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Na verdade, necessitamos de textos simples para acompanhar ¢ compreender 0s nossos
proprios pensamentos, mormente quando se trata de idéias filosoficas que envolvem
processos evolutivos e metas para alcangar que, muitas vezes, nos fogem as possibilidades de
analise com o proprio raciocinio.
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LICAO DE VIDA

Existem as pessoas suaves, que sabem dosar a energia e tudo conseguem.

Sdo criaturas que nao falam muito, mas agem bastante.

Enquanto muitos ainda se encontram a mesa das discussdes para a tomada de decisoes, elas ja
se encontram a postos, agindo...

Aquele que ¢ simples ndo tenta esconder o que é feio ou desperdicio, porque em sua pureza
esses tracos inexistem.
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originalidade nem o compele a artificialidade!

O TEMPO
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RESUMO GERAL

LIMA, Wallace Luis de. Metabolismo do nitrogénio e atividade de bombas de prétons em
raizes transgénicas com acido hamico e simbiose micorrizica arbuscular. 2008. 156f.
Tese (Doutorado em Agronomia, Ciéncia do Solo). Instituto de Agronomia, Departamento de
Solos, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2008.

O objetivo deste trabalho foi avaliar aspectos bioquimicos e morfoldgicos envolvidos na
interagdo nitrogénio-micorrizas-acido humico (N-FMAs-AH) em raizes transformadas de
manjericdo (Ocimum basilicum L.) e trevo (Trifolium repens L.) crescidas “in vitro”. Para isso,
foi avaliado o efeito de diferentes concentragdes de acido humico, extraido de vermicomposto
de esterco bovino, adicionado ao meio de cultivo das raizes, também foi avaliada a influéncia de
concentragdes distintas de N-NOj;™ (0,5 e 5,0 mmoles L'l), bem como a interagao destes fatores
em simbiose com fungos micorrizicos arbusculares (FMAs). Foram realizados os seguintes
experimentos: I) Producado e caracterizacao do acido humico; II) calibragdo da curva de resposta
para acidos humicos, sendo avaliadas seis concentragdes (10, 20, 40, 80, 160 mg C L' e
controle sem AH) no desenvolvimento de raizes transformadas de manjericao aos 15, 30 e 45
dias apos a repicagem (DAR) realizada através de imagens digitais; III) avaliagdo das seis
concentragdoes de AH aos 6 e 9 dias seguintes, em raizes de manjericao e trevo; [V) Influéncia
do N-NO; (0,5 ¢ 5,0 mmoles L) em raizes de manjericio e trevo apos periodo de 72 horas em
solugdo sem N e as avalia¢des realizadas as 0, 12, 24 e 48 seguintes horas; V) Influéncia da
interagdo acido humico (10, 20 mg C L' e controle sem AH) ¢ N-NO3™ (0,5 ¢ 5,0 mmoles L™)
em raizes de manjericao e trevo aos 6, 9 ¢ 15 DAR; VI) Influéncia da interacao acido hiimico
(20 mg C L' e controle sem AH), N-NO;™ (0,5 ¢ 5,0 mmoles L) e micorriza arbuscular
Glomus clarum em raizes de manjericdo ¢ trevo aos 30 DAR, sendo avaliado a atividade das
bombas d protons e no metabolismo do N (nos experimentos 111, IV, V e VI). Foi observado que
a concentracdo de 20 mg de C L™ apresentou os melhores resultados no desenvolvimento das
raizes e que concentragdes superiores a 40 mg C L' ndo proporcionaram indugio significativas
no desenvolvimento radicular. O AH influenciou, positivamente, a atividade das P-H -ATPases,
V-H'-ATPases ¢ H'-PPases e no metabolismo do nitrogénio em ambas as raizes em todos os
experimentos analisados. As raizes apresentaram maior influéncia da interacdo AH - NOs™ na
avaliacdo ao seis dias de contato para todas as avaliacdes realizadas, o que resultou em maiores
teores de N-NOs3™ e N-amino no interior das c€lulas vegetais na avaliagdo de 9 dias. As raizes
submetidas aos tratamentos com acidos humicos (10 e 20 mg C L™), nas duas concentragdes de
nitrogénio apresentaram os maiores beneficios na atividade das bombas de protons e no
metabolismo do nitrogénio em todos os periodos de avaliagdo, confirmando a bioatividade dos
acidos humicos. A adi¢ao de 20 mg C L estimulou a coloniza¢do de Glomus clarum e também
na atividade das bombas de protons (P-H'- ATPase e H'-PPase) e no metabolismo do nitrogénio
nos tratamentos com baixas concentra¢des de nitrogénio (0,5 mmoles L de N-NOy).

Palavras chave: Substancias himicas. Absor¢do radicular. Raizes em cabeleira.



GENERAL ABSTRACT

LIMA, Wallace Luis de. Nitrogen metabolism and proton pump activity in transgenics
roots with humic acids and arbuscular mycorrhizal symbiosis. 2008. 156f. Thesis (Doctor
Science in Agronomy, Soil Science). Instituto de Agronomia, Departamento de Solos,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2008.

The objective of this study was to evaluate biochemical and morphologic aspects involved in
the interaction nitrogen-mycorrhiza-humic acid (N-AMFs-HA) in transformed roots of basil
(Ocimum basilicum L.) and clover (Trifolium repens L.) "in vitro". The effect of different
concentrations of humic acid was evaluated, extracted of vermicompost of bovine manure,
added to the root medium. The influence of different concentrations from N-NOj;  was also
evaluated (0.5 and 5.0 mmoles L) as the interaction of these factors with arbuscular
mycorrhizal fungi (AMFs) symbiosis. The following experiments were developed:
I) Production and characterization of humic acid; II) calibration of the curve for humic acids
response with six concentrations (10, 20, 40, 80, 160 mg C L' and control without HA) in the
development of transformed roots of basil after 15, 30 and 45 days of growth (DAR)
accomplished through digital images; III) evaluation of the six concentrations of HA in the 6 and
9 following days, in basil and clover roots; IV) Influence of N-NOj;™ (0.5 and 5.0 mmoles L") in
roots of basil and clover after period of 72 hours in solution without N and the evaluations
accomplished to the 0, 12, 24 and 48 following hours; V) Influence of the interaction humic acid
(10, 20 mg C L and control without HA), and N-NOs™ (0.5 and 5.0 mmoles L) in basil and
clover roots to the 6, 9 and 15 to DAR; VI) Influence of the interaction humic acid (20 mg C L'
and control without HA), N-NO5s™ (0.5 and 5.0 mmoles L") and arbuscular mycorrhiza Glomus
clarum in basil and clover roots to the 30 DAR, with the activity of the proton pumps and the N
metabolism (in the experiment III, IV, V and VI). It was observed that the concentration of
20 mg C L' showed the best results in the development of the roots and higher concentrations of
40 mg C L™ didn't provide significant induction in the development of roots. The HA influenced,
positively, the activity of P-H'-ATPases, V-H -ATPases and H'-PPases and N metabolism in
both roots in all experiments. The roots presented larger influence of the interaction HA - NOj5™ in
the evaluation after six days of contact for all the accomplished evaluations, which resulted in
larger levels of N-NO;™ and N-amino inside the vegetable cells specially after 9 days. The roots
submitted to the treatments with humic acids (10 and 20 mg C L"), in two concentrations of
nitrogen presented the largest benefits in the activity of the proton pumps and in N metabolism in
all the evaluation periods. The addition of 20 mg C L™ stimulated the colonization of Glomus
clarum and also in the activity of the proton pumps (P-H'-ATPase and H'-PPase) and in the N
metabolism in the treatments with low concentrations of nitrogen (0.5 mmoles L of N-NO3).

Key words: Humic substances. Root absorption. Hairy roots.
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1. INTRODUCAO GERAL

Na historia da pesquisa cientifica com vegetais as raizes sdo, sem duvida, o 6rgdo das
plantas menos estudado (WAISEL et al., 2002). Esta caréncia ¢ surpreendente, uma vez
considerada sua importancia na sustentacao fisica de plantas, na absor¢ao de nutrientes e agua, e
nas interacdes planta-microrganismos, mas pode ser explicada pelas dificuldades
metodologicas, sendo o solo o fator limitante, pela sua complexidade tridimensional e a sua
variabilidade espago-temporal (ZONTA et al., 2006). Entretanto, a cultura de raizes isoladas de
plantas e o desenvolvimento da transferéncia de DNA de Agrobacterium para plantas visando a
producdo de raizes transformadas geneticamente constituem-se dois importantes campos de
estudos (GUILLON et al. 2006; BERBARA & FONSECA, 1996; FLORES & CURTIS, 1992).

A possibilidade de utilizagdo de raizes transformadas, também chamadas de raizes em
cabeleira (hairy roots) cultivadas “in vitro” tem sido proposta para a ontogenia dos esporos de
fungos micorrizicos arbusculares (FMAs), para o estudo do processo de colonizagdo radicular
e, especificamente, para identificagdo dos compostos produzidos antes, durante e apds o
estabelecimento da simbiose (AZCON-AGUILAR & BAREA, 1991). O uso de culturas de
FMAs nestas raizes também permite avaliar interacdes metabolicas. Esta estratégia possibilita
minimizar os efeitos das variaveis ambientais envolvidas na simbiose permitindo estudar o
efeito de alguns eventos separadamente, como ¢ o caso das substincias himicas (SH).

Os meios nutritivos que sdo utilizados para o cultivo de vegetais em sistemas “in vitro”,
no todo ou em partes, foram desenvolvidos para fornecerem os nutrientes essenciais para o
crescimento das plantas, em quantidades e propor¢des adequadas, os quais representariam a
fertilidade ideal dos solos. O nitrogénio (N) € o elemento requerido em maiores quantidades e o
que mais freqlientemente limita o crescimento. Sua deficiéncia resulta em raquitismo da planta,
clorose gradual das folhas mais velhas, seguida por abscisdo, dentre outras. A importancia do N
pode ser explicada uma vez que cerca de 90% do N-total das plantas encontram-se na forma
organica e desempenha funcdes estruturais importantes como a de constituintes de
macromoléculas, enzimas, proteinas, dcidos nucléicos e muitos outros constituintes celulares,
incluindo membranas e diversos hormonios vegetais (WILLIAMS & MILLER, 2001).

No solo o N esta disponivel em diversas formas, incluindo NH;", NO3", aminoécidos,
peptidios soluveis e formas complexas insoluveis. Esta diversidade de formas ¢ importante
pela variedade de espécies de plantas que diferem entre si na preferéncia por fontes de N,
absorvendo-o primariamente em formas inorganicas como NO; ou NH,", via sistema
radicular (WILLIAMS & MILLER, 2001). Em condigdes de solo fértil e neutro, a maior parte
do nitrogénio absorvido pelas plantas estd na forma nitrica, face a conversdo do amoénio a
nitrato (NH;" — NO3") por bactérias nitrificadoras, j4 o NH,;" torna-se disponivel para as
plantas somente apds a mineralizacdo do N, oriundo de residuos organicos do solo, pela acao
das bactérias amonificadoras (STEVENSON & COLE, 1999).

Apesar do NOs™ ser mais movel e, assim, prontamente disponivel para as plantas, a sua
disponibilidade pode ser reduzido pelos processos de denitrificag¢@o e lixiviacdo. Embora os ions
NH," sejam relativamente imoveis devido a sua atragdo por sitios de troca catidnica das
particulas do solo, estes podem ser os mais disponiveis em solos com pH baixo e submetidos a
maiores precipitacdes (STEVENSON & COLE, 1999). O NOs™ necessita ser reduzido a NH;"
antes de ser incorporado as cadeias carbonicas para sintese de aminoécidos e outros metabolitos.
Normalmente, todo NH;  absorvido pelas plantas é rapidamente assimilado nas raizes.
Entretanto, muito mais energia é requerida para a assimilagdo de NOs™ do que para NH,'.



O NOs’ ¢ considerado a fonte de N mineral mais importante para o crescimento das
plantas em solos aerobicos. As plantas adquirem NOs™ da solugdo do solo, absorvendo-o
através de transportadores especificos localizados na membrana plasmatica (MP) das células
da epiderme e do cortex da raiz. Uma vez no interior da célula, o NO3™ pode ser reduzido ou
estocado no vactolo. O primeiro passo na reducao ¢ realizado no citossol pela enzima nitrato
redutase (NR) produzindo nitrito, que entra no plastideo (cloroplasto na parte aérea) e ¢
reduzido a NH," pela enzima nitrito redutase (NiR). O NH," é transformado pelo sistema
GS/GOGAT em aminoacido (glutamina/ glutamato) os quais servem como substrato para
reacdes de transaminagdo para produzir os outros aminoacidos (TISCHNER, 2000).

O suprimento de N na forma de sais inorganicos de NH;" para o cultivo de células,
geralmente apresenta sintomas de toxidez (GAMBORG, 1970; GAMBORG & SHYLUK,
1970). Uma alternativa para o uso de NH," como unica fonte de N, é a utilizacdo desse
nutriente na forma de sal de um 4cido organico, sendo indicado neste caso um acido do Ciclo
de Krebs, como o alfa-cetoglutarato ou o citrato (YATAZAMA & FURUHASHI, 1968;
GAMBORG & SHYLUK, 1970; LINDSEY, 1998; SOUZA et al., 2002) apresentando um
efeito diferencial sob o crescimento de células, dependendo da concentragdo usada, da fonte
de N e do tipo de célula (FUKUNAGA et al., 1978).

O NOy, fornecido como tUnica fonte de N, apresenta uma excelente resposta de
crescimento em varias culturas, sendo recomendado para tabaco (MATSUMOTO et al.,
1971), trevo branco (SCHONTZ et al., 1989), brassica (LAINE et al., 1995) e forrageiras
(ABREU & MONTEIRO, 1998). Porém, altas taxas de crescimento ocorrem em meio de
cultura que fornece o suprimento de N através de uma mistura de NH;" e NOs", quando
consideradas concentragdes adequadas na mistura. Numa solu¢do onde a concentragdo de
NH," ¢é alta (inibitoria) e a concentracdo de NOj3 ¢ baixa, o crescimento vegetal pode ser
favorecido quando a concentragdo de NO; for aumentada (VALE et al., 1998; OJIMA &
OHIRA, 1978; CALDAS & CALDAS, 1976). O meio MS de MURASHIGE & SKOOG
(1962), que contém 66 mg L™ de N-NO; e 34 mg L' de N-NH,", é um exemplo da mistura
das duas fontes de N que ¢ utilizada para o cultivo de células e tecidos vegetais em sistemas
“in vitro” (SOUZA et al., 2007; SOUZA et al., 2006; SOUZA et al., 2002).

Os estudos de assimilacdo de N em plantas superiores vém sendo desenvolvidos em
diferentes espécies vegetais com diversos objetivos, tais como: formas de N mais absorvidas; como
diferentes fontes de N sdo assimiladas; quais as enzimas envolvidas na assimilagdo; a localizagdo de
cada uma dessas; os fatores que influenciam na atividade de cada enzima; os mecanismos que
desencadeiam esses processos, dentre outros. As plantas utilizadas nestes trabalhos sdo, em
sua maioria, cultivadas no solo e expostas a distintas influéncias ambientais. Outras técnicas
utilizam o cultivo “in vitro”, com planta inteira ou apenas com raizes geneticamente
transformadas (hairy roots) (GUILLON et al. 2006; SOUZA et al., 2002; BERBARA et al.,
2001; BERBARA, 1995; BECARD & FORTIN, 1988; MUGNIER & MOSSE, 1987).

Dentre as diversas possibilidades de estudos com raizes transformadas de espécies
vegetais, o seu cultivo também € proposto para a simbiose raiz-micorriza nas diferentes fases
da associagdo em condigdes controladas. Porém, a propagagdo de raizes requer o uso de um
meio de cultura especifico para cada espécie, com um equilibrio adequado dos nutrientes que
o compoe, principalmente N, o que proporciona condi¢des favoraveis para o seu crescimento.

O aumento da plasticidade da parede celular através da acidificagdo do apoplasto ¢ fator
fundamental para o crescimento e elongagdo da célula vegetal (COSGROVE, 1997). De acordo
com este principio, relacionado com a teoria do crescimento acido, existe um aumento na extrusao
de protons pela H'- ATPase da membrana plasmatica (MP), ativando enzimas especificas que
atuam na plasticidade e alongamento celular (RAYLE ¢ CLELAND, 1992). Este aumento da
extrusdo de protons, teoricamente, pode afetar também as hifas fingicas, proporcionando um
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acréscimo em seu desenvolvimento e, conseqiientemente, uma maior taxa de colonizagao radicular,
proporcionando melhorias na absor¢do de nutrientes e agua para as plantas e conseqiientemente
afetando positivamente na ativagio da H'-ATPase da MP (RAMOS et al., 2005).

Alteragdes bioquimicas, no fungo e no hospedeiro, ocorrem ndo somente durante o
desenvolvimento de arbusculos, mas também durante o processo de colonizagdo intra-
radicular de maneira geral. Evidéncias de alteragdes do metabolismo do fungo sdo dadas pela
atividade e localizagio de H'-ATPases (CAVENDER et al., 1999), e atividade de fosfatase
alcalina vacuolar (VARANINI et al., 1993). Estas enzimas sdo afetadas positivamente pela
acdo das substancias humicas (NANNIPIERI et al., 1993) e ¢ possivel que este efeito também
proporcione melhoria para a formagao da simbiose micorrizica.

O estudo da interagdo AH-fungos micorrizicos pode abrir uma nova frente de pesquisa
para o desenvolvimento de produtos biotecnologicos para a agricultura, uma vez que o efeito
do AH sobre a colonizagdo de raizes ¢ um aspecto fundamental para a otimizacdo da simbiose
e a preparacao de substratos mais eficientes, como alternativas para incrementar a absor¢ao de
nutrientes pelas plantas sem que haja a necessidade de suplementacdao com fertilizantes.

No conjunto das substancias himicas existe uma fragao, que foi escolhida como objeto
de estudo neste trabalho denominada de &cidos humicos apresenta uma peculiaridade
importante. S3o compostos humificados estaveis, ou seja, de dificil degradacdo, mas reativos.
Sdo considerados polieletrdlitos de acidos fracos que interagem com o meio circundante
interferindo tanto nas propriedades quimicas como nas fisicas e ainda, sobre a atividade
bioldgica do solo, porém a faixa de concentragdes que melhor induzem beneficios para o
desenvolvimento das culturas ainda permanece sem respostas conclusivas.

O objetivo deste trabalho foi avaliar aspectos bioquimicos ¢ morfolégicos envolvidos
na interagdo nitrogénio-micorrizas-acido himico em raizes transformadas (hairy roots) de
manjericdo (Ocimum basilicum L.) e trevo (Trifolium repens L.). Para isso, foi avaliado o
efeito de diferentes concentracdes de acido humico, extraido de vermicomposto, adicionado
ao meio de cultivo das raizes transformadas, também foi avaliada a influéncia de
concentragdes distintas de N-NO;3™ (0,5 ¢ 5,0 mmoles L'l), bem como a interacao destes
fatores em simbiose com fungos micorrizicos arbusculares (FMAs).



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Metabolismo de Nitrogénio

Os elementos provenientes da desintegracdo das rochas sdo captados pelas plantas a
partir do solo, além daqueles obtidos diretamente da atmosfera (carbono sob a forma de
dioéxido de carbono) e da agua do solo (hidrogénio e oxigénio). O nitrogénio (N) representa
78% da atmosfera terrestre, entretanto, a maioria dos seres vivos € incapaz de utilizar o
nitrogénio atmosférico para sintetizar proteinas e outras substancias organicas. (a0 contrario
do carbono e do oxigénio, o nitrogénio ¢ muito pouco reativo do ponto de vista quimico, e
apenas algumas bactérias e algas azuis possuem a capacidade altamente especializada de
assimilar o nitrogénio da atmosfera e converté-lo numa forma que pode ser usada pelas
células). A deficiéncia de nitrogénio assimilavel constitui muitas vezes, o principal fator
limitante ao crescimento vegetal.

O nitrogénio ¢ constituinte de aminoacidos, proteinas e acidos nucléicos, e participa direta
e indiretamente de diversos processos nas plantas, dentre eles a divisdo celular e a constitui¢ao de
tecidos, das moléculas de clorofilas, citocromos e de proteinas e coenzimas, além de ser o
elemento encontrado em maior quantidade nas plantas, depois do H, C e O, e ser constituinte de
acidos nucléicos responsaveis pela transferéncia da informagao genética (ARIMA, 1995).

As plantas superiores sdo capazes de absorver o N tanto na forma organica
(aminoacidos, uréia, citrato) como inorganica (aménio e nitrato) (ABREU & MONTEIRO,
1998). O nitrato é prontamente absorvido e convertido a NH4™ por enzimas e, em contato com
esqueletos de carbono, forma as amidas e aminoacidos, passando entdo da forma inorganica
para a organica (FERNANDES & ROSSIELLO, 1995).

A disponibilidade de N para os vegetais em sistemas naturais ocorre principalmente
pela mineralizagcdo da matéria organica do solo (ciclagem de nutrientes), haja visto o pequeno
conteudo desse nutriente nos minerais do solo. Apesar disso, a maior parte do N do solo
encontra-se em fragdes cuja mineralizagdo é bastante lenta (humus), sendo mineralizado
(disponibilizado para a absorcdo pelas raizes) apenas 2 a 3% do N total do solo a cada ano.
Esta fracdo mineralizdvel estd ainda sujeita a perda por lixiviagdo, volatilizagdo e
denitrificacdo, além da imobilizagado e fixag¢ao por particulas do solo.

A capacidade de troca cationica do solo faz com que o NH4" tenha pouca mobilidade
no perfil, ao contrario do NO3;". Como no solo o NH," é transformado em NOjy” pelo processo
de nitrificagdo, o NOj3™ torna-se a forma predominante de N para muitas plantas. Por sua alta
mobilidade no solo, o N tem sido estudado intensamente com o propdsito de maximizar a
eficiéncia de seu uso. Para tanto, tem-se buscado reduzir sua perda no solo e melhorar sua
absorcao pelas plantas (BREDEMEIER & MUNDSTOCK, 2000).

Os fatores que afetam o crescimento da planta também influenciam a absorcdo e a
assimilagdo do N (SMART & BLOOMM, 1993). Esse nutriente ¢ absorvido e assimilado, por
meio de processos com alto custo energético, em aminodcidos, proteinas e enzimas
necessarias a sintese da massa seca. Embora a célula vegetal apresente elevada capacidade de
armazenamento de nitrato no vacuolo, as quantidades estocadas s3o baixas quando
comparadas com a demanda para o crescimento (TAIZ & ZEIGER, 2004).

Tanto o nitrato quanto o amoénio (presente em solugdo na forma do ion amdnio) sdo
prontamente utilizados pela planta, embora na maioria dos solos, o NH;" seja rapidamente
oxidado a NOs™ por bactérias nitrificadoras. O NH;" prevalece em solos acidos com vegetagio
cujas raizes exudam inibidores do processo de nitrificagdo, como planicies de gramineas e
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florestas de coniferas. A nitrificagdo também ¢ prejudicada em solos compactados ou alagados,
em funcdo da baixa disponibilidade de oxigénio. O NH,;" do solo ¢ resultante da fixacio
biologica de nitrogénio (FBN) ou da degradagdo da matéria organica.

Para absorver o NO;™ existem dois sistemas de transporte na membrana celular: o de
alta afinidade (HATS - high affinity transport system) e o de baixa afinidade (LATS - low
affinity transport system) (GLASS et al., 2001; FORDE, 2000). O transporte através destes
sistemas ¢ regulado pela quantidade de nutriente disponivel a planta. Os HATS funcionam
quando a concentragdo de NO3 na solugdo (do solo ou nutritiva) ¢ baixa, e os LATS, quando
a concentracao ¢ alta.

O N transportado para o citossol estd absorvido, porém ainda ndo foi assimilado. O N
na planta pode ser distribuido por todas as partes, pois este nutriente ¢ mdvel nos vegetais.
Esse fato confere a planta clorose nas folhas mais velhas, em condi¢des de deficiéncia de N.

Uma vez no interior da célula, o NOs™ absorvido pode ser reduzido a NO;™ e depois a
NH,", armazenado no vacuolo ou exportado pelos vasos condutores para as regides de
consumo na parte aérea, porém, para ser assimilado deve ser reduzido a NH,". Enquanto o
NH," absorvido ja esta na forma apta a ser incorporada a esqueletos de carbono deve ser
rapidamente assimilado, ou seja, incorporado a uma molécula (esqueleto de carbono).

O processo de redugdo do NOj; ocorre no citossol, enquanto a incorporacdo em
esqueletos de carbono do NH;" pode ocorrer no citossol ou nos cloroplastos e plastidios. Estes
processos se dao em locais diferentes em funcdo da localizacdo das enzimas responsdveis. A
reducdo do NOs™ a nitrito (NO;") inicia no citossol pela enzima nitrato redutase (NR). A
elevada atividade da NR implica em grande demanda de poder redutor e na mobilizagdo de
esqueletos de carbono (SOUZA et al., 1999).

A NR ¢ uma enzima de importancia fundamental no processo de assimilagdo de N
pelas plantas e tem atividade mais forte nas folhas durante o periodo luminoso. O estado
tipico de ativagdo na luz ¢ de aproximadamente 70-90%, enquanto no escuro de 10-30%. No
entanto, a luz ndo pode ser considerada um sinal direto para a ativagdo da enzima, pois sob
continua luz forte e baixa concentracdo de CO,, a NR fica inativa, ou seja, a fotossintese €
necessdria para a ativacdo da enzima NR e, provavelmente, os assimilados exportados do
cloroplasto atuam como sinais (TAIZ & ZEIGER, 2004). Por outro lado, SANTI et al. (1995)
observaram um aumento na quantidade de H'-ATPases e alteragdo dos parimetros cinéticos
destas enzimas em plasmalema de raizes de milho crescidas no escuro quando expostas a
nitrato. O fato de estas plantas terem sido crescidas no escuro, ou seja, com uma atividade
muito baixa da nitrato redutase, em parte pode ter comprometido o estudo, visto que o
processo de reducdo de NOs™ consome os protons absorvidos junto com o nitrato minimizando
desta forma o efeito da acidificagdo do citossol, que se sabe induz as P-H'-ATPases.

O nitrito (NO;") produzido pela NR, ¢ direcionado para o cloroplasto (plastidio) sendo
reduzido a NH," pela nitrito redutase (NiR). Em plantas C4 a NR e a NiR estdo localizadas
nas células do mesofilo e ausentes na bainha vegetal (VAUGHAN & CAMPBELL, 1988).

O NH," absorvido pela planta ou proveniente da reducdo do nitrato ¢ incorporado em
uma molécula de glutamato pela enzima glutamina sintetase (GS; no citossol e GS; nos
cloroplastos e plastidios) que transforma o glutamato (5SC:1N) em glutamina (5C:2N). Em
seguida, a enzima glutamato sintase (GOGAT) retira uma amina da glutamina e a transfere a
uma molécula de o-cetoglutarato (também conhecido como 2-oxoglutarato) (5C:0N),
proveniente do ciclo de Krebs, sendo entdo produzidas duas moléculas de glutamato (5C:1N).
Uma dessas moléculas pode voltar e ser utilizada na assimilagio de outro NH,; e a outra
utilizada em outras vias metabdlicas.

Os processos de absor¢do, redugdo e assimilacdo de nitrogénio necessitam de energia,
poder redutores e esqueletos de carbono, que em algumas situagdes estdo limitantes na célula
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(escuro, senescéncia, baixa taxa fotossintética, estresse etc). Nestas condigdes o nitrato absorvido
pode ser enviado para outras células ou acumulado no vactolo, para posterior utilizagao.

A mobilizagao do nitrato do vactiolo, retornando ao citossol, envolve a participagdo de
um transportador de nitrato, do tipo simporte, com um préton e depende de um gradiente de
potencial eletroquimico que ¢ gerado por duas bombas de protons presentes no tonoplasto: a
V-H'-ATPase e¢ a H'-Pirofosfatase (H'-PPase). O nitrato no citossol atua como um
desacoplador das unidades Vo e V; das V-H'-ATPase, deste modo esta enzima so atua
bombeando protons para o interior do vactiolo, na auséncia de nitrato no citossol, o que
permite, a saida de nitrato que esteja porventura acumulado no vacuolo. Essas enzimas
existentes na plasmalema e no tonoplasto, assim como as H'-PPases no tonoplasto, viabilizam
a absorcao e remobilizagdo de solutos e ions como 0 NO3” (PALMGREN et al., 2001).

A NR ¢ uma enzima passivel de ativacdo e inducdo pelo substrato (nitrato na solucao)
e possui meia-vida curta (em torno de trés horas). A diminui¢do no influxo de NOs, e,
portanto da quantidade de NO;™ no citossol, pode resultar em queda da atividade da NR. Deste
modo, o NO;3™ armazenado nos vacuolos constitui-se em uma importante reserva, que pode ser
posteriormente remobilizada e utilizada para o metabolismo nitrogenado da planta.

O nitrato absorvido pelas plantas pode ser translocado para a parte aérea, reduzido no
citosol ou transportado para o vacuolo através de canais i6nicos € um transportador do tipo
antiporte (ANGELI et al., 2006; FERNANDES & SOUZA 2006). O movimento de NO;™ do
citosol para o vacuolo pode ser muito rapido, resultando numa deple¢do do seu contetdo no
citosol mesmo quando o conteudo de NOj;™ na célula ¢ elevado, sendo, portanto essa organela
considerada como o “pool” de reserva desse nutriente na célula vegetal.

Foi encontrado em arroz, acimulo de altos teores de NO; sem aumento
correspondente no “pool” de N-amino livre ou no conteudo de N-proteico, levando a propor a
existéncia de um mecanismo de seqiiestro de nitrato, para explicar o deslocamento de NO;3™ do
“pool” metabolico para o “pool” substrato. Resultados com Brachiaria sp. sugerem que em
niveis mais elevados de N-NOj™ aplicado no solo, pode haver absor¢ao em excesso e acimulo
de NOs™ na parte aérea (FERNANDES & FREIRE, 1976).

2.2. Sistema de Absorcio das Células - Bombas de Prétons (P-H'-ATPase; V-H'-ATPase e
H"-PPase)

Os nutrientes (ions) necessitam ser transportados da solugdo do solo para as raizes,
onde serdo absorvidos e, entdo, distribuidos por toda a planta, alcancando as membranas
celulares e organelas. A absor¢do dos nutrientes, na forma de ions (passagem para o interior
das células), pode ocorrer em uma das células da endoderme, através de sua superficie
exposta, ou através de uma das células corticais ou ainda numa célula da epiderme. Esta
absorc¢do, através das membranas (que sdo formadas por dupla camada de fosfolipidios e
incrustadas de proteinas), ocorre através de sitios especificos, de origem protéica (proteinas
integrais da membrana), que permitem a passagem dos ions do meio externo para o interior
das células. Essas proteinas integrais de membrana formam os trés sistemas que atuam no
transporte de ions: as bombas i0nicas, os transportadores de ions e os canais i0Onicos
(FERNANDES & SOUZA, 2006; TANNER & CASPARI, 1996).

O transporte através das membranas bioldgicas ¢ um processo fundamental de
energizacao celular (HAROLD, 1986) e ¢ realizado através de um gradiente eletroquimico de
protons gerados pelas H'-ATPases da membrana plasmatica das células (transportadores
primarios) quando removem prétons (H") do citossol, o que proporciona uma for¢a motriz
(MICHELET & BOUTRY, 1995; MAESHIMA et al., 1994; SUSSMAN, 1994) criando desse
modo diferencas de potenciais elétricos e de pH através da membrana plasmatica.



Este gradiente ¢ importante para muitas fungdes, incluindo a absor¢ao de nutrientes e
transporte até o citossol, a abertura dos estdomatos, o carregamento do floema ou a absorcao de
ions pelas raizes (CAMONI et al., 2001; PALMGREN, 2001; FOX & GUERINOT, 1998), a
manutencdo do pH extracelular e intracelular (SMITH & RAVEN, 1979), e que sua regulagao
pode mediar uma série de respostas fisiologicas, exercendo papel central no crescimento e no
desenvolvimento das plantas (MANTELIN & TOURAINE, 2004; STILES et al. 2003;
SERRANO, 1984), que ocorre pelo aumento da plasticidade da parede celular (elongagdo
celular) por meio da acidificagdo do apoplasto (COSGROVE, 1997), que ¢ favorecido pela
acdo das expansinas que sdo enzimas que atuam em pH menor ou igual a 4,5 alterando a
estrutura e ligagdes dos polimeros da parede celular (COSGROVE, 1998).

De acordo com este principio, relacionado com a teoria do crescimento acido, existe
um aumento na extrusio de protons pela H'-ATPase da membrana plasmatica, ativando
enzimas especificas que atuam na plasticidade e alongamento celular (RAYLE e CLELAND,
1992). Ainda ¢ responsavel pela manutenc¢ao da pressdo de turgor e a tolerancia a salinidade
(MAESHIMA, 2000; PALMGREN, 1998; MICHELET e BOUTRY, 1995; SUSSMAN,
1994; SERRANO, 1988; LARSSON et al., 1987).

O sistema de transporte primario gera um gradiente de ions cujo potencial
eletroquimico representa a energia armazenada. O retorno desses ions através da membrana
sob seu gradiente eletroquimico é mediado por um segundo sistema transportador (transporte
ativo via simporte ou antiporte) de modo que, a diminui¢do do fluxo de ions, seja aproveitado
para realizar alguma atividade como, por exemplo, o transporte de outros solutos. A taxa
destas atividades depende da taxa de fluxo atual, e sua capacidade depende do gradiente
potencial estabelecido pelo sistema de transporte primario (SZE et al., 1999).

Entre as bombas idnicas as mais estudadas sdo as bombas idnicas de extrusdo de
prétons (H'-ATPases). A extrusio de prétons (*100 ions s1), conhecida como “transporte
ativo primario”, ¢ o mecanismo central no processo de nutricio mineral de plantas
(GAXIOLA 2007; FRANCA et al. 2006; FERNANDES & ROSSIELLO 1995), ¢ um
transportador unidirecional de ions, especifico para protons (H'), usa a energia metabdlica
(hidrolise de ATP) para o seu funcionamento, gerando um gradiente de potencial
eletroquimico o que permite a entrada de espécies iOnicas nas células, mesmo contra um
gradiente de concentragdo. A transferéncia unidirecional de carga positiva (H") gera
eletronegatividade (interior mais negativo) denominada de for¢a préton motriz.

O gradiente elétrico da membrana plasmatica também determina a dire¢do e extensao do
fluxo passivo de ions por canais especificos. Por exemplo, muitos agucares/protons e de
aminoacidos/prétons foram identificados em simporte (FISCHER et al., 1998). Em geral, o
fluxo de cations no citossol estd de acordo com o potencial de Nernst, quando canais especificos
de cations se abrem, anions eletrovalentes correspondentes extravasam para fora do citossol.

As bombas de prétons sdo proteinas abundantes, quando comparadas a outros
transportadores. Esta abundancia reflete a sua baixa velocidade de transporte
(~100 fons segundo™) comparada aos transportadores de fons (300 a 1000 fons segundo™) e
aos canais (10° a 10® ions segundo™). Cada bomba de proton pode representar, na realidade,
de 1 a 5% da proteina purificada da membrana. Estdo distribuidas em véarios tipos de
membrana, destacando-se a membrana plasmatica, o tonoplasto (membrana vacuolar),
membrana do reticulo endoplasmatico e as demais endo-membranas. Por essa ampla
ocorréncia, as bombas de protons viabilizam a absor¢do e remobilizagdo de ions, como o
nitrato (PALMGREN, 2001). Em fun¢@o disso, podem ser estimuladas ou induzidas pelo
mesmo anion (SANTI et al., 1995).

As ATPases diferem quanto a bioquimica, organizacdo das subunidades, mecanismo
de reagdo e origem evolutiva (GAXIOLA et al, 2007, LUTSENKO e KAPLAN, 1995). A
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manutengdo de gradientes transmembrana depende da atividade primaria de bombas
eletrogénicas. Trés bombas de protons estdo presentes nas células vegetais: H'-ATPases
(P-H™-ATPase, V-H - ATPase) ¢ H -Pirofosfatases (H'-PPases) (SZE, 1985).

Na plasmalema, a bomba de extrusdo de prétons (P-H'-ATPase) atua tornando o interior
da célula mais negativo e criando um gradiente de prétons entre o exterior e interior da célula
(gradiente protonionico). No tonoplasto foram identificadas bombas de protons que atuam no
sentido citoplasma—vactolo, que sio as V-H-ATPase e H'-PPases, responsaveis pela
formagdo de um gradiente protonidnico de dentro para fora (vacuolo—-citoplasma) (KANE,
2006; SZE et al., 2002, DIETZ et al., 2001). Aparentemente, cada tipo de bomba primaria ¢
indispensavel para a manutencdo da homeostase celular, inclusive determinando a regulacao
do metabolismo de nitrogénio (KLUGE et al., 2003).

As H™-ATPases sio enzimas que podem ser ativadas em resposta a disturbios
nutricionais e cuja expressao nas membranas pode ser regulada pelas condi¢des ambientais e
de desenvolvimento, que poderiam agir como um mecanismo de percepcdo da injlria
(HERNANDEZ et al., 2002, YAN et al., )1992.

2.2.1. P-H™-ATPase

A P-H'-ATPase é uma bomba de protons (H") eletrogénica, isto €, gera um potencial, na
membrana que desta forma, serve como suprimento primdrio de energia para a absor¢do de
nutrientes para célula e manutengdo do turgor celular (PALMGREN, 1991; SZE, 1985). Durante
o ciclo catalitico, um aspartil fosfato intermedirio ¢ formado, conseqiientemente o seu nome de
“tipo P’ (PEDERSEN & CARAFOLI, 1987) e sua principal funcdo ¢ gerar um gradiente
eletroquimico de H', provendo assim uma forca motriz para ampliar a captacio e efluxo de ions e
metabodlitos através da membrana plasmatica (MORSOMME & BOUTRY, 1999).

Durante o ciclo catalitico, um aspartil fosfato intermediario ¢ formado,
conseqiientemente sua denominacao “tipo P” (SERRANO, 1988; PEDERSEN & CARAFOLI,
1987) e sua principal fungdo ¢ gerar um gradiente préton - idnico direcionado para o interior da
célula através da membrana plasmatica, formando assim, uma for¢a motriz para o transporte
secundario de nutrientes ampliando a captagdo e efluxo de ions e metabolitos através da
membrana plasmatica (MORSOMME & BOUTRY, 1999; MICHELET & BOUTRY, 1995,
PALMGREN et al., 1990; SERRANO, 1989; SZE, 1985). As ATPases “tipo P’ formam uma
grande familia de proteinas de membrana as quais pareiam a hidrolise de ATP ao transporte
ativo de cations através das membranas celulares (MOLLER et al., 1996; LUTSENKO, 1995).

A H'-ATPase de membrana plasmatica (MP), por exemplo, extrusa H' da célula
gerando uma forca proton-motriz com potencial membranar de -120 a -160 mV e um
gradiente de pH de 1,5 a 2 unidades (exterior 4cido), enquanto que as H -ATPases vacuolares
(V-ATPases) e a bomba de H" da pirofosfatase vacuolar (H'-PPase) acidificam o limen
vacuolar e outros compartimentos das endomembranas (SZE et al., 1999).

Em plantas, a H'-ATPase da MP também participa em outras fungdes essenciais para o
crescimento normal da planta como ativagado do sistema de transporte secundario (MORSOMME
& BOUTRY, 1999), tolerancia a salinidade (JANICKA-RUSSAK & KLOBUS, 2007;
FUGLSANG et al., 2006; MAATHUIS et al., 2003; BRESSAN et al., 1998;), regulagdo do pH
intracelular (KURKDIJIAN, 1989), expansao celular (COSGROVE, 1997; RAYLE &
CLELAND, 1992), abertura dos estomatos e enchimento do floema (INOUE et al., 2005;
PALMGREN, 2001; CAMONI et al., 2000), estresses de condi¢cdes ambientais como temperatura
(MARTZ et al., 2006; INOUE et al., 2005; LEE et al., 2004).

A dependéncia da H'-ATPase de acordo com o pH foi demonstrado em ensaios in
vitro e varia de acordo com o tipo de isoforma (LUO et al., 1999) ou o estado de ativacdo da
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H'-ATPase. Seu papel na manuten¢do do pH e no crescimento celular vem sendo discutido,
mas ndo esta claro como a H'-ATPase estd envolvida na regulagdo do pH intracelular, que
permanece constante em torno de pH 7.0 a 7,2 durante todo o crescimento da planta
(GAXIOLA et al., 2001; KURKDIJIAN, 1989). Como o pH o6timo para a H'-ATPase é
levemente abaixo de 7,0, uma acidificacdo do citosol deve levar a ativacdo da H'-ATPase e
aumentar a extrusdo de protons e, conseqiientemente, a manutencdo do citosol alcalinizado
(MORSOMME & BOUTRY, 2000). Concomitante a este processo, ocorre acidificagdo do meio
externo o que leva ao inicio do processo de expansdo celular (RAYLE & CLELAND, 1992),
um mecanismo conhecido por teoria do crescimento acido, que deve estar associado a ativagao
da H™-ATPase pelo horménio auxina através de um mecanismo ainda ndo esclarecido
(ZANDONADI et al., 2007; MORSOMME & BOUTRY, 2000; SZE, 1985).

Importante progresso tem sido alcangado em relacdo a identificagdo e organizacao dos
genes das H'-ATPases, sua expressdo, e também, a cinética e a regulagdo individual das
isoformas de H'-ATPases (DEWITT & SUSSMAN, 1995; MICHELET & BOUTRY, 1995).
Molecularmente, agora esta claro que as H'-ATPases sdo codificadas por uma familia de
aproximadamente 10 genes (MORSOMME & BOUTRY, 1999).

2.2.2. V-H™-ATPase

A H'-ATPase vacuolar (V-H-ATPase) é uma proteina de transporte ativo primério
localizada no tonoplasto e outros compartimento do sistema de endomembranas da célula da
planta (GAXIOLA et al., 2007; SZE, 1985). A V-H'-ATPase utiliza a energia liberada
durante a quebra do grupo y- fosfato do ATP citosolico para bombear protons para o lumen
vacuolar, criando assim um gradiente eletroquimico de H', que ¢ a forca motriz para uma
variedade de transporte de ions e metabdlitos, e energiza o transporte ativo secundario
(RATAJCZAK, 2000). A principal fungdes da V-H'-ATPase sio a homeostase do pH
citosolico, que varia de 3-6 o seu pH, e a criagdo de um potencial de membrana vacuolar
acrescido de 30mV e de uma forga motriz para o transporte de soluto no vacuolo (SZE et al.,
1999). O gradiente eletroquimico ¢ usado pelo antiporte de proton para acumular cations no
interior do vactiolo, como Ca®’, reciprocamente, o gradiente elétrico conduz 4anions para o
interior do vaclolo através de canais, porém, o efluxo de anions no citosol seria
energicamente desfavoravel e deveriam depender do simporte de H™ (HIRSCHI et al., 1996).

A distribuicdo onipresente das V-H'-ATPase em células eucaridticas indica que,
essencialmente, a sua funcdo vai além da energizagdo i6nica e do fluxo metabolico. A
acidificagdo das vesiculas pode ser um componente critico na ligagdo de receptores e
obrigatoriamente na dissociagdo de interacdes proteina-proteina. Por exemplo, em células de
tabaco, a concanamicina A provoca a desorganizagdo das proteinas soluveis vacuolares
(DETTMER et al., 2006), refletindo assim a necessidade de uma V-H'-ATPase ativa no
complexo de Golgi na selegdo da propria proteina (VON DER FECHT-BARTENBACH et
al., 2007; STROMPEN et al., 2005; MATSUOKA et al., 1997).

Estudos tém sugerido que mudangas nas fun¢des da membrana plasmatica de células das
raizes estdo primariamente envolvidas a diferentes tipos de estresses. Quando a planta sofre
algum tipo de estresse ha redugdes na atividade das ATPases da MP (ANH et al., 2001) e,
alguns dados evidenciam aumentos nas atividades de H'-ATPase e H'-PPase vacuolares
(KASAI et al., 1992). A H'-ATPase vacuolar ¢ uma enzima que pode ser ativada em resposta a
distarbios nutricionais e cuja expressdo nas membranas pode ser regulada pela condigdes
ambientais e de desenvolvimento, que deve agir como um mecanismo de percepcao da injuria.

De acordo com DIETZ et al. (2001) as V-H'-ATPase tem um outro papel importante,
que ¢ o transporte de membrana como um mecanismo de detoxificagdo de metais pesados.
Pouco se sabe sobre esta regulacdo das V-ATPases, mas a habilidade das plantas em se
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adaptar e crescer em um ambiente varidvel sugere-se que V-ATPases estejam sujeitas a
regulacdo por hormdnios e por fatores ambientais, principalmente em condi¢des de estresse
(ZANDONADI et al., 2007; SZE et al., 1999). A regulacio da expressdo de subunidades da
V-H"-ATPase por fitohorménio tém recebido algumas atengdes.

