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RESUMO

Os estresses abioticos causam inumeros maleficios as culturas, como limitacdo no
crescimento e declinio na produtividade das plantas. O estresse salino € um dos principais vilGes
dessas limitacdes. O morango é uma fruta consumida mundialmente, rica em nutrientes e
flavonoides, possui propriedades antioxidantes e alta demanda pela populagdo. A necessidade
do aumento de produtividade torna a busca por plantas mais tolerantes aos estresses abioticos,
uma demanda urgente. Nesse sentido, processos empregados através da cultura de tecidos
vegetais apresentam-se como uma ferramenta potente, pois aceleram estudos auxiliando no
entendimento de processo e, consequentemente, contribuindo para o melhoramento vegetal.
Dentre os indutores de resisténcias ou produtos que mitiguem esses estresses estudados
destacam-se o0 uso de microrganismos como a rizobactérias, nutrientes como o silicio,
biofertilizantes, e os &cidos organicos, como os acidos himicos e fulvicos. O objetivo do
trabalho foi investigar se os &cidos humicos e acidos fulvicos promovem resisténcia ao estresse
salino em plantas de morango. A inducéo ao estresse salino nas mudas foi realizada in vitro, e,
posteriormente, as plantas foram levadas a casa de vegetacdo e cultivadas em situacdo de
estresse para verificar possivel eficiéncia do processo. Foi analisada a atividade das enzimas
catalase, superdxido dismutase, ascorbato peroxidase e a ocorréncia de peroxidacao lipidica, o
acumulo de clorofilas e carotenoides, e 0 acimulo de macronutrientes e micronutrientes. Além
das analises de crescimento do comprimento da parte aérea, sistema radicular, nimero de brotos
e folhas, e massa seca. Os dados foram submetidos ao Teste t, e quando significativos, a analise
de regressao. Diante dos resultados, foi possivel verificar que a concentracdo de sal utilizada in
vitro foi suficiente para ocasionar estresse nas plantas. Observou-se uma relacdo direta entre o
aumento das concentrac@es de &cidos humicos e fulvicos e aumento da atividade do sistema de
defesa vegetal em resposta ao sal aplicado durante o crescimento das mudas em casa de
vegetacdo, sugerindo que plantas desenvolvidas in vitro, na presenca dos &cidos respondem ao
estresse biotico de forma mais rapida. Os &cidos também propiciaram um efeito positivo no
aumento do teor de clorofila das mudas expostas ao estresse. Concluimos que os &cidos himicos
e fulvicos podem ser utilizados in vitro para produzir mudas de morangueiros mais responsivas
ao estresse por salinidade. O aumento gradativo das concentracdes de ambos os acidos aumenta
a resposta das plantas a situacdo de estresse.

Palavras chaves: Estresse salino. Indutores de resisténcia. Acidos himicos. Acidos falvicos.



ABSTRACT

Abiotic stresses cause numerous harms such as crops, such as limiting plant growth and
declining plant productivity. Saline stress is one of the main villains of limitations. The
strawberry is a fruit consumed worldwide, rich in nutrients and flavonoids, has antioxidant
properties, and high demand by the population. The need for increased productivity and the
search for plants more tolerant to abiotic stresses is an urgent demand. In this sense, employees
employed in the culture of organic tissues, as they speed up studies helping to understand the
process and consequently contributing to plant breeding. Among the resistance inducers or
products that mitigate these studied stresses, we highlight the use of microorganisms such as
rhizobacteria, nutrients such as silicon, biofertilizers, and organic acids, such as humic and
fulvic acids. The objective of the work was to investigate whether humic acids and fulvic acids
promote resistance to salt stress in strawberry plants. The induction of salt stress in the seedlings
was carried out in vitro, afterwards, as the plants were taken to the greenhouse and grown under
stress to verify possible efficiency of the process. The activity of catalase, superoxide
dismutase, ascorbate peroxidase and the occurrence of lipid peroxidation was analyzed. The
accumulation of chlorophylls and carotenoids, and the accumulation of macronutrients and
micronutrients. In addition to the growth analysis of shoot length, root system, number of shoots
and leaves, dry matter. The data were discovered on the test and when tested for regression
analysis. In view of the results, it was possible to verify that the concentration of salt used in
vitro was sufficient to cause stress in plants. There was a direct relationship between the
increased needs for humic and fulvic acids and increased activity of the plant defense system
in response to the planned salt during seedling growth in the greenhouse, suggesting that plants
developed in vitro in the presence of acids to biotic stress more quickly. The acids also had a
positive effect in increasing the chlorophyll content of the seedlings exposed to stress. We
conclude that humic and fulvic acids can be used in vitro to produce strawberry seedlings that
are more responsive to salinity stress. The gradual increase of both acids increases the response
of plants to stress.

Keywords: Saline stress. Resistance inducers. Humic acids. Fulvic acids.
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1 INTRODUCAO

O morango (Fragaria x ananassa Duch.) é um dos frutos mais populares do Brasil,
sendo a espécie de maior expressdo comercial dentre as pequenas frutas, consumido in natura
ou na forma de produtos manufaturados (OLIVEIRA et al., 2016).

Espécie pertencente a familia Rosaceae, é considerado um pseudofruto néo climatérico
perene, rasteira e herbacea (ANTUNES; CARVALHO; SANTOS, 2011). Apresenta ampla
distribuicdo geogréafica, uma vez que possui alta capacidade adaptativa as condic¢des do clima.
E cultivado nas regides Nordeste, Sul, Sudeste e Centro Oeste do Brasil, podendo se destacar
os estados do Rio Grande do Sul, Sdo Paulo e Minas Gerais, como 0s maiores produtores
nacionais (SOUSA et al., 2014; CUNHA JUNIOR et al., 2012).

Sua propagacdo acontece de forma vegetativa, geralmente através de estolhos que se
originam na planta-mé&e e enraizam em condigdes de fotoperiodo longo, temperatura elevada,
formando novas plantas. Entretanto, quando propagado desta forma, a taxa de propagacao de
plantas portadoras de virus é muito elevada (FULTON; MCGREW, 1970), reduzindo a
qualidade das plantas clonadas.

Com isso, o cultivo in vitro é uma opcéo interessante para propagacdo do morangueiro,
pois auxilia na producdo em escala comercial de mudas de qualidade, em curto espago de tempo
e livres de pragas e doencas. A propagacao in vitro consiste em técnicas baseadas na
totipoténcia celular dos vegetais, em que pequenos fragmentos de tecido vegetal, podendo ser
raiz, gemas, meristemas, folhas, denominados explantes. Sdo cultivados em meio de cultura em
condicBes totalmente assépticas, possibilitando a multiplicacdo em massa de individuos, a
conservacao de espécies e a producao de plantas isentas de microorganismos (SANTOS et al.,
2015; SILVA et al., 2017). A micropropagacdo do morangueiro ocorre a partir do isolamento
do meristema, onde h4 a total certeza da isencéo de virus (GARCIA-GONZALES et al., 2010).

