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RESUMO GERAL 

 
Os principais fatores responsáveis pela degradação das áreas cultivadas com 

pastagens estão relacionados ao manejo incorreto e desmatamento para a expansão 

agropecuária. Dentro dos princípios da conservação do solo, a ciclagem de nutrientes pela 

adubação verde, fixação biológica de nitrogênio (FBN) por bactérias diazotróficas e uso 

de bioestimulantes do crescimento vegetativo avançaram como promissores para o 

desenvolvimento de tecnologias sustentáveis. O objetivo geral deste trabalho foi avaliar 

o uso de bactérias diazotróficas, substâncias húmicas e óleo essencial de eucalipto em 

Capim Marandu e Estilosantes cv. Campo Grande como estratégia inovadora para 

maximização da produtividade e qualidade do solo. Os 3 capítulos foram desenvolvidos 

em casa de vegetação. No capítulo 1, os tratamentos consistiram em cinco concentrações 

de óleo essencial de eucalipto (OEE): 0, 20, 40, 60, 80 µL L-1 e, no capítulo 2, em cinco 

concentrações de substâncias húmicas (SH): 0, 20, 40, 60, 80 mg C L-1, aplicadas em três 

épocas: 15, 30 e 45 dias após a emergência, antes e após o primeiro corte das plantas. O 

volume de OEE e SH pulverizados, nos dois capítulos, em cada época de aplicação, foi 

de 1 mL por planta. No capítulo 3, foi analisada a combinação da melhor concentração 

de OEE e SH, encontradas nos capítulos 1 e 2, com bactérias diazotróficas endofíticas. 

Utilizou-se um delineamento em blocos casualizados, com os tratamentos: controle; 

substâncias húmicas e óleo essencial de eucalipto; substâncias húmicas e bactérias 

diazotróficas endofíticas; óleo essencial de eucalipto e bactérias diazotróficas endofíticas; 

substâncias húmicas, óleo essencial de eucalipto e bactérias diazotróficas endofíticas; e 

bactérias diazotróficas. Os parâmetros analisados foram massa seca da parte aérea e da 

raiz, altura de plantas, diâmetro do colmo, medidas de trocas gasosas e análise nutricional. 

No capítulo 1, o óleo essencial de eucalipto promoveu maior crescimento em plantas de 

Capim Marandu e maior rebrota em plantas de estilosantes cv. Campo Grande. Os 

tratamentos com óleo essencial de eucalipto foram eficientes na produção de massa seca 

da parte aérea de Capim Marandu e estilosantes cv. Campo Grande. No capítulo 2, a 

utilização de concentrações de substâncias húmicas demonstrou ser eficiente para o 

aumento da produção de massa seca da parte aérea de estilosantes cv. Campo Grande. No 

capítulo 3, o tratamento com bactérias diazotróficas demonstrou eficiência na produção 

de massa seca da parte aérea e raiz de Capim Marandu e incrementou 92% o acúmulo de 

N em estilosantes cv. Campo Grande em relação ao tratamento controle. 

Palavras – chave: promoção de crescimento vegetal, forrageiras, bioestimulantes 



GENERAL ABSTRACT 

 
The main factors responsible for the degradation of cultivated areas with pastures 

are related to the incorrect management and deforestation for agricultural expansion. 

Within the principles of soil conservation, nutrient cycling by green fertilization, 

biological nitrogen fixation (BNF) by diazotrophic bacteria and the use of vegetative 

growth biostimulants have advanced as promising for the development of sustainable 

technologies. The general objective of this work was to evaluate the use of diazotrophic 

bacteria, humic substances and eucalyptus essential oil in Capim Marandu and 

Estilosantes cv. Campo Grande as an innovative strategy to maximize productivity and 

soil quality. The 3 chapters were developed in greenhouse. In Chapter 1, treatments 

consisted of five concentrations of eucalyptus essential oil (OEE): 0, 20, 40, 60, 80 μL L-
 

1 and, in Chapter 2, five concentrations of humic substances (SH) 20, 40, 60, 80 mg C L- 

1, applied at three times: 15, 30 and 45 days after emergence, before and after the first cut 

of the plants. The volume of OEE and SH sprayed in the two chapters at each application 

time was 1 mL per plant. In Chapter 3, the combination of the best concentration of OEE 

and SH found in chapters 1 and 2 with endophytic diazotrophic bacteria was analyzed. A 

randomized complete block design was used, with the treatments: control; humic 

substances and eucalyptus essential oil; humic substances and endophytic diazotrophic 

bacteria; eucalyptus essential oil and endophytic diazotrophic bacteria; humic substances, 

eucalyptus essential oil and endophytic diazotrophic bacteria; and diazotrophic bacteria. 

The analyzed parameters were aerial and root dry mass, plant height, shoot diameter, gas 

exchange measurements and nutritional analysis. In chapter 1, eucalyptus essential oil 

promoted greater growth in Capim Marandu plants and greater regrowth in cv. Large 

field. The treatments with essential oil of eucalyptus were efficient in the production of 

dry mass of the aerial part of Capim Marandu and styling cv. Large field. In chapter 2, 

the use of concentrations of humic substances proved to be efficient for the increase of 

dry mass production of aerial parts of cv. Large field. In chapter 3, the treatment with 

diazotrophic bacteria demonstrated efficiency in the dry mass production of shoot and 

root of Capim Marandu and increased 92% the accumulation of N in estilosantes cv. 

Campo Grande in relation to the control treatment. 

Key words: plant growth promotion, forages, biostimulants 
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INTRODUÇÃO GERAL 

 
O Brasil apresenta uma área de 260 milhões de hectares ocupadas por pastagens, 

abrigando aproximadamente 215 milhões de cabeças bovinas. No entanto, a maioria das 

pastagens encontra-se em algum estágio de degradação, sendo a limitação de N 

considerada um dos principais fatores responsáveis por esse processo (Ribeiro et al., 

2017). Em estudo do Centro de Desenvolvimento do Agronegócio (Cedagro), foi 

quantificado o total de áreas degradadas no estado do Espírito Santo, sendo que, dos 

393.321,55 hectares de áreas agrícolas degradadas, 238.943,66 hectares são áreas 

cultivadas com pastagem, equivalente a 18,10% da área total (Cedagro, 2012). 

Os principais fatores responsáveis pela degradação das áreas cultivadas com 

pastagens estão relacionados ao manejo incorreto e, principalmente, ao superpastejo. A 

degradação do solo reduz a sua capacidade produtiva, causando prejuízos financeiros e 

ambientais em razão da perda de solo e nutrientes pelo processo de erosão, com redução 

do aporte de C no solo e contaminação de rios e mananciais. 

As regiões Sul e do Caparaó, no Estado do Espírito Santo, particularmente, têm 

grande relevância na agricultura, na pecuária e na produção de serviços ambientais, 

sendo necessária a recuperação de extensas áreas degradadas. Dentro do balanço de C 

dos sistemas de produção pecuária, a compensação das emissões de CO2 (ou gases 

equivalentes) a partir da recuperação e manejo incorreto das pastagens e sequestro de C 

no solo demonstrou ser o melhor caminho para mitigação (Oliveira, 2015). 

Dos princípios da conservação do solo, a adubação verde, que promove a 

ciclagem de nutrientes, a fixação biológica de nitrogênio (FBN) por bactérias 

diazotróficas e o uso de bioestimulantes do crescimento vegetativo avançaram como 

promissores para o desenvolvimento de tecnologias sustentáveis. Segundo Russo & 

Berlyn (1990) alguns compostos vegetais são denominados bioestimulantes, 

representando produtos sem características nutricionais, que contêm uma ou mais 

substâncias capazes de estimular a absorção de nutrientes e a eficiência de uso pelas 

plantas. Segundo Vasconcelos et al. (2009) e Calvo et al. (2014), os bioestimulantes 

proporcionam maior produção vegetal, resistência a fatores externos, favorecendo a 

qualidade da cultura quando aplicados em pequenas quantidades. 

As bactérias diazotróficas são organismos procariotos que têm a capacidade de 

fixar o nitrogênio atmosférico tornando-o disponível à planta na forma de amônio 

(Moreira et al., 2010). Colonizam o interior de tecidos vegetais sem causar sintomas de 

doenças, podendo contribuir efetivamente para a FBN, já que a troca se faz de forma 

direta, com menor competição por fontes de C (Döbereiner, 1992; Baldani et al., 1997;). 
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Tal fato torna-se particularmente importante em pastagens, onde o esgotamento da 

fertilidade do solo é apontado como uma das principais causas da sua degradação e a 

adubação nitrogenada destaca-se como prioritária para a recuperação da qualidade do solo 

(Bonfim-da-Silva, 2004). 

Contudo, a introdução de bactérias diazotróficas diretamente no ambiente de 

produção ainda permanece desafiadora devido a recorrentes insucessos causados por 

problemas de competição, dificuldade de persistência do inóculo (Okon & Labandera- 

Gonzalez, 1994), além dos problemas citados por Hungria & Vargas (2000), como acidez 

do solo, deficiência de nutrientes, altas temperaturas no solo, luminosidade, baixa 

precipitação pluviométrica, salinidade e baixa fertilidade do solo. Com o objetivo de 

amenizar os problemas citados, a associação de microrganismos com substâncias 

húmicas tem se tornado promissor para introdução, estabelecimento e maximização da 

atividade das bactérias diazotróficas (Canellas et al., 2002; Marques Jr. et al., 2008; 

Conceição et al., 2008). 

De acordo com Aguiar (2015), o uso de substâncias húmicas via foliar ou no 

solo, como promotores de crescimento, tem atraído a atenção de agricultores e 

empresários com a abertura de um mercado crescente para a comercialização de produtos 

à base de substâncias húmicas. Entretanto, a maioria desses produtos extrai substâncias 

húmicas de fontes não renováveis, tais como turfas, ou importam de fontes fósseis, como 

rochas ricas em carbono humificado (leonardita e lignita). Uma alternativa é a obtenção 

de matéria húmica a partir do produto da transformação de resíduos orgânicos pelos 

micro- organismos e minhocas, conhecido como vermicompostagem. O produto final é 

o húmus de minhoca naturalmente enriquecido com ácidos húmicos e com grande 

capacidade de promoção do crescimento vegetal, especialmente do sistema radicular 

(Canellas et al., 2002; Aguiar et al., 2013). Em aplicações via solo, a suspensão de 

substâncias húmicas adere ao tecido vegetal rapidamente (Marques-Júnior, 2006) 

aumentando a rugosidade e a heterogeneidade da superfície favorecendo a ancoragem 

da bactéria (Frade et al., 2011), primeiro passo para o estabelecimento e crescimento do 

biofilme microbiano. 

Além de tais efeitos em associação aos microrganismos, a fração humificada da 

matéria orgânica pode influenciar diretamente o desenvolvimento e o crescimento das 

plantas (Vaughan e Malcolm, 1985; Nardi et al.; 2002; Canellas et al., 2002; Canellas et 

al., 2005; Zandonadi, 2006). Devido à sua alta capacidade de troca catiônica, as 

substâncias húmicas possuem a propriedade de complexar e, com isso, disponibilizar 

cátions, fornecer nutrientes às plantas e atuar como bioestimulante para o seu 

metabolismo. Estudo conduzido por Caron et al. (2015) demonstrou os efeitos positivos 

das substâncias húmicas na germinação de sementes, crescimento inicial das raízes, e 
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produção de biomassa da planta, além do auxílio na defesa da planta contra estresses. 

Dentre os diferentes bioestimulantes, os óleos essenciais trazem benefícios ao 

crescimento vegetal e estimulam o metabolismo energético (Parrado et al., 2007). Uma 

das principais vantagens desses produtos inclui a sua absorção direta pelos vegetais, 

resultando em menor utilização de energia por parte das plantas para realizar esse 

processo. Os óleos extraídos de diversas espécies do gênero Eucalyptus estão entre os 

mais estudados (Mota et al., 2015). Pesquisas confirmam que óleos essenciais de algumas 

plantas possuem a capacidade de bioestimulação do crescimento vegetal, quando 

aplicados em baixas concentrações (Ludley et al., 2009; Steffen et al., 2010). A aplicação 

de óleo essencial de eucalipto proporcionou maior crescimento das raízes e da parte 

aérea em mudas de eucalipto conferindo maior resistência a condições de stress (Steffen 

et al, 2010). Dessa forma, torna-se importante conhecer os benefícios do OEE, os quais, 

aplicados em menores concentrações, assim como outros bioestimulantes, podem 

estimular o crescimento vegetal e aumentar a população de importantes microrganismos 

do solo (Blum, 1999). 

Complementando os efeitos bioestimulantes e biofertilizantes dos insumos 

biológicos, o uso de práticas de adição de matéria orgânica tem papel importante na 

recuperação de pastagens degradadas. Dentre essas práticas, destaca-se a adubação verde, 

reconhecida como alternativa viável na busca pela sustentabilidade dos solos agrícolas, 

pois conduz ao aumento ou à manutenção do teor de nitrogênio do solo, diretamente 

correlacionado com a presença da matéria orgânica (Andrade et al. 1984). Leguminosas 

e gramíneas podem ter seu desempenho potencializado por bioestimulantes à base de 

substâncias húmicas e óleos essenciais. Muitos autores estudaram o efeito de ácidos 

húmicos sobre leguminosas, principalmente a soja, observando que o bioestimulante é 

capaz de aumentar a nodulação radicular dessa espécie, favorecendo a fixação biológica 

de N (Tan e Tantiwiramanond, 1983). Outros estudos verificaram que a utilização de 

extratos e óleos essenciais de plantas são alternativas eficientes no bioestímulo do 

crescimento vegetal de leguminosas (Parrado et al., 2007; Ludley et al., 2009; Steffen et 

al., 2010). 

Muitas espécies de Stylosanthes são utilizadas como forrageiras em rotação de 

cultura, melhorando de forma expressiva a fertilidade e a conservação dos solos (Ramesh 

et al., 1997), além de melhorar a fixação de N (Reddy et al., 1989). O gênero Stylosanthes 

tem reconhecido potencial na recuperação de solos degradados (Carneiro et al., 1999) que 

em geral possuem alta acidez e de baixa fertilidade (Williams et al., 1984). Plantas do 

gênero Stylosanthes possuem outras vantagens, como o crescimento rápido, elevada 

produção de biomassa, boa resistência a condições adversas, abundância de sementes e 



21 
 

fácil cultivo, o que as tornam ótimas candidatas a serem empregadas em programas de 

recomposição da vegetação e recuperação de áreas degradadas (Xingfeng et al., 2010). 

Dessa forma, esse gênero tem grande potencial para a recuperação de áreas degradadas 

tornando-a potencialmente mais eficiente quando bioestimuladas por substâncias 

húmicas ou óleos essenciais. Diante do exposto e com a hipótese de que as substâncias 

húmicas e o óleo essencial de eucalipto, associados às bactérias diazotróficas, promovem 

maior crescimento vegetal, o objetivo geral deste trabalho foi avaliar e validar 

biotecnologias integrando o uso de bactérias diazotróficas, substâncias húmicas e óleo 

essencial de eucalipto em Capim Marandu e Estilosantes cv. Campo Grande, como 

estratégia inovadora para maximização da produtividade e qualidade do solo. 
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CAPÍTULO 1: AVALIAÇÃO DO EFEITO DE CONCENTRAÇÕES DE 

ÓLEO ESSENCIAL DE EUCALIPTO NO CRESCIMENTO DE CAPIM 

MARANDU E ESTILOSANTES CV. CAMPO GRANDE 

 

RESUMO 

 
O uso de bioestimulantes provenientes de diferentes fontes tem aumentado de 

maneira considerável. Esses produtos incluem uma gama de substâncias como os mais 

diversos óleos essenciais (OE), produtos derivados do metabolismo secundário vegetal. 