Porém, a V-H-ATPase ¢ um complexo de pelo menos 10 subunidades e estdo
localizadas em compartimentos funcionalmente distintos dentro da célula. Assim, o
regulamento da expressdo de genes das V-H'-ATPase, sintese de enzima, e ativacdo poderia
ser consideravelmente mais complexo que é o caso para a H'-ATPase da MP (KANE et al.,
2006; DRORY & NELSON et al., 2006; IMAMURA et al., 2005; SZE et al., 2002). O
pareamento de canais nos vacuolos revelou que, a relagdo desta jungdo em beterraba
vermelha, a V-ATPase decresceu de 3,28 para 1,75 e quanto ao gradiente de pH entre o
citoplasma (pH 7,6) e o vacuolo aumentou de 2,8 a 4,7 unidades (DAVIES et al., 1994). Estes
resultados indicam que o pH de ambos os lados da membrana vacuolar poderiam regular a
V-ATPase, inibindo parcialmente a bomba, demonstrando a capacidade dos vacuolos em
acumular H" a pH 3,0 ou inferior (STEVENS & FORGAC, 1997).

2.2.3. H"-PPase

Sdo encontrados principalmente em vegetais superiores, alguns protozodrios, € em
varias espécies de eubactéria e arquibacteria (MIMURA et al., 2004; DROZDOWICZ & REA,
2001). A H'-PPase vacuolar hidrolisa PPi. Nas plantas em diversas condicdes fisiologicas e de
estresse, o pirofosfato pode assumir o papel de doador de energia metabdlica da célula
(BALTSCHEFFSKY et al., 1999; STITT, 1998). No tonoplasto, a H'-PPase ¢ funcional na
energizacao dos sistemas de transporte secundario da membrana vacuolar, atuando também no
controle da homeostase citoplasmatica, em sincronismo com a V-H-ATPase de tonoplasto
(FUKUDA & TANAKA, 2006) e com a P-H'-ATPase de plasmalema (ZHANG et al., 2006;
LI et al., 2005; SZE et al., 1999; REA et al., 1992).

Os vegetais possuem dois tipos filogeneticamente distintos de H'-PPases: tipo I que
depende de K do citosol para sua atividade e ¢ moderadamente sensivel a inibi¢do por Ca*", e
tipo IT que ¢é insensivel a K™ mas extremamente sensivel ao Ca*". Em um estudo combinando
andlises filogenéticas e sitios orientados de mutagenéneses, BELOGUROV & LAHTI (2002)
demonstraram que a substituicio de uma alanina na posigao 460 por uma lisina converteu a H'-
PPase K'-dependente numa forma K'-independente. Esta transi¢io parece ser devido a uma
substituicio simples de K* com o grupo aménia (NH;") da lisina (BELOGUROV & LAHTI,
2002). Ambos os tipos de H'-PPase requerem Mg”" como um cofactor (DROZDOWICZ &
REA, 2001; MITSUDA et al., 2001; MAESHIMA, 2000; DROZDOWICZ et al., 2000).

Em sistema vegetais, o pirofosfato (PPi) tem sido considerado um substrato alternativo
ao ATP podendo ativar o metabolismo em condigdes de estresse energético, quando ocorre a
deplecao dos niveis de ATP citosélico (STITT, 1998).

Adicionalmente, pelo ATP ser a principal fonte energética das células, acreditava-se que
a atividade da V-H'-ATPase fosse superior as H'-PPase. Certamente, o fosfato inorganico (PPi)
também ¢ uma importante fonte de energia para as células das plantas, e a H'-PPase ¢ uma
bomba de H' onipresente e ativa (ZHEN et al., 1997; REA & POOLE, 1993).

2.3. Raizes Geneticamente Modificadas: Sua Importancia, Producéo e Manutencéo

Culturas de orgdos e tecidos vegetais sdo técnicas que permitem o crescimento € a
manutencao destes materiais em solu¢des nutritivas, sob condi¢des axénicas. A produgdo destas
culturas, in vitro, ¢ uma idéia antiga (século XIX) e partiu do principio de que as células
vegetais teriam a habilidade de totipoténcia, ou seja, eles poderiam regenerar uma planta inteira.
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Inicialmente, era facil a tentativa de usar células vegetativas, mas dificultado em células ja
diferenciadas, como tecidos e 6rgaos, porque elas ndo cresciam e nem se dividiam.

Entretanto, WHITE (1934) estabeleceu uma cultura, prospera e de alta longevidade,
de raizes extraidas de tomateiros (Lycopersicum esculentum Mill.) (CANTO-CANCHE &
LOYOLA-VARGAS, 1999) sendo muito importante para o estabelecimento de muitas outras
culturas de raizes, tanto de familias angiosperma como de gimnosperma. Embora existam
muitas vantagens do cultivo de raiz sobre o de tecidos ndo-organizados, tais como sua
habilidade biosintética em produzir metabolitos secundario ser superior aos calos ¢ a
suspensdo celular, algumas dificuldades sdo associadas ao cultivo de raizes, como a
dependéncia de auxina exogena, grande quantidade de inoculo requerido para crescimento
adequado, raizes com poucas ramificagdes, € em muitos casos rendimentos de metabolitos
inferiores as raizes de planta inteira (CANTO-CANCHE & LOYOLA-VARGAS, 1999).

A descoberta de fito-reguladores como auxina e citocinina tiveram grande influéncia
nas culturas de tecido. O conhecimento da importancia destes hormdnios, e o efeito critico da
relacdo citocinina/auxina usados na diferenciagdo celular, conduzidos por STEWARD et al.
(1958) para regenerar plantas inteiras a partir de células obtidas de raizes de cenoura,
permitiram que as técnicas de cultura de orgdos e tecidos tivessem um significativo
desenvolvimento (MAHESHARI, 1990).

Para a producdo de metabolitos secundarios vegetais podem ser utilizados culturas in
vitro de células, calos ou orgdos. Em geral, culturas de 6rgdos sdo melhores produtoras de
metabolitos secundarios que culturas menos organizadas, apesar do fato que culturas ndo-
organizadas também poderem apresentar habilidade biossintética requerida para produgdo de
metabolitos secundérios sob determinadas condigdes de cultivo (CANTO-CANCHE &
LOYOLA-VARGAS, 1999).

Para a cultura de raizes in vitro é necessaria a obtengdo ¢ manutencdo periddica de
explantes de raizes de plantas inteiras ou de raizes formadas de células na superficie de calos.
Um meio complexo contendo uma fonte de carbono, vitaminas e sais inorganicos sdo usados
como suporte para a sobrevivéncia da cultura. As culturas de raizes normalmente possuem
baixos niveis de auxina enddgena, essenciais para o seu crescimento, inferiores aos requeridos
para sustentar um crescimento ativo e sua morfogénese. As raizes podem ser cultivadas em
meio semi-solido, contendo Agar, como também em meio liquido sob agitacdo no qual,
normalmente, apresentam maior taxa de crescimento. Periodicamente sdo feitas manipulacdes
das culturas (repicagem e troca de meio de cultura) para a manuten¢io das condi¢des minimas
requeridas pelas raizes para crescimento indeterminado, sob condi¢des assépticas.

Entretanto, o estudo em raizes ¢ limitado, devido ao manuseio laborioso dessa parte do
vegetal em condi¢des controladas. A fim de suplementar algumas das desvantagens das
culturas de raizes normais, foi estabelecido o sistema de raizes transformadas geneticamente
(hairy roots) através de bactérias do género Agrobacterium, em especial A. rhizogenes e
A. tumefasciens, que s3o bactérias do solo e os agentes patogénicos responsaveis pela
proliferacdo excessiva de raizes em cabeleira ou de tumores no ponto de infecgao.

Quando as células sdo infectadas por A. rhizogenes, o DNA de transferéncia (T-DNA)
oriundo do plasmideo bacteriano (indutor de raizes - Ri) € transferido, integrado e expresso na
célula vegetal do hospedeiro (FLORES, 1992; ZAMBRYSKI et al., 1989). O vegetal
infectado passa entdo a produzir enzimas responsaveis pela sintese de opinas, que sdo
utilizadas pela Agrobacterium como fonte de energia, ¢ de hormoénios que alteram a produgao
e a sensibilidade das células vegetais a auxinas (e citocininas) provocando um desbalango no
metabolismo celular que passam, agora, a se propagar desordenadamente, induzindo alta
proliferacdo de raizes adventicias de rapido crescimento na regido de infecgdo. O processo de
integracdo do T-DNA no genoma da planta faz do plasmideo Ri, vetor importante para a
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transferéncia de genes para as plantas. O processo de integracdo do T-DNA na célula vegetal
¢ chamado de “transformacao genética” e a raiz produzida, “raiz transgénica”.

A bactéria do género Agrobacterium vem sendo utilizada para a produgdo de uma ampla
variedade de dicotiledoneas transformadas. As gramineas, entretanto, sio menos suscetiveis as
transformagdes devido a diferengas no processo de resposta a infec¢do. Enquanto a maioria das
plantas responde a infec¢do estimulando a divisdo celular no ponto de infeccdo que € o
mecanismo da regeneragdo de plantas a partir de explantes, os sitios de infec¢do em gramineas
acumulam compostos fendlicos e morrem. Apesar da Agrobacterium poder transferir T-DNA a
gramineas, as células transformadas ndo se dividlem e portanto, ndo sdo usadas para a
regeneracdo de plantas transformadas (FISK & DANDEKAR, 1993).

As raizes transformadas com o T-DNA do plasmideo Ri podem ser prontamente sub-
cultivadas in vitro como culturas axénicas de raizes. Esses “clones radiculares” sdo capazes de
crescimento indefinido in vitro (SOUZA et al., 2002; BERBARA et al., 1995; FLORES, 1992). A
partir destas culturas, plantas inteiras podem entdo ser regeneradas. Devido a maior sensibilidade
das células transformadas a auxina endogenamente produzida, raizes transformadas apresentam
taxas de crescimento vdrias vezes superiores as raizes nao transformadas (JOUANIN et al., 1993;
JULLIARD et al., 1993; ZAMBRYSKI et al., (1989). Partindo-se de um material inicial com
apenas alguns miligramas (uma ou duas pontas de raizes de dois a trés centimetros), uma tipica
raiz transformada pode produzir aumentos em sua biomassa de vérias centenas de vezes em
apenas 3-4 semanas (SOUZA et al., 2006, SOUZA et al., 2002; BERBARA, 1995). A sintese de
metabdlitos secundarios por estas raizes ¢ bastante estavel e a taxa de produgdo destes compostos
pode ser significativamente superior as encontradas em raizes nao transformadas (FLORES &
CURTIS, 1992; FLORES & FILNER, 1985).

As raizes transformadas oferecem uma grande contribui¢do para o entendimento de
importantes eventos relacionadas a fisiologia de plantas e a trocas de sinais entre simbiontes,
como o registrado em fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) durante os processos de
colonizacdo e esporulacdo (DECLERCK et al., 2006; SOUZA et al., 2002; BERBARA et al.,
1995). Os mecanismos genéticos e fisiologicos envolvidos nestes processos sdo, portanto,
mais adequadamente estudados, pois os estddios de desenvolvimento dos simbiontes podem
ser monitorados in Vivo por varios anos de forma ndo destrutiva. Como conseqiiéncia, o uso
de raizes transformadas como sistema modelo para o estudo de associa¢des micorrizicas, vem
se tornando cada vez mais comum (DECLERCK et al., 2006; LIMA, 2004; SOUZA et al.,
2002; BECARD et al., 1992; BERBARA et al., 1995; FONSECA, 1994; BENHAMOU et al.,
1994; SIMONEAU et al., 1994; BECARD & FORTIN, 1988; MUGNIER & MOSSE, 1987).

A possibilidade de utilizagdo de raizes transformadas de espécies vegetais com
dependéncia micorrizica tem sido proposta para a ontogenia dos esporos de FMAs
(BERBARA et al., 1999), para o estudo do processo de colonizacdo radicular e,
especificamente, para a identificagdo dos compostos produzidos antes, durante e apds o
estabelecimento da simbiose (SOUZA et al., 2002; AZCON-AGUILAR & BAREA, 1991). O
uso de culturas de FMAs nestas raizes possibilita minimizar os efeitos das varidveis
ambientais envolvidas na simbiose, permitindo avaliar suas interagdes metabdlicas.

Raizes transformadas vém sendo usadas gracas a possibilidade que elas oferecem de
se controlar as interagdes que ocorrem com o meio circundante e entre plantas, bactérias
diazotroficas e FMAs. Para tanto, é requerido o desenvolvimento de sistemas onde tais
organismos possam ser mantidos.

Virios pesquisadores obtiveram recentemente esporulacio de FMA em raizes
transformadas cultivadas axenicamente em meio de cultura definido, permitindo assim a
obtencdo de culturas monospdricas de FMAs (DECLERCK et al.,, 2006; LIMA, 2004;
SOUZA & BERBARA, 1997; BERBARA et al., 1995; BECARD & PICHE, 1992). Tal fato
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tem possibilitado avangos substanciais em novos campos do conhecimento, superando um dos
principais entraves ao uso de técnicas imunologicas e moleculares em trabalhos com FMAs
que consistia na falta de um material puro, com estabilidade genética e fenotipica, o que
permitird o desenvolvimento de metodologias que servirdo como ferramentas para estudos
basicos ¢ aplicados de micorrizas arbusculares.

Por outro lado, espera-se que estudos basicos, acerca dos mecanismos ligados as vias
de fixagdo do carbono pelo hospedeiro, possibilitem aumentos na produgdo de esporos in
vitro. O estimulo a esporulagao ¢ resultado de eventos provavelmente associados a mudangas
nas taxas de producdo e/ou na qualidade de exudados radiculares (GUILLON et al., 2006;
BERBARA, 1995; FONSECA, 1994).

Portanto, variagdes no processo de fixacdo de carbono e/ou balango hormonal
induzidas pela planta durante o processo de senescéncia ou de estresse, devem ser objeto de
futuros estudos e reflexdes, como, por exemplo, mediante o uso de “raizes verdes” (RVs)
(FLORES et al., 1993).

2.4. Fungos Micorrizicos Arbusculares: Descricdo e Historico

As micorrizas arbusculares (FMA) s3o associagdes simbiotroficas mutualistas entre as
raizes da maioria dos vegetais superiores, aproximadamente 80% (TRAPPE, 1987, estudando
3% das angiospermas, além de também se associarem gymnospermas, pteridofitas e briofitas),
e determinados fungos do solo sendo considerada a simbiose mais comum entre
microrganismos e plantas (FORERO, 1996; SIEVERDING, 1991). Isto se deve ao fato dos
FMAs terem se originado quando as primeiras plantas colonizaram o ambiente terrestre a pelo
menos 460 milhdes de anos (REDECKER et al., 2000) e os dois parceiros da simbiose terem
evoluido em conjunto (REMY et al., 1994).

Esta simbiose tem se mostrado importante para o crescimento e estabilidade de
comunidades vegetais (FRANCIS & READ, 1994), favorecendo a nutricdo mineral,
principalmente pela absor¢do de nitrogénio (N) e fosforo (P). Diversos autores destacam ainda
que os fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) sdo de grande importancia principalmente
para as regides tropicais (SIEVERDING, 1991; MORTON & BENNY, 1990; MOSSE, 1981),
mas apresentam distribuicdo generalizada na maioria dos solos, desde os desérticos aos
polares (ALLEN, 1991).

A simbiose micorrizica caracteriza-se pela presenca de hifas, arbusculos e/ou vesiculas
fingicas colonizando a regido do cortex das raizes das plantas hospedeiras e pela producao de
hifas externas as raizes que se estendem a varios centimetros do solo, na rizosfera. Através do
micélio os FMAs conectam raizes e solo, aumentando a absor¢do de nutrientes, 4gua do solo e
himus pelas hifas, que podem ser consideradas uma “extensdo” da raiz, explorando maior
volume de solo (WIGAND & STEVENSON, 1997, BARROS & NOVAIS, 1996;
MARSCHNER & DELL, 1994).

Entretanto os FMAs podem eventualmente, ter papel importante na agregagdo do solo
(TISDALL, 1994); na arquitetura do sistema radicular (HETRICK, 1991); no estabelecimento
de populagdes de microrganismos rizosféricos (NEWSHAM et al., 1995; FITTER &
GARBAYE, 1994); na producao de antibidticos e hormonios (GOGALA, 1991); no aumento
da tolerancia de plantas contra ataques de fitopatogenos (NEWSHAM et al., 1995). O fungo,
por sua vez, recebem das plantas os carboidratos e fatores de crescimento de que necessita,
sendo ele incapaz de atacar, injuriar ou causar qualquer disfuncdo nas raizes, caracterizando
assim a natureza mutualista da associagdo, despertando o interesse para a exploracdo
comercial, visando a aumentar a produc¢do de alimentos e reduzir custos financeiros e o
impacto dos sistemas modernos de produgdo sobre o meio ambiente.
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Por serem biotroficos obrigatorios, estes fungos precisam estabelecer associagdes
efetivas com raizes metabolicamente ativas para que possam se desenvolver e se
multiplicarem, o que vém dificultando tanto estudos basicos como sua aplicagdo em escala
comercial na agricultura, como a producdo de um inéculo de qualidade, livre de impurezas
(SYLVIA & JARSTFER, 1994).

O desenvolvimento de técnicas de DNA recombinante ¢ a decorrente producao de
raizes transformadas para cultivo “in vitro” tém possibilitado o monitoramento nao destrutivo
da simbiose micorrizica por longos periodos, suficientes para acompanhar o estabelecimento e
desenvolvimento, desde a colonizagdo radicular até a formacao completa de novos esporos e,
especificamente, para identificacio dos compostos produzidos antes, durante e apds o
estabelecimento da simbiose (AZCON-AGUILAR & BAREA, 1991). O uso de culturas de
FMAs nestas raizes também permite avaliar interacdes metabolicas (SOUZA et al., 2006;
SOUZA et al., 2002).

A possibilidade de monitoramento “in vivo” permite a observacao e descri¢do de esporos
e a formacgao de outras estruturas durante todo estdgio da ontogenia destes fungos simbioticos. Os
trabalhos pioneiros de multiplicagdo de FMAs in vitro foram desenvolvidos por MOSSE &
HEPPER ) (1975 utilizando culturas de raizes de tomate (Lycopersicum esculentum Mill.) e trevo
(Trifolium pratense L.) estabelecendo culturas de Glomus mosseae Nicolson & Gerd.

A visualizacdo dos eventos iniciais da formac¢do dos esporos pode fornecer algumas
evidéncias que possam ajudar em estudos filogenéticos (SOUZA & BERBARA, 1997) e
estima-se que um numero indefinido de esporos vidveis, limpos e clonados possam ser
obtidos ao longo dos anos, e que tais propagulos se constituirdo em um importante acervo de
origem conhecida a disposi¢do da comunidade cientifica para os mais variados estudos.

O estimulo a esporulacdo ¢ resultado de eventos provavelmente associados a
mudangas nas taxas de produ¢do e/ou na qualidade de exsudatos radiculares (BERBARA,
1995; FONSECA, 1994; PAULA & SIQUEIRA, 1990; ELIAS & SAFIR, 1987). Esses
autores observaram, in vitro, que a esporulagdo ¢ estimulada quando a raiz entra em estresse
ou em processo de senescéncia. Isso indica que a esporulagdo ¢ fortemente controlada pelo
hospedeiro, através, provavelmente, de modifica¢cdes no metabolismo do carbono e/ou em seu
balango hormonal. Tais resultados refor¢gam a hipdtese de WILLIAMS (1992) sugerindo que
estudos sobre processos de esporulagio de FMA que ndo levem em conta o hospedeiro tém
grandes chances de ndo apresentarem resultados significativos.

Virios pesquisadores obtiveram esporulacdo de FMA em raizes transformadas
cultivadas axenicamente em meio de cultura definido, permitindo assim a obtencdo de
culturas monosporicas de FMAs (DECLERCK et al., 2006; BERBARA et al., 2006,
BERBARA, 1995; BECARD & PICHE 1992), tal fato tem possibilitado avangos substanciais
em novos campos do conhecimento. Assim, foi superado um dos principais entraves ao uso de
técnicas imunoldgicas e moleculares em trabalhos com FMAs que consistia na falta de um
material puro, com estabilidade genética e fenotipica. Culturas monosporicas de FMAs podem
ser utilizadas para a extragdo de proteinas ou DNA, obtencao de antigenos espécie-especificos
com baixa reacdo cruzada e desenvolvimento de "primers" especificos (GIOVANNETTI &
GIANINAZZI-PEARSON, 1994; SIMON et al., 1993; SIMON et al., 1992), ¢ estudos
referentes a trocas de sinais entre os simbiontes durante os varios momentos da simbiose. A
técnica de micorrizacdo em raizes transformadas possibilita a obtengdo deste material padrao
inicial de alta pureza e conseqiientemente permitira o desenvolvimento de metodologias que
servirdo como ferramentas para estudos basicos e aplicados sobre micorrizas.

Embora ainda existam duvidas sobre os sinais que desencadeiam a esporulagdo dos FMA,
ha sugestdes de que seja estimulada durante a senescéncia ou sob a influéncia de estresses
sofridos pelo tecido vegetal. Essas hipoteses baseiam-se no fato de que durante o processo de
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senescéncia a disponibilidade de metabolitos fornecidos pelo tecido vegetal ao fungo micorrizico
tornam-se limitadas e diferenciadas, pois nesta fase o catabolismo torna-se intenso, visando a
manuten¢do das atividades do vegetal. Durante esta fase ha aumento da atividade das enzimas
hidroliticas, principalmente as proteases (SOUZA et al., 2006; SOUZA et al., 2002).

O entendimento dos fendmenos que controlam a esporulagdo em sistemas micorrizicos
permitird, eventualmente, a producdo de um meio de cultura onde FMAs possam ser
multiplicados in vitro na auséncia de raizes, retirando-se, com isso, um dos maiores
obstaculos para sua utilizagdo em larga escala na agricultura. Portanto, para se entender as
associagcdes micorrizicas sdo necessarios estudos, ndo apenas sobre o sistema de produgdo
in vitro com o uso de raizes transformadas geneticamente, mas também devem ser avaliadas
as modificacdes metabolicas que ocorrem neste sistema de cultivo, ja que elas podem
influenciar a esporulagdao dos FMA.

Contudo, a biologia destes simbiontes ainda ¢ pouco entendida (KARANDASHOV et
al.,, 2000; TOMMERUP e KIDBY, 1980) devido a impossibilidade de cultivo da maioria
destes fungos em meios de cultura, sob condigdes axénicas.

SIQUEIRA (1987) enumerou uma série de beneficios decorrentes no crescimento de
fungos em cultura axénicas, dentre eles podem ser citados: a eliminacdo de hiperparasitas e
microrganismos contaminantes que afetam os estudos "in vitro" ¢ as respostas da planta a
inoculacdo; permitir estudos basicos visando os mecanismos pelos quais eles favorecem o
crescimento das plantas, dentre outros.

A germinacdo dos esporos transcorre com facilidade em cultivo axénico, no laboratorio,
simplesmente em agar-dgua, ao que se deduz que ndo requer nenhum estimulo especifico
produzido pela planta ou outro organismo do solo (AZCON-AGUILAR & BAREA, 1991).

Os processos pelos quais os fungos iniciam a sua germinagao ainda ndo sdo conhecidos.
Mas, de acordo com SIQUEIRA (1987) o processo se inicia com a ativacdo de proteases
inativas de membrana, que se iniciaria com a embebicao dos esporos levando a modificagdes
nas condicdes biofisicas das membranas, onde as enzimas proteoliticas seriam ativadas
provocando a hidrolise de proteinas de reservas. Assim, haveria um aumento na quantidade de
aminodcidos livres no citoplasma, necessarios para a sintese de novas proteinas, com fungdes
enzimaticas especificas, de acordo com uma precodificacdo genética contida no esporo,
desencadeando assim todo o processo de germinacdo. BERBARA et al. (1996) identificou
sitios de acidificacdo na superficie de esporos pré-germinados nos locais de emissao de hifas,
sugerindo a necessidade de acidificagdo e maior atividade de bombas de extrusdo de protons.

2.4.1. Influéncia da disponibilidade de N e P na simbiose micorrizica

O N ¢ um dos nutrientes mais limitantes para a producdo agricolas. Existem algumas
indicagdes de que aumento dos niveis de N pode inibir a forma¢do de micorrizas e afetar
negativamente a populacio dos FMAs. Existem relatos que o N-NH;" em solugo inibe mais as
micorrizas que 0 NO3; (CAPRONI, 2001). Tem sido observado que os efeitos do N sobre os FMAs
sdo variaveis com a localiza¢do e podem depender da disponibilidade de fosforo (SIEVERDING,
1991; HAYMAN, 1987). Contudo, nas regides tropicais, o N no campo, raramente chega a ser
inibitorio, pois o que predomina ¢ a sua deficiéncia (FRANCO & BALIEIRO, 2000).

O desenvolvimento do micélio nas raizes ¢ influenciado diretamente pela fonte de N,
onde a colonizagdo de raizes de soja (Glicine max (L.) Merr.) fertilizadas com NO5 foi menor
que as raizes fertilizadas com N-NH;" (BETHLENFALVAY et al., 1999). Num solo calcareo,
com pH acima de 8, a fertilizagdo de plantas de sorgo (Sorgum bicolor) com N-NH," resultou
em uma porcentagem de infeccdo micorrizica ligeiramente mais alta que com a adubagdo de
N-NOs;". E num solo ligeiramente acido com pH menor que 7 a fonte de N-NOj™ resultou em
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uma porcentagem de infecgdo micorrizica ligeiramente superiores a fonte de N-NH;"
(ORTAS et al., 1996).

A adi¢do de doses elevadas de N-NH,", na cultura de soja, em condigdes de
deficiéncia e de bom suprimento de P, reduziu a taxa de coloniza¢do micorrizica (PAULA &
SIQUEIRA, 1989). Os mesmos autores observaram que o N mineral ndo reduziu
significativamente a germinagdo dos esporos de Glomus macrocarpum, mas reduziu o
crescimento do tubo germinativo, enquanto a taxa de esporulacido deste fungo foi crescente
com a elevacdo da dose de N até 30 ppm, reduzindo-se nas doses mais elevadas.

As hifas micorrizicas t€ém a capacidade de aumentar a absor¢ao de N e o transportar do
solo ou da serrapilheira em decomposicao para a planta devido ao aumento da area de superficie
de contato (AZCON-AGUILAR & BAREA, 1996). Algumas espécies de FMAs também
contém enzimas que quebram o N organico e contém N-redutases que reduzem NO; a NH,"
alterando as formas de N no solo (BAGGO et al., 2001; VARMA, 1995; GIANINAZZI-
PEARSON & AZCON-AGUILAR, 1991). O mesmo autor ressalta, ainda, que em muitos
ecossistemas, principalmente os florestais, uma grande fragdo do N disponivel nos solos ¢ o
NH," e ndo 0 NO;".

A assimilagdo répida de N inorginico no local de absor¢do pode assegurar que as
demandas internas sejam satisfatorias antes da transferéncia a planta hospedeira ¢ também
podem impedir a acumulagdo téxica de ions de amonia. Recentemente, JIN et al. (2005) e
GOVINDARAIJULU et al. (2005) relataram que os FMAs benéficos transferem quantias
significativas de N a planta hospedeira, provavelmente como amoénia, o que também foi
sugerido para as associagdo com ectomicorrizas (SELLE et al., 2005), mas, seria necessaria
uma capacidade reduzida de assimilagdo das células fungicas intra-radiculares para sustentar a
transferéncia de amonia, regulando o gene que codifica a enzima de assimilagdo da amonia,
glutamina sintetase, na hifa do fungo em contato com as cé¢lulas radiculares em simbiose com
FMAs (GOVINDARAJULU et al., 2005).

Em estudos prévios também enfatizaram um declinio nos niveis dos aminoacidos
principais presentes junto com uma diminui¢do na atividade de enzimas fungicas envolvidas
na assimila¢do do N durante o processo de coloniza¢do micorrizica (BLAUDEZ et al., 1998).
Entretanto, a transferéncia bem sucedida da amoénia do fungo a planta também dependerd
grandemente da falta de sistemas de recuperagdo da NH; na membrana plasmaética das
células fungicas intra-radiculares.

GOVINDARAJULU et al. (2005) relataram uma super-expressao de um gene fingico
AMT nas hifas intra-radiculares que codifica para um transportador de NH,;". A principio, o
NH;" poderia difundir para o exterior, através dos AMTSs, quando sua concentra¢io interna
exceder aquela do meio (KHADEMI et al., 2004). Se os AMTSs fossem altamente abundantes
na membrana plasmatica da hifa simbiotica isto resultaria num ciclo inutil (desnecessario) de
N-inorganico e provavelmente em transferéncia ineficiente de N.

Uma super-expressao de transportadores Amts do amdnio na planta em simbiose com
ectomicorrizas (entre o Alamo e Amanita muscaria) indicou que o aménio pode ser transferido
diretamente do fungo a planta (SELLE et al., 2005). CHALOTE et al. (2006) ainda sugerem que
uma maior aten¢do também deve ser dedicada aos canais ndo-especificos como as aquaporinas
(LOQUE et al., 2005) ou os sistemas de cation dependentes de gradiente elétrico (ROBERTS &
TYERMAN, 2002) que também poderia contribuir para a importagdo da amoénia do apoplasto
interfacial ao citoplasma da célula da planta. Uma assimilagdo adicional de amonia nas células da
raiz ¢ aumentada pela atividade da glutamina sintetase na planta (BLAUDEZ et al., 1998).

A disponibilidade de C substrato deve ser considerado um fator essencial, ou
possivelmente ATP, que ¢ necessario para sintese de amido. Sob a disponibilidade de C, o
grande fluxo de combinagdes de C para o compartimento fungico assegura a assimilagao de
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N-inorgéanico e a liberacdo adicional de N-organico através das células fungicas (a via
tradicional). Sob deplegdo de C, poderia a sintese de N organico ser imensamente diminuida,
assim induzir a acumulagdo de grandes quantias de amonia livre. Sob estas condigdes,
diminuiria o pool de aminoacido e uma conseqiiéncia direta seria a repressdao de proteinas
sensivel para deplecdo do N catabdlico (por ex: Amt, glutamina sintetase, glutamato sintase,
glutamato desidrogenase e urease). Sob estas condigdes a amdnia, e ndo os aminoacidos, seria
transferida a planta (GOVINDARAJULU et al., 2005; JIN et al., 2005).

Os resultados obtidos por GOVINDARAJULU et al. (2005) e JIN et al. (2005) nao
somente indicaram a ocorréncia de uma via alternativa de transferéncia ao previamente
estabelecido (via tradicional), mas também sugere que a relagdo simbiotica entre FMAs e plantas
poderiam ter um papel muito mais significante no ciclo mundial de N. Isto reforca a necessidade
de estudos a campo para elucidar a importancia dos FMAs para a nutrigdo de N das plantas.

O melhor entendimento sobre os mecanismos envolvidos na transferéncia de N entre
os simbiontes micorrizicos também ¢ crucial para compreender o regulamento do status de N
e por predizer mudangas potenciais nos ecossistemas, particularmente sob pCO, atmosférico
alterado (GAMPER et al. 2005). No nivel molecular, as caracteristicas funcionais de AMTS
fingico os fazem os candidatos inadequados para o efluxo de amoénia para fora da célula.
Outros, ainda ndo identificados, mecanismos necessarios para sustentar um efluxo
significativo e controlado de N inorganico do fungo para o apoplasto devem ser elucidados.

Segundo MARCHNER (1994) os principais efeitos da micorriza na nutricdo de P
residem nas elevadas taxas de absor¢ao de P de fontes de baixa-solubilidade, decorrente da
queda do pH da rizosfera normalmente cair na presenga das micorrizas, o que leva a um
aumento na solubilidade de P nos solos (MOHAMMAD et al., 2004).

Verificando que a concentragdo de fosforo externo tem pouco efeito na germinacdo e
no tubo germinativo de Gigaspora margarita, TAWARAYA et al. (1996) e SCHACHTMAN
et al. (1998) comprovaram que os baixos niveis de colonizagdo observados em plantas
crescidas em solos com alto conteudo de fosforo, ndo sdo resultado da regulagdo direta da
atividade dos fungos pelo fésforo do solo, e sim pela planta regulando a atividade do fungo.
Segundo SIQUEIRA et al. (1984), a disponibilidade de fosforo controla a formagdo da
simbiose de FMA em algum estagio depois que a germinacgao dos esporos tenha ocorrido.

Sabendo que o fosforo ndo tem efeito fungistatico direto nos fungos micorrizicos, e
que, os agucares e os acidos organicos sao inibitdrios a eles in vitro, sendo mais provavel que
o metabolismo do carbono do hospedeiro seja um dos fatores que controla a formacao da
micorriza indiretamente quando hd o aumento da disponibilidade de fésforo no solo. A
quantidade de agucares e, provavelmente, outros compostos presentes nas células corticais
provavelmente sdo os fatores que agem em algum estagio depois da germinagdo do esporo,
inibindo a colonizacao.

Estes mesmos autores propuseram que, as hifas sdo impedidas de penetrar nas células
epidérmicas ou, se elas penetram, sdo impedidas de se propagarem além do ponto de
penetragdo pelo alto conteido de carboidrato (e/ou metabolitos) das células corticais. O fato
de algumas combinag¢des fungo-hospedeiro, mesmo sob alto nivel de fosforo disponivel,
apresentar alta taxa de colonizagdo, indica que o mecanismo de controle pode diferir para
diferentes hospedeiros e fungos (SIQUEIRA et al., 1984).

Comparacdes de dois fungos sob as mesmas condigdes de deficiéncia de fosforo indicaram
que diferencas na eficiéncia de absorcdo de fosforo e transferéncia para as plantas ndo sdo
correlacionadas nem com a porcentagem de infeccdo das raizes ¢ nem com a extensdo do
desenvolvimento dos arbusculos, mas com diferencas no fluxo de nutrientes (SMITH et al., 1994).
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2.5. Matéria Orgénica do Solo: Formacao, Estrutura e Caracterizagéo

Em 1936, WAKSMAN caracterizou a matéria organica do solo (MOS) como uma
mistura complexa formada na maior parte pela degradagdo microbioldgica dos tecidos dos
vegetais. Para STEVENSON & COLE (1999) os constituintes organicos do solo podem ser
reunidos em dois grandes grupos: I — Nao humificados e II — Humificados. Os componentes
da MOS nao humificados incluem aqueles compostos orgéanicos de estrutura quimica definida
(tais como lipideos, carboidratos, nucleotideos, aminoacidos, hormonios, acidos organicos,
etc.), residuos animais e vegetais parcialmente decompostos e pela biomassa microbiana. Os
componentes da MOS humificados representam a maior por¢ao, consistindo de substincias
himicas (SH), sendo elas amorfas, hidrofilicas, 4acidas, parcialmente aromaticas e
quimicamente complexas que variam em peso molecular de poucas centenas até milhares
(TAN, 2003; STEVENSON, 1994; THENG et al., 1989). As substiancias htimicas (SH) por
sua vez, sdo convencionalmente subdivididas em acidos falvicos, acidos hiimicos e huminas
em funcdo da solubilidade (em qualquer meio aquoso, em meio basico, e a fragdo residual
insoluvel, respectivamente) (SANTOS & CAMARGO, 1999).

A formagdo das SH, processo genericamente denominado de humificacdo, foi
considerada primeiramente como uma seqiiéncia de reacdes espontaneas de condensagdo
entre varios pequenos compostos intermediarios liberados durante a quebra enzimatica das
macromoléculas (STEVENSON, 1994). As teorias de humificagdo foram baseadas na
observacao de que constituintes bioquimicos simples (p.ex.: aminoacidos, fenois, aglicares)
condensados abioticamente (especialmente em condi¢cdes de altas concentragdes e
temperaturas), produzem uma reunido extremamente complexa de moléculas, a qual exibe
coloracdo escura e a maioria das caracteristicas fisico-quimicas da MOS, tais como,
polifuncionalidade, flexibilidade estrutural e carga liquida negativa. As reagdes de
condensagdo sao incluidas as reagdes de Maillard (caramelizagdo) entre carboidratos e
aminoacidos (ou proteinas) para formar produtos escuros, de carater aromatico
(STEVENSON, 1994; SANTOS & CAMARGQO, 1999).

Houve algumas mudangas nos paradigmas que balizaram o entendimento da
humifica¢do, decorrentes do avango de uma série de métodos e técnicas de estudo da MOS
(CANELLAS & SANTOS, 2005; SANTOS & CAMARGO, 1999). Por exemplo, as fragdes
da matéria organica humificada (MOH) baseadas nas caracteristicas de solubilidade (4acidos
falvicos, 4cidos humicos e humina), ndo podem ser diretamente relacionadas com a taxa de
ciclagem dos microrganismos, como as fracdes isoladas fisicamente, utilizando-se as
propriedades de tamanho ou densidade moleculares (CANELLAS & SANTOS, 2005; TAN,
2003; HEDGES & OADES, 1997). O tamanho da molécula é pelo menos tdo importante
quanto o estado quimico (refletido pela solubilidade em meio basico ou d4cido) na
determinagdo da reatividade da matéria organica.

A degradagdo da MOS parece ser um processo menos complexo do que se esperava,
durante o qual grupos ou subunidades estruturais relativamente mais resistentes sao
seletivamente preservados (CANELLAS et al., 2001) e concentrados nas diversas fragdes de
tamanho (CAYET & LINCHTFOUSE, 2001).

As substincias hiimicas sdo macromoléculas de alto peso molecular, sem férmula
molecular definida e geralmente composta de cadeias aromaticas e alifaticas, grupos cetonicos,
fendlicos, endlicos, entre outros, que também estdo presentes no vermicomposto (SANTOS &
CAMARGQO, 1999).

As substancias humicas (SH) desempenham um papel importante na qualidade dos
sistemas agricolas, pois interferem na disponibilidade de nutrientes para as plantas, sdo fontes
de energia para os microrganismos do solo, influenciam de maneira decisiva nas
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caracteristicas quimicas, fisicas e biologicas do solo (MIELNICZUK, 1999) e exercem efeitos
diretos sobre o desenvolvimento das culturas (STEVENSON & COLE, 1999). A relagdo entre
estrutura e fungdo das SH ¢é objeto de crescente interesse nas pesquisas ¢ cada vez mais sao
utilizados métodos precisos de analise quimica estrutural para tentar melhor compreender suas
propriedades (CHUCOV, 2000; CANELLAS, 1999).

Muitas das fungdes importantes das substancias humicas permanecerdo obscuras, até
que a natureza quimica destas substdncias seja elucidada. E de conhecimento que a
composi¢ao quimica das SH inclui muitos grupamentos aromaticos que interagem entre si, €
com cadeias alifaticas, dando origem a outras macromoléculas de diferentes pesos
moleculares. Considerando que a génese das substancias htimicas envolve combinagdes de
varias reagcdes e uma grande variacdo de compostos quimicos, o que torna muito dificil uma
definicdo clara na composicdo destas substancias (HAYES, 1997). Muitos dos métodos
classicos para entender a natureza das substancias himicas estdo baseados na sua composi¢ao
elementar, mas os resultados obtidos representam uma aglomeracao de moléculas o que torna
impossivel derivar formulas empiricas precisas destes dados (HAYES et al., 1989).

Os 4cidos humicos (AH) compdem a fragdo das substiancias humicas soluveis em meio
alcalino e insoluvel em meio fortemente 4acido, definidos genericamente como
macromoléculas organicas de massa molecular relativamente elevada e de coloragdo escura
(THENG et al., 1989; SANTOS, 1984). Estruturalmente, os acidos humicos apresentam
quatro grandes sub-unidades formadas por (i) longas cadeias alquilicas, (ii) polissacarideos e
compostos nitrogenados, (iii) derivados aromadticos e (iv) grupamentos carboxilicos. A
composicao dessas sub-unidades estruturais difere substancialmente entre os diferentes tipos
de solos e cobertura podendo ser usada como um marcador das modificagdes do ambiente,
apresentando uma maior importancia como indicador ambiental (ZECH et al., 1997).

O grau de evolugao dos acidos hiimicos indica a extensdo do processo de humificagdo
com aumento de massa molecular e com grau de complexidade estrutural. Os parametros
fisico-quimicos mais comuns que norteiam o conceito de evolucao dos acidos hiimicos (e das
substancias humicas em geral, sdo:

* a diminui¢do do grau de oxigenagdo, ou seja, diminui¢do no conteiido de grupamentos
CO,H, CO, OH e OCH;3; (KOGEL-KNABER et al., 1997);

¢ a diminuigdo da absorvancia nos AH mais evoluidos (TAN, 2003; KUMADA, 1987);

¢ a maior razdo E4/E¢ (humificacdo) que se relaciona inversamente com o menor grau de
evolucdo dos acidos humicos apresentando valores entre 2 ¢ 5 (KONONOVA, 1966) com
a diminuic¢do do teor de radicais livres do tipo quinonas,

¢ 0 aumento do conteudo de C elementar com a evolugdo (SCHNITZER & KHAN, 1978).

Os acidos humicos influenciam a fertilidade do solo por meio de uma melhoria geral das
condigdes quimicas e fisicas para a atividade biologica tendo, além disso, substincias ativas
fisiologicamente (NARDI et al., 2007; ZANDONADI et al., 2007; RODDA et al., 2006 a ¢ b;
FACANHA et al., 2002; CANELLAS et al., 2001; SONNTAG, 1995; STEVENSON, 1994;
GUMINSKI et al, 1968) podendo influenciar também a biota rizosférica, particularmente os FMAs.

2.5.1. Dindmica da absorcdo das fracOes solGveis da matéria organica

A matéria organica € o principal agente cimentante para a agregacao das particulas do
solo, formando os agregados que controlam os suprimentos de dgua e ar para o crescimento
das raizes e fornece resisténcia a erosdo. A matéria organica afeta o pH do solo e ¢, em
sistemas naturais, a maior fonte de nutrientes para as plantas, podendo assim influenciar direta
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ou indiretamente no desenvolvimento e na eficiéncia das micorrizas (LIMA, 2004;
STEVENSON & COLE, 1999; MARTIN et al., 1999).

Recentes investigagdes na absor¢do de SH, com pesos moleculares diferentes, pelas raizes
das plantas proveram novas perspectivas (NARDI et al, 2007, NARDI et al., 2002). Quando
raizes de ervilha foram cultivadas a temperaturas metabolicas na presenca de substancias humicas,
de baixo peso molecular, radioativas, as fragdes hiimicas foram transportadas por uma extensido
além da parede celular, além disso, foi determinado que 70% da radioatividade estavam presentes
nas fragdes. Isto estava em contraste com o valor de 25% recuperados nas substancias himicas
radioativas, de alto peso molecular (VAUGHAN, 1986).

Quando raizes de ervilha foram cultivadas a baixas temperaturas e na presenca de duas
fragdes hiimicas labeis, apenas a fragdo de alto peso molecular foi absorvida pelas raizes. Estes
resultados reforcam a hipdtese de que as raizes podem absorver as substancias humicas de
qualquer peso molecular, evidenciando que a absor¢do das substancias humicas de baixo peso
molecular ¢ dependente no componente ativo de transporte (VAUGHAN, 1986). As substancias
humicas de baixo peso molecular absorvidas pelas raizes foram transportadas até a parte aérea,
mas as quantidades transportadas ndo foram superiores a 10-12% do total absorvido
(VAUGHAN, 1986). Estes resultados foram confirmados por MUSCOLO & NARDI (1999),
utilizando fracdes das substincias hiimicas de baixo e alto peso molecular conjugadas com
isotiocianato fluorescente. Estes autores demonstraram ainda que apenas SH de baixo peso
molecular interagiram com a membrana plasmatica em culturas de células de cenoura.

2.5.2. Papel das substancias humicas na absorcao de ions da solucéo

A eficiéncia de absorcdo e utilizagdo dos nutrientes ¢ otimizada pelos FMAs, em parte
pela extensdo do volume de solo explorado por sua rede micelial que pode se estender de
nove a doze centimetros além da superficie rizosférica (HARRISON, 2002; CAMEL et al.,
1991), e em outra parte, por modificacdes fisiologicas da planta ainda pouco estudadas
(BERBARA et al., 2006; HARRISON, 2005; KARANDASHOV & BUCHER, 2005; ZHU &
MULLER, 2003; VAN AARLE et al., 2003; RELLIG et al., 2002; BERBARA et al., 1995).

A influéncia do hiumus do solo na absor¢do de ions, em geral no crescimento de
plantas, foi estudado por varios pesquisadores (VARANINI & PINTON, 2001; CLAPP et al.,
2001; CHEN & AVIAD, 1990; VAUGHAN & MALCOM, 1985). Os efeitos das substancias
humicas na absorcdo de ions, presentes na solu¢dao do solo, parece ser mais seletiva e variavel
em relacdo a sua concentragdo ¢ ao pH do meio, do que de outros fatores (NARDI et al.,
2007; NARDI et al., 2002).