Durante o processo de cultivo in vitro, os explantes sdo submetidos a condigdes
especificas no microambiente em que estdo sendo cultivados, onde os componentes do meio de
cultura, a adicdo exdgena de reguladores de crescimento, a umidade dentro dos frascos de
cultivo, a luz e a temperatura, podem se tornar um fator limitante para seu ideal
desenvolvimento, e podem auxiliar sua sobrevivéncia pos aclimatizagdo (US-CAMAS et al.,
2014).

A salinidade é um dos principais estresses ambientais que afetam negativamente o
crescimento e o metabolismo vegetal, além de ser um dos fatores responsaveis pelo decréscimo

da produtividade (SILVA et al., 2013). O uso de agua com alta concentracao de sais pode inibir
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0 crescimento das plantas em razdo da reducdo do potencial osmoético da solugdo do solo,
restringindo a disponibilidade de agua e/ou pela acumulagdo excessiva de ions nos tecidos
vegetais, podendo ocasionar toxicidade idnica, desequilibrio nutricional, ou ambos (SOUZA;
BEZZERRA,; FARIAS, 2010).

Diante desse fato, observa-se estudos evidenciando a agdo positiva do uso de
biofertilizantes atenuando parcialmente os efeitos da salinidade da &gua na formag&o de mudas
de frutiferas como a goiabeira (CAVALCANTE et al., 2010), nim (NUNES et al., 2012) e
oiticica (DINIZ NETO et al., 2014) devido a presenca de substancias himicas, contidas nos
insumos organicos, proporcionarem uma maior regulacdo osmatica entre a raiz e a solucéo do
solo, além de diminuirem a intensidade dos efeitos toxicos dos sais ao crescimento das plantas
(AYDIN; KANT; TURAN, 2012).

Nesse contexto, onde os trabalhos propdem estudar os efeitos maléficos do estresse
salino, bem como procurar solugdes para o cultivo de plantas nesse ambiente com estresse
abidtico, muitos estudos s&o feitos em cultivo hidropdnico ou em solo (REZENDE et al., 2018).
Lawlor (2013) acrescenta que o cultivo in vitro tem inimeras vantagens como: controlar o
ambiente com luminosidade, nutricdo adequada, otimizacdo de espaco, maior agilidade no
resultado. Para Jain et al. (2001) o cultivo in vitro permite encurtar consideravelmente o tempo
para selecionar as plantas que tiveram expressdo das caracteristicas desejaveis e,
posteriormente, para a conclusdo, e até a comprovacdo do resultado esperado o cultivo segue
para 0 ambiente externo na fase de aclimatacéo.

Dentre esses pontos positivos pode se ter mais ou menos pontos dependendo do objetivo
do trabalho. No cultivo in vitro, o pesquisador consegue isolar o efeito, exemplificando, toma-
se 0 estresse salino, ou seja, evita-se que haja mais fatores suspeitos na resposta final do
experimento. Vale salientar que a maioria dos trabalhos com tolerancia a salinidade foram
executados in vitro (CLAYES et al., 2014). Como agente indutor de salinidade em in vitro o
NaCl tem sido o mais usual.

Diante do exposto, infere-se que a adi¢do de substancias organicas ao meio de cultivo
auxilia na inducdo de resisténcia a salinidade in vitro, podendo diminuir a taxa de mortalidade
dos clones de morangueiro, durante a fase de aclimatizacéo.

Este trabalho objetiva avaliar a influéncia de diferentes doses de &cidos humicos e

falvicos na indugdo de resisténcia salinidade in vitro em morangueiro.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1  Descricdo botanica do morangueiro

O morangueiro, cultivado em diferentes regides do mundo, é uma espécie pertencente a
familia Rosaceae, subfamilia Rosoideae e & tribo Potentilleae. O género Fragaria L.
compreende 19 ou mais espécies silvestres. E uma planta herbacea perene, cultivada
anualmente. Seu crescimento ocorre em forma de uma espessa roseta, podendo ser rasteira ou
atingir de 15 a 30 cm de altura. Possui caule curto, denominado coroa. E uma planta tipica de
climas frios, sendo as altas temperaturas o principal fator limitante da cultura. E sensivel a
variacdo do fotoperiodo. Quando as condi¢des climaticas sdo adequadas, a planta emite
estolBes, que sdo caules finos e prostrados, com entrenos longos, que facilmente enraizam
dando origem a plantas autdnomas (SILVA; DIAS; MARO, 2007).

As folhas séo do tipo compostas, que podem ser constituidas de trés, quatro ou cinco
foliolos, onde cada foliolo possui um peciolo, que se une a um peciolo principal, mais ou menos
longo, inserido na coroa (VIDAL et al., 2013). O sistema radicular é fasciculado, constituido
por numerosas raizes superficiais. Possui flores com um nUmero variavel agrupadas em
inflorescéncias do tipo cimeira, que podem ser brancas ou roseas. Nas atuais cultivares de
morangueiro as flores sdo hermafroditas. Os pequenos pontos pretos e duros, conhecidos
popularmente como sementes, sdo na verdade os frutos do morangueiro, denominados
aquénios. Apds a fecundacdo dos oOvulos, ocorre o engrossamento do receptaculo da flor
resultando na porcao carnosa comestivel (pseudofruto), devido a presenca de auxinas produzida
pelos embrides contidos em cada aquénio (SILVA; DIAS; MARO, 2007).

Por ser uma fruta com altissimas qualidades nutritivas, 0 morango é um pseudofruto
apreciado no mundo inteiro, sendo consumido tanto in natura quanto em producéo processados.
O morando tem propriedades nutracéuticas, é riquissimo em flavonoides que funcionam como
antioxidantes no sistema de defesa dos seres humano (ANTUNES; CARVALHO; SANTOS,
2011).

No Brasil, é cultivado nas regides Nordeste, Sul, sudeste e Centro Oeste, podendo se
destacar os estados do Rio Grande do Sul, Sdo Paulo e Minas Gerais como 0S maiores
produtores (SOUSA et al., 2014; CUNHA JUNIOR et al., 2012; DIAS et al., 2016).

O cultivo do morango por ser feito em diferentes maneiras: em canteiros diretamente no
solo, em canteiros com emprego do mulching para proteger os frutos evitando o contato

diretamente com o solo, em estufas, sistemas hidropdnicos e semi-hidrop6nicos.
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Dentre os principais gargalos na cultura do morangueiro estdo o uso incorreto de
defensivos agricolas, resisténcia a doengas, contaminagdo de solos e fornecimento exagerado
de insumo, bem como adaptacdo das cultivares a ambiente salino. Grande parte dos produtores
cultivam a espécie diretamente no solo, realizando fertirrigacfes frequentes. Esse método é o
mais empregado pela relagdo custo-beneficio (FAGHERAZZI et al., 2019). Como a cultura é
exigente em K, ao longo dos anos o solo se torna um ambiente salino (ANTUNES,
CARVALHO; SANTOS, 2011). A salinidade ocasiona varios efeitos negativos no
desenvolvimento da cultura, reduzindo a produtividade, portanto, a busca por alternativas que
mitiguem esses efeitos de salinidade se torna interessante e urgente para 0s suprimentos de
alimentos (ZHU; GONG, 2014).

