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DIVULGAÇÃO DE SABERES 

 

Na verdade, necessitamos de textos simples para acompanhar e compreender os nossos 
próprios pensamentos, mormente quando se trata de idéias filosóficas que envolvem 
processos evolutivos e metas para alcançar que, muitas vezes, nos fogem às possibilidades de 
análise com o próprio raciocínio. 
 

Allan Kardec (1804-1869) 
 
 

LIÇÃO DE VIDA 
 

Existem as pessoas suaves, que sabem dosar a energia e tudo conseguem. 
São criaturas que não falam muito, mas agem bastante. 
Enquanto muitos ainda se encontram à mesa das discussões para a tomada de decisões, elas já 
se encontram a postos, agindo... 
Aquele que é simples não tenta esconder o que é feio ou desperdício, porque em sua pureza 
esses traços inexistem. 
Há realeza nas maneiras e graciosidade no comportamento, mas isto não rouba sua 
originalidade nem o compele à artificialidade! 
 
 

O TEMPO 
 
Durante a busca da realização de seus sonhos procure tempo para fazer aquilo que mais gosta, 
estar com seus familiares, amigos e pessoas que lhe querem bem, porque para entender o valor de: 
um ano: pergunte a um estudante que não passou nos exames finais.  
um mês: pergunte a uma mãe que teve um filho prematuro.  
uma semana: pergunte ao editor de uma revista semanal.  
uma hora: pergunte aos apaixonados que estão esperando o momento do encontro.  
um minuto: pergunte a uma pessoa que perdeu o trem, ônibus ou avião.  
um segundo: pergunte a uma pessoa que sobreviveu a um acidente.  
um milésimo de segundo: pergunte a uma pessoa que ganhou uma medalha de prata nas Olimpíadas.  
O tempo não espera por ninguém, por isso valorize cada momento da vida, você irá apreciá-los 
ainda mais se puder dividí-los com alguém especial. 
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RESUMO GERAL 

 
LIMA, Wallace Luís de. Metabolismo do nitrogênio e atividade de bombas de prótons em 
raízes transgênicas com ácido húmico e simbiose micorrízica arbuscular. 2008. 156f. 
Tese (Doutorado em Agronomia, Ciência 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 bioquímicos e morfológicos envolvidos na 
interação nitrogênio-micorrizas-ácido húmico (N-FMAs-AH) em raízes transformadas de 
manjericão (Ocimum basilicum L.) e trevo (Trifolium repens L.) crescidas “in vitro”. Para isso, 
foi avaliado o efeito de diferentes concentrações de ácido húmico, extraído de vermicomposto 
de esterco bovino, adicionado ao meio de cultivo das raízes, também foi avaliada a influência de 
concentrações distintas de N-NO3

- (0,5 e 5,0 mmoles L-1), bem como a interação destes fatores 
em simbiose com fungos micorrízicos arbusculares (FMAs). Foram realizados os seguintes 
experimentos: I) Produção e caracterização do ácido húmico; II) calibração da curva de resposta 
para ácidos húmicos, sendo avaliadas seis concentrações (10, 20, 40, 80, 160 mg C L-1 e 
controle sem AH) no desenvolvimento de raízes transformadas de manjericão aos 15, 30 e 45 
dias após a repicagem (DAR) realizada através de imagens digitais; III) avaliação das seis 
concentrações de AH aos 6 e 9 dias seguintes, em raízes de manjericão e trevo; IV)  Influência 
do N-NO3

- (0,5 e 5,0 mmoles L-1) em raízes de manjericão e trevo após período de 72 horas em 
solução sem N e as avaliações realizadas às 0, 12, 24 e 48 seguintes horas; V)  Influência da 
interação ácido húmico (10, 20 mg C L-1 e controle sem AH) e N-NO3

- (0,5 e 5,0 mmoles L-1) 
em raízes de manjericão e trevo aos 6, 9 e 15 DAR; VI) Influência da interação ácido húmico 
(20 mg C L-1 e controle sem AH), N-NO3

- (0,5 e 5,0 mmoles L-1) e micorriza arbuscular 
Glomus clarum em raízes de manjericão e trevo aos 30 DAR, sendo avaliado a atividade das 
bombas d prótons e no metabolismo do N (nos experimentos III, IV, V e VI). Foi observado que 
a concentração de 20 mg de C L-1 apresentou os melhores resultados no desenvolvimento das 
raízes e que concentrações superiores a 40 mg C L-1 não proporcionaram indução significativas 
no desenvolvimento radicular. O AH influenciou, positivamente, a atividade das P-H+-ATPases, 
V-H+-ATPases e H+-PPases e no metabolismo do nitrogênio em ambas as raízes em todos os 
experimentos analisados. As raízes apresentaram maior influência da interação AH - NO3

- na 
avaliação ao seis dias de contato para todas as avaliações realizadas, o que resultou em maiores 
teores de N-NO3

- e N-amino no interior das células vegetais na avaliação de 9 dias. As raízes 
submetidas aos tratamentos com ácidos húmicos (10 e 20 mg C L-1), nas duas concentrações de 
nitrogênio apresentaram os maiores benefícios na atividade das bombas de prótons e no 
metabolismo do nitrogênio em todos os períodos de avaliação, confirmando a bioatividade dos 
ácidos húmicos.  A adição de 20 mg C L-1 estimulou a colonização de Glomus clarum e também 
na atividade das bombas de prótons (P-H+- ATPase e H+-PPase) e no metabolismo do nitrogênio 
nos tratamentos com baixas concentrações de nitrogênio (0,5 mmoles L-1 de N-NO3

-). 
 