A fracdo 4cido hiimico também aumentou a capacidade de absor¢do de fosfato, mas
retardou a absor¢do de cloreto (VAUGHAN & McDONALD, 1971). Além disso, foi relatado
que SH de alto e de baixo peso molecular (ALBUZIO, 1986) e as fra¢cdes acido humico (AH) e
acido fulvico (AF) podem afetar a absor¢do de N-NOs’, SO4* e de K" em mudas de cevada e
aveia (MAGGIONI et al., 1987). O efeito estimulatorio mais proeminente das substincias
humicas concentra-se na absor¢ao de N-NOj' pelas raizes, embora isto so se torne evidente apos
varias horas de exposi¢ao (NARDI et al., 1991).

O efeito das substincias humicas na absorcao pelas raizes ndo ¢ facilmente explicavel,
devido a complexidade e natureza quimica desconhecida destas substancias. Além disso, os
efeitos descritos nos diversos trabalhos sdo de dificeis comparagdes, porque utilizaram
substancias hlimicas com caracteristicas diferentes (devido a origem do solo e dos métodos de
extragdo). E possivel que as substancias humicas possam apresentar efeitos diferentes em
funcdo do tipo de planta e que algumas destas podem resultar, diretamente ou indiretamente,
em uma modulagdo na absor¢do de ions. Neste sentido, uma linha principal de evidéncia,

20



utilizando dois inibidores, um de transcri¢dao (6-metilpurina) e de traducao (ciclo-hexamida),
mostrou que o dcido humico estimulou a sintese de proteina de transporte em raizes de cevada
no nivel de mensageiro de transcricilo (DELL’ AGNOLA & FERRARI, 1971;
DELL’ AGNOLA, 1981). Este mecanismo demonstrou que as substancias hiimicas, de alto e
de baixo peso molecular, estimulada pelo NO3;” promoveram a expressao de proteinas do seu
transportador especifico (VAUGHAN et al., 1985), e que também resultou na modificagdo
dos parametros cinéticos (CACCO et al., 2000).

Entretanto, os efeitos das substancias htimicas, de baixo e de alto peso molecular, na
absor¢do de NOs™ também poderiam ser explicadas considerando que estas substincias podem
apresentar funcdo de fito-hormonio especificos (QUAGGIOTTI et al, 2004; NARDI et al.,
1988; DEEL’AGNOLA & NARDI, 1987; CACCO & DEEL’AGNOLA, 1984), ou que eles
induzem modificagdes do genoma estimulando a expressdo de alguns genes (ATTINA et al.,
1992). Foi observado por NARDI et al. (2000b) que s6 as substancias himicas de baixo peso
molecular, juntamente com a atividade semelhante de giberilina, poderiam aumentar a
absor¢do de NOj', enquanto elas inibiram fortemente a atividade de ATPases microssomal e a
extrusio de protons (H') através das raizes, da mesma maneira quando era utilizado
giberilina. Os mecanismos sugeridos podem explicar por que o efeito estimulatorio das
substancias himicas de baixo peso molecular na absor¢cdo NOs™ requer maiores periodos de
incubag¢do devido a uma indugao tardia (NARDI et al., 2002; FACANHA et al., 2002).

Outras evidéncias sdo propostas pela hipotese de que as substancias hiimicas de baixo
peso molecular pudessem interagir com o transporte de proteinas (adequado), principalmente
na modulagdo de absor¢do de NOj;. Esta regulacdo ¢ reforcada pela observacdo de que as
substancias humicas de baixo peso molecular podem alcangar o apoplasto e interagir com a
membrana plasmatica das raizes (VAUGHAN, 1986) e de células de culturas de cenoura
(MUSCOLO & NARDI, 1999). A primeira evidéncia para um efeito das substancias humicas
esta na atividade de proteinas (bombas de protons) e o estimulo na atividade de K'-ATPase
(semelhante a0 H'-ATPase da membrana plasmatica) de fracdes microssomais (NARDI et al.,
2007; ZANDONADI et al., 2007; RODDA et al., 2006 a,b; NARDI et al., 2002; PINTON et
al., 1992; MAGGIONI et al., 1987; NARDI et al., 1991).

Resultados semelhantes também foram obtidos mostrando que o 4cido humico
estimulou a extrusdo de protons (vanadato-sensivel) através das raizes, embora este aumento
so foi obtido apds 2-4 horas de incubagdo (PINTON et al., 1997). Nao obstante, este efeito
tem sido interpretado como conseqiiéncia de um estimulo direto do AH na bomba de protons
(H'-ATPase). Substincias humicas de baixo peso molecular também poderiam estimular a
atividade de H™-ATPase de vesiculas isoladas da membrana plasmatica (VARANINI et al.,
1993), determinando assim um aumento no gradiente de protons de substincias eletro

quimicas, e que poderiam ser, pelo menos em parte, responsaveis pelo estimulo da absor¢ao
de NO;™ (PINTON et al., 1999).

2.5.3. Atividade bioldgica das substancias humicas

A matéria organica humificada (MOH) exerce efeitos diretos sobre o crescimento e
metabolismo das plantas incluindo diversos processos metabolicos como respiracdo, teor e
atividade de proteinas etc (STEVENSON & COLE, 1999; MUSCOLLO et al., 1993; NARDI
et al.,, 1991). VAUGHAN & MALCOLM (1985) resumiu estes efeitos denominando-os,
genericamente, de atividade bioldgica das substancias humicas (SH).

NANNIPIERI et al. (1993) resumiram os efeitos das substancias humicas (SH) sobre
o metabolismo das plantas como sendo resultado: (i) da influéncia positiva sobre o transporte
de ions facilitando a absor¢do, (ii) do aumento da respiracao ¢ da velocidade das reagdes
enzimaticas do ciclo de Krebs resultando em maior producdo de ATP, (iii) do aumento no
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conteudo de clorofila, (iv) do aumento na velocidade e sintese de acidos nucléicos, (v) do
efeito seletivo sobre a sintese protéica, e (vi) do aumento ou inibi¢ao da atividade de enzimas.

Diante de efeitos tdo diversos, os alvos para estudos da interagdo substancias humicas-
planta sdo dificeis de serem estabelecidos, particularmente devido a natureza complexa da
estrutura das SH e da diversidade bioquimica dos vegetais. As H'-ATPases de membrana
plasmatica por exemplo que sdo enzimas chaves na absor¢do de nutrientes influenciando o
metabolismo e a adaptacdo de plantas a0 meio ambiente, podem ser consideradas como alvos
sensiveis para a identificagdo de respostas da atividade bioldgica das SH. Desta forma estas
enzimas podem também evidenciar a influéncia das SH na formagdo e desenvolvimento das
associagdes micorrizicas.

A reducdo do pH do apoplasto ¢ também dependente da atividade das
H'-ATPases que acoplam o transporte de H"™ através da membrana plasmatica a hidrolise de ATP
(adenosina trifosfato). Estas enzimas geram o gradiente eletroquimico necessario para o transporte
de ions e moléculas inorganicas através das membranas, além de participar de outras fungdes
essenciais ao crescimento da planta (ARANGO et al., 2003), tais como, tolerancia a salinidade
(JANICKA-RUSSAK & KLOBUS, 2007), regulacdo do pH intracelular (KLYCHNIKOV et al.,
2007) e expansio celular (MORSOMNE & BOUTRY, 2000; MAESHIMA, 2000). O alongamento
celular ¢ favorecido pela acdo das expansinas que sdo enzimas que atuam em pH menor ou igual a
4,5 alterando a estrutura e ligagdes dos polimeros da parede celular (COSGROVE, 1998).

Em ensaios in vitro foram observados estimulagdo da H'-ATPase vacuolar pelas SH
de baixo peso molecular extraidas de solo (NARDI et al., 2002; VARANINI et al., 1993).
Anteriormente, foi verificado um efeito similar de SH extraidas de coproélitos de minhocas
sobre a H'-ATPase, estimulada por K, na membrana plasmatica obtida de milho (NARDI et
al., 1991). Além disso, em ensaios in vivo também foi observada estimulagdo da atividade da
H"-ATPase ¢ da absor¢ao de NOs™ em plantulas de milho tratadas com substancias himicas
soluveis em agua extraidas de turfas (PINTON et al., 1999). Entretanto, NARDI et al. (2000),
encontraram forte inibigdo da H'-ATPase estimulada por K™ também obtida de membrana
plasmatica isolada de milho, porém tratado com substancias humicas de baixo peso molecular.
Estas discrepancias encontradas na atividade de H'-ATPases foram relacionadas as diferencas
encontradas nas concentragdes e na natureza quimica das SH testadas (NARDI et al., 2000).

Efeitos tardios, apds a aplicagdo de matéria organica no solo, sdo mostrados em parte,
na atividade da membrana plasmatica (MP), influenciando positivamente a absor¢do de
alguns nutrientes da solu¢ao do solo, em particular o nitrato (NOs’) (NARDI et al., 2002). Os
efeitos no metabolismo intermediario sdo menos compreendidos, embora pareca que as
substancias humicas (SH) possam influenciar positivamente a respiragdo e a fotossintese das
plantas. As substidncias humicas também parecem exibir uma atividade fito-hormonal, mas
ndo esta claro se esta atividade esteja ligada a estrutura quimica destas substancias (NARDI et
al., 2002), ou se depende de hormonios de origem microbiana ligados a estas estruturas.

Embora as substancias humicas, em particular as de baixo peso molecular, sejam
absorvidas pelas raizes e translocadas para a parte aérea das plantas, e entdo, poderiam
modificar ativamente o seu metabolismo (MUSCOLO & NARDI, 1999; VAUGHAN &
MALCOM, 1985). Os efeitos destas substancias sdo observados, principalmente, nas
membranas celulares, promovendo a absor¢do de nutrientes pelas raizes (VARANINI &
PINTON, 1995; VISSIER, 1986), ou no crescimento ¢ desenvolvimento das plantas, atuando
como fito-hormdnio (NARDI et al., 2007; ZANDONADI et al., 2007; NARDI et al., 1996;
VAUGHAN & MALCOM, 1985).
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2.6. Influéncia das Substancias Humicas no Estabelecimento e Desenvolvimento da
Simbiose Micorrizica

Os efeitos dos acidos huimicos (AH) sobre as micorrizas ainda é pouco estudado.
Entretanto ja foi observado acréscimo na densidade de esporos em solos quando submetidos a
incorporacdo de matéria organica (ZAMBOLIM et al., 1992), provavelmente devido ao
favorecimento da aeragdo e aumento do desenvolvimento radicular. JOHNSON (1998)
verificou que a colonizagdo micorrizica era favorecida por aumentos no conteido de matéria
organica do solo. Em pastagens, MARTIN et al. (1999) detectaram que ao acrescentar matéria
organica, os efeitos benéficos dos FMAs nativos de areas do cerrado sobre o crescimento das
plantas foram mais expressivos. Entretanto, o uso de substrato com grandes propor¢des de
matéria organica humificada (MOH), ou de MOH com grande quantidade de nutrientes
principalmente o nitrogénio (PEREIRA et al., 1996) e fosforo (SAGGIN-JUNIOR et al., 1994),
pode inibir a colonizagdo micorrizica e diminuir a resposta a inoculagdo (SILVA et al., 1993).

As raizes finas e as hifas de FMAs proximas & matéria organica estdo em posi¢ao
vantajosa para absorver nutrientes liberados na sua decomposicdo. Em um experimento de
laboratorio foi observado que as hifas de FMAs crescem em direcdo a matéria organica e se
beneficiam dos nutrientes liberados a partir dela e que em alguns casos a presenga da matéria
organica ¢ importante para a formagdo de micorrizas (JANOS, 1987). A colonizacao
micorrizica de raizes de leucena (Leucaena leucocephala) e algaroba (Prosopis juliflora) com
Glomus etunicatum, em rejeito de mineragao de cobre, so foi possivel com adi¢ao de matéria
orginica (SAGGIN-JUNIOR et al., 2000a). A simbiose com FMAs promoveu um
significativo aumento no teor de P destas plantas quando houve alguma adi¢ao de esterco ao
rejeito (SAGGIN-JUNIOR et al., 2000b). A colonizagio micorrizica, a densidade de
propagulos ¢ a densidade de esporos apresentaram correlagdes positivas com a matéria
organica, em areas de recuperacdo apos mineragao de carvao (GOULD et al., 1996).

Em outros casos foram observados efeitos negativos na formacdo da micorriza.
CARRENHO et al. (2000) observaram que a matéria organica quando avaliada isoladamente
ndo exerceu efeito sobre a colonizacdo de raizes de sorgo, milho e amendoim e quando
adicionada junto com o fosforo deprimiram a colonizagao radicular em solos sem calagem.

A matéria organica exerce papel importante na distribuicdo dos FMAs nos
ecossistemas. Em regides aridas incluindo desertos e pastagens, onde os solos apresentaram
baixo conteudo de matéria organica, os FMAs sio abundantes (ALLEN et al., 1995). E
provavel que a matéria orginica, em baixas concentracdes no solo, estimule a micorrizagdo e
em condi¢des de acumulo de matéria organica no solo, a farta disponibilidade de nutrientes
ndo representem vantagens para as micorrizas (STEVENSON & COLE, 1999).

Fragdes mais leves da matéria organica, contendo compostos fenolicos (ex.: acido
p-cumérico e p-hidroxibenzoéico) em concentragdes de até 0,25 mmol L™ estimularam a
colonizagdo micorrizica na cevada e no sorgo (FRIES et al., 1997). O uso de matéria organica
combinada com a inoculacdo de micorrizas permite obter substratos mais eficientes para
mudas de café que apresentam indicadores morfoldgicos e fisiologicos semelhantes as mudas
obtidas com adubagdo mineral completa (GURIDI, 2000). No entanto, ainda s3o insuficientes
as informagdes acumuladas sobre a relagcdo substancias humicas-micorrizas-plantas.
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CAPITULO I

PRODUCAO DE ACIDO HUMICO POR VERMICOMPOSTAGEM

E SUA CARACTERIZACAO QUIMICA E ESPECTROSCOPICA



RESUMO

O objetivo deste trabalho foi produzir acido hiimico (AH) por vermicompostagem e
caracterizd - lo, quimica e espectroscopicamente, para fins de estudo. Esterco fresco de bovinos,
ap6s pousio de 20 dias, foi coletado e condicionado em anéis de concreto com minhocas (Eisenia
foetida) por 70 dias até a completa transformagdo do material. O AH foi extraido conforme
procedimento adotado pela sociedade internacional de substancias humicas (IHSS) e seco por
liofiliza¢do para caracterizacdo. A composicao elementar ¢ uma das propriedades mais estavel
dos 4cidos humicos e permite sugerir o grau de evolucdo desta fragdo da matéria organica. Os
teores de C, H, N ¢ O do acido himico estao dentro dos limites normalmente encontrados nas
substancias hiimicas alcalino soluveis (4cido humico e 4cido fulvico) que foram de 47,0 © 0,1;
487 *0,01; 3,02 0,03 e 45,1 £ 0,03 respectivamente, juntamente com as relagdes atdmicas
C/N, O/C, H/C que foram de 156°0,1; 0,96~0,02; 0,104 0,005, respectivamente,
caracterizando um material estdvel porém, pouco humificado (E4/E¢), devido ao répido
processo de transformacgdo, com carater mais aromatico e no estado reduzido (®). O espectro
de infravermelho com transformada de Fourier (IV-TF) foi importante para caracterizar as
bandas de absor¢ao dos diferentes grupamentos funcional presentes na molécula de AH e suas
possiveis atribuigdes. A vermicompostagem utilizando minhocas Eisenia foetida se apresenta
como um sistema tecnolégico de baixo custo e de rapida transformagao de residuos organicos,
esterco bovino, em compostos de alto valor nutricional para as plantas, com altas concentragdes
de substancias estaveis, as substancias hiimicas.

Palavras chave: Substancias humicas. Adubo organico. Eisenia foetida.
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ABSTRACT

The objective of this study was to produce humic acid (HA) from vermicomposting and to
characterize it, chemistry and espectroscopically. Fresh bovine manure was collected and
conditioned in concrete rings with earthworms (Eisenia foetida) for 70 days until the complete
transformation of material. Extraction of HA follow procedures adopted by the international
humics substances society (IHSS). It was dried and liofilized for characterization. The
elementary composition suggest the degree of evolution of this fraction of organic matter. The
levels of C, H, N and humic acid were inside of the limits usually found in the soluble
alkaline humics substances (humic acid and fulvic acid) which were 47.0 ~ 0.1; 4.87 * 0.01;
3.02 ©0.03 and 45.1 © 0.03 respectively. The atomic relation C/N, O/C, H/C were 15.6 © 0.1;
0.96 * 0.02; 0.104 = 0.005, respectively, characterizing a stable material although not much
humified (E4/Eg), due to the fast transformation process, with more aromatic radicals in the
reduced state (w). The infrared spectrum with transformed Fourier protocol (IV-TF) was
important to characterize the bands of absorption of different functional grouping in the HA
molecule. The vermicomposting using earthworms Eisenia foetida comes as a technological
system of low cost and fast transformation of organic residues, manure bovine, composed of
high nutritional value for the plants, with high concentrations of stable substances, the humics
substances.

Key Words: Humics substances. Organic fertilizer. Eisenia foetida.
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1. INTRODUCAO

A fertilidade dos sistemas agricolas foi considerada, principalmente a partir da segunda
metade do século XX, como a capacidade do solo de fornecer nutrientes as plantas em
quantidades satisfatdrias, e que o balango negativo entre o estoque de nutrientes e a necessidade
das culturas deveria ser suprido com a adi¢dao de fertilizantes minerais vinculado ao processo
industrial de insumos. Essa concepgdo, levada ao extremo, gerou o que ficou conhecido como
Revolugao Verde que, apesar das conquistas obtidas na produtividade também acarretou sérias
conseqiiéncias, desde a exclusdo social de pequenos agricultores até a degradagdo ambiental e a
ndo sustentabilidade dos agrossistemas. Conseqilientemente, um dos problemas centrais do
século XXI ¢ a obtengdo da sustentabilidade da produgdo agricola que procura o melhor
aproveitamento dos residuos produzidos nas propriedades tanto de origem vegetal como animal.

Com base nesta visdo, busca-se otimizar a relagdo entre plantas, microrganismo
benéficos e matéria organica do solo nos quais os diversos componentes podem ser
manejaveis em busca de um equilibrio ou otimizagdo de um efeito. O entendimento de
aspectos bioquimicos ¢ morfologicos dessa relagdo enfatiza um dos aspectos mais relevantes
para a agricultura que ¢ a utilizacdo de tecnologias limpas para a agricultura brasileira e que
contribuirdo ao melhor aproveitamento dos recursos do solo, sendo economicamente viavel,
tecnicamente possivel, ecologicamente correta e socialmente justa.

O destino dos residuos de plantas e animais, comumente denominados de matéria
organica do solo, tanto a longo como em curto prazo ¢ um objeto de estudo da biogeoquimica,
iniciado no principio do século XX através dos trabalhos de WAKSMAN (1936) e sendo
considerada ha milénios como o principal fator da fertilidade do solo devido a sua influéncia
positiva sobre as propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas do solo (MIELNICZUK, 1999;
OROZCO et al., 1996; ALBANELL et al., 1988) e exercem efeitos diretos sobre o
desenvolvimento vegetal (NARDI et al., 2007; ZANDONADI et al., 2007; RODDA et al.,
2006 a, b; STEVENSON & COLE, 1999; TOMATI et al., 1995) afetando diretamente na
produtividade das culturas (BACA et al., 1995). Nos ultimos anos a sua utilizagdo vem
ganhando grande destaque em diversos sistemas de producdo, principalmente em pequenas
propriedades, sendo uma pratica complementar e alternativa a adubagdo com fertilizantes
sintéticos que, normalmente, ndo se considera o potencial de nutrientes no substrato nas
adubagdes organicas por ndo haver precisao do teor de elementos quimicos presentes.

A fertilidade dos solos geralmente ¢ fortemente relacionada as caracteristicas
moleculares da fracdo alcalino soluvel do carbono organico, as substancias htimicas (SH). Esta
fragdo, a0 mesmo tempo ¢ dindmica, refletindo mudangas no uso do solo, e também ¢ uma das
fragdes responsaveis pelo acumulo da matéria organica no solo. O humus ou matéria organica
humificada fabricado pela natureza, ¢ o resultado da transformacdo bioldgica de detritos
vegetais ¢ animais. E um processo lento e demorado na qual as folhas secas, flores, galho, restos
de animais, enfim todos os detritos que sdo depositados no solo vao se decompondo pela acao
da umidade e dos microorganismos nele existente, até formar uma massa escura. Este processo
pode ser acelerado através da adogdo de praticas da vermicompostagem na qual a agdo das
minhocas altera qualitativa e quantitativamente a composi¢do dos materiais organicos ¢
conseqiientemente das substancias humicas (LOUREIRO et al., 2007; AQUINO et al., 2005;
AQUINO et al., 1992). O material humificado apresenta como vantagens maior disponibilidade
de nutrientes, a capacidade de troca catidnica, a agregacao das particulas do solo e a capacidade
de retencdo de 4gua BUNEMANN et al., 2004; WALLACE, 1994; AQUINO et al., 1992).
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As substancias humicas (SH) representam a maior parte da matéria organica estavel do
solo e desempenham um papel importante na qualidade dos sistemas agricolas. A relacdo entre
estrutura ¢ fungdo das SH ¢ objeto de crescente interesse nas pesquisas € cada vez mais sdo
utilizados métodos precisos de andlise quimica estrutural para tentar melhor compreender suas
propriedades (CANELLAS & SANTOS, 2005; CHUCOV, 2000; CANELLAS, 1999). O
objetivo deste trabalho foi produzir 4cido humico (AH) por vermicompostagem e caracteriza-lo,
quimica e espectroscopicamente, para fins de estudos metabolicos com raizes transformadas
cultivadas in vitro.
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2. MATERIAL E METODOS

Para a produgao do 4cido himico foi coletado esterco fresco de bovinos, criados sob
manejo orgénico, apOs pousio de 20 dias, até atingir temperatura inferior a 35°C.
Aproximadamente 200 L deste esterco foram acondicionados em anéis de concreto
juntamente com 200 minhocas (Eisenia foetida) e cobertos com palha seca para sombrear e
manter a umidade do ambiente. Os anéis de concreto (0,50 m de altura e 0,80 m de diametro)
foram instalados na area do Sistema Integrado de Producdo Agroecoldgica (SIPA-Fazendinha
Agroecologica, km 47), localizada no municipio de Seropédica - RJ. No fundo de cada anel
foi colocada uma camada de cinco cm de pedra britada coberta com sombrite 70%, o que
permitiu a drenagem do excesso de dgua nos anéis. A concentragdo quimica do esterco antes
da vermicompostagem era em g Kg'1 de 433,4 de C; 16,2 de N; 5,0 de P; 23,1 de K; 14,1 de
Ca e 8,0 de Mg, com teor de umidade de 64,5% e relagdo C/N de 26,8.

Apds a humificacdo do material, o que levou 70 dias, o vermicomposto foi peneirado
para retirada das minhocas e deixado secar a sombra para posterior extracdo do acido humico,
conforme procedimento adotado pela sociedade internacional de substancias humicas (IHSS)
descrito por SWIFT (1996) com adaptagdes de BENITES et al. (2003) e caracterizado fisica e
quimicamente (DICK et al., 1999).

O 4cido humico foi extraido com NaOH 0,1 mol L™, na razdo vermicomposto:extrator
de 1:10 (v/v) permanecendo em repouso por 16 horas, sob atmosfera inerte de N,. A separacao
do acido humico foi conseguida por sua precipitagdo através da diminui¢do do pH da solucao
até 1,0 com HCI 6 mol L. Novamente foi solubilizado e precipitado por mais duas vezes,
alterando-se o pH e lavando-o com agua destilada. Em seguida, adicionou-se 200 mL de uma
solugio aquosa diluida contendo HF 0,25 mol L™ e HCI 0,1 mol L™ agitando a amostra por 8
horas. Em seguida, o acido humico foi separado do residuo por decantagdo e sifonagao, sendo o
excesso de ions retirado através de didlise contra 4gua deionizada. O extrato contendo o AH
alcalino soluvel foi seco por liofilizacdo e realizada sua caracteriza¢do quimica e fisico-quimica.

A determinacdo da composi¢do elementar foi realizada com analisador automatico
Perkin Elmer 2400 em amostras de 10 mg de AH em duplicata. A quantificacdo de carbono
presente no AH foi realizada em triplicata como descrito por KONONOVA (1982). O
contetdo de oxigénio (O,) foi determinado por diferenga, descontado o teor de cinzas obtido
com a incineracio de trés amostras do AH em mufla a 700°C.

A acidez total foi obtida em amostras de 50 mg de AH diluidas em 20 ml de Ba(OH),
0,125 mol L preparado com éagua fervida (sem CO, dissolvido). O ar dos frascos foi
deslocado por vacuo e o sistema submetido a agitagdo por 24 horas em temperatura ambiente.
A suspensdo foi filtrada, separando-se residuos precipitados que foram lavados com éagua
fervida. O filtrado foi titulado potenciometricamente até pH 8,4 com HC1 0,5 mol L™ ¢ a
acidez calculada conforme SCHINITZER & GUPTA (1965).

Para a determinagdo da acidez carboxilica, amostras com 50 mg de AH foram diluidas
em 40 ml de agua sem CO; ¢ 10 ml de Ca(OAc), 1 mol L. O sistema foi submetido a
agitacdo por 24 horas, a temperatura ambiente, sendo a suspensdo obtida filtrada e o residuo
precipitado lavado com agua sem CO,. O filtrado foi titulado potenciometricamente até
pH 9,8 com NaOH 0,1 mol L' e realizado um calculo para determinagio da acidez
carboxilica, conforme SCHINITZER & GUPTA (1965).

A relagdo E4/E¢, que avalia o grau de humificacao dos AH, foi obtida através da razao
da absorvancia na regido do ultra-violeta visivel (UV-Vis) de uma solu¢do do AH (4 mg em
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10 mL de NaHCO; 0,05 mol L") em absorvancia de 465 nandmetros (nm) (E4) e 665 nm (Eg),
em trés repetigdes.

Os espectros de infravermelho com transformada de Fourier (IV-TF) do tipo III
(STEVENSON, 1994; STEVENSON & GOH, 1971) do 4cido humico foram obtidos na faixa
de intensidade de ondas (nimero de ondas cm™) de 400 cm™ até 4000 cm™, utilizando-se
pastilhas com 1 mg de AH em 100 mg de KBr (TAN, 1995), com corre¢do da linha base para
absor¢do igual a zero em 4000 cm™ e posteriormente em 2000 cm™.

O indice de hidrofobicidade (IH), que avalia a resisténcia, foi estabelecido através da
relacdo alifaticos/polissacarideos (estiramento C-H do grupamento hidrofébico -CHj alifatico)
e estiramento C-O de grupamentos hidrofobicos de polissacarideos.

O indice de condensacdo (IC) foi estabelecido pela razdo aromadtico/alifaticos
(grupamentos aromaticos, quinonas e/ou carboxilatos) e estiramento C-H do grupamento
hidrofébico -CHj alifatico.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A composi¢ao elementar ¢ uma das propriedades mais estavel dos acidos himicos
(RICE & MACCARTHY, 1991) e permite sugerir o grau de evolugdo desta fracdo da matéria
organica. E aceito que com o aumento do grau de evolugdo das substincias himicas ocorra
aumento no teor de carbono (C) e nitrogénio (N) nestas substancias (KONONOVA, 1982). Os
dados de composi¢ao elementar (% de carbono-C, hidrogénio-H, nitrogénio-N e oxigénio-O),
das relagdes atomicas (C/N, H/C, O/C e E¢/E4), grau de oxidagdo (w) e de acidez (total,
carboxilica e fenolica) do acido himico extraido de vermicomposto de esterco bovino sdo
apresentados na Tabela 1. Os teores de C, H, N e O do 4cido himico estdo dentro dos limites
normalmente encontrados nas substincias hiimicas alcalino soluveis (acido hiimico e acido
falvico) (CANELLAS & SANTOS, 2005; TAN, 2003; ORLOV, 1995; BRAVARD &
RHRIGI, 1991; SCHNITZER & KHAN, 1978).

O teor de C presente na molécula de AH estudado (Tabela 1) ¢ comparavel aos indices
encontrados na fracao de acido fulvico (AF) (STEVENSON, 1994), sugerindo um baixo grau
de evolucdo deste AH, que ¢ um produto da rapida transformag¢do da matéria organica
submetida ao processo de vermicompostagem utilizando minhocas, que atuam como
aceleradoras no processo de decomposi¢do. Segundo OROZCO et al. (1996) a atividade das
minhocas no processo de vermicompostagem pode promover a obtencao de um produto final
com baixa relacdo C/N, maior capacidade de troca catidnica e maior quantidade das
substancias humicas. Embora a relagdo C/N nao possa ser utilizada como indicador absoluto
da maturagdo do composto, pois depende do material de origem, ¢ um dos indices mais
utilizados, e define sua qualidade agronomica (BERNA et al., 1996).

Tabela 1. Composigao elementar (% de C, H, N e O), das relagdes atomicas (C/N, H/C, O/C
e E¢/Ey4), grau de oxidacdo (w) e acidez (total, carboxilica e fendlica) do acido humico
extraido de vermicomposto utilizado nos experimentos.

Propriedade Acido Hiimico (AH)

C (%) 47%0,1'

H (%) 4,87+0,01

N (%) 3,02 70,03

0 (%) 45,10,03

C/N 15,6 70,10

o/C 0,96 * 0,02

H/C 0,104 ~ 0,005

E4/E¢ (grau de humificacao) 6,87
o (grau de oxidagao) -0,76
Acidez Total (cmol. kg™) 454,76
Acidez carboxilica (cmol. kg™) 337,50
Acidez fendlica (cmol, kg™) 305,36

'Erro padrio da média
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E possivel que a eficiéncia de assimilagdo de C pelas minhocas e, conseqiientemente,
o estimulo a atividade microbiana e que as minhocas mortas decompdem-se muito
rapidamente liberando, aproximadamente, 12% de N no meio (BARLEY, 1961), o que pode
levar a algumas variagdes das formas inorganicas de N durante a vermicompostagem, o que
pode explicar a alta concentracao de N no acido humico estudado (Tabela 1).

O valor de um fertilizante organico pode ser avaliado em fun¢do do contetdo de
matéria organica humificada sendo que o esterco bovino que passou pelo processo de
vermicompostagem tem seu conteudo de matéria organica humificada (4dcidos fulvicos, humicos
e humina) acrescido em até 30% (AQUINO et al., 1992). SOARES e CAVALHEIRO (2004)
observaram que as minhocas apresentam em seu metabolismo a capacidade de promover a
degradagdo do material original, concentrando os nutrientes, aumentando de trés a onze vezes o
teor de fosforo assimilavel, de potassio e magnésio trocaveis no solo, e ainda eleva de cinco a
dez vezes o teor de nitratos e em 30% o de calcio, reduzindo a acidez do solo.

As relagdes atomicas C/N, H/C e O/C sdo freqiientemente utilizados para identificar
substancias humicas de diferentes procedéncias e acompanhar suas mudancgas estruturais nos
diferentes ambientes (STEELINK, 1985).

De uma maneira geral, compostos com relagdo C/N entre 10 e 15 sdo considerados
relativamente estaveis (TAN, 2003; BERNA et al., 1996), o que significa que a decomposi¢ao
da matéria organica estd em equilibrio entre a sintese e a acumulagdo de novos materiais. A
relacdo atomica C/N obtida no AH estudado foi de 15,6 + 0,1 o que o caracteriza como sendo
um composto estabilizado. Os menores valores da relagio C/N nos AH indicam maior
estabilidade quimica desta fragdo humificada.

Segundo FLAIG (1975) a insolubilizagdo do fenol e a condensacdo das quinonas,
principais precursores das substancias htUimicas, ¢ resultante das reagdes mediadas por
compostos nitrogenados e que, por conseqiiéncia, ocorre acumulagdo de N ocorre durante o
processo do humificacdo. O aumento do conteudo de N na molécula ¢ um indicador do
processo de evolugdo dos AH, evidenciando a presenca de transformagdes quimicas mais
intensas (KUMADA, 1987). No processo do humificagdo, hd4 um aumento de reacdes de
condensagdo (acoplamento de moléculas pela perda de dgua e pela adicdo de atomos de C e
diminui¢do dos teores de O e H) (STEVENSON, 1994).

A relagdo atdmica O/C, que ¢ um indicador do grau de humificagdo, determinada no
AH estudado foi de 0,96 0,02 e esta alta relacdo, provavelmente, ¢ devido ao rapido
processo de obtencdo do 4cido humico (vermicompostagem). Para RICE & MACCARTHY
(1991) a relagdo atomica O/C nas substancias humicas varia de 0,08 a 1,20 e que, os acidos
hiimico mais evoluidos, apresentam valores para a relacdo O/C entre 0,421 e 0,657 e ¢
considerado o melhor parametro para se diferenciar entre os tipos de compostos hiimicos
(4cidos fulvico e humico) (STEELINK, 1985). TAN (2003) relata que as relagdes N/C sdo
igualmente adequadas para tal diferenciagdo, que € considerada, freqiientemente, como um
indice do processo de decomposicao de residuos organicos.

As relagdes atomicas H/C das substancias humicas, geralmente, variam entre 0,08 a
1,85 (RICE & MACCARTHY, 1991; ORLOV, 1985; STEELINK, 1985) e ¢ considerada
como uma medida indireta das caracteristicas estruturais dos AH que, quanto menor o valor
da relag¢do, mais acentuado é o carater aromatico do carbono. No 4cido humico estudado foi
determinada uma relagdo H/C de 0,104 * 0,005 que estd de acordo com os valores comumente
encontrados nas substancias humicas.

O simbolo ® se refere ao valor da oxidagdo interna nas substancias humicas e ¢
considerado importante para estudar sua formacdo (TAN, 2003). O valor de ® quando
negativo se refere as substancias no estado reduzido e significa a presenca excessiva de
atomos de hidrogénio (H) nas substancias e quando positivo significa que as substancias estdo
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no estado oxidado, ou seja, substancias que contém oxigénios (O) adicionais. TAN (2003)
postula que o valor de ® varia entre um minimo de -4 e um maximo de +4, correspondendo a
formacgao de grupamentos CH e CO, respectivamente. No acido humico estudado o valor de ®
determinado foi de -0,76.

A andlise de UV-Vis ¢ amplamente utilizada na caracterizagdo das substancias himicas
(SH). A razdo E4/E¢ pode ser usada como parametro do grau de humificagdo. Ha uma relagao
inversa entre a razdo e o grau de humificagdo das substidncias humicas (SH) e a massa
molecular, portanto, era de se esperar uma relagdo direta entre os valores da razdo E4/Es € os
valores da rela¢ao atomica H/C uma vez que a presenca de estruturas alifaticas confere valores
maiores para a relacdo atomica indicando menor grau de humificagdo. CHEN et al. (1977)
demonstraram que o parametro mais relacionado com a razdo E4/E¢ foi a massa molecular das
SH, sendo esta relagdo maior que a sua composi¢ao elementar. A relacdo E4+/E¢ do AH estudado
foi de 6,87, sendo este valor freqlientemente encontrado para a fracdo de acido fulvico,
caracterizando o material como pouco humificado.

Na Figura 1 ¢ apresentado o espectro de infravermelho com transformada de Fourier
(IV-TF) do 4cido hiimico do tipo III (STEVENSON, 1994; STEVENSON & GOH, 1971) que
foi utilizado para caracterizar as possiveis atribuicdes dos grupamentos funcionais no AH
obtido de vermicomposto.

31.491“”‘\ fi
I_

Figura 1. Espectro de Infravermelho com transformada de Fourier do acido hiimico (em
intensidade de ondas cm™) (as possiveis atribuicdes dos grupamentos funcionais
referentes as letras de A a M sdo explicadas no texto).

Foi observada uma banda de absor¢io na regido de 3407,8 cm™ (Figura 1 A), que pode
ser atribuida a estiramentos axiais (v) de ligagdes -OH e, possivelmente, grupos -NH de
aminas alifiticas podem estar combinadas. A largura da banda de absor¢do ¢ conseqiiéncia
das interagdes dos sistemas -OH através de pontes de hidrogénio (H) entre diferentes
moléculas (pontes intermoleculares) e na mesma molécula (intramolecular). Assim, a
presenga de bandas de absor¢do menos definidas e mais alargadas nesta regido indica a
formag¢do mais intensa de pontes de hidrogénio intramoleculares, o que pode caracterizar
maior complexidade estrutural.

A banda de absor¢do em 2925,0 cm™ (Figura 1 B), utilizada para determinar o indice
de hidrofobicidade (IH) e o indice de condensacao (IC), ¢ atribuida a estiramento simétrico
(vs) de ligagdes C-H em CH, alifaticos e a banda de absor¢do em 2853,8 cm™ (Figura 1 C)
pode ser atribuida a estiramentos assimétricos (v,s) de grupamentos C-H de CH; alifaticos.
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A banda de absor¢do em 1723,1 cm™ (Figura 1 D) pode ser atribuida a estiramento de
grupos C=0 de 4cido carboxilico com possiveis atribui¢des de C=O de ésteres. As bandas em
1646,8 ¢ em 1510,6 cm™ pode ser atribuida a vibragdes axiais de grupos C=C de alquenos
(Figura 1 E) e vibragdes do anel aromatico (C=C) (Figura 1 F), respectivamente.

As bandas de absor¢do em 1457,6 ¢ em 1422,1 cm’! sdo atribuidas para deformacdes
angulares (8) de grupos (CH;)n, sendo n=3 (Figura 1 G) e de grupos -CH, de carbonilas
(Figura 1 H), respectivamente.

As bandas observadas em 1224,2; 1123,3 e 1033,6 podem ser atribuidas a estiramentos
C-O de ésteres saturados associados a restos de polissacarideos (Figura 1 1), a estiramentos C-O
associado a estrutura de alcoois secundarios (Figura 1 J) e a estiramentos C-O associados a
alcoois primdrios (Figura 1 K), respectivamente.

A banda de absor¢io em 829,9 cm™ (Figura 1 L) pode ser atribuida a deformagdes
angulares de -H continuos “para” substituintes a anéis substituidos. As bandas de absorcao
observadas na faixa inferior a 600 cm™ (Figura 1 M) podem ser atribuidas a possiveis
impurezas de carbonatos inorganicos associados a metais.

As possiveis atribuicdes das bandas de absor¢do dos espectros de IV-TF do acido
himico de vermicomposto estdo apresentadas na Tabela 2. A regido entre 1300 ¢ 1000 cm™ ¢
denominada como regido de “impressdo digital“ da molécula, podendo ser usada para
comparagdes inequivocas entre diferentes acidos humicos (GARCES, 1987), indicando que
diferentes fontes de matéria organica podem produzir compostos de mesma natureza quimica.

Tabela 2. Principais atribui¢oes das bandas de absor¢do dos espectros de infra-vermelho com
transformada de Fourier (IV-TF) do acido humico (AH) de vermicomposto.

Bandas de absorcéo (ondas cm™) Provaveis atribuicdes
A 3407.8 v -OH (ponte de H) e/ou —NH livres
B 29250 vs CH, alifaticos
C 28538 v, CH, alifaticos
D 1723,1 vas C=0 de acido carboxilico e/ou ésteres
E 1646,8 vibracdes axiais C=C de alquenos
F 1510,6 vibragdes de C=C do anel aromatico
G 1457,6 0 de (CHy)n : n=3
H 1422,1 0 de -CH, de carbonila
I 12242 Vas C-O de ésteres associados a polissacarideos
J 11233 vy C-0O associado a alcodis secundarios
K 1033.,6 Vs C-0O associados a alcodis primarios
L 8299 o de .-H’ continuos “para” substituintes a anéis
substituidos
M <600 possiveis impurezas de carbonatos inorganicos

associados a metais

v = estiramento axial; s = simétrico; as = assimétrico; 6 = deformacao angular
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Apesar da espectroscopia de IV ser utilizada amplamente para analise qualitativa, a
técnica também pode ser aplicada a andlise semi-quantitativa de alguns grupamentos
funcionais, principalmente os oxigenados. FREIXO (2000), determinou o indice de
hidrofobicidade (IH) e o indice de condensacdo (IC) do acido himico, a partir da relacao
obtida pela integracdo da area de banda correspondente aos grupamentos alifaticos (C-H)
pelos grupamentos polares (C-O). O acido hiimico estudado demonstrou um IH de 0,989 o
que determina ser um material bastante resistente a degradagdo oxidativa, isto porque os
grupamentos alifaticos sdo mais hidrofobicos e menos suscetiveis a oxidagdo, quando
comparados com os polissacarideos. Assim, quanto maior esta relagdo maior sera a resisténcia
do 4cido humico a degradacao.

O indice de condensagdo (IC) representa a relagdo entre grupamentos aromaticos e
alifaticos. Os grupamentos aromaticos caracterizam moléculas mais condensadas enquanto os
alifaticos se referem as moléculas com cadeias saturadas. Quanto maior o valor obtido do IC, maior
o grau de humificac@o e estabilidade dos compostos. No acido humico estudado foi determinada
uma relagdo de 0,994 mostrando ser um material pouco humificado, por ser oriundo de uma
vermicompostagem rapida, e representa baixa estabilidade dos compostos presentes. Esses dados
reforcam a anélise de composicao elementar e de espectroscopia na regido do UV-visivel.
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4. CONCLUSOES

A composicao elementar ¢ uma das propriedades mais estavel dos acidos hiimicos e
permite sugerir o grau de evolugdo desta fracdo da matéria organica.

O espectro de infravermelho com transformada de Fourier (IV-TF) foi importante para
caracterizar as bandas de absor¢ao dos diferentes grupamentos funcional presentes na
molécula de AH e suas possiveis atribuicdes.

A vermicompostagem utilizando minhocas Eisenia foetida se apresenta como um
sistema tecnologico de baixo custo e de rapida transformacgao de residuos organicos, esterco
bovino, em compostos de alto valor nutricional para as plantas, com altas concentragdes de
substancias estaveis, as substancias humicas.
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CAPITULO II

AVALIACAO DO CRESCIMENTO DE RAIZES TRANSFORMADAS
DE MANJERICAO EM DIFERENTES CONCENTRACOES
DE ACIDO HUMICO



RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do acido humico no crescimento de raizes
transformadas de manjericdo (Ocimum basilicum L.), foram utilizadas diferentes concentragdes
de AH, 10,0; 20,0; 40,0; 80,0 ¢ 160,0 mgCL'1 e controle (sem AH);, ao meio de cultivo para
calibracdo da curva de resposta, com coletas aos 15, 30 e 45 dias ap0ds a repicagem. As raizes
foram crescidas in vitro em meio minimo (MM), com pH ajustado para 5,8 antes da esterilizacao
em autoclave a 121 °C e a 1,5 atmosferas (162 kPa) por 15 minutos. As avaliagdes de
crescimento, incremento e pH rizosférico foram realizadas através de imagens digitais apos
editoragdo. Na avaliacdo da area radicular (sz) foram observadas diferencas estatisticas
apenas a partir de 45 dias ap6s a repicagem, onde o tratamento com 20 mg C L™ foi superior
apenas ao tratamento controle. O tratamento com 20 mgC L' proporcionou 0 maior
comprimento radicular (cm) em todas as épocas de avaliagao, exceto para os tratamentos 80 e
160 mg C L aos 15 dias, e também apresentou o melhor incremento em érea radicular em
relacdo aos demais tratamentos em todas as épocas de avaliagdo (15, 30 e 45 dias), mas ndao houve
diferengas estatisticas aos tratamentos com 10 e 40 mg C L™ nos periodos avaliados. Através da
equagio da curva de calibragdo foi determinado que a concentragdo de 26 mg C L™ aos 15 e 30
dias ¢ 25 mg C L aos 45 dias foram as melhores concentragdes para indugio do crescimento
(&rea radicular) e para o comprimento radicular as concentragdes mais responsivas foram 24; 22 e
23 mg C L™ aos 15, 30 e 45 dias, respectivamente. Nos periodos de 0 a 15, 15 a 30 e de 30 a 45
dias, as raizes tiveram um incremento médio em area de 517,33; 124,63 e 82,22% e no
comprimento de 677,82; 94,95 e 55,68, respectivamente. Os resultados indicam que a
estimativa da area de cobertura (exploragdo) e do comprimento do sistema radicular foi
suficiente para sugerir que existe bioatividade no adcido hiimico, promovendo um crescimento
radicular superior ao tratamento controle (sem AH) na medida em que se aumentou sua
concentragdo no meio de cultivo das raizes transformadas e que a melhor época para avaliagdo
dos beneficios da adi¢do do acido humico ao meio de cultivo das raizes crescidas “in vitro”, quanto
ao desenvolvimento radicular, foi até aos 30 dias, devido ao seu maior incremento.