O óleo essencial de eucalipto (OEE) pode gerar alelopatia a outras espécies de plantas, 

porém essa reação depende da concentração utilizada e de compostos específicos 

presentes. O objetivo deste trabalho foi analisar o efeito de diferentes concentrações de 

óleo essencial de eucalipto aplicadas via foliar no desenvolvimento e nutrição de Capim 

Marandu e estilosantes cv. Campo Grande. O trabalho foi conduzido em casa de 

vegetação. O delineamento experimental foi em blocos casualizados, com esquema 

fatorial 5x2, com quatro repetições, totalizando 40 unidades experimentais. Os 

tratamentos consistiram de cinco concentrações de óleo essencial de eucalipto: 0, 20, 40, 

60, 80 µL L-1, aplicadas via foliar em dois períodos: 15, 30 e 45 dias após a emergência 

das plantas e aos 15, 30 e 45 dias após o primeiro corte. Foram semeadas 10 sementes de 

estilosantes cv. Campo Grande e 10 sementes da espécie Urochloa brizantha cv. Capim 

Marandu, em vasos de 5 dm3. O experimento foi conduzido durante 150 dias, com 

medidas semanais de altura e diâmetro do colmo. Aos 45 e 90 dias, foi obtida a massa 

seca da parte aérea e realizadas as medidas de trocas gasosas, teor de clorofila e análise 

nutricional. Aos 150 dias foi analisada a produção de massa seca da raiz. Os dados foram 

submetidos à análise de variância e, quando significativo, utilizado o teste de Tukey (p ≤ 

0.05) e análise de regressão. Os resultados demonstraram que a utilização de óleo 

essencial de eucalipto promove maior crescimento em plantas de Capim Marandu e 

rebrota em plantas de estilosantes cv. Campo Grande. Os tratamentos com óleo essencial 

de eucalipto demonstraram ser eficientes na produção de massa seca da parte aérea de 

Capim Marandu e estilosantes cv. Campo Grande. 

Palavras – chave: bioestimulantes, crescimento vegetal, massa seca 
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CHAPTER 1: EVALUATION OF THE EFFECT OF EUCALYPTUS 

ESSENTIAL OIL DOSES ON THE GROWTH OF CAPIM MARANDU AND 

ESTILOSANTS CV. CAMPO GRANDE 

 

ABSTRACT 

 
The use of biostimulants from different sources has increased considerably. 

These products include a range of substances such as the most diverse essential oils (OE), 

products derived from secondary plant metabolism. Eucalyptus essential oil (OEE) can 

generate allelopathy to other species of plants, but this reaction depends on the 

concentration used and specific compounds present. The objective of this work was to 

analyze the effect of different concentrations of eucalyptus essential oil applied in the 

development and nutrition of Capim Marandu and estilosantes cv. Campo Grande. The 

work was conducted in a greenhouse. The experimental design was a randomized 

complete block design, with a 5x2 factorial scheme, with four replications, totaling 40 

experimental units. The treatments consisted of five concentrations of eucalyptus 

essential oil: 0, 20, 40, 60, 80 μL L-1, applied via foliar in two periods: 15, 30 and 45 days 

after emergence of the plants and at 15, 30 and 45 days after the first cut. Seeds of 10 cv. 

Campo Grande and 10 seeds of the species Urochloa brizantha cv. Capim Marandu, in 

pots of 5 dm3. The experiment was conducted for 150 days, with weekly measures of 

height and stem diameter. At 45 and 90 days, the aerial part dry mass was obtained and 

gas exchange, chlorophyll content and nutritional analysis were performed. At 150 days 

the root dry mass production was analyzed. Data were submitted to analysis of variance 

and, when significant, the Tukey test (p ≤ 0.05) and regression analysis were used. The 

results showed that the use of eucalyptus essential oil promotes greater growth in Capim 

Marandu plants and regrowth in estilosantes cv. Campo Grande. The treatments with 

essential oil of eucalyptus have been shown to be efficient in the production of dry mass 

of the aerial part of Capim Marandu and estilosantes cv. Campo Grande. 

Key words: biostimulants, plant growth, dry mass 
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1 INTRODUÇÃO 

 
Para alcançar resultados positivos na recuperação de pastagens degradadas é 

fundamental a escolha das espécies de plantas forrageiras a serem utilizadas. As 

gramíneas adaptam-se às diferentes condições edafoclimáticas, sendo importantes na 

revitalização do solo, proteção e recuperação de áreas degradadas (Fabrice et al., 2015). 

O gênero Uruchloa tem fornecido importantes espécies de gramíneas forrageiras, 

destacando-se a espécie Uruchloa brizantha cv. Marandu, planta originária da região 

vulcânica da África, onde os solos geralmente apresentam bons níveis de fertilidade, 

com precipitação pluviométrica anual próximo de 700 mm e cerca de 8 meses de seca no 

outono e inverno (Rayman, 1983). A cultivar Marandu é proveniente da Estação 

Experimental de Forrageiras de Marandellas, no Zimbabwe, na África, sendo 

introduzida no Brasil por volta de 1967, por iniciativa do produtor de sementes Paul 

Rankin Rayman, e do Dr. John Clatworthy, pesquisador da referida Estação Experimental 

(EMBRAPA, 1984). 

O gênero Stylosanthes, pertencente à família Fabaceae, está amplamente 

distribuído e naturalmente presente em regiões tropicais e subtropicais das Américas, 

África e sudeste da Ásia (Williams et al., 1984). O Brasil é considerado o principal centro 

de diversidade do gênero, com ocorrência de 25 espécies (Costa & Ferreira, 1984; Edye 

& Cameron, 1984; Ferreira & Costa, 1979; Mannetje, 1984). O estilosantes fixa 

biologicamente o nitrogênio pela associação simbiótica de suas raízes com bactérias do 

gênero Rhizobium, constituindo o principal processo de adição de nitrogênio exógeno, 

sendo esse elemento o mais abundante nas plantas e um dos principais fatores limitantes 

para o seu crescimento (Andrade et al., 2010). 

As gramíneas e leguminosas podem ter seu desempenho potencializado pelos 

bioestimulantes. O uso de bioestimulantes provenientes de diferentes fontes tem 

aumentado de maneira considerável, visto que esses produtos incluem uma gama de 

substâncias de origem natural, como os mais diversos óleos essenciais (OE), produtos 

derivados do metabolismo secundário vegetal. Alguns metabólitos secundários ou óleos 

essenciais, como os do gênero Eucalyptus spp., são utilizados como agentes bioativos no 

controle de pragas e doenças de espécies vegetais de interesse comercial, assim como no 

auxílio ao desenvolvimento de técnicas de estimulação do crescimento vegetal (Delasquis 

et al., 2002; Bonaldo et al., 2004; Sandi & Blanco, 2007; Steffen et al., 2008), ou 

reduzindo os efeitos negativos às plantas proporcionados pela ação de determinados 

organismos patogênicos ou adversidades ambientais (Mafia et al., 2005; Andrade et al., 

2006; Mafia et al., 2007). 

O óleo essencial de eucalipto (OEE) pode gerar alelopatia a outras espécies de 



25 
 

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 pode estimular o crescimento vegetal e 

aumentar a população de importantes microrganismos do solo (Blum, 1999). Os OE não 

possuem importância nutricional para o crescimento da planta em si, porém favorecem 

seu crescimento das mais variadas formas, por exemplo, estimulando seu metabolismo 

energético e aumentando a atividade das bombas de prótons (Parrado et al., 2007). Desse 

modo, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de diferentes doses de óleo essencial 

de eucalipto aplicadas via foliar no desenvolvimento e nutrição do Capim Marandu e 

estilosantes cv. Campo Grande. 
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

 
2.1 Condições de cultivo e manejo 

 

O trabalho foi conduzido durante dois cortes, no período de março a agosto, em 

casa de vegetação do Departamento de Agronomia do Centro de Ciências Agrárias e 

Engenharias da Universidade Federal do Espírito Santo. Nesse período, a temperatura 

média dentro da casa de vegetação apresentou uma média entre 20.2 e 29.8ºC, com 

máximas variando entre 34.4 e 36ºC e mínimas entre 15.6 e 18.3ºC. O delineamento 

experimental foi em blocos casualizados, com quatro repetições, no esquema fatorial 5x2, 

totalizando 40 unidades experimentais. Foram semeadas dez sementes da cultivar 

Campo Grande, formada pelas espécies Stylosanthes capitata e Stylosanthes 

macrocephala e dez sementes da cultivar Capim Marandu, espécie Uruchloa brizantha, 

em vasos de 5 dm3. Essas cultivares foram escolhidas para este trabalho por serem as 

forrageiras mais utilizadas em pastagens na região de Alegre-ES. 

Os tratamentos consistiram em cinco concentrações de óleo essencial de 

eucalipto (OEE): 0, 20, 40, 60, 80 µL L-1, baseadas no trabalho de Barroso (2016), e três 

épocas de aplicação: 15, 30 e 45 dias após a emergência, antes e após o primeiro corte 

das plantas. O volume de OEE pulverizado, em cada época de aplicação, foi de 1 mL por 

planta. A parcela experimental foi constituída por quatro plantas por vaso. Por meio do 

método da proveta, foi obtida a densidade do solo (1.16 kg/dm3), que permitiu definir o 

volume de solo adicionado aos vasos. Após 15 dias da emergência das plantas foi feito o 

desbaste, deixando quatro plantas por vaso. A irrigação foi controlada a partir da 

capacidade de campo do solo, verificada a cada cinco dias, por meio da massa de cada 

vaso, irrigando, em média, 200 mL de água/vaso/dia. Foi realizado um corte aos 45 dias 

após a última aplicação de óleo essencial de eucalipto, a uma altura de 3 cm do solo, 

com auxílio de uma tesoura. O experimento foi conduzido durante 150 dias, tomando-se 

medidas semanais de altura de planta e diâmetro do colmo. 

 

2.2 Caracterização química do solo 

 
O solo utilizado foi representativo de uma situação de pastagem degradada da 

região de Alegre-ES. O solo foi seco ao ar e peneirado em peneira com malha de 2.0 mm 

para obtenção da terra fina seca ao ar (TFSA). Para caraterização química do solo (Tabela 

1), foram realizadas as seguintes análises: pH em água e em KCl 1 mol L-1, em suspensão 

solo: líquido 1:2:5; Al, Ca, Mg e Na trocáveis, extraídos com KCl 1 mol L-1, na 

proporção 1:10, sendo Al determinado por titulação com NaOH 0,025 mol L-1, Ca e Mg 

por espectrometria de absorção atômica (EAA) e Na por fotometria de chama; K e P 

disponíveis por extração com Mehlich (HCl 0,05 mol L-1 + H2SO4 0,0125 mol L-1), na 
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proporção 1:10, dosados por fotometria de chama e colorimetria, respectivamente; H+Al 

utilizando Ca(OAc)2 0,5 mol L-1, ajustado pH 7,0 na proporção 1:15, titulado com NaOH 

0,0606 mol L-1, conforme EMBRAPA (1997). 

Tabela 1: Atributos químicos e físicos do solo utilizado no experimento 

pH P K Ca Mg Al H+Al SB T V m MO 

H2O --(mg dm-3)-- ----------------------(cmolc dm-3)--------------  -------------(%)-------- 

4,86 1,75 37 0,23 1,19 0,6 4,04 0,57 4,61 12,38 51,23 1,98 

Ds   Dp   Areia   Silte  Argila 

----------(kg dm-3)---------- -----------------------------------(%)--------------------------------------- 

1.16   2.33   48   5  47 

pH em água: potenciometria em solução solo-água 1:2,5; fósforo disponível: extraído por Mehlich-1 + 

espectroscopia); alumínio extraível: determinado por titulação com NsOH 0.025 mol L-1, usando-se azul 

de bromotimol como indicador; cálcio e magnésio: extraídos com solução de KCl 1 mol L-1 e determinados 

por espectrofotometria de absorção atômica; potássio e sódio trocáveis: extraídos pelo extrator Mehlich-1 e 

determinados por fotometria de chama; SB = Ca + Mg + K + Na; CTC = SB + (H + Al); V% = SN x 

100/CTC; MO: teor de C do solo x 1,724. Ds: método da proveta; Dp: método do balão volumétrico: teores 
de areia, silte e argila: análise granulométrica. 

 

 
2.3 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, extraído de todas as partes das folhas de Eucalyptus 

globulus por destilação a vapor. 

 

2.4 Atributos Morfológicos, Fisiológicos e Análise Nutricional 

 
Aos 45 e 150 dias foram analisadas medidas de trocas gasosas, fluorescência e 

conteúdo de clorofila, produção de massas fresca e seca da parte aérea. Aos 150 dias foi 

avaliada a produção de matéria fresca e seca da raiz. A parte aérea e a raiz foram 

coletadas, armazenadas em sacos de papel e colocadas em estufa a 65 °C durante 72 horas 

(até atingir peso constante) para determinação da massa seca. Após a secagem em estufa, 

as amostras foram submetidas à trituração em moinho de facas para posterior 

determinação dos teores de C e dos macronutrientes N, P, K, Ca e Mg. 

http://loja.bioessencia.com.br/index.html)
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2.4.1 Trocas gasosas 

 
A análise das trocas gasosas foi realizada nas folhas individuais do 2º par de 

folhas totalmente expandidas, em uma planta de cada um dos quatro vasos, em cada 

tratamento, entre 8 horas e 11 horas da manhã, por meio do analisador a gás 

infravermelho portátil (IRGA), modelo Li 6300 XT (LI-COR, Lincoln, NE, USA), 

utilizando uma fonte luminosa fixa em 1000 mmol m-2 s-1 de intensidade de fluxo de 

fótons fotossintéticos. 

2.4.2 Teor de clorofila 

 
A estimativa do teor de clorofila foi realizada nas folhas individuais do 2º par de 

folhas totalmente expandidas, em uma planta de cada um dos quatro vasos, em cada 

tratamento, por meio do clorofilômetro digital (FALKER). Foi feita uma medição por 

folha, na mesma folha onde foram realizadas as medições das taxas gasosas, entre 8 

horas e 40 minutos e 11 horas da manhã, para todos os tratamentos. 

2.4.3 Análise Nutricional e Determinação de Carbono 

 
O C foi determinado a partir do método de Walkley-Black, adaptado por 

Yeomans & Bremner (1988). Para análise química do N foliar foi realizada digestão 

sulfúrica seguida de destilação Kjeldahl, de acordo com Embrapa (2000). Para análise 

química foliar de P, K, Ca e Mg foi realizada digestão nítrica. A leitura do P foi realizada 

por espectrofotômetro a 725 nm; K por fotômetro de chama e as leituras de Ca e Mg por 

espectroscopia de absorção atômica, de acordo com Johnson e Ulrich, (1959) e Malavolta 

et al. (1997). 