Palavras chave: Substâncias húmicas. Absorção radicular. Raízes em cabeleira. 



 

 
 

GENERAL ABSTRACT 
 
LIMA, Wallace Luís 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-NO3

- was also 
evaluated (0.5 and 5.0 mmoles L-1) 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-1 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-NO3

- (0.5 and 5.0 mmoles L-1) 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-1 and control without HA), and N-NO3

- (0.5 and 5.0 mmoles L-1) in basil and 
clover roots to the 6, 9 and 15 to DAR; VI) Influence of the interaction humic acid (20 mg C L-1 
and control without HA), N-NO3

- (0.5 and 5.0 mmoles L-1) 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-1 showed the best results in the development of the roots and higher concentrations of 
40 mg C L-1 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 - NO3

- in 
the evaluation after six days of contact for all the accomplished evaluations, which resulted in 
larger levels of N-NO3

- 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-1), 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-1 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-1 of N-NO3

-). 
 
Key words: Humic substances. Root absorption. Hairy roots. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 
 

Na história da pesquisa científica com vegetais as raízes são, sem dúvida, o órgão das 
plantas menos estudado (WAISEL et al., 2002). Esta carência é surpreendente, uma vez 
considerada sua importância na sustentação física de plantas, na absorção de nutrientes e água, e 
nas interações planta-microrganismos, mas pode ser explicada pelas dificuldades 
metodológicas, sendo o solo o fator limitante, pela sua complexidade tridimensional e a sua 
variabilidade espaço-temporal (ZONTA et al., 2006). Entretanto, a cultura de raízes isoladas de 
plantas e o desenvolvimento da transferência de DNA de Agrobacterium para plantas visando à 
produção de raízes transformadas geneticamente constituem-se dois importantes campos de 
estudos (GUILLON et al. 2006; BERBARA & FONSECA, 1996; FLORES & CURTIS, 1992). 

A possibilidade de utilização de raízes transformadas, também chamadas de raízes em 
cabeleira (hairy roots) cultivadas “in vitro” tem sido proposta para a ontogenia dos esporos de 
fungos micorrízicos arbusculares (FMAs), para o estudo do processo de colonização radicular 
e, especificamente, para identificação dos compostos produzidos antes, durante e após o 
estabelecimento da simbiose (AZCON-AGUILAR & BAREA, 1991). O uso de culturas de 
FMAs nestas raízes também permite avaliar interações metabólicas. Esta estratégia possibilita 
minimizar os efeitos das variáveis ambientais envolvidas na simbiose permitindo estudar o 
efeito de alguns eventos separadamente, como é o caso das substâncias húmicas (SH). 

Os meios nutritivos que são 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 proporções adequadas, os quais representariam à 
fertilidade ideal dos solos. O nitrogênio (N) é o elemento requerido em maiores quantidades e o 
que mais freqüentemente limita o crescimento. Sua deficiência resulta em raquitismo da planta, 
clorose gradual das folhas mais velhas, seguida por abscisão, dentre outras. A importância do N 
pode ser explicada uma vez que cerca de 90% do N-total das plantas encontram-se na forma 
orgânica e desempenha funções estruturais importantes como a de constituintes de 
macromoléculas, enzimas, proteínas, ácidos nucléicos e muitos outros constituintes celulares, 
incluindo membranas e diversos hormônios vegetais (WILLIAMS & MILLER, 2001). 

No solo o N está disponível em diversas formas, incluindo NH4
+, NO3

-, aminoácidos, 
peptídios solúveis e formas complexas insolúveis. Esta diversidade de formas é importante 
pela variedade de espécies de plantas que diferem entre si na preferência por fontes de N, 
absorvendo-o primariamente em formas inorgânicas como NO3

- ou NH4
+, via sistema 

radicular (WILLIAMS & MILLER, 2001). Em condições de solo fértil e neutro, a maior parte 
do nitrogênio absorvido pelas plantas está na forma nítrica, face à conversão do amônio a 
nitrato (NH4

+ → NO3
-) por bactérias nitrificadoras, já o NH4

+ torna-se disponível para as 
plantas somente após a mineralização do N, oriundo de resíduos orgânicos do solo, pela ação 
das bactérias amonificadoras (STEVENSON & COLE, 1999). 