Palavras chave: Substancias humicas. Crescimento radicular. Curva de calibragdo.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effects of humic acid in the growth of transformed
roots of basil (Ocimum basilicum L.). There were used different concentrations of humic acid,
10.0; 20.0; 40.0; 80.0 and 160.0 mg C L™ and control (without AH) with samples made after 15,
30 and 45 days. The roots were grown in vitro in minimum media (MM), with pH adjusted for 5.8
before the sterilization in autoclave to 121 °C and 1.5 atmospheres (162 kPa) for 15 minutes. The
evaluations of growth, increment and rizospheric pH were accomplished through digital images
after editorial editing. In the evaluation of root area (cm?”) statistical differences were only
observed after 45 days in the treatment with 20 mg C L. The treatment with 20 mg C L™
provided the largest radicular length (cm) in all the evaluations, except for the treatments 80 and
160 mg C L™ which after 15 days also presented the good increment of root area in relation to the
other treatments in all the evaluation times (15, 30 and 45 days). There were not statistical
differences to the treatments with 10 and 40 mg C L. Through the equation of the calibration
curve it was determined that the concentration of 26 mg C L after 15 and 30 days and
25mg C L after 45 days were the best concentrations for induction of the growth (radicular
area). For the radicular length the most responsive concentrations were 24, 22 and 23 mg C L™
after 15, 30 and 45 days, respectively. In the periods from 0 to 15, 15 to 30 and from 30 to 45
days, the roots had an increment in area of 517.33; 124.63 and 82.22% and in the length of
677.82; 94.95 and 55.68, respectively. The results indicate that the estimate of the covering area
(exploration) and of the length of the radicular system may suggest that bioactivity exists in the
humic acid, promoting a higher radicular growth

Key Words: Humic substances. Roots growth. Calibration curve.

39



1. INTRODUCAO

A agricultura ¢ a primeira atividade profissional desenvolvida pela espécie humana, a
qual tinha por objetivo apenas produzir para sua alimentagdo. Antes da agricultura, todo o
alimento era coletado na natureza. Primeiramente, a alimentac¢do era a base de frutas, folhas
verdes, brotos e raizes. Com o passar do tempo as aldeias, como eram chamados os lugares
onde viviam os humanos, comecaram a criar e¢ reservar alguns locais (as rogas) para
cultivarem as plantas que serviriam de alimento. Esse sistema de agricultura, chamado de
agricultura tradicional, tem como principal caracteristica a producdo diversificada, o que
fornecia para as pessoas uma alimentacdo bastante variada e era realizada tendo como base o
manejo dos materiais disponiveis nas propriedades rurais. Dentre esses materiais, destacam-se
aqueles de origem organica (esterco, restos de cultura, composto, etc.) que possibilitam
melhorias na qualidade do solo e da produtividade vegetal.

Embora o indice de matéria organica em solos tropicais represente aproximadamente
1% da massa do solo, o himus (matéria organica humificada) ¢ uma das fragcdes mais
importantes destes solos evidenciando ser uma fonte de nutriente de liberacdo lenta
(SKIEMSTAD et al., 1998) que do ponto de vista da sustentabilidade dos sistemas de
producdo, a aplicagdo dos residuos orgéanicos, unicamente como forma de restabelecer o
balango de nutrientes do solo, tornou-se uma fun¢do de menor importancia e pouco eficiente,
sendo entdo necessario estabelecer a sincronia na libera¢do de nutrientes com a necessidade
das plantas (BUNEMANN et al., 2004) ja que pode afetar diretamente o metabolismo e
crescimento das plantas (VAUGHAN & MALCOLM, 1985) pela liberagdo de moléculas
bioativas como a auxina (ATIYEH et al.,, 2002; BOTTOMLEY, 1917) influenciando
significativamente a produgdo (BACA et al., 1995),

Entretanto, os vermicompostos, produtos da origem da atividade enzimatica de
minhocas, apresentaram uma aceleragdo na transforma¢do da matéria orginica em humus
resultando num material com grandes quantidades de substincias humicas (acido fulvico,
acido humico e humina), com menor relacio C/N, maior capacidade de troca cationica
(ELVIRA et al., 1998; ALBANELL et al.,, 1988) e fitormonais (ATIYEH et al., 2002;
ATIYEH et al., 2000; TOMATI et al., 1995) permitindo a rapida liberacdo de nutrientes para
os vegetais. Entretanto, as informagdes da aplicagdo destes vermicompostos ao solo e sobre o
crescimento radicular das culturas sdo escassos e ainda requerem um consentimento por parte
dos agricultores quanto a sua producao e utilizagao.

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos proporcionados ao crescimento de
raizes transformadas de manjericdo roxo (Ocimum basilicum L.) apos a adi¢do de diferentes
concentragdes de acido humico, 10,0; 20,0; 40,0; 80,0 ¢ 160,0 mgCL" !¢ controle (sem AH),
ao meio de cultivo para calibracdo da curva de resposta em diferentes épocas, aos 15, 30 e 45
dias apos a repicagem das raizes.
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2. MATERIAL E METODOS

As concentragdes de acido humico, mensuradas a partir do teor de carbono (C)
elementar presente em sua estrutura, foram determinadas através de levantamentos dos teores
totais de acido humico (AH) em diversas classes de solos no Estado do Rio de Janeiro sob
diversas formas de cobertura, desde pastagens degradadas a 4reas sob mata atlantica intactas
(RAPOSO et al., 2004). Apos este levantamento foram determinadas seis concentragdes de
acido humico a serem utilizadas neste experimento, por estarem dentro da faixa de concentracao
de 4cido humico mais representativa nos solos estudados. As seis concentragdes de AH
determinadas, mensuradas a partir do teor de carbono, foram: 10,0; 20,0; 40,0; 80,0; 160,0 mg
C L' e controle (sem AH). Os valores de AH obtidos estio dentro da faixa de concentragdes
citadas nas literaturas que variam até¢ 500 mg C L' (ATIYEH et al., 2002; GURIDI, 2000;
FRIES et al., 1997) e que valores acima desta concentracdo podem apresentar efeito inibitorio
sobre o desenvolvimento das raizes (ATIYEH et al., 2002; CHEN & AVIAD, 1990).

O 4cido huimico utilizado foi proveniente de uma rapida vermicompostagem, 70 dias,
utilizando minhocas Eisenia foetida. Foi extraido conforme procedimento adotado pela sociedade
internacional de substancias himicas (IHSS) descrito por SWIFT (1996) com adaptagdes de
BENITES et al. (2003) e caracterizado quimicamente (DICK et al., 1999) e por espectroscopia
de infravermelho com transformada de Fourier (IV-TF) (TAN, 1995; STEVENSON, 1994;
STEVENSON & GOH, 1971). Os teores de C, H, N e O do 4cido hiimico foram de 47,0 © 0,1;
487 *0,01; 3,02 © 0,03 e 45,1 £ 0,03 respectivamente, juntamente com as relacdes atdmicas
C/N, O/C, H/C que foram de 15,6 £0,1; 0,9670,02; 0,104 70,005, respectivamente,
caracterizando um material estavel porém, pouco humificado (E4/E¢), devido ao rapido processo
de transformagao, com carater mais aromatico e no estado reduzido (®) (descrito no Capitulo I).

As raizes transformadas de manjericdo roxo (Ocimum basilicum L.) (NICOMEDES
JUNIOR, 2003) foram multiplicadas em erlenmeyers contendo meio MM liquido por um
periodo de 30 dias antes da montagem do experimento, este procedimento proporcionou a
padronizagdo das raizes. Na montagem do experimento, foram repicados dois segmentos de
apices radiculares, com cinco centimetros (cm) de comprimento, em placas Petri contendo
meio minimo (MM) semi-s6lido (conforme descrito no item 2.1).

Para a avaliag@o dos efeitos (beneficios) proporcionados pela adi¢do de acido humico
ao meio de cultivo das raizes transformadas foi quantificado o crescimento radicular em éarea
(cm®) e comprimento (cm) e o seu incremento em relagio ao tratamento controle, em todas as
épocas de avaliacdo. Foi utilizada a metodologia de editoracdo de imagens digitais de acordo
com LIMA et al. (2006) descrita no item 2. 2.

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC) num esquema fatorial
6x4, sendo seis concentragdes de adcido humico (AH) em quatro épocas distintas (montagem do
experimento (dia zero), aos 15, 30 e 45 dias apds a montagem do experimento) (Figura 2), em
oito repeticdes. Os resultados obtidos foram submetidos a andlise de variancia pelo software
estatistico Sisvar (FERREIRA, 1998), e as médias comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Montagem do Avaliacdes

experimento 0 DAR 15 DAR 30 DAR 45 DAR
| | ! \
Raizes (MM liquido) 30 dias Raiz (MM) + Acido Hamico

Figura 2. Esquema do experimento realizado para avaliagdo dos efeitos proporcionados pela
adicdo de acido humico (AH) (10; 20; 40; 80; 160 mg C L™ e controle sem AH) a solucio
de cultivo. As anélises foram realizadas na montagem do experimento (dia zero), 15, 30 e
45 dias apos a repicagem (DAR). (MM= meio minimo).

2.1. Cultivo das Raizes Transformadas

Para a calibracdo da curva de resposta dos teores de carbono (presente no acido
hiimico) na solu¢do de cultivo foram avaliados a 4rea e o comprimento de raizes
transformadas (RTs) de manjericdo roxo (Ocimum basilicum L.) (NICOMEDES JUNIOR,
2003) crescidas in vitro em meio minimo (MM) (BECARD & FORTIN, 1988) (Tabela 3),
com pH ajustado para 5,8 antes da esterilizacdo em autoclave a 121 °C e a 1,5 atmosferas
(162 kPa) por 15 minutos.

Tabela 3. Composi¢io do meio minimo (MM) (BECARD & FORTIN, 1988) utilizado para o
cultivo das raizes transformadas.

Reagente mg L™ Reagente mg L™
MgS04.7H,0 731,00 Aminoacidos
Ca(NOs3),.4H,0 288,00 Mio Inositol 50,00
KNO; 80,00 Glicina 3,00
KCI 65,00 Acido Nicotinico 0,50
NaFeEDTA 8,00 Tiamina.HCI 0,10
MnCl,.H,0 6,00 Pirodoxina.HC1 0,10
KH,PO4 4,80
ZnS04.7H,0 2,65 Fonte de Carbono
H;BO; 1,50 Sacarose 10000
KI 0,75
CuS04.5H,0 0,13 Agente solidificante
Na,Mo04.2H,0 0,0024 Gel Gro' 3000

" Reagente utilizado para solidificar o meio de cultura para cultivo das raizes in vitro.
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2.2. Editoracao de Imagens

Para avaliacio do desenvolvimento radicular (drea em cm?’ e do comprimento em cm)
das raizes transformadas foi utilizada a metodologia de editoracdo de imagens digitais
proposta por LIMA et al. (2006). Resumidamente, com uma cadmera digital de 5.0 Mega
pixels foram capturadas imagens das placas Petri com resolucdo de 1280 x 960 pixels,
16,7 milhdes de cores (24 Bits), no formato JPEG, utilizando a mesma altura da camara ¢ o
mesmo zoom (automatico). Junto a placa Petri, em uma posi¢cdo uniforme, no momento da
digitalizagdo, foi colocada uma escala quadriculada de tamanho conhecido como referéncia
para extrapolacdo da medida da area e comprimento radicular (Anexo 2).

Para o processamento das imagens visando a avaliagdo da taxa de crescimento foi
utilizado o software “Sistema Integrado para Analise de Raizes e Cobertura do Solo” 3.0
(SIARCS® 3.0) JORGE & CRESTANA, 1996). Para ser possivel a andlise das imagens no
SIARCS® foi necessaria a modificagdo das imagens para um formato aceito pelo software
conforme metodologia descrita por OLIVEIRA et al. (2003). Assim, a defini¢do das imagens
foi reduzida de 16,7 milhdes para 256 cores, ¢ os arquivos transformados do formato JPEG
para o formato bitmap (BMP).

O desenvolvimento (crescimento) das raizes foi acompanhado através de imagens
capturadas das placas Petri nos dias das avaliagdes e as medidas da estimativa do tamanho real das
raizes em cm’ para area e em cm para comprimento nio sendo necessario o uso de equagdes.

Para o incremento da area (% cm?) e do comprimento radicular (% cm) foi realizado o
calculo conforme a equacdo 1 em todas as épocas de avaliagdo (Montagem do experimento,
15, 30 e 45 dias).

Equacéo 1

Incremento radicular (%) = tamanho final - tamanho inicial <100

tamanho inicial

Com este procedimento foi possivel a avaliagdo da porcentagem de crescimento nos
periodos avaliados em relagao ao tamanho inicial das raizes no dia da montagem do experimento.

Para se avaliar os efeitos do acido himico em relagdo ao tratamento controle, foi adotada

a equagao 2, considerando que o desenvolvimento normal das raizes fosse o tratamento sem acido
himico (controle) e que este desenvolvimento fosse 100% em todas as épocas.

Equacéo 2

Correlagio (%) = tamanho final com AH - tamanho final do controle <100+ 100

tamanho final do controle

Com este procedimento foi possivel a comparagdo da correlagdo dos efeitos (beneficios)
proporcionados pela adi¢do de 4cido hiimico a solucdo de cultivo das raizes transformadas.

Para avaliar o incremento das raizes transformadas entre os periodos de avaliacao foi
realizado conforme a equagao 3.
Equacéo 3

x100 -100

, o tamanho das raizes no periodo avaliado
Incremento entre periodos (%) = :

tamanho das raizes no periodo anterior

Com este procedimento foi possivel a comparagdo do incremento radicular entre os
periodos avaliados (Zero a 15, 15 a 30 e de 30 a 45 dias).
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2.3. pH Rizosférico

Para a avaliag@o do pH rizosférico foi medida, em duas épocas distintas (montagem do
experimento e 5 horas apds o contato raiz-solugdo), a area de acidificagdo e/ou alcalinizag¢ao
na interface das raizes em duas solucoes distintas, solu¢ao de controle e solu¢ao com inibidor
vanadato (que inibe a atividade das bombas de protons da membrana plasmatica). A solucao
controle utilizada continha um indicador misto de pH (Tabela 4) (ROMHELD et al., 1984),
adquirindo uma tonalidade amarelada quando acidos e arroxeada quando alcalinos (Anexo 3).
O pH das solugdes foi ajustado para 6,0 com H,SO4 0,1 mol L™, adquirindo uma tonalidade
avermelhada, e foi armazenado por um dia para garantir a ndo interferéncia de possiveis
contaminag¢oes na mudanca da colora¢ao do meio.

Tabela 4. Meios utilizados para a avaliagdo do pH rizosférico.

Reagentes Controle Vanadato
Agar (p:v) 75gL" 75gL"
Azul de bromocresol 0,06 gL 0,06 gL
NazVOq4 - 1,0 mmol Lt
K,SOy4 2,5 mmoles L! 2,5 mmoles L'
CaSO, 1,0 mmol Lt 1,0 mmol L!

Foram coletados segmentos de raizes, com aproximadamente 10 cm de comprimento,
com auxilio de uma pin¢a anatdmica, evitando a0 maximo provocar injurias, e lavadas em
agua destilada corrente com pH ajustado para 6,0 sob peneira plastica com didmetro de
1 milimetro (mm). Em seguida, foram secadas em papel absorvente e acondicionadas nas
placas Petri contendo os meios com indicador misto de pH.

Para a avaliagdo da area de mudanc¢a do pH rizosférico foi utilizada a metodologia de
editoracdo de imagens proposta por LIMA et al. (2006). As imagens das raizes foram obtidas
no momento do acondicionamento das raizes no meio com indicador misto de pH e cinco
horas apds este acondicionamento.

Para o calculo da 4rea de mudancga do pH rizosférico utilizou-se a equagao 4.
Equacéo 4

. L N area acidificada final - area inicial da raiz
Area de acidificagdo (%) = ——— _ x100
area inicial da raiz

Com este procedimento foi possivel avaliar a diferenga na area de atuacdo entorno das
raizes através da modificacdo do pH da solugdo ap6s um intervalo de 5 horas.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O uso de vermicomposto como fonte de substidncias humicas apresenta algumas
vantagens tais como sua fécil obtencdo, fonte renovavel de matéria organica, apresenta grande
capacidade de estimulacdo do crescimento vegetal (NARDI et al., 2007, ZANDONADI et al.,
2007; RODDA et al., 2006 a,b; QUAGGIOTTI et al., 2004; LIMA, 2004; NARDI et al., 2002;
FACANHA et al., 2002; MASCIANDARO et al., 1999) e portanto, contribuir para recuperagao
de areas degradadas e possibilitando a adaptacao das plantas a ambientes de baixa fertilidade.

Para o acompanhamento da influéncia do 4cido hiimico no desenvolvimento das raizes
de manjericao foram obtidas as imagens no experimento foram digitalizadas na montagem do
experimento (dia zero) e aos 15, 30 e 45 dias ap0ds a repicagem (DAR) (Figura 3).

Do ponto de vista da sustentabilidade dos sistemas de produ¢do, a manutengdo de altos
teores de matéria organica no solo, como forma de restabelecer o balango de nutrientes,
tornou-se de grande importancia atualmente, e a sincronia da liberagcdo de nutrientes, oriundos
da matéria organica, com a necessidade das plantas tornou-se uma das metas mais importante
a serem alcancadas (BUNEMANN et al., 2004) a fim de minimizar a entrada de adubos
quimicos e, conseqlientemente, viabilizar os custos de produgdo. Entretanto, a caréncia de
estudos para a determinagdo das concentracdes 6timas nos diversos sistemas de cultivo para a
calibragdo da curva de resposta continua a ser um desafio para a ciéncia do solo. Tais
concentragdes serdo discutidas neste experimento em raizes transformadas crescidas “in vitro”
e poderdo servir como base para futuros trabalhos a campo.

Na avaliacdo do desenvolvimento em 4rea (cm?) de raizes transformadas de manjericdo
em diferentes concentragdes de acido humico (10, 20, 40, 80 e 160 mg C L") e controle (sem
acido humico) foram observadas diferencas significativas somente a partir de 45 dias apds a
repicagem, onde o tratamento com 20 mg C L™ foi superior ao tratamento controle (sem acido
himico), mas ndo houve diferencas entre os demais tratamentos (Figura 4). Estes resultados
evidenciam que os beneficios no crescimento em area das raizes podem necessitar de maiores
periodos de tempo para que possam ser significativos.
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Montagem do experimento 15 dias 30 dias 45 dias
(dia zero)

Controle
sem AH

10mgCL?

20mgC L1

40mgCL?

80mgC L?

i I I 5?
d I

160 mgC L*

— lem = -
escala de referéncia

Figura 3. Imagens digitalizadas das raizes transformadas de manjericdo submetidas aos diferentes
tratamentos com 4cido htimico (AH): 10, 20, 40, 80 e 160 mg C L™ e controle (sem AH) obtidas
no dia da montagem do experimento e aos 15, 30 e 45 dias ap6s a repicagem (DAR). (n =8).
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Figura 4. Area radicular (cm?) das raizes transformadas de manjericdo crescidas em meio
minimo (MM), enriquecido com acido humico (10,0; 20,0; 40,0; 80,0 ¢ 160 mg C L'e
controle sem 4cido himico) nos dias de montagem do experimento e aos 15, 30 e 45 dias
apos a repicagem (DAR). Barras verticais indicam os erros padroes. (n = 8). Letras iguais no
mesmo periodo de avaliagdo ndo diferem entre si pelo teste Tukey (p<0,05).

Para a avaliacio do comprimento radicular as imagens apds editoragdo para a
estimativa da area radicular passaram por um afinamento realizado pelo proprio software
(SIARCS), tendo suas medidas calculadas em cm (Figura 5).

O tratamento com 20mgC L™ proporcionou o maior desenvolvimento em
comprimento radicular quando comparado aos demais tratamentos em todas as épocas de
avaliagdo, exceto para os tratamentos 80 ¢ 160 mg C L aos 15 dias de crescimento (Tukey,
p<0,05). Nas avalia¢des aos 30 e 45 dias o tratamento com 20 mg C L™ foi significativamente
superior aos demais tratamentos. Estes resultados enfatizam a superioridade dos beneficios da
concentracio de 20 mg C L™ a solucio de cultivo, a partir da segunda época de avaliagio (30
dias), apresentando quase o dobro do crescimento em comparagdo ao tratamento controle
(sem AH) o que pode resultar em grandes beneficios aos vegetais na exploragao (absor¢ao) de
nutrientes e 4gua do meio, acarretando em maiores produtividades.

A correlagdo entre o comprimento e a area radicular dos diferentes tratamentos com
acido hiimico (10, 20, 40, 80 ¢ 160 mg C L) e controle (sem AH) nos quatro periodos de
avaliacdo (montagem do experimento, 15, 30 e 45 dias) foram positivas e altas (Figura 6). Na
montagem do experimento (dia zero) a menor correlacdo foi observada no tratamento controle
(sem AH) com R? de 0,8189 (Figura 6 A) e a maior correlagdo foi encontrada no tratamento de
160 mg C L' com R? de 0,9942 (Figura 6 F). Nas avaliagdes posteriores (15 e 30 dias) o
tratamento controle (sem AH) apresentou as maiores correlagdes entre comprimento e area
radicular, sendo R? de 0,9859 e 0,9457, respectivamente. Aos 45 dias foi a segunda maior
correlagio com R? de 0,9632 propiciando um desenvolvimento mais homogéneo das raizes.
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Figura 5. Comprimento radicular (cm) das raizes transformadas de manjericio crescidas em
meio minimo (MM), enriquecido com é&cido humico (10,0; 20,0; 40,0; 80,0 e 160 mg C L!
e controle sem acido hiimico) na montagem do experimento e aos 15, 30 e 45 dias apds a
repicagem (DAR). Barras verticais indicam os erros padrdes. (n = 8). Letras iguais no
mesmo periodo de avaliagao ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

As menores correlagdes determinadas nos periodos foram observadas no tratamento
com 20 mg C L' (R* = 0,6327) aos 15 dias (Figura 6 C), no tratamento com 80 mg C L'
(R*=0,7918) aos 30 dias (Figura 6 E) e no tratamento com 40 mg C L™ (R* = 0,7785) ¢ com
160 mg C L' (R* = 0,7798) aos 45 dias (Figura 6 D e F). A menor correlagdo encontrada no
tratamento com 20 mg C L aos 15 dias pode ser conseqiiéncia da maior indugdo na formagéo
de sitios mitdticos e de raizes laterais pré-emergidas nesta concentragdo de acido humico
como relatado por CANELLAS et al. (2002), resultando em comprimento radicular maior
que a area radicular (Figura 4 e Figura 5). As menores correlagdes encontradas nos
tratamentos com 80 e 40 mg C L™ aos 30 e 45 dias podem ser em decorréncia de uma indugéo
(adaptagdo) de crescimento radicular mais tardia (Figura 5) proporcionada pelas altas
concentragdes de dcido humico no meio de cultivo.

A correlagdo do comprimento e area radicular com todos os tratamentos de acido
himico (10, 20, 40, 80 e 160 mg C L") e controle (sem AH) nas avaliagdes da montagem do
experimento ( dia 0), aos 15, aos 30 ¢ aos 45 dias foram de 0,3080; 0,8958; 0,7879 ¢ 0,7109
respectivamente, (Figura 6 G) e a correlagdo geral determinada nos periodos avaliados foi de
0,9354 resultando uma uniformidade de desenvolvimento radicular (area e comprimento) das
raizes submetidas aos tratamentos com acido humico (Figura 6 H).
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Figura 6. Correlagdo entre comprimento e area radicular das raizes transformadas de manjericao
crescidas em meio minimo (MM), submetidos as diferentes concentragdes de acido hiimico
(AH): controle (sem AH) (A), 10 mg C L™ (B), 20 mg C L™ (C), 40 mg C L™ (D), 80 mg C L™
(E) e 160 mg C L' (F) na montagem do experimento e aos 15, 30 e 45 dias apés a repicagem
(DAR) isoladamente (A, B, C, D, E, F), a jun¢do de todos os tratamentos dentro dos periodos de
avaliacdo (G) e a juncdo de todas as correlagcdes em todos os periodos de avaliagdo (H). (n = 8).
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Um dos possiveis fatores que pode explicar a resposta ndo significativa na indugao do
crescimento radicular, até a avaliacao de 30 dias, com o aumento das concentracdes de acido
himico na solugdo de cultivo € a transi¢do do pH rizosférico. As concentra¢des de acido
hiimico induziram aumentos na area de acidificagdo em relacdao ao tamanho da raiz, até a adicao
da concentracdo de 20 mg C L™ e decresceu com as concentragdes de 40 ¢ 80 mg C L. Na
concentragio de 160 mg C L™ foi observado uma alcalinizagio da rizosfera (Figura 7) o que
pode ser uma resposta adaptativa das raizes ao meio de cultivo com alta concentragio de acido
himico e que esta alcalinizacdo do pH na rizosfera provocou alteragcdes na absorcdo de ions da
solugdo acarretando em menor desenvolvimento radicular.
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Figura 7. Area de modificacio do pH rizosférico (% cm?) aos 30 dias apds a repicagem das raizes
transformadas de manjericdo crescidas em meio minimo (MM) modificado, enriquecido com
acido humico (10,0; 20,0; 40,0; 80,0 ¢ 160 mg C L e controle sem AH) para a solu¢do com
indicador misto de pH na qual permaneceram por um periodo de cinco horas de contato.

O incremento radicular (Figura 8) foi importante para a verificagdo do aumento no
crescimento radicular entre os periodos avaliados levando em consideracdo o tamanho inicial dos
explantes radiculares que neste caso apresentaram-se homogéneos (Figura 4 e Figura 5), e que o
desenvolvimento foi influenciado apenas pelos tratamentos com acido humico.

O tratamento com 20 mg C L apresentou o melhor incremento em 4rea radicular em
relacdo aos demais tratamentos em todas as épocas de avaliagao (15, 30 e 45 dias), mas ndo houve
diferengas estatisticas entre os tratamentos com 10 ¢ 40 mg C L™ nos periodos avaliados (Figura 8).
O tratamento com 20 mg C L™ foi estatisticamente superior aos tratamentos com 80 ¢ 160 mg C L
na primeira avaliacio (15 dias), aos tratamentos controle e 80 mg C L™ na segunda avaliacio (30
dias) e apenas ao tratamento controle na terceira avaliagdo (45 dias), evidenciando ser a
concentracdo mais benéfica para o desenvolvimento das raizes. O tratamento controle apresentou o
menor incremento em area radicular a partir da segunda avaliacdo (30 e 45 dias) (Figura 8).

50



—®— 15dias y=0,0014x2 - 1,0141x + 561,85 RZ =0,4343

-
3000 H
Ng —O— 30dias y=-0,0135x2 + 1,2607x + 1178  R2 = 0,0959
\8 —W%— 45dias y=-0,0289x2 + 4,2483x + 2059  R2 = 0,0461
o
N 2500 AB
©
S
S 2000 - 5
o
©
S
1500 -
B A
(]
< . - ABC
o
B 1000 -
)
c
o AB AR B B
€ 500 I/I/!\I\L B
(]
S
Q
£
0 T T T T T T
0O 10 20 40 80 160

mg C L™

Figura 8. Incremento na area radicular (%) aos 15, 30 ¢ 45 dias apds a repicagem das raizes
transformadas de manjericdo crescidas em meio minimo (MM) modificado, enriquecido
com acido humico (10,0; 20,0; 40,0; 80,0 ¢ 160 mg C L' e controle sem AH) com as
equagdes das regressdes de 2° grau e os respectivos R”. Barras verticais indicam os erros
padrdes. (n = 8). Letras iguais no mesmo periodo de avaliacdo ndo diferem entre si pelo
teste Tukey a 5% de probabilidade.

O incremento em area radicular submetido ao tratamento com 10 mg C L foi
estatisticamente superior apenas ao tratamento controle (sem AH) somente no segundo
periodo de avaliagio (30 dias). O tratamento com 40 mg C L™ também apresentou incremento
em area radicular superior aos tratamentos controle (sem acido humico) e com 80 mg C L™
aos 30 dias de avaliacao (Figura 8).

Além dos beneficios de aumento na area radicular, as raizes que receberam acido
himico na solu¢do nutritiva tiveram um desenvolvimento mais homogéneo, o que pode ser
constatado quanto ao erro padrao das amostras (Figura 8 e Tabela 5) que sempre foram
superiores no tratamento controle (sem acido humico) em todas as épocas avaliadas.

Foram avaliados os incrementos proporcionados pela adi¢do do AH ao meio de cultivo
entre os periodos avaliados (0-15, 15-30 e 30-45 dias), em relagdo aos incrementos obtidos no
tratamento controle (sem acido hiimico) calculados pela equagdo 3, o qual consideramos que
representasse o desenvolvimento normal das raizes sendo aqui representado com o valor
100% em todos os periodos de avaliagdes (Tabela 5) com seus respectivos erros padroes.
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Tabela 5. Incremento na area radicular (% cm?) em relagdo ao tratamento controle sem 4cido
himico (100 %) aos 15, 30 e 45 dias apoés a repicagem das raizes transformadas de
manjericao crescidas em meio minimo (MM) modificado, enriquecido com acido hiimico
(10,05 20,0; 40,0; 80,0 € 160 mg C L' e controle sem acido hiimico) com seus respectivos
erros padrdes. (n = 8).

Acido Incremento na area radicular (%0)
humico
(mgC L™ 0-15 dias 0-30 dias 0-45 dias
00 e 0 gm0 empo

0 100,0AB 10,1 100,0 C 16,8 100,0 B 22,9
10 106,9AB 6,0 144,4ABC 8,8 146,1AB 10,8
20 121,6A 7.4 158,8A 12,9 170,1A 6,2
40 112,2AB 7,3 147,8AB 10,5 144,7AB 7,3
80 844 B 4,0 109,1 BC 52 122,0AB 55
160 88,5 B 5.4 119,.9ABC 6,1 132,7AB 9.4
CV 19,3 23,5 24,8

Letras maiusculas iguais na coluna nao diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

No primeiro periodo de avaliacdo (de 0 a 15 dias) o tratamento com 20 mg C L™ foi
significativamente superior aos tratamentos com 80 ¢ 160 mg C L™, mas nio apresentando
diferenga para os demais tratamentos. No segundo periodo de avaliacao (de 0 a 30 dias) o
tratamento com 20 mg C L™ foi superior aos tratamentos com 80 mg C L™ e ao tratamento
controle (sem AH) e o tratamento controle também foi inferior ao tratamento com 40 mg C L™
mas ndo diferindo dos demais tratamentos. No terceiro periodo de avaliagdo o tratamento com
20 mg C L foi superior apenas ao tratamento controle (sem AH), mas ndo ocorrendo diferenca
entre os demais tratamentos. Estes resultados reforcam a hipdtese de que a concentragdo de
20mg C L' foi a mais benéfica para o desenvolvimento das raizes (relagio beneficio/custo),
desde os momentos iniciais do contato raiz-acido himico (AH).

Os incrementos na area radicular entre os periodos avaliados de 0 a 15,de 15a30ede30a
45 dias, calculados pela equagdo 5, apresentaram diferencas estatisticas apenas no primeiro e
segundo periodo (Tabela 6). No primeiro periodo de avaliagdo (de 0 a 15 dias) apenas o tratamento
com 20 mg C L foi estatisticamente superior aos tratamentos com 80 ¢ 160mg CL ™" e ndo
havendo diferengas entre os demais tratamentos. No segundo periodo de avaliac@o (de 15 a 30 dias)
todos os tratamentos com acido hiimico foram estatisticamente superiores ao tratamento controle
(sem acido hiimico). No terceiro periodo de avaliacdo, o possivel esgotamento de nutrientes na
solu¢do de cultivo, principalmente nos tratamentos que apresentaram maior crescimento inicial (até
30 dias) pode ter ocasionado a ndo diferenciagdo estatistica entre os tratamentos.
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Tabela 6. Incremento na 4rea radicular (% cm?) entre os periodos de avaliagio de 0 a 15, de 15
a 30 e de 30 a 45 dias apds a repicagem das raizes transformadas de manjericdo crescidas
em meio minimo (MM) enriquecido com dacido humico (10,0; 20,0; 40,0; 80,0 e
160 mg C L™ e controle sem acido hiimico) com seus respectivos erros padrdes. (n = 8).

Acido Incremento na area radicular entre os periodos avaliados
humico
(mg C L™ 0-15 dias 15-30 dias 30-45 dias
omt omt g, om? e
0 506,1 AB 50,9 73,6 B 170 65,8 ™ 9,8
10 541,1 AB 30,6 139.0 A 4,0 74.9 52
20 6152 A 374 130,3 A 6,1 90,0 8,7
40 567,8 AB 36,8 133,0 A 5,1 76,0 17,1
80 4272 B 20,4 130,0 A 73 96,4 11,0
160 4478 B 27,3 1422 A 6,5 90,9 9,5
CV 19,3 19,9 37,1

Letras maiusculas iguais na coluna nio diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
ns se refere a analise estatistica ndo significativa pelo teste Tukey a 5% de probabilidade, entre os tratamentos no
mesmo periodo de avaliagdo.

No primeiro periodo de avaliacdo (de 0 a 15 dias) as raizes tiveram um incremento
médio em area radicular de 517,33 %. No periodo de 15 a 30 dias (segunda avaliagdo) como as
raizes j& apresentavam uma elevada taxa de desenvolvimento, aproximadamente cinco vezes ao
seu tamanho inicial (montagem do experimento) e tendo apresentado influéncia dos tratamentos
com AH aos quais foram submetidas, as raizes apresentaram um incremento médio de
124,63%, ou seja, pouco mais que dobraram de tamanho em um periodo correspondente a
primeira avaliacao (15 dias). Na terceira avaliagao (de 30 a 45 dias), as raizes ja apresentavam
um incremento de quase 12 vezes ao tamanho inicial (Figura 8) tiveram o menor incremento
médio proporcionado entre os trés periodos de avaliacdo que foi de 82,22% (Tabela 6).

A alta taxa de desenvolvimento inicial pode ser uma estratégia dos vegetais em aumentar
a area de exploracdo (absor¢do) do meio circundante para garantir reservas de nutrientes,
principalmentes daqueles considerados limitantes como o N e P. Esses resultados enfatizam a
importancia de se estudar os beneficios proporcionados ao desenvolvimento radicular in vitro,
onde a solucao nutritiva € o fator limitante, até os 30 dias, ndo sendo necessarios periodos maiores
de permanéncia das raizes em contato com a solug@o de acido himico.

Para a avalia¢do do desenvolvimento em comprimento radicular, também foi realizada
uma analise para determinar o incremento radicular nos periodos avaliados, conforme descrito
na avaliacdo do desenvolvimento em d&rea radicular, calculado através da equacdo 3 sdo
apresentados na Figura 9, com as equacdes das regressdes quadraticas e os respectivos R”.
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Figura 9. Incremento no comprimento radicular (% cm) aos 15, 30 e 45 dias apos a repicagem
das raizes transformadas de manjericao crescidas em meio minimo (MM) modificado,
enriquecido com acido humico (10,0; 20,0; 40,0; 80,0 e 160 mg C L e controle sem acido
humico) com as equagdes das regressdes lineares e os respectivos R”. Barras verticais
indicam os erros padrdes. (n = 8). Letras iguais no mesmo periodo de avaliagdo nao
diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

Os tratamentos com 10 ¢ 20 mg C L apresentaram os maiores incrementos no
comprimento radicular (% cm) em todas as avaliagdes (15, 30 e 45 dias), inversamente ao
tratamento controle (sem acido humico) que apresentou o pior incremento em todos os
periodos de avaliagio. Estes resultados reforgam que concentragdes com até 20 mg C L™ sdo
as mais benéficas para o desenvolvimento das raizes e que a partir desta concentracdo os
beneficios proporcionados pelo 4cido hiimico ndo sdo significativos, o que nao justificaria a
aplicacdo de grandes quantidades de AH sem um retorno na produtividade das culturas.

Na primeira avaliagdo (15 dias) ndo houve diferengas significativas entre os
tratamentos quanto ao incremento radicular. O tratamento controle (sem acido hiimico) foi
estatisticamente inferior ao tratamento com 10 e 20 mg C L™ aos 30 dias (DAR), e apenas ao
tratamento com 20 mg C L™ aos 45 dias ap0s a repicagem, mas ndo apresentando diferencas
estatisticas os demais tratamentos. O tratamento controle (sem acido humico) apresentou os
menores valores de incremento radicular o que confirma a bioatividade do AH e seus
benéficos para o desenvolvimento radicular (Tabela 7).
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Tabela 7. Incremento no comprimento radicular (% cm) aos 15, 30 e 45 dias apés a
repicagem das raizes transformadas de manjericdo crescidas em meio minimo (MM)
modificado, enriquecido com acido humico (10,0; 20,0; 40,0; 80,0 ¢ 160 mg C L'e
controle sem acido humico) com seus respectivos erros padroes. (n = 8).

Acido Incremento no comprimento radicular (%)
humico
(mgCL™ 0-15 dias 0-30 dias 0-45 dias
om e oM empem  om e
0 521,40 63.3 963,6 B 164,9 14592 B 3256
10 799,3 91,2 1600,7A 189,8 2343,3AB 304,2
20 769,1 27,7 1633,7A 70,6 2533,5A 103,0
40 706,6 108,9 1238,4AB 126,0 1981,7AB 2214
80 661,0 48,0 1162,5AB 93,8 1898,5AB 104,3
160 609,5 53,2 1276,1AB 92,0 2096,4AB 187,5
CV 29,55 27,11 31,04

Letras iguais na coluna ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
ns se refere a andlise estatistica ndo significativa pelo teste Tukey a 5% de probabilidade, entre os tratamentos no
mesmo periodo de avaliagdo

A correlagdo entre o incremento de comprimento e area radicular nos diferentes
tratamentos com acido hiimico (10, 20, 40, 80 ¢ 160 mg C L") e controle (sem AH) entre os
trés periodos de avaliagdo (0-15, 0-30 e 0-45 dias) (Figura 10) foram determinadas as maiores
correlacdes no tratamento controle (sem AH) (Figura 10 A) e os menores valores
determinados no tratamento com 20 mg C L' (Figura 10 C).

As menores correlagdes determinadas no tratamento com 20 mg C L' pode ser em
decorréncia do maior estimulo no incremento de comprimento radicular em relacdo ao
incremento de sua area radicular, que pode ser explicado pela grande indugdo de raizes
laterais que ocupam menor area por cm de raiz quando comparado com as raizes mais velhas.

A correlagdo do incremento de comprimento e area radicular com todos os tratamentos
de 4cido humico (10, 20, 40, 80 ¢ 160 mg C L) e controle (sem AH) nas avalia¢des de 0-15;
15-30 e 30-45 dias foram de 0,0418; 0,1838 e de 0,1907 respectivamente (Figura 10 G) e a
correlagdo geral de todos os tratamentos e em todos os periodos de avaliagdo (0-15, 0-30 e 0-45
dias) foi de 0,8087 (Figura 10 H) que foi resultado de um maior incremento de comprimento
em comparacgdo a area radicular.
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Figura 10. Correlagdo entre incremento do comprimento e area radicular das raizes
transformadas de manjericao crescidas em meio minimo (MM), submetidos as diferentes
concentracdes de 4acido humico, sendo: controle (sem AH) (A), 10 mg C L' (B),
20mg CL" (C). 40 mg C L' (D), 80 mg C L (E) ¢ 160 mg C L' (F) na montagem do
experimento e aos 15, 30 e 45 dias apds a repicagem (DAR) isoladamente (A, B, C, D, E,
F), a jun¢@o de todos os tratamentos dentro dos periodos de avaliagdo (G) e a jungdo de todas as
correlagdes em todos os periodos de avaliagao (H). (n = 8).
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Os incrementos no comprimento radicular (% cm) proporcionados pela adigdo do AH
ao meio de cultivo entre os periodos avaliados (0-15, 15-30 e 30-45 dias), em relagdo aos
incrementos obtidos no tratamento controle (sem acido humico) calculados pela equagdo 3, o
qual consideramos que representasse o desenvolvimento normal das raizes sendo aqui
representado com o valor 100% em todos os periodos de avaliagdes na Tabela 8, com seus
respectivos erros padroes.

Tabela 8. Incremento no comprimento radicular (% cm) em relagdo ao controle sem acido
himico (100 %) aos 15, 30 e 45 dias apds a repicagem das raizes transformadas de
manjericao crescidas em meio minimo (MM), enriquecido com acido humico (10, 20, 40, 80
e 160 mg C L™ e controle sem 4cido humico) com seus respectivos erros padrdes. (n = 8).

Acido Incremento no comprimento radicular (%)
hamico
(mg C L™ 0-15 dias 0-30 dias 0-45 dias
) e, O0)  sopamo () e
0 100,0 12,1 100,0 B 15,0 100,0 B 223
10 153,3 19,7 166,1A 19,7 160,6AB 20,8
20 147,5 73 169,5A 73 173,6A 7.1
40 135,5 13,1 128,5AB 13,1 135,8AB 152
80 126,38 9,7 120,6AB 9,7 130,1AB 7,1
160 116,9 9,5 132,4AB 9,5 143,7AB 12,8
CvV 29,6 27,1 31,0

Letras iguais na coluna ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
ns se refere a analise estatistica ndo significativa pelo teste Tukey a 5% de probabilidade, entre os tratamentos
no mesmo periodo de avaliagao.

Nao foi observada diferenca significativa do incremento de comprimento radicular no
periodo de zero a 15 dias para todos os tratamentos. Nas avaliacdes seguintes, o tratamento
controle (sem AH) foi estatisticamente inferior apenas aos tratamentos com 10 ¢ 20 mg C L™
aos 30 dias e apenas ao tratamento com 20 mg C L™ aos 45 dias (Tabela 8) e ndo houve
diferencas estatisticas entre os demais tratamentos.

Os incrementos no comprimento radicular (% cm) proporcionados pela adi¢ao do acido
himico ao meio de cultivo entre os periodos avaliados (0-15, 15-30 e 30-45 dias), em relagdo
aos incrementos obtidos no tratamento controle (sem AH) calculados pela equacdo 3, ndo
apresentaram diferengas estatisticas entre os tratamentos nos periodos avaliados (Tabela 9).

No primeiro periodo de avaliacdo (de 0 a 15 dias) as raizes tiveram um incremento
médio no comprimento radicular de 677,82 %. No periodo de 15 a 30 dias (segunda avaliagdo)
como as raizes ja apresentavam uma elevada taxa de desenvolvimento, aproximadamente sete
vezes ao seu tamanho inicial (montagem do experimento) e tendo apresentado influéncia dos
tratamentos as quais foram submetidas, as raizes apresentaram um incremento médio de
94,95%, ou seja, quase dobraram de tamanho no periodo correspondente & primeira avaliagdo
(15 dias). Na terceira avaliacao (de 30 a 45 dias), as raizes ja apresentavam um incremento de
quase 14 vezes ao tamanho inicial (Figura 8) tiveram o menor incremento médio proporcionado
entre os trés periodos de avaliagao que foi de 55,68% (Tabela 9), o que reafirma a possibilidade
de ser uma estratégia dos vegetais em aumentar a area de explora¢do (absor¢do) do meio
circundante para garantir reservas de nutrientes para completar o seu ciclo.
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Tabela 9. Incremento no comprimento radicular (% cm) entre os periodos de avaliagdo de 0 a
15, de 15 a 30 e de 30 a 45 dias ap6s a repicagem das raizes transformadas de manjericao
crescidas em meio minimo (MM) enriquecido com acido humico (10,0; 20,0; 40,0; 80,0 ¢
160 mg C L™ e controle sem acido hiimico) com seus respectivos erros padrdes. (n = 8).

Acido Incremento no comprimento radicular entre os periodos avaliados
humico
(mgC L™ 0-15 dias 15-30 dias 30-45 dias
om oM ampaie om e
0 521,40 63,3 83,7 12,5 44,1® 8.4

10 799,3 91,2 100,9 6.2 44,7 34
20 769,1 27,7 113,1 8,0 56,0 5,9
40 706,6 108.,9 84,8 12,5 60,9 8,7
80 661,0 48,0 75,6 3,9 65,7 5.8
160 609,5 53,2 111,8 72 62,7 5,8
CV 29,6 26,7 33,6

Letras iguais na coluna nio diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
ns se refere a analise estatistica ndo significativa pelo teste Tukey a 5% de probabilidade, entre os tratamentos no
mesmo periodo de avaliagdo.

Todas as concentragdes de acido himico estudadas proporcionaram maior crescimento
radicular quando comparado ao tratamento controle (sem acido hiimico) em todos os periodos
estudados (Figura 8, Tabela 7 e Tabela 8). Estes resultados refor¢am os beneficios proporcionados
pela adigdo de 20 mg C L™ a0 meio de cultivo das raizes transformadas de manjericio e que a partir
desta concentragdo as raizes entram no que se poderia caracterizar como consumo de luxo
(MARSCHNER, 1995). Estes resultados indicam que ndo seria necessario o uso de concentragdes
maiores de acido humico, devido ao beneficio/custo da adigdo de matéria organica, visando a
recuperacdo da fertilidade do solo e do desenvolvimento radicular o que resultaria numa maior
eficiéncia dos vegetais em absorver nutrientes e agua. Conseqlientemente, o aumento da superficie
de contato dos vegetais com o solo facilita a interagdo com os organismos benéficos, por exemplo a
formacao da simbiose micorrizica, o que pode proporcionar maiores produtividades das culturas de
interesse € em maior aproveitamento dos recursos empregados.