2.2  Micropropagacao

A cultura de tecidos vegetais € uma técnica com grandes aplicagdes na agricultura.
Nessa técnica, pequenos fragmentos de tecido vivo, chamados explantes, sdo isolados de um
organismo vegetal, desinfestados e cultivados assepticamente, por periodos indefinidos em um
meio de cultura apropriado (ROCHA, 2014), sendo um ambiente totalmente controlado, com
riqueza de nutrientes e elevada umidade (SANTOS et al., 2015).

Dentre as ferramentas biotecnoldgicas, a cultura de tecidos vegetais por meio da técnica
de micropropagacao, € uma opc¢do viavel para atender as necessidades de multiplicacdo em
larga escala (AGGARWAL et al., 2012). A cultura de tecidos é uma opcao interessante para
atingir esse objetivo, pois auxilia na producdo em escala comercial de mudas de qualidade, em
curto espaco de tempo e livre de pragas e de doencas, podendo resultar em ganhos genéticos
rapidos e em maiores retornos as plantacoes, pelo aumento na produtividade (AGGARWAL et
al., 2012; RIBEIRO et al., 2013).

Devido a crescente procura por mudas sadias de morangueiro, ha uma necessidade de
melhoria das mudas, tanto em qualidade, como em quantidade, para a qual a micropropagacao
pode ser uma alternativa vidvel para promover a propagacdo vegetativa. Essa propagacédo
comecaria pela obtencdo de plantas com elevado estado sanitario e estabilidade genética, e
prosseguiria com a preparacdo da planta-mde, com o isolamento, a multiplicacdo, o
enraizamento e aclimatacdo (SANTOS et al., 2015).

As fases da micropropagacdo incluem a selecdo e o condicionamento das plantas

matrizes, a desinfestacdo dos explantes e o cultivo em condig¢des assépticas, a multiplicacdo dos
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propagulos em sucessivos subcultivos, o enraizamento das plantas multiplicadas e a
subsequente aclimatizagdo em ambiente ex vitro (MURASHIGE, 1974).

O estabelecimento in vitro é a etapa determinante no processo de micropropagacéo,
principalmente se a fonte do material vegetal for advinda do campo, em funcéo de altas taxas
de contaminacdo (ALFENAS, 2004). Envolve a determinacédo do tipo de explante, a assepsia,
e 0 meio de cultivo que vai permitir a melhor adaptacéo das plantas as condi¢des laboratoriais
(ALBUQUERQUE et al., 2016).

Ap0s o estabelecimento in vitro, a fase posterior, denominada de multiplicacdo, objetiva
produzir o maior numero possivel de plantas, no menor espaco de tempo, mantendo as
caracteristicas da planta matriz (OLIVEIRA et al., 2014). O emprego de reguladores de
crescimento das classes das citocininas sdo indispensaveis nessa fase, para a quebra da
dominéncia apical e para a inducdo da proliferacdo de gemas axilares (TAIZ; ZEIGER, 2017).

Quando se obtém o nimero desejado de plantas, a partir da fase de multiplicacdo, os
cultivos sdo submetidos a tratamentos com auxinas, de modo a proporcionar o alongamento e
0 enraizamento das plantas, sendo considerada mais uma fase da micropropagacdo. Varios
estudos relatam a utilizacdo de auxinas sintéticas adicionadas ao meio de cultivo para
proporcionar aumento no nimero e no comprimento de raizes (ROSSATO et al., 2015) e no
alongamento das plantas (OLIVEIRA et al., 2016).

A Ultima etapa da micropropagacdo, considerada uma fase critica do processo, € a
aclimatizacdo, na qual ocorre a transferéncia das plantas para condi¢des externas ao laboratério
(ex vitro), o que pode ser limitante para algumas espécies (SILVEIRA et al., 2013).

O sucesso da aclimatizacao implica em alto grau de sobrevivéncia das plantulas, e esta
muitas vezes na dependéncia da etapa de pré-acondicionamento in vitro. Ja a fase de
enraizamento é influenciada pelas modificacBes na constituicdo do meio, a fim de estimular o
estabelecimento das microestacas e seu enraizamento (DEBERGH, 1991). Drew (1987)
observou que, reduzindo a concentracdo mineral do meio, houve aumento na iniciacao radicular

de brotos de Caryca papaya.

2.3 Estresse salino

Do ponto de vista fisioldgico, estresse é a condi¢do causada por fatores que tendem a
alterar um equilibrio. Nesse sentido, o conceito de estresse é atribuido aquela condicdo de
estresse suave e estimulante que ativa o metabolismo celular e incrementa a atividade

fisiologica da planta. E um fator positivo que impulsiona o crescimento vegetal. Por outro lado,
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0 estresse € gerado por qualquer condicdo desfavoravel, seja pela intensidade ou duracdo, que
afeta negativamente o metabolismo, crescimento e desenvolvimento vegetal. Os mecanismos
de tolerancia, por sua vez, envolvem alta atividade metabolica sob estresse moderado, e baixa
sob estresse severo - permitem a planta suportar o estresse (LICHTENTHALER, 2004).

As respostas ao estresse salino variam amplamente, dependendo do gendtipo da planta.
Enquanto algumas espécies apresentam elevada tolerancia a salinidade, outras sdo altamente
suscetiveis. As plantas podem ser classificadas como haléfitas, aquelas que se desenvolvem
naturalmente em ambientes com elevadas concentracdes salinas (tipicamente Na+ e CI-) e,
glicdfitas, as que ndo séo capazes de se desenvolver em ambientes com elevadas concentracoes
salinas. A maioria das glicéfitas apresenta reducdo no crescimento quando a salinidade supera
10 mM, enquanto as halofitas crescem em ambientes nos quais a concentracao salina varia de
50 a 500 mM (ORCUTT; NILSEN, 2000).

Akladious e Mohamed (2018), quando trabalharam com nitrato de célcio e &cido himico
em pimenta sob estresse salino, observaram que dos tratamentos combinados com doses de
nitrato de célcio e acido humico, promoveram maior crescimento das plantas, melhorias no
sistema antioxidante e maior atividade do aparelho fotossintético. Forouzi, Ghasemnezhad e
Nasrabad (2020), em seu estudo da resposta fitoquimica de Stevia a microrganismos
promotores de crescimento sob estresse salino, verificou que aumentaram a atividade

enzimatica e eliminaram radicais livres, os acimulos e fendis e flavonoides.

2.4  Utilizacéo de indutores de resisténcia ao estresse salino

O aumento da incidéncia de estresse abiotico afeta negativamente o crescimento de
plantas, reduzindo a produtividade. Buscas globais por técnicas que minimizem esses danos sao
crescentes, especialmente pela crescente demanda para o aumento da producdo dos alimentos
(ETESAMI et al., 2018).

Na literatura, existem diversos trabalhos com indutores de resisténcia aos diferentes
tipos de estresse abidtico. Dentre as propostas destacam-se 0 uso de bactérias, acidos organicos
e nutrientes silicio. Os beneficios da utilizacdo de bactérias benéficas como indutoras de
resisténcia sdo demostrados por diversos autores como Etesami et al. (2018), Farh et al. (2017),
Andrade et al. (2019) e Bacilio, Moreno e Bashan (2016).