2.4.4 Análises estatísticas 

 
A análise de variância foi realizada por meio do teste F. E para a fonte de 

variação concentrações de SH aplicou-se também o teste de regressão com o auxílio dos 

softwares STATISTICA (2007) e Statistical Analisys System (SAS®, 2004). 
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3 RESULTADOS 

 
3.1 Capim marandu 

 
3.1.1 Atributos Morfológicos 

 
As Figuras 1 e 2 apresentam, respectivamente, os valores de produção de massa 

seca da parte aérea e altura de plantas de Capim Marandu aos 45 dias após a última 

aplicação de óleo essencial de eucalipto (OEE) (momento do primeiro corte) e aos 150 

dias (momento do segundo corte). Observa-se que os atributos avaliados não foram 

influenciados pelas diferentes concentrações de OEE. Entretanto, ocorreu maior 

produção de massa seca da parte aérea no momento do segundo corte (Figura 1) e maior 

altura de plantas no momento do primeiro corte (Figura 2). 

 

 

 

 
Figura 1. Produção de massa seca da parte aérea de plantas de Capim Marandu aos 45 
dias após a última aplicação de óleo essencial de eucalipto (primeiro corte) e aos 150 dias 

(segundo corte), tratadas com as concentrações de 0, 20, 40, 60 e 80 µL L-1 de OEE. 
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Figura 2. Altura de plantas de Capim Marandu aos 45 dias após a última aplicação de 
óleo essencial de eucalipto (primeiro corte) e aos 150 dias (segundo corte), tratadas com 

as concentrações de 0, 20, 40, 60 e 80 µL L-1 de OEE. 
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Observa-se na Figura 3 os valores médios do diâmetro do colmo de plantas de 

Capim Marandu no momento do primeiro corte. Não foram realizadas medidas de 

diâmetro do colmo no momento do segundo corte. 

 

 
Figura 3. Diâmetro do colmo de plantas de Capim Marandu aos 45 dias após a última 
aplicação de óleo essencial de eucalipto (momento do primeiro corte) e aos 150 dias 

(momento do segundo corte), tratadas com as concentrações de 0, 20, 40, 60 e 80 µL L-1 

de OEE. 

 

 
As concentrações de óleo essencial de eucalipto não refletiram em diferenças 

significativas para o número de perfilhos no momento do primeiro e segundo cortes, 

impossibilitando o ajuste de modelos de regressão (Figura 4). Observa-se na Figura 5 que 

a concentração de 60 µL L-1 refletiu em menor produção de massa seca raiz. 
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Figura 4. Número de perfilhos de plantas de Capim Marandu aos 45 dias após a última 
aplicação de óleo essencial de eucalipto (momento do primeiro corte) e aos 150 dias 

(momento do segundo corte), tratadas com as concentrações de 0, 20, 40, 60 e 80 µL L-1 

de OEE. 
 

 

 

 

 

Figura 5. Produção de massa seca da raiz de plantas de Capim Marandu aos 150 dias 

(momento do segundo corte), tratadas com as concentrações de 0, 20, 40, 60 e 80 µL L-1 

de OEE. 
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3.1.2 Análise nutricional foliar 

 
Na Tabela 2 são apresentados os valores de F obtidos na análise de variância dos 

teores de macronutrientes N, P, Ca e Mg na parte aérea de Capim Marandu, nos momentos 

do primeiro e segundo cortes. Ocorreu diferença significativa para os teores foliares de N 

e K no momento do primeiro corte e de N, Ca e Mg no momento do segundo corte. 

Tabela 2. Valores de F, nível de significância e teores médios de macronutrientes da parte 

aérea de Capim Marandu, para as concentrações 0, 20, 40, 60 e 80 µL L-1 de óleo essencial 
de eucalipto (OEE), no momento do primeiro e segundo cortes 

 

PRIMEIRO CORTE 

OEE N P K Ca Mg 

(µL L-1) ---------------------------(g kg -1)----------------------------- 

0 13.800* 0.066ns
 26.580* 1.460 ns

 1.000 ns
 

20 32.200* 0.073 ns
 23.920* 1.350 ns

 1.030 ns
 

40 26.320* 0.075 ns
 22.830* 1.360 ns

 1.050 ns
 

60 35.840* 0.069 ns
 18.670* 1.550 ns

 1.110 ns
 

80 20.880* 0.070 ns
 23.670* 1.080 ns

 0.980 ns
 

Valor F 13,420 2,540 4,480 4,420 0,920 

SEGUNDO CORTE 

OEE N P K Ca Mg 

(µL L-1) ---------------------------(g kg -1)----------------------------- 

0 7.840* 0.015 ns
 5.371 ns

 0.657* 0.899 

20 11.572* 0.015 ns
 6.358 ns

 0.440* 0.573 

40 8.587* 0.01 ns
 5.617 ns

 0.525* 0.834 

60 12.880* 0.015 ns
 4.76 ns

 0.409* 0.783 

80 6.720* 0.014 ns
 5.32 ns

 0.384* 0.919 

Valor F 4,34 2,77 1,66 5,25 2,13 

*significativo a 5%; ns = não significaivo. 

 

 

 

A Figura 6 apresenta o conteúdo foliar de macronutrientesa em plantas de Capim 

Marandu no momento do primeiro e segundo cortes. No primeiro corte ocorreu aumento 

no conteúdo de N (Figura 7A) a partir da concentração de 40 µL L-1 de OEE e no segundo 

corte, a partir da concentração de 60 µL L-1 de OEE. A concentração de 80 µL L-1 de OEE 

resultou em maiores conteúdos de P, K e Mg (Figuras 5B, 5C e 5E, respectivamente). 

Não ocorreram diferenças significativas para o conteúdo de P, K e Mg no momento do 

segundo corte, impossibilitando o ajuste de modelos de regressão. 
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6C 
6D 

6B 

 

Figura 6. Conteúdo foliar de N, P, K e Mg (A, B, C, D e E, respectivamente), em 
plantas de Capim Marandu, aos 45 dias após a última aplicação de óleo essencial de 
eucalipto (momento do primeiro corte) e aos 150 dias (momento do segundo corte), 

tratadas com as concentrações de 0, 20, 40, 60 e 80 µL L-1 de OEE. 

6A 
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3.1.3 Trocas gasosas e teor de clorofila 

 
Entre os parâmetros fotossintéticos analisados (Tabela 3), ocorreu diferença 

significativa para a taxa fotossintética no momento do primeiro corte. No momento do 

segundo corte não ocorreram diferenças significativas para os parâmetros avaliados, 

impossibilitando o ajuste no modelo de regressão. 

Tabela 3. Valores médios dos parâmetros fotossintéticos da parte aérea de Capim 

Marandu em função de concentrações de óleo essencial de eucalipto (OEE), no momento 

do primeiro e segundo cortes. 
 

PRIMEIRO CORTE 

OEE 
Taxa 

Fotossintética 
Transpiração Gs Ci 

 
Fm 

 
Clorofila 

(µL L-1) --------(mol m-2 s-1)--------- -----(µL L-1)-----   

0 16.800* 1.530 ns
 0.080 ns

 122.26 ns
 429.02 ns

 32.220 ns
 

20 12.950* 1.500 ns
 0.080 ns

 134.00 ns
 452.28 ns

 23.480 ns
 

40 13.710* 1.620 ns 0.080 ns
 98.62 ns

 449.55 ns
 27.830 ns 

60 10.360* 1.010 ns
 0.050 ns

 85.72 ns
 376.43 ns

 31.090 ns
 

80 14.260* 1.580 ns
 0.080 ns

 104.61 ns
 501.29 ns

 33.320 ns
 

Valor F 4,457 3,885 2,999 2,948 1,412 1,792 

SEGUNDO CORTE 

OEE 
Taxa 

Fotossintética 
Transpiração Gs Ci Fm 

(µL L-1) ------------(mol m-2 s-1)--------- -----(µL L-1)---- -  

0 35,540 ns 2,064 ns 0,158 ns 725,87 ns 403,25 ns 

20 36,280 ns 0,864 ns 0,128 ns 820,92 ns 375,15 ns 

40 35,730 ns 2,069 ns 0,149 ns 743,81 ns 402,87 ns 

60 34,600 ns 0,566 ns 0,170 ns 678,17 ns 562,85 ns 

80 35,610 ns 1,012 ns 0,141 ns 770,10 ns 406,47 ns 

Valor F 0,920 1,240 1,447 1,475 1,080 

Gs: condutância estomática; Ci: concentração de CO2 interno; Fm: fluorescência máxima da clorofila. 

*significativo a 5%; ns = não significativo. 
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Figura 7. Taxa Fotossintética em plantas de Capim Marandu, aos 45 dias após a última 
aplicação de óleo essencial de eucalipto (momento do primeiro corte), tratadas com as 

concentrações de 0, 20, 40, 60 e 80 µL L-1 de OEE. 
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3.2 Estilosantes cv. Campo Grande 

 
3.2.1 Atributos Morfológicos 

 
No momento do primeiro e segundo cortes, ocorreram diferenças significativas 

para a produção de massa seca da parte aérea (MSPA) das plantas de estilosantes cv. 

Campo Grande. A concentração de 40 µL L-1 de OEE proporcionou aumento na produção 

de MSPA no primeiro corte e, no segundo corte, esse aumento ocorreu a partir da 

concentração de 20 µL L-1 de OEE. A maior produção de MSPA ocorreu no momento do 

segundo corte (Figura 8A). As concentrações de óleo essencial de eucalipto não 

proporcionaram diferenças significativas para altura de plantas de estilosantes cv. Campo 

Grande no primeiro e segundo cortes (Figura 8B), impossibilitando o ajuste de modelos 

de regressão. 

 

8A 8 B 

 
Figura 8. Produção de massa seca da parte aérea (MSPA) e altura de plantas de 

estilosantes cv. Campo Grande (A e B, respectivamente) aos 45 dias após a última 
aplicação de óleo essencial de eucalipto (momento do primeiro corte) e aos 150 dias 

(momento do segundo corte), tratadas com as concentrações de 0, 20, 40, 60 e 80 µL L-1 

de OEE. 

 

 
3.2.2 Análise nutricional foliar 

 
A Tabela 4 apresenta os teores médios de C e dos macronutrientes N, P, K, Ca e 

Mg na parte aérea de estilosantes cv. Campo Grande nos momentos do primeiro e segundo 

cortes. Ocorreram diferenças significativas para os teores de Mg no momento do 

primeiro corte. Para os demais teores não ocorreram diferenças significativas, 

impossibilitando o ajuste de modelos de regressão. 
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Tabela 4. Teores médios C e macronutrientes da parte aérea de estilosantes cv. Campo 

Grande, para as concentrações 0, 20, 40, 60 e 80 µL L-1 de óleo essencial de eucalipto 
(OEE), no momento do primeiro e segundo cortes 

 

  PRIMEIRO CORTE  

OEE N P K Ca Mg C 

(µL L-1) -----------------------------(g kg -1)------------------------ (%) 

0 41.51 ns 0.0029 ns 6.817 ns 1.408 ns 0.374* 41.82 ns 

20 41.72 ns 0.0028 ns 6.950 ns 1.612 ns 0.353* 34.07 ns 

40 44.52 ns 0.0034 ns 6.817 ns 1.458 ns 0.374* 40.12 ns 

60 45.08 ns 0.0033 ns 7.121 ns 1.674 ns 0.392* 32.23 ns 

80 45.08 ns 0.0031 ns 6.863 ns 1.494 ns 0.408* 30.14 ns 

Valor F 0,551 2,479 0,249 0,723 3,687 1,398 

  SEGUNDO CORTE  

OEE N P K Ca Mg C 

(µL L-1) -----------------------------(g kg -1)------------------------ (%) 

0 27.35 ns 0.015 ns 3.533 ns 0.938 ns 0.328 ns 47.428 ns 

20 24.13 ns 0.015 ns 3.542 ns 0.965 ns 0.325 ns 50.034 ns 

40 25.67 ns 0.014 ns 4.300 ns 0.858 ns 0.311 ns 53.976 ns 

60 25.95 ns 0.014 ns 4.104 ns 0.970 ns 0.408 ns 50.101 ns 

80 24.41 ns 0.014 ns 3.667 ns 0.965 ns 0.400 ns 53.709 ns 

Valor F 1,990 2,822 2,896 0,391 1,218 0,339 

*significativo a 5%; ns = não significativo. 

 

Observa-se na Figura 9 a ocorrência do acréscimo no teor de Mg com o 

incremento das concentrações de OEE. A concentração de 80 µL L-1 de óleo essencial de 

eucalipto proporcionou maior incremento no teor de Mg na parte aérea de estilosante cv. 

Campo Grande. 
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Figura 9. Teor de Mg da parte aérea de plantas de estilosantes cv. Campo Grande aos 45 
dias após a última aplicação de OEE (momento do primeiro corte), tratadas com as 

concentrações de 0, 20, 40, 60 e 80 µL L-1 de OEE. 

 

 
Ocorreu diferença significativa para o conteúdo de N, P, K e Mg no momento 

do primeiro corte. A concentração de 60 µL L-1 de OEE resultou em plantas de estilosantes 

cv. Campo Grande com maior acúmulo de macronutrientes (Figura 10). No momento do 

segundo corte ocorreram diferenças significativas para N e P, sendo a concentração de 

20 µL L-1 de OEE a que proporcionou maior acúmulo desses macronutrientes na parte 

aérea de plantas de estilosantes cv. Campo Grande. Não ocorreram diferenças 

significativas para Ca no primeiro e segundo cortes, impossibilitando o ajuste no modelo 

de regressão. 
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Figura 10. Conteúdo de N, P, K, Ca e Mg (A, B, C, D e E, respectivamente) em plantas 
de estilosantes cv. Campo Grande no momento do primeiro corte, tratadas com 

concentrações 0, 20, 40, 60 e 80 µL L-1 de OEE. 
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3.2.3 Atributos Fisiológicos 

Ocorreu diferença significativa para a taxa fotossintética no momento do 

primeiro corte. No momento do segundo corte não ocorreram diferenças significativas 

para os parâmetros avaliados, impossibilitando o ajuste no modelo de regressão (Tabela 

5. 

Tabela 5 Valores médios dos parâmetros fotossintéticos da parte aérea de estilosantes cv. 

Campo Grande em função de concentrações de óleo essência de eucalipto (OEE), no 

momento do primeiro e segundo cortes. 
 

PRIMEIRO CORTE 

OEE 
Taxa 

Fotossintética 
Transpiração Gs Ci 

 
Fm 

 
Clorofila 

(µL L-1) --------(mol m-2 s-1)--------- -----(µL L-1)-----   

0 35.90* 9.35ns 0.55 ns
 270.36 ns

 761.41 ns
 47.37 ns

 

20 31.05* 9.49 ns
 0.62 ns

 296.22 ns
 668.20 ns

 42.96 ns
 

40 30.06* 9.01 ns
 0.58 ns

 289.99 ns
 811.01 ns

 50.19 ns
 

60 33.72* 9.35 ns
 0.61 ns

 280.73 ns
 776.71 ns

 46.11 ns
 

80 18.10* 6.92 ns
 0.39 ns

 307.98 ns
 609.90 ns

 46.75 ns
 

Valor F 3,534 1,304 1,205 1,469 1,524 2,141 

SEGUNDO CORTE 

OEE 
Taxa 

Fotossintética 
Transpiração Gs Ci Fm 

(µL L-1) ------------(mol m-2 s-1)--------- -----(µL L-1)-----   

0 35,55 ns 0,0036 ns 725,89 ns 725,89 ns 301,23 ns 

20 36,28 ns 0,0030 ns 820,92 ns 820,92 ns 264,99 ns 

40 35,81 ns 0,0036 ns 732,87 ns 732,87 ns 330,49 ns 

60 34,85 ns 0,0037 ns 711,75 ns 711,75 ns 160,51 ns 

80 35,59 ns 0,0033 ns 770,15 ns 770,15 ns 218,17 ns 

Valor F 0,92 1,189 1,447 1,475 1,839 

Gs: condutância estomática; Ci: concentração de CO2 interno; Fm: fluorescência máxima da clorofila. 

