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RESUMO 

 

BARROSO, André Paier, M.Sc., Universidade Vila Velha - ES, fevereiro de 2016. 
Óleo essencial de Eucalyptus globulus e ácidos húmicos: atividade biológica 
sobre plântulas de Stylosanthes (Leguminosae). 
Orientador: Leonardo Barros Dobbss. Co-orientador: Marco Pittarelo. 
 
O uso de bioestimulantes é benéfico não somente para o crescimento das plantas, 

mas também para a proteção contra o ataque de patógenos, a formação de 

simbioses e a multiplicação de organismos importantes para microbiota do solo. 

Esses componentes possuem usos em diferentes áreas do conhecimento: 

comercial, ecológico e agrícola. Existe um foco grande na descoberta de novas 

alternativas para a recuperação de solos e áreas degradadas no geral, que utilizem 

alternativamente recursos naturais e renováveis, tais como os bioestimulantes. Este 

estudo avaliou o uso combinado da fração dos ácidos húmicos (AH) extraídos de 

vermicomposto e óleo essencial de folhas de Eucalyptus globulus (OEE), por meio 

de seus efeitos em combinação e isoladamente sobre a atividade biológica de 

plântulas de Stylosanthes. A extração dos AH de vermicomposto foi feita de acordo 

com o protocolo desenvolvido pela Sociedade Internacional de Substâncias Húmicas 

e o óleo essencial de Eucalyptus globulus foi adquirido comercialmente. Cada 

bioestimulante vegetal foi analisado isoladamente através de ensaios preliminares 

com diferentes concentrações, avaliando-se características relacionadas ao 

crescimento vegetal de Stylosanthes. Após a obtenção das melhores concentrações 

para o AH (3,14 mM C L-1) e para o OEE (48,0 µL), os efeitos de cada 

bioestimulante foram avaliados tanto individualmente quanto em combinação 

(AH+OEE), sobre o crescimento, fisiologia e estimativa da atividade da H+-ATPase 

das plântulas de Stylosanthes. Todos os bioestimulantes promoveram efeitos 

benéficos sobre os diversos parâmetros avaliados. O AH se destacou 

particularmente em promover o crescimento do número, comprimento e densidade 

de raízes laterais (65%, 237% e 72%, respectivamente), além do crescimento da 

área radicular total (69% de aumento). A combinação AH+OEE gerou os maiores 

benefícios em todos os parâmetros fisiológicos medidos (sendo estes aumentos na: 

taxa fotossintética líquida 13%, transpiração vegetal 47%, rendimento quântico 10%, 

índice de SPAD 9%, condutância estomática 77% e relação carbono interno/externo 

30%). AH+OEE foi, também, responsável pelos maiores aumentos sobre a 

estimativa da atividade da H+-ATPAse, onde a acidificação das soluções de meio 

mínimo e a estimativa da extrusão de H+ atingiram valores altamente expressivos ao 

longo de 140 minutos. Os resultados encontrados mostraram que existe um 

interacionismo benéfico entre os bioestimulantes testados e, portanto, se pode 

afirmar que a combinação de AH+OEE gerou benefícios concretos sobre as 

características avaliadas em plântulas de Stylosanthes, visando seu emprego futuro 

na recuperação de áreas degradadas. 

 
PALAVRAS-CHAVE: bioestimulantes, crescimento vegetal, fisiologia e H+-ATPase. 
 

 



 
 

ABSTRACT 

 

BARROSO, André Paier, M.Sc., Universidade Vila Velha - ES, fevereiro de 2016. 
Eucalyptus globulus essential oil and humic acids: biological activity on 
Stylosanthes (Leguminosae) seedlings. 
Orientador: Leonardo Barros Dobbss. Co-orientador: Marco Pittarelo. 
 
The use of bio-stimulants is beneficial for not only plant growth, but also to protect 

against pathogen attack, forming symbioses and multiplication of organisms 

important to soil microbes. These components have uses in different areas of 

knowledge: commercial, ecological and agricultural. There is a strong focus on 

finding new alternatives for the recovery of soils and degraded areas in general, 

which alternatively utilize natural and renewable resources such as bio-stimulants. 

This study evaluated the combined use of the humic acids fraction (HA) extracted 

from vermicompost and essential oil from Eucalyptus globulus leaves (EEO), through 

its effects in combination and individually on the biological activity of Stylosanthes 

seedlings. The extraction of humic acids from vermicompost was made according to 

the protocol developed by International Humic Substances Society and the essential 

oil of Eucalyptus globulus leaves was purchased commercially. Each plant bio-

stimulant was examined individually by preliminary tests with different concentrations, 

evaluating characteristics related to the growth of Stylosanthes. After obtaining the 

best concentration for HA (3,14 mM C L-1) and for EEO (48,0 µL), the effects of each 

bio-stimulant was evaluated both individually and in combination (HA+EEO), over 

growth, physiology and the estimated activity of H+-ATPase of Stylosanthes 

seedlings. All bio-stimulants promoted beneficial effects on the different parameters 

measured. The AH particularly excelled in promoting growth of number, length and 

density of lateral roots (65%, 237% and 72%, respectively), and growth of total root 

area (69% increase). The combination HA+EEO generated the greatest benefits in 

every physiological parameter measured (the following increases were: net 

photosynthetic rate 13%, plant transpiration 47% quantum yield 10%, SPAD index 

9%, stomatal conductance 77% and internal/external carbon relation 30%). HA+EEO 

was, also, responsible for the greatest increases over the estimated activity of H+-

ATPase, wherein the acidification of the minimal medium solution and the estimation 

of H+ extrusion reached highly expressive values over 140 minutes. The results 

showed that there is a beneficial interactionism between the tested bio-stimulants 

and, therefore, it can be said that the combination of HA+EEO generated concrete 

benefits over the characteristics evaluated in Stylosanthes seedlings, aiming for 

future employment in the recovery of degraded areas. 

 
KEY WORDS: bio-stimulants, plant growth, physiology and H+-ATPase. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Nos anos recentes, o uso de bioestimulantes provenientes de diferentes 

fontes tem aumentado consideravelmente (Romero et al., 2007; Parrado et al., 2008; 

García-Martínez et al., 2010). Estes produtos incluem uma gama de substâncias 

como as substâncias húmicas da matéria orgânica (SH) e os mais diversos óleos 

essenciais (OE) (produtos derivados do metabolismo secundário vegetal). Muitas 

áreas do conhecimento têm se beneficiado da utilização de metabolitos secundários, 

ou OE, extraídos de diferentes espécies vegetais (Ferreira e Áquila, 2000; Serafini e 

Cassel, 2001). Os OE possuem odor forte e característico, são voláteis e, 

normalmente, estão concentrados em determinadas partes do vegetal, como por 

exemplo: folhas, caules, flores ou frutos (Conner, 1993). De acordo com a literatura, 

estima-se que cerca de 3000 OE são conhecidos, dos quais 300 são importantes 

comercialmente e utilizados, principalmente, por seus sabores e fragrâncias (Burt, 

2004). Entre os muitos OE utilizados estão aqueles provenientes de espécies 

vegetais do gênero Eucalyptus (OEE) que pertence à família Myrtaceae, englobando 

cerca de 140 gêneros e 3800 espécies distribuídas em regiões tropicais e 

subtropicais (Ali et al., 2011). 