Os trabalhos comprovaram o efeito positivo ao crescimento das plantas, podendo ainda
minimizar os maleficios causados pelo estresse salino. Yasmeen et al. (2020) trabalharam com

rizobacterias formadoras de biofilme em girassol, para tolerancia de estresse salino, e foi
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evidenciada a tolerancia das plantas ao sal. Nos tratamentos com adi¢do de rizobactérias, as
mesmas reduziram o estresse oxidativo, regulagdo na atividade das enzimas catalase,
superdxido dismutase (SOD) e guaiacol peroxidase (GPX).

Zhu et al. (2014) e Rezende et al. (2018) trabalharam com silicio para inducdo de
resisténcia ao estresse salino, e observaram a mitigacdo dos efeitos negativos do estresse nas
plantas. Zhu et al. (2020) ainda estudaram o uso de silicio na resisténcia de pepino ao estresse
salino, e verificaram que 0 nutriente tenta reverter o balangco hormonal para os niveis de
controle, além disso, o silicio regula os niveis de prolina e citocinina, por meio de enzimas que
controlam a expressdo génica, e que a prolina atua como regulador no metabolismo de
citocinina em curto espago de tempo.

Liu et al. (2019) e Canellas et al. (2015), trabalharam com substancias humicas no
combate ao estresse salino. Os trabalhos demonstram que esses compostos tém diversos efeitos
benéficos, como: auxiliam no crescimento radicular, sdo fortes ligantes de ions metalicos como
Fe e Cu, atuam no desenvolvimento e crescimento da planta por apresentarem semelhanca ao
efeito auxinico. Os autores concluiram que o uso dessas substancias humicas foi eficiente ao
combate do estresse salino. Saidimoradi et al. (2019) realizou um trabalho intitulado mitigacéo
ao estresse salino por aplicacdo de &cido himico, e observaram que, com a aplicacao dos acidos,
foi capaz de mitigar os efeitos negativos de salinidade em plantas de morango.

Segundo Lawlor (2013), e diante dos estudos encontrados na literatura, realizar testes
de resisténcia in vitro torna-se uma alternativa viavel, pois se tem controle do local e baixa
variabilidade. Khalid et al. (2016) relatam que os testes in vitro séo referéncia no estudo de
resisténcia, pois oferecem melhores perspectivas durante a fase de melhoramento, onde os

percalcgos de limitacdo ambiental podem ser solucionados com este sistema.

2.5  Acidos organicos: acidos fulvicos e acidos htimicos

A composicado do meio de cultura tem importante fungdo nas respostas de crescimento
de células e tecidos. Plantas ou explantes cultivados in vitro tém exigéncias nutricionais
especificas e requerem meios nutritivos compostos por minerais, vitaminas e fontes de energia.
Os meios de cultura podem ser modificados de acordo com a necessidade de cada tipo de
explante e a espécie com a qual se esteja trabalhando (TORRES et al., 2001).

Com o avango da tecnologia, a ciéncia busca ferramentas que torne a produgdo dos
alimentos sustentavel. Nesse contexto, tornar a cadeia de producdo sustentavel, surge como

alternativa a utilizacdo das substancias humicas (SB).
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As SH sdo formadas atraves de ligagdes quimicas e bioldgicas, podendo ainda, serem
proveniente de metabolismo microbiano e representam a maior parte de carbono da Terra. As
substancias hamicas sdo divididas em: humina, acido humico (AH) e acido fulvico (AF). A
extracdo de SH pode ser feita de varias maneiras, as mais comuns sdo: Turfa, leonardita,
compostagem, lodo de esgoto, solo. Baldotto et al. (2011) verificaram que acidos mais estaveis
como o solo possuem alta atividade de argila, e saturacdo de base elevada influenciaram
positivamente no crescimento radicular de Arabidopsis thaliana. Adani et al. (1998) comparou
fontes comerciais de turfa e leonardita em tomateiro e verificou que, com a aplicacdo do produto
comercial com turfa, estimulou maior crescimento radicular, em contrapartida o produto com
leonardita aumentou o crescimento de parte radicular e aérea e na nutricdo do tomate. Esses
resultados expressos pelo pesquisador inferem que as fontes das SH influenciam positivamente
no crescimento e nutricdao das plantas.

A utilizacdo dos é&cidos organicos em plantas é bem conhecida (NARDI et al., 2002),
destacando a promogdo do crescimento caulinar (CANELLAS et al., 2015), auxilio na atividade
da enzima H+ -ATPase, favorecendo o crescimento de raizes (AGUIAR et al., 2013) e aumento
de absorc¢éo de nutrientes pelos vegetais (ONWOSI et al., 2017).

Os &cidos humicos exercem grandes fung¢fes no conjunto relacionado ao crescimento
da planta, sendo comprovado que acidos himicos auxiliam na emissdo de raizes laterais, ou
seja, em condicBes de estresses, as plantas tendem a multiplicar para a busca de agua,
principalmente, ou seja, os acidos humicos podem ajudar na formacdo de raizes enquanto a
planta ndo precisa gastar energia para tal funcdo (BALDOTTO; BALDOTTO, 2014).

Dentre os efeitos positivos da utilizacdo dos acidos humicos, pode-se destacar maior
tolerdncia ao estresse salino em espécies como Chrysanthemum indicum (MAZHAR et al.,
2012), pistache (Pistacia vera) (MOGHADDAM; SOLEIMANI, 2012) e Phaseolus vulgaris
(AYDIN; KANT; TURAN, 2012).

Em alguns trabalhos (CANELLAS et al., 2002; TREVISAN et al., 2010; BALDOTTO
et al., 2011) s&o encontrados os efeitos positivos do crescimento radicular pela agdo dos AH.
Esse falto é resultado da interacdo da bioatividade das substancias humicas, onde elas podem
ter efeitos semelhantes as auxinas sobre as plantas, e ativam a H* ATPase, que promove um
aumento no gradiente de H*, acidificando o apoplasma, que ocasiona 0 rompimento das
ligagbes da membrana das células, logo, aumenta a elasticidade favorecendo o crescimento
radicular das plantas (CANELLAS; SANTQOS, 2005).

De acordo com os resultados de Borcioni, Mdgor e Pinto (2016) quando trabalhou com

a aplicacdo de AF na produtividade de alface americana, encontrou que a aplicacdo de
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diferentes doses de AF promoveu o crescimento das mudas, especialmente no sistema radicular
e na emissao de raizes de menor didmetro. Frasca (2019) quando trabalhou com bioestimulante,
acidos fulvicos e micronutrientes, verificou que que emprego do Micro + Ac. fulvicos obteve
incrementos em maior acumulo de biomassa, em relagdo aos outros tratamentos. Com esses
trabalhos, nota-se que os AF contribuem tanto para incremento de crescimento radicular, como
também em maior acimulo de biomassa das plantas.

Para fins de comparacao entre AH e AF, de acordo com alguns trabalhos na literatura
0s AH sdo mais eficientes no crescimento radicular do que os AF. Silva et al. (2011) sugerem
que os AH tém maior bioatividade comparados com outros materiais himicos. Esses AH
ativaram a rota de sinalizacdo utilizada pelas auxinas e atuaram como regulador vegetal
(DOBBSS et al., 2009), sendo que essa bioatividade é de natureza quimica. Os AF sdo
compostos menores e tém a acidez mais alta que os AH, que tém maior hidroboficidade e massa
aparente. Essa hidroboficidade, faz com que as moléculas se liguem facilmente e protejam
contra a degradacédo bioquimica.