Apesar do NO3
- ser mais móvel e, assim, prontamente disponível para as plantas, a sua 

disponibilidade pode ser reduzido pelos processos de denitrificação e lixiviação. Embora os íons 
NH4

+ sejam relativamente imóveis devido a sua atração por sítios de troca catiônica das 
partículas do solo, estes podem ser os mais disponíveis em solos com pH baixo e submetidos a 
maiores precipitações (STEVENSON & COLE, 1999). O NO3

- necessita ser reduzido a NH4
+ 

antes de ser incorporado às cadeias carbônicas para síntese de aminoácidos e outros metabólitos. 
Normalmente, todo NH4

+ absorvido pelas plantas é rapidamente assimilado nas raízes. 
Entretanto, muito mais energia é requerida para a assimilação de NO3

- do que para NH4
+. 
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O NO3
- é considerado a fonte de N mineral mais importante para o crescimento das 

plantas em solos aeróbicos. As plantas adquirem NO3
- da solução do solo, absorvendo-o 

através de transportadores específicos localizados na membrana plasmática (MP) das células 
da epiderme e do córtex da raiz. Uma vez no interior da célula, o NO3

- pode ser reduzido ou 
estocado no vacúolo. O primeiro passo na redução é realizado no citossol pela enzima nitrato 
redutase (NR) produzindo nitrito, que entra no plastídeo (cloroplasto na parte aérea) e é 
reduzido a NH4

+ pela enzima nitrito redutase (NiR). O NH4
+ é transformado pelo sistema 

GS/GOGAT em aminoácido (glutamina/ glutamato) os quais servem como substrato para 
reações de transaminação para produzir os outros aminoácidos (TISCHNER, 2000). 

O suprimento de N na forma de sais inorgânicos de NH4
+ para o cultivo de células, 

geralmente apresenta sintomas de toxidez (GAMBORG, 1970; GAMBORG & SHYLUK, 
1970). Uma alternativa para o uso de NH4

+ como única fonte de N, é a utilização desse 
nutriente na forma de sal de um ácido orgânico, sendo indicado neste caso um ácido 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 concentração usada, da fonte 
de N e do tipo de célula (FUKUNAGA et al., 1978). 

O NO3
-, fornecido como única fonte de N, apresenta uma excelente resposta de 

crescimento em várias culturas, sendo recomendado para tabaco (MATSUMOTO et al., 
1971), trevo branco (SCHONTZ et al., 1989), brássica (LAINÉ 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 NH4

+ e NO3
-, quando 

consideradas concentrações adequadas na mistura. Numa solução onde a concentração de 
NH4

+ é alta (inibitória) e a concentração de NO3
- é baixa, o crescimento vegetal pode ser 

favorecido quando a concentração de NO3
- for aumentada (VALE et al., 1998; OJIMA & 

OHIRA, 1978; CALDAS & CALDAS, 1976). O meio MS de MURASHIGE & SKOOG  
(1962), que contém 66 mg L-1 de N-NO3

- e 34 mg L-1 de N-NH4
+, é um exemplo da mistura 

das duas fontes de N que é 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 assimilação de N em plantas superiores vêm sendo desenvolvidos em 
diferentes espécies vegetais com diversos objetivos, tais como: formas de N mais absorvidas; como 
diferentes fontes de N são assimiladas; quais as enzimas envolvidas na assimilação; a localização 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 são, em 
sua maioria, cultivadas no solo e expostas a distintas influências ambientais. Outras técnicas 
utilizam o cultivo “in vitro”, com planta inteira ou apenas com raízes 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 raízes transformadas de espécies 
vegetais, o seu cultivo também é proposto para a simbiose raiz-micorriza nas diferentes fases 
da associação em condições controladas. Porém, a propagação de raízes requer o uso de um 
meio de cultura específico para cada espécie, com um equilíbrio adequado dos nutrientes que 
o compõe, principalmente N, o que proporciona condições favoráveis para o seu crescimento. 

O aumento da plasticidade da parede celular através da acidificação do apoplasto é fator 
fundamental para o crescimento e elongação da célula vegetal (COSGROVE, 1997). De acordo 
com este princípio, relacionado com a teoria do crescimento ácido, existe um aumento na extrusão 
de prótons pela H+- ATPase da membrana plasmática (MP), ativando enzimas específicas que 
atuam na plasticidade e alongamento celular (RAYLE e CLELAND, 1992). Este aumento da 
extrusão de prótons, teoricamente, pode afetar também as hifas fúngicas, proporcionando um 
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acréscimo em seu desenvolvimento e, conseqüentemente, uma maior taxa de colonização radicular, 
proporcionando melhorias na absorção de nutrientes e água para as plantas e conseqüentemente 
afetando positivamente na ativação da H+-ATPase da MP (RAMOS et al., 2005). 

Alterações bioquímicas, no fungo e no hospedeiro, ocorrem não somente durante o 
desenvolvimento de arbúsculos, mas também durante o processo de colonização intra-
radicular de maneira geral. Evidências de alterações do metabolismo do fungo são dadas pela 
atividade e localização de H+-ATPases (CAVENDER et al., 1999), e atividade de fosfatase 
alcalina vacuolar (VARANINI et al., 1993). Estas enzimas são afetadas positivamente pela 
ação das substâncias húmicas (NANNIPIERI et al., 1993) e é possível que este efeito também 
proporcione melhoria para a formação da simbiose micorrízica. 