*significativo a 5%; ns = não significativo. 

 

 

 

 
Os valores da taxa fotossintética em plantas de estilosantes cv. Campo Grande 

ajustaram-se ao modelo de regressão linear (Figura 11). Observa-se que a concentração 

de 80 µL L-1 de OEE proporcionou menor valor na taxa fotossintética. 
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Figura 11. Taxa Fotossintética em plantas de estilosantes cv. Campo Grande, aos 45 dias 
após a última aplicação de óleo essencial de eucalipto (momento do primeiro corte), 

tratadas com as concentrações de 0, 20, 40, 60 e 80 µL L-1 de OEE. 
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4 DISCUSSÃO 

 
4.1 Capim Marandu 

 
No momento do primeiro corte das plantas de Capim Marandu, a produção de 

MSPA e a altura de plantas (Figuras 1 e 2, respectivamente), que são consideradas os 

parâmetros mais importantes em estudos relacionados à eficiência de tratamentos sobre o 

crescimento e desenvolvimento vegetal (Souza, 2003), não foram influenciadas pelas 

diferentes concentrações de OEE, entretanto, ocorreu maior produção de MSPA no 

momento do segundo corte (Figura 1) e maior altura de plantas no momento do primeiro 

corte (Figura 2). De acordo com Gomide (1997), em solos de baixa fertilidade, a cultura 

desenvolve pouca área foliar e, portanto, menos biomassa. 

A concentração de 60 μL L-1 de OEE resultou em um menor incremento de massa 

seca da raiz (MSR) em relação às demais concentrações (Figura 5). Esses resultados 

diferem dos encontrados por Steffen et al. (2010), os quais verificaram que as 

concentrações de 50 e 60 μL L-1 proporcionaram um estímulo ao crescimento radicular 

em profundidade. Após o segundo corte, plantas de Capim Marandu apresentaram 

crescimento inferior ao primeiro corte (Figura 2), evidenciando que a época influenciou 

na altura de plantas. Segundo Santos Jr. et al. (2004), a capacidade de reconstituição de 

nova área foliar está individualmente associada às condições ambientais, como 

temperatura, luminosidade, umidade e fertilidade do solo. Embora a utilização do óleo 

essencial de plantas de eucalipto possa causar alelopatia a determinadas espécies vegetais 

(Cruz et al., 2000; Ferreira & Aquila, 2000; Goetze & Thomé, 2004), dependendo da 

concentração de determinados compostos, existe a possibilidade de ocorrer relações de 

sinergismo, proporcionando a indução do crescimento de microrganismos ou plantas 

(Blum, 1999; Mairesse, 2005). 

O efeito da aplicação do OEE via parte aérea das plantas de braquiária pode ter 

ocorrido por meio da ação reguladora do crescimento, resultando em mudanças 

enzimáticas nas plantas ou alterações fisiológicas ocorridas nas raízes, o que explicaria o 

maior crescimento das plantas submetidas a determinadas concentrações do óleo. Outra 

possibilidade poderia estar relacionada aos efeitos indiretos do óleo essencial sobre 

organismos ou microrganismos que possam alterar o desenvolvimento vegetal 

(Brimecombe et al., 2001; Bittner et al., 2009). 

Ocorreram diferenças significativas para os teores de N e K no momento do 

primeiro corte e para os teores de N e Ca no momento do segundo corte (Tabela 2). Os 
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teores médios de N e K, no momento do primeiro corte, encontram-se na faixa de teores 

adequados de macronutrientes em Capim Marandu, entre 13 a 20 g kg-1 para N e 12 a 30 

g kg-1 para K (Silva, 2009). Os demais macronutrientes não se encontram na faixa de 

teores adequados, devido ao fato de o solo não ter sido adubado e corrigida a sua acidez, 

solo representativo de uma pastagem degradada. A Figura 6 mostra que nas concentrações 

40, 60 e 80 µL L-1 de OEE foram obtidos os conteúdos médios de N de 31.46, 32.62 e 

g kg-1, respectivamente, estatisticamente superiores às demais concentrações de OEE. A 

concentração de 80 μL L-1 de OEE correspondeu a um aumento no conteúdo de N de 

118 % em relação à concentração zero, o que demonstra que o OEE auxiliou na 

absorção de N. Os maiores acúmulos, no primeiro e segundo cortes, foram do N e K, 

sendo o P e Mg os nutrientes que apresentaram os menores acúmulos na parte aérea de 

Capim Marandu. Braz et al. (2004) verificaram nas espécies milheto (Pennisetum 

glaucum), capim braquiária (Brachiaria brizantha) e Mombaça (Panicum maximum) o 

acúmulo dos nutrientes N, P, Ca, P e Mg nas folhas em função dos dias após a emergência 

da planta. Para o capim Mombaça os acúmulos máximos também foram de N e K. Cunha 

et al. (2012) encontraram valores de 24 g kg-1 para N, sendo esse o nutriente que 

também apresentou maior acúmulo na parte aérea de Capim-Limão. 

Segundo Parrado et. al. (2007), o uso de óleos essenciais aumenta a atividade da 

ATPase, proteínas integrais de membrana que utilizam a energia liberada na hidrólise do 

ATP para bombear prótons ativamente para o apoplasto ou para o vacúolo, de modo a 

controlar o pH citossólico, criando um gradiente eletroquímico, importante para a 

captação de nutrientes (Dufuor & Goffeau, 1980). 

Para os parâmetros fotossintéticos, o maior estímulo do OEE ocorreu para a taxa 

fotossintética líquida no momento do primeiro corte (Figura 7), apresentando diferenças 

significativas, sendo que a concentração de 60 μL L-1 de OEE correspondeu a um 

decréscimo na taxa fotossintética. Esse resultado pode ser explicado pela baixa 

luminosidade na casa de vegetação. Segundo Jefferies (1965), plantas sob luminosidade 

reduzida têm desenvolvimento mais lento e menor perda de água pelos seus tecidos. 
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4.2 Estilosantes cv. Campo Grande 

 
A produção de MSPA de plantas de Estilosantes cv. Campo Grande apresentou 

diferenças significativas no momento do primeiro e segundo cortes (Figura 8A). A 

produção de MSPA foi superior no segundo corte em relação ao primeiro, demonstrando 

a participação do OEE na rebrota de Estilosantes cv. Campo Grande. Isso evidencia que 

a aplicação de OEE influencia na rebrota da planta, o que é muito importante, pois 

aumenta a produção de forragem para alimentação animal. A concentração de 60 μL L-1 

de OEE resultou em uma maior produção de MSPA no momento do primeiro corte. No 

segundo corte, ocorreu uma maior produção de MSPA de Estilosantes cv. Campo Grande 

na concentração de 20 μL L-1 de OEE, isso pode estar relacionado a um incremento na 

absorção de macro e micronutrientes (Sondergaard et al., 2004). Segundo Mairesse 

(2005), alguns compostos vegetais, quando utilizados em concentrações extremamente 

reduzidas, apresentam efeito Hormese, que se caracteriza pela indução de determinadas 

características provocada pela utilização de baixas concentrações de compostos 

considerados tóxicos. 

A análise nutricional demonstrou diferença significativa quanto ao teor de 

nutrientes para o Mg, no momento do primeiro corte (Tabela 4). Ocorreu o acréscimo no 

teor de Mg com o incremento das concentrações de OEE. A concentração de 80 µL L-1 

de OEE proporcionou maior incremento no teor de Mg na parte aérea de estilosante cv. 

Campo Grande. Os valores médios dos teores de N, no momento do primeiro e segundo 

cortes, encontram-se dentro da faixa de teores adequados de macronutrientes em 

leguminosas forrageiras, entre 20 a 40 g kg-1 (Silva, 2009). As leguminosas são capazes 

de realizar a fixação biológica de N, por meio da simbiose com as bactérias do gênero 

Rhizobium, representando uma importante fonte desse nutriente para o solo e para a 

recuperação de pastagens degradadas (Lopes et. al., 2011). Assim como para a braquiária, 

o solo não recebeu adubação e correção da acidez, resultando em teores inadequados de 

P, K e Mg para leguminosas forrageiras. 

Ocorreram diferenças significativas para os conteúdos foliares de N, P, K e Mg 

no momento do primeiro corte, e N e P no momento do segundo corte. É possível 

verificar na Figura 10 que a concentração de OEE capaz de proporcionar maior acúmulo 

de macronutrientes na parte aérea de estilosantes cv. Campo Grande foi 60 µL L-1. 

As plantas de estilosantes cv. Campo Grande não apresentaram produção de 

nódulos nas suas raízes, em todas as concentrações de OEE. O menor volume de raízes 
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produzido reduziu os sítios que poderiam ser infectados pelas bactérias do gênero 

Rhizobium. A produção de massa seca da raiz teve uma variação média de 1.30 a 1.50 g 

planta-1, influenciando de forma negativa a produção de nódulos. A nodulação pode ser 

afetada por diversos fatores, entre os quais estão o baixo pH, a baixa concentração de Ca 

e P na solução do solo (Andrew, 1976). Além desses fatores, pode ser destacado o efeito 

antibacteriano dos OEE. Alguns trabalhos descrevem que os efeitos aleloquímicos dos 

compostos fenólicos que compõem os óleos essenciais podem assumir diferentes formas 

de ação sobre o desenvolvimento de organismos (Brimecombe et al., 2001), inibindo de- 

terminado organismo (Schawn-Estrada et al., 2003; Medice et al., 2007). 

Para os parâmetros fotossintéticos de plantas de Estilosantes cv. Campo Grande 

ocorreram diferenças significativas para a taxa fotossintética líquida. A concentração de 

80 µL L-1 resultou em menor incremento na taxa fotossintética (Tabela 5). Ibrahim et. al., 

(2006) avaliaram o efeito de monoterpenos, constituintes representativos dos OE, sobre 

diferentes cultivares de alface e cenouras. Observaram que concentrações variando entre 

60 e 90 mL L-1 afetaram negativamente diferentes variáveis fisiológicas. 

Segundo Taiz & Zeiger (2006), alguns componentes dos metabólitos 

secundários das plantas atuam no crescimento e desenvolvimento dos vegetais, o que 

pode explicar a resposta das plantas de Capim Marandu e Estilosantes cv. Campo Grande 

à aplicação destes metabólitos. 
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5 CONCLUSÕES 

A utilização de óleo essencial de eucalipto promove maior crescimento em 

plantas de Capim Marandu e rebrota em plantas de Estilosantes cv. Campo Grande. 

A concentração de 80 µL L-1 demonstrou ser eficiente para o incremento na 

produção de massa seca da parte aérea e acúmulo de macronutrientes em Capim Marandu. 

A concentração de 60 µL L-1 demonstrou ser eficiente para o incremento na 

produção de massa seca da parte aérea de Estilosantes cv. Campo Grande. 
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CAPÍTULO 2: AVALIAÇÃO DO EFEITO DE DOSES DE 

SUBSTÂNCIAS HÚMICAS EM ESTILOSANTES cv. CAMPO GRANDE, COM E 

SEM INOCULAÇÃO 

 

RESUMO 

 
As substâncias húmicas participam de importantes reações que ocorrem nos 

solos, influenciando a fertilidade por meio da liberação de nutrientes, pela detoxificação 

de elementos químicos, melhoria das condições físicas e biológicas do solo e por meio da 

produção de substâncias fisiologicamente ativas, que podem influenciar o acúmulo de 

nutrientes, o crescimento e metabolismo vegetal. O objetivo deste trabalho foi avaliar o 

efeito de diferentes doses de substâncias húmicas, aplicadas via foliar, no 

desenvolvimento e nutrição de estilosantes cv. Campo Grande, com e sem inoculação. O 

trabalho foi conduzido em casa de vegetação. O delineamento experimental foi em blocos 

casualizados, com esquema fatorial 5x2, correspondendo a cinco concentrações de 

substâncias húmicas (0, 20, 40, 60, 80 mg C L-1) a duas condições de inoculação (com e 

sem inoculação). As substâncias húmicas foram aplicadas em dois momentos, aos 15, 30 

e 45 dias após a emergência e aos 15, 30 e 45 dias após o primeiro corte. Foram semeadas 

dez sementes da cultivar Campo Grande, formada pelas espécies Stylosanthes capitata e 

Stylosanthes macrocephala, em vasos de 5 dm3. Após 15 dias da emergência foi feito o 

desbaste, deixando quatro plantas por vaso. O experimento foi conduzido durante 150 

dias, tomando-se medidas semanais de altura e diâmetro do colmo. Foi realizado um 

corte aos 45 dias após a última aplicação de substâncias húmicas, a uma altura de 3 cm 

do solo. As doses foram reaplicadas aos 15, 30 e 45 dias após o corte. Aos 45 e 150 dias, 

foi obtida a massa seca da parte aérea e realizadas as medidas de trocas gasosas, teor de 

clorofila e análise nutricional. Aos 150 dias foi avaliada a produção de massa seca da 

raiz. A concentração de 40 mg C L-1 proporcionou aumento da produção de massa seca 

da parte aérea de estilosantes cv. Campo Grande e nodulação de raízes de plantas de 

estilosantes cv. C. Grande não inoculadas. 

Palavras – chave: nodulação, fixação biológica de nitrogênio, massa seca 
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CHAPTER 2: EVALUATION OF THE EFFECT OF DOSES OF HUMIC 

SUBSTANCES IN ESTILOSANTES cv. CAMPO GRANDE, WITH AND 

WITHOUT INOCULATION 

 

ABSTRACT 

 
Humic substances participate in important reactions that occur in soils, 

influencing fertility through the release of nutrients, detoxification of chemical elements, 

improvement of soil physical and biological conditions and the production of 

physiologically active substances, which can influence the accumulation of nutrients, 

plant growth and metabolism. The objective of this work was to evaluate the effect of 

different doses of humic substances, applied through the leaf, in the development and 

nutrition of esilosantes cv. Campo Grande, with and without inoculation. The work was 

conducted in a greenhouse. The experimental design was a randomized block design with 

5x2 factorial design, corresponding to five concentrations of humic substances (0, 20, 40, 

60, 80 mg C L-1) at two inoculation conditions (with and without inoculation). The humic 

substances were applied in two moments, at 15, 30 and 45 days after the emergency and 

at 15, 30 and 45 days after the first cut. Ten seeds of the cultivar Campo Grande, formed 

by Stylosanthes capitata and Stylosanthes macrocephala, were sown in 5 dm3 pots. After 

15 days of emergence, thinning was done, leaving 4 plants per pot. The experiment was 

conducted for 150 days, taking weekly measurements of height and stem diameter. A cut 

was made at 45 days after the last application of humic substances at a height of 3 cm 

from the soil. The doses were reapplied at 15, 30 and 45 days after the cut. At 45 and 150 

days, the aerial part dry mass was obtained and gas exchange, chlorophyll content and 

nutritional analysis were performed. At 150 days the root dry mass production was 

evaluated. The concentration of 40 mg C L-1 resulted in an increase in the dry mass 

production of aerial part of cv. Campo Grande and nodulation of roots of plants of cv. 

Campo Grande uninoculated. 