Os resultados indicam que a estimativa da drea de cobertura (exploragdo) e do
comprimento do sistema radicular foi suficiente para sugerir que existe bioatividade no acido
himico, promovendo um crescimento radicular superior ao tratamento controle (sem AH) na
medida em que se aumentou sua concentracdo no meio de cultivo das raizes transformadas.

A melhor época para avaliagdo dos beneficios da adi¢do do acido hiimico ao meio de cultivo
das raizes transformadas crescidas “in vitro”, quanto ao desenvolvimento radicular, foi aos 30 dias,
devido ao seu maior incremento no periodo de 15 a 30 dias quando comparado ao incremento no
periodo de 30 a 45 dias, uma vez que este incremento foram superiores, médias de 51,4% e 75,1
para drea e comprimento, respectivamente, para todas as concentragdes de acido htimico estudadas
em relagdo ao segundo periodo de avaliacdo. Esses resultados enfatizam a importancia de se estudar
os beneficios proporcionados ao desenvolvimento radicular aos 30 dias, ndo sendo necessarios
periodos maiores de permanéncia das raizes em contato com a solugao de 4cido humico.

Com estes resultados, as coletas dos experimentos seguintes foram estabelecidas aos
30 dias apo6s repicagem dos segmentos de raizes, corroborando os resultados encontrados por
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LIMA et al. (2003) no qual, foram observadas que as concentragdes de N do meio de cultura
encontravam-se baixas nesta época, e por LIMA (2004) no qual os resultados encontrados no
inicio da formagdo da simbiose micorrizica (raizes-FMAs) apresentaram-se como nao
benéficos para as raizes, sendo até este momento considerados como um dreno de nutrientes
das raizes, e que aos 30 dias a simbiose ja estaria formada e se caracteriza o inicio da resposta
benéfica dos FMAs as raizes.

Diante dos resultados obtidos, foi observado que as concentragdes de acido humico
acima da concentragdo de 20 mg C L™ ndo proporcionaram estimulos ao desenvolvimento
radicular. Para todas as andlises realizadas a tUnica exce¢do que apresentou diferengas
estatisticas entre as concentragdes de 40, 80 e 160 mg C L' foi no incremento em éarea
radicular (Figura 8) na qual o tratamento com 40 mg C L™ foi superior ao tratamento com
80 mg C L' e ndo sendo observadas diferengas entre os demais tratamentos (160 mg C L™).
Portanto, sugere-se que para a calibragdo da curva de resposta para acidos himicos sejam
utilizadas concentragdes até 40 mg C L™ (Figura 11) para a avaliagio dos efeitos
proporcionados no desenvolvimento das culturas de interesse.

Empregando a equagdo da curva de calibragdo (Figura 11) para estimar a concentragdo
de acido hiimico que melhor proporcionaria beneficios no crescimento de area (Figura 11 A) e
comprimento radicular (Figura 11 B) e para a mudanga do pH rizosférico (Figura 11 C) foi
determinado que a concentracio de 26 mg C L™ aos 15 ¢ 30 dias e 25 mg C L™ aos 45 dias
foram as melhores para a inducdo do crescimento (4rea radicular). No comprimento radicular
as concentra¢des de acido humico mais responsivas foram 24, 22 ¢ 23 mg C L™ aos 15, 30 ¢
45 dias, respectivamente. Para o pH rizosférico, determinado apenas aos 30 dias, a melhor
concentragdo de AH estimada pela equacdo da curva de calibragdo (Figura 11 C) foi
determinada que a concentragio de 26 mg C L™ foi a que melhor proporcionou mudangas na
area de atuacdo do pH rizosférico.

As equacdes das regressdes quadraticas das curvas de respostas de acido himico com
os respectivos R? (Figura 11) foram determinadas e aos 30 dias houve a maior significancia
entre as equacgdes, tanto para o crescimento de area (Figura 11 A) como para comprimento
(Figura 11 B), respaldando as sugestdes para que as andlises sejam realizadas aos 30 dias apos
a adicao de acido humico na solugdo de cultivo.
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Figura 11. Calibracdo da curva de resposta de acido humico para avaliar o crescimento
radicular e area (A) e comprimento (B) aos 15, 30 e 45 dias apos a repicagem (DAR) com
as respectivas equagdes quadraticas e seus R e a curva de regressio da area de
modificacio do pH rizosférico (C) com respectivo R? aos 30 dias apds a repicagem
(DAR), para a faixa de 4cido humico sugerida (10, 20, 40 mg C L™ e controle sem AH).
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Para estimar a concentragdo de acido hiimico que melhor proporcionou beneficios no
incremento radicular (% em é4rea e comprimento) foi empregada a equagado da curva de calibragdo
para calcular o incremento de area (Figura 12 A) e do comprimento radicular (Figura 12 B). Os
valores estimados para as concentragdes de 4acido humico que melhor proporcionaram
incrementos de area ¢ de comprimento radicular nas diferentes épocas de avaliagdo (15, 30 e
45 dias) também foram as mesmas concentracdes de 4dcido himico que melhor proporcionaram
indu¢do no crescimento de 4area e comprimento radicular. Estes resultados reforcam a
confiabilidade nos valores encontrados na calibragdo da curva de resposta para os acidos humicos.

Incremento de area radicular (% cm?)

Incremento de comprimento radicular (%cm)
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Figura 12. Calibragdo da curva de resposta de acido htimico para avaliar o incremento
radicular em area (A) e comprimento (B) aos 15, 30 e 45 dias ap6s a repicagem (DAR)
com as respectivas equacdes quadraticas e seus R?, para a faixa de 4cido hiimico sugerida
(10, 20, 40 mg C L™ e controle sem AH).
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4. CONCLUSOES

O estudo do crescimento radicular em termos quantitativos, em area € comprimento,
utilizando-se imagens digitais mostrou-se eficaz para o objetivo do trabalho que foi determinar
o efeito do AH no desenvolvimento das raizes transformadas de manjericdo “in vitro”.

Através da curva de calibragdo foi estimado que as concentracdes que melhor

influenciaram o desenvolvimento em area e comprimento radicular (crescimento e incremento)
~ -1
estdo emtornode 25 mg CL™.

Todas as concentracdes de acido humico estudadas apresentaram maior crescimento
radicular quando comparado com o tratamento controle (sem acido humico) em todos os
periodos estudados.

A melhor época para avaliagdo dos beneficios da adicdo do acido htimico ao meio de
cultivo das raizes transformadas crescidas “in vitro”, quanto ao desenvolvimento radicular, foi aos
30 dias, devido ao seu maior incremento no periodo de 15 a 30 dias quando comparado ao
incremento no periodo de 30 a 45 dias, uma vez que este incremento foram superiores, médias de
51,4% e 75,1 para area e comprimento respectivamente, para todas as concentragdes de acido
himico estudadas em relagdo ao segundo periodo de avaliacdo.

A concentragdo de 20 mg de C L, presente no 4cido humico, foi a que melhor
apresentou resultados no desenvolvimento das raizes, drea e comprimento, em todos os
periodos estudados (15, 30 e 45 dias ap6s a repicagem), sendo aos 30 dias foi observados os
melhores resultados.

Concentragdes superiores a 40 mg C L' na solugio de cultivo ndo proporcionaram
inducdo no desenvolvimento radicular, curva de resposta, sendo ndo significativo
(beneficio/custo) a aplicagdo de grandes concentragdes nos sistemas de produgao.
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CAPITULO I1I

INFLUENCIA DO ACIDO HUMICO NA ATIVIDADE DAS BOMBAS
DE PROTONS E NO METABOLISMO DE NITROGENIO EM
RAIZES TRANSFORMADAS DE MANJERICAO E TREVO
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da adi¢do de diferentes concentragdes de acido
himico (AH) proveniente de vermicomposto, sendo controle (sem AH); 10,0; 20,0; 40,0; 80,0 e
160,0 mg CL "', na atividade das bombas de protons (P-H'-ATPase, V-H -ATPase ¢ H'-PPase)
e no metabolismo de nitrogénio em raizes transformadas de manjericao e trevo aos 6 e 9 dias
apos a montagem do experimento. Os tratamentos contendo AH nas concentragdes de 10 e
20 mg C L apresentaram uma baixa indugdo na atividade das P-H'-ATPases ¢ os tratamentos
com 80 ¢ 160 mg C L™ apresentaram uma pequena inibi¢do em relagio ao tratamento controle
(sem AH) nas duas épocas de avaliacdo sendo superiores na primeira avaliacdo nas duas raizes
estudadas. Foram determinadas uma baixa atividade das V-H'-ATPases e das H'-PPases o que
pode ser em decorréncia do bom estado nutricional, quanto aos teores de N-NOs’, encontradas
nas raizes. Os teores das fracdes soluveis e atividades da NR e GS foram mais expressivos na
avaliacdo aos 6 dias ap6s a montagem do experimento, o que pode ser em decorréncia a um
maior estimulo proporcionado inicialmente pelo 4cido hiimico, exceto na avaliagdo do N-NOj',
conseqiientemente, estes maiores teores podem ser em decorréncia de uma maior absor¢ao
inicial resultando em um maior acimulo de NOj;™ nos vacuolos. O tratamento com 20 mg C L
apresentou inducdo na atividade da GS em todas as avaliagdes e em ambas as raizes. Estes
resultados sugerem que as raizes de manjericdo, por apresentarem uma atividade maior e mais
homogénea entre os periodos de avaliagdo, podem apresentar um desenvolvimento superior as
raizes de trevo. As duas raizes estudadas utilizaram diferentemente a energia disponivel, teor de
agticar solivel, na reduciio do N. Os teores de N-NH," apresentaram comportamento similar com
aos teores de agtlicares soluveis, aos teores de N amino livre e a atividade da glutamina sintetase,
sendo superiores nos tratamento com 10 e 20 mg C L™ nas duas avaliagdes. O AH influenciou,
positivamente, na atividade das bombas de protons (P-H-ATPases, V-H -ATPases ¢ H'-
PPases) e no metabolismo do nitrogénio avaliadas pelas fragdes soltveis (teores de N-NOs’, N-
NH,", N-amino livre, actcares soliveis e nas atividades da NR ¢ da GS) nas raizes de
manjericdo e trevo estudadas. As raizes de manjericdo e trevo apresentaram metabolismos
distintos, e que foram influenciados pelos tratamentos com AH.

Palavras chave: Bioatividade. Metabolismo primario. Matéria organica.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the influence of the addition of different concentrations
of humic acid (HA) from vermicompost, with control (without AH); 10.0; 20.0; 40.0; 80.0 and
160.0 mg C L™, in the activity of the protons pump (P-H'-ATPase, V-H'-ATPase and H'-PPase)
and in the metabolism of nitrogen in transformed roots of basil and clover after 6 and 9 days of
growth. The treatments containing HA in the concentrations of 10 and 20 mg C L™ presented a
low induction in P-H-ATPases activity and the treatments with 80 and 160 mg C L™ presented a
small inhibition in relation to the controls (without AH) in the two evaluation times being higher
in the first evaluation. There were a low activity of V-H-ATPases and H'-PPases which can be
due to the good nutritional state, with relationship to the levels of N-NOs’, found in the roots. The
levels of the soluble fractions and activities of NR and GS were more expressive after 6 days of
growth after the assembly of the experiment, which can be a consequence of a larger incentive
provided initially by the HA, except in the evaluation of N-NOj". Consequently, these larger
levels can be due to a larger initial absorption resulting in a larger accumulation of NOs” in the
vacuoles. The treatment with 20 mg C L™ had induced GS activity in all the evaluations and in
both roots. These results suggest that the basil roots present a larger and more homogeneous
activity among the evaluation periods, and can present a high development in relation to the
clover roots. The two studied roots use the available energy differently. Levels of N-NH,"
presented similar behavior in relation to soluble sugars, N free amino and the activity of the GS,
being high in the treatment with 10 and 20 mg C L™ in the two evaluations. The HA influenced,
positively, in the activity of the protons pump (P-H-ATPases, V-H -ATPases and H'-PPases)
and in the metabolism of the nitrogen evaluated by the soluble fractions (tenors of N-NOs’, N-
NH,", free N-amino, soluble sugars and in NR and GS activities) in the basil and clover roots
studied. The basil roots and clover presented different metabolisms, and that were influenced by
the treatments with HA.

Key words: Bioactivity. Primary metabolic. Organic matter.
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1. INTRODUCAO

A répida degradagdo do solo sob exploragdo agricola no mundo, especialmente nos paises
tropicais em desenvolvimento despertou, nas tltimas décadas, a preocupagdo com a qualidade de
solo e a sustentabilidade da exploragdo agricola. A perturbagdo antropica no sistema solo-planta
causa impactos que, normalmente, provocam mais perdas do que ganhos nos atributos de
qualidade do sistema (fisicos, quimicos e biologicos) e um dos mais afetados sdo os teores de
matéria organica do solo (DORAN, 1997). A matéria organica tem grande importancia como
fonte de nutrientes para as culturas, retencao de cations, complexacdo de elementos toxicos e de
micronutrientes, estabilidade de agregados, infiltracdo e retencdo de dgua, aeragdo e como fonte
de C e energia para os microrganismos heterotréficos do solo, constituindo um componente
fundamental do potencial produtivo dos solos (SANTOS et al., 2008; BUNEMANN et al., 2004;
TAN, 2003; SANTOS & CAMARGO, 1999; BACA et al., 1995).

A matéria organica do solo apresenta-se como um sistema complexo de substancias,
cuja dindmica ¢ governada pela adi¢do de residuos organicos (animal e/ou vegetal) até sua
transformagao em compostos mais estaveis, as substancias humicas (SH), que sdo importantes
componentes do solo (SANTOS et al., 2008; TAN, 2003; SANTOS & CAMARGO, 1999;
STEVENSON & COLE, 1999; STEVENSON, 1994), capazes de armazenar nutrientes para as
plantas por uma série de processos de interacdo (DONISA et al., 2003; LOGAN et al., 1997),
contribui com a mobilizagdo e o transporte de micronutrientes para as raizes das plantas
(LINEHAN & SHEPHERD, 1979).

Os efeitos das substancias htimicas nas raizes, quanto a absor¢do de ions, ndo sdo
facilmente explicaveis, devido a complexidade e natureza quimica destas substancias
(SANTOS et al., 2008; NARDI et al., 2007; TAN, 2003; STEVENSON & COLE, 1999). Além
disso, os efeitos descritos na literatura sdao de dificeis comparagdes, isto porque utilizaram
substancias hlimicas com caracteristicas diferentes (devido a origem do solo e dos métodos de
extracdo e purificagdo), entretanto, € possivel que as substancias humicas possam apresentar
efeitos diferentes em fungdo do tipo de planta e que algumas destas podem resultar, diretamente
ou indiretamente, em uma modulagdo na absorcao de ions (VAUGHAN et al., 1985) ¢ a
primeira evidéncia estd no aumento da extrusdo de protons pela maior atividade das bombas
de proétons e, conseqlientemente, aumentando a absor¢cao de NO; (NARDI et al., 2007;
ZANDONADI et al., 2007; RODDA et al., 2006 a,b; CANELLAS & SANTOS, 2005;
NARDI et al., 2002; PINTON et al., 1999; NARDI et al., 1991). A maior eficiéncia de aquisi¢ao
de NOj', a partir de baixas concentracdes na solucao externa pode propiciar um maior estoque de
N disponivel para o metabolismo das plantas nas fases posteriores de seu ciclo de vida.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da adicdo de diferentes concentracdes
de acido humico (AH) proveniente de vermicomposto, sendo controle (sem AH); 10,0; 20,0;
40,0; 80,0 e 160,0 mgCL"~ 1, na atividade das bombas de protons e no metabolismo de
nitrogénio em raizes transformadas de manjericao roxo (Ocimum basilicum L.) e trevo branco
(Trifolium repens L.) aos 6 e 9 dias apds a montagem do experimento.
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2. MATERIAL E METODOS

Foi avaliada a influéncia de diferentes concentracdes de carbono elementar (presentes
no 4cido hiimico) na atividade das bombas de protons (P-H'-ATPase, V-H-ATPase e
H'-PPase) e no metabolismo de nitrogénio (N) em raizes transformadas (RTs) de manjericio
(Ocimum basilicum L.) (NICOMEDES JUNIOR, 2003) e trevo (Trifolium repensL.)
(BERBARA, 1995). Foram repicados, separadamente, dois segmentos de raizes com cinco
centimetros (cm) de comprimento cada, crescidas em meio minimo (BECARD & FORTIN,
1988) liquido e com pH ajustado para 5,8 ¢ mantidas em erlenmeyers (capacidade de 250 mL)
com 100 mL de solugdo, por um periodo de 30 dias para a padronizacdo das raizes. Os
erlenmeyers foram acondicionados em agitadores horizontais, com movimento orbital a 90
rpm, em temperatura ambiente de 26 °C e na auséncia da luz.

Trinta dias ap6s a repicagem (DAR) (montagem do experimento) a solugdo de cultivo
(MM) foi substituida por uma nova solu¢do contendo as concentragdes de carbono, sendo: 10,
20, 40, 80, 160 mg C L' e controle (sem AH) e as avaliagdes realizadas aos seis e aos nove
dias apos a montagem do experimento (Figura 13).
6 dias 9 dias

Repicagem das raizes Montagem do experimento l
¢ 30 DAI&A

Raiz (MM)
Raiz (MM) + Acido Humico

Raiz (MM)

Figura 13. Esquema do experimento realizado para avaliagdo dos efeitos proporcionados pela
adi¢do de acido hiimico (AH) (10; 20; 40; 80; 160 mg CL™' e controle sem AH) a solugio
de cultivo 30 dias apos a repicagem (DAR) das raizes transformadas de manjericdo e
trevo. As analises foram realizadas aos 6 e 9 dias ap6s a montagem do experimento.
(MM= meio minimo)

O 4cido humico utilizado foi proveniente de uma rapida vermicompostagem, 70 dias,
utilizando minhocas Eisenia foetida. Foi extraido conforme procedimento adotado pela sociedade
internacional de substancias humicas (IHSS) descrito por SWIFT (1996) com adaptagdes de
BENITES et al. (2003) e caracterizado quimicamente (DICK et al., 1999) e por espectroscopia
de infravermelho com transformada de Fourier (IV-TF) (TAN, 1995; STEVENSON, 1994;
STEVENSON & GOH, 1971). Os teores de C, H, N e O do 4cido hiimico foram de 47,0 © 0,1;
4,87 ~ 0,01; 3,02 © 0,03 e 45,1 ~ 0,03 respectivamente, juntamente com as relagdes atomicas
C/N, O/C, H/C que foram de 15670,1; 0,96~ 0,02; 0,104~ 0,005, respectivamente,
caracterizando um material estavel porém, pouco humificado (E4/Es), devido ao rapido processo
de transformagdo, com carater mais aromatico e no estado reduzido (®) (descrito no Capitulo I).

O experimento foi montado em esquema fatorial 2x6x2, sendo duas espécies de raizes
transformadas (manjericdo e trevo), seis concentragdes de acido humico (10, 20, 40, 80,
160 mg C L' e controle sem AH) e duas épocas de avaliagdo (6 e 9 dias apos a adigdo de
acido hiimico) em trés repeti¢des.

Foram avaliados: a atividade das bombas de prétons (P-H'-ATPase, V-H -ATPase ¢
H'-PPase) (YANG et al., 2002, com modificagdes de SANTOS, 2006), a atividade da Nitrato
Redutase (JAWORSKI, 1971) e da Glutamina Sintetase (FARDEN & ROBERTSON, 1980)
com modificagdes de SOUZA et al. (2007), as fragdes soluveis (FERNANDES, 1983) N-NOs”
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(CATALDO et al., 1975), N-NH," (FELKER, 1977), agticares soliveis (YEMM & WILLIS,
1957) e N-amino livre (YEMM & COCKING, 1955) (Anexo 1).

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia utilizando o software
estatistico Sisvar (FERREIRA, 1998) e as médias comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O crescimento de células e tecidos vegetais in vitro é dependente dos nutrientes e de
outras substancias essenciais, por exemplo, aminoacidos, contidas nos meios de cultivo para o
seu desenvolvimento. Para a determinacdo da formula de um meio de cultivo foi necessario,
anteriormente, levantamentos das exigéncias nutricionais dos vegetais, o que sao melhoradas
a cada dia decorrente ao maior nimero de informagdes a respeito deste assunto, para atender
suas necessidades sem prejudicar seu desenvolvimento. BECARD & FORTIN (1988)
salientaram a necessidade do uso de uma fonte externa de carbono no meio de cultura de
raizes transformadas ndo fotossintetizantes para a manuten¢ao de seu metabolismo, optando
pela introducdo de sacarose para atender esta exigéncia. Neste experimento, além da sacarose,
foi utilizada outra fonte de carbono, presente no AH, para avaliagdo dos efeitos
proporcionados no metabolismo de nitrogénio em raizes transformadas de manjericao e trevo.

Os tratamentos contendo acidos humicos (AH) nas concentra¢des de 10 ¢ 20 mg C L™
ndo apresentaram inducdo na atividade das P-H'-ATPases e os tratamentos com 80 e
160 mg C L' apresentaram inibi¢do em relagdo ao tratamento controle (sem AH) nas duas
épocas de avaliacdo (6 e 9 dias), mas ndo foram estatisticamente significativas (Tukey,
p<0,05) (Figura 14 A e B). A atividade das P-H'-ATPases foram significativamente
superiores na primeira avaliagcdo (6 dias) para todas os tratamentos quando comparados com
as atividades determinadas na segunda avaliagdo (9 dias) nas duas raizes estudadas.

Para a atividade das P-H'-ATPases (umol Pi mg” proteina min™) entre as duas raizes
submetidas aos mesmos tratamentos, foram observados diferencas estatisticas apenas no
tratamento com 40 mg C L' na primeira avaliagdo (6 dias) sendo superior nas raizes de trevo. Na
segunda avaliagio (9 dias) as atividades das P-H'-ATPases foram superiores nas raizes de
manjericdo em todos os tratamentos quando comparado com as atividades encontradas nas raizes
de trevo sob os mesmos tratamentos. Estes resultados podem ser devido a compostos presentes no
AH, com efeito hormonal semelhante a auxina, que estimularam a atividade das P-H'-ATPases
em poucos dias de contato com a solugdo e que o efeito estimulatdrio das substancias himicas de
baixo peso molecular na absor¢ao ions da solugao requer maiores periodos de incubacao devido a
uma indugdo tardia (NARDI et al., 2002; FACANHA et al., 2002).

Ensaios in vivo, com plantulas de milho tratadas com substancias humicas soltveis em
agua, isoladas de turfas, mostraram estimulo da atividade da P-H-ATPase (PINTON et al.,
1999). Por outro lado, NARDI et al. (2000) observaram inibi¢do da P-H -ATPase, obtida de
microssomos de raizes de milho tratada com substancias humicas de baixo peso molecular
extraidas de um solo de clima temperado. Tal discrepancia foi relacionada as diferencas
encontradas nas concentragdes ¢ na natureza quimica das substincias humicas testadas.
Devido as diferentes condi¢gdes de formacao a sua estrutura ndo tem forma definida podendo
variar com a forma e tempo de sua sintese.

Houve baixa atividade das V-H'-ATPases (umol Pi mg" proteina min™) nas raizes de
manjericao e trevo (Figura 14 C e D) o que pode ser em decorréncia do bom estado nutricional
quanto aos teores de N-NOs~ encontradas nessas raizes (Figura 15 A e B) e que estas raizes devem
estar acumulando N-NOj;™ nos vacuolos celulares. Na primeira avaliagdo (6 dias) foi encontrada
uma atividade das V-H'-ATPases semelhante ao comportamento da atividade das P-H"-ATPases,
mas em escala inferior, o que pode ser em decorréncia de um maior estimulo no seu
desenvolvimento inicial. Na segunda avaliagdo (9 dias) foi determinada uma atividade das
V-H'-ATPases inversa a atividade encontrada nas P-H -ATPases, mas também em escala inferior.
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Figura 14. Atividade das P-H-ATPases (A ¢ B), das V-H -ATPases (C e D) e das H' -PPases
(E e F) (umolPi mg'lptn min™") nas raizes transformadas de manjericdo (A, C e E) e trevo
(B, D e F) aos 6 e 9 dias apds a repicagem para a soluc¢ao de cultivo contendo os tratamentos
com 4cido humico (10; 20; 40; 80; 160 mg C L'e controle). Detalhes nas figuras internas
com escalas ajustadas. Barras verticais indicam o erro padrao da amostra. n = 3.

A atividade das V-H'-ATPases nas raizes de manjericio nos tratamentos controle
(sem AH), 10, 80 e 160 mg C L' na segunda avaliagdo (9 dias) foram significativamente
superiores aos mesmos tratamentos na primeira avaliacdo (6 dias), e nao significativos para os
demais (20 ¢ 40 mg C L) entre as duas épocas de avaliagdo. Nas raizes de trevo a atividade

70



das V-H-ATPases nos tratamentos controle (sem AH), 80 ¢ 160 mg C L' na segunda
avaliacdo (9 dias) foram estatisticamente superiores aos mesmos tratamentos na primeira
avaliacdo (6 dias), ndo sendo significativos para os demais (10, 20 ¢ 40 mg C L™). Esta
diferenga na atividade das V-H'-ATPases pode ser uma estratégia usada pelos vegetais a fim
de controlar as cargas no interior do vactolo, que tendem a ficar mais eletrogénicos com a
entrada de grande quantidades de nitrato (Figura 15 A e B) que ocorre através de um canal ou
por um transportador em antiporte 1 H'/2 NO;  (ANGELI et al., 2006). Este controle de
cargas se da através do bombeamento de H' para o interior dos vactiolos que energiza
antiportes com Na'/H™ e Ca>’/2H" (RATAJCZAK, 2000).

A atividade das V-H -ATPases entre as duas raizes submetidas aos mesmos tratamentos,
ndo apresentaram diferengas estatisticas na primeira avaliagdo (6 dias). Na segunda avalia¢do
(9 dias) a atividade das V-H'-ATPases foram superiores nas raizes de manjericio nos tratamentos
controle (sem AH), 40 e 160 mg C L' quando comparado com as atividades encontradas nas
raizes de trevo sob os mesmos tratamentos. Nos demais tratamentos (10, 20 e 80 mg C L) néo
foram observadas diferencas estatisticas entre as duas raizes (Figura 14 C e D).

Houve baixa atividade das H'-PPases (umol Pi mg' proteina min™) nas raizes de
manjericdo e trevo e nos dois periodos de avaliagdo (Figura 14 E e F), sendo que nas raizes de
manjericdo foram determinadas uma atividade quase homogénea nas duas épocas de avaliagdo e
entre os diferentes tratamentos com AH, e ndo sendo estatisticamente significativo. Nas raizes de
trevo foram observados uma atividade superior das H'-PPases na primeira avaliagio (6 dias) em
relagio a segunda avaliagdo (9 dias). Como as H'-PPases sdo freqiientemente denominadas como
bombas de protons auxiliares as V-H'-ATPases quando o suprimento energético das células esta
baixo, os resultados obtidos confirma esta hipdtese nas raizes de trevo quando comparados com
os teores de agucares soliveis no interior das células (Figura 16 B).

A atividade das H'-PPases nas raizes de trevo foram superiores as de manjericio em
todos os tratamentos na primeira avaliagdo (6 dias). Na segunda avaliacdo (9 dias) a atividade
das H'-PPases foram superiores nas raizes de manjericio apenas no tratamentos com
10 mg C L™ quando comparado com as atividades encontradas nas raizes de trevo nos mesmos
tratamentos (Figura 14 E e F).

Os teores de NO;™ (umoles N-NO; g” massa fresca) nas raizes de manjericdo e trevo
(Figura 15 A e B) apresentaram similaridade de comportamento com a atividade das P-H' -ATPases
(Figura 14 A e B) entre os tratamentos nos dois periodos avaliados (6 e 9 dias). Os teores de N-NOj3
foram maiores na segunda avaliagdo (9 dias) nas duas raizes estudadas, mas os maiores teores de
N-NO;™ encontrados nas raizes na segunda avaliacdo ndo resultou em uma maior inducdo na
atividade da enzima nitrato redutase sugerindo que as raizes estejam acumulando nitrato nos
vacuolos para posterior remobilizacdo e uso (Figura 15 C e D) e também nao influenciou nos teores
de NH;" (Figura 15EeF).

Nas raizes de manjericio o tratamento com 20 mg C L™ do AH foi o que proporcionou
os maiores teores de N-NOs™ na primeira avaliagdo (6 dias) seguidos pelo tratamento com
160 mg C L™ que foram estatisticamente superiores aos tratamentos controle (sem AH), 10 e
40 mg C L. Na segunda avaliagio (9 dias) ndo foram observados diferengnificativas entre os
tratamentos. Nas raizes de trevo foram observados um comportamento similar as raizes de
manjericao nos dois periodos avaliados. Na primeira avalia¢do, os maiores teores de N-NOs’
foram observados nos tratamentos com 20 mg C L™ mas nio diferiu estatisticamente apenas
ao tratamento com 40 mg C L™, e todos os tratamentos com AH foram estatisticamente
superiores ao tratamento controle (sem AH). Na segunda avaliagdo ndo foram determinadas
diferencas estatisticas entre os tratamentos (Tukey, p<0,05).
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Em ambas as raizes aos 6 dias houve maior atividade da nitrato redutase (NR),

. - . + ~ . ~
conseqilientemente menos N-NOs™ e mais N-NH4', em comparagdo com as avaliacdes aos
9 dias, onde ocorreu o contrario (Figura 15).
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Figura 15. Teores de N-NOs™ (umoles de N-NO;™ g™ de massa fresca) (A e B); atividade da
nitrato redutase (umoles N-NO, g™ massa fresca h™") (C e D) e teores de N-NH4" (umoles
N-NH;" g massa fresca) (E e F) nas raizes transformadas de manjericio (A, C ¢ E) e
trevo (B, D e F) aos 6 ¢ 9 dias apds a repicagem para a solucao de cultivo contendo os

tratamentos com acido humico (10; 20; 40; 80; 160 mg C L'e controle). Barras verticais
indicam o erro padrao da amostra. n = 3.
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Nos teores de N-NOj;” entre as duas raizes submetidas aos mesmos tratamentos, foram
determinados os maiores teores para os tratamentos controle, 10 e 160 mg C L™ nas raizes de
manjericio e para o tratamento com 40 mg C L™ nas raizes de trevo na primeira avaliagdo. Na
segunda avaliacdo (9 dias) ndo foram observadas diferencas estatisticas entre as duas raizes
submetidas a0 mesmo tratamento, que pode ser devido ao alto teor de N-NO3™ acumulado por
ambas as raizes.

A atividade da nitrato redutase (umoles N-NO, g'1 massa fresca h™') nas raizes de
manjericdo e trevo (Figura 15 C e D) apresentaram comportamento similar as concentragdes
de NOs nas raizes na primeira avaliagdo (6 dias) apresentando acréscimo em sua atividade até
a concentra¢io de 40 mg C L' e uma pequena queda nas maiores concentragdes (80 e
160 mg C L) nas raizes de manjericdo. Nas raizes de trevo o acréscimo na atividade foram
observadas até a concentragdo de 20 mg C L. Na segunda avaliacdo foram determinados os
menores valores em sua atividade, nas duas raizes, o que pode ser em funcdo do NOj;™ estar
acumulo nos vacuolos e ndo estarem circulando no citossol.

Na atividade da nitrato redutase nas duas raizes submetidas aos mesmos tratamentos,
foram determinados os maiores teores nos tratamentos controle, 40, 80 e 160 mg C L nas raizes
de manjericdo na primeira avaliagdo. Na segunda avaliagdo (9 dias) os tratamentos controle, 10,
80 e 160 nas raizes de manjericdo também foram estatisticamente superiores as raizes de trevo
submetidas a0 mesmo tratamento com acido humico, os demais tratamentos ndo apresentaram
diferencas significativas.

Os teores de N-NH, " (umoles N-NH," g massa fresca) apresentaram comportamento
similar com aos teores de agucares soluveis (Figura 16 A e B), aos teores de N amino livre
(Figura 16 C e D) e a atividade da glutamina sintetase (Figura 16 E e F). Nas raizes de
manjericio o tratamento com 10 mg C L™ foi o que proporcionou os maiores teores de N-NH;"
na primeira avaliacdo (6 dias), mas ndo diferindo significativamente apenas do tratamento
com 20 mg C L. Na segunda avaliagdo (9 dias) os maiores teores foram determinados nos
tratamentos controle ¢ com 10 e 20 mg C L', e os menores teores no tratamento com
160 mg C L. Nas raizes de trevo foi observado um comportamento similar as raizes de
manjericdo nos dois periodos de avaliagdo. Na primeira avaliagdo os tratamentos nao
apresentaram diferencas estatisticas para os teores de N-NH,". Na segunda avaliagdo, os
maiores teores de N-NH, " foram determinados nos tratamentos com 20, 40 e 80 mg C L mas
ndo diferiram significativamente do tratamento com 10 mg C L™ ¢ os menores teores foram
determinados no tratamento com 160 mg C L™

Os teores de N-NH, nas duas raizes submetidas aos mesmos tratamentos, foram
determinados os maiores teores nas raizes de trevo para todos os tratamentos, exceto para o
tratamento com 20 mg C L' na primeira avaliacdo (6 dias). Na segunda avaliacdo (9 dias)
apenas os tratamentos com 40 ¢ 80 mg C L™ nas raizes de trevo apresentaram diferenca
estatisticas comparadas com as raizes de manjericdo submetidas a0 mesmo tratamento.

Nos teores de agucares soluveis (umoles de agtcares soliveis g'1 massa fresca) foram
determinados os maiores teores na primeira avaliacdo (6 dias) quando comparados com os teores
determinados na segunda avaliagdo (9 dias) em ambas as raizes estudadas (Figura 16 A e B). Nas
raizes de manjericao, na primeira avaliagdo, os maiores teores foram determinados no tratamento
com 20 mg C L. Apenas o tratamento com 160 mg C L apresentou teores significativamente
inferiores ao tratamento com 40 mg C L™ e ndo apresentou diferencas para os demais. Na
avaliagdo aos 9 dias, apenas os tratamentos controle (sem AH) e o com 10 mg C L™ apresentaram
teores de agucares soluveis inferiores aos demais tratamentos. Nas raizes de trevo, na primeira
avaliacdo, os maiores teores de aguicares soltiveis foram determinados nos tratamento com 10, 20
e 40 mg C L', mas os demais tratamentos (80, 160 mg C L' e controle) nio apresentaram
diferencas significativas em relagdo ao tratamento com 10 mg C L". Na avaliacio aos 9 dias,
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apenas o tratamento com 80 mg C L™ foi superior ao tratamento controle (sem AH), os demais
tratamentos ndo apresentaram diferencas significativas.
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Figura 16. Teores de agucares soluveis (umoles de agucares soliiveis g massa fresca) (A e B),
de N amino livre (umoles N amino livre g”' massa fresca) (C e D) e atividade da Glutamina
Sintetase (nmoles y-glutamil g' massa fresca) (E e F) nas raizes transformadas de
manjericao (A, C e E) e trevo (B, D e F) aos 6 € 9 dias apds a repicagem para a solugdo de
cultivo contendo os tratamentos com acido humico (10; 20; 40; 80; 160 mg C L' e
controle). Barras verticais indicam o erro padrdao da amostra. n = 3.
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Os teores de agucares soluveis entre as duas raizes submetidas aos mesmos
tratamentos, foram diferentes apenas nos tratamentos com 20 e 80 mg C L na primeira
avaliacdo, sendo superiores nas raizes de manjericdo, e no tratamento com 10 mg C L™ na
segunda avaliagdo, sendo superiores nas raizes de trevo. Estes resultados demonstram que
ambas as raizes responderam melhor a adi¢do de adcido himico na primeira avaliagdo (6 dias),
e que existe uma semelhanca no metabolismo energético entre as duas raizes.

Para os teores de N-amino livre (umoles de N amino livre g massa fresca) foram
determinados os maiores teores na primeira avaliagdo (6 dias) quando comparados com os
teores determinados na segunda avaliacdo (9 dias) nas raizes de manjericio e apenas no
tratamento controle nas raizes de trevo (Figura 16 C e D). Nas raizes de manjericdo, na
primeira avaliagdo, os menores teores foram determinados no tratamento com 80 mg C L™
mas ndo diferiram significativamente do tratamento com 160 mg C L™, os demais tratamentos
foram estatisticamente superiores. Na avaliagdo de 9 dias, apenas os tratamentos com 10 e
20 mg C L™ apresentaram teores de N-amino livre superiores ao tratamento com 80 mg C L™
Nas raizes de trevo, na primeira avaliacdo, os maiores teores de N-amino livre foram
determinados no tratamento com 20 mg C L' mas néo diferiram significativamente do tratamento
com 10 mg C L. O tratamento com 10 mg C L™ foi superior dos tratamentos com 80 e
160 mg C L™ e ndo apresentou diferengas aos tratamentos controle (sem AH) e com 40 mg C L™.

Os maiores teores de N-amino livre ocorreram nas raizes de trevo para todos os
tratamentos, exceto para os tratamentos com 40 e 160 mg C L' na primeira avaliagio (6 dias).
Na segunda avaliagdo (9 dias) as raizes de trevo apresentaram os maiores teores de N-amino
livre em todos os tratamentos. Estes resultados demonstram que ambas as raizes responderam
melhor a adi¢do de 4cido himico na primeira avaliacdo (6 dias), ¢ que as raizes de trevo
mantiveram sua alta atividade metabolica na segunda avaliagdo (9 dias).

A Glutamina Sintetase (GS) apresentou maior atividade nos tratamentos com acidos
himicos em ambas as raizes, sendo superiores na primeira avaliagdo. O tratamento com
20 mg C L apresentou indugio na atividade da GS em todas as avaliacdes e em ambas as
raizes, exceto nas raizes de trevo na avaliacdo aos 6 dias. Estes resultados sugerem que as
raizes de manjericdo, por apresentarem uma atividade maior e mais homogénea entre os
periodos de avaliagdo, podem apresentar um desenvolvimento superior as raizes de trevo. As
duas raizes estudadas, manjericao e trevo, utilizam diferentemente a energia disponivel, teor
de agucar soluvel, na reducao do N.
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4. CONCLUSOES

O 4cido humico influenciou, positivamente, a atividade das bombas de protons
(P-H'-ATPases, V-H -ATPases e H' -PPases) e 0 metabolismo do nitrogénio avaliadas pelas
fragdes soluveis (teores de N-NO3~, N-NH,", N-amino livre, agtcares soluveis e nas atividades
da Nitrato Redutase e da Glutamina Sintetase) nas raizes de manjericao e trevo estudadas.

Os teores das fragdes soluveis e atividades da NR e GS foram mais expressivos na
avaliacdo aos 6 dias ap6s a montagem do experimento, o que pode ser em decorréncia a um
maior estimulo proporcionado inicialmente pelo 4cido hiimico, exceto na avaliagdo do N-NO3',
conseqiientemente, estes maiores teores podem ser em decorréncia de uma maior absor¢ao
inicial resultando em um maior acimulo de NOs™ nos vacuolos.

Com embasamento nas analises realizadas, podemos concluir que a concentragdo de
20mg CL" presente no 4cido himico proporcionou os melhores resultados para o
desenvolvimento das raizes transformadas estudadas, manjericao e trevo, nos dois periodos de
avaliagao.

As raizes de manjericdo e trevo apresentaram metabolismos distintos, e que foram
influenciados pelos tratamentos com 4cido hlimico aos quais foram submetidas.

76



CAPITULO IV

INFLUENCIA DO NITRATO NA ATIVIDADE DAS BOMBAS DE
PROTONS E NO METABOLISMO DO NITROGENIO EM RAIZES
TRANSFORMADAS DE MANJERICAO E TREVO
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia de duas concentragdes de nitrato (0,5 e
5,0 mmoles L) na atividade das bombas de protons (P-H-ATPase, V-H -ATPase e H'-PPase) ¢
no metabolismo do N as 0, 12, 24 ¢ 48 horas em raizes transformadas de manjericdo (Ocimum
basilicum L.) e trevo (Trifolium repens L.) ap6és um periodo de 72 horas sem N na solucdo de
cultivo. As raizes de manjericio e trevo apresentaram comportamentos distintos quando
submetidos as diferentes concentragdes de nitrato e, conseqilientemente, diferencas na absor¢ao,
armazenamento ¢ remobiliza¢do. As raizes de manjericdo apresentaram indugdo na atividade da
P-H'-ATPase imediatamente ap6s contato com as solugdes de N-NO5’, sendo mais expressiva na
concentragio de 5,0 mmoles L™ que também apresentou maiores atividades das V-H -ATPases,
da Nitrato Redutase (NR) e Glutamina Sintetase (GS) e os maiores teores de N-NOs'. As raizes de
trevo apresentaram comportamentos contrarios, na atividade das P-H'-ATPases, sendo
determinado indugdo na concentracdo de 5,0 mmoles L e inibicdo em 0,5 mmol L nas
avaliagOes até 24 horas. Os teores de NOj™ apresentaram comportamento similar a atividade das
P-H'-ATPases na concentracio de 5,0 mmoles L' em ambas as raizes. Os maiores teores de
N-NOs encontrados nas raizes de manjericdo ndo resultaram numa maior indug¢do na atividade
das enzimas NR e GS. Nao foram observados incrementos significativos entre as duas
concentragdes de NOs™ quanto aos teores de aguicares soliveis ¢ N amino livre. O periodo de 72
horas de contato das raizes com a solu¢do sem N ndo foi suficiente para o esgotamento do N no
interior celular, sendo mais notdrio nas raizes de manjericao, mostrando que estas raizes sao mais
eficientes em armazenar N-NOj3™ no vacuolo para posterior particdo, em caso de deficiéncia de N,
e atender suas exigé€ncias metabdlicas do que as raizes de trevo. A NR foi influenciada pela
disponibilidade de esqueletos de carbono (acucares) e ndo pela concentragdo de N-NOj;™ no
citossol celular.

Palavras chave: Metabolismo primario. Dindmica da absorg¢do. Incorporagdo do nitrogénio.
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ABSTRACT

The objective this study was to evaluate the influence of two nitrate concentrations (0.5 and
5.0 mmoles L) in the activity of protons pumps (P-H'-ATPase, V-H"-ATPase and H'-PPase)
and in the N metabolism of at 0, 12, 24 and 48 hours in transformed roots of basil (Ocimum
basilicum L.) and clover (Trifolium repens L.) after a period of 72 hours without N in the
solution. The basil roots and clover presented different behaviors when submitted to the
different concentrations of nitrate and, consequently, differences in the absorption, storage and
remobilization. The basil roots presented induction immediately in the activity of P-H -ATPase
after contact with the N-NOj;  solutions, being more expressive in the concentration of
5.0 mmoles L™ that also presented larger activities of V-H-ATPases, of the Reductase Nitrate
(RN) and Glutamine Sintectase (GS) and the largest tenors of N-NOj;. The clover roots
presented contrary behaviors, in the activity of P-H'-ATPases, being certain induction in the
concentration of 5.0 mmoles L and inhibition in 0.5 mmol L in the evaluations up to
24 hours. The levels of NO;™ presented similar behavior to the activity of the P-H -ATPases in
the concentration of 5.0 mmoles L' in both roots. The largest levels of N-NOj;™ found in the
basil roots didn't result in a larger induction in the activity of the enzymes RN and GS.
Significant increments were not observed among the two concentrations of NOs™ in relation to
the levels of soluble sugars and free N amine. The period of 72 hours of contact of the roots
with the solution without N was not enough for the exhaustion of N in the cellular
compartiments, specially with basil roots, showing that this species is more efficient in storing
N-NOs™ in the vacuole for subsequent partition, in case of deficiency of N, and to assist it’s
metabolic demands than clover roots.

Key Words: Primary metabolism. Dynamics of absorption. Incorporation of nitrogen.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, problemas relacionados ao custo dos fertilizantes nitrogenados e a poluicao
por nitrato (NO3') tém levado a sele¢do de variedades vegetais que absorvam e metabolizem o
nitrogénio (N) do solo mais eficientemente. A forma de N absorvida pelas plantas ¢
determinada principalmente pela sua abundancia e acessibilidade, o que faz do NO;3™ e do NH,"
as formas mais importantes para a nutricio sob condi¢des de cultivo (WIREN et al., 1997)
sendo o NOs™ a fonte de N mineral mais importante para o crescimento das plantas em solos
bem aerados. A capacidade de rapido acimulo de NOs™ pode propiciar um maior estoque de N
disponivel para o metabolismo das plantas nas fases posteriores de seu ciclo de vida (SOUZA et
al., 1998) ou quando o suprimento externo de N torna-se limitante (MACDUFF et al., 1989).