Puglisi et al. (2013) relatam que, além dos efeitos na morfologia e fisiologia, os AH
alteram a dindmica microbiana da rizosfera, pois estimulam a exsudacao de acidos organicos e
de agucares pelas raizes.

Como elucidado acima, as SH promovem um melhor desenvolvimento nas plantas
como: crescimento das plantas (principalmente na parte radicular), aumento na biomassa,
melhor equilibrio nutricional, aumento da atividade do aparelho fotossintético, alteracdes na
parte bioguimica das plantas. Por esses motivos, torna-se necessario a investigacao da aplicacao
dessas SH, a fim de mitigar os efeitos de salinidade que sdo antagdnicos a sua a¢do, podendo

minimizar ou até mesmo desencadear resisténcia aos efeitos negativos do estresse salino.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1  Material vegetal e delineamento experimental

O presente trabalho foi conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetal
pertencente ao Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras - UFLA. As
plantas foram obtidas por meio do cultivo in vitro de explantes de morangueiro, cultivar jénica,
crescidos em meio MS (MURASHIGUE; SKOOG, 1962) acrescidos de 1 mg L™ de BAP. As
plantas permaneceram em sala de crescimento com temperatura de 25 °C e fotoperiodo de 16
horas de luz por 60 dias. Apos esse periodo foram transferidas para os tratamentos a fim de
inducdo de resisténcia ao estresse salino atraves de acidos organicos.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizados, sendo composto pelos
acidos organicos Himico e Fulvico, nas concentragdes de 5mg L2, 10mgL*e 15 mg L e os
tratamentos adicionais zero (comparacdo de padréo) e a testemunha absoluta (apenas com
NaCl) (TABELA 1). Com excecdo do tratamento adicional zero, nos demais houve a adicéo de
37,5 mMol L de NaCl no meio de cultivo, conforme verificado em pré-testes com a cultivar.
Os é&cidos orgéanicos foram doados pelo Departamento de Solos da UFLA, e ambos foram
extraidos de rocha Leonardita. De acordo com a Tabela 1, pode ser verificado o tratamento, a
identificacdo e a concentragdo por mg L™ de AH e AF.

Tabela 1- Tratamentos utilizados no trabalho, descricdo dos tratamentos e a concentracao de
substancias humicas. Lavras, 2020.

Tratamento Descricdo do tratamento
Tl Padrao (sem sal)
T2* Com sal
T3 Sal +5mg L™ de AH
T4 Sal + 10 mg L de AH
T5 Sal + 15 mg L de AH
T6 Sal + 5mg L de AF
T7 Sal + 10 mg L de AF
T8 Sal + 15 mg L de AF

*Q tratamento 2 (T2) é a testemunha absoluta, contendo somente o NaCl, estabelecido como a dose 0
de AH e 0 de AF.
Fonte: Da autora (2020).
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3.2 Inducéo de resisténcia ao estresse salino in vitro

Para a induc&o de resisténcia, as plantulas foram submetidas aos tratamentos durante 60
dias. Foram distribuidos 10 mL de meio de cultura MS (MURASHIGUE; SKOOG, 1962)
contendo as diferentes fontes e concentra¢des de SHs, e os tratamentos adicionais em tubos de
ensaio. O meio de cultura foi autoclavado a 120 °C, por 20 minutos e presséo de 1,5 atm. A
adicdo dos diferentes compostos ao meio de cultivo ocorreu no momento que antecede a
afericdo de pH, sendo este mensurado em 5,7. Apos inoculagdo dos explantes, estes foram
mantidos em sala de crescimento com lampadas brancas frias, proporcionando 40 pumol m2s?,

com fotoperiodo de 16 horas de luz a temperatura constante de 25 °C.

3.3  Desenvolvimento das plantas em casa de vegetacéo

As plantas foram cultivadas em vasos de quatro litros contendo solo de textura argilosa
(ANEXO 1), pelo periodo de 45 dias. A cada sete dias foram repetidas as aplicacdes de 37,5
mMol L de NaCl em todos os tratamentos, com excecdo de T1. O sal foi diluido em 100ml de
agua destilada e acrescentado aos vasos. A irrigacdo das plantas foi realizada uma vez por dia,

conforme necessidade.

3.4  Peroxidacao lipidica (MDA)

A quantificacio de peroxidacio lipidica foi realizada pelo método TBARS (Acido
tiobarbiturico) (BUEGE; AUST, 1978). Foram macerados 200 mg de massa fresca em N
liquido com PVPP e 1500 pL de Acido Tricloroacético 0,1%. Apds a maceracao, as amostras
foram centrifugadas a 12000 g por 15 minutos, a 4 °C e foi coletado o sobrenadante. Uma
aliquota do sobrenadante de 125uL foi pipetada em eppendorf contendo 250 uL do meio de
reacdo: Acido tiobarbitarico 0,5% e Acido tricloroacético 10%. As amostras foram levadas ao
banho-maria a 95 °C por 30 min. Foi paralisar a reacdo por resfriamento rapido em gelo e
realizada a leitura em espectrofotdmetro a 532 e a 600 nm. Os célculos foram realizados
utilizando a Equacdo 1.

[MDA] = (A532 — A600) / (§ * b) (1)
em que:
& = coeficiente de extingdo molar = 155 mM2.cm™

b = comprimento 6tico = 1
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3.5  Superoxido Dismutase (SOD)

Para a avaliacdo da atividade de superoxido dismutase, utilizou-se a metodologia
descrita por Giannopolitis e Ries (1977). A cada 100 puL do extrato enzimatico foi adicionado
1,9 mL do meio de incubacdo: tampdo fosfato de potassio 50 mM (pH 7,8), metionina 14 mM,
EDTA 0,1 uM, NB 75 uM e riboflavina 2 pM. As amostras foram iluminadas com lampada
fluorescente de 20 W (o controle serd mantido no escuro e sem a adi¢cdo do extrato). Apés 10
minutos, foram lidas em 560 nm e o célculo da atividade enzimatica sera feito com a seguinte
equacdo: % de inibicdo = (A560 amostra com o extrato enzimatico — A560 controle sem

enzima) / A560 controle sem enzima.