O estudo da interação AH-fungos micorrízicos pode abrir uma nova frente de pesquisa 
para o desenvolvimento de produtos biotecnológicos para a agricultura, uma vez que o efeito 
do AH sobre a colonização de raízes é um aspecto fundamental para a otimização da simbiose 
e a preparação de substratos mais eficientes, como alternativas para incrementar a absorção de 
nutrientes pelas plantas sem que haja a necessidade de suplementação com fertilizantes. 

No conjunto das substâncias húmicas existe uma fração, que foi escolhida como objeto 
de estudo neste trabalho denominada de ácidos húmicos apresenta uma peculiaridade 
importante. São compostos humificados estáveis, ou seja, de difícil degradação, mas reativos. 
São considerados polieletrólitos de ácidos fracos que interagem com o meio circundante 
interferindo tanto nas propriedades químicas como nas físicas e ainda, sobre a atividade 
biológica do solo, porém a faixa de concentrações que melhor induzem benefícios para o 
desenvolvimento das culturas ainda permanece sem respostas conclusivas. 

O objetivo deste trabalho foi avaliar aspectos bioquímicos e morfológicos envolvidos 
na interação nitrogênio-micorrizas-ácido húmico em raízes transformadas (hairy roots) de 
manjericão (Ocimum basilicum L.) e trevo (Trifolium repens L.). Para isso, foi avaliado o 
efeito de diferentes concentrações de ácido húmico, extraído de vermicomposto, adicionado 
ao meio de cultivo das raízes transformadas, também foi avaliada a influência de 
concentrações distintas de N-NO3

- (0,5 e 5,0 mmoles L-1), bem como a interação destes 
fatores em simbiose com fungos micorrizicos arbusculares (FMAs). 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1. Metabolismo de Nitrogênio 

Os elementos provenientes da desintegração das rochas são captados pelas plantas a 
partir do solo, além daqueles obtidos diretamente da atmosfera (carbono sob a forma de 
dióxido de carbono) e da água do solo (hidrogênio e oxigênio). O nitrogênio (N) representa 
78% da atmosfera terrestre, entretanto, a maioria dos seres vivos é incapaz de utilizar o 
nitrogênio atmosférico para sintetizar proteínas e outras substâncias orgânicas. (ao contrário 
do carbono e do oxigênio, o nitrogênio é muito pouco reativo do ponto de vista químico, e 
apenas algumas bactérias e algas azuis possuem a capacidade altamente especializada de 
assimilar o nitrogênio da atmosfera e convertê-lo numa forma que pode ser usada pelas 
células). A deficiência de nitrogênio assimilável constitui muitas vezes, o principal fator 
limitante ao crescimento vegetal. 

O nitrogênio é constituinte de aminoácidos, proteínas e ácidos nucléicos, e participa direta 
e indiretamente de diversos processos nas plantas, dentre eles a divisão celular e a constituição de 
tecidos, das moléculas de clorofilas, citocromos e de proteínas e coenzimas, além de ser o 
elemento encontrado em maior quantidade nas plantas, depois do H, C e O, e ser constituinte de 
ácidos nucléicos responsáveis pela transferência da informação genética (ARIMA, 1995). 

As plantas superiores são capazes de absorver o N tanto na forma orgânica 
(aminoácidos, uréia, citrato) como inorgânica (amônio 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 aminoácidos, passando então da forma inorgânica 
para a orgânica (FERNANDES & ROSSIELLO, 1995). 

A disponibilidade de N para os vegetais em sistemas naturais ocorre principalmente 
pela mineralização da matéria orgânica do solo (ciclagem de nutrientes), haja visto o pequeno 
conteúdo desse nutriente nos minerais do solo. Apesar disso, a maior parte do N do solo 
encontra-se em frações cuja mineralização é bastante lenta (húmus), sendo mineralizado 
(disponibilizado para a absorção pelas raízes) apenas 2 a 3% do N total do solo a cada ano. 
Esta fração mineralizável está ainda sujeita a perda por lixiviação, volatilização e 
denitrificação, além da imobilização e fixação por partículas do solo. 

A capacidade de troca catiônica do solo faz com que o NH4
+ tenha pouca mobilidade 

no perfil, ao contrário do NO3
-. Como no solo o NH4

+ é transformado em NO3
- pelo processo 

de nitrificação, o NO3
- torna-se a forma predominante de N para muitas plantas. Por sua alta 

mobilidade no solo, o N tem sido estudado intensamente com o propósito de maximizar a 
eficiência de seu uso. Para tanto, tem-se buscado reduzir sua perda no solo e melhorar sua 
absorção pelas plantas (BREDEMEIER & MUNDSTOCK, 2000). 

Os fatores que afetam o crescimento da planta também influenciam a absorção e a 
assimilação do N (SMART & BLOOMM, 1993). Esse nutriente é absorvido e assimilado, por 
meio de processos com alto custo energético, em aminoácidos, proteínas e enzimas 
necessárias à síntese da massa seca. Embora a célula vegetal apresente elevada capacidade de 
armazenamento de nitrato no vacúolo, as quantidades estocadas são baixas quando 
comparadas com a demanda para o crescimento (TAIZ & ZEIGER, 2004). 