Key words: nodulation, biological nitrogen fixation, dry mass 
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1 INTRODUÇÃO 

 
O uso intensivo do solo pela atividade agropecuária vem provocando a 

degradação desse importante recurso natural, de matas e recursos hídricos. A 

degradação pela exploração intensiva do solo gera graves consequências 

socioeconômicas, o que motiva a busca de alternativas ecológicas e ambientais para uso 

do solo. 

Segundo Vaccaro et al., (2015), a matéria orgânica do solo tem como 

componente principal na sua constituição as substâncias húmicas, que podem influenciar 

positivamente o sistema de produção por terem uma função importante tanto no sistema 

solo-planta como no metabolismo, crescimento e desenvolvimento vegetal. A aplicação 

direta de substâncias húmicas sobre as plantas pode interferir no metabolismo vegetal 

devido à sua alta capacidade de troca catiônica e sua propriedade de complexar e 

disponibilizar cátions às plantas, principalmente micronutrientes (Caron et al., 2015), 

além de induzir mudanças no metabolismo do C e N, uma vez que influenciam as 

atividades enzimáticas associadas à glicólise, ao ciclo de Krebs, à assimilação de N, 

modificam o metabolismo secundário (Nardi et al., 2009), resultando em aumento do 

crescimento da raiz e da parte aérea (Rose et al., 2014; Sleighter et al., 2015). 

As substâncias húmicas são obtidas pela extração de fontes não renováveis, tais 

como as turfas. Uma fonte alternativa para extração de substâncias húmicas é o húmus de 

minhoca (Nardi et al., 2009). Diversos resíduos orgânicos, como o esterco bovino, têm 

sido convertidos em vermicomposto (Kaushik e Garg, 2003), resultando em substâncias 

húmicas de elevada atividade biológica. 

Os ácidos húmicos e fúlvicos, produtos do fracionamento das substâncias 

húmicas, são capazes de estimular alterações fisiológicas nas plantas, as quais podem 

contribuir para um melhor desenvolvimento e produtividade. O crescimento, o padrão de 

formação e a diferenciação dos órgãos vegetais são etapas do desenvolvimento vegetal 

alterados, frequentemente, pelas substâncias húmicas (Canellas et al., 2005). Essa ação 

estimulante é atribuída, em geral, a um efeito direto dos hormônios vegetais ou ainda no 

comportamento hormonal das plantas (Chen et al., 1990; Boyhan et al., 2001), em 

especial ao hormônio auxina, que pode ser estimulado na presença de ácidos húmicos, 

resultando em crescimento do sistema radicular das plantas (Trevisan et al., 2010). Desse 

modo, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de diferentes doses de substâncias 

húmicas aplicadas via foliar no desenvolvimento e nutrição de estilosantes cv. Campo 

Grande. 
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

 
2.1 Condições de cultivo e manejo 

 

O trabalho foi conduzido no período de março a agosto, em casa de vegetação 

do Departamento de Agronomia do Centro de Ciências Agrárias e Engenharias da 

Universidade Federal do Espírito Santo. Nesse período, a temperatura média apresentou 

uma média entre 20.2 e 29.8ºC, com máximas variando entre 34.4 e 36ºC e mínimas 

entre 15.6 e 18.3ºC. O delineamento experimental foi em blocos casualizados, com 

quatro repetições, no esquema fatorial 5x2x2, totalizando 80 unidades experimentais. 

Foram semeadas dez sementes de estilosantes cv. Campo Grande, formada pelas 

espécies Stylosanthes capitata e Stylosanthes macrocephala, em vasos de 5 dm3. 

Os tratamentos consistiram em cinco concentrações de substâncias húmicas 

(SH), 0, 20, 40, 60, 80 mg C L-1, e três épocas de aplicação: 15, 30 e 45 dias após a 

emergência, antes e após o primeiro corte das plantas. O volume de OEE pulverizado, em 

cada época de aplicação, foi de 1 mL por planta. A parcela experimental foi constituída 

por quatro plantas por vaso. As sementes foram inoculadas com uma estirpe de 

Bradyrhizobium japonicum (BR 446), inoculante comercial, desenvolvido pela Embrapa 

Agrobiologia, cedido pela Universidade Estadual do Norte Fluminense (UENF). Por meio 

do método da proveta, foi obtida a densidade do solo (1.16 kg/dm3), que permitiu definir 

o volume de solo adicionado aos vasos. Após 15 dias da emergência das plantas foi feito 

o desbaste, deixando quatro plantas por vaso. A irrigação foi controlada a partir da 

capacidade de campo do solo, verificada a cada cinco dias, por meio da massa de cada 

vaso, irrigando, em média, 200 mL de água/vaso/dia. O experimento foi conduzido 

durante 150 dias, tomando-se medidas semanais de altura de planta e diâmetro do 

colmo. Foi realizado o primeiro corte aos 45 dias após a última aplicação de óleo 

essencial de eucalipto, a uma altura de 3 cm do solo, com auxílio de uma tesoura. As 

doses foram reaplicadas aos 15, 30 e 45 dias após o primeiro corte, realizando-se o 

segundo corte aos 150 dias de cultivo. 

 

 

2.2 Caracterização química do solo 

 
O solo utilizado foi representativo de uma situação de pastagem degradada da 

região de Alegre-ES. Foi seco ao ar e peneirado em peneira com malha de 2.0 mm para 

obtenção da terra fina seca ao ar (TFSA). Para caraterização química do solo (Tabela 1), 
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foram realizadas as seguintes análises: pH em água e em KCl 1 mol L-1, em suspensão 

solo: líquido 1:2:5; Al, Ca, Mg e Na trocáveis, extraídos com KCl 1 mol L-1, na 

proporção 1:10, sendo Al determinado por titulação com NaOH 0,025 mol L-1, Ca e Mg 

por espectrometria de absorção atômica (EAA) e Na por fotometria de chama; K e P 

disponíveis por extração com Mehlich (HCl 0,05 mol L-1 + H2SO4 0,0125 mol L-1), na 

proporção 1:10, dosados por fotometria de chama e colometria, respectivamente; H+Al 

utilizando Ca(OAc)2 0,5 mol L-1, ajustado pH 7,0 na proporção 1:15, titulado com NaOH 

0,0606 mol L-1, conforme EMBRAPA (1997). 

Tabela 1 – Atributos químicos e físicos do solo utilizado no experimento 

pH P K Ca Mg Al H+Al SB T V m MO 

H2O --(mg dm-3)-- ----------------------(cmolc dm-3)-------------------- -----------(%)----------- 

4,86 1,75 37 0,23 1,19 0,6 4,04 0,57 4,61 12,38 51,23 1,98 

Ds   Dp   Areia   Silte  Argila 

----------(kg dm-3)---------- -------------------------------------(%)--------------------------------------- 

1.16   2.33   48   5  47 

pH em água: potenciometria em solução solo-água 1:2,5; fósforo disponível: extraído por Mehlich-1 + espectroscopia); 

alumínio extraível: determinado por titulação com NsOH 0.025 mol L-1, usando-se azul de bromotimol como indicador; 

cálcio e magnésio: extraídos com solução de KCl 1 mol L-1 e determinados por espectrofotometria de absorção atômica; 

potássio e sódio trocáveis: extraídos pelo extrator Mehlich-1 e determinados por fotometria de chama; SB = Ca + Mg + 

K + Na; CTC = SB + (H + Al); V% = SN x 100/CTC; MO: teor de C do solo x 1,724. Ds: método da proveta; Dp: 

método do balão volumétrico; teores de areia, silte e argila: análise granulométrica. 

 

2.3 Obtenção das substâncias húmicas 

 
As substâncias húmicas foram isoladas de vermicomposto produzido com 

esterco de curral. Foram utilizados 500 g de vermicomposto e 4.5 L de água deionizada 

(relação vermicomposto: solvente de 1:9). O material foi agitado por um período de 6 

horas, e após 12 horas de repouso o extrato solúvel foi retirado por decantação e 

armazenado. Foi feita a determinação dos teores de carbono (C) e nitrogênio (N) das 

substâncias húmicas, de modo que as concentrações de substâncias húmicas se basearam 

no teor de carbono. 

A determinação quantitativa de C nas substâncias húmicas foi realizada segundo 

método de Yoemans e Bremner (1988). Alíquotas de 5 mL do extrato foram pipetadas 

para tubos de digestão de 100 mL, adicionados 10 mL da solução 0.033 mol L-1 K2Cr2O7 

e 10 mL de H2SO4 concentrado. Foi realizada a digestão sulfúrica em bloco digestor pré- 

aquecido a 170 ºC, por 30 minutos e titulação com a solução de sulfato ferroso amoniacal 

0.03 mol L-1. Para a quantificação de N, foi realizada digestão sulfúrica de 20 mL do 

extrato, seguida de destilação Kjeldahl, de acordo com Embrapa (2000). Os teores de C 

e N determinados foram de 0.096 dag kg-1 e 0.0378 g kg-1, respectivamente. 
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2.4 Atributos Morfológicos, Fisiológicos e Análise Nutricional 

 
Aos 45 e 90 dias foram analisadas medidas de trocas gasosas, fluorescência e 

conteúdo de clorofila, produção de massas fresca e seca da parte aérea. Aos 90 dias foi 

avaliada a produção de matéria fresca e seca da raiz. A parte aérea e a raiz foram 

coletadas, armazenadas em sacos de papel e colocadas em estufa a 65 °C durante 72 horas 

(até atingir peso constante) para determinação da massa seca. Após a secagem em estufa, 

as amostras foram submetidas à trituração em moinho de facas para posterior 

determinação dos teores de carbono (C) e dos macronutrientes nitrogênio (N), fósforo 

(P), potássio (K) e cálcio (Ca). 

2.4.1 Trocas gasosas 

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

folhas totalmente expandidas, em uma planta de cada um dos quatro vasos, em cada 

tratamento, entre 8 horas e 11 horas da manhã, por meio do analisador a gás 

infravermelho portátil (IRGA), modelo Li 6300 XT (LI-COR, Lincoln, NE, USA), 

utilizando uma fonte luminosa fixa em 1000 mmol m-2 s-1 de intensidade de fluxo de 

fótons fotossintéticos. 

2.4.2 Teor de clorofila 

 
A estimativa do teor de clorofila foi realizada nas folhas individuais do 2º par de 

folhas totalmente expandidas, em uma planta de cada um dos quatro vasos, em cada 

tratamento, por meio do medidor portátil de clorofila (MPC), SPAD502 (Minolta, 

Japão), entre 8 horas e 11 horas da manhã. 

2.4.3 Análise Nutricional e Determinação de Carbono 

 
O C foi determinado a partir do método de Walkley-Black, adaptado por 

Yeomans & Bremner (1988). Para análise química do N foliar foi realizada digestão 

sulfúrica seguida de destilação Kjeldahl, de acordo com Embrapa (2000). Para análise 

química foliar de P, K, Ca e Mg foi realizada digestão nítrica. A leitura do P foi realizada 

por espectrofotômetro a 725 nm; K por fotômetro de chama e as leituras de Ca e Mg por 

espectroscopia de absorção atômica, de acordo com Johnson e Ulrich, (1959) e Malavolta 

et al. (1997). 
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2.4.4 Análises estatísticas 

 
A análise de variância foi realizada por meio do teste F. E para a fonte de 

variação concentrações de SH aplicou-se também o teste de regressão com o auxílio dos 

softwares STATISTICA (2007) e Statistical Analisys System (SAS®, 2004). 
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3 RESULTADOS 

 
3.1 Atributos Morfológicos 

 
De acordo com os resultados da análise de variância na Tabela 2, ocorreu efeito 

significativo para a produção de MSPA de plantas de estilosantes cv. Campo Grande que 

foram submetidas à inoculação, no momento do primeiro corte. Não ocorreu efeito 

significativo na interação entre inoculação e concentrações de substâncias húmicas, 

evidenciando que os fatores são independentes, ao nível de 5% de probabilidade pelo teste 

F. No momento do segundo corte, ocorreu efeito significativo para a MSR das plantas de 

estilosantes cv. Campo Grande que foram submetidas à inoculação. 

Tabela 2. Resumo da análise de variância dos atributos morfológicos massa seca da parte 

aérea (MSPA), massa seca da raiz (MSR) e altura de plantas de estilosantes cv. Campo 

Grande com e sem inoculação, submetidas à concentrações de substâncias húmicas (SH). 

 
QM 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

*significativo ao nível de 5% de probabilidade pelo teste F; ns: não significativo. 

PRIMEIRO CORTE 

Fonte de Variação 
   

MSPA (g)  ALTURA (cm) 

Inoculação 1.972*  0.107ns
 

SH 0.178ns
  0.061ns

 

(Inoc x SH) 0.076ns
  0.405ns

 

Resíduo 0.307  0.600 

Média 0,490  6.113 

CV (%) 66,021  9.824 

SEGUNDO CORTE 

Fonte de Variação 
 QM  

MSPA (g) MSR(g) ALTURA (cm) 

Inoculação 0.140ns
 4,600* 0.107ns

 

SH 0.002ns
 0,010ns

 0.061ns
 

(Inoc x SH) 0.085ns
 0.527ns

 0.405ns
 

Resíduo 0.194 0,531 0.600ns
 

Média 0.857 1.564 6.113 

CV (%) 22.662 33,959 9,824 
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1A 2 A 

 

Figura 1. Produção de massa seca da parte aérea e altura de plantas de estilosantes cv. 

Campo Grande, com e sem inoculação (A e B, respectivamente) aos 45 dias após a última 

aplicação de óleo essencial de eucalipto (primeiro corte), submetidas às concentrações de 

substâncias húmicas (SH). 

 

 
3.2 Análise nutricional 

 
Não ocorreu efeito significativo para o conteúdo de macronutrientes da parte 

aérea das plantas de estilosantes cv. Campo Grande, nos momentos do primeiro e segundo 

cortes, evidenciando que os fatores são independentes, ao nível de 5% de probabilidade 

pelo teste F (Tabela 3). 

Tabela 3. Resumo da análise de variância do conteúdo de macronutrientes em plantas de 

estilosantes cv. Campo Grande, submetidas a concentrações de substâncias húmicas (SH) 

com e sem inoculação. 
PRIMEIRO CORTE 

Fonte de Variação 
  QM   

N P K Ca Mg 

-----------------------(g kg-1)------------------------------ 

Inoculação 2029.627ns
 0.001ns

 1326.643ns
 8.418ns

 2.718ns
 

SH 348.616ns
 0.0001ns

 63.418ns
 0.444ns

 0.158ns
 

(Inoc x SH) 62.719ns
 0.00008ns

 40.376ns
 0.277ns

 0.091ns
 

Resíduo 5.944 0.003 3.719 0.392 0.169 

Média 14.912 0.00782 7.046 0.556 0.339 

CV (%) 39.860 38.744 52.782 70.553 50.115 

SEGUNDO CORTE 

Fonte de Variação 
  QM   

N P K Ca Mg 

-----------------------(g kg-1)------------------------------ 

Inoculação 20.738ns
 0.00002ns

 1.616ns
 0.059ns

 0,017ns
 

SH 13.586ns
 0.0000001ns

 0.174ns
 0.008ns

 0,003ns
 

(Inoc x SH) 42.894ns
 0.00001ns

 3.314ns
 0.124ns

 0.007ns
 

Resíduo 5.653 0.0028 1.061 0.237 0.080 

Média 22.364 0.0126 3.972 0.929 0.297 

CV (%) 25.277 2.716 26.723 25.587 27.201 

*significativo ao nível de 5% de probabilidade pelo teste F; ns: não significativo. 
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Figura 2. Conteúdo foliar de N, P, K, Ca e Mg (A, B, C, D e E, respectivamente), em 

plantas de estilosantes cv. Campo Grande, com e sem inoculação, aos 45 dias após a 

última aplicação de óleo essencial de eucalipto (momento do primeiro corte) submetidas 

às concentrações substâncias húmicas (SH). 