3.6  Catalase (CAT)

Utilizou-se uma aliquota de 50 puL do extrato enzimatico onde sera adicionado 950 uL
de meio de incubagéo contendo: 500 uL de fosfato de potassio 200 mM (pH 7,0) e 50 uL de
peréxido de hidrogénio 12,5 Mm, incubados a 28 °C (HAVIR; MCHALE, 1987) para
determinar a atividade da catalase. A cada 15 segundos, durante trés minutos, serdo avaliados
0 decaimento da absorbancia, a 240 nm, pelo consumo do peroxido de hidrogénio. O coeficiente
de extingdo molar sera de 36 mM™* cm™,

3.7  Ascorbato Peroxidase (APX)

Utilizou-se uma aliquota de 50 pL do extrato enzimatico onde sera adicionado 950 uL
de meio de incubagdo contendo: 500 pL de fosfato de potassio 200 mM (pH 7,0) e 50 uL de
acido ascorbico 10 Mm e 50 pL de peroxido de hidrogénio 2 mM (NAKANO; ASADA, 1981)
para determinar a atividade da enzima APX. A cada 15 segundos, durante trés minutos, sera
avaliada a taxa de oxidacdo do ascorbato a 290 nm onde sera determinado o coeficiente de

extingdo molar 2,8 mM* cm™,
3.8 Analises fitotécnicas
Ap0s 45 dias de cultivo das plantas em casa de vegetagdo foram avaliados os seguintes

parametros: comprimento da parte aérea (cm); numero de brotos; comprimento de raiz (cm);

numero de folhas; matéria seca (g).
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Para a analise da matéria seca, as plantas foram submetidas a estufa de renovacao de ar
forcada por 48 horas a 40 °C e pesadas em balanga de precisdo para estimativa de matéria seca.

3.9 Teor de clorofila

Para a determinagdo do teor de clorofila, a extracdo foi realizada conforme a
metodologia descrita por Engel e Poggiane (1991), utilizando 0,50 g de matéria fresca
homogeneizada em 5 mL de acetona 80%, seguida da leitura em espectrofotdmetro nos

comprimentos de onda 470, 645 e 652 nm, para clorofila a, b e carotenoides, respectivamente.

3.10 AcUmulo de nutrientes

Apos a avaliacdo fitotécnica, foram separadas a parte aérea e a parte radicular das
plantas analisadas, devidamente identificadas e submetidas a secagem em estufa de aeracéo
forcada a 60 °C até atingir massa constante. Posteriormente, o material foi levado ao
Laboratorio de Fertilidade do Solo da UFLA, vinculado ao Departamento de Ciéncia do Solo,
para analise do conteldo nutricional da parte aérea e radicular. Com os resultados de teor
nutricional e massa seca dos tratamentos, foram feitos os célculos para a determinacdo do
acumulo de nutriente por tratamento avaliado, segundo metodologia Malavolta, Vitti e Oliveira
(1997).

3.11 Anélise estatistica

Os resultados foram submetidos a analise de variancia, e, quando significativos, foi feita
a regressao polinomial para avaliar os efeitos das doses substancias himicas sendo realizadas
as andlises de variancia (ANAVA) analise estatistica foi realizada por meio do software
SISVAR (FERREIRA, 2011).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1  Caracteristicas fisioldgicas e bioquimicas

Com base nos resultados das analises enzimaticas apresentados nas Figuras 1 e 2, pode-
se observar que a concentragdo de sal utilizada foi suficiente para causar estresse nos
morangueiros. A peroxidacdo lipidica analisada nas plantas cultivadas apenas no meio MS foi
significativamente inferior aos demais cultivos, assim como a ocorréncia da atividade das
enzimas superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT), e glutationa peroxidase (APX).

Os resultados gerais das analises enzimaticas mostram que a concentracao crescente de
acido humico (FIGURA 1) e de acido fulvico (FIGURA 2) promoveram maior atividade das
enzimas antioxidantes. Nas plantas cultivadas nas concentracdes de 15 mg L™ ocorreu maior
atividade das enzimas antioxidantes e maior peroxidacdo lipidica, indicando concentracGes
mais altas, podem promover formagdo de mudas desenvolvidas in vitro mais tolerantes a

salinidade.
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Quantificacdo de enzimas em plantas de morangueiro sob estresse salino cultivadas

UFLA, Lavras-MG, 2020.

=
2

=
=

o
%

010

CAT pmol H202 min' mg' Prot

=1
=

2,00

1.50

100

0,50

APX mmol ASA min' mg'' Prot

0,00

=
=

i)
- -’__._.-"'"5.‘_'_
8.~
A
v
54
- -C-C-I-C-C-C-ZZ-ZZ-Z-Z--ZZZzZIx
1 y=-0,029%+ 0.2098x + 0,0336
R*=10,9381
0 5 10 15 Padriio
Tratamentos
- —""{rf
{
b EEFEEEEEEENEEEEEEENEENLE
v =0,065x2-0,1539x + 20731
1 R*=0905%
0 5 10 15 Padrio
Tratamentos

*As letras mailsculas representam a enzima. A: Peroxidacdo lipidica, B: Catalase, C: Superdxido

Dismutase, D: Ascorbato Peroxidase.

Fonte: Da autora (2020).



26

Figura 2 - Quantificacdo de enzimas em plantas de morangueiro sob estresse salino cultivadas
em diferentes doses de acido falvico. UFLA, Lavras-MG, 2020
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Fonte: Da autora (2020).

Quando a planta estd em um ambiente desfavoravel, em situacdo de estresse, ocorre a
formacédo de radicais livres a partir do metabolismo do oxigénio. Nesse sentido, o sistema de
defesa vegetal comeca a atuar para minimizar os danos causados por esses radicais livres,
através do sistema de defesa enzimético e ndo enzimatico (TAIZ; ZEIGER, 2017). As enzimas
SOD, CAT, e APX sdo fundamentais no processo de desintoxicacdo e estdo altamente
relacionadas a tolerancia ao estresse salino (SOFO et al., 2015).

A SOD é a primeira enzima a ser acionada pelo sistema de defesa e atua na dismutacéao
do radical do superoxido em peroxido de hidrogénio. Com o0 aumento na concentracdo de
superdxido no contetdo celular, inicia-se a producdo massiva de SOD e a conversao do
superéxido em perdxido de hidrogénio. A SOD é relevante na retirada de superéxido do
conteddo celular e ao estresse abiotico (OLIVEIRA, 2006). Zhang et al. (2014), em estudos

com cultivares de algod&o contrastantes em relacdo a tolerancia a salinidade, observaram que o



27

cultivar mais tolerante apresentava maior atividade da SOD do que o cultivar mais sensivel,
tanto em folha quanto em raiz.

Logo ap6s a formacdo do perdxido de hidrogénio subproduto da reacdo da SOD, a
atividade da CAT e da APX se intensificam. A CAT € a principal enzima que atua na conversédo
do perdxido de hidrogénio em agua e oxigénio molecular, sendo que a eficiéncia do processo
de retirada do H>O> na célula é aumentada na presenca da APX. A CAT e APX séo enzimas de
extrema importancia na desintoxicacdo da célula, e responsaveis por manter o equilibrio de
peroxido de hidrogénio intracelular (BHATT; TRIPATHI, 2011).

Colaborando com os resultados desse trabalho, Aguiar (2015), estudando a mitigacao
de estresse hidrico em cana-de-agUcar, verificaram que as plantas tratadas com acido himico e
bactérias diazotrdficas endofiticas tiveram aumento na atividade das enzimas antioxidantes
comparadas com as plantas controle. Assim como Schiavon et al. (2010) observaram que acidos
hamicos afetam o sistema de defesa de plantas de milho. Em morangueiro, Saidimoradi et al.
(2019) observaram que o uso de &cido humico mitiga os efeitos do estresse salino, assim como
verificaram que a baixa atividade do sistema antioxidante influencia no processo de mitigacao,
mas ndo promove resisténcia a salinidade.