Outro bioestimulante que vem ganhando atenção crescente nos últimos 

anos são as substancias húmicas (SH), que são o principal componente da matéria 

orgânica e estão presentes em qualquer material orgânico tanto em ambientes 

terrestres como aquáticos. De acordo com a visão tradicional, as SH foram descritas 

como sendo macromoléculas heterogêneas e orgânicas, possuindo cor escura, 

resultante do metabolismo de microrganismos (Aiken et al., 1985). Porém um novo 

conceito foi formulado (Piccolo, 2002) para as SH com base na química de 

supramoléculas, baseada em dados cromatográficos e espectroscópicos (Piccolo et 

al., 1996; Simpson, 2002; Piccolo e Spiteller, 2003), resultando em uma definição 

mais recente para a provável estrutura dessas substâncias. Este conceito define um 

arranjo supramolecular, de diversas moléculas orgânicas de tamanho 

comparativamente pequeno, gerando agregados ligados por ligações de hidrogênio 

e interações hidrofóbicas fracas, de massa molecular elevada e extremamente 

suscetível a mudanças de acordo com o meio de reação. O fracionamento químico 

da matéria orgânica leva a obtenção de três principais frações húmicas: ácidos 

fúlvicos (AF), ácidos húmicos (AH) e huminas. Os AH, um dos bioestimulantes 
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utilizados nesse trabalho, possuem grande massa molecular, estruturas complexas e 

pouca solubilidade em água (Qualls, 2004), desta forma são grandes associações 

com preferência e predominância de compostos hidrofóbicos e tendem a 

permanecer estabilizados em pH neutro por interações hidrofóbicas dispersivas 

(Piccolo, 2002).  

A espécie alvo utilizada no presente estudo, a Stylosanthes, é um gênero 

de leguminosas forrageiras amplamente distribuído e naturalmente presente em 

regiões tropicais e subtropicais das Américas, África e sudeste da Ásia (Williams et 

al., 1984). Sendo S. guinensis, S. humilis e S. capitata as espécies mais importantes 

desse gênero e largamente aplicadas em muitos sistemas agrícolas (Grof et al., 

1979; Costa e Ferreira, 1984; Edye, 1987). Muitos autores já estudaram o efeito de 

AH sobre plantas leguminosas, principalmente a soja e observaram que esse 

bioestimulante é capaz de aumentar a nodulação radicular desta espécie, 

favorecendo a fixação biológica de nitrogênio (Tan e Tantiwiramanond, 1983), bem 

como outros verificaram que a utilização de extratos e óleos essenciais de plantas 

vem sendo uma alternativa eficiente no bioestímulo do crescimento vegetal (Parrado 

et al., 2007; Ludley et al., 2009; Steffen et al., 2010), porém, não existem na 

literatura estudos que envolvam o efeito de AH e OE sobre o crescimento de plantas 

de leguminosas forrageiras destinadas para a recuperação de áreas degradadas. 

Portanto, de acordo com o exposto, a hipótese metodológica dessa 

dissertação é de que os bioestimulantes utilizados tanto em combinação quanto 

isoladamente proporciona incrementos tanto sobre o crescimento, quanto sobre a 

fisiologia e a estimativa da atividade da ATPase, pela acidificação do meio de 

cultivo, em plântulas de Stylosanthes, que posteriormente poderão ser inseridas em 

áreas de solos degradados, visando sua posterior recuperação. Dito isso, o objetivo 

geral do presente trabalho foi testar os efeitos dos ácidos húmicos isolados de 

vermicomposto (AH), o óleo essencial de Eucalyptus globulus (OEE) e da 

combinação entre eles (AH+OEE), sobre a bioatividade de plântulas de 

Stylosanthes.  
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2. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

2.1 O gênero Stylosanthes 

As distribuições de muitas espécies de Stylosanthes já foram 

caracterizadas através do Sistema de Informações Geográfico (GIS) (Sawkins, 1999) 

em diferentes continentes como África e Oceania (Figura 1). Certas espécies 

formam variantes que, normalmente, se concentram em certas regiões ou países, 

como no caso de S. humilis que apresenta variações únicas na região do México 

(Vander Stappen et al., 2000). De forma similar, S. scabra foi introduzida no 

nordeste do Brasil (Burt et al., 1979) e hoje já possui representação expressiva na 

região. Mais de 600 caracteres genéticos foram detectados para S. scabra em todo 

o mundo, sendo que 90% deles se concentram no Brasil (Schultze Kraft et al., 1984).  

 

Figura 1. Distribuição geográfica de Stylosanthes guianensis no continente Africano 
e Oceania, onde cinza claro (■) mostram condições de crescimento aceitáveis e 
preto (■) exibem áreas onde o crescimento é ideal. 
Fonte:http://www.tropicalforages.info/key/Forages/Media/Html/Stylosanthes_guianensis_var._guianen
sis.htm 
 

Por pertencerem à família leguminosae, o gênero Stylosanthes possui 

espécies que fazem eficientemente bem a fixação biológica de nitrogênio (FBN), 

como é o caso de Stylosanthes guianensis (Figura 2). A liberação do N fixado pelas 

plantas para o solo, numa associação simbiótica com bactérias do gênero Rizobium, 

geralmente é determinada pelas condições ambientais e características químicas e 

físicas do próprio ecossistema em questão (Cadisch e Giller, 1997). 
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Figura 2. Desenho representativo da espécie Stylosanthes guianensis (Aublet) 
Swartz (família leguminosae), destacando o ramo de floração (1) e o fruto (2). 
Fonte:http://www.tropicalforages.info/key/Forages/Media/Html/Stylosanthes_guianensis_var._guianen
sis.htm 

 

Com relação a esse fato, plantas da família leguminosae ganham 

destaque quando se diz respeito à recuperação de solos degradados ou em 

processo de degradação pela sua capacidade de fixar o N atmosférico e acumulá-

los nos tecidos vegetais, devolvendo dessa maneira, uma maior quantidade de N 

para o sistema solo. Muitos estudos vêm mostrando que a liberação de N está 

relacionada com a relação entre Carbono e Nitrogênio (C:N) presente nos resíduos 

orgânicos (Herman et al., 1977; Thomas e Asakawa, 1993), pois dependendo do 

conteúdo de N nos tecidos vegetais das plantas, os gastos posteriores com 

adubações nitrogenadas podem ser significativamente diminuídos. 