 

 

 

 

 

 
Não ocorreu diferença significativa para a massa seca da parte aérea e altura de 

plantas de estilosantes cv. Campo Grande, com e sem inoculação, no momento do 

segundo corte, assim como para o conteúdo de macronutrientes, impossibilitando o ajuste 

no modelo de regressão (Tabela 4). 

2B 

2D 
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Tabela 4. Valores médios da massa da parte aérea, altura de plantas e conteúdo de 

macronutrientes de estilosantes cv. Campo Grande em função de concentrações de 

substâncias húmicas (SH), com e sem inoculação, no momento do segundo corte.  
 

COM INOCULAÇÃO 

 

SH 

(mg C L-1) 

   

N 
 

P 
 

K 
 

Ca 
 

Mg 

MSPA (g) 
ALTURA 

(cm) 

 
 

  ----------------------(g kg -1)--------------------- 

0 0,787ns
 6,356ns

 22,449ns
 0,012ns

 3,852ns
 0,984ns

 0,292ns
 

20 0,928ns
 6,206ns

 26,243ns
 0,013ns

 4,562ns
 1,084ns

 0,306ns
 

40 0,82ns
 6,313ns

 18,697ns
 0,012ns

 4,146ns
 1,017ns

 0,372ns
 

60 0,821ns
 6,225ns

 22,345ns
 0,012ns

 3,601ns
 1,035ns

 0,358ns
 

80 0,631ns
 5,725ns

 18,49ns
 0,01ns

 2,699ns
 0,72ns

 0,262ns
 

Valor F 1,007 0,742 1,097 0,725 1,506 1,049 0,939 

SEM INOCULAÇÃO 

SH 

(mg C L-1) 

 
ALTURA 

(cm) 

  N  P  K  Ca  Mg  

MSPA (g)  

 ----------------------(g kg -1)--------------------- 

0 0,864ns
 5,756ns

 25,577ns
 0,013ns

 3,903ns
 0,932ns

 0,273ns
 

20 0,818ns
 5,925ns

 20,538ns
 0,012ns

 3,486ns
 0,844ns

 0,286ns
 

40 0,915ns
 6,175ns

 24,124ns
 0,013ns

 4,261ns
 0,789ns

 0,291ns
 

60 0,894ns
 6,1ns

 21,791ns
 0,013ns

 4,061ns
 0,821ns

 0,232ns
 

80 1,089ns
 6,35ns

 23,394ns
 0,015ns

 5,159ns
 1,066ns

 0,298ns
 

Valor F 1,427 0,559 0,584 0,869 1,603 1,436 0,683 

*significativo ao nível de 5% de probabilidade pelo teste F; ns: não significativo. 



59 
 

3.3 Atributos Fisiológicos 

 
A Tabela 5 apresenta os valores médios dos atributos fotossintéticos da parte 

aérea de plantas de estilosantes cv. Campo Grande sem e com inoculação, no momento 

do primeiro e segundo corte. Não foram observadas diferenças significativas para esses 

parâmetros, evidenciando que os fatores são independentes, ao nível de 5% de 

probabilidade pelo teste F. 

 

Tabela 5. Resumo da análise de variância dos atributos fotossintéticos e teor de clorofila 

em plantas de estilosantes cv. Campo Grande, submetidas a concentrações de substâncias 

húmicas (SH) com e sem inoculação. 

PRIMEIRO CORTE 

Fonte de 

Variação 

  QM   

Taxa 

Fotossintética 

Gs Ci Fm Clorofila 

Inoculação 119.871ns
 0.311ns

 7548.234ns
 106385.300ns

 34.918ns
 

SH 130.790ns
 0.063ns

 805.014ns
 88906.651ns

 25.768ns
 

(Inoc x SH) 141.899ns
 0.031ns

 295.957ns
 22499.405ns

 31.471ns
 

Resíduo 15.900 0.297 23.524 284.744 6.171 

Média 26.824 0.498 287.691 749.473 41.986 

CV (%) 59.274 59.610 8.176 37.992 14.697 

SEGUNDO CORTE 

Fonte de 

Variação 

  QM   

Taxa 

Fotossintética 

Gs Ci Fm Clorofila 

Inoculação 31.044 0.005 119372.559 206761.824 30,654ns
 

SH 0.703 0.0004 12911.073 9737.248 22,547ns
 

(Inoc x SH) 0.972 0.0005 20604.516 9756.025 18,521ns
 

Resíduo 1.225 0.030 160.105 134.258 5,325 

Média 38.057 0.133 838.053 282.655 39,519 

CV (%) 3.219 22.488 19.104 47.498 11,336 

*significativo ao nível de 5% de probabilidade pelo teste F; ns: não significativo; Gs: condutância 

estomática; Ci: concentração de CO2 interno; Fm: fluorescência máxima da clorofila. 

 

 
 

Não ocorreram diferenças significativas para os valores dos atributos 

fotossintéticos no momento do primeiro corte, impossibilitando o ajuste no modelo de 

regressão (Tabela 6), assim como os valores dos atributos fotossintéticos no momento do 

segundo corte, apresentados na Tabela 7. 
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Tabela 6. Valores médios dos parâmetros fotossintéticos da parte aérea de estilosantes 

cv. Campo Grande em função de concentrações de substâncias húmicas (SH), com e sem 

inoculação, no momento do primeiro corte. 

COM INOCULAÇÃO 

 Taxa 

Fotossintética 

Gs Ci Fm Clorofila 

SH (mg C L-1)    

 (mol m-2 s-1) -----(µL L-1)-----   

0 38,41ns
 0,778ns

 306,203ns
 596,780ns

 40,059ns
 

20 18,389ns
 248,649ns

 298,649ns
 534,287ns

 45,210ns
 

40 34,668ns
 288,480ns

 288,480ns
 876,771ns

 45,193ns
 

60 26,949ns
 307,273ns

 307,273ns
 746,904ns

 45,345ns
 

80 24,361ns
 306,534ns

 306,534ns
 734,768ns

 38,795ns
 

Valor F 0,578 0,541 0,428 2,185 0,977 

SEM INOCULAÇÃO 

 Taxa 

Fotossintética 

Gs Ci Fm Clorofila 

SH (mg C L-1)    

 (mol m-2 s-1) -----(µL L-1)-----   

0 22,459ns
 0,431ns

 286,075ns
 638,641ns

 42,581ns
 

20 24,537ns
 0,395ns

 269,189ns
 789,716ns

 43,656ns
 

40 27,534ns
 0,389ns

 262,467ns
 858,871ns

 38,919ns
 

60 26,24ns
 0,510ns

 292,336ns
 826,665ns

 39,856ns
 

80 24,695ns
 0,357ns

 259,703ns
 891,335ns

 40,250ns
 

Valor F 0,245 0,519 1,677 0,873 0,467 

ns: não significativo; Gs: condutância estomática; Ci: concentração de CO2 interno; Fm: fluorescência 

máxima da clorofila. 
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4 DISCUSSÃO 

 
Ocorreu efeito significativo para a produção de MSPA de plantas de etilosantes 

cv. Campo Grande que foram submetidas à inoculação, no momento do primeiro corte 

(Tabela 2). O modelo linear foi o que melhor se ajustou à curva sem inoculação e com 

inoculação, ambos apresentando coeficientes de determinação de 73% (Figura 1A). A 

maior produção de massa seca foi observada na concentração de 40 mg C L-1 de SH, e 

revelou que o valor máximo de massa seca em plantas sem inoculação foi de 0848 g e em 

plantas com inoculação uma produção de 0,301 g de massa seca. Porém, a menor 

produção de massa seca de plantas de estilosantes sem inoculação e com inoculação foi 

estimada em 0,249 g e 0,05 g, respectivamente, obtida na ausência da aplicação de 

substâncias húmicas (0 mg C L-1). Isso está relacionado ao fato de parte dos efeitos 

bioestimulantes das SH ser devido à sua atividade análoga à ação dos hormônios vegetais 

(Façanha et al., 2002; Canellas et al., 2002), da classe das auxinas, ou seja, podem 

promover o crescimento vegetal em concentrações relativamente pequenas.  

Em experimentos em vaso, Sharif et al. (2002) avaliaram os efeitos de ácido 

húmico no crescimento do milho (Zea mays), demonstrando significante aumento de 

aproximadamente 32% de massa seca do milho comparada ao controle. De acordo com 

Freitas et. al. (2012), a introdução de inoculantes contendo rizóbios eficientes não garante 

a eficiência da associação, pois estirpes nativas são, em geral, muito competitivas. As 

estirpes nativas de rizóbio podem ser tão eficientes quanto as estirpes recomendadas, na 

ausência de N.  

Não ocorreu efeito significativo na interação entre inoculação e concentrações 

de substâncias húmicas, evidenciando que os fatores são independentes, ao nível de 5% 

de probabilidade pelo teste F. No momento do segundo corte, ocorreu efeito 

significativo para a MSR das plantas de estilosantes cv. Campo Grande que foram 

submetidas à inoculação.  

Outros estudos demonstraram que os ácidos húmicos e fúlvicos, além de 

resultarem em crescimento do sistema radicular, incrementam também a biomassa da 

parte aérea. Isso se deve a uma ativação das ATPases bombeadoras de prótons presentes 

na membrana celular, que levaram a uma maior troca de íons e, assim, maior absorção 

de nutrientes, como nitratos, os quais favorecem o crescimento vegetativo (Mora et al., 

2010). Essas evidências também foram encontradas em estudos com milho (Canellas et 

al., 2002; Quaggiotti et al., 2004; Zandonadi et al., 2007) e pepino (Pinton et al., 1999; 

Aguirre et al., 2009). 
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Quanto ao conteúdo de macronutrientes na parte aérea de plantas de estilosantes 

cv. Campo Grande (Tabela 3), não ocorreu efeito significativo nos momentos do primeiro 

e segundo cortes, evidenciando que os fatores são independentes. O modelo linear foi o 

que melhor se ajustou às curvas sem e com inoculação, para todos os macronutrientes, 

com exceção do conteúdo de P, Ca e Mg, ambos em plantas de estilosantes cv. Campo 

Grande sem inoculação. A concentração de substância húmica de 40 mg C L-1 resultou 

em maior conteúdo de macronutrientes. Porém, o menor acúmulo de macronutrientes foi 

obtido na ausência da aplicação de substâncias húmicas (0 mg C L-1). Tejada e Gonzalez 

(2003), em pesquisa com aspargos, verificaram que a aplicação foliar de ácidos húmicos 

auxiliou na absorção de nutrientes como nitrogênio, potássio, magnésio, cálcio, boro e 

ferro pela cultura. 

Os teores de N encontram-se dentro da faixa de teores adequados para 

leguminosas forrageiras (Silva, 2009). Plantas de estilosantes cv. Campo Grande com 

inoculação apresentaram um aumento nos teores de N no primeiro corte, demonstrando 

que a interação entre as concentrações de SH e a inoculação foi eficiente na fixação e 

absorção de N. 

Plantas de estilosantes cv. Campo Grande sem inoculação apresentaram 

nodulação a partir da aplicação da concentração de SH de 40 mg C L-1 (Anexo A1). 

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 

dessa espécie, favorecendo a fixação biológica de nitrogênio (Tan e Tantiwiramanond, 

1983). As plantas com inoculação também apresentaram nodulação. Segundo Façanha et 

al. (2002), os ácidos húmicos apresentam grupamentos auxínicos em sua estrutura, os 

quais ativam as bombas de H+-ATPase da membrana plasmática, o que promove a 

acidificação do apoplasto e o consequente aumento da plasticidade da parede celular, 

resultando no incremento da área e no comprimento radicular. Isso pode ser explicado 

como parte dos efeitos das substâncias húmicas que promovem o crescimento vegetal 

pelo maior enraizamento e aumentam o número de sítios de mitose e emergência de raízes 

laterais, aumentando o número de pontos de infecção para as bactérias (Conceição et. al., 

2009). 

Não ocorreram diferenças significativas para os atributos fisiológicos no 

momento do primeiro e segundo cortes, evidenciando que os fatores são independentes. 

(Tabela 5). No entanto, os resultados encontrados neste trabalho condizem com os 

encontrados por Barroso (2016), os quais, analisando o efeito bioestimulante dos ácidos 

húmicos em estilosantes cv. Campo Grande, encontrou valores de 23 mmol m-2 s-1 para a 

taxa fotossintética, 7.5 mmol m-2 s-1 para transpiração e 0.5 mol m-2 s-1. Segundo Chen et 
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al., (2004), os ácidos húmicos exercem um papel ativo na estimulação da fotossíntese, 

respiração vegetal, entre outros parâmetros fisiológicos. 
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5 CONCLUSÕES 

A concentração de substâncias húmicas de 40 mg C L-1 demonstrou ser eficiente 

para o aumento da produção de massa seca da parte aérea de estilosantes cv. Campo 

Grande. 

A utilização de substâncias húmicas promoveu nodulação em plantas de 

estilosantes cv. Campo Grande, inclusive as plantas sem inoculação, o que demonstra ser 

eficiente para a fixação biológica de nitrogênio. 
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CAPÍTULO 3: EFEITO DA COMBINAÇÃO DE BACTÉRIAS 

DIAZOTRÓFICAS, SUBSTÂNCIAS HÚMICAS E ÓLEO ESSENCIAL DE 

EUCALIPTO EM CAPIM MARANDU E ESTILOSANTES cv. CAMPO GRANDE 

 

RESUMO 

 
A utilização de bactérias diazotróficas é necessária para a agricultura, pois 

apresenta grande potencial na promoção do crescimento vegetal, tanto na fixação 

biológica de N como pela produção de substâncias que auxiliam o crescimento radicular. 

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da combinação de bactérias diazotróficas 

(BD), substâncias húmicas (SH) e óleo essencial de eucalipto (OEE) em Capim Marandu 

e estilosantes cv. Campo Grande. O trabalho foi conduzido em casa de vegetação. O 

delineamento experimental foi em blocos casualizados, com seis tratamentos e quatro 

repetições, correspondendo às seguintes combinações: CONTROLE; SH + OEE; SH + 

BD; OEE + BD; SH + BD + OEE; e BD. Foram semeadas dez sementes de estilosantes 

cv. Campo Grande, formadas pelas espécies Stylosanthes capitata e Stylosanthes 

macrocephala e dez sementes da espécie Urochloa brizantha cv. Marandu, em vasos de 

5 dm3. Após 15 dias da emergência foi feito o desbaste, deixando quatro plantas por 

vaso. Aos 150 dias, foi obtida a massa seca da parte aérea e realizadas as medidas de 

trocas gasosas, teor de clorofila e análise nutricional. Os resultados demonstraram que a 

utilização de bactérias diazotróficas demonstrou eficiência no acúmulo de nutrientes, na 

produção de massa seca da parte aérea e da raiz de Urochloa brizantha cv. Marandu e 

incrementou o acúmulo de N em 92% para plantas de estilosantes cv. Campo Grande, 

em relação ao tratamento controle. 