Tanto o nitrato quanto o amônio (presente em solução na forma do íon amônio) são 
prontamente utilizados pela planta, embora na maioria dos solos, o NH4

+ seja rapidamente 
oxidado a NO3

- por bactérias nitrificadoras. O NH4
+ prevalece em solos ácidos com vegetação 

cujas raízes exudam inibidores do processo de nitrificação, como planícies de gramíneas e 
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florestas de coníferas. A nitrificação também é prejudicada em solos compactados ou alagados, 
em função da baixa disponibilidade de oxigênio. O NH4

+ do solo é resultante da fixação 
biológica de nitrogênio (FBN) ou da degradação da matéria orgânica. 

Para absorver o NO3
-
 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 é regulado pela quantidade de nutriente disponível à planta. Os HATS funcionam 
quando a concentração de NO3

-
 na solução (do solo ou nutritiva) é baixa, e os LATS, quando 

a concentração é alta. 
O N transportado para o citossol está absorvido, porém ainda não foi assimilado. O N 

na planta pode ser distribuído por todas as partes, pois este nutriente é móvel nos vegetais. 
Esse fato confere a planta clorose nas folhas mais velhas, em condições de deficiência de N. 

Uma vez no interior da célula, o NO3
- absorvido pode ser reduzido a NO2

- e depois a 
NH4

+, armazenado no vacúolo ou exportado pelos vasos condutores para as regiões de 
consumo na parte aérea, porém, para ser assimilado deve ser reduzido a NH4

+. Enquanto o 
NH4

+
 absorvido já está 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 redução do NO3

- ocorre no citossol, enquanto a incorporação em 
esqueletos de carbono do NH4

+ pode ocorrer no citossol ou nos cloroplastos e plastídios. Estes 
processos se dão em locais diferentes em função da localização das enzimas responsáveis. A 
redução do NO3

- a nitrito (NO2
-) inicia no citossol pela enzima nitrato redutase (NR). A 

elevada atividade da NR implica em grande demanda de poder redutor e na mobilização de 
esqueletos de carbono (SOUZA et al., 1999). 

A NR é uma enzima de importância fundamental no processo de assimilação de N 
pelas plantas e tem atividade mais forte nas folhas durante o período luminoso. O estado 
típico de ativação na luz é de aproximadamente 70-90%, enquanto no escuro de 10-30%. No 
entanto, a luz não pode ser considerada um sinal direto para a ativação da enzima, pois sob 
contínua luz forte e baixa concentração de CO2, a NR fica inativa, ou seja, a fotossíntese é 
necessária para a ativação 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 alteração dos parâmetros cinéticos 
destas enzimas em plasmalema de raízes 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 redução de NO3

- consome os prótons absorvidos junto com o nitrato minimizando 
desta forma o efeito da acidificação do citossol, que se sabe induz as P-H+-ATPases. 

O nitrito (NO2
-) produzido pela NR, é direcionado para o cloroplasto (plastídio) sendo 

reduzido a NH4
+ pela nitrito redutase (NiR). Em plantas C4 a NR e a NiR estão localizadas 

nas células do mesófilo e ausentes na bainha vegetal (VAUGHAN & CAMPBELL, 1988). 
O NH4

+ absorvido pela planta ou proveniente da redução do nitrato é incorporado em 
uma molécula de glutamato pela enzima glutamina sintetase (GS1 no citossol e GS2 nos 
cloroplastos e plastídios) que transforma o glutamato (5C:1N) em glutamina (5C:2N). Em 
seguida, a enzima glutamato sintase (GOGAT) retira uma amina da glutamina e a transfere a 
uma molécula de α-cetoglutarato (também conhecido como 2-oxoglutarato) (5C:0N), 
proveniente do ciclo de Krebs, sendo então produzidas duas moléculas de glutamato (5C:1N). 
Uma dessas moléculas pode voltar e ser utilizada na assimilação de outro NH4

+ e a outra 
utilizada em outras vias metabólicas. 

Os processos de absorção, redução e assimilação de nitrogênio necessitam de energia, 
poder redutores e esqueletos de carbono, que em algumas situações estão limitantes na célula 
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(escuro, senescência, baixa taxa fotossintética, estresse etc). Nestas condições o nitrato absorvido 
pode ser enviado para outras células ou acumulado no vacúolo, para posterior utilização. 

A mobilização do nitrato do vacúolo, retornando ao citossol, envolve a participação de 
um transportador de nitrato, do tipo simporte, com um próton e depende de um gradiente de 
potencial eletroquímico que é gerado por duas bombas de prótons 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 V1 das V-H+-ATPase, deste modo esta enzima só atua 
bombeando prótons para o interior do vacúolo, na ausência de nitrato no citossol, o que 
permite, a saída de nitrato que esteja porventura acumulado no vacúolo. Essas enzimas 
existentes na plasmalema e no tonoplasto, assim como as H+-PPases no tonoplasto, viabilizam 
a absorção e remobilização de solutos e íons como o NO3

- (PALMGREN et al., 2001). 
A NR é uma enzima passível de ativação e indução pelo substrato (nitrato na solução) 

e possui meia-vida curta (em torno de três horas). A diminuição no influxo de NO3
-, e, 

portanto da quantidade de NO3
- no citossol, pode resultar em queda da atividade da NR. Deste 

modo, o NO3
- armazenado nos vacúolos 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 vacúolo através de canais iônicos e um transportador do tipo 
antiporte (ANGELI et al., 2006; FERNANDES & SOUZA 2006). O movimento de NO3

- do 
citosol para o vacúolo pode ser muito rápido, resultando numa depleção do seu conteúdo no 
citosol mesmo quando o conteúdo de NO3

- na célula é elevado, sendo, portanto essa organela 
considerada como o “pool” de reserva desse nutriente na célula vegetal. 