 

2.2 Bioestimulantes vegetais, os OE e o OEE 

Os bioestimulantes vegetais podem ser encontrados facilmente no meio 

ambiente, oriundos diretamente do solo, vindos da decomposição da matéria 

orgânica vegetal e até mesmo das plantas in natura, como no caso dos OE. Uma 

das principais vantagens desses produtos inclui a sua absorção direta pelos 

vegetais, resultando em uma menor utilização de energia por parte das plantas para 

realizar este processo. Dessa forma, estes produtos não trazem somente benefícios 
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ao crescimento vegetal, mas também podem estimular o seu metabolismo 

energético, por exemplo, aumentando a atividade das bombas de prótons (Parrado 

et al., 2007). 

A extração de óleos essenciais é uma alternativa relativamente barata 

para tratamentos de infecções e cuidados gerais com a saúde, além de ser 

disponível em todo o mundo. Os óleos extraídos de diversas espécies do gênero 

Eucalyptus estão entre os mais estudados (Valéria et al., 2015). As propriedades 

biológicas e farmacológicas do OE de Eucalyptus são reconhecidas e sua demanda 

é alta nas áreas cosméticas e medicinais, sendo que a maior parte do fornecimento 

e comércio dos OE recai sobre a espécie Eucalyptus globulus (Bajaj, 1995). Os OE 

possuem aplicações que vão de desodorantes, antisséptico, sedativo e estimulante, 

até tratamentos populares para artrite, diabete, diarreia, câncer, laringite e vários 

outros (Elliot e Jones, 1986). Além disso, o Brasil possui uma posição de destaque 

em relação à extração, comercialização, volume e qualidade do OEE produzido 

(Maffeis et al., 2000; Silva et al., 2006). 

Eles também vêm sendo utilizados como agentes bioativos, exercendo o 

controle de doenças e até mesmo pragas que ameaçam espécies vegetais de 

interesse comercial (Delasquis et al., 2002; Bonaldo et al., 2004; Sandi e Blanco, 

2007; Steffen et al., 2008). Hoje em dia, sabe-se que o óleo essencial de eucalipto 

(OEE) pode gerar alelopatia a outras espécies de plantas (Cruz et al., 2000; Goetze 

e Thomé, 2004), porém essa reação depende da concentração utilizada e de 

compostos específicos presentes. Dessa forma, torna-se importante conhecer os 

benefícios do OEE que, assim como outros bioestimulantes, quando utilizado em 

concentrações pequenas podem estimular o crescimento vegetal e aumentar a 

população de importantes microrganismos do solo (Blum, 1999). 

Já existem pesquisas que confirmam a capacidade dos OE de algumas 

plantas (quando aplicados em baixas concentrações) de serem bioestimuladores do 

crescimento vegetal (Ludley et al., 2009; Steffen et al., 2010). Os OE podem não 

possuir importância nutricional para o crescimento da planta em si, porém ainda 

assim favorecem seu crescimento das mais variadas formas como, por exemplo, 

reforçando a resiliência a diferentes perturbações (Russo e Berlyn, 1990). Além 

disso, a literatura cita outros benefícios da utilização dos OE para o crescimento de 

fungos de interesse comercial (Zhi-Lin et al., 2007) e para a manutenção dos 

ecossistemas (Ryabushkina, 2005). 
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2.3 Bioestimulantes vegetais, as SH e a fração dos AH 

O aumento constante de pressões como o uso da terra e a degradação 

dos solos tropicais tem se tornado uma crescente preocupação. Logo, a descoberta 

de novas alternativas para a recuperação de áreas degradadas, pelos mais 

diferentes impactos, tem se tornado cada vez mais importante. Isso torna as 

substâncias consideradas bioestimulantes vegetais cada vez mais alvos de 

pesquisas com o intuito da produção de novas biotecnologias (Calvo et al., 2014). 

Dentro deste quadro temos a crescente importância das SH (Figura 3), que são 

bioestimulantes com a capacidade comprovada de induzir o crescimento vegetal, 

contribuindo para a diminuição do uso extensivo de fertilizantes minerais, reduzindo 

assim, a preocupação quanto à exaustão dos recursos naturais (Ertani et al., 2009; 

Kauffman et al., 2005). 

 

Figura 3. Modelo supra-estrutural para ácidos húmicos de acordo com Piccolo 
(1997). 
Fonte: Adaptado do Livro Humosfera, tratado preliminar sobre a química de substancias húmicas, 
página 52. 
 

Além das SH incrementarem comprovadamente o crescimento vegetal 

(Stevenson, 1994) também já foi descrito que esses bioestimulantes atuam sobre o 

metabolismo bioquímico das mesmas, como descrito no trabalho de Façanha e 
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colaboradores (2002), que verificaram o estímulo na síntese da H+-ATPase de 

membrana plasmática (MP) em raízes de plântulas de café e milho tratadas com SH 

e Zandonadi e colaboradores (2007) que verificaram evidências do efeito sobre a 

atividade das bombas de prótons localizadas tanto na MP quanto no vacúolo 

promovidas pela fração AH, indicando que tais bombas são importantes marcadores 

bioquímicos da bioatividade das SH. 

 Outros autores postularam que subunidades estruturais dos AH poderiam 

acessar receptores na superfície ou no interior da MP das células das raízes, 

resultando no estímulo do crescimento. As SH são materiais biológicos muito 

versáteis devido a sua multifuncionalidade, grande gama de interações, atividade 

biológica e capacidade de acumular água (Nasir et al., 2011; David et al., 2014; 

Jindo et al., 2012; Stevenson, 1994). Contudo, a abundância e distribuição 

especificamente da fração dos AH no solo afeta significativamente suas interações 

com uma ampla gama de outras substâncias (Machesky, 1993; Ritchie e Perdue, 

2003; Plaza et al., 2006), o que reforça a possibilidade de interações sinérgicas 

entre os AH e o OEE, além do fato de que ambas substâncias possuem grande 

afinidade apolar. 

 

2.4 Bioestimulantes e Stylosanthes na recuperação de áreas degradadas 

As SH podem ser extraídas diretamente do solo, porém existem outras 

fontes que podem gerar SH mais concentradas, como os vermicompostos. Estes são 

produtos da ação de compostagem realizada por minhocas do solo (Eisenia foetida 

Sav.), resultando em um material humificado de alta qualidade que pode ser 

utilizado na recuperação de solos (Vinceslas-Akpa e Louquet, 1997; Bajsa et al., 

2004). Isso é especialmente importante, já que o AH obtido de vermicomposto é, 

também de alta qualidade o que melhora sua bioatividade, estabilidade química e o 

torna mais eficiente na recuperação de ambientes degradados/antropizados (Benitez 

et al., 2000; Senesi et al., 2007). 