Palavras – chave: fixação biológica de N, bactérias promotoras de crescimento, óleos 

essenciais 
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CHAPTER 3: EFFECT OF THE COMBINATION OF DIAZOTROPHIC 

BACTERIA, HUMIC SUBSTANCES AND ESSENTIAL OIL OF EUCALYPTUS 

IN CAPIM MARANDU AND ESTILOSANTES cv. CAMPO GRANDE 

ABSTRACT 

 
The use of diazotrophic bacteria is necessary for agriculture, since it has great 

potential in the promotion of plant growth, both in the biological fixation of N and by the 

production of substances that aid root growth. The objective of this work was to evaluate 

the effect of the combination of diazotrophic bacteria (BD), humic substances (SH) and 

essential oil of Eucalyptus (OEE) in Capim Marandu and estilosantes cv. Campo Grande. 

The work was conducted in a greenhouse. The experimental design was in randomized 

blocks, with 6 treatments and 4 replications, corresponding to the following 

combinations: CONTROL; SH + OEE; SH + BD; OEE + BD; SH + BD + OEE; and BD. 

10 Seeds of estilosantes cv. Campo Grande, formed by the species Stylosanthes capitata 

and Stylosanthes macrocephala and 10 seeds of the species Urochloa brizantha cv. 

Marandu, in pots of 5 dm3. After 15 days of emergence, thinning was done, leaving 4 

plants per pot. At 150 days, the dry mass of the aerial part was obtained and the measures 

of gas exchange, chlorophyll content and nutritional analysis were carried out. The results 

demonstrated that the use of diazotrophic bacteria demonstrated efficiency in the 

accumulation of nutrients, in the production of dry mass of the aerial part and the root of 

Urochloa brizantha cv. Marandu and increased the accumulation of N in 92% for plants 

of cv. Campo Grande, in relation to the control treatment. 

Key words: biological N fixation, growth promoting bacteria, essential oils 
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1 INTRODUÇÃO 

 
A ciclagem de nutrientes pela adubação verde, fixação biológica de N por 

bactérias diazotróficas endofíticas e uso de bioestimulantes do crescimento vegetativo 

avançaram como promissores para o desenvolvimento de sistemas de produção e 

tecnologias sustentáveis. A adoção de tecnologias sustentáveis por produtores rurais no 

manejo das pastagens degradadas, visando recuperar a fertilidade do solo e qualidade das 

pastagens, envolve questões econômicas reforçando o benefício da fixação biológica de 

N (FBN) pela menor dependência por adubações nitrogenadas. 

As bactérias diazotróficas são organismos procariotos capazes de fixar o N 

atmosférico e torná-lo disponível às plantas. Quando se associam às plantas, essas 

bactérias são capazes de estabelecer simbioses ou colonizar endofiticamente os tecidos 

vegetais de forma a se beneficiar dos fotoassimilados produzidos e compartilhar o N 

fixado (Johnston-Monje & Raizada, 2011). A utilização destas bactérias é uma prática 

importante e necessária para a agricultura, pois, apresenta grande potencial na fixação 

biológica de N devido a habilidade de colonizar o interior da planta sem causar sintomas 

de doenças, promover o crescimento vegetal tanto pela FBN como pela produção de 

substâncias que auxiliam o crescimento radicular (Moreira et al., 2010), como auxinas, 

giberelinas e citocininas, as quais contribuem para melhorar a nutrição mineral e 

utilização de água pelas plantas (Bazzicalupo & Okon, 2000). 

Contudo, a introdução de BDE diretamente no ambiente de produção ainda 

permanece desafiadora diante a recorrentes insucessos por problemas de competição e 

dificuldade de persistência do inóculo, situação inerente a complexidade das relações 

solo-planta-ambiente (Okon & Labandera-Gonzalez, 1994). Na amenização de tais 

problemas, a associação de microrganismos com substâncias húmicas tem se tornado 

promissor para introdução, estabelecimento e maximização da atividade das BDE 

(Canellas et al., 2002; Marques Jr. et al., 2008; Conceição et al., 2008). 

Apesar de as pesquisas envolvendo BDE, SH e OEE estarem crescendo nos 

últimos anos no Brasil, a estimulação do crescimento das plantas pelo uso em conjunto 

de BDE, SH e OEE é uma estratégia que merece atenção, considerando seu potencial de 

incrementar a produção de forma sustentada. Tais efeitos podem alterar positivamente o 

crescimento da planta e consequentemente trazer benefícios à qualidade da pastagem. 

Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da inoculação de bactérias 
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diazotróficas associadas a substâncias húmicas e óleo essencial de eucalipto em Capim 

Marandu e estilosantes cv. Campo Grande. 

 

2 MATERIAL E MÉTODOS 

 
O trabalho foi conduzido na casa de vegetação do Departamento de Agronomia 

do Centro de Ciências Agrárias e Engenharias da Universidade Federal do Espírito Santo, 

no período de outubro de 2017 a janeiro de 2018. Após a obtenção das concentrações 

ótimas de substâncias húmicas e óleo essencial de eucalipto, descritas nos Capítulos 1 e 

2, foi avaliada a combinação dessas concentrações com as bactérias diazotróficas. As 

concentrações de OEE utilizadas foram de 80 µL L-1 para Capim Marandu e 60 µL L-1 

para estilosante cv. Campo Grande. As concentrações de SH utilizadas foram de 15 mg 

C L-1 para Capim Marandu, baseado no trabalho de Pinheiro (2014) e de 40 mg C L-1 para 

estilosante cv. Campo Grande. O delineamento experimental foi em blocos casualizados, 

com seis tratamentos e quatro repetições, constituindo-se os seguintes tratamentos: 

controle; substâncias húmicas e óleo essencial de eucalipto (SH + OEE); substâncias 

húmicas e bactérias diazotróficas (SH + BD); óleo essencial de eucalipto e bactérias 

diazotróficas (OEE + BD); substâncias húmicas, óleo essencial de eucalipto e bactérias 

diazotróficas (SH + OEE + BD); e uso isolado de bactérias diazotróficas (BD). As 

sementes foram inoculadas com uma estirpe de Bradyrhizobium japonicum (BR 446), 

inoculante comercial, desenvolvido pela Embrapa Agrobiologia, cedido pela 

Universidade Estadual do Norte Fluminense (UENF). 

 

2.1 Obtenção das substâncias húmicas 

 
As substâncias húmicas foram isoladas de vermicomposto produzido com 

esterco de curral, utilizando-se água deionizada (1:9, v:v). Após seis horas de agitação, o 

material ficou em repouso e após 12 horas o sobrenadante foi separado através de 

decantação e armazenado. Foi feita a determinação dos teores de C e N das substâncias 

húmicas, de modo que as concentrações de substâncias húmicas se basearam no teor de 

carbono. 

A determinação quantitativa de C nas substâncias húmicas foi realizada segundo 

método de Yoemans e Bremner (1988). Alíquotas de 5 mL do extrato foram pipetadas 

para tubos de digestão de 100 mL, adicionados 10 mL da solução 0.033 mol L-1 K2Cr2O7 

e 10 mL de H2SO4 concentrado. Foi realizada a digestão sulfúrica em bloco digestor pré- 

aquecido a 170 ºC, por 30 minutos e titulação com a solução de sulfato ferroso amoniacal 
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0.03 mol L-1. Para a quantificação de N, foi realizada digestão sulfúrica de 20 mL do 

extrato, seguida de destilação Kjeldahl, de acordo com Embrapa (2000). Os teores de C 

e N determinados foram de 0.096 dag kg-1 e 0.0378 g kg-1, respectivamente. 

2.2 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. 

 

2.3 Caracterização química do solo 

 
O solo utilizado foi representativo de uma situação de pastagem degradada da 

região de Alegre - ES. Foi seco ao ar e peneirado em peneira com malha de 2.0 mm para 

obtenção da terra fina seca ao ar (TFSA). Para caraterização química do solo (Tabela 1), 

foram realizadas as seguintes análises: pH em água e em KCl 1 mol L-1, em suspensão 

solo: líquido 1:2:5; Al, Ca, Mg e Na trocáveis, extraídos com KCl 1 mol L-1, na 

proporção 1:10, sendo Al determinado por titulação com NaOH 0,025 mol L-1, Ca e Mg 

por espectrometria de absorção atômica (EAA) e Na por fotometria de chama; K e P 

disponíveis por extração com Mehlich (HCl 0,05 mol L-1 + H2SO4 0,0125 mol L-1), na 

proporção 1:10, dosados por fotometria de chama e colometria, respectivamente; H+Al 

utilizando Ca(OAc)2 0,5 mol L-1, ajustado pH 7,0 na proporção 1:15, titulado com NaOH 

0,0606 mol L-1, conforme EMBRAPA (1997). 

 

Tabela 1 – Atributos químicos e físicos do solo utilizado no experimento 

pH P K Ca Mg Al H+Al SB T V m M.O. 

H2O --(mg dm-3)-- ----------------------(cmolc dm-3)-------------------- -----(%)---- (g kg-1) 

5.38 7.03 57 1.04 0.77 0.08 2.72 1.98 4.7 42.11 3.88 0,19 
 

Ds Areia Silte Argila 

(kg dm-3) -------------------------------------(%)--------------------------------------- 

0.94 38 5 57 
 

pH em água: potenciometria em solução solo-água 1:2,5; fósforo disponível: extraído por Mehlich-1 + 

espectroscopia); alumínio extraível: determinado por titulação com NsOH 0.025 mol L-1, usando-se azul 

de bromotimol como indicador; cálcio e magnésio: extraídos com solução de KCl 1 mol L-1 e determinados 

por espectrofotometria de absorção atômica; potássio e sódio trocáveis: extraídos pelo extrator Mehlich-1 e 

determinados por fotometria de chama; SB = Ca + Mg + K + Na; CTC = SB + (H + Al); V% = SN x 

100/CTC; MO: teor de C do solo x 1,724. Ds: método da proveta; teores de areia, silte e argila: análise 

granulométrica. 

http://loja.bioessencia.com.br/index.html)
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2.4 Condições de cultivo 

 
Foram semeadas dez sementes da cultivar Campo Grande, formadas pelas 

espécies Stylosanthes capitata e Stylosanthes macrocephala e dez sementes da espécie 

Uruchloa brizantha cv. Marandu, em vasos de 5 dm3, e 15 dias após a emergência foi 

feito o desbaste, deixando quatro plantas por vaso. Através do método da proveta, foi 

obtida a densidade do solo (0.94 kg dm-3), que permitiu definir o volume de solo 

adicionado aos vasos. A irrigação foi controlada a partir da capacidade de campo do 

solo, verificada a cada cinco dias. O experimento foi conduzido durante 90 dias, com 

medidas semanais de altura e diâmetro do colmo. 

 

2.5 Atributos Morfológicos, Fisiológicos e Análise Nutricional 

 
Foram realizadas medidas de trocas gasosas, fluorescência e conteúdo de 

clorofila, produção de massas fresca e seca da parte aérea. Ao final do experimento foram 

avaliadas a produção de matéria fresca e seca da raiz. A parte aérea e a raiz foram 

coletadas, armazenadas em sacos de papel e colocadas em estufa a 65°C durante 72 horas 

(até atingir peso constante) para determinação da massa seca. Após a secagem em estufa, 

as amostras foram submetidas à trituração em moinho de facas para posterior 

determinação dos teores de C e dos macronutrientes N, P, K, Ca e Mg. 

2.5.1 Trocas gasosas 

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

folhas totalmente expandidas, em uma planta de cada um dos quatro vasos, em cada 

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

Li 6300 XT (LI-COR, Lincoln, NE, USA), utilizando uma fonte luminosa fixa em 1000 

mmol m-2 s-1 de intensidade de fluxo de fótons fotossintéticos. 

2.5.2 Teor de clorofila 

A estimativa do teor de clorofila foi avaliada por meio dos valores do índice 

SPAD, os quais foram obtidos por meio do clorofilômetro digital (FALKER). Foi feita 

uma medição por folha, na mesma folha onde foram realizadas as medições das taxas 

gasosas, entre 8 horas e 40 minutos e 11 horas da manhã, para todos os tratamentos. 

2.5.3 Análise Nutricional e Determinação de Carbono 

O C foi determinado a partir do método de Walkley-Black, adaptado por 

Yeomans & Bremner (1988). Para análise química do N foliar foi realizada digestão 
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sulfúrica seguida de destilação Kjeldahl, de acordo com Embrapa (2000). Para análise 

química foliar de P, K, Ca e Mg foi realizada digestão nítrica. A leitura do P foi realizada 

por espectrofotômetro a 725 nm; K por fotômetro de chama e as leituras de Ca e Mg por 

espectroscopia de absorção atômica, de acordo com Johnson e Ulrich, (1959) e Malavolta 

et al. (1997). 

2.5.4 Análises estatísticas 

Os dados foram submetidos à análise de variância e, quando significativo, 

utilizado o teste de Tukey (p ≤ 0.05), com o auxílio dos softwares STATISTICA (2007) 

e Statistical Analisys System (SAS). 
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3 RESULTADOS 

 
3.1 Capim Marandu 

3.1.1 Atributos Morfológicos 

A Figura 1 apresenta a produção de massa seca da parte aérea de Capim Marandu 

após a associação entre bactérias diazotróficas e concentrações ótimas de óleo essencial 

de eucalipto (80 µL L-1) e substâncias húmicas (15 mg C L-1). O uso de BD isolado 

resultou em maior produção de MSPA e a associação BD + OEE + SH resultou em menor 

produção de MSPA. 
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Figura 1. Produção de massa seca da parte aérea (MSPA) de Capim Marandu após os 

tratamentos: uso isolado de BD; uso combinado de SH + OEE; associação entre SH + 

BD; associação entre BD + OEE; associação entre BD + OEE + SH e tratamento controle. 
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A produção de massa seca de raiz de plantas (MSR) de Capim Marandu 

apresentou diferenças significativas entre os tratamentos. O uso isolado de BD resultou 

em maior produção de MSR (Figura 2). 
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Figura 2. Produção de massa seca da raiz (MSR) de Capim Marandu após os tratamentos: 

uso isolado de BD; uso combinado de OEE + SH; associação entre BD + SH; associação 

entre BD + OEE; associação entre BD + OEE + SH e tratamento controle. 
 

As Figuras 3 e 4 apresentam, respectivamente, altura e diâmetro do colmo de 

plantas de Capim Marandu. 
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Figura 3. Altura de plantas de Capim Marandu após os tratamentos: uso isolado de BD; 

uso combinado de OEE + SH; associação entre BD + SH; associação entre BD + OEE; 

associação entre BD + OEE + SH e tratamento controle. 
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Figura 4. Diâmetro do colmo de plantas de Capim Marandu após os tratamentos: uso 

isolado de BD; uso combinado de OEE + SH; associação entre BD + SH; associação entre 

BD + OEE; associação entre BD + OEE + SH e tratamento controle. 

D
iâ

m
et

ro
 d

o
 C

o
lm

o
 (

m
m

) 
A

lt
u

r
a

 d
e
 P

la
n

ta
s 
(c

m
) 



75 
 

9 D 
10 

 

 

 

 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.1.2 Análise nutricional foliar 

Ocorreram diferenças significativas para o conteúdo dos macronutrientes N, P, 

K, Ca e Mg na parte aérea de Capim Marandu (Tabela 2). 
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Figura 5. Conteúdo foliar de N, P, K, Ca e Mg (A, B, C, D e E, respectivamente) em 

plantas de Capim Marandu após os tratamentos: uso isolado de BD; uso combinado de 

OEE + SH; associação entre BD + SH; associação entre BD + OEE; associação entre BD 

+ OEE + SH e tratamento controle. 
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A Tabela 2 apresenta os valores médios de teores de C e dos macrocuntrientes 

N, P, K, Ca e Mg em Capim Marandu. Não ocorreram diferenças significativas, no 

entanto, os teores de N, K, Ca e Mg  encontram-se dentro da faixa de teores adequados 

de macronutrientes para Capim Marandu. 