A partir das analises bioquimicas, foi observado que os &cidos humico e falvico
auxiliaram as plantas no acimulo de clorofilas. A concentragio de 5 mg L™ de acido hiimico
propiciou as plantas maior acimulo de clorofila a e b, diferenciando-se dos demais tratamentos
e apresentando valores médios superiores ao padrdo (FIGURA 3). Para clorofila total, as
concentracdes de 5 mg L ml e 15 mg L™ apresentaram os maiores valores médios, diferindo
das demais (FIGURA 3).
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Figura 3 - Teor de clorofila a, clorofila b e clorofila t em plantas de morangueiro sob estresse
salino cultivadas em diferentes doses de acido humico. UFLA, Lavras-MG, 2020
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*Letras mailsculas representam os teores de clorofila, A: clorofila a, B: clorofila b, C: clorofila t com
diferentes doses de acido himico.
Fonte: Da autora (2020).

Em relagdo ao uso do &cido falvico, a concentragio de 15 mg L propiciou as plantas
acumulo superior de clorofila a e b, em relacdo aos demais tratamentos e ao padrdo (FIGURA
4). Houve diferencas estatisticas para acimulo de total de clorofilas ao utilizar as concentractes

de acidos fulvicos e para carotenoides em ambos os &cidos estudados.
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Figura 4 - Teor de clorofila b e clorofila t em plantas de morangueiro sob estresse salino
cultivadas em diferentes doses de acido falvico. UFLA, Lavras-MG, 2020.
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*: Letras maiUsculas representam os teores de clorofila b, B e clorofila t com diferentes doses de &cido
falvico.
Fonte: Da autora (2020).

As plantas que cresceram na presenca de acido himico e de acido fulvico apresentaram
resposta mais rapida ao estresse, o que possivelmente propiciou atividade metabdlica favoravel
a sintese e ao acumulo de clorofila. Em estudos em que o acido humico foi aplicado em plantas
em situacdo salina, como em abacaxizeiro (MENDES et al., 2011), algodoeiro (HANAFY
AHMED et al., 2013) e morangueiro (SAIDIMORADI et al., 2019) foram verificados o
aumento na sintese de clorofilas.

Hanafy Ahmed et al. (2013) sugeriram que o acido auxilia na estabilidade de membrana
e, consequentemente, no maior desempenho de absorcdo de nutrientes que apresentam relacédo
direta com a sintese de clorofila. Assim como Haghighi et al. (2012), observaram que &cidos
hdmicos promovem o aumento do metabolismo de nitrogénio, ocasionando maior absorcao de
nitrato para as plantas, e, consequentemente, maior producdo de proteinas que aceleraram a
atividade do aparelho fotossintético e positivamente aumentam os teores de clorofila totais.

Comparando os &cidos utilizados, observa-se que as plantas desenvolvidas na presenca
do &cido fulvico apresentaram maior acimulo de clorofilas, especialmente de clorofila a. Os
acidos himicos possuem maior bioatividade comparado com outros materiais (SILVA et al.,
2011) associando-se com maior facilidade aos componentes sélidos do solo. Os acidos fulvicos
s&o compostos menores, além disso, s&o menos hidrofébicos que os &cidos himicos. A fracdo
das substancias hamicas que permanece soluvel representa os &cidos fulvicos, que s&@o
compostos por moléculas de massa molecular aparente mais baixa que a dos acidos humicos e
com maior conteido de grupos funcionais acidos (BALDOTTO; BALDOTTO, 2014). Essa
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caracteristica pode ter conferido maior disponibilidade tanto do proprio acido as plantas, quanto

dos nutrientes presentes no meio de cultura, gerando mudas mais responsivas ao estresse salino.

4.2 Avaliagdes de crescimento e acimulo de macro e micronutrientes

A duracdo do experimento em casa de vegetacéo foi de 45 dias, 0 que pode ter resultado
na falta de expresséo visual e morfométricas do estresse. Na Tabela 2 encontram-se as anélises
de crescimento vegetal. N&o foi observado diferenca significativa para os parametros de
crescimento analisados, tanto para os acidos huimicos e fulvicos.

Ao passarem por qualquer tipo de estresse, as plantas desencadeiam alteraces em sua
fisiologia que ocasionam mudancas na estabilidade de suas proteinas no RNA, no transporte
ibnico, acoplamento de reagbes entre outros (TAIZ;, ZIEGER, 2017). A partir dessas
perturbacdes primarias, ocorrem sinalizacdes para respostas ao estresse, podendo entdo ocorrer
um ou mais mecanismos sensores de estresse (TAIZ; ZIEGER, 2017). Os resultados do
trabalho, mostram que as plantas responderam ao sensor biofisico, ou seja, esse sensor é
responsavel pela mudanca na atividade enzimatica. Como discutido anteriormente, as plantas
apresentaram uma elevacdo na producédo de enzimas a fim de diminuir o estresse ocasionada
pelo NaCl.
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Tabela 2 - Andlise de crescimento do comprimento da parte aérea (CPA), comprimento do
sistema radicular (CSR), numero de brotos (NB) e nimero de folhas (NF) em
plantas de morangueiro cultivadas sob estresse salino com diferentes concentragdes
de substancias himicas. UFLA, Lavras-MG, 2020.

CPA CPR NF NB
Tratamentos
e CM=—--
0 mg L-1 de 4cido humico 6,75 32,60 22,2 1,58
5 mg L-1 de acido himico 6,09 30,80 22,7 2,50
10 mg L-1 de acido himico 6,57 31,3 17,7 1,25
15 mg L-1de &cido hdmico 7,07 30,70 15,1 0,91
Teste F ns ns ns ns
CV (%) 15,9 14,2 39,3 74,7
Modelo linear ns ns ns ns
Modelo quadréatico ns ns ns ns
r? 87,5 77,0 93,4 66,1
0 mg L-1 de &cido falvico 6,75 32,60 22,6 1,58
5 mg L-1 de 4cido fulvico 7,62 32,70 20,6 1,58
10 mg L-1 de &cido falvico 6,26 32,50 19,2 1,25
15 mg L-1 e &cido fulvico 6,84 31,30 17,2 1,74
Teste F ns ns ns ns
CV (%) 18,39 9,21 27,8 82,6
Modelo linear ns ns ns ns
Modelo quadréatico ns ns ns ns
r? 8,5 97,8 99,6 48,3

Fonte: Da autora (2020).
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Tabela 3 - Varidveis de matéria seca da raiz (MSR), matéria seca da parte aérea (MSPA), e
matéria seca total (MST) em plantas de morangueiro sob estresse salino cultivadas
em diferentes meios com substancias himicas. UFLA, Lavras-MG, 2020.