Grande parte da atenção dos pesquisadores tem se voltado para as 

propriedades funcionais dos OE e algumas pesquisas já mostraram que eles exibem 

vários efeitos biológicos sobre o crescimento e desenvolvimento de plantas 

(Takahashi et al., 2004). O uso dos OE como compostos funcionais em diversas 

áreas tem adquirido cada vez mais investimentos, seja por consumidores 

procurando por “produtos de origem natural” ou pela preocupação crescente na 
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utilização de compostos sintéticos que podem ser danosos (Sacchetti et al., 2005) e, 

assim, evitar possíveis degradações ao ambiente. Por possuírem muitos compostos 

bioativos, os óleos essenciais são promissores para o uso como bactericidas, 

fungicidas e antioxidantes (Baratta et al., 1998). Pesquisas mostram que alguns OE 

podem ser utilizados para melhorar o desenvolvimento de plantas, afetando seu 

crescimento de forma direta ou indireta (Mafia et al., 2007), servindo, não apenas 

como nutriente para o crescimento, mas também melhorando seu vigor e sua 

resistência a condições adversas, como é o caso de áreas degradadas (Mafia et al., 

2005; Andrade et al., 2006).  

Muitas espécies de Stylosanthes já são utilizadas como forrageiras para 

rotações de cultura, melhorando de forma significativa a fertilidade e conservação 

dos solos (Ramesh et al., 1997), além de melhorar a fixação de N (Reddy et al., 

1989). O gênero Stylosanthes foi elegido para utilização nesse estudo devido a seu 

reconhecido potencial como recuperador de solos (Carneiro et al., 1999), além de 

ocorrerem em áreas com diferentes tipos de solos, incluindo os ácidos e de baixa 

fertilidade (Williams et al., 1984) e possuir espécies mais resistentes a escassez de 

água (Chandra et al., 2004). Dessa forma, este gênero pode ser considerado 

excelente para a recuperação de solos brasileiros, pelos mesmos serem 

naturalmente pouco férteis e muito intemperizados (Figura 4). Além disso, essa 

espécie produz uma grande quantidade de massa radicular (Maass e Sawkins, 

2004), que é característica importante para que haja uma forte interação com 

bioestimulantes, visando à possibilidade de sua inserção em programas de 

recuperação de áreas degradadas ou em processo de degradação. 
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Figura 4. Distribuição geográfica de Stylosanthes guianensis na América Central e 
América do Sul incluindo boa parte do território brasileiro, onde cinza claro (■) 
mostram condições de crescimento aceitáveis e preto (■) exibem áreas onde o 
crescimento é ideal.  
Fonte:http://www.tropicalforages.info/key/Forages/Media/Html/Stylosanthes_guianensis_var._guianen
sis.htm 

 

Plantas do gênero Stylosanthes possuem outras vantagens, como o 

crescimento rápido, grande fixação de biomassa, boa resistência a condições 

adversas, abundância de sementes e fácil cultivo, o que às tornam ótimas 

candidatas a serem empregadas em programas de recomposição da vegetação 

(Xingfeng et al., 2010). Isso é especialmente importante já que grandes diferenças 

na produção e acumulação de massa durante o processo de sucessão primária 

podem ocorrer no mesmo ambiente florestal (Kellman, 1970; Snedaker, 1970; 

Tergas e Popenoe, 1971). 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1. Obtenção dos ácidos húmicos de vermicomposto (AH) 

O AH utilizado nos experimentos foi extraído no Laboratório de Ecologia 

da Matéria Orgânica (LEMO) da Universidade Vila Velha (UVV), seguindo o 

protocolo clássico desenvolvido pela Sociedade Internacional das Substâncias 

Húmicas (IHSS). Para tanto, foram utilizados 200 g de vermicomposto e 2000 mL de 

NaOH 0,1 mol L-1 (relação vermicomposto:solvente de 1:10). O material foi agitado 

por um período de 12 horas e, posteriormente, o recipiente permaneceu em 

repouso. O extrato solúvel foi retirado por sifonação e teve o pH diminuído até 1-1,5 

utilizando-se ácido clorídrico 6,0 mol L-1. O material acidificado foi então centrifugado 

(3000 rpm por 30 min) para obtenção dos AH. Após a obtenção dos AH os mesmos 

foram lavados até teste negativo contra cloreto e purificados por meio de uma diálise 

contra água destilada utilizando-se membranas de 2000 Daltons. Após a diálise os 

AH foram liofilizados e submetidos à análise de composição elementar (CHN), onde 

se obteve o valor de carbono de 40,8%. 

 

3.2. Obtenção do óleo essencial de Eucalipto 

O OEE foi adquirido comercialmente do revendedor BioEssência (Fonte: 

http://loja.bioessencia.com.br/index.html), com garantias de que o OE distribuído é 

100% puro, sem modificações ou adições e extraído de todas as partes das folhas 

de Eucalyptus globulus por destilação a vapor.  

 

3.3. Condições de germinação e cultivo 

Sementes de Stylosanthes foram germinadas em bandejas contendo 

areia autoclavada, e irrigada somente com água. Após a germinação, as bandejas 

foram regadas diariamente com água de forma que a areia estivesse sempre 

húmida, sendo cultivadas neste regime por 20 dias. Após o cultivo, plantas com 

padrões similares de crescimento (tanto das partes aéreas quanto das raízes) foram 

selecionadas para utilização nos experimentos a seguir. 

 

3.4. Ensaios preliminares de concentrações para AH 

Plântulas de Stylosantes com padrões similares de crescimento (1 par de 

folhas e aproximadamente 4 cm de raiz principal) foram selecionadas para a 
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montagem do experimento com o intuito de encontrar a concentração de AH que 

melhor estimulou o crescimento vegetal. Foi montado um sistema hidropônico 

(Figura 5), com aeração constante por intermédio de um micro aspersor, com as 

seguintes concentrações de AH: 0,0 (controle) 1,0; 3,0, 6,0 mM de C L-1. Cada 

tratamento possuiu 3 vasos (réplicas), com 7 plantas por vaso, totalizando 21 

plantas para cada tratamento, que cresceram neste regime por 20 dias. Após feita 

análise de regressão dos dados biométricos coletados, foram utilizados para a 

obtenção da melhor dose aqueles que obtiveram o modelo de regressão quadrático. 

 

 

Figura 5. O sistema hidropônico utilizado nos ensaios preliminares de 
concentrações para ácidos húmicos com plantas de Stylosanthes, mostrando as 
réplicas de todos os tratamentos e o sistema de aeração através de 
microaspersores. 
 