Foi encontrado em arroz, acúmulo de altos teores de NO3
- sem aumento 

correspondente no “pool” de N-amino livre ou no conteúdo de N-proteíco, levando a propor a 
existência de um mecanismo de seqüestro de nitrato, para explicar o deslocamento de NO3

- do 
“pool” metabólico para o “pool” substrato. Resultados com Brachiaria sp. sugerem que em 
níveis mais elevados de N-NO3

- aplicado no solo, pode haver absorção em excesso e acúmulo 
de NO3

- na parte aérea (FERNANDES & FREIRE, 1976). 

2.2. Sistema de Absorção das Células - Bombas de Prótons (P-H+-ATPase; V-H+-ATPase e 
H+-PPase) 

Os nutrientes (íons) necessitam ser transportados da solução do solo para as raízes, 
onde serão absorvidos e, então, distribuídos por toda a planta, alcançando as membranas 
celulares e organelas. A absorção dos nutrientes, na forma de íons (passagem para o interior 
das células), pode ocorrer em uma das células da endoderme, através de sua superfície 
exposta, ou através de uma das células corticais ou ainda numa célula da epiderme. Esta 
absorção, através das membranas (que são formadas por dupla camada de fosfolipídios e 
incrustadas de proteínas), ocorre através de sítios específicos, de origem protéica (proteínas 
integrais da membrana), que permitem a passagem dos íons do meio externo para o interior 
das células. Essas proteínas integrais de membrana formam os três sistemas que atuam no 
transporte de íons: as bombas iônicas, os transportadores de íons e os canais iônicos 
(FERNANDES & SOUZA, 2006; TANNER & CASPARI, 1996). 

O transporte através das membranas biológicas é um processo fundamental de 
energização celular (HAROLD, 1986) e é realizado através de um gradiente eletroquímico de 
prótons gerados pelas H+-ATPases da membrana plasmática das células (transportadores 
primários) quando removem prótons (H+) do citossol, o que proporciona uma força motriz 
(MICHELET & BOUTRY, 1995; MAESHIMA et al., 1994; SUSSMAN, 1994) criando desse 
modo diferenças de potenciais elétricos e de pH através da membrana plasmática. 
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Este gradiente é importante para muitas funções, incluindo a absorção de nutrientes e 
transporte até o citossol, a abertura dos estômatos, o carregamento do floema ou a absorção de 
íons pelas raízes (CAMONI et al., 2001; PALMGREN, 2001; FOX & GUERINOT, 1998), à 
manutenção do pH extracelular e intracelular (SMITH & RAVEN, 1979), e que sua regulação 
pode mediar uma série de respostas fisiológicas, 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 (elongação 
celular) por meio da acidificação do apoplasto (COSGROVE, 1997), que é favorecido pela 
ação das expansinas que são enzimas que atuam em pH menor ou igual a 4,5 alterando a 
estrutura e ligações dos polímeros da parede celular (COSGROVE, 1998). 

De acordo com este princípio, relacionado com a teoria do crescimento ácido, existe 
um aumento na extrusão de prótons pela H+-ATPase da membrana plasmática, ativando 
enzimas específicas que atuam na plasticidade e alongamento celular (RAYLE e CLELAND, 
1992). Ainda é responsável pela manutenção da pressão de turgor e a tolerância à salinidade 
(MAESHIMA, 2000; PALMGREN, 1998; MICHELET e BOUTRY, 1995; SUSSMAN, 
1994; SERRANO, 1988; LARSSON et al., 1987). 

O sistema de transporte primário gera um gradiente de íons cujo potencial 
eletroquímico representa a energia armazenada. O retorno desses íons através da membrana 
sob seu gradiente eletroquímico é mediado por um segundo sistema transportador (transporte 
ativo via simporte ou antiporte) de modo que, a diminuição do fluxo de íons, 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 primário (SZE et al., 1999). 

Entre as bombas iônicas as mais estudadas são as bombas iônicas de extrusão de 
prótons (H+-ATPases). A extrusão de prótons (+100 íons s-1), conhecida como “transporte 
ativo primário”, é o mecanismo central no processo de nutrição mineral de plantas 
(GAXIOLA 2007; FRANÇA et al. 2006; FERNANDES & ROSSIELLO 1995), é um 
transportador unidirecional de íons, específico para prótons (H+), usa a energia metabólica 
(hidrólise de ATP) para o seu funcionamento, gerando um gradiente de potencial 
eletroquímico o que permite a entrada de espécies iônicas nas células, mesmo contra um 
gradiente de concentração. A transferência unidirecional de carga positiva (H+) gera 
eletronegatividade (interior mais negativo) denominada de força próton motriz. 