MSR MSPA MST
Tratamentos
(%)
0 mg L-1 de acido himico 16,02 22,04 19,55
5 mg L-1 de acido himico 13,38 23,58 18,56
10 mg L-1 de &cido hamico 13,84 24,16 19,06
15 mg L-1de &cido himico 13,54 24,74 18,97
Teste F ns ns ns
CV (%) 18,9 12,44 9,59
modelo linear ns ns ns
modelo quadrético ns ns ns
R? 838 99,9 55,48
0 mg L-1 de 4cido falvico 16,02 23,04 19,55
5 mg L-1 de acido falvico 14,15 24,32 19,45
10 mg L-1 de &cido falvico 14,42 24,74 19,42
15 mg L-1 e &cido falvico 13,9 22,66 18,31
Teste F ns ns ns
CV (%) 18,9 8,3 9,21
modelo linear ns ns ns
modelo quadratico ns *x ns
R? 84,2 95,4 93,5

Fonte: Da autora (2020).

Os acumulos totais de macronutrientes foram significativos ao teste F nas plantas de
morangueiro, tanto para acidos humicos apresentados na Figura 5, quanto para acidos fulvicos,
(FIGURA 6). As testemunhas padrdo apresentaram maior acimulo de nutrientes em todas as
situacOes analisadas.

O actmulo dos macronutrientes avaliados nas plantas cultivadas com acidos humicos
foi maior na testemunha cultivada apenas sob condicdo de sal. O acumulo de nutrientes foi
menor nos tratamentos com &cido himico também em relacéo a testemunha padrdo. Somente o
nitrogénio nao diferiu da testemunha padrédo (FIGURA 5).

Para o acumulo de fosforo, potassio e célcio, foi observado que a curva de regressao
comeca a decair a partir da menor concentracdo do acido, conforme ocorre 0 aumento nas
concentragdes, ocorre 0 aumento no acumulo dos nutrientes. O mesmo comportamento ocorre

para magnesio e enxofre (FIGURA 5).
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Acumulo de macronutrientes em plantas de morangueiro sob estresse salino
cultivadas em diferentes doses de acido humico. UFLA, Lavras-MG, 2020
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Fonte: Da autora (2020).

Nas plantas desenvolvidas na presenca de acido falvico, o acimulo de nitrogénio néo

diferiu da testemunha padrdo. Entre as concentragdes, o tratamento com 5 mg L™ e as plantas

crescidas apenas nas condi¢bes de salinidade (0 mg L) propiciaram maior acimulo do

macronutriente. Para fosforo, potassio, célcio, magnésio e enxofre observou-se um
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comportamento semelhante na curva na regressdo. O maior acimulo dos nutrientes aconteceu

nas concentracbes mais baixas de &cido fulvico, houve uma redugdo no acimulo na

concentracdo intermediria e, posteriormente, aumento na maior concentracdo (FIGURA 6).

Figura 6 - Acumulo de macronutrientes em plantas de morangueiro sob estresse salino
cultivadas em diferentes doses de acido fulvico. UFLA, Lavras-MG, 2020.
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Fonte: Da autora (2020).
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Quanto ao acumulo de nitrogénio, Baldotto e Baldotto (2014) sugerem que os acidos
organicos em geral, principalmente o acido humico, aumentam a atividade da enzima H+-
ATase, componente da membrana plasmatica. Essa enzima tem carater altamente permeavel,
podendo aumentar a entrada de ions bem como sua saida. As concentracBes dos acidos
organicos utilizadas no presente trabalho podem ter aumentado a atividade enzimética da H+-
ATase, consequentemente, a saida de ions de N, P, K, Ca, Mg e S, diminuindo o acimulo destes
nutrientes comparadas as plantas cultivadas apenas com sal e a testemunha padrao. Além disso,
o0s resultados observados nas analises bioquimicas, comprovaram a atividade metabdlica no
combate ao estresse salino, nesse sentido, os nutrientes possivelmente foram utilizados
primeiramente em rotas metabdlicas que auxiliam o sistema de defesa.

Alguns autores trazem que a origem do produto utilizado influencia no maior ou menor
acumulo de nutrientes. Estudo realizado por Pereira et al. (2010) constaram que concentracdes
de &cido humico comercial em detrimento ao acido himico puro, sdo mais eficazes no acimulo
de macronutrientes. Os autores observaram que ao utilizarem &cido himico puro, ndo eram
observadas diferencas no acimulo de macronutrientes.

Em relacdo ao acumulo de micronutrientes os resultados se assemelham aos encontrados
para macronutrientes, para ambos os acidos (FIGURAS 7 e 8).

O actmulo de boro e manganés foi maior nas plantas cultivadas apenas com sal em
relacdo as concentra¢Bes do &cido himico. Para acimulo de boro as plantas cultivadas apenas
com sal ndo diferiram da testemunha padrdo. As plantas que foram cultivadas na presenca dos
acidos apresentaram acUmulo de manganés inferior a testemunha padrdo. O mesmo

comportamento foi observado no acimulo de cobre, zinco e ferro (FIGURA 7).
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Figura 7 - Acumulo de micronutrientes em plantas de morangueiro sob estresse salino
cultivadas em diferentes doses de acido humico. UFLA, Lavras-MG, 2020.
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*As letras maiusculas representam actmulo total de nutrientes por parcela. A: Boro, B: Cobre, C:
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D: Zinco, E: Ferro.
Fonte: Da

autora (2020).

O acumulo de micronutrientes em relacdo as doses de acidos fulvicos foram

significativos pelo Teste F. Foi observado que, conforme aumentou as concentragdes de acidos

falvicos, menor foi 0 acimulo de boro e ferro. Para 0 manganés, cobre e zinco o menor acumulo
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ocorreu na concentracdo intermediaria do produto. Para todos os micronutrientes o acimulo foi

maior na menor concentracdo do acido (FIGURA 8).

Figura 8 - Acumulo de micronutrientes em plantas de morangueiro sob estresse salino
cultivadas em diferentes doses de &cido fulvico. UFLA, Lavras-MG, 2020.
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Zinco, E: Ferro

Fonte: Da autora (2020).
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Em resumo, diante dos resultados apresentados, pode-se afirmar que a concentracdo de
sal utilizada in vitro foi suficiente para ocasionar estresse nas plantas. Observou-se uma relagédo
direta entre o aumento das concentragdes de acidos humicos e fulvicos e aumento da atividade
do sistema de defesa vegetal em resposta ao sal aplicado durante o crescimento das mudas em
casa de vegetacdo, sugerindo que plantas desenvolvidas in vitro, na presenca dos &cidos,
respondem ao estresse bidtico de forma mais rapida. Os acidos também propiciaram um efeito

positivo no aumento do teor de clorofila das mudas expostas ao estresse.
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5 CONCLUSAO

Os é&cidos hamicos e fulvicos podem ser utilizados in vitro para produzir mudas de
morangueiros mais responsivas ao estresse por salinidade. O aumento gradativo das

concentracdes de ambos os &cidos aumenta a resposta das plantas a situacéo de estresse.
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ANEXO
Tabela de analise de solo para o cultivo do morango em casa de vegetacao.
Identifi- K P Ca Mg Al H+Al SB t T \ m MO Prem Zn Fe Mn Cu B S
cacao P mg/dm3 - cmolc/dm3 ------------- ----% --- dag/kg mg/L  -------------- mg/dm3 ------------m---

Solo Morango 5,3 47,72 0,64 0,98 0,16 0,13 2,32 1,26 1,39 3,58 3526 9,35 1,39 1416 048 2516 3,6 1,46 0,01 44,68

Fonte: Da autora (2020).