O transporte de NO; da rizosfera para o interior celular é termodinamicamente
desfavoravel em termos de gradiente de potencial elétrico e quimico, assim, a absor¢do de
NO;™ requer energia, como uma for¢a proton-motriz, que ¢ proporcionada por bombas
eletrogénicas (H'-ATPases). Essas enzimas existentes na plasmalema e no tonoplasto, assim
como as H'-PPases no tonoplasto, viabilizam a absor¢do e remobilizagdo de solutos e ions
como o NO;" (PALMGREN et al., 2001). Assim como para os transportadores, o NOj3
também atua sobre estas enzimas. (SANTI et al. 1995) observaram um aumento na quantidade
de H'-ATPases e alteracio dos pardmetros cinéticos destas enzimas em plasmalema de raizes
de milho quando expostas ao NOs'". Para absorver o NO; existem dois sistemas de transporte
na membrana celular: o de alta afinidade (HATS - high affinity transport system) e o de baixa
afinidade (LATS — low affinity transport system) (GLASS et al., 2001; FORDE, 2000). O
transporte através destes sistemas ¢ regulado pela quantidade de nutriente disponivel a planta.
Os HATS funcionam quando a concentracdo de NOs™ na solu¢do (do solo ou nutritiva) ¢
baixa, e os LATS, quando a concentragao ¢ alta.

Uma vez no interior da célula, o NO;3™ absorvido pode ser reduzido a nitrito (NO;) e
depois a NH,", armazenado no vactiolo ou exportado pelos vasos condutores para as regides
de consumo na parte aérea. A primeira etapa da assimilacdo do NO3™ ocorre no citossol pela
acdo da enzima nitrato redutase (NR) que catalisa a redu¢do do NO;™ a NO;," com gasto de
poder redutor na forma de NAD(P)H. O NO, apds entrar nos plastidios (proplastidios em
raizes e cloroplastos na parte aérea) é reduzido a NH,™ pela acdo da enzima nitrito redutase
(NiR) utilizando ferredoxina reduzida. O NH4" é entdo incorporado em esqueletos de carbono
pelo sistema enzimatico GS/GOGAT (Glutamina Sintase/Glutamato Sintase). Novamente no
citoplasma, o glutamato sofre transaminacdes pela a¢do das enzimas aminotransferases dando
origem a outros aminodcidos, que por sua vez dardo origem as proteinas (TISCHNER, 2000).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia de duas concentragdes de nitrato (0,5 e
5,0 mmoles L") na atividade das bombas de protons (P-H-ATPase, V-H-ATPase ¢ H'-PPasc)
e no metabolismo do N as 0, 12, 24 e 48 horas apds um periodo de 72 horas sem N na solucao
de cultivo em raizes transformadas de manjericdo (Ocimum basilicum L.) e trevo (Trifolium
repens L.).
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2. MATERIAL E METODOS

Para avaliar a influéncia do nitrato (NOs'), na atividade das bombas de prétons
(P-H-ATPase, V-H'-ATPase ¢ H'-PPase) e no metabolismo do N, foram repicados,
separadamente, dois segmento de raizes transformadas (RTs) de manjericio (Ocimum
basilicum L.) (NICOMEDES JUNIOR, 2003) e trevo (Trifolium repens L.) (BERBARA,
1995) com cinco centimetros (cm) de comprimento para erlenmeyers (capacidade de 250 mL)
com 75 mL de meio minimo liquido (BECARD & FORTIN, 1988), com pH ajustado para
5,80 e contendo 2,8 mmoles L' de N-NOj, foram acondicionados em agitadores horizontais,
com movimento orbital a 90 rpm, em temperatura ambiente de 26 °C e na auséncia da luz.

Trinta dias apds a repicagem (DAR) o meio minimo, no qual as raizes transformadas
foram cultivadas, foi substituido por uma nova solugdo de meio minimo liquido sem
nitrogénio (mas contendo todos os outros nutrientes € nas mesmas concentragdes do meio
minimo padrdo) (Tabela 10), no qual permaneceram por 72 horas visando o esgotamento do N
soluvel no interior das células. Apos as 72 horas, a solugcdo sem N foi substituida por outra
solucdo contendo as concentracdes de 0,5 ¢ 5,0 mmoles L' de N-NOs, e as avaliacdes
realizadas as 0, 12, 24 ¢ 48 horas seguintes (Figura 17).

Oh 12h 24 h 48 h
Repicagem das raizes 30 DAR v l l v

0,5 mmoles 1 N-NO5

2,8 mmoles 1 N-NO3 72 h s/N

5,0 mmoles L' N-NOy

Figura 17. Esquema do experimento realizado para a avaliagdo da dinamica de absor¢ido de NO;
nas raizes transformadas de manjericdo e trevo cultivadas com 2,8 mmoles L' de N-NO;3 até
os 30 dias apos a repicagem (DAR) e submetidos, ap6s 72 horas sem N, aos tratamentos com
0,5 ou 5,0 mmoles L' de N-NOj" As coletas foram realizadas as 0, 12, 24 ¢ 48 horas
seguintes.

O experimento foi montado num esquema fatorial 2x2x4, sendo duas raizes transformadas
(manjericao e trevo), duas concentragdes de N-NOj3™ (0,5 e 5,0 mmoles LYe quatro periodos de
avaliagdo (0, 12, 24 e 48 horas apds a adigdo de N- NOj'), em quatro repetigdes.

Foram avaliados: a atividade das bombas de protons (P-H'-ATPase, V-H'-ATPase ¢
H'-PPase) (YANG et al., 2002, com modificagdes de SANTOS, 2006), a atividade da Nitrato
Redutase (JAWORSKI, 1971), da Glutamina Sintetase (FARDEN & ROBERTSON, 1980)
com modificagdes de SOUZA et al. (2007) e as fracdes soluveis (FERNANDES, 1983) N-
amino livre (YEMM & COCKING, 1955), N-NH," (FELKER, 1977), N-NO;" (CATALDO et
al., 1975) e acucares soluveis (YEMM & WILLIS, 1957) (Anexo 1).

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia utilizando o software
estatistico Sisvar (FERREIRA, 1998), e as médias comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Tabela 10. Composi¢ao do meio minimo (MM) modificado, utilizado para o cultivo das
raizes transformadas de manjericdo e trevo, com as concentracdes de N-NOs™ estudadas

(0,5 ¢ 5,0 mmol L™).

MM MM c_?m ) MM c_?m _
Reagentes 0,5 mmol L N-NO3; 5,0 mmol L N-NO3;
............................... e —

MgS04.7H,0 731,0 73,54 56,27
KNO; 80,0 - 16,85
Ca(NOs),.4H,0 288.0 5,9 22,82
KH,PO, 4,8 - 0,48
KCl 65,0 3,73 -
KI 0,75 0,75 0,75
NaFeEDTA 8,0 8,0 8,0
MnCl,.H,O 6,0 6,0 6,0
H;BO;3 1,5 1,5 1,5
CuS04.5H,0 0,13 0,13 0,13
Na,Mo004.2H,0 2,4 2,4 2,4
ZnS04.7H,0 2,65 2,65 2,65
Mio Inositol 50,0 50,0 50,0
Glicina 3,0 3,0 3,0
Tiamina.HCI 0,10 0,10 0,10
Pirodoxina.HCI 0,10 0,10 0,10
Acido Nicotinico 0,50 0,50 0,50
Sacarose 10000 10000 10000
Mg(NO3)2 - - 17,96
CaS0Oq - 9,74 -
K,SOq4 - 9,86 -
K,>HPO, - 0,61 -
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O transporte N-NOs" da regido da rizosfera para o interior celular ¢ termodinamicamente
desfavoravel, assim, a absor¢do de nitrato requer uma forga proton-motriz, que € proporcionada
pelas bombas eletrogénicas (H -ATPases) existentes na membrana plasmatica. Assim como para
os transportadores, 0 NOs™ também atua sobre estas enzimas. As duas concentragcdes de N-NOs
estudadas na solugdo de cultivo (0,5 e 5,0 mmoles L") apresentaram inducdo bastante
diferenciadas sobre a atividade das P-H'-ATPase (membrana plasmatica) (umolPi mg 'ptn min™"),
tanto para as raizes de manjericdo como para as de trevo (Figura 18 A e B).

As raizes de manjericdo submetidas a concentracdo de 5,0 mmoles L' de N-NO5
proporcionaram indugio na atividade das P-H'-ATPases imediatamente apds contato com a
solugdo, avaliadas as 12 e 24 horas apo6s, sendo esta indugdo mais expressiva as 24 horas de
contato, a seguir houve uma pequena queda em sua atividade (48 horas) o que pode ser
decorrente da estabilizacdo na absorcdo do N-NO;  pelas raizes devido a reposicdo de
quantidades internas satisfatorias para seu desenvolvimento normal e possivel acimulo do
NO;™ excedente nos vacuolos. As raizes submetidas a concentracdo de 0,5 mmol L' de
N-NOs™ apresentaram uma atividade linear crescente para as P-H-ATPases (R> = 0,9652) e
apresentaram um indu¢do em sua atividade nas coletas seguintes (24 e 48 horas), mas sempre
inferiores 4 atividade encontrada na concentraco de 5,0 mmoles L™ de N-NO5".

As raizes de trevo submetidas a concentragio de 5,0 mmoles L' de N-NOj
apresentaram inducdo na atividade das P-H'-ATPases imediatamente apds contato com a
solucdo e mantiveram uma atividade linear crescente (R* = 0,9160) até a ultima avalia¢io
(48 horas), mas sempre inferior a atividade encontradas nas raizes de manjericdo para as
mesmas concentracdes de NO;3~. As raizes submetidas a concentracdo de 0,5 mmol L' de
N-NO;™ apresentaram inibicdo na atividade das P-H'-ATPases na segunda e terceira
avaliagdes (12 e 24 horas) e apresentaram um indu¢do em sua atividade na coleta seguinte
(48 horas) o que pode ser em decorréncia a um estimulo tardio na absor¢ao de N-NOj;™ sob
baixas concentragdes por estas raizes, mas sempre inferiores a atividade induzida pela
concentracdo de 5,0 mmoles L!de N-NOs'.

Os valores das atividades das P-H'-ATPases nas raizes de trevo foram inferiores a
atividade verificada nas raizes de manjericdo, nas duas concentragdes de N-NO; (0,5 e
5,0 mmoles L) e em todos os periodos de avaliagdo, o que pode ser uma diferenca entre
espécies vegetais na eficiéncia da absor¢ao do NOs'.

SANTOS (2006) observou que apos a adi¢do do nitrato na solugao a planta comegou
a absorvé-lo imediatamente ocasionando a acidificagdo do citossol (simporte de 1 NO3 /2 H")
que ¢ controlada pela extrusdo de grande quantidade de protons através da agdo das P-H'-
ATPases, que ¢ entdo equilibrado com o decorrer do tempo.

As atividade das V-H'-ATPases (umolPi mg'ptn min™) das raizes de manjericdo
(Figura 18 C) submetidas a concentrago de 5,0 mmoles L™ de N-NO;™ apresentaram o mesmo
comportamento da atividade das P-H'-ATPases, ou seja, tiveram indugdo em sua atividade até
as 24 horas ap6s o contato com a solugdo e na avaliagdo seguinte (48 horas) houve pequena
queda em sua atividade. Este comportamento esta relacionado com a quantidade de NOs™ no
citossol para garantir teores minimos para o metabolismo das raizes sem interferir no seu
desenvolvimento. As raizes submetidas a concentracdo de 0,5 mmol L' de N-NO5
apresentaram comportamento semelhante & concentragdo de 5,0 mmoles L™, mas com atividade
inferior no periodo entre 24 e 48 horas de contato com a solug¢do e sempre com menor atividade
quando comparadas a atividade com 5,0 mmoles L™ de N-NOj5".
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Figura 18. Atividade das P-H-ATPases (A e B), das V-H-ATPases (C ¢ D) e das H'-PPases
(E ¢ F) (nmolPi mg'ptn min™) nas raizes transformadas de manjericio (A, C e E) ¢ trevo
(B, D e F) as 0, 12, 24 e 48 horas ap6s um periodo de 72 horas sem N na solucdo, e
submetidas a duas concentragdes de N-NO;™ (0,5 ¢ 5,0 mmoles L™). Detalhes nas figuras
internas com escalas ajustadas. Barras verticais indicam o erro padrao da amostra. n = 4.
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As raizes de trevo (Figura 18 D) submetidas as duas concentragao de N-NO;™ (0,5 e
5,0 mmoles L") apresentaram comportamento inverso ao das raizes de manjericdo no qual foi
observado inibicdo na atividade das V-H -ATPases até as 24 horas de contato com a solucdo,
e houve uma pequena indug@o no periodo entre 24 e 48 horas, mas que foram bem inferiores
quando comparados com as raizes de manjericao submetidas aos mesmos tratamentos.

O aumento da atividade das V-H'-ATPases apos a adi¢do do NO;™ a solucdo pode ser
uma estratégia das raizes para o controle de cargas no interior dos vactiolos que tendem a ficar
muito eletrogénicos com a entrada de grande quantidade de NOj3™ que ocorre através de um
canal e de um antiporte (ANGELI et al., 2006), que ¢ controlada pelo bombeamento de
protons para dentro deste compartimento (RATAJCZAK, 2000).

As raizes de manjericio submetidas a concentragio de 5,0 mmoles L' de N-NOj’
apresentaram uma pequena indugdo na atividade das H'-PPases (umolPi mg'ptn min™)
24 horas apos contato com a solucdo (Figura 18 E) e que a seguir houve uma queda em sua
atividade (48 horas). As raizes submetidas a concentragio de 0,5 mmol L' de N-NOs
também apresentaram, inicialmente, uma inducdo na atividade das H'-PPases (12 horas) e
uma inibi¢do em sua atividade nas avaliacdes seguintes (24 e 48 horas) e foram superiores a
atividade induzida pela concentragdo de 5,0 mmol L™ de N-NOj".

As raizes de trevo (Figura 18 F) submetidas as duas concentragdes de N-NOs™ (0,5 e
5,0 mmoles L") apresentaram inibigdo na atividade das H'-PPases imediatamente apos contato
com a solucdo (12 horas) e tiveram um aumento em sua atividade até a ultima avaliacdo (24 e
48 horas) mas sempre foram inferiores a atividade verificada nas raizes de manjericao, nas duas
concentragdes de N-NO3™ (0,5 e 5,0 mmoles L) e em todos os periodos de avaliagio.

As H'-PPases sio freqilentemente denominadas como bombas de protons auxiliares as
V-H'-ATPases quando o suprimento energético das células estd baixo, neste caso foi
observado uma atividade inversa tanto para as raizes de manjericio como para as de trevo
quando comparados com os teores de aglicares soliveis no interior das células (Figura 18 F).

Os teores de NO3™ (umoles N-NO;™ g massa fresca) nas raizes de manjericio e trevo
(Figura 19 A e B) apresentaram comportamento similar a atividade das P-H -ATPases (Figura
18 A e B) para a concentragido de 5,0 mmoles L™ de N-NO3, ou seja, apresentaram um
acréscimo em sua concentracdo até a avaliacdo de 24 horas apos a adi¢do das solugdes com
NO;™ e um ligeiro decréscimo na avaliagdo seguinte (48 horas). Para a concentragdo de
0,5 mmoles L' de N-NO;™ os teores de NOs™ nas raizes foram inversamente proporcionais a
atividade das P-H'-ATPases, estes dados reforcam as sugestdes de SANTOS (2006) nos
quais a atividade das P-H'-ATPases sdo decorréncia da acidificagio do citossol celular
através da absor¢do do NOj;™ (simporte de 1 NOs /2 H+) ¢ nao sendo a absorcdo de NO3; uma
conseqiiéncia da ativagdo das bombas de protons.

O periodo de 72 horas de permanéncia das raizes de manjericdo e trevo na solugdo
sem N ndo foi suficiente para a total remobilizag¢do das reservas de N, isto pode ser explicado
pela presenca de NO; na primeira avaliagdo (zero hora) que foram superiores nas raizes de
manjericdo, em quase 10 vezes, quando comparado com as raizes de trevo, que também
respondeu inferiormente a absor¢do deste nutriente, sendo mais expressiva para a solugdo com
5,0 mmoles L' de N-NOs" nas duas espécies de raizes estudadas.

Do ponto de vista metabodlico, o acimulo de NOs™ nos tecidos da-se pelo alto influxo do
anion sem que haja disponibilidade de poder redutor proveniente do NADH ou NADPH para a
reducdo no NO;3 a NO; pela enzima nitrato redutase (CAMPBELL, 1999), e da ferredoxina
para a reducdo, pela nitrito redutase, do NO,  a NH4", cuja assimilagdo também depende da
disponibilidade de esqueletos de carbono (aglicares) para a formacdo de aminodcidos ou por
mecanismos desenvolvidos pela adaptacdo das espécies quanto a disponibilidade de NOs™ na
solu¢do que induzir os transportadores de alta ou baixa afinidade para NOs'.
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Figura 19. Teores de N-NOs™ (umoles de N-NO;™ g™ de massa fresca) (A e B); atividade da
nitrato redutase (umoles N-NOy’ g'1 massa fresca h™) (C e D) e teores de N-NH4" (umoles
N-NH;" ¢ massa fresca) (E e F) nas raizes transformadas de manjericio (A, C ¢ E) e
trevo (B, D e F) as 0, 12, 24 e 48 horas apds um periodo de 72 horas sem N na solugdo, e

submetidas a duas concentragdes de N-NO;™ (0,5 ¢ 5,0 mmoles L™). Barras verticais
indicam o erro padrao da amostra. n = 4.

Os maiores teores de N-NOs™ encontrados nas raizes de manjericdo nao resultaram
numa maior inducdo na atividade da enzima nitrato redutase, que apresentou atividade
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semelhante as raizes de trevo nas duas concentragdes de NO3; e em todos os periodos de
avaliacio, e conseqiientemente, nio foram determinadas diferengas nos teores de NH," entre
as duas raizes estudadas. Estes resultados demonstram que o NO;  absorvido pode ser
reduzido a NH4" no citossol e o excesso armazenado nos vactiolos enquanto que a atividade
da NR reflete a circulagdo do nitrato no citossol das células, que ndo sdo influenciadas pelo
NO;™ acumulado no vacuolo (COOKSON et al., 2005). Dessa forma, independentemente da
concentragdo de NO; na solugdo externa, a concentracdo de NO;3 no citossol ¢ a mesma,
enquanto que teores superiores de NO3™ absorvidos podem ser armazenados nos vacuolos.

A atividade da nitrato redutase (umoles N-NO, g massa fresca h™') tanto nas raizes de
manjericdo como na de trevo (Figura 19 C e D), demonstrou comportamento similar aos teores
de NOs™ nas duas concentragdes de N-NOj3™ da solugao (0,5 e 5,0 mmoles L'l), apresentando
acréscimo em sua atividade nas avaliagdes de zero a 24 horas e um ligeiro decréscimo na
avaliacdo seguinte (48 horas). A adi¢do da solugdo com 0,5 mmoles L' de N-NOs resultou em
atividade da nitrato redutase superior a solu¢io com 5,0 mmoles L™ na avaliacio de 12 horas
nas raizes de trevo, este fato pode ser em decorréncia a uma necessidade metabdlica das raizes
como pode ser observado pela maior concentragdo de NH4  (Figura 19 F) decorrente da sua
maior atividade da nitrato redutase.

A nitrato redutase (NR) ¢ de grande importancia no metabolismo do N desenvolvendo
uma etapa primordial na via de assimilagdo no qual a execugdo desta via metabdlica implica,
pelo menos, no consumo de oito elétrons e na geragio de NH,', o que representa consideravel
dreno de energia metabolica.

Nos teores de aclicares soliveis (umoles aglicares soliveis g' massa fresca) ndo foram
observados incrementos significativos mesmo ap6s a adi¢do de NOj3™ a solugdo de crescimento das
raizes de manjericdo e trevo (Figura 20 A e B) mesmo apds um periodo de 72 horas sem N na
solugdo, podendo ser notado uma pequena queda em seus teores nos periodos de avaliagdo. Isto
pode ser em decorréncia de uma remobiliza¢do das reservas de N durante o periodo de estresse por
falta de N, e que, apds a adigdo dos tratamentos as raizes armazenaram grandes quantidades do
N-NOj" absorvido para suprir o que foi gasto e garantir suprimento deste nutriente futuramente.

Nos teores de N amino livre (umoles N amino livre g massa fresca) ndo foram
observados incrementos significativos apos a adi¢do de NOs™ a solucdo de crescimento das
raizes de manjericao e trevo (Figura 20 C ¢ D) mesmo apds um periodo de 72 horas sem N na
solugdo, podendo ser notado uma pequena queda nas primeiras 12 horas de avalia¢do. Estes
resultados sugerem que as raizes nao se encontravam sob estresse por falta de N, ou mesmo
que, a remobiliza¢do do NO;™ armazenado foi suficiente para manter os teores de N amino nas
raizes. Tanto para os teores de aglicares soliveis como para os de N amino livre foram
determinados os maiores teores nas raizes de trevo.

O amonio ¢ utilizado na sintese de glutamina e glutamato, que servem como doadores
de nitrogénio para as reagdes biossintéticas. A assimilagio do NH4" pode ocorrer através de
duas vias, sendo que a principal delas envolve duas enzimas: a glutamina sintetase (GS) e a
glutamato sintase (GOGAT), a segunda via envolve a enzima glutamato desidrogenase
(GDH). A primeira via, GS-GOGAT, ¢ a principal responsavel pela assimilagio de NH;" em
condi¢des limitantes deste composto e a segunda via, GDH, tem maior funcionalidade quando
a concentragdo de NH," ¢ alta, pois a GDH possui uma afinidade relativamente baixa com
este composto (MERRICK & EDWARDS, 1995).

Foi determinada uma baixa atividade da Glutamina Sintetase (GS) em ambas as raizes
(Figura 20 E e F). A atividade da nitrato redutase encontradas nas raizes apds um periodo de
72 horas sem nitrogénio conseqiientemente resultou em uma atividade semelhante da GS nos
mesmos periodos de avaliacdo. Nas raizes de manjericdo foi determinada uma atividade
linear crescente da GS quando submetidas na concentragdo de 5,0 mmoles L' N-NO;™ até a
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ultima avaliacdo (48 horas) e na solucao de 0,5 mmoles L' foi determinada uma indugdo em sua

atividade na segunda e terceira avaliacdes (12 e 24 horas) e uma inibi¢do na avaliacdo de
48 horas.
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Figura 20. Teores de aglicares soliveis (umoles de aglicares soliiveis g massa fresca) (A e
B), de N amino livre (umoles N amino livre g massa fresca) (C e D) e atividade da
Glutamina Sintetase (nmoles y-glutamil g massa fresca) (E e F) nas raizes transformadas
de manjericao (A, C e E) e trevo (B, D e F) as 0, 12, 24 e 48 horas ap6s um periodo de 72
horas sem N na solu¢do, e submetidas a duas concentracdoes de N-NO; (0,5 e 5,0
mmoles L ™). Detalhes no inserto na figura interna (C) com escala ajustada. Barras
verticais indicam o erro padrdo da amostra. n=4.
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4. CONCLUSOES

O periodo de 72 horas de contato das raizes com a solugdo sem N ndo foi suficiente
para o esgotamento do N no interior celular, sendo mais notdrio nas raizes de manjericao,
mostrando que estas raizes sdo mais eficientes em armazenar N-NOs;  no vacutolo para
posterior parti¢ao, em caso de deficiéncia de N, e atender suas exigéncias metabolicas do que
as raizes de trevo.

As raizes de manjericdio apresentaram indugdo na atividade da P-H'-ATPase
imediatamente apds contato com as solu¢des de N-NOs', sendo mais expressiva na concentragao
de 5,0 mmoles L que também apresentou maiores atividades das V-H'-ATPases, da Nitrato
Redutase (NR) e Glutamina Sintetase (GS) e os maiores teores de N-NO;'.

As raizes de trevo apresentaram comportamentos contrarios, na atividade das
P-H"-ATPases, sendo determinado induco na concentragdo de 5,0 mmoles L™ e inibicdo em
0,5 mmol L™ nas avaliacdes até 24 horas.

Os maiores teores de N-NOs™ encontrados nas raizes de manjerico nao resultaram numa
maior inducdo na atividade das enzimas NR e GS, resultando no armazenamento do NOs
absorvido para um futuro estresse por falta de N na solugao.
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CAPITULO V

INTERACAO ACIDO HUMICO - NITRATO NA ATIVIDADE DAS
BOMBAS DE PROTONS E NO METABOLISMO DO NITROGENIO
EM RAIZES TRANSFORMADAS DE MANJERICAO E TREVO
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a dindmica da absor¢do-acimulo-remobilizagdo do N-NOj5
através da atividade das bombas de protons e do metabolismo do nitrogénio em raizes
transformadas de manjericdo (Ocimum basilicum) e trevo (Trifolium repens L.) crescidas em
meio MM enriquecido com 4cido humico (10 ¢ 20 mg C L™ e controle sem AH) aos 6, 9 e
15 dias ap0s a repicagem das raizes. Nos tratamentos com AH (10 e 20 mg C L) ¢ nitrato (0,5
e 5,0mmol L'l) foram determinados as maiores atividades das P-H -ATPases, V-H -ATPases,
H'-PPases, nitrato redutase (NR) e da glutamina sintetase (GS) bem como os maiores teores de
amoénio (NH4") e acticares soliveis na avaliacdo de 6 dias (primeira avaliagio) e também foram
determinados os menores teores de N-NO; e N-amino livre, sendo mais expressivos na
concentragdo de 20 mg C L™ (controle sem AH<10<20 mg C L) na concentragio de 5,0
mmol L' de N-NO;, sendo determinado um comportamento inverso no decorrer das
avaliagdes (9 e 15 dias). As raizes transformadas de manjericdo e trevo apresentaram maiores
influéncias da interacdo do acido humico com nitrato (AH - N-NOs") nas avaliagdes aos seis
dias, para todas as avaliagdes realizadas, resultando em maiores teores de N-NO3™ e N-amino
livre nas células vegetais nas avaliagdes seguintes (9 e 15 dias). As raizes submetidas aos
tratamentos com acidos humicos (10 e 20 mg C L™), nas duas concentragdes de nitrogénio em
solugdo (0,5 ¢ 5,0 mmoles L™ de N-NO5") apresentaram os maiores beneficios na atividade
das bombas de protons e no metabolismo do nitrogénio em todos os periodos de avaliacdo,
confirmando a bioatividade dos acidos hiimicos. As P-H-ATPases tiveram, inicialmente, as
maiores influéncias em sua atividade da interagdo AH - N-NOs’, e uma significativa diminuigado
no decorrer das avaliagdes (9 e 15 dias).

Palavras chave: Substancias humicas. Raizes em cabeleira. Metabolismo primario.
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ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the dynamics of the absorption-accumulation-
remobilization of N-NOj™ through the activity of the protons pumps and the metabolism of the
nitrogen in transformed roots of basil (Ocimum basilicum L.) and clover (Trifolium repens L.)
grown in MM enriched with humic acid (10 and 20 mg C L™ and control without AH) after 6, 9
and 15 days. In the treatments with AH (10 and 20 mg C L) there were certain P-H-ATPases's
activities, V-H'-ATPases, H'-PPases, redutase nitrate (RN) and glutamine sintetase (GS) as
well as the high levels of ammonium (NH4") and soluble sugars in the evaluation of 6 days (first
evaluation). They were also small levels of N- NO;™ and free N-amino, being more expressive in
the concentration of 20 mg C L™ (controls without AH<10<20 mg C L") in the concentration
of 5.0 mmol L™ of N-NO5". There was an inverse behavior between samples (9 and 15 days).
The transformed roots of basil and clover presented larger influences of the interaction of the
humic acid with nitrate (AH - N-NOs’) in the evaluations after six days, resulting in larger levels
of N-NOs and free N-amino in the vegetable cells in the later evaluations. The roots submitted
to the treatments with humic acids (10 and 20 mg C L™), in the two concentrations of nitrogen
in solution (0.5 and 5.0 mmoles L™ of N- NO5") presented the largest benefits in the activity of
the protons pumps and in the metabolism of the nitrogen in all the evaluation periods,
confirming the bioactivity of the humic acids. P-H -ATPases presented, initially, the largest
influences in this activity.

Key Words: Humic substances. Hairy roots. Primary mebabolism.
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1. INTRODUCAO

O nitrogénio ocupa posi¢ao de destaque entre os elementos essenciais ao desenvolvimento
das plantas. Isto porque apesar de ser encontrado, em alguns casos, em quantidades relativamente
altas (de 0,5 a 5,0 g Kg™' na camada aravel de 0-20 cm) menos de 5% desse total sio NH,;" e NO;',
sua baixa disponibilidade somada a grande necessidade pelos vegetais, faz com que seja um dos
nutrientes mais limitantes a produtividade da maioria das culturas (CANTARELLA et al., 2008;
SOUZA & FERNANDES, 2006; STEVENSON, 1982). Esta baixa disponibilidade ¢ decorrente
de que 90% ou mais do nitrogénio do solo esta complexado na forma organica (matéria organica),
sendo somente uma pequena parte mineralizada pela microbiota do solo durante o ciclo da grande
maioria das culturas (CAMARGO et al., 1999).

A matéria organica do solo (MOS) apresenta-se como um sistema complexo de
substancias, cuja dindmica ¢ governada pela adi¢do de residuos organicos de diversas naturezas e
por sua transformacdo continua até a sua estabilizagdo em humus (SANTOS et al., 2008;
SANTOS, 1984). Tem grande importancia como fonte de nutrientes para as culturas, na retengao
de cations, complexacdo de elementos toxicos e de micronutrientes, estabilidade da estrutura,
infiltracdo e retencdo da agua, aeragdo, fonte de carbono e energia aos organismos heterotroficos,
constituindo-se, assim, num componente fundamental do potencial produtivo desses solos.

A disponibilidade de N para os vegetais em sistemas naturais ocorre principalmente pela
mineralizacdo da matéria organica do solo (ciclagem de nutrientes), decorrente o baixo conteudo
desse nutriente nos solos. Apesar disso, a maior parte do N do solo encontra-se em fracdes cuja
mineralizagdo ¢ bastante lenta devido a alta estabilidade do humus (SCHNITZER, 1982), sendo
mineralizado (disponibilizado para a absor¢ao pelas raizes) apenas 2 a 3% do N total do solo a
cada ano. O processo de mineralizagdo desempenha papel importante no ciclo do nitrogénio,
sendo responsavel pela transformagdo do N-organico, presente no tecido vegetal ou animal, para
formas inorganicas simples, principalmente NH;" e NO5’, disponivel as culturas (CANTARELLA
et al.,, 2008; CANTARELLA et al., 1992) e a quantidade do N-mineralizado seja fun¢do do
conteudo e da taxa de mineralizacdo das formas organicas nitrogenadas, existindo uma relagao
direta entre o N-mineralizado e a absor¢ao de N pelas plantas (CAMARGO et al., 1997).

Por sua alta mobilidade no solo, o N tem sido estudado intensamente com o proposito de
maximizar a eficiéncia de seu uso. Para tanto, tem-se buscado reduzir sua perda no solo e melhorar
sua absor¢do pelas plantas (BREDEMEIER & MUNDSTOCK, 2000). O transporte de NO;™ da
rizosfera para o interior celular ¢ termodinamicamente desfavoravel em termos de gradiente de
potencial elétrico e quimico, assim, a absor¢do de nitrato requer energia, como uma forg¢a proton-
motriz, que é proporcionada por bombas eletrogénicas (H'-ATPases) (PALMGREN, et al., 2001).

As substincias hiimicas (SH) sdo as principais constituintes da matéria organica dos
solos e um dos seus efeitos sdo mostrados em parte, no aumento da atividade das H'-ATPases,
influenciando positivamente a absor¢ao de alguns nutrientes da solucao do solo, em particular o
nitrato (NOs3’) como uma atividade fito-hormonal com efeito estimulatorio no crescimento e
desenvolvimento das plantas (NARDI et al., 2007; ZANDONADI et al., 2007; LIMA, 2004).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a dindmica da absor¢do-acimulo-remobilizagdo
do N-NOj através da atividade das bombas de prétons e do metabolismo do nitrogénio em
raizes transformadas de manjericio (Ocimum basilicum) e trevo (Trifolium repensL.)
crescidas em meio MM (BECARD & FORTIN, 1988) enriquecido com acido humico (10 e
20 mg C L' e controle sem AH e) em duas concentragdes de nitrato (0,5 ¢ 5,0 mmol L) aos
6, 9 e 15 dias ap6s a repicagem das raizes.
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2. MATERIAL E METODOS

Para avaliar a influéncia da interagdo do acido humico (AH) associado com nitrogénio (N)
na forma de nitrato (N-NO5") na atividade das bombas de protons (P-H'-ATPase, V-H -ATPase e
H'-PPase) e no metabolismo do N em raizes transformadas (RTs) de manjericio (Ocimum
basilicum L.) (NICOMEDES JUNIOR, 2003) e trevo (Trifolium repens L.) (BERBARA, 1995)
foram repicados separadamente, dois segmento de cada raiz, com aproximadamente cinco
centimetros de comprimento para erlenmeyers (capacidade de 250 mL) com 75 mL de meio
minimo liquido (BECARD & FORTIN, 1988) modificado, com pH ajustado para 5,80. Os
erlenmeyers foram acondicionados em agitadores horizontais, com movimento orbital a 90
rpm, em temperatura ambiente de 26 °C e na auséncia da luz.

Trinta dias apo6s a repicagem (DAR) foi montado o experimento substituindo o meio
minimo, no qual as raizes de manjericdo e trevo foram cultivadas, por uma nova solu¢ao de meio
minimo liquido contendo os tratamentos com diferentes concentragdes de carbono (C presente no
acido humico) (10 e 20 mg C L' e controle sem AH) e de nitrato (0,5 ¢ 5,0 mmol L™ de N-NO3")
para a avaliagdo da atividade das bombas de protons e do metabolismo do nitrogénio aos 6, 9 ¢

15 dias ap6s a montagem do experimento (Figura 21).
) 6 dias 9 dias 15 dias
) Montagem do experimento
Reiwagem das raizes 30 DAR l l l

0,5 mmoles N-NO5 I
5,0 mmoles N-NO; L!

Raiz + 2,8 mmoles N-NO; L'

10 mg C L' + 0,5 mmoles N-NO; L'
10 mg C L' + 5,0 mmoles N-NO; L'

Raiz + 2,8 mmoles N-NO; L'

20 mg C L' + 0,5 mmoles N-NOy L
20 mg C L' + 5,0 mmoles N-NO; L

Raiz + 2,8 mmoles N-NO; L

Figura 21. Esquema do experimento realizado para avaliacao da atividade das bombas de
protons (P-H-ATPase, V-H-ATPase ¢ H'-PPase) e no metabolismo do nitrogénio nas
raizes transformadas de manjerico e trevo cultivadas por 30 dias com 2,8 mmoles L™ até
a montagem do experimento (30 DAR) no qual foram submetidas as diferentes
concentragdes de acido humico (10, 20 mg de C L' e controle) e a duas concentragdes de
N-NOs™ (0,5 ¢ 5,0 mmoles L'l), sendo as andlises realizadas aos 6, 9 e 15 dias seguintes.

O 4cido humico utilizado foi proveniente de uma rapida vermicompostagem, 70 dias,
utilizando minhocas Eisenia foetida. Foi extraido conforme procedimento adotado pela sociedade
internacional de substancias himicas (IHSS) descrito por SWIFT (1996) com adaptagdes de
BENITES et al. (2003) e caracterizado quimicamente (DICK et al., 1999) e por espectroscopia
de infravermelho com transformada de Fourier (IV-TF) (TAN, 1995; STEVENSON, 1994;
STEVENSON & GOH, 1971). Os teores de C, H, N e O do 4cido hiimico foram de 47,0 © 0,1;
487 %0,01; 3,02 © 0,03 e 45,1 £ 0,03 respectivamente, juntamente com as relagdes atdmicas
C/N, O/C, H/C que foram de 15,6 £0,1; 0,9670,02; 0,104 70,005, respectivamente,
caracterizando um material estavel porém, pouco humificado (E4/E¢), devido ao rapido processo
de transformagao, com carater mais aromadtico e no estado reduzido (®) (descrito no Capitulo I).
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O experimento foi montado em esquema fatorial 2x3x2x3, sendo duas espécies de
raizes transformadas (manjericdo e trevo), trés concentragdes de AH (10, 20 mg de C L'e
controle sem AH), duas concentracdes de N-NOs™ (0,5 ¢ 5,0 mmoles L) e trés periodos de
avaliacdo (6, 9 e 15 dias apds a montagem do experimento) em 4 repeti¢des.

Foram avaliados: a atividade das bombas de protons (P-H'-ATPase, V-H -ATPase ¢
H'-PPase) (YANG et al., 2002, com modificacdes de SANTOS, 2006), a atividade da Nitrato
Redutase (JAWORSKI, 1971) e da Glutamina Sintetase (FARDEN & ROBERTSON, 1980)
com modificagdes de SOUZA et al. (2007) e as fragoes soluveis (FERNANDES, 1983) N-NO;
(CATALDO et al., 1975), N-NH," (FELKER, 1977), agticares soluveis (YEMM & WILLIS,
1957) e N-amino livre (YEMM & COCKING, 1955) (Anexo 1).

Os dados obtidos foram submetidos a analise de varidncia utilizando o software
estatistico Sisvar (FERREIRA, 1998) e as médias comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na primeira avaliacdo (6 dias) foram determinadas atividades, lineares crescente, das
P-H™-ATPases com o aumento dos teores de 4acido humico em solugdo (controle sem
AH<10<20 mg C L), sendo estas atividades mais expressiva nas raizes de manjericio e com
os tratamentos na concentragdo de 5,0 mmol L' de N-NO;". A atividade das P-H'-ATPases
entre as duas raizes submetidas aos mesmos tratamentos com acido hiimico (10, 20 mg C L™
e controle sem AH) ¢ N-NO;™ (0,5 ¢ 5,0 mmol L), foram significativamente maiores nas
raizes de manjericdo em todos os tratamentos quando comparadas com as raizes de trevo na
primeira avaliagdo (6 dias) (Figura 22 A e B).

Na segunda avaliacao (9 dias) as raizes de manjericao apresentaram uma atividade das
P-H'-ATPases superior as de trevo, sendo as maiores atividades observadas nas raizes submetidas
aos tratamentos com 4cido humico (10 ¢ 20 mg L") e nas duas concentragdes de N-NOs™ (0,5 e
5,0 mmol L™). No tratamento controle (sem AH) e nas duas concentragdes de N-NO;s™ (0,5 ¢
5,0 mmol L) as atividades das P-H-ATPases nio apresentaram diferencas significativas entre as
duas raizes (Figura 22 C e D).

Na terceira avalia¢ao (15 dias) foram determinadas as menores atividades em ambas
as raizes (manjericio e trevo) nos tratamentos com acido humico (10 ¢ 20 mg C L™ ¢ controle
sem AH) e nas duas concentragdes de N-NO;™ (0,5 e 5,0 mmol L™). O tratamento controle
(sem acido humico) apresentou maior atividade nas raizes de trevo nas duas concentragdes de
N-NO; (0,5 e 5,0 mmol L™) (Figura 22 E e F).

Nas raizes de manjericao roxo foram determinadas diferengas significativas nas atividades
das P-H'-ATPases entre os tratamentos com 4cido hiimico na primeira avaliagdo (6 dias) sendo
superior nas raizes submetidas ao tratamento com 20 mg L™ e a menor atividade determinada no
tratamento controle (sem AH) (20>10mgCL™" >controle sem AH). Nos tratamentos com N-NO5
também foram determinadas diferencas estatisticas, sendo superiores no tratamento com
5,0 mmol L' N-NO;™ em todas as concentragdes de acido hiimico (Figura 22 A).

Nas raizes de trevo, a atividade das P-H-ATPases apresentou diferengas significativas
tanto para os tratamentos com acido himico como para N-NOs™ na primeira avaliagdo (6 dias).
As raizes submetidas aos tratamentos com acido humico apresentaram atividade superior ao
tratamento controle (sem AH) e o tratamento com 20 mg C L™ foi superior ao tratamento com
10 mg C L' (20 > 10 > controle sem AH). As raizes submetidas ao tratamento com
50mmol L' de N-NO; também apresentaram atividades das P-H'-ATPases superiores
estatisticamente em todas as concentragdes de acido hiimico (10, 20 mg C L™) e controle (sem
AH). A interag¢do do acido hiimico com N-NOs" foi significativa apresentando diferengas entre
todos os tratamentos, exceto o tratamento controle (sem AH) a 5,0 mmol L™ e o tratamento
com 20 mg C L™ a 0,5 mmol L™ que ndo diferiram estatisticamente (Figura 22 B).

Nas raizes de manjericdo, na segunda avaliagdo (9 dias), o tratamento com 10mg C L™
apresentou atividade das P-H'-ATPases superior aos demais tratamentos (20 mg C L' ¢
controle sem AH) mas apenas nas raizes submetidas aos tratamentos com 0,5 mmol L de
N-NO;™ (Figura 22 C). Nos tratamentos com 5,0 mmol L' de N-NO; ndo foram determinadas
diferencas estatisticas. Nas raizes de trevo, segunda avaliagdo, foram determinadas atividades
inversas das P-H-ATPases determinada na primeira avaliagio (6 das), sendo que os maiores
valores foram encontrados no tratamento controle (sem AH) nas duas concentracdes de
N-NOs™ (0,5 e 5,0 mmol L'l), mas ndo diferindo apenas do tratamento com a combinagdo de
10 mg C L'e 0,5 mmol L!de N-NOs".
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Figura 22. Atividade das P-H-ATPases (umolPi mg'ptn min") nas raizes transformadas de
manjericdo (A, C e E) e trevo (B, D e F) aos seis (A e B), nove (C e D) e 15 dias (E e F)
apos a repicagem para a solug¢do de cultivo contendo os tratamentos com acido himico (10;
20 mg C L e controle). Barras verticais indicam o erro padrio da amostra. n = 3.

As raizes de trevo submetidas aos tratamentos com 0,5 mmol L' de N-NO;™ foram
significativamente superiores aos tratamentos com 5,0 mmol L™ de N-NO;™ nas combinagdes
com 4cido hiimico (10 e 20 mg C L™) mas néo apresentando diferengas significativas nas raizes
submetidas ao tratamento controle (sem AH), este fato pode ser em decorréncia da alta
atividade determinada na primeira avaliagdo e conseqiientemente, pode ter resultado em
acumulo de nutrientes, ndo sendo necessario grande gasto de energia (ATP) nesta época da
avaliacdo. As interagdes do dacido humico com N-NOs; foram significativas entre os
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tratamentos, onde os tratamentos controle (sem AH) nas duas concentragdes de N-NO;
juntamente com o tratamento da combinagdo de 10 mg C L™ e 0,5 mmol L™ de N-NO;™ foram
superiores aos demais tratamentos (20 mg C L™ nas duas concentracdes de N-NOs e ao
tratamento com 10 mg C L' na concentracao de 5,0 mmol L'de N-NOy).

Na terceira avaliacdo (15 dias) ndo foram determinadas diferencas significativas nas raizes
de manjericio quanto a atividade das P-H'-ATPases entre os tratamentos com acido humico (10,
20mg C L™ e controle sem AH) e N-NO;™ (0,5 ¢ 5,0 mmol L) (Figura 22 E). Nas raizes de trevo,
também ndo foram determinadas diferencas quanto & atividade das P-H'-ATPases porém, ambas
as raizes apresentaram comportamento inverso a atividade determinada na primeira avaliacdo e
similar & determinada na segunda avaliacdo, mas em escala inferior nas atividades determinadas
nas duas avalia¢des anteriores (Figura 22 E e F).

Foi determinada uma baixa atividade das V-H'-ATPases em todos os periodos (Figura
23) sendo superior na primeira avaliacdo nas duas raizes estudadas (Figura 23 A e B) e
atividades muito baixas foram determinadas na segunda (Figura 23 C e D) e na terceira
avaliagdes (9 e 15 dias respectivamente) (Figura 23 E e F). Nas raizes de manjericao roxo
foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos na primeira avaliagdo (6 dias),
sendo superior nos tratamentos com a concentragio de 20 mg C L' em ambas as
concentragdes de N-NOs™ (0,5 e 5,0 mmol L) e sendo determinadas diferengas estatisticas
entre as duas concentragdes de N-NOj3 apenas no tratamento com 20 mg C L™, sendo superior
na concentragio com 5,0 mmol L™ de N-NO;™ (F igura 23 A).

Nas raizes de trevo, na primeira avaliagdo (6 dias), foram determinadas diferencas
significativas na atividade das V-H -ATPases apenas entre os tratamentos com N-NOs™ na
concentragdo de 5,0 mmol L™ sendo que as raizes submetidas aos tratamentos na concentra¢ao
com 20 mg C L' apresentaram atividade superior as demais concentragdes de 4cido humico
(10 mg C L' e controle sem AH) (Figura 23 B).