O gradiente elétrico da membrana plasmática também determina a direção e extensão do 
fluxo passivo de íons por canais específicos. Por exemplo, muitos açúcares/prótons e de 
aminoácidos/prótons foram identificados em simporte (FISCHER et al., 1998). Em geral, o 
fluxo de cátions no citossol está de acordo com o potencial de Nernst, quando canais específicos 
de cátions se abrem, ânions eletrovalentes correspondentes extravasam para fora do citossol. 

As bombas de prótons são proteínas abundantes, quando comparadas a outros 
transportadores. Esta abundância reflete a sua baixa velocidade de transporte 
(~100 íons segundo-1) comparada aos transportadores de íons (300 a 1000 íons segundo-1) e 
aos canais (106 a 108 íons segundo-1). Cada bomba de próton pode representar, na realidade, 
de 1 a 5% da proteína purificada da membrana. Estão distribuídas em vários tipos de 
membrana, destacando-se a membrana plasmática, o tonoplasto (membrana vacuolar), 
membrana do retículo endoplasmático e as demais endo-membranas. Por essa ampla 
ocorrência, as bombas de prótons viabilizam a absorção e remobilização de íons, como o 
nitrato (PALMGREN, 2001). Em função disso, podem ser estimuladas ou induzidas pelo 
mesmo ânion (SANTI et al., 1995). 

As ATPases diferem quanto à bioquímica, organização das subunidades, mecanismo 
de reação e origem evolutiva (GAXIOLA et al, 2007, LUTSENKO e KAPLAN, 1995). A 
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manutenção de gradientes transmembrana depende da atividade primária de bombas 
eletrogênicas. Três bombas de prótons estão presentes nas células vegetais: H+-ATPases 
(P-H+-ATPase, V-H+- ATPase) e H+-Pirofosfatases (H+-PPases) (SZE, 1985). 

Na plasmalema, a bomba de extrusão de prótons (P-H+-ATPase) atua tornando o interior 
da célula mais negativo e criando um gradiente de prótons entre o exterior e interior da célula 
(gradiente protoniônico). No tonoplasto foram identificadas bombas de prótons que atuam no 
sentido citoplasma→vacúolo, que são as V-H+-ATPase e H+-PPases, responsáveis pela 
formação de um gradiente protoniônico de dentro para fora (vacúolo→citoplasma) (KANE, 
2006; SZE et al., 2002, DIETZ et al., 2001). Aparentemente, cada tipo de bomba primária é 
indispensável para a manutenção da homeostase celular, inclusive determinando a regulação 
do metabolismo de nitrogênio (KLUGE et al., 2003). 

As H+-ATPases são enzimas que podem ser ativadas em resposta a distúrbios 
nutricionais e cuja expressão nas membranas pode ser regulada pelas condições ambientais e 
de desenvolvimento, que poderiam agir como um mecanismo de percepção da injúria 
(HERNANDEZ et al., 2002, YAN et al., )1992. 

2.2.1. P-H+-ATPase 

A P-H+-ATPase é uma bomba de prótons (H+) eletrogênica, isto é, gera um potencial, na 
membrana que desta forma, serve como suprimento primário de energia para a absorção de 
nutrientes para célula e manutenção do turgor celular (PALMGREN, 1991; SZE, 1985). Durante 
o ciclo catalítico, um aspartil fosfato intermediário é formado, conseqüentemente o seu nome de 
“tipo P” (PEDERSEN & CARAFOLI, 1987) e sua principal função é gerar um gradiente 
eletroquímico de H+, provendo assim uma força motriz para ampliar a captação e efluxo de íons e 
metabólitos através da membrana plasmática (MORSOMME & BOUTRY, 1999). 

Durante o ciclo catalítico, um aspartil fosfato intermediário é formado, 
conseqüentemente sua denominação “tipo P” (SERRANO, 1988; PEDERSEN & CARAFOLI, 
1987) e sua principal função é gerar um gradiente próton - iônico direcionado para o interior da 
célula através da membrana plasmática, formando assim, uma força motriz para o transporte 
secundário de nutrientes ampliando a captação e efluxo de íons e metabólitos através da 
membrana plasmática (MORSOMME & BOUTRY, 1999; MICHELET & BOUTRY, 1995, 
PALMGREN et al., 1990; SERRANO, 1989; SZE, 1985). As ATPases “tipo P” formam uma 
grande família de proteínas de membrana as quais pareiam a hidrólise de ATP ao transporte 
ativo de cátions através das membranas celulares (MOLLER et al., 1996; LUTSENKO, 1995).  

A H+-ATPase de membrana plasmática (MP), por exemplo, extrusa H+ da célula 
gerando uma força próton-motriz com potencial membranar de -120 a -160 mV e um 
gradiente de pH de 1,5 a 2 unidades (exterior ácido), enquanto que as H+-ATPases vacuolares 
(V-ATPases) e a bomba de H+ da pirofosfatase vacuolar (H+-PPase) acidificam o lúmen 
vacuolar e outros compartimentos das endomembranas (SZE et al., 1999). 