3.5. Ensaio preliminar para obtenção da melhor dose de OEE 

Plântulas de Stylosanthes com padrões similares de crescimento (1 par 

de folhas e aproximadamente 4 cm de raiz principal) foram selecionadas para a 

montagem do experimento com o intuito de encontrar a dose de OEE que melhor 

estimulou o crescimento vegetal. Foram utilizados vasos de Leonard, preenchidos 

com areia na parte superior e solução nutritiva de Hoagland, com ¼ da força iônica, 

na parte inferior. Somente ¼ da força iônica foi adicionada pois se sabe que 

Stylosanthes se estabelece com facilidade em solos mais pobres e com teores de P 
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entre 3-4 ppm (Jones et al., 1997). Foram feitos os seguintes tratamentos com OEE: 

0,0 (controle) 10; 30 e 90 µL, sendo que a quantidade total do OEE foi dividida e 

pipetada na base cada uma das 3 plantas (sendo 3,33; 10 e 30 µL respectivamente) 

(Figura 6). Cada tratamento possuiu 6 vasos (réplicas), com 3 plantas por vaso, 

totalizando 18 plantas para cada tratamento, que cresceram neste regime por 20 

dias. A solução de Hoagland e o OEE foram renovados a cada 7 dias. Após feita 

uma análise de regressão dos dados biométricos coletados, foram utilizados 

somente aqueles que apresentaram o modelo de regressão quadrático e assim 

obtendo as melhores doses através da integração da curva de dose resposta. 

 

 

Figura 6. Esquema representativo ilustrando o experimento do Ensaio preliminar 
para obtenção da melhor dose de OEE com plantas de Stylosanthes, exemplificando 
os quatro tratamentos criados. 

 

3.6. Combinação das melhores concentrações de AH+OEE 

Após a obtenção das concentrações ideais, tanto do AH quanto do OEE, 

que melhor estimularam o crescimento vegetal, novas plântulas de Stylosanthes, 

com padrões similares de crescimento (1 par de folhas e aproximadamente 4 cm de 

raiz principal), foram selecionadas para a montagem de um novo experimento com o 

intuito de testar as melhores doses encontradas isoladamente e em combinação 

(Figura 7), gerando-se os seguintes tratamentos: Controle, Ácidos Húmicos (AH), 

Óleo Essencial de Eucalipto (OEE) e o tratamento combinando os bioestimulantes 

(AH+OEE). Foram utilizados vasos de Leonard, preenchidos com areia na parte 

superior e solução nutritiva de Hoagland (1/4 força iônica) na parte inferior. O 
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tratamento controle consistia somente da solução nutritiva, já para os tratamentos 

com os AH adicionou-se a melhor concentração encontrada à solução. Para os 

tratamentos com OEE a quantidade total ideal foi dividida e pipetada na base de 

cada planta. Foram feitos 4 vasos (réplicas), com 6 plantas por vaso, totalizando 24 

plantas por tratamento, que cresceram neste regime por 20 dias. 

 

 

Figura 7. Esquema representativo ilustrando o experimento que foi montado 
utilizando-se as melhores doses encontradas dos bioestimulantes que foram 
utilizados tanto em combinação quanto isoladamente. 
 

3.7. Avaliação dos biestimulantes quanto ao crescimento radicular de plântulas de 

Stylosanthes 

Os efeitos das concentrações ótimas encontradas durante os “Ensaios 

preliminares de concentrações” (AH e OEE) e do tratamento combinado (AH+OEE), 

sobre o crescimento de plântulas de Stylosanthes, foram avaliados de acordo com o 

número de raízes laterais, comprimento das raízes principais e laterais (com auxílio 

de uma régua milimetrada), densidade de raízes laterais e da área radicular total, 

utilizando-se o programa computacional para análise digital de imagens Delta-T 

ScanTM (Figura 8). 
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Figura 8. Exemplo de imagem preto-e-branco 1 bit de plântulas de Stylosanthes 
representativas de cada tratamento e utilizadas para as medições de diferentes 
parâmetros de crescimento através da contagem do número de pixels das raízes e 
posterior cálculo da área radicular. 
 

3.8. Avaliação dos biestimulantes quanto aos parâmetros fisiológicos de plântulas de 

Stylosanthes 

Os efeitos dos tratamentos com AH, OEE e combinados (AH+OEE), sobre 

os parâmetros fisiológicos de plântulas de Stylosanthes, foram analisados pelas 

medições de trocas gasosas, fluorescência e conteúdo da clorofila, conforme 

descrito a seguir. Todas as mensurações foram realizadas nas plantas após os 20 

dias de crescimento em vasos de Leonard (Figura 7) em casa de vegetação. 

 

3.8.1. Trocas gasosas  

A medição das trocas gasosas foi realizada nas folhas individuais do 2º 

par de folhas totalmente expandidas, nas 6 plantas de cada um dos 4 vasos (total de 

24 plantas), em cada tratamento, sendo uma medição por planta. Nas avaliações 

das folhas individuais, a taxa fotossintética liquida, transpiração, condutância 

estomática, concentração interna e ambiente de CO2 (relação Ci/Ca), foram 

determinadas com o auxílio de um analisador a gás infravermelho portátil (IRGA), 

modelo Li 6400 (LI-COR, Lincoln, NE, USA), utilizando uma fonte luminosa fixa em 

1500 μmol m-2 s-1 de intensidade de fluxo de fótons fotossintéticos (FFF). 
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3.8.2. Fluorescência da clorofila  

As medições da emissão da fluorescência da clorofila foram realizadas 

por meio de um modelo PEA não-modulado (Hansatech Instruments Ltd, King’s 

Lynn, Norfolk, UK).  Para tanto, foram utilizadas pinças fornecidas pelo fabricante 

para a adaptação do tecido foliar ao escuro por 30 minutos, para que todos os 

centros de reação estejam abertos (Qa oxidada) (Bolhar-Nordenkampf et al., 1989). 

Por meio de um fluorímetro não-modulado, foi possível obter as medidas da 

fluorescência inicial (F0), fluorescência máxima (Fm) e fluorescência variável (Fv). A 

partir dos valores de Fv e Fm, foi possível obter a relação Fv/Fm (rendimento 

quântico máximo do fotossistema II) (Bolhar-Nordenkampf et al., 1989). A indução 

da fluorescência foi feita por pulso de luz vermelha (650 nm) com duração de 2 

segundos com intensidade de 600 W m- 2 (100% de intensidade), obtido por meio 

de seis LEDS (Light Emitting Diodes) localizados na sonda do aparelho. 

 

3.8.3. Conteúdo de clorofila 

A estimativa do conteúdo de clorofila foi avaliada por meio dos valores do 

índice SPAD, os quais foram obtidos por meio do medidor portátil de clorofila (MPC), 

SPAD-502 (Minolta, Japão). Foram feitas três medições por folha, nas mesmas 

folhas onde foram feitas as medições da taxa fotossintética líquida e da emissão da 

fluorescência da clorofila. Todas as medições das trocas gasosas, da fluorescência 

da clorofila A e o teor de clorofila foram realizadas entre 8:00 e 10:40 horas da 

manhã para todos os tratamentos. 