Na segunda avaliagdo (9 dias) apenas o tratamento controle (sem AH) apresentou
diferencas significativas entre as duas concentragdes de N-NOs™ (0,5 e 5,0 mmol L™), sendo
superior na concentracdo de 5,0 mmol L. Nos tratamentos com 0,5 mmol L' de N-NOy
foram determinadas diferencas estatisticas entre todos os tratamentos com acido humico (AH)
sendo o tratamento com 20 mg C L' superior ao tratamento com 10 mg C L' que, por sua
vez, foi superior ao tratamento controle (sem AH) nas raizes de manjericao (Figura 23 C).
Nos tratamentos com 5,0 mmol L™ de N-NO3- niio foram determinadas diferencas estatisticas
entre os tratamentos com acido humico (Figura 23 C).

Na segunda avaliagdo (9 dias) foram determinadas diferencas estatisticas, nas raizes de
trevo, entre os tratamentos com dacido humico sendo superior a atividade determinada nos
tratamentos com 20 mg C L' nas duas concentragdes de N-NO;™ (0,5 e 5,0 mmol L™). O
tratamentos com 10 mg C L' na concentragio de 5,0 mmol L™ de N-NO;™ também apresentou
atividade superior ao tratamento controle (sem AH). Também foram determinadas diferencas
estatisticas entre os tratamentos com N-NOs™ (0,5 e 5,0 mmol L) apenas entre os tratamentos
submetidos 4 concentra¢io de 10 mg C L™, sendo superior nos tratamentos com 5,0 mmol L™
de N—NO3-.

Na terceira avaliagdo (15 dias) apenas o tratamento com 20 mg C L™ ndo apresentou
diferenca significativas entre as duas concentra¢des de N-NO;™ (0,5 e 5,0 mmol L™). Nas
demais concentracdes de 4cido humico (10 mg C L e controle sem 4cido himico) nas raizes
de manjericdo submetidas aos tratamentos com as concentragdes de 5,0 mmol L™ de N-NO5~
foram estatisticamente superiores a concentragdo de 0,5 mmol L™ de N-NOj;” (Figura 23 E).
Na concentracdo de 5,0 mmol L' de N-NO;™ ndio foram determinadas diferencas estatisticas
entre os tratamentos com éacido hiimico (10, 20 mg C L e controle sem AH) quanto a
atividade das V-H -ATPases. Na concentracio de 0,5 mmol L N-NO;", o tratamento com
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20mg C L' foi estatisticamente superior aos demais tratamentos com &cido humico
(10 mg C L' e controle sem AH) (Figura 23 E).
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Figura 23. Atividade das V-H-ATPases (umolPi mg 'ptn min™) nas raizes transformadas de
manjericdo (A, C e E) e trevo (B, D e F) aos seis (A e B), nove (C e D) e 15 dias (E e F)
apos a repicagem para a solugdo de cultivo contendo os tratamentos com acido humico (10;
20 mg C L' e controle). Detalhes nas figuras internas com escalas ajustadas. Barras
verticais indicam o erro padrao da amostra. n = 3.

Na terceira avaliagdo (15 dias) foram determinadas diferencas significativas, nas raizes
de trevo, entre as duas concentragdes de N-NOs™ (0,5 e 5,0 mmol L) sendo sempre superior
na concentracdo de 5,0 mmol L™ em todos os tratamentos com é4cido hiimico (Figura 23 F).
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Entre os tratamentos com AH, o tratamento controle foi o que apresentou as maiores
atividades nas duas concentragdes de nitrato (0,5 ¢ 5,0 mmol L™ de N-NOy) (Figura 23 F).

Entre as duas raizes estudadas, manjericdo e trevo, ndo foram determinadas diferengas
. . . . + , . .
significativas na atividade das V-H -ATPases entre os periodos avaliados (6, 9 e 15 dias) em
nenhum tratamento de 4cido himico e os de N-NOs™ as quais as raizes foram submetidas.

A atividade das H'-PPases foram baixas em todos os periodos (Figura 24) quando
comparadas com as atividades das P-H'-ATPases e as V-H'-ATPases (Figura 22 e Figura 23) em
todos os periodos de avaliagdo (6, 9 e 15 dias).

Nas raizes de manjericdo foram determinadas diferengas significativas, na atividade das
H'-PPases, na primeira avaliacio (6 dias) entre os tratamentos com acido humico (AH) sendo
superior na concentragdo de 20 mg C L™ nas duas concentragdes de N-NO; (0,5 ¢ 5,0 mmol L) e
nas demais concentragdes de AH ndo foram determinadas diferencas estatisticas. Nos
tratamentos com N-NO;~ nao foram determinadas diferencas estatisticas entre as
concentragdes de AH (Figura 24 A).

Nas raizes de trevo foram determinadas diferengas estatisticas entre os tratamentos
com &cido hiimico sendo superior nas raizes submetidas aos tratamentos controle (sem AH) e
com 10 mg C L' na concentrac¢io de 0,5 mmol L™ de N-NOj;" e superiores na concentragio de
20 mg C L' na concentragio de 5,0 mmol L™ de N-NOs’, respectivamente (Figura 24 B).

Na segunda avaliagdo (9 dias) ndo houve diferencas na atividade das
H'-PPases nas raizes de manjericio e trevo submetidos as tratamentos com acido hiimico (10 e
20mg C L e controle sem AH) e com nitrato (0,5 e 5,0 mmol L' de N-NOy).

Aos 15 dias foram determinadas diferencas significativas entre so tratamentos as quais
as raizes foram submetidas apenas nos tratamentos de acido hiimico na concentracdo de
0,5 mmol L' sendo superior para o tratamento controle (sem AH) nas raizes de trevo (Figura
24 F). Nos demais tratamentos ndo houve diferencas nas atividades das H'-PPases nas raizes
de manjericdo e trevo (Figura 24 E e F).

Como as H'-PPases sdo freqiientemente denominadas como bombas de prétons (H')
auxiliares as V-H'-ATPases quando o suprimento energético das células estd baixo, os
resultados obtidos confirma esta hipdtese nas duas raizes quando comparados com os teores
de agucares soluveis no interior das células (Figura 23 e Figura 24).

. ~ - - -1 ’
Na avaliagdo dos teores de N-NOs™ (umoles de N-NO;3™ g de massa fresca) nas raizes
de manjericao e trevo (Figura 25) foi observado um aumento nos teores no decorrer das
avaliagdes em ambas as raizes.

Na primeira avaliacdo (6 dias), nas raizes de manjericdo, foram determinados os
maiores teores de N-NOj3™ nos tratamentos com acido hiimico, sendo superiores nas raizes
submetidas ao tratamento com 20 mg C L™, combinados com as concentragdes 5,0 mmol L™
de N-NOjs'". Nos tratamentos com AH combinados com as concentracdes de 0,5 mmol L' de
N-NO;™ foram determinados os maiores teores de N-NOj;™ no tratamento com 10 mg C L' endo
ocorrendo diferencas estatisticas nos demais tratamentos (20 mg C L" e controle sem AH)
(Figura 25 A). Nas raizes de trevo ndo foram determinadas diferengas entre os teores de N-NOj
nas raizes submetidas aos diferentes tratamentos com acido humico (10 e 20 mg C L' e
controle sem AH) e nitrato (0,5 e 5,0 mmol L™ de N-NO;") mas foi observado um incremento
nos seus teores a medida que aumentaram as concentragdes de AH e de N-NO; (Figura 25 B).
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Figura 24. Atividade das H'-PPases (umolPi mg'ptn min™') nas raizes transformadas de
manjericdo (A, C e E) e trevo (B, D e F) aos seis (A e B), nove (C e D) e 15 dias (E e F)
apos a repicagem para a solug¢do de cultivo contendo os tratamentos com acido hiimico (10;
20 mg C L' e controle). Detalhes nas figuras internas com escalas ajustadas. Barras
verticais indicam o erro padrao da amostra. n = 3.

Na segunda avaliagdo (9 dias), nas raizes de manjericdo, o tratamento com 20 mg C L™
apresentou os maiores teores de N-NO; na concentragdo de 5,0 mmol L' ¢ ndo sendo
determinadas diferencas aos demais tratamentos com 4cido humico (10 mg C L™ e controle sem
AH) nas duas concentragdes de N-NO;5™ (Figura 25 C). Os maiores teores de N-NO; foram
obtidos com 5,0 mmol L sendo este comportamento também determinado nas raizes de trevo

101



(Figura 25 D). Nas raizes de trevo foram determinadas diferengas significativas entre os
tratamentos com N-NO;, sendo superiores os teores determinados na concentragdo de
5,0 mmol L de N-NO;™ em todas as concentragdes de acido himico (10 ¢ 20 mg C L™ e controle
sem AH). Nos tratamentos com 0,5 mmol L'de N-NOj™ foram determinados os maiores teores de
N-NO;™ nas concentragdes com 10 mg C L seguido pelo tratamento com 20 mg C L™

Manjericao Trevo

41 A —e— 0,5 mmol LY N-NOg~
—o— 5,0 mmol L"Y N-NO3”

6 dias

umoles N-NO3- g1 MF

1‘%

pumoles N-NO3- g1 MF
w

15 dias

pumoles N-NO3- g1 MF

mg C Lt

Figura 25. Teores de N-NO; (umoles de N-NO; g' de massa fresca) nas raizes
transformadas de manjericdo (A, C e E) e trevo (B, D e F) aos seis (A e B), nove (Ce D) e
15 dias (E e F) ap6s a repicagem para a solugdo de cultivo contendo os tratamentos com
acido humico (10; 20 mg C L™ e controle). Barras verticais indicam o erro padrio da
amostra. n = 3.
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Na terceira avaliacdo, nas raizes de manjericao, foram determinados os teores de N-NOj',
lineares crescentes, entre os tratamentos com acido humico nas duas concentragdes de N-NO;”
mas ndo sendo determinadas diferengas entre os tratamentos com N-NOs™ (0,5 e 5,0 mmol L)
na mesma concentragdo com acido hiumico (10 e 20 mg C L' e controle sem AH) (Figura 25 E).
Nas raizes de trevo os teores de N-NOj;™ foram superiores nos tratamentos com 5,0 mmol L' de
N-NOj™ em todas as concentragdes AH, exceto no tratamento controle (sem AH) que ndo foram
determinadas diferencas estatisticas (Figura 25 F).

Houve diferengas entre os periodos avaliados nas duas concentracdes de N-NOs™ (0,5 e
5,0 mmol L") sendo os maiores teores determinados aos 15 dias (terceira avaliacdo), e os
menores teores foram determinados aos 6 dias (primeira avaliagdo) nas raizes de manjericao
(Figura 25 A, C e E) sendo também observado o mesmo comportamento nas raizes de trevo
(Figura 25 B, D e F). Os maiores teores de nitrato nas raizes de trevo na segunda avaliagdo
(9 dias), quando comparado s raizes de manjericio na concentragio de 5,0 mmol L de N-NO5,
pode ter sido uma resposta de adaptagdo das raizes aos tratamentos as quais foram submetidas,
acarretando em maior absor¢do de nitrato para atender as exigéncias metabolicas, como pode
ser observado na atividade da nitrato redutase (Figura 26) onde os altos teores de nitrato nas
raizes de trevo aos 9 dias resultou numa ativacdo proporcional a quantidade de nitrato
disponivel, e ndo resultando em acimulo de nitrato nas raizes submetidas a concentragdo de
5,0 mmol L' de N-NOs5".

Nas raizes de manjericdo, os teores de N-NOj;™ determinados foram aumentando, quase
que linearmente, no decorrer das avaliagdes ¢ os maiores teores foram observados nas raizes
submetidas aos tratamentos com 5,0 mmol L' de N-NOs". Estes aumentos nos teores podem
ser decorrentes da alta atividade das P-H'-ATPases nas primeiras avaliagdes (Figura 22 A e C)
resultando em actimulo do nitrato nos vacuolos, da alta quantidade absorvida pelas raizes,
para futura remobilizacdo e uso. Também pode ter resultado numa maior ativagdo das
V-H"-ATPases na primeira avaliacdo (6 dias) (Figura 23 A) para manter o controle de cargas
no interior do vactolo, que tendem a ficar muito eletrogénicos com a entrada de grandes
quantidades de NO;” (RATAJCZAK, 2000).

Aos 6 dias a atividade das V-H'-ATPases nas raizes de manjericdo foram maiores nos
tratamentos com 5,0 mmol L™ de N-NO;™ em todas as concentragdes de acido humico (AH),
indicando atividades dessas bombas para acimulo de NO3™ no vactiolo (Figura 23 e Figura 25).

Nas raizes de manjericdo e trevo (Figura 26 A e B) foram determinadas altas atividades
na primeira avaliagdo (6 dias) em ambas as raizes (manjericao e trevo) (Figura 26 A e B), e
diminuindo no decorrer das avaliagdes, exceto na segunda avaliagdo (9 dias) nas raizes de trevo
submetidas aos tratamentos com 5,0 mmol L™ de N-NOs™ (Figura 26 D).

Na primeira avaliagdo foram determinadas diferengas significativas na atividade da
NR nas raizes de manjericdo submetidas aos tratamentos com N-NOs™ (0,5 e 5,0 mmol L' de
N-NOs"), sendo superiores na concentragio de 5,0 mmol L™ em todas as concentracdes de
acido humico (10 e 20 mg C L' e controle sem AH). A atividade da NR nas raizes submetidas
aos tratamentos com acido himico também apresentaram diferengas entre as concentragdes de
nitrato (0,5 ¢ 5,0 mmol L™ de N-NO5") sendo mais expressiva no tratamento com 20 mg C L™
na concentragdo de 5,0 mmol L' de N-NOs. Os demais tratamentos com AH nao
apresentaram diferengas na atividade da NR quando comparados na mesma concentragdo de
N-NO;™ (Figura 26 A).
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Figura 26. Atividade da nitrato redutase (umoles N-NO; g'1 massa fresca h™') nas raizes
transformadas de manjericao (A, C ¢ E) e trevo (B, D e F) aos seis (A ¢ B), nove (Ce D) e
15 dias (E e F) apos a repicagem para a solucdo de cultivo contendo os tratamentos com
acido humico (10; 20 mg C L' e controle). Detalhes nas figuras internas com escalas
ajustadas. Barras verticais indicam o erro padrdao da amostra. n = 3.

Nas raizes de trevo foram determinadas diferencas na atividade da NR, sendo
superiores nos tratamentos com acido humico (10 ¢ 20 mg C L") quando comparados ao
tratamento controle (sem AH) na concentrac¢io de 0,5 mmol L' de N-NO;™ (Figura 26 B). Nos
tratamentos com AH na concentracdo de 5,0 mmol L' de N-NOj3™ ndo foram determinadas
diferengas estatisticas. Entre os tratamentos com N-NO; (0,5 e 5,0 mmol L) foram
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determinadas diferencas estatisticas na atividade da NR apenas nos tratamentos controle (sem
AH) sendo as maiores atividades determinadas nas raizes submetidas aos tratamentos com
5,0 mmol L' de N-NOs™ (Figura 26 B).

Na segunda avaliagdo foram determinadas diferencas na atividade da NR, nas raizes
de manjericdo, entre os tratamentos com N-NOs;  sendo superiores nas concentragdes de
5,0 mmol L™ determinados nos tratamentos com AH (10 e 20 mg C L™), entre os tratamentos
controles (sem AH) ndo foram determinadas diferencas entre as duas concentragdes de N-NOj5
(0,5 ¢ 5,0mmol L") (Figura 26 C). Nas avaliagdes das atividades da NR nas raizes
submetidas aos tratamentos com acido humico (AH) ndo foram determinadas diferengas nas
atividades nas raizes entre as concentragdes de N-NOs™ (0,5 e 5,0 mmol L) (Figura 26 C).

Nas raizes de trevo, as maiores atividades da NR foram determinadas nos tratamentos
com 5,0 mmol L' de N-NOs", quando comparados aos tratamentos com 0,5 mmol L' em
todas as concentracdes de AH (10 e 20 mg C L' e controle sem AH) (Figura 26 D). Nas
raizes foram determinadas as maiores atividades da NR nos tratamentos com acido himico
(10 ¢ 20 mg C L") em ambas as concentragdes de N-NO;™ (0,5 ¢ 5,0 mmol L™). Nos
tratamentos com 0,5 mmol L' de N-NO;™ as atividades da NR ndo apresentaram diferencas
entre as concentragdes de 10 e 20 mg C L', mas ambos foram superiores ao tratamento
controle (sem AH). Nos tratamentos com 5,0 mmol L' de N-NO;™ as maiores atividades
foram determinadas nas concentracdes de 20 mg C L™ e as menores atividades determinadas
no tratamento controle (sem AH) (20 [ 10 [ controle) (Figura 26 D).

Na terceira avaliacdo (15 dias), foram determinadas as atividades mais homogéneas da
NR entre os trés periodos avaliados e nas duas raizes estudadas (Figura 26 E e F) ndo sendo
influenciados, significativamente, pelos tratamentos com 4cido hiimico (10 e 20 mg C L™ e
controle sem AH) e pelas concentragdes de nitrato (0,5 ¢ 5,0 mmol L), este fato pode ser em
decorréncia de uma regularizagdo nas taxas de redu¢@o do nitrato a nitrito e depois a amdnio
(NO; — NOy —>NH4+) uma vez que as teores de NOj;™ estejam normalizados no interior das
células, e depois que o nitrogénio esteja na forma de amoénio (NH;") deve ser rapidamente
assimilado, ou seja, incorporado a algum esqueleto de carbono.

Os maiores teores de aménio (NH;") (umoles N-NH;" g' massa fresca) foram
determinados os maiores teores na primeira avaliagdo (6 dias) em ambas as raizes (Figura 27 A e
B), ocorrendo uma pequena diminui¢do nos teores com o decorrer das avaliagdes, exceto para as
raizes de trevo na segunda avaliagdo (9 dias) nas quais foram encontradas os maiores teores
entre as avaliagdes realizadas. Estes altos teores podem estar relacionados com os altos teores
determinados de nitrato (Figura 25) e com a atividade da nitrato redutase (NR) (Figura 26).

Na primeira avaliagdo (6 dias), foram determinadas diferengas significativas nos teores
de NH,', tanto nas raizes de manjericio como nas raizes de trevo, quando submetidas aos
tratamentos com acido hiimico (10 e 20 mg C L") foram superiores ao tratamento controle (sem
AH) na concentra¢io de 5,0 mmoles L de N-NO;™ (Figura 27 A e B). Na concentragio de
0,5 mmoles L!de N-NOj’ o tratamento controle apresentou teores de NH, " inferiores apenas ao
tratamento com 20 mg C L. Nos tratamentos com acido hiimico, as concentragdes de N-NO;",
foram superiores nos tratamentos com 10 ¢ 20 mg C L™ na concentragio de 5,0 mmoles L' de
N-NOs;". Nos tratamentos controles (sem AH) ndo foram determinadas diferencas nos teores
de NH," entre as duas concentragoes de nitrato (0,5 e 5,0 mmoles L' de N-NOj3) nas raizes de
manjericao e trevo estudadas (Figura 27 A e B).

Houve diferengas nos teores de NH;" entre as duas raizes no primeiro periodo de
avaliacdo, sendo superiores nas raizes de manjericdo que foram submetidas aos tratamentos
com 4cido humico (10 e 20 mg C L) na concentragio de 5,0 mmoles L™ de N-NO;". Nos
tratamentos com 0,5 mmoles L™ de N-NO3” apenas o tratamento com 20 mg C L' apresentou
diferengas estatisticas, sendo superior também nas raizes de manjericao.
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Figura 27. Teores de N-NH," (umoles N-NH," g'1 massa fresca) nas raizes transformadas de
manjericdo (A, C ¢ E) e trevo (B, D ¢ F) aos seis (A e B), nove (C e D) e 15 dias (E ¢ F)
apos a repicagem para a solucdo de cultivo contendo os tratamentos com acido humico (10;
20 mg C L' ¢ controle). Barras verticais indicam o erro padrio da amostra. n = 3.

Na segunda avaliacao (9 dias) foram determinadas diferengas significativas entre os
tratamentos com 4cido humico (10, 20 mg C L' e controle sem AH) nas raizes de manjericéo,
sendo superior no tratamento com 20 mg C L™ na concentragio de 5,0 mmoles L' de N-NOj3".
Na concentracdo de 0,5 mmoles L' de N-NO;™ ndo foram determinadas diferencas entre os
tratamentos com acido hiimico. Nas raizes de trevo, foram determinadas € nem entre 0s
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tratamentos com N-NO3™ (0,5 ¢ 5,0 mmoles L™). Nas raizes nio foram determinadas diferencas
estatisticas entre os tratamentos com acido himico (10 e 20 mg C L' e controle sem AH)
(Figura 27 C) e nem entre as concentragdes de N-NOs™ (0,5 e 5,0 mmoles L) (Figura 27 D).

Na terceira avaliacdo ndo foram determinadas diferencas dos teores de NH," entre os
tratamentos com acido humico e nitrato entre as raizes de manjericdo e trevo estudadas, sendo
determinada uma homogeneidade dos teores de NH;' o qual representaria a taxa de atividade
de reducdo do nitrato em amonio para o crescimento das raizes estudadas (Figura 27 E e F).

Houve diferencas entre as duas raizes no segundo periodo de avaliagdo, sendo
superiores nas raizes de trevo em todos os tratamentos com acido himico (10 e 20 mg C L™ e
controle sem AH) e nas concentragdes com N-NO;™ (0,5 e 5,0 mmoles L™).

Nos teores de agucares soluveis (umoles de agiicares soliveis g massa fresca) (Figura
28) foram observado, praticamente, o mesmo comportamento das atividades da nitrato
redutase (NR) (Figura 26), dos teores de N-NH," (Figura 27), dos teores de N-amino livres
(Figura 29) e da atividade da enzima glutamina sintetase (GS) (Figura 30).

Na primeira avaliagdo (6 dias) foram determinados os maiores teores de agticares soluveis,
nas raizes de manjericio, nos tratamentos com N-NOs™ na concentragio de 5,0 mmol L™ quando
comparado a concentracdo de 0,5 mmol L, em todas as concentragoes de acido humico, exceto
no tratamento com 20 mg C L que ndo apresentou diferengas nos teores de agticares soliiveis
entre as concentragdes de N-NOs". Nos tratamentos com acido himico, apenas o tratamento com
20 mg C L™ foi superior aos demais tratamentos com 4cido himico (10 mg C L e controle sem
AH) na concentragdao de 5,0 mmol L' de N-NOs’, e ndo sendo determinadas diferencas entre os
tratamentos com 4cido htiimico na concentragdo de 0,5 mmol L™ de N-NO5’ (Figura 28 A).

Nas raizes de trevo foram determinadas diferencas entre os teores de agucares soluveis nas
raizes submetidas aos tratamentos com N-NO; (0,5 ¢ 5,0 mmol L'l) sendo 0s maiores teores
determinados na concentracdo de 5,0 mmol L nos tratamentos com acido humico com 10 e
20mg CL" e nio sendo observado diferencas nos tratamentos controle (sem AH) entre as
concentragdes de N-NOj;™ (Figura 28 B). Nas raizes de trevo, submetidas aos tratamentos com
acido humico, foram determinados os maiores teores de agucares soliveis no tratamento controle
(sem AH) na concentragio de 0,5 mmol L™ de N-NO5". Nas raizes crescidas na concentragio de
5,0 mmol L' de N-NO5™ néo foram determinadas diferencas nos teores de agtcares solaveis entre
os tratamentos com &cido himico (10 e 20 mgCL'1 e controle sem AH) (Figura 28 B). Na
segunda avaliacdo (9 dias), as raizes responderam significativamente, linear crescente, aos
tratamentos com acido hiimico na concentragao de 0,5 mmol L' de N-NOs’, em ambas as raizes.

Nas raizes de manjericdo foram determinadas diferencas nos teores de aglcares
soluveis entre os tratamentos com N-NO; sendo superiores no tratamento controle na
concentragdo de 5,0 mmol L'l, e no tratamento com 20 mg C L' na concentragdo de
5,0 mmol L™, respectivamente. Nos tratamentos com 10 mg C L™ ndo foram determinadas
diferengas entre as concentragdes de N-NO;™ (0,5 ¢ 5,0 mmol L™) (Figura 28 C). Também
foram determinadas diferengas entre os tratamentos com acido hiimico na concentragdo de
0,5 mmol L' de N-NOj’, sendo superior no tratamento com 20 mg C L', seguido do
tratamento com 10 mg C L' e o menores teores de aglicares soluveis foram determinados no
tratamento controle (sem AH). Na concentragdo de 5,0 mmol L™ de N-NO;’, os tratamentos
com 4cido humico (10 e 20 mg C L) apresentaram os maiores teores de agucares soluveis em
relacdo ao tratamento controle (sem AH) (Figura 28 C).

Nas raizes de trevo, segunda avaliagdo (9 dias), foram determinadas diferencas nos
teores de agticares soluveis entre os tratamentos com N-NOj3™ sendo superiores nos tratamentos
com 10 e 20 mg C L na concentragio de 5,0 mmol L. Nos tratamentos controles (sem AH)
ndo foram determinadas diferengas entre as concentragdes de nitrato (0,5 e 5,0 mmol L'l)
(Figura 28 D). Também foram determinadas diferencas entre os tratamentos com acido himico
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na concentracao de 0,5 mmol L' de N-NOs’, sendo superior no tratamento com 20 mg C L'l,
seguido do tratamento com 10 mg C L™ e o menores teores de aglcares soluveis foram
determinados no tratamento controle (sem AH), apresentando uma similaridade de
comportamento as raizes de manjericdo submetidas a mesmas concentragdo de N-NOs’
(0,5 mmol L™"). Na concentragdo de 5,0 mmol L™ de N-NOs, os tratamentos controle (sem AH)
e com 10 mg C L™ apresentaram teores de agucares soliveis superiores aos determinados no
tratamento com 20 mg C L™ (Figura 28 D).
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Figura 28. Teores de agtcares soliiveis (umoles de aglicares soliiveis g massa fresca) nas raizes
transformadas de manjericdo (A, C e E) e trevo (B, D e F) aos seis (A e B), nove (C e D) e
15 dias (E e F) apds a repicagem para a solugao de cultivo contendo os tratamentos com acido
hiimico (10; 20 mg C L™ ¢ controle). Barras verticais indicam o erro padrdo da amostra. n = 3.
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Aos 15 dias, os teores de aglicares soluveis apresentaram comportamentos inversos nas
raizes de manjericdo, quando submetidos as mesmas concentragdes de N-NOs". Na concentragao
de 0,5mmol L foram determinados teores crescentes de acticares soliveis a medida que
aumentava as concentragdoes de acido humico (20mg [} 10 mg [ controle) e na concentragdo de
5,0 mmol L™ foram determinados comportamentos inversos, ou seja, & medida que aumentaram
as concentracdes de acido humico na solucdo os teores de acucares soluveis decresceram
(20 mg<controle) (Figura 28 E). Nos tratamentos com &cido humico foram determinados
diferengas entre as concentragdes de N-NOj’, sendo os maiores teores determinados nos tratamentos
controle na concentragio de 5,0 mmol L, e no tratamento com 20 mg C L' na concentracio de
5,0 mmol L. Nos tratamentos com 10 mg C L™ néo foram determinadas diferencas nos teores de
agucares soltveis entre as concentragdes de N-NOs™ (0,5 ¢ 5,0 mmol L™) (Figura 28 F).

Nas raizes de trevo, houve diferengas apenas entre os tratamentos com N-NOj’, sendo
os maiores teores de aglcares soluveis determinados nos tratamentos controle (sem AH) e com
20 mg C L. Entre os tratamentos com acido humico (10 e 20 mg C L™ ¢ controle sem AH) nio
foram determinadas diferencas quando submetidas as mesmas concentracdes de N-NOj;™ (0,5 e
5,0 mmol L) (Figura 28 F).

As raizes utilizam os agtcares soliiveis na reducdo do NOs’, assimilacdo do NHy4 e,
conseqlientemente, na producdo de biomassa incorporando o N assimilado em tecido vegetal.
A absor¢do de N ¢é dependente da disponibilidade de energia (CRAWFORD, 1995) e os
carboidratos soluveis sao fonte de energia para a assimilagdo do N reduzido (SOUZA, 1995).

Foram determinados teores relativamente altos de N-amino livre (umoles N-amino
livre g massa fresca) (Figura 29) em todos os periodos de avaliagio (6, 9 ¢ 15 dias). Teores
de N-amino elevados, normalmente, indicam situa¢do de estresse nutricional ou ambiental
para as plantas (FERNANDES e ROSSIELLO, 1995; FERNANDES, 1983). Entretanto, os
teores determinados neste experimento ndo ultrapassaram 10 umol g” de massa fresca, nio
sendo, portanto, caracterizado como estresse.

Na primeira avaliagdo, nas raizes de manjericdo, foram determinadas diferencas nos
teores de N-amino livre entre as concentracdes de N-NOs; apenas no tratamento com
10mg CL" sendo superior na concentragio de 0,5 mmol L' de N-NO;". Nos demais
tratamentos com N-NOj™ e acido humico (10 e 20 mg C L' e controle sem AH) ndo foram
determinadas diferencas estatisticas (Figura 29 A).

Nas raizes de trevo foram determinadas diferengas nos teores de N-amino livre apenas
entre os tratamentos com acido hiimico na concentra¢ao de 0,5 mmol L' de N-NO3’, sendo
superiores no tratamento com 10 mg C L' que foram maiores apenas ao tratamento controle
(sem AH) (Figura 29 B). Nos demais tratamentos com 4cido hiimico e N-NO;™ ndo foram
determinadas diferencas estatisticas nos teores de N amino livre (Figura 29 B).

Na segunda avaliagdo (9 dias), nas raizes de manjericdo, foram determinadas diferengas
nos teores de N amino livre entre os tratamentos com &acido humico, sendo superiores nos
tratamentos com 20 mg C L™ nas raizes submetidas as concentragdes de 0,5 mmol L' de
N-NO;". Nos demais tratamentos com acido hiimico nao foram determinadas diferencas nos
teores de N-amino livre nas duas concentragdes de N-NO3 (0,5 ¢ 5,0 mmol L) (Figura 29 C).

Nas raizes de trevo foram determinadas diferengas nos teores de N-amino nos
tratamentos com 4cido himico, sendo o tratamentos com 20 mg C L' superiores apenas ao
tratamento com 10 mg C L', em ambas as concentragdes de nitrato (0,5 ¢ 5,0 mmol L™). Nos
demais tratamentos com acido himico ndo foram determinados diferencas nos teores de
N-amino nas duas concentragdes de N-NO;™ (0,5 ¢ 5,0 mmol L") (Figura 29 D). Nos
tratamentos com N-NOj;  foram determinados os maiores teores de N-amino livre apenas no
tratamento com 20 mgCL'1 na concentragao de 5,0 mmol L'l, e nido sendo determinadas
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diferencas entre as demais concentracdes de 4cido humico (10 mg C L™ e controle sem AH)
nas duas concentragdes de N-NOs™ (0,5 ¢ 5,0 mmol L™) (Figura 29 D).
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Figura 29. Teores de N-amino livre (umoles N amino livre g’ massa fresca) nas raizes
transformadas de manjericao (A, C ¢ E) e trevo (B, D e F) aos seis (A ¢ B), nove (Ce D) e
15 dias (E e F) apods a repicagem para a solucdo de cultivo contendo os tratamentos com
acido humico (10; 20 mg C L™ e controle). Barras verticais indicam o erro padrio da
amostra. n = 3.

Aos 15 dias, nas raizes de manjericdo foram determinadas as maiores diferencas nos
teores de N-amino livre entre as duas concentragdes de N-NOj', sendo os maiores teores
. N -1
determinados nas concentragdes com 0,5 mmol L™ nos tratamentos controles (sem AH) e com
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10 mg C L. Nos tratamentos com 20 mg C L' ndo foram determinadas diferencas entre as
duas concentracdes de N-NOj;  (Figura 29 E). Nos tratamentos com acido humico foram
determinadas diferengas apenas na concentragdo com 5,0 mmol L' de N-NOs’, no qual o
tratamento com 20 mg C L™ foi superior ao tratamento controle, e ndo sendo determinado
diferencas entre os demais tratamentos (Figura 29 E).

Nas raizes de trevo foram determinadas diferengas entre as concentragdes de N-NOs,
sendo superiores nas concentra¢des de 5,0 mmol L™ nos tratamentos com 4cido humico com
10 e 20 mg CL" (Figura 29 F). Nos tratamentos com acido humico também foram
determinadas diferencas entre os tratamentos com N-NOj;', sendo os tratamentos com 10 e
20 mg C L™ superiores ao tratamento controle (sem AH) na concentragio de 5,0 mmol L™ de
N-NOs;". Na concentracao de 0,5 mmol L' de N-NO;™ nao foram determinadas diferencgas
entre os tratamentos com acido htimico quanto ao teor de N-amino livre (Figura 29 F).

A atividade da glutamina sintetase (GS) ¢ uma enzima limitante do crescimento e do
uso do N nas plantas (LAM et al., 1995). Na atividade da GS (Figura 30), que ¢ uma das vias
responsaveis pela assimilagdo do NH,', foram determinadas altas atividades desta enzima nas
primeiras avaliacdes (6 e 9 dias) e uma atividade baixa e similar entre as duas raizes na
terceira avaliagdo (15 dias) e em todos os tratamentos com 4cido humico (10, 20 mg C L™ e
controle sem AH) e nitrato (0,5 ¢ 5,0 mmol L™ de N-NO3)).

Na primeira avaliacdo (6 dias), nas raizes de manjericdo, foram determinadas
diferengas entre as concentracdes de nitrato nos tratamentos com acido humico, sendo
superiores no controle (sem AH) na concentragdo de 5,0 mmol L' de N-NOjs e no tratamento
com 20 mg C L™ na concentragio de 0,5 mmol L™ de NO;’, respectivamente (Figura 30 A).
Nos tratamentos com acido hiimico, nas raizes de manjericao, foram determinadas diferengas
entre as concentra¢des de nitrato. Nas concentracdes com 0,5 mmol L™ de N-NO;™ as maiores
atividades da GS foram determinadas nos tratamentos com 20 mg C L', nos demais
tratamentos (controle sem AH e 10 mg C L) na concentragio de 0,5 mmol L™ de N-NO; e
todos os tratamentos com acido himico na concentragao de 5,0 mmol L' de N-NO;™ nado
foram determinadas diferencas estatisticas (Figura 30 A).

Nas raizes de trevo, os tratamentos controle (sem AH) e com 20mgCL™" na
concentragio de 5,0 mmol L' de N-NOs™ apresentaram atividades da GS superiores aos mesmos
tratamentos na concentragdo de 0,5 mmol L' de N-NO;™ (Figura 30 B). Nos tratamentos com
acido humico, as concentragdes de controle (sem AH) e com 20 mg C L™ apresentaram
atividade da GS superiores a concentragdo com 10 mg C L™ no tratamento com 5,0 mmol L™ de
N-NOs". No tratamento com 0,5 mmol L' de N-NO; nao foram determinadas diferencas na
atividade da GS entre as concentragcdes com acido hiimico (Figura 30 B).

Na segunda avaliagdo (9 dias), nas raizes de manjericdo, foram determinadas diferengas
entre as concentragdes de N-NO;~ (0,5 e 5,0 mmol L) apenas nos tratamentos com
10mg C L', sendo superior na concentragio de 0,5 mmol L' de N-NO; e ndo sendo
determinado diferencas nos demais tratamentos com acidos hiimico nas concentragdoes de
nitrato (Figura 30 C). Nos tratamentos com acido hiimico apenas as concentracdes de
10mg C L ¢ de 20 mg C L™ apresentaram as maiores atividades da GS nos tratamentos com
0,5 ¢ 5,0 mmol L' de N-NOs’, respectivamente (Figura 30 C).

Nas raizes de trevo, foram determinadas diferencas entre as concentragcdes de N-NOs',
em todos os tratamentos com acido himico (10 e 20 mg C L" e controle sem AH), sendo
superiores na concentragdo de 5,0 mmol L™ de N-NOs™ (Figura 30 D). Nos tratamentos com
acido humico foram determinadas as maiores atividades da GS nos tratamentos com 10 e
20 mg C L™ na concentracio de 5,0 mmol L™ de N-NOs". Na concentragdo de 0,5 mmol L de
N-NOj™ ndo foram determinadas diferengas entre os tratamentos com 4cido humico (Figura 30 D).
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Figura 30. Atividade da Glutamina Sintetase (nmoles y-glutamil g massa fresca) nas raizes
transformadas de manjericdo (A, C e E) e trevo (B, D e F) aos seis (A e B), nove (Ce D) e
15 dias (E e F) apds a repicagem para a solugdao de cultivo contendo os tratamentos com
acido humico (10; 20 mg C L™ e controle). Barras verticais indicam o erro padrio da
amostra. n = 3.

Na terceira avaliagdo (15 dias) ndo foram determinadas diferencas nas atividades da
GS entre os tratamentos de acido humico (10 ¢ 20 mg C L e controle sem AH) e nas
concentragdes de N-NO;™ (0,5 e 5,0 mmol L) em ambas as raizes estudadas (manjericdo e
trevo) (Figura 30 E e F).
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4. CONCLUSOES

As raizes transformadas de manjericdo e trevo apresentaram maiores influéncias da
interagdo do acido humico com nitrato (AH - N-NOj") nas avaliagdes aos seis dias, para todas
as avaliacOes realizadas, resultando em maiores teores de N-NO;3™ e N-amino livre nas células
vegetais nas avalia¢des seguintes (9 e 15 dias).

As raizes submetidas aos tratamentos com acidos humicos (10 e 20 mg C L), nas
duas concentragdes de nitrogénio em solugio (0,5 e 5,0 mmoles L™ de N-NO3") apresentaram
os maiores beneficios na atividade das bombas de protons e no metabolismo do nitrogénio em
todos os periodos de avaliacdo, confirmando a bioatividade dos 4cidos humicos.

As bombas de protons (P-H'-ATPase, V-H'-ATPase e H'-PPase) apresentaram,
inicialmente, influéncias em suas atividades decorrente da influéncia da interacdo AH - N-NO3"
no meio de cultivo das raizes, sendo mais significativas nas P-H -ATPases, e apresentando
uma significativa diminui¢ao de atividade no decorrer das avaliagdes (9 e 15 dias).
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CAPITULO VI

INTERACAO ACIDO HUMICO - NITRATO - MICORRIZA
ARBUSCULAR NA ATIVIDADE DAS BOMBAS DE PROTONS
E NO METABOLISMO DO NITROGENIO EM RAIZES
TRANSFORMADAS DE MANJERICAO E TREVO
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da interagdo do 4cido himico 20 mg C L™ ¢
controle sem AH) - Nitrato (0,5 ¢ 5,0 mmol L") - micorriza arbuscular (Glomus clarum) na
atividade das bombas de protons e no metabolismo do nitrogénio em raizes transformadas de
manjericdo (Ocimum basilicum L.) e trevo (Trifolium repens L.) mantidas “in vitro™ aos trinta
dias apds a repicagem. As raizes de manjericdo e trevo apresentaram atividades das P-H'-
ATPases e das H'-PPases superiores nas raizes colonizadas por Glomus clarum (G.cla) quando
comparadas com as raizes nao colonizadas (i col.) sendo mais expressivas na presenca do AH
(20 mg C L™"). Esta superioridade na atividade das P-H™-ATPases pode ser em decorréncia da
transferéncia bidirecional, de nutrientes, carboidratos e dgua entre planta-fungo (FMA <raizes),
também apresentaram os maiores teores de N-NOs, de NH.,", maior atividade da nitrato
redutase (NR) e os menores teores de agucares soluveis, N-amino livre e atividade da Glutamina
Sintetase (GS). Este comportamento pode ser decorrente da simbiose micorrizica que
proporciona melhorias na absor¢do de nutrientes (alta atividade das P-H'-ATPases) porém
requerem metabdlitos elaborados das raizes para a sua formacdo e manutengdo, justificando as
altas atividades da NR, os altos teores de NH4" e os baixos teores de N-NO5". Os altos teores de
N-NOs™ nas raizes de manjericdo e trevo podem ser em decorréncia da capacidade que as hifas
micorrizicas tém de aumentar a absor¢ao de N e o transportar para a planta devido ao aumento
da 4rea de superficie de contato. Estes resultados sugerem que, na presenca de grandes
quantidades de acido humico na solugdo, a rota preferencial para a assimilagdo de NH,  nas
raizes colonizadas por Glomus clarum néo seja a via da GS. As associagdes micorrizicas foram
mais expressivas nos tratamentos submetido a baixas concentragdes de nitrogénio
(0,5 mmoles L™ de N-NO5) associado aos tratamentos com 4cidos hiimicos (20 mg C LYe que
os tratamentos com 5,0 mmoles L apresentaram as menores taxas de colonizac¢io radicular, o
que pode ser considerado um efeito inibidor para as associagdes micorrizicas.

Palavras chave: H-ATPases. Nutricdo mineral. Simbiose.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the influence of the interaction between humic acid
(20mg C L' and control without AH) - Nitrate (0.5 and 5.0 mmol L) - mycorrhiza arbuscular
(Glomus clarum) in the activity of the protons pumps and in the nitrogen metabolism in
transformed roots of basil (Ocimum basilicum L.) and clover (Trifolium repens L.). They were
sampled after thirty days of growth. The basil roots and clover presented activities of
P-H'-ATPases and H'-PPases of high in the roots colonized by Glomus clarum (G.cla) when not
compared with the roots colonized (fi col.) being more expressive in the presence of HA
(20 mg C L™). This superiority in P-H"-ATPases activity can be due to the bi-directional transfer,
of nutrients, carboidrates and water among plant-fungi (FMA<roots), they also presented the
largest tenors of N-NOj, of NH,', larger activity of the nitrate redutase (RN) and the smallest
tenors of soluble sugars, N-amino free and activity of Glutamine Sintetase (GS). This behavior
can be due to the micorrhizical symbiosis which provides improvements in the absorption of
nutrients (high activity of P-H'-ATPases). However they request elaborated metabolites of the
roots for your formation and maintenance, justifying the activities of RN, the high levels of NH,"
and low of N-NOj". The high levels of N-NO;" in the basil roots and clover they can be due to the
capacity that the micorrhizical hyphae have to increase the absorption of N and transporting to the
plant due to the increase of the area of contact surface. These results suggest that, in the presence
of great amounts of humic acid in solution, the preferential route for the assimilation of NH," in
roots colonized by Glomus clarum is not the GS. The micorrhiziac were more expressive in
treatments submitted to low concentrations of nitrogen (0.5 mmoles L of N-NOy) associated to
treatments with humics acids (20 mg C L™). Treatments with 5.0 mmoles L™ had the smallest
rates of colonization.

Key Words: H'-ATPases. Mineral nutrition. Symbiosis.
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1. INTRODUCAO

A filosofia e a pratica da agricultura estdo mudando de um enfoque convencional para
uma abordagem sustentavel. Os sistemas agricolas sustentaveis sdo caracterizados pela reduzida
insercdo de insumos sintéticos ¢ um aumento consideravel de informacoes relacionadas com
praticas conservacionistas. Esta mudanca de pensamento foi decorrente de que, a partir da
segunda metade do século XX, a fertilidade dos sistemas agricolas foi considerada,
principalmente como a capacidade do solo de fornecer nutrientes as plantas em quantidades
satisfatorias. O balango negativo da equagdo entre o estoque de nutrientes no solo e a
necessidade das culturas deveria ser suprido com a adi¢do de fertilizantes minerais, e ficou
conhecida como Revolucdo Verde que, manejada incorretamente, acarretou sérios problemas de
degradagdo ambiental. Dentre os elementos minerais essenciais para o desenvolvimento dos
vegetais, 0 nitrogénio ocupa posi¢do de destaque. Por ser requerido em maiores quantidades e
apresentarem alta mobilidade no solo o torna um dos nutrientes mais limitantes e que devem ser
repostos em maiores quantidades para a produtividade da maioria das culturas (CANTARELLA
et al., 2008; SOUZA & FERNANDES, 2006; WILLIAMS & MILLER, 2001)

Com énfase nesta visdo, alguns trabalhos t€ém sido conduzidos utilizando a matéria
organica como unica fonte de nutrientes do solo e como promotora do desenvolvimento das
plantas, juntamente a microrganismos benéficos do solo a fim de manter a produtividade
vegetal sem prejuizo ao ambiente (BUNEMANN et al., 2004; BACA et al., 1995). No solo o
N esta disponivel em diversas formas, incluindo NH,", NO5", aminoacidos, peptideos soluveis
e formas complexas insoluveis. Esta diversidade de formas ¢ importante pela variedade de
espécies de plantas que diferem entre si na preferéncia por fontes de N, absorvendo-o
primariamente em formas inorganicas como NO;3; ou NH,", via sistema radicular
(WILLIAMS & MILLER, 2001) apds a mineraliza¢do do N, oriundo de residuos organicos do
solo (ciclagem de nutrientes) (STEVENSON & COLE, 1999) que em sistemas naturais
representa a fonte mais importante de N e que, apesar disso, a maior parte encontra-se em
fragdes cuja mineralizacdo ¢ bastante lenta (BUNEMANN et al., 2004).