Tabela 2. Valores médios dos teores de C e macronutrientes N, P, K, Ca e Mg na parte 

aérea de Capim Marandu para os tratamentos: uso isolado de BD; uso combinado de OEE 

+ SH; associação entre BD + SH; associação entre BD + OEE; associação entre BD + 

OEE + SH e tratamento controle. 
 

TRATAMENTOS 
N P K Ca Mg C 

------------------------------(g kg-1)------------------------- (%) 

BDE 25.900 0.00675 18.520 4.680 2.080 41.751 

SH+OEE 33.833 0.00649 17.100 3.974 2.180 40.778 

SH+BDE 25.433 0.00639 17.330 4.176 2.014 42.346 

BDE+OEE 34.066 0.0056 16.925 4.136 2.316 39.642 

BDE+OEE+SH 33.600 0.0048 16.937 4.108 2.287 41.156 

CONTROLE 29.866 0.0061 18.483 3.877 2.243 40.440 

Valor F 2,567ns
 1,040ns

 0,547ns
 4,575* 0,903ns

 0,453ns
 

ns: não significativo; *significativo a 5% de probabilidade. 

 

 
 

3.1.3 Trocas gasosas e teor de clorofila 

 
Não ocorreram diferenças significativas entre os parâmetros fotossintéticos 

analisados e teor de clorofila nas plantas de Capim Marandu, apresentados na Tabela 3. 

Tabela 3. Valores médios dos parâmetros fotossintéticos da parte aérea de Capim 

Marandu para os tratamentos: uso isolado de BD; uso combinado de OEE + SH; 

associação entre BD + SH; associação entre BD + OEE; associação entre BD + OEE + 

SH e tratamento controle. 
 

 
TRATAMENTOS 

Taxa 

Fotossintética 
Transpiração Gs Fm Clorofila 

----(mol m-2 s-1)------ (µL L-1) 

BDE 39,701 0,004 0,143 325,391 33,706 

SH+OEE 41,479 0,004 0,130 292,431 34,225 

SH+BDE 43,227 0,004 0,152 248,698 30,200 

BDE+OEE 41,671 0,004 0,117 229,775 33,875 

BDE+OEE+SH 49,512 0,004 0,129 265,923 31,575 

CONTROLE 31,442 0,003 0,112 319,202 30,875 

Valor F 0,591ns
 0,7610ns

 0,566ns
 0,378ns

 0,4630ns
 

ns: não significativo; *significativo a 5% de probabilidade. 
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3.2 Estilosantes cv. Campo Grande 

 
3.2.1 Atributos Morfológicos 

 
A produção de massa seca da parte aérea de plantas de estilosantes cv. Campo 

Grande obteve maior incremento com a associação de bactérias diazotróficas com a 

concentração ótima de óleo essencial de eucalipto (BD + OEE), apresentados na Figura 

6. Esses resultados também ocorreram para a produção de massa seca da raiz (Figura 7), 

altura de plantas (Figura 8) e diâmetro do colmo de plantas de estilosantes cv. Campo 

Grande (Figura 9). 
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Figura 6. Produção de massa seca da parte aérea de plantas (MSPA) de estilosantes cv. 

Campo Grande após os tratamentos: uso isolado de BDE; uso combinado de SH + OEE; 

associação entre SH + BDE; associação entre BDE + OEE; associação entre BDE + OEE 

+ SH e tratamento controle. 
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Figura 7. Produção de massa seca da raiz de estilosantes cv. Campo Grande após os 

tratamentos: uso isolado de BDE; uso combinado de SH + OEE; associação entre SH + 

BDE; associação entre BDE + OEE; associação entre BDE + OEE + SH e tratamento 

controle 
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Figura 8. Altura de plantas de estilosantes cv. Campo Grande após os tratamentos: uso 

isolado de BDE; uso combinado de SH + OEE; associação entre SH + BDE; associação 

entre BDE + OEE; associação entre BDE + OEE + SH e tratamento controle 
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Figura 9. Diâmetro do colmo de plantas de estilosantes cv. Campo Grande após os 

tratamentos: uso isolado de BDE; uso combinado de SH + OEE; associação entre SH + 

BDE; associação entre BDE + OEE; associação entre BDE + OEE + SH e tratamento 

controle 
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3.2.2 Análise nutricional 

 
A Tabela 4 apresenta os valores médios de teores de C e dos macrocuntrientes 

N, P, K, Ca e Mg em estilosantes cv. Campo Grande. Não ocorreram diferenças 

significativas, entretanto, os teores de N, K, Ca e Mg encontram-se dentro da faixa de 

teores adequados de macronutrientes para Stylosanthes spp. Os teores de C apresentaram 

diferenças significativas. A associação entre BDE + OEE resultou em maiores teores 

médios de C. 

 

Tabela 4. Valores médios dos teores de C e macronutrientes N, P, K, Ca e Mg na parte 

aérea de estilosantes cv. Campo Grande após os tratamentos: uso isolado de BDE; uso 

combinado de SH + OEE; associação entre SH + BDE; associação entre BDE + OEE; 

associação entre BDE + OEE + SH e tratamento controle  
 

TRATAMENTOS 
N P K Ca Mg C 

--------------------------------------(g kg-1)-------------------------------- (%) 

BDE 32.200 0.0057 14.425 5.589 2.064 39.858 ab* 

SH+OEE 32.434 0.006 12.550 5.255 2.341 36.613 b* 

SH+BDE 37.022 0.0110 15.150 5.855 2.230 42.995 ab* 

BDE+OEE 35.000 0.0067 13.300 5.112 1.135 44.239 a* 

BDE+OEE+SH 35.934 0.0063 11.875 5.433 1.855 40.886 ab* 

CONTROLE 33.367 0.0055 13.588 5.192 1.904 43.536 ab* 

Valor F 0,408ns
 0,393 ns

 0,407 ns
 0,499 ns

 1,327 ns
 3,039* 

ns: não significativo; *médias seguidas pela mesma letra não diferem entre sim pelo teste de Tukey a 5% 

de probabilidade 
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Ocorreu incremento no acúmulo de N, K e Ca na parte aérea de estilosantes cv. 

Campo Grande com a associação BD + OEE (Figuras A, C e D, respectivamente) e para 

os macronutrientes P e Mg, o incremento ocorreu no tratamento controle (Figuras B e E). 
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Figura 10. Conteúdo foliar de N, P, K, Ca e Mg (A, B, C, D e E, respectivamente) em 

plantas de estilosantes cv. Campo Grande após os tratamentos: uso isolado de BD; uso 

combinado de OEE + SH; associação entre BD + SH; associação entre BD + OEE; 

associação entre BD + OEE + SH e tratamento controle. 
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4 DISCUSSÃO 

 
4.1 Capim Marandu 

 
A estirpe utilizada para inoculação neste trabalho, Bradyrhizobium japonicum, 

específica para leguminosas, demonstrou eficiência para Capim Marandu, resultando em 

maior produção de MSPA, MSR e altura de plantas (Figuras 1, 2 e 3, respectivamente). 

Esses resultados corroboram com Oliveira et al., (2007) em trabalho com Brachiaria 

brizantha cv. Marandu, mostrando que essa gramínea, sem aplicação de N e com 

inoculação de bactérias diazotróficas, produziu mais forragem do que a testemunha (sem 

aplicação de N e sem inoculação), sendo apontada pelos autores como alternativa 

sustentável para aumento na produção de forragem. O uso de bactérias do gênero 

Rhizobium incrementou consideravelmente o crescimento radicular, proporcionando 

uma melhora na absorção de água e nutrientes e ganho de produtividade (Ferlini, 2006).  

Considerando seu possível papel no crescimento de pelos radiculares, as 

bactérias diazotróficas podem promover efeitos benéficos sobre a morfologia radicular 

(Jain & Patriquin, 1985; Bashan & Levanony, 1990). De acordo com Owen et al., 

(2009), além da fixação biológica de N, os mecanismos pelos quais as bactérias 

diazotróficas estimulam o crescimento vegetal incluem as substâncias análogas aos 

hormônios vegetais e a atuação em processos de controle biológico. Pereira et al. (2013) 

constataram que algumas variedades, quando inoculadas, chegam a acumular mais 

matéria seca do que em tratamentos com uso de fertilizantes nitrogenados. O efeito 

benéfico de BD na produção de MSPA de Capim Marandu pode ser atribuída à produção 

de fitormônios que são capazes de promover o desenvolvimento e proliferação das 

raízes, além do incremento no conteúdo de macronutrientes. 

A análise nutricional apresentou diferenças significativas para o conteúdo de 

macronutrientes (Figura 5). O tratamento BD resultou no maior incremento dos 

macronutrientes N, P, K, Ca e Mg na parte aérea de Capim Marandu. Esse incremento 

pode ser relacionado com o aumento da MSR obtido pelo tratamento BD, resultando em 

uma absorção eficiente de água e nutrientes (Mirza et al., 2001). Os teores de 

macronutrientes não apresentaram diferenças significativas, no entanto, os teores de N, 

K, Ca e Mg encontram-se na faixa de teores de macronutrientes considerados adequados 

para Uruchloa brizantha (Silva, 2009). O tratamento BD proporcionou maior acúmulo de 

Ca na parte aérea de Capim Marandu. Malavolta et al. (1989) afirmaram que além de o 

Ca estimular o desenvolvimento das raízes, aumentar a resistência a pragas e doenças, 
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também auxilia na fixação biológica de N (FBN). Além disso, é importante considerar 

que as estirpes inoculadas possuem capacidade de fixar N2, o que favorece a 

disponibilidade de N no solo, aumentando os valores médios desse nutriente. 

Para os parâmetros fotossintéticos não ocorreram diferenças significativas, 

mostrando que não foram alterados pelos diferentes tratamentos. Nesse contexto, 

ressalta-se a relevância da idade de crescimento no manejo de gramíneas forrageiras, 

pois tal fator influencia os parâmetros morfológicos (Gomide et al., 2003) e de 

crescimento (Oliveira et al., 2000; Gomide et al., 2003; Alexandrino et al., 2005) e dessa 

forma, reflete sobre os parâmetros fotossintéticos e sobre o total de biomassa produzido 

(Alexandrino et al., 2005). 

A associação entre BD + OEE + SH resultou em menor produção de MSPA. 

Essa associação pode ter causado um acúmulo dos bioestimulantes. Segundo Steffen et 

al., (2010), os estímulos dos OE são ideais quando aplicados em pequenas quantidades e 

Nardi et al., (2009) mostraram que os efeitos benéficos dos AH no crescimento radicular 

também ocorrem em baixas concentrações. Contudo, a associação BDE + OEE+ SH pode 

ter gerado stress devido à grande concentração de bioestimulantes num mesmo tratamento 

e passando de efeito estimulante para inibitório. 

 

 

 
4.2 Estilosantes cv. Campo Grande 

 
Ocorreu incremento na massa seca da parte aérea, massa seca da raiz e altura de 

plantas de estilosantes cv. Campo Grande com a aplicação do tratamento BD + OEE e 

tratamento controle (Figuras 1, 2 e 3, respectivamente). Os tratamentos OEE + SH e BD 

+ OEE + SH não apresentaram diferenças estatísticas entre eles. O OEE pode ter inibido 

a ação de BD devido a sua atividade antimicrobiana, pois aumenta a permeabilidade da 

membrana celular, causando sua desestabilização, evidenciando o efeito do OEE sobre o 

incremento da massa seca da parte aérea, massa seca da raiz e, consequentemente, altura 

das plantas de estilosantes cv. Campo Grande. A membrana celular bacteriana contém 

proteínas enzimáticas para manter suas propriedades funcionais, entretanto, alguns óleos 

essenciais são responsáveis por inibir essas enzimas de alguns agentes patogênicos 

bacterianos (Bajpai et al., 2012). Steffen et al. (2010) concluiu que a concentração de 

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

volume relativo das raízes de Eucalyptus grandis. Fageria (1998) observou que em solos 
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deficientes em P as raízes crescem mais para explorar o maior volume de solo e satisfazer 

a necessidade nutricional da planta, ou seja, o estresse nutricional força as raízes a 

crescerem. Já em solos bem adubados, as raízes crescem mais, devido à boa 

disponibilidade de nutrientes, que é fator determinante para o desenvolvimento vegetal. 

As plantas de estilosantes cv. Campo Grande que receberam os tratamentos BD, 

SH + BD e controle, apresentaram produção de nódulos nas suas raízes. Os tratamentos 

associados com OEE não apresentaram formação de nódulos. A nodulação pode ser 

afetada por diversos fatores, entre os quais estão o baixo pH do solo, altas temperaturas 

ambientais, e a baixa concentração de Ca e P na solução do solo (Andrew, 1976). Outro 

fator é a textura do solo. A textura do solo utilizado nesse experimento foi classificada 

como argilosa (56.9 % de argila). Norris (1969) observou na floresta que algumas 

espécies coletadas em solos argilosos não apresentavam nódulos, embora os 

apresentassem em solos arenosos. Sylvester-Bradley et al. (1980) observaram que na 

floresta primária, perto de Manaus, raramente ocorriam nódulos e, sempre que estes 

estavam presentes, foi em solos arenosos. 

A análise nutricional não apresentou diferenças significativas para teores 

(Tabela 3) e conteúdo (Tabela 4) de macronutrientes na parte aérea de estilosantes cv. 

Campo Grande. Os teores de N, K, Ca e Mg (Tabela 3) para todos os tratamentos se 

encontram na faixa adequada de teores de macronutrientes para leguminosa estilosante 

(Silva, 2009). O acúmulo de nutrientes é influenciado por diversos fatores, dentre outros, 

características morfológicas e fisiológicas do sistema radicular, a aeração do solo, a 

disponibilidade de água e de nutrientes no solo e as condições térmicas (Vitti e Mazza, 

2002). As bactérias diazotróficas endofíticas utilizadas no experimento são fixadoras 

biológicas de N, o que favorece a disponibilidade de N no solo aumentando os valores 

médios dos teores desse nutriente, como demonstra os resultados (Tabela 4). 
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5 CONCLUSÕES 

A utilização de bactérias diazotróficas endofíticas são eficientes no acúmulo de 

nutrientes, na produção de massa seca da parte aérea e da raiz de Capim Marandu. 

Os tratamentos BD e BD + SH demonstram efeito positivo na nodulação em 

raízes de estilosantes cv. Campo Grande. 

A utilização de BD demonstrou eficiência no acúmulo de N na parte aérea de 

estilosantes cv. Campo Grande. 

O tratamento BD + OEE +SH demonstrou um efeito inibitório na produção de 

massa seca da parte aérea de estilosantes cv. Campo Grande. 

De maneira geral, os bioestimulantes não apresentaram efeito positivo na 

associação com as bactérias diazotróficas. A baixa fertilidade do solo, textura argilosa e 

alta temperatura durante a condução do experimento são fatores que inibiram esse efeito 

sob a associação. 
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ANEXOS 
 

A1 A2 

A3 A4 

Anexo 1. Nodulação em raízes de estilosantes cv. Campo Grande sem inocualação (A1 e 

A2) e com inoculação (A3 e A4), respectivamente, submetidas às concentrações de 

substâncias húmicas (SH). 