 

3.9. Medida de acidez em solução possivelmente associada à atividade das SH 

sobre as H+-ATPases 

A estimativa da atividade da H+-ATPase foi avaliada pela medição de acidez 

em solução (Silva et al., 2015), realizada nas plântulas de Stylosanthes tratadas com 

AH, OEE e AH+OEE. Foram utilizadas as melhores doses de cada bioestimulante 

obtida no ensaio preliminar de dose resposta. Nesse experimento, o meio mínimo 

(CaCl2 2 mM) foi utilizado a fim de evitar qualquer influência dos nutrientes, que 

poderiam funcionar de maneira sinergética com os bioestimulantes, estimulando o 

desenvolvimento radicular e o metabolismo das plântulas. As plantas foram 

submetidas ao tratamento com e sem os bioestimulantes em vasos de Leonard 

(Figura 7) durante 48 horas. Após este período, foram transferidas para um 
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recipiente com 250 mL de uma solução de CaCl2 2mM a pH 7. A medida da acidez 

(pH) da solução foi realizada com o auxílio de um pHmetro durante 150 minutos. As 

raízes foram digitalizadas através da captura digital das imagens por fotografia e 

secas em estufa de ar forçado, e a quantidade de H+ foi expressa em extrusão de H+ 

por grama de massa seca de raiz. 

 

3.10. Delineamento experimental e análise estatística 

Para todas as variáveis analisadas foi realizada a análise de variância, 

para verificar o efeito do tratamento em relação às respostas. Os dados foram 

analisados utilizando-se o delineamento inteiramente casualizado (DIC). Para o 

experimento de obtenção das melhores concentrações ou doses dos 

bioestimulantes, procedeu-se a análise de regressão, os modelos apresentados 

foram os quadráticos que melhor se ajustaram. Os dados de regressão foram 

normais e suas significâncias, e de seus coeficientes, foram verificadas pelo teste F 

(p<0,05) e pelo teste t (p<0,05), respectivamente. O ajuste de regressão foi efetuado 

pelo coeficiente ajustado (R2). Tanto a obtenção das melhores doses dos 

bioestimulantes quanto às respostas sobre a morfologia das plântulas foram 

avaliadas ao final de 20 dias. Para a estimativa da atividade da H+-ATPase, foi 

utilizado um DIC, com 4 tratamentos (controle, AH, OEE e AH+OEE) contendo 10 

plantas cada e 3 repetições. Todos os dados foram analisados com o emprego do 

programa estatístico SISVAR (Ferreira, 2011) e as diferenças entre as médias dos 

tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1. Ensaio de concentrações ótimas 

Para encontrar as concentrações ou doses ótimas de ambos os 

bioestimulantes (AH e OEE) foram utilizadas somente as regressões quadráticas 

com os valores encontrados após os “ensaios preliminares de concentrações e ou 

doses”. Tal procedimento foi feito devido aos bioestimulantes vegetais possuírem, 

muitas vezes, ação muito similar a de alguns fitohormônios (Zandonadi et al., 2010), 

que possuem como característica o estabelecimento de equações de regressão 

quadráticas como as mais adequadas por representarem os melhores estímulos 

sobre o crescimento dos vegetais. Para o AH foram utilizados os valores da 

densidade de raízes laterais, onde a concentração ótima encontrada foi de 3,14 mM 

C L-1 (Tabela 1), sendo um valor semelhante ao encontrado por Canellas et al. 

(2010), Dobbss et al. (2010) e Ramos et al. (2015) para plântulas de Arabidopsis, 

milho e tomate e arroz respectivamente, que variaram de 2,0 a 4,0 mM C L-1. No 

caso do OEE, foram utilizados os valores das massas frescas e secas das raízes 

das plântulas de Stylosanthes, onde a concentração ótima encontrada foi de 48,0 µL 

(Tabela 2), valor similar ao encontrado por Steffen et al. (2010), onde os autores 

verificaram que a aplicação de OE de Eucalyptus grandis nas concentrações de 25 e 

50 µL proporcionaram aumentos superiores a 90% sobre a germinação de sementes 

e, nas concentrações 30 e 40 µL, favoreceram o crescimento das raízes e da parte 

aérea em mudas do próprio eucalipto. 

 

Tabela 1. Modelo de concentração-resposta, coeficiente de correlação (R2), desvio-
padrão da regressão (DP), número de unidades que integram a amostra (n), nível de 
significância da regressão (valor-p) e ponto de inflexão [concentração ótima - 
(dx/dy): b1 + 2(b2)x = 0] para a densidade de raízes laterais de plântulas de 
Stylosanthes após tratamento com AH de vermicomposto. 

Equação 
R2 DP n valor-p 

Concentração 

ótima de AH (y = b2x2 + b1x + b0) 

y = -0,0284x2 + 0,1782x + 6,0281 0,83 6,34 25 <0,0018 3,14 mM C L-1 
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Tabela 2. Modelo de dose-resposta, coeficiente de correlação (R2), desvio-padrão 
da regressão (DP), número de unidades que integram a amostra (n), nível de 
significância da regressão (valor-p) e ponto de inflexão [dose ótima - (dx/dy): b1 + 
2(b2)x = 0] para as massas frescas e secas das raízes de plântulas de Stylosanthes 
após tratamento com OOE. 

Equação 
R2 DP n valor-p 

Dose ótima de 

OEE (y = b2x2 + b1x + b0) 

y = -0,0003x2 + 0,0291x + 0,8342 0,79 3,89 25 <0,024 48,5 µL 

y = -6E-05x2 + 0,0057x + 0,1164 0,85 1,71 25 <0,006 47,5 µL 

        MÉDIA 48,0 µL 

 

4.2. Efeitos sobre a biometria das raízes de Stylosanthes  

O tratamento com AH não refletiu em diferenças significativas para o 

comprimento das raízes principais (CRP) em Stylosanthes, que chegaram a 

apresentar valores cerca de 4% inferiores ao controle (Figura 9 A). Os estímulos 

causados pelo AH sobre o comprimento da raiz principal em diferentes espécies 

vegetais tende a ser variado, o que pode ser encontrado no trabalho de Canellas et 

al. (2010), onde as concentrações de AH utilizadas geraram um crescimento 

significativo da raiz principal em Arabidopsis, porém não surtiram nenhum efeito 

sobre plantas de milho. Assim como para o OEE, o estímulo sobre o CRP não foi 

significativo (menos de 1% de diferença) (Figura 9 A) o que pode ter sido causado 

pela concentração do tratamento (48,0 µL), autores observaram que as 

concentrações ideais de OEE para o estimulo do crescimento da raiz principal são 

maiores que as concentrações que melhor estimulam o crescimento das raízes 

laterais (Steffen et al., 2010). A combinação de AH+OEE também não exibiu 

influencias significativas sobre o CRP (Figura 9 A), com valores 7% menores em 

relação ao controle, o que pode ter sido causado por ambos os motivos pelos quais 

esses bioestimulantes, em separado, também não afetaram o CRP.  
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Figura 9. Resultados da biometria das raízes de Stylosanthes, onde os parâmetros 
avaliados foram: (A) Comprimento das raízes principais, (B) Número de raízes 
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laterais, (C) Comprimento das raízes laterais, (D) Média da densidade de raízes 
laterais e (E) Área radicular total. As barras representam os tratamentos Controle, 
AH, OEE e AH+OEE respectivamente, o desvio padrão está expresso acima de 
cada barra e letras diferentes no topo indicam diferenças significativas de acordo 
com o teste de Tukey (com 5% de probabilidade). 
 