A eficiéncia de absorcdo e utilizagdo do N ¢ otimizada pelos fungos micorrizicos
arbusculares (FMAs) em parte pela extensdo do volume de solo explorado, através de sua rede
micelial que pode se estender de nove a doze centimetros além da superficie explorada pelas
raizes (CAMEL et al., 1991) e em parte, por modificagdes fisiologicas da planta ainda pouco
estudadas (BERBARA et al., 1995). Evidéncias de alteragdes do metabolismo do fungo sdo dadas
pela atividade e localizagio de H'-ATPases (CAVENDER et al., 1999) que sdo afetadas
positivamente pela agdo das substancias himicas (NANNIPIERI et al., 1993). Este aumento da
extrusdo de protons (H"), teoricamente, pode afetar também as hifas fiingicas, proporcionando um
acréscimo em seu desenvolvimento e, conseqiientemente, uma maior taxa de colonizagdo
radicular e, consequentemente, melhorias na absor¢do de nutrientes e agua para as plantas
(RAMOS et al., 2005).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da interacdo do 4cido humico
(20mg CL" e controle sem AH) - Nitrato (0,5 e 5,0 mmol L") - micorriza arbuscular
(Glomus clarum) na atividade das bombas de prétons e no metabolismo do nitrogénio em
raizes transformadas de manjericao (Ocimum basilicum L.) e trevo (Trifolium repens L.) aos
trinta dias apos a repicagem das raizes.
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2. MATERIAL E METODOS

Para avaliar a influéncia da interagdo acido hiimico - nitrogénio (nitrato) - micorrizas
arbusculares (AH - N-NO; - FMA) na atividade das bombas de protons (P-H'-ATPase,
V-H"-ATPase e H'-PPase) e no metabolismo do nitrogénio (N), foram adicionadas diferentes
concentragdes de carbono (C) presente no acido hiimico (20 mg C L™ e controle sem AH) e
de nitrogénio na forma de nitrato (0,5 e 5,0 mmoles L' de N-NO5") na solugio de cultivo
(BECARD & FORTIN, 1988) de raizes transformadas de manjericio (Ocimum basilicum L.)
(NICOMEDES JUNIOR, 2003) e trevo (Trifolium repensL.) (BERBARA, 1995) em
simbiose com fungos micorrizicos Glomus clarum Nicolson & Schenck.

Os esporos de fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) Glomus clarum (G.cla) foram
desinfestados superficialmente e distribuidos em placas Petri, 100 esporos placa™, contendo
solugio Agar-agua (Agar bacteriological marca Oxoid n° 1, com 7,5 g L") e acondicionadas em
camaras termostaticas com temperatura controlada a 26 °C e na auséncia da luz para aguardar a
germinacdo dos esporos. A germinagdo dos esporos, que se caracteriza com a emissao de novas
hifas, foi monitorada diariamente em lupa estereoscopia. Apds a germinacdo, apenas um esporo
germinado foi repicado juntamente com dois segmentos de cada raiz, manjericao ou trevo, com
aproximadamente cinco centimetros de comprimento cada uma, em placas Petri contendo meio
minimo (BECARD & FORTIN, 1988) com pH ajustado para 5,80 e enriquecido com as
diferentes combinagdes de tratamentos com acido himico (AH) e nitrato (N-NOs"). As coletas
foram realizadas trinta dias apds a repicagem (DAR).

O 4acido humico utilizado foi proveniente de uma rapida vermicompostagem, 70 dias,
utilizando minhocas Eisenia foetida. Foi extraido conforme procedimento adotado pela sociedade
internacional de substincias hiimicas (IHSS) descrito por SWIFT (1996) com adaptagdes de
BENITES et al. (2003) e caracterizado quimicamente (DICK et al., 1999) e por espectroscopia
de infra-vermelho com transformada de Fourier (IV-TF) (TAN, 1995; STEVENSON, 1994;
STEVENSON & GOH, 1971). Os teores de C, H, N e O do 4cido hiimico foram de 47,0 © 0,1;
487 *0,01; 3,02 * 0,03 e 45,1 © 0,03 respectivamente, juntamente com as relacdes atdmicas
C/N, O/C, H/C que foram de 15,670,1; 0,96"0,02; 0,104* 0,005, respectivamente,
caracterizando um material estavel porém, pouco humificado (E4/E¢), devido ao rapido processo
de transformagdo, com carater mais aromatico e no estado reduzido (®) (descrito no Capitulo I).

O experimento foi montado em esquema fatorial 2x2x2x2, sendo duas raizes
transformadas (manjericdo e trevo), duas concentragdes de 4cido himico (20 mg C L' e
controle sem AH), duas concentragdes de N-NOs™ (0,5 ¢ 5,0 mmoles L'l), colonizadas ou nido
por FMAs (G.cla), em quatro repetigdes.

Foram avaliados: a colonizagdo radicular (MC GONIGLE et al, 1990), a atividade da
Nitrato Redutase (JAWORSKI, 1971) da Glutamina Sintetase (FARDEN & ROBERTSON,
1980) com modificagdes de por SOUZA et al. (2007), as fracdes soluveis (FERNANDES,
1978) N-amino livre (YEMM & COCKING, 1955), N-NH;" (FELKER, 1977), N-NOy’
(CATALDO et al., 1975) e agucares soltveis (YEMM & WILLIS, 1957), e a atividade das
bombas de protons (P-H'-ATPase, V-H'-ATPase e H'-PPase) (YANG et al., 2002, com
modificacdes de SANTOS, 2006) (Anexo 1).

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia pelo software estatistico
Sisvar (FERREIRA, 1998) e as médias comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As raizes de manjericio e trevo apresentaram atividades das P-H ATPases ¢ H'-PPases
superiores nas raizes colonizadas por Glomus clarum (G.cla) quando comparadas com as raizes
ndo colonizadas (i col.) (umol Pi rng'1 ptn min") (F igura 33). A maior atividade das
P-H'ATPases pode ser em decorréncia da transferéncia bidirecional, de nutrientes,
carboidratos e agua entre planta-fungo (SMITH, 1993). Como nao existe conexao simplastica
entre os simbiontes, os nutrientes devem ser absorvidos via apoplasto (KARANDASHOV &
BUCHER, 2005; RAUSH et al., 2001), uma vez que os FMAs drenam cerca de 5 a 20% do
fotossintato liquido total produzido pelo hospedeiro para a sua formacdo, manutencdo e
funcionamento das estruturas fungicas (JAKOBSEN & ROSENDAHL, 1990) (Figura 31)
sendo considerado como um dreno para o hospedeiro nos momentos inicias de sua formagao,
passando a simbiose a ser considerada como ndo benéfica para os vegetais (LIMA, 2004).

Figura 31. Formagdo, manutengdo e funcionamento das estruturas fungicas de Glomus
clarum (G.cla) aos trinta dias apos a repicagem (DAR) em raizes de trevo branco
(Trifolium repens L.) (BERBARA, 1995) crescidas em placas Petri contendo meio
minimo (BECARD & FORTIN, 1988) enriquecido com 20 mg CL™" e 0,5 mmol L
nitrato (N-NOs’) com pH ajustado para 5,80.

Esta simbiose caracteriza-se pela presenga de hifas, arbtisculos e/ou vesiculas fungicas
colonizando a regido do cortex das raizes das plantas hospedeiras e pela producdo de hifas
externas as raizes que se estendem por varios centimetros no solo, na rizosfera. Através do
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micélio os fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) conectam raizes e solo, aumentando a
absorcdo de nutrientes, 4gua do solo e humus pelas hifas, que podem ser consideradas uma
“extensdo” da raiz. Apesar de apresentarem um pequeno didmetro, as hifas dos FMAs possuem
uma grande area superficial que podem aumentar a superficie de absorcdo das raizes em até
1800% (PEDERSEN & SYLVIA, 1996). Em trevo (Trifolium repens), leguminosa que apresenta
raizes grossas, foram encontradas a produgio de 3 m de hifas g de solo e 46 m hifas m™ de raiz
colonizada (TISDALL & OADES, 1979), o que torna claro a importancia desta simbiose na
exploragdo do solo por nutrientes e 4gua e, consequentemente, para a produgao vegetal (Figura 32).

Figura 32. Micélio extra-radicular de fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) Glomus clarum
(G.cla) em raizes de trevo branco (Trifolium repens L.) (BERBARA, 1995) crescidas em
placas Petri contendo meio minimo (BECARD & FORTIN, 1988) com pH ajustado para 5,80
aos trinta dias apds a repicagem (DAR).

Ainda foi determinado um ligeiro acréscimo na atividade das P-H ATPases nas raizes,
de manjericdo e trevo, submetidas ao tratamento com 20 mg C L™, acarretando diferencas
significativas entre as duas concentragdes de N-NO;™ nas raizes colonizadas, sendo superior
nos tratamentos com concentra¢io de 0,5 mmol L' nas duas raizes estudadas (Figura 33 A e
B). Estes resultados sugerem uma maior eficiéncia da simbiose micorrizica em ambientes de
baixa fertilidade uma vez que, os nutrientes absorvidos pelas raizes, em sua quase totalidade,
podem ter sido absorvidos anteriormente pelos fungos micorrizicos.

Foram determinadas diferencas significativas na atividade das P-H'-ATPases entre as
raizes colonizadas (G.cla) e ndo colonizadas (fi col.) submetidas a0 mesmo tratamento de
acido humico (20 mg C L™ ¢ controle sem AH), sendo superior nas raizes colonizadas de
manjericao e trevo (Figura 33 A e B).
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Figura 33. Atividade das P-H'-ATPases (A e B), das V-H -ATPases (C e D) e das H'-PPases
(E ¢ F) (umolPi mg'ptn min™) nas raizes transformadas de manjericio (A, C ¢ E) e trevo
(B, D e F) submetidas 4 interacdo de 4cido humico (20 mg C L e controle sem AH),
N-NOs™ (0,5 e 5,0 mmoles L) colonizadas por Glomus clarum (G.cla) ou néo (i col.).
Detalhes nos insertos nas figuras internas com escalas ajustadas. Barras verticais indicam

o erro padrao da amostra. n = 4.

Na atividade das V-H'ATPases (umolPi mg 'ptn min™) (Figura 33 C e D) foram
determinadas o mesmo comportamento entre os tratamentos com 4cido humico (20 mg C L™
e controle sem AH) em ambas as raizes, manjericdo e trevo, colonizadas (G.clarum) ou ndo
(@i col.) sendo determinada uma baixa atividade. Nas raizes de manjericdo, submetidas aos
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tratamentos controle (sem AH) e colonizadas (G.cla) foram determinadas atividades muito
baixas, simbolicas, das V-H ATPases, nas duas concentragdes de nitrato (0,5 ¢ 5,0 mmoles L!
de N-NOj). Esta baixa atividade pode ser em decorréncia do suprimento energético que ¢
drenado para o simbionte micorrizico, acarretando a indugio das H'-PPases (Figura 33 E ¢ F),
que utilizam o pirofosfato (PPi) para ativar o metabolismo em condi¢des de estresse
energético (STITT, 1998).

Foram determinadas diferencas significativas na atividade das H'-PPases (Figura 33 E e
F) (umolPi mg'ptn min") entre as raizes colonizadas (G.cla) e ndo colonizadas (i col.)
submetidas aos mesmos tratamentos de acido htimico (20 mg C L e controle sem AH), sendo
superior nas raizes colonizadas em ambas as raizes, manjericio ¢ trevo, ¢ nas duas
concentragdes de N-NOs™ (0,5 e 5,0 mmoles L™). Nas raizes de manjericdo colonizadas (G.cla),
foram determinadas diferencas na atividade das H'-PPases entre as concentra¢des de N-NO;,
sendo superiores em condigdes de baixa concentracdo de N-NOj3™ (0,5 mmoles L™ (Figura 33
E). Nas raizes de trevo colonizadas (G.cla) ndo foram determinadas diferengas nas atividades
das H'-PPases entre as duas concentragdes de N-NOs™ (0,5 e 5,0 mmoles L) (F igura 33 F).

Os teores de N-NOs3™ (umoles de N-NOs g'1 de massa fresca) (Figura 34 A e B)
apresentaram comportamento similar nas raizes de manjericao e trevo, colonizadas ou nao por
Glomus clarum (G.cla), quando submetidas aos diferentes tratamentos de N-NOjs (0,5 e
5,0 mmol L™"). As raizes submetidas aos tratamentos com 20 mg C L' apresentaram teores de
N-NO;™ superior ao tratamento controle (sem AH) em ambas as raizes, na mesma
concentragdo de N-NO; (0,5 ¢ 5,0 mmoles L™).

Foram determinados os maiores teores de N-NOsz nas raizes submetidas aos
tratamentos com 5,0 mmoles L™ em todos as concentragdes com acido humico (20 mg C L™ e
controle sem AH) nas raizes de manjericio (Figura 34 A). Nas raizes de trevo foram
determinados os maiores teores de N-NO;z; nas raizes submetidas aos tratamentos com
5,0 mmoles L™ na concentragio de 20 mg C L™ nas raizes ndo colonizadas (ii col.) e nos
tratamentos com 0,5 mmoles L' nas concentragdes de 20 mg C L™ nas raizes colonizadas e
no tratamento controle (sem AH) nas raizes ndo colonizadas (fi col.) (Figura 34 B).

As raizes colonizadas apresentaram os maiores teores de N-NOj', em relagdo as raizes
ndo colonizadas (i col.), sendo superior nos tratamentos com 5,0 mmol L' de N-NOs’, apenas
nas raizes de manjericdo. As raizes de manjericdo apresentaram teores de N-NOj3™ superiores
as raizes de trevo, submetidas aos mesmos tratamentos.

Estes resultados sdo contrastantes com os resultados reportados por SOUZA et al.
(2006), nos quais nao foram detectados teores de N-NOs™ nas raizes de trevo crescidas em
meio minimo, colonizadas ou ndo por G. clarum nas avaliagdes aos 49, 84 ¢ 132 dias apés a
repicagem, sugerindo que todo o N-NOs™ ja tivesse sido reduzido pela nitrato redutase.
SOUZA et al. (2002) reportaram teores de 20 pumol g'1 de massa fresca em raizes de trevo
crescidas em meio minimo aos 81 dias apds a repicagem. Enquanto nesse trabalho as raizes
tinham 30 dias (Figura 34).

Os altos teores de N-NOj;™ nas raizes de manjericdo e trevo podem ser em decorréncia
da capacidade que as hifas micorrizicas tém de aumentar a absor¢do de N e o transportar do

solo ou da serrapilheira em decomposi¢do para a planta devido ao aumento da area de
superficie de contato (AZCON-AGUILAR & BAREA, 1991).
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Figura 34. Teores de N-NOs™ (umoles de N-NO;™ g™ de massa fresca) (A e B); atividade da
nitrato redutase (umoles N-NO, g™ massa fresca h™") (C e D) e teores de N-NH4" (umoles
N-NH;" g massa fresca) (E e F) nas raizes transformadas de manjericio (A, C ¢ E) e
trevo (B, D e F) submetidas & intera¢io de 4cido humico (20 mg C L e controle sem
AH), N-NO; (0,5 ¢ 5,0 mmoles L) colonizadas por Glomus clarum (G.cla) ou nio (i
col.). Barras verticais indicam o erro padrao da amostra. n =4.

Neste trabalho, os incrementos nos teores de NO;3™ foram de 130,3 ¢ 104,3% nas raizes
submetidas aos tratamentos com 0,5 mmol L' de NOsy e de 78,6 e 63,7 nos tratamentos com
5,0 mmol L™ de NO5", nas concentragdes sem AH (controle) ¢ com 20 mg C L™ nas raizes de
manjericdo (Figura 34 A), quando comparado com os teores de NO; nas raizes nao
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colonizadas. Nas raizes de trevo foram determinados incrementos de 102,8 ¢ 117,0% nos
tratamentos com 0,5 mmol L' de NO; e de 25,1 € 22,9 nos tratamentos com 5,0 mmol L' de
NOs, nas concentragdes sem AH (controle) e com 20 mg C L, respectivamente, o que
reforcam a teoria de que as micorrizas sdo mais benéficas para as plantas em solos de baixa
fertilidade, nitrogénio neste caso. Estes resultados foram superiores os resultados obtidos por
CLIQUET et al. (1997) e AMES et al. (1983) que relataram que as plantas quando em
associagdes com fungos micorrizicos sdo capazes de absorver mais nitrogénio do que as
plantas ndo micorrizadas numa propor¢ao de 20% - 31%, sendo absorvido tanto na forma de
NO;™ como na de NH4" (BAGO et al., 1996).

Na atividade da nitrato redutase (NR) (umoles N-NO, g massa fresca h™) (Figura 34 C e
D) ndo foram determinadas diferenga entre os tratamentos com 4cido humico (20 mgC L' e
controle sem AH) nas duas concentragdes de N-NOj3™ (0,5 e 5,0 mmoles L'l) em ambas as raizes,
manjericao e trevo, sendo superior nas raizes colonizadas (G.cla). Nos tratamentos com N-NOj’
foram determinadas as maiores atividades da NR na concentracio de 0,5 mmoles L' em ambas as
raizes. As raizes, manjericao e trevo, colonizadas por G. clarum apresentaram altas atividades da
NR quando comparadas as raizes ndo colonizadas (fi col.), submetidas a0 mesmo tratamento de
acido humico (20 mg C L e controle sem AH) e N-NO5 (0,5 e 5,0 mmoles L™) (Figura 34 Ce D).

Nos teores de NH; " (umoles N-NH," g'l massa fresca) (Figura 34 E e F) foi observado
um comportamento similar a atividade da nitrato redutase, na qual, foi observado maiores
teores nas raizes colonizadas (G.cla) sendo superiores nos tratamentos com 0,5 mmol L' de
N-NO;". Nas raizes submetidas aos tratamentos com acido humico (20 mg C L™ e controle
sem AH) nao foram determinadas diferengas em ambas as raizes. Estes resultados refor¢am as
teorias descritas por VARMA (1995) e GIANINAZZI-PEARSON & AZCON-AGUILAR
(1991) no qual reportam que algumas espécies de FMAs contém enzimas que quebram o N
organico e contém N-redutases que reduzem NO;3™ a NH," alterando as formas de N no solo, e
conseqlientemente aumentando estes teores no interior das células vegetais.

SOUZA et al. (2006) reportaram que os teores de N-NH,", em raizes transformadas
de trevo crescidas em meio minimo, foram maiores nas raizes ndo colonizadas a partir de 84
dias apos a repicagem. SOUZA et al. (2007) relataram queda nos teores de N-NH," em raizes
de trevo ndo colonizadas com o decorrer do tempo.

As raizes de manjericdo e trevo apresentaram comportamentos distintos entre as duas
concentragdes de N-NO; (0,5 ¢ 5,0 mmol L'l). Na concentracdo de 0,5 mmol L' foram
determinadas altas atividades das P-H -ATPases, H'-PPases e NR, também foram
determinados baixos teores de N-NOj ¢ altos teores de NH4 " nas raizes colonizadas (G.cla).
Este comportamento pode ser decorrente da simbiose micorrizica que proporciona melhorias
na absorgdo de nutrientes (alta atividade das P-H'-ATPases) porém requerem metabolitos
elaborados das raizes para a sua formacdo e manuten¢ao, justificando as altas atividades da
NR, os altos teores de NHy4" e os baixos teores de N-NO5.

Os teores de agucares soliiveis (umoles de agucares soliveis g massa fresca) nas raizes
de manjericdo e trevo (Figura 35 A e B) decresceram com a adig¢do de acido humico ao meio de
cultivo (20 mg C L) quando comparados na mesma concentragio de N-NO53’, sendo superiores
na concentracio de 0,5mmol L, e a unica excegdo foi determinada no tratamento com
5,0 mmol L™ nas raizes de trevo. As raizes de manjericdo colonizadas (G.cla) apresentaram os
maiores teores de aglicares soluveis em relagdo as raizes nao colonizadas (i col.) nas duas
concentragdes de N-NOs (0,5 ¢ 5,0 mmol L'l) de concentragao de 0,5 mmol L' de N-NOs’, o
que pode ser uma estratégia das raizes em drenar energia para o fungo com o intuito de
aumentar sua rede de hifas extraradiculares a fim de aumentar a absor¢ao de nutrientes, neste
caso para nitrato, e agua (Figura 34 A).
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Glutamina Sintetase (nmoles y-glutamil g massa fresca) (E e F) nas raizes transformadas
de manjericdo (A, C e E) e trevo (B, D e F) submetidas a interacdo de acido hiimico
(20 mg C L™ e controle sem AH), N-NO; (0,5 e 5,0 mmoles L) colonizadas por Glomus
clarum (G.cla) ou ndo (n col.). Barras verticais indicam o erro padrdo da amostra. n = 4.
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Os teores de N-amino livre (umoles N amino livre g massa fresca) (Figura 35 C e D)
apresentaram um ligeiro decréscimo com a adigdo de 4cido humico na solucdo sendo superiores
nos tratamentos controle (sem AH), acompanhando o mesmo comportamento dos teores de
agucares soluveis. Nas raizes ndo colonizadas (i col.) os teores de N-amino foram semelhantes
entre as raizes nas duas concentracdes de N-NOj;'. As raizes de manjericdo colonizadas por
Glomus clarum (G.cla) apresentaram teores de N-amino superiores na concentragdo de 0,5
mmol de N-NOs™ e o tratamento controle (sem AH) foi superior ao tratamento com acido
hamico (20 mg C L™), sendo o mesmo comportamento observado nas raizes de trevo.

Foi determinado estimulo na atividade da glutamina sintetase (GS) (nmoles y-glutamil g
massa fresca) nas raizes ndo colonizadas nas duas concentragdes de N-NOs;~ (0,5 e
5,0 mmoles L™) quando foi adicionado acido hiimico na solucdo de cultivo (20 mg C L™
(Figura 35 E e F). Nas raizes colonizadas por Glomus clarum (G.cla) foi observado uma
atividade inferior da GS nos tratamentos com acido hiumico quando comparado com a atividade
determinada nos tratamentos controle (sem AH) nas duas concentragcdes de nitrato. Estes
resultados sugerem que, na presencga de grandes quantidades de dcido hiimico na solu¢do, a rota
preferencial para a assimilacdo de NH4" nas raizes colonizadas por Glomus clarum nio seja a
via da GS.

Os FMA podem assimilar o N tanto através da via GS/GOGAT como GDH. A via
GS/GOGAT ¢ mais importante quando os niveis de NH; sdo baixos e que, em niveis
elevados predomina a GDH, provavelmente, devido ao elevado Ky desta enzima pelo
substrato (KARUNARATNE et al., 1987; PLASSARD et al., 1986; St. JOHN et al., 1985;
SMITH et al., 1985). Segundo QUORESHI et al., 1995, a atividade das enzimas GS e GDH-
NADPH foram maiores quando o N foi suprido na forma de NO;3". Quando o N foi suprido na
forma de NH;" a atividade da GDH-NADH, foi maior. Segundo JOHANSEN et al. (1996),
isto indica que a glutamina tem um papel chave na entrada de N em compostos organicos e
como precursores de outros aminodcidos.

A atividade da nitrato redutase (NR) foi encontrada em esporos de FMAs germinados
(HO & TRAPPE, 1975) e em extratos de raizes micorrizadas (SUBRAMANIAN &
CHAREST, 1998). Niveis elevados de um transcrito como homoélogo proximo aos genes da
NR fungica foram encontrados em arbusculos de FMAs Glomus intraradices (KALDOREF et
al., 1998). Diversas evidéncias indicam que o ciclo da glutamina sintetase/glutamato sintase
(GS/GOGAT) ¢ o responsavel pela assimilagio da amoénia na hifa fungica extra-radical
(JOHANSEN et al., 1996), entretanto, a participa¢do da glutamato dehidrogenase (GDH) nao
foi excluida experimentalmente.

Nao ha nenhuma evidéncia direta a respeito da forma quimica em que o N ¢ transferido
longitudinalmente da hifa dos FMAs as plantas, embora a atividade da nitrato redutase (NR) nos
arbusculos conduza a hipotese de que, ao menos, alguma quantidade de N seja transferido como
nitrato (KALDOREF et al., 1998). JOHANSEN et al. (1996) reportaram que os aminoacido,
especificamente arginina (Arg), sdo os mais provaveis formas transferidas por causa da
assimilacdo ativa do amoénio e do nitrato aos aminoacidos em raizes colonizadas e da
observacdo de Arg em niveis substanciais nos FMAs (BAGO et al., 1999). Também a favor da
Arg como uma candidata para a transloca¢do de N ¢ requerido um fluxo substancial de cétions
do solo as raizes colonizadas para acompanhar os translocados polifosfatos polianidonicos
(poliP) pelos FMAs (SMITH & READ, 1997; BUCKING & HEYSER, 1999).

O modelo de transferéncia de N do simbionte fingico para os vegetais, sugerido por
BAGO et al. (2001), é especulativo e requer a atividade de varias enzimas e transportadores em
lugares especificos nas micorrizas arbusculares. Entretanto, CHALOT et al.  (2006)
evidenciaram que em associacdes micorrizicas a amonia realca o potencial para transferéncia
direta de N do fungo para as células das plantas, e que esta perspectiva foi caracterizada através
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de estudos em proteinas de membrana que poderiam cumprir a fun¢ao de transportar o amonio.
A assimilacdo rapida de N inorganico no local de absor¢do pode assegurar que as demandas
internas sejam satisfatorias antes da transferéncia a planta hospedeira e também podem impedir
a acumulagao toxica de ions amoénio (GOVINDARAJULU et al., 2005; JIN et al., 2005).

CHALOTE et al. (2006) sugerem que uma maior aten¢do também deve ser dedicada aos
canais ndo-especificos como as aquaporinas ou os sistemas de cation dependentes de gradiente
elétrico que também poderia contribuir para a importacdo do amonio do apoplasto interfacial ao
citoplasma da célula vegetal.

Nas raizes de manjericdo e trevo foram determinadas taxas da colonizagdo micorrizica
relativamente baixas (Figura 36 A e B) e que os tratamentos com acido humico associados a
uma baixa concentra¢io de N-NOs™ na solugio (0,5 mmoles L) proporcionaram as maiores
taxas de colonizacdo (%), o que pode ter influenciado em maior atividade das bombas de
protons (Figura 33) decorrente do maior niimero de pontos de contato entre os simbiontes
(FMAraizes) podendo influenciar na eficiéncia na absor¢do de ions da solucdo. Altas
concentracdes de N-NOs™ (5,0 mmoles L) reduziram a colonizagdo radicular nas raizes de
manjericdo e trevo, o que pode ser uma estratégia dos vegetais em controlar a taxa de
colonizacdo dos FMAs, uma vez que, quanto mais colonizadas, maiores serdo os pontos de
troca entre os simbiontes € maior serd o dreno proporcionado pelos FMAs, o que seria um
gasto desnecessario ja que as raizes se encontram em um meio rico em nutrientes.
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Figura 36. Colonizag@o micorrizica (%) nas raizes transformadas de manjericdo (A) e trevo
(B) aos 30 dias apds a repicagem, submetidas aos tratamentos com acido himico (AH)
(20 mg C L' e controle sem AH) e duas concentra¢des de N-NO;™ (0,5 ¢ 5,0 mmoles L™).
Barras verticais indicam o erro padrdo da amostra. n = 4.

A eficiéncia da transferéncia de nutrientes (FMA-—raizes) e metabolitos
(raizes—FMA) pode ser beneficiada pela taxa de colonizacdo radicular aumentando os pontos
de contatos (trocas) entre os simbiontes.
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4. CONCLUSOES

Os teores de nitrogénio na forma de nitrato na solu¢do (0,5 e 5,0 mmoles LY
influenciaram diretamente nos efeitos proporcionados pela associacdo micorrizica nas raizes
de manjericio e trevo, sendo que nos tratamentos com 0,5 mmoles L' nas raizes micorrizadas
foram observados as maiores atividades das bombas de prétons (P-H'- ATPase ¢ H'-PPase),
da nitrato redutase e da glutamina sintetase, nos teores de N-NH,", acucares soluveis e N-
amino livre, bem como na taxa de colonizagao radicular.

As associacdes micorrizicas foram mais expressivas na atividade das bombas de protons e
no metabolismo do nitrogénio nos tratamentos submetido a baixas concentra¢des de nitrogénio
-1 - . , . , . -1
(0,5 mmoles L™ de N-NOs’) associado aos tratamentos com acidos humicos (20 mg C L™).

r . o~ . -1
As raizes de manjericdo e trevo, submetidas aos tratamentos com 5,0 mmoles L
apresentaram as menores taxas de colonizacdo radicular, o que pode ser considerado um
efeito inibidor para as associa¢des micorrizicas.

A adicio de 4acidos humicos na solu¢do de cultivo (20 mg C L") estimulou a
colonizagdo de Glomus clarum nas raizes de manjericio ¢ trevo, e também na atividade das
bombas de prétons (P-H'- ATPase e H'-PPase), nos teores de N-NO; e na atividade da
nitrato redutase nas raizes colonizadas ou nao pelos FMAs.

A presenca do 4cido humico no meio de cultivo proporcionou uma atividade inferior da
glutamina sintetase (GS) nas raizes colonizadas por Glomus clarum (G.cla) submetidas aos
tratamentos com acido himico quando comparadas as atividades determinadas no tratamento
controle (sem AH) nas duas concentracdes de nitrato. Estes resultados sugerem que a rota
preferencial para a assimilagio de NH4™ nas raizes colonizadas por Glomus clarum na presenca
do 4cido humico nio seja a via da GS.

A presencga de acido humico proporcionou as maiores taxas de colonizagdo micorrizica
em ambas as raizes estudadas, sendo mais expressivas em baixos niveis de N-NOj
-1
(0,5 mmol L™).
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CONCLUSOES GERAIS

A concentragdo de 20 mg de C L™, presente no acido hiimico, foi a que apresentou os
maiores ¢ mais homogeneos resultados no desenvolvimento das raizes, drea e comprimento, em
todos os periodos estudados (15, 30 e 45 dias ap6s a repicagem), sendo aos 30 dias observados os
melhores resultados, e que concentragdes superiores a 40 mg C L™ na solugdo de cultivo néo
proporcionaram grandes beneficios para o desenvolvimento radicular.

O 4cido humico influenciou, positivamente, na atividade das bombas de protons
(P-H™-ATPases, V-H'-ATPases ¢ H'-PPases) e no metabolismo do nitrogénio avaliado pelas
fragdes soluveis (teores de N-NO5", N-NH,", N-amino livre, agtcares soluveis e nas atividades
da Nitrato Redutase e da Glutamina Sintetase) nas raizes de manjericao e trevo.

Os teores de nitrogénio na forma de nitrato na solugdo (0,5 e 5,0 mmoles L)
influenciaram diretamente nos efeitos proporcionados pela associacdo micorrizica nas raizes
de manjericao e trevo, sendo que nos tratamentos com 0,5 mmoles L' nas raizes micorrizadas
foram observados as maiores atividades das bombas de protons (P H'- ATPase e H'-PPase),
da nitrato redutase e da glutamina sintetase, nos teores de N-NH,', de agtcares soluveis e de
N-amino livre, bem como na taxa de coloniza¢ao radicular.

A adicdo de 4cidos humicos na solu¢do de cultivo (20 mg C L") estimulou a
colonizagdo de Glomus clarum nas raizes de manjericdo e trevo, ¢ também a atividade das
bombas de protons (P H'- ATPase e H'-PPase), os teores de N-NO;™ e a atividade da nitrato
redutase nas raizes colonizadas ou nao pelos FMAs.

As associa¢des micorrizicas foram mais expressivas na atividade das bombas de protons e
no metabolismo do nitrogénio nos tratamentos submetido a baixas concentragdes de nitrogénio
(0,5 mmoles L™ de N-NO;") associado aos tratamentos com acidos humicos (20 mg C L™).
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CONSIDERACOES FINAIS

A partir desta curva de calibragdo, os beneficios da adicdo da matéria organica do solo
poderdo ser melhores estudados, desde os seus efeitos no crescimento radicular e na nutricao
vegetal até sua importancia na produtividade das culturas em condi¢des de campo.

A busca de alternativas de fontes de matéria organica eficientes no processo de
reciclagem de biomassa e na recuperacdo e fertilizacdo do solo ¢ uma necessidade de estudo
constante. A adequacdo da reciclagem desses residuos resolve, em parte, a questdo ambiental
e, em contrapartida, promove a geracdo de insumos organicos para a agricultura, o que ¢ um
dos aspectos mais importantes envolvidos nesse sistema de produgao.

Para o emprego do processo de vermicompostagem torna-se necessario um melhor
conhecimento da qualidade das fontes de matéria organica, que podem alterar a qualidade do
vermicomposto, e oferecer alternativas viaveis técnica e economicamente aos agricultores,
principalmente para os de sistemas organicos de producao.

As substancias humicas favoreceram a micorrizacao, podendo ser sugerido para trabalhos
futuros a pratica de adigdo destas substancias nos substratos de crescimento das plantas, tornando
necessarios estudos voltados para a relagao beneficio/custo da adubagdo organica.

Em estudo de nutricdo de plantas, as simbioses micorrizicas sao melhores estudadas para
o nutriente fosforo (P) devido a sua baixa disponibilidade e mobilidade nos solos. Entretanto,
outros nutrientes de interesse, como o nitrogé€nio, podem ter quantidades significativas de
transferéncia para as plantas, mesmo que estas tenham desenvolvido mecanismos de alta
eficiéncia na aquisi¢@o destes nutrientes via sistema radicular ou pela formacao de simbiose com
outros microrganismos, como € o caso da fixagao bioldgica de nitrogénio.

O uso de matéria organica combinada com a inoculagdo de micorrizas permite obter
substratos mais eficientes e apresentam indicadores morfologicos e fisioldgicos semelhantes
aos obtidos com adubacdo mineral completa e, conseqiientemente, aumentam a eficiéncia do
uso do N, principalmente o N-NOs’, minimizando os riscos de polui¢do ambiental.

Como os resultados obtidos neste trabalho foram altamente expressivos, torna-se
necessario uma melhor avaliagdo e compreensdo da importancia dos efeitos proporcionados
pela matéria orginica e da simbiose micorrizica, juntos ou separadamente, na produtividade
das culturas nos diferentes sistemas de producgdo isto porque as taxas de absor¢do de
nutrientes e posterior transferéncia para as plantas variam de acordo, principalmente, com o
tipo de micorriza e estdgio de desenvolvimento das culturas.

Estes resultados propiciaram elementos importantes para o entendimento da atividade
bioldgica das substancias humicas e dos mecanismos bioquimicos envolvidos no crescimento
radicular e na colonizagdo micorrizica por FMAs.
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ANEXOS

Procedimentos realizados nas coletas ¢ andlises da atividade das bombas de prétons
(P-H™-ATPases, V-H'-ATPases e H'-PPases) e do metabolismo do nitrogénio em raizes
tranformadas de manjericdo (Ocimum basilicum) e trevo (Trifolium repens L.) conforme
objetivo descrito nos capitulos III, IV, V e VI. Para a avaliagdo das fracdes soluveis
(FERNANDES, 1983) sendo N-NOs™ (CATALDO et al., 1975), N-NH," (FELKER, 1977),
acucares soluveis (YEMM & WILLIS, 1957) e N-amino livre (YEMM & COCKING, 1955)
foram coletadas com pinca anatomica 0,5 g de raizes, lavadas vagarosamente em agua
destilada corrente com auxilio de uma peneira de plastico, secadas cuidadosamente com papel
toalha. Foram pesadas e acondicionadas em frascos contendo 20 mL de etanol (80%) e
armazenados em geladeira (4°C) para posterior extragdo alcoolica e particdo com cloroférmio.

Anexo 1. Avaliagdo das Atividades Enzimaticas

Isolamento das vesiculas de membrana plasmética e tonoplasto

Para a avaliagio da atividade das bombas de prétons (P-H'-ATPases, V-H'-ATPases e
H'-PPases), foram feitas extragdes de vesiculas de membrana plasmatica e do tonoplasto por
fracionamento celular conforme YANG et al. (2002) com modificagdes de SANTOS (2006).

Todo o processo descrito para o isolamento das vesiculas de plasmalema e tonoplasto
foi realizado de 0 a 4°C. Amostras de 5g de massa fresca de raizes foram maceradas em graal
e pistilo com 8 mL do meio de extragio (sacarose 250 mmoles L, glicerol 100 mL L™,
KCl1250 mmoles L™, Tris/acetato 50 mmoles L (pH 7.5), EGTA 2 mmoles L™, 10 g L de
polivinilpirrolidona (PVP), fenilmetilsulfonil fluoreto (PMSF) 1 mmol L, ditiotreitol (DTT)
2 mmoles L™ ¢ 3 g L' de albumina) filtrando o homogenato em quatro camadas de gaze ¢ em
seguida centrifugado a 4.500 xg por 10 minutos, este procedimento foi realizado para a
retirada da fra¢do grosseira (parede celular, células intactas, etc). O sobrenadante foi recolhido
e novamente centrifugado a 14.600 Xg por 10 minutos para uma maior limpeza (retirada de
mitocondrias, etc). O sobrenadante foi recolhido e agora centrifugado a 105.000 xg por
60 minutos. ApoOs esta ultracentifugacdo, descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu o
precipitado com 1 mL de um meio de suspensdo (sorbitol 250 mmoles L™, Tris-Acetado
20 mmoles L™ (pH 7,5), EGTA 1 mmol L', MgCl, 2 mmoles L' ¢ DTT 2 mmoles L™"). O
material ressuspenso foi acondicionado em tubos ependoff, congeladas em nitrogénio liquido
e armazenadas em freezer a -25°C para posterior andlise da atividade das bombas de protons.

Quantificacdo das proteinas

O teor de proteina dos extratos contendo vesiculas da membrana plasméatica e
tonoplasto foi determinada pelo método de BRADFORD, (1976), usando soro albumina
bovina como padrao. Uma aliquota de 60 uL da suspensdo de membranas foi adicionada em
tubos de ensaio e logo depois 3 mL da solu¢dao de Bradford (coomassie brilliant blue G-250
0,12 mol L'l, etanol 0,1 mol L'l, acido fosforico 1 mol L'l). Agitou e depois de 10 minutos foi
lida em absorvancia a 595 nm.
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Atividade das P-H™-ATPases, V-H"-ATPases e H"-PPases

As atividades das bombas de protons (P-H'-ATPases, V-H -ATPases e H'-PPases)
foram determinadas pela quantificacdo do fosfato inorgéanico (Pi) liberado pela hidrolise de
ATP (para as P H'-ATPase ¢ V H'-ATPase) e PPi (para as H'-PPase):

e P-H*-ATPase

O meio de reagdo é composto de MOPS-BTP 30 mmoles L (pH 6,5), sorbitol
50 mmoles L', MgSO,4 5 mmoles L', KCI 50 mmoles L™, Na;MoO, 1 mmol L™, 0,2 mL L™ de
Triton X-100, KNO; 50 mmoles L', NaN; 1 mmol L e ATP 5 mmoles L™

A reacfio foi iniciada pela adi¢do de 4 pg de proteina (o mesmo para as V H' -ATPases
e H'-PPase) por mL de meio. Apds 30 min a 30°C a reacdo foi paralisada pela adi¢do de
0,5 mL do meio de reagdo contendo as proteinas e 1 mL do meio de parada contendo H,SO4
(20 mL L), SDS 50 g L™ e (NH4):M0O4 7 g L' previamente em tubos de ensaio submersos
em gelo. Em seguida foram adicionados 50 pL de 4cido ascorbico 100 g L. Apos 10 minutos
1,45 mL de um meio contendo 40 g L' de citrato de sodio e 20 g L™ de acido acético glacial
foi adicionado para prevenir a medicao do fosfato (Pi) liberado pela atividade residual das
H'-ATPases e hidrolise 4cida do ATP. A cor foi totalmente desenvolvida apos 30 minutos e a
leitura espectrofotometrica realizada a 820 nm.

Para verificar a acdo de inibidores sobre a atividade da P-H'-ATPase, foi usado um
meio com 0,2 mmoles L' de Vanadato (Na;VO,). A atividade desta proteina foi calculada pela
diferenca entre a atividade observada sem e com a presenca de Na;VO4 no meio de reagdo.

e V-H"-ATPase

O meio de reagdo é composto de HEPES-BTP 30 mmoles L™ (pH 7,5), sorbitol
50 mmoles L'l, MgSO4 5 mmoles L', KCI 50 mmoles L'l, Na,MoO4 1 mmol L'l, 0,2 mL L!
de Triton X-100, Na;VO, 0,2 mmoles L', NaN3 I mmol L ¢ ATP 5 mmoles L.

Para verificar a acdo de inibidores sobre a atividade da V H'-ATPase, foi usado um
meio de reagio como acima descrito, mas contendo 100 nmoles L™ de bafilomicina A (inibidor
especifico da V-H'-ATPases quando em baixas concentragdes e inibidor das P-H'-ATPases
quando em altas concentragdes) ou 200 umoles L' de DCCD (inibidor da P-H'-ATPases)
(neste caso o DCCD foi previamente incubado com as proteinas por 10 minutos a temperatura
ambiente). A atividade da V-H'-ATPases foi calculada pela diferenca entre a atividade
observada sem e com a presenca de bafilomicina A; ou DCCD.

e H'-PPase

O meio de reagdo é composto de HEPES-BTP 30 mmoles L™ (pH 7,2), sorbitol 100
mmoles L'l, MgSO, 5 mmoles L'l, KCI 100 mmoles L'l, 0,2 mL L' de Triton X-100,
NaN; 1 mmol L e PPi 1 mmol L.

A atividade da H'-PPase dependente de K™ foi calculada pela diferenca entre a
atividade observada na auséncia e presenca de 100 mmoles L™ de KCI no meio de reagio.
Uma solucio de NaF a 2,5 mmoles L' também foi usada em meio de reacdo separado para
verificar o grau de inibicio das H'-PPases.

Atividade da nitrato redutase (NR)

A determinagdo da atividade da Nitrato Redutase (ANR) segundo JAWORSKI (1971).
Uma amostra de 200 mg do tecido vegetal fresco foi incubado com 5,00 mL de tampao
fosfato 0,1 mol L™ pH 7.5, contendo n-propanol e KNO;. Os tubos foram colocados em banho-
maria a 30°C por 1 hora no escuro. Em tubos separados foram adicionados 0,40 mL da solugao
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problema (amostra incubada), 0,30 mL de sulfanilamida 1%; 0,30 mL de n-naftil-etileno-diamino
(0,02%), e apds 20 min de repouso foi adicionado 4,00 mL de dgua e a leitura realizada contra um
padrao de NaNO; (0, 5, 10, 20, 25, 40 e 50 mmol L'l) em absorvancia a 540 nm.

Atividade da Glutamina Sintetase (GS)

A determinacgdo da atividade da Glutamina Sintetase foi realizada segundo FARDEN
& ROBERTSON (1980), modificada por SOUZA et al. (2007).

Um grama de tecido vegetal fresco foi macerado com N liquido e em seguida adicionou
4 ml de tampao de extragdo (TRIS ou Imidazol). O material foi filtrado em quatro camadas de
gaze e o filtrado centrifugado por 15 minutos a 4 °C e 15.000 xg. O sobrenadante foi recolhido e
usado para determinagdo da atividade da GS (0,30 mL de amostra foi incubada em 0,50 mL de
tampdo Imidazol-HCI (0,5 mol L") pH 7,5; 0,10 mL de ATP (0,1 mol L"), 0,1 mL de
glutamato (0,5 mol L) pH 7,5; 1,0 mL de 4gua destilada. Ap6s 30 minutos em banho-maria a
30°C, a reacao foi paralisada com a adi¢ao de 1,5 mL de solucdo de cloreto férrico (FeCl;.6H,O
0,2 mol L™ em HCI 0,5 mol L™). As amostras foram centrifugadas a 2000 xg por 5 minutos a 30
OC (para retirar proteinas precipitadas) e a leitura do sobrenadante foi feita em absorvancia a 540
nm e comparadas com padrdo de y-glutamil mono-hidroxamato.

Editoracdo de imagens

Anexo 2. Editoragdo das imagens proposta por LIMA et al. (2006) desde a captura das
imagens das placas Petri (A), a selecdo das raizes (B) processamento das imagens pelo
software “Sistema Integrado para Analise de Raizes e Cobertura do Solo” 3.0 (SIARCS®
3.0) para obten¢do da area radicular (cm”) (C) e apos afinamento para obtencdo do
comprimento radicular (cm) (D).
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pH rizosférico

Anexo 3. Solug¢ao com indicador mixto de pH para avaliacdo da area de influéncia das raizes. O pH
das solugdes foi ajustado para 6,0 com H,SO; 0,1 mol L', adquirindo uma tonalidade
avermelhada (A e C) adquirindo uma tonalidade amarelada quando 4cidas (B) e arroxeada
quando alcalinas (D).
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