), (F) peso seco total (g).
As barras com a mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste (LSD)
(p<0,05).
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Tratamentos

Tratamentos

A adocéao de tecnologias e produtos que tenham efeito bioestimulante sao
promissoras, pois esses produtos apresentam substédncias com efeito no
enraizamento, como hormonios e acidos organicos e/ou micronutrientes, mas que
pouco se sabe sobre os mecanismos de acdes dessas, tornando o desenvolvimento
e, principalmente, a recomendacdo dos produtos totalmente empirica. O
estabelecimento das condi¢des de avaliagcdo desses produtos € fundamental para se
avancar na busca para o melhor entendimento dos mecanismos de acdo dos
bioestimulantes, que ja se estende ha décadas. Até hoje, muitas perguntas nessa
esfera ainda néo estdo esclarecidas, principalmente quando se trata do local de

atuacao dos fitorménios exdgenos nos 6rgados dos vegetais. No entanto, pesquisas
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mostram os beneficios dos bioestimulantes em diversas culturas, além disso, 0s
dados apontam que o0 uso de bioestimulantes ndo substitui a adubacdo com
fertilizantes convencionais, mas contribui para reducdo do uso dos mesmos. A
insercao de produtos bioestimulantes na agricultura associado com manejo adequado
do solo tem apresentado resultados expressivos no ganho de produtividade, que é um
fator preponderante para agricultura, tendo em vista, uma populacdo que cresce a
cada dia. Dessa forma, esse trabalho contribuiu para avancar na busca de estratégias
de sustentabilidade, buscando condi¢cGes ideais para a utilizacdo dos bioestimulantes

através do desenvolvimento de metodologias adequadas.
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5 CONCLUSAO

Apos o teste com diferentes gendtipos, doses e tempos de tratamento em
dois sistemas de crescimento de plantas, pasta e floating, foi possivel concluir que a
melhor condi¢do de avaliacdo de plantulas de milho sob efeito de bioestimulantes a
base de &cido humico e aminoacidos foi realizar a aclimatacéo das plantas durante
sete dias em solugéo de Hoagland meia for¢ca (pH 5,65) pelo sistema floating, com
adicdo de 54,4 pyL L?, 50 yL L?* e 5,0 pL Lt de bioestimulantes A, B e C,
respectivamente, deixando as plantas no sistema por mais sete dias. Nessa condi¢ao,
houve um aumento na &rea de superficie total da raiz, area de superficie de raizes
com diametro entre 1-2 mm e 2-4,5 mm e peso seco total. O resultado desse trabalho
permitira o desenvolvimento de experimentos moleculares e fisiolégicos que levardo

a uma melhor compreenséo da acéo dos bioestimulantes.
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