Os estímulos de todos os tratamentos sobre o número de raízes laterais 

(NRL) em Stylosanthes (Figura 9 B) foram significativamente positivos em relação ao 

tratamento controle, sendo que AH, OEE e AH+OEE geraram aumentos de cerca de 

65%, 24% e 70% respectivamente. Da mesma forma, foram observados incrementos 

significativos no comprimento das raízes laterais (CRL) para todos os tratamentos 

em relação ao controle (Figura 9 C), sendo da ordem de 237% para o AH, 79% para 

o OEE e 129% para o AH+OEE. Em relação à densidade de raízes laterais (DRL = 

razão do NRL/CRP), apenas o OEE apresentou resultados não significativos em 

relação ao controle, sendo que AH e AH+OEE apresentaram resultados 

significativos das ordens de 72% e 83% respectivamente (Figura 9 D). O efeito 

estimulante dos AH sobre o crescimento de raízes laterais era esperado e já havia 

sido descrito por outros autores, como Aguiar et al. (2012) que verificou o 

desenvolvimento significativo de raízes laterais em milho após serem tratadas com 

AH extraídos de vermicompostos com mais de 60 dias de maturação, e Canellas et 

al. (2010) que observou o aumento na densidade, número e comprimento de raízes 

laterais em outras duas espécies vegetais quando expostas aos AH. Além disso, 

Steffen et al. (2010) encontrou resultados similares, onde uma concentração de 

apenas 30 µL de OEE foi suficiente para gerar desenvolvimento significativo sobre o 

volume relativo das raízes de Eucalyptus grandis. 

Quanto à área radicular total (Figura 9 E) todos os tratamentos obtiveram 

resultados com significância estatística quando comparados ao controle, sendo da 

ordem de 28% para o OEE e cerca de 69% para o AH. Porém é importante observar 

que, apesar do AH+OEE também ter apresentado efeito significativo sobre a área 

radicular total (cerca de 17%) em relação ao controle, seus efeitos foram 52% 

menores quando comparados ao tratamento com AH somente. O principal motivo 

para isso pode estar na acumulação dos bioestimulantes, pois Steffen e 

colaboradores (2010) postularam que os estímulos dos OE são ideais quando 

aplicados em pequenas quantidades e Nardi e colaboradores (2009) mostraram que 

os efeitos benéficos dos AH no crescimento radicular também ocorrem quando 

aplicados em baixas concentrações. Logo, a combinação de AH+OEE pode ter 
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gerado stress devido à grande concentração dos bioestimulantes num mesmo 

tratamento e passando, gradativamente, de efeito estimulante para inibitório. 

 

4.3. Efeitos sobre a fisiologia de Stylosanthes  

A taxa fotossintética líquida (Figura 10 A) nas plantas de Stylosanthes foi 

beneficamente afetada por todos os tratamentos, de forma significativa, em relação 

ao tratamento controle. Onde os aumentos gerados pelos AH foram da ordem de 

8%, para o OEE 6% e AH+OEE cerca de 13%. O trabalho de Fan et al. (2014) 

encontrou resultados similares, onde a aplicação foliar de AH em plantas de 

crisântemo gerou incrementos a índices morfológicos e à atividade fotossintética 

quando comparado ao fertilizante inorgânico (NPK) após um período de 30 dias. 

Além disso, é possível perceber que o maior estimulo do OEE ocorreu sobre a taxa 

fotossintética líquida (Figura 10 A) e já se sabe que esse é um dos parâmetros que 

melhor reflete a capacidade fotossintética de uma espécie (Sicher e Bunce, 2001). 

Esses fatores podem estar relacionados com os valores superiores encontrados na 

combinação AH+OEE em relação aos outros tratamentos, indicando um possível 

sinergismo entre os bioestimulantes estudados. 
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Figura 10. Resultados dos parâmetros fotossintéticos das partes aéreas de 
Stylosanthes, onde os gráficos seguintes apresentam: (A) Taxa fotossintética líquida, 
(B) Transpiração vegetal, (C) Rendimento quântico, (D) Índice de SPAD, (E) 
Condutância estomática e (F) Relação carbono interno/externo (Ci/Ca). As barras 
representam os tratamentos Controle, AH, OEE e AH+OEE respectivamente, o 
desvio padrão está expresso acima de cada barra e letras diferentes no topo indicam 
diferenças significativas de acordo com o teste de Tukey (com 5% de probabilidade). 

 

De forma a confirmar os resultados obtidos pela medida da taxa 

fotossintética líquida, também foram mensurados a transpiração vegetal, rendimento 

quântico e o índice de SPAD. Com relação a transpiração vegetal ocorreram 

diferenças entre os tratamentos (Figura 10 B), onde o AH, OEE e AH+OEE geraram 

aumentos significativos em torno de 31, 22 e 47%, respectivamente, em relação ao 

controle. Os aumentos no rendimento quântico (Figura 10 C) também foram 

significativos para todos tratamentos, quando comparados ao controle, com 
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aumentos de 7% para os AH, 4% para o OEE e cerca de 10% para AH+OEE. Um 

padrão similar se manteve nos resultados do índice de SPAD (Figura 10 D), onde o 

AH gerou aumentos da ordem de 5%, OEE 2% e AH+OEE 9%, sendo todos 

significativos quando comparados com o tratamento controle. Com relação a esses 

resultados é possível observar que a interação entre AH+OEE foi a que mais 

proporcionou incrementos nos parâmetros fotossintéticos avaliados em relação ao 

controle, e isso pode estar relacionado, não somente aos bioestimulantes 

isoladamente, mas principalmente à interação benéfica de sua combinação. Já foi 

postulado na literatura que os AH exercem papel ativo na estimulação da 

fotossíntese, respiração vegetal, entre outros parâmetros fisiológicos (Chen et al., 

2004), deixando claro seus efeitos benéficos para espécies vegetais. Apesar de 

trabalhos que avaliam o efeito de OE sobre a fisiologia de plantas serem escassos, 

Ibrahim e colaboradores (2004; 2006) avaliaram o efeito de monoterpenos 

(constituintes representativos dos OE) sobre diferentes cultivares de alfaces e 

cenouras. Esses autores encontraram concentrações limite de limoneno (terpeno, 

extraído de cascas cítricas) variando entre 60 e 90 mL L-1 que afetaram 

negativamente diferentes variáveis fisiológicas, como a fluorescência da clorofila II, 

nos cultivares testados. Porém, no trabalho citado, não foram testadas 

concentrações mais baixas, o que vai de encontro ao que a literatura diz sobre os 

efeitos benéficos dos OE, que preconiza a aplicação dos mesmos em baixas 

concentrações (Steffen et al. 2010). 

Os resultados da mensuração da condutância estomática (Figura 10 E) e 

da razão carbono interno:externo (Ci/Ca) (Figura 10 F) apresentaram um padrão 

análogo, onde apenas o tratamento combinado AH+OEE gerou efeitos significativos 

em relação ao controle, sendo eles das ordens de 77 e 30%, respectivamente. Já se 

sabe que a abertura dos estômatos e a concentração de CO2 são fatores que 

regulam a fotossíntese de forma relativa, onde a baixa concentração de CO2 no 

tecido vegetal induz diretamente a abertura dos estômatos e, consequentemente, a 

atividade fotossintética (Marenco e Lopes, 2005; Marenco et al., 2006; Dias e 

Marenco, 2007), assim sendo esses dois parâmetros estudados atuam como 

confirmadores da atividade fotossintética. Tais dados obtidos podem estar 

relacionados ao sinergismo gerado pela aplicação dos AH e do OEE em baixas 

concentrações, o que pode vir a promover efeitos benéficos sobre o crescimento e 

fisiologia das plantas (Steffen et al., 2010; Nardi et al., 2009). 
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4.4. Efeito sobre a estimativa da atividade da H+-ATPase 

Ocorreu um decréscimo gradativo dos valores de pH nos tratamentos com 

AH, OEE e AH+OEE, respectivamente (Figura 11 A), onde a acidez das soluções 

onde as plantas permaneceram nos tratamentos com os bioestimulantes por 48 

horas foram consideravelmente maiores quando comparados ao tratamento 

controle. O aumento da acidez gerado pelo tratamento com AH corroboram com os 

dados de Aguiar et al. (2011) que encontraram maior acidificação nas soluções de 

plantas de milho, tratadas com AH extraídos de vermicompostos, pelo mesmo 

período descrito acima. Pode-se afirmar que os resultados do presente trabalho 

constituem a primeira evidencia do efeito positivo de OE sobre a acidificação do 

meio de cultivo radicular, assim como outros autores relataram os primeiros efeitos 

de monoterpenos sobre a fluorescência da clorofila II, taxa fotossintética liquida e o 

funcionamento dos estômatos (Ibrahim et al., 2004) em diferentes cultivares. É 

importante perceber que o efeito do AH+OEE sobre o pH do meio de cultivo atingiu 

os valores mais baixos dentre todos os tratamentos (Figura 11 A). De acordo com 

Aguiar et al. (2011), a acidificação do meio pode estar relacionada a dois principais 

fatores, sendo eles a produção de CO2 pela respiração radicular e a extrusão de H+ 

pela H+-ATPase presente tanto na membrana plasmática quanto nos vacúolos das 

células. 
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Figura 11. A. Curvas dos resultados da acidificação (pH) das soluções de meio 
mínimo (CaCl2 2mM) contendo plântulas de Stylosanthes (após permanecerem 48 
horas nos tratamentos) no decorrer de duas horas e vinte minutos. B. Estimativa da 
extrusão de H+ pela massa seca de raízes de Stylosanthes. 

 

Já se sabe que uma das principais razões para o aumento na extrusão de 

H+ reside na atividade das H+-ATPases. Logo foi mensurado a extrusão de H+ pelas 

raízes de Stylosanthes (Figura 11 B), com o intuito de relacionar os valores de pH e 

H+ encontrados com a acidificação das soluções de CaCl2 2mM, após a exposição 

das plântulas aos tratamentos. Os valores exibidos na Figura 11 B refletem os 

decréscimos do pH na Figura 11 A, onde aumentos gradativos na extrusão de H+ 

para AH, OEE e AH+OEE, respectivamente, sendo que todos os valores foram 

superiores em relação ao tratamento controle. Silva et al. (2015) também verificaram 

que o tratamento com AH, gerou aumentos nítidos na extrusão de H+ nas raízes de 

Cattleya warneri (Orchidaceae), o que está em conformidade com os dados 

encontrados no presente trabalho. Assim como os resultados encontrados por Silva 

et al. (2015), é possível afirmar, ao menos parcialmente, que a diminuição do pH das 

soluções de cultivo está relacionada com a atividade da H+-ATPase de membrana 

plasmática e, consequentemente, ao aumento da extrusão de H+. 

Vale ressaltar que os aumentos na extrusão de H+ são de ordem 

exponencial e refletem paralelamente seus respectivos decréscimos de pH, sendo 

que o tratamento utilizando-se a interação entre AH+OEE foi o que alcançou os 
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valores mais expressivos (Figura 11 B), podendo, portanto, ser um forte indicativo do 

efeito benéfico dessa interação entre os biostimulantes estudados (AH e OEE) sobre 

a indução do “crescimento ácido”, encontrado e descrito previamente por outros 

autores para somente para a fração AH (Cordeiro et al., 2010; Canellas e Santos, 

2005). 
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5. CONCLUSÕES 

 

A combinação de AH isolados de vermicomposto e OE de Eucalyptus 

globulus (AH+OEE) apresentaram a capacidade de estimular o crescimento radicular 

de Stylosanthes e, principalmente, incrementar os parâmetros fotossintéticos e a 

estimativa da atividade da H+-ATPase avaliados nas plântulas. Os efeitos da 

combinação entre os bioestimulantes (AH+OEE) foram superiores em relação aos 

outros tratamentos na estimulação fisiológica de Stylosanthes, na acidificação das 

soluções após exposição aos tratamentos e a extrusão de H+ (e consequente 

indução do crescimento ácido), mostrando que existe um interacionismo entre os 

bioestimulantes. Com isso, podemos afirmar que a combinação de AH+OEE 

geraram benefícios suficientemente concretos sobre as características avaliadas em 

plântulas de Stylosanthes, criando-se a expectativa de podermos utilizar plantas 

dessa espécie tratadas com a combinação de AH e OEE (fornecendo plantas de alto 

vigor e provavelmente mais preparadas para a sobrevivência em condições 

adversas), num futuro próximo, visando a recuperação de áreas degradadas ou em 

processo de degradação. Da mesma forma se pode melhorar a aplicabilidade de 

Stylosanthes em suas diferentes formas, como em rotações de plantios, alimentação 

animal, fixadora de solos em processo de erosão e formação de consórcios com 

outras espécies. Trabalhos futuros podem testar os efeitos das substâncias húmicas 

totais, ou outras de suas frações, sobre os parâmetros estudados principalmente 

sobre os efeitos fisiológicos e sobre a extrusão de H+, que apresentaram os 

resultados mais significativos no presente estudo. Também é de se ressaltar que 

alguns parâmetros não medidos neste estudo podem apresentar relevância 

significativa em trabalhos futuros, notadamente a medição do peso fresco/seco das 

partes aéreas e a espessura das raízes laterais. 
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