Em plantas, a H+-ATPase da MP também participa em outras funções essenciais para o 
crescimento normal da planta como ativação do sistema de transporte secundário (MORSOMME 
& BOUTRY, 1999), tolerância à salinidade (JANICKA-RUSSAK & KLOBUS, 2007; 
FUGLSANG et al., 2006; MAATHUIS et al., 2003; BRESSAN et al., 1998;), regulação do pH 
intracelular (KURKDJIAN, 1989), expansão celular (COSGROVE, 1997; RAYLE & 
CLELAND, 1992), abertura dos estômatos e enchimento do floema (INOUE et al., 2005; 
PALMGREN, 2001; CAMONI et al., 2000), estresses de condições ambientais como temperatura 
(MARTZ et al., 2006; INOUE et al.,  2005; LEE et al.,  2004). 

A dependência 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 ativação da 
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H+-ATPase. Seu papel na manutenção do pH e no crescimento celular vem sendo discutido, 
mas não está claro como a H+-ATPase está envolvida na regulação 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; KURKDJIAN, 1989). Como o pH ótimo para a H+-ATPase é 
levemente abaixo de 7,0, uma acidificação do citosol deve levar a ativação da H+-ATPase e 
aumentar a extrusão de prótons e, conseqüentemente, a manutenção do citosol alcalinizado 
(MORSOMME & BOUTRY, 2000). Concomitante a este processo, ocorre acidificação do meio 
externo o que leva ao início do processo de expansão celular (RAYLE & CLELAND, 1992), 
um mecanismo conhecido por teoria do crescimento ácido, que deve estar associado a ativação 
da H+-ATPase pelo hormônio auxina através de um mecanismo ainda não esclarecido 
(ZANDONADI et al., 2007; MORSOMME & BOUTRY,  2000; SZE, 1985). 

Importante progresso tem sido alcançado em relação à identificação e organização dos 
genes das H+-ATPases, sua expressão, e também, a cinética e a regulação individual das 
isoformas de H+-ATPases (DEWITT & SUSSMAN, 1995; MICHELET & BOUTRY, 1995). 
Molecularmente, agora está claro que as H+-ATPases são codificadas por uma família de 
aproximadamente 10 genes (MORSOMME & BOUTRY, 1999). 

2.2.2. V-H+-ATPase 

A H+-ATPase vacuolar (V-H+-ATPase) é uma proteína de transporte ativo primário 
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 citosólico para bombear prótons para o lúmen 
vacuolar, criando assim um gradiente eletroquímico de H+, que é a força motriz para uma 
variedade de transporte de íons e metabólitos, e energiza o transporte ativo secundário 
(RATAJCZAK, 2000). A principal funções da V-H+-ATPase são a homeostase do pH 
citosólico, que varia de 3-6 o seu pH, e a criação de um potencial de membrana vacuolar 
acrescido de 30mV e de uma força motriz para o transporte de soluto no vacúolo (SZE et al., 
1999). O gradiente eletroquímico é usado pelo antiporte de próton para acumular cátions no 
interior do vacúolo, como Ca2+, reciprocamente, o gradiente elétrico conduz ânions para o 
interior do vacúolo através de canais, porém, o efluxo de ânions no citosol seria 
energicamente desfavorável e deveriam depender do simporte de H+ (HIRSCHI et al., 1996). 

A distribuição onipresente das V-H+-ATPase em células eucarióticas indica que, 
essencialmente, a sua função vai além da energização iônica e do fluxo metabólico. A 
acidificação das vesículas pode ser um componente crítico na ligação de receptores e 
obrigatoriamente na dissociação de interações proteína-proteína. Por exemplo, em células de 
tabaco, a concanamicina A provoca a desorganização das proteínas solúveis vacuolares 
(DETTMER et al., 2006), refletindo assim a necessidade de uma V-H+-ATPase ativa no 
complexo de Golgi na seleção da própria proteína (VON DER FECHT-BARTENBACH et 
al., 2007; STROMPEN et al., 2005; MATSUOKA et al., 1997). 

Estudos têm sugerido que mudanças nas funções da membrana plasmática de células das 
raízes estão primariamente envolvidas a diferentes tipos de estresses. Quando a planta sofre 
algum tipo de estresse há reduções 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 é uma enzima que pode ser ativada em resposta a 
distúrbios nutricionais e cuja expressão nas membranas pode ser regulada pela condições 
ambientais e de desenvolvimento, que deve agir como um mecanismo de percepção da injúria. 

De acordo com DIETZ et al.  (2001) as V-H+-ATPase tem um outro papel importante, 
que é o transporte de membrana como um mecanismo de detoxificação de metais pesados. 
Pouco se sabe sobre esta regulação das V-ATPases, mas a habilidade das plantas em se 
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adaptar e crescer em um ambiente variável sugere-se que V-ATPases estejam sujeitas à 
regulação por hormônios e por fatores ambientais, principalmente em condições de estresse 
(ZANDONADI et al., 2007; SZE et al., 1999). A regulação da expressão de subunidades da 
V-H+-ATPase por fitohormônio têm recebido algumas atenções. 

Porém, a V-H+-ATPase é um complexo de pelo menos 10 subunidades e estão 
localizadas em compartimentos funcionalmente distintos dentro da célula. Assim, o 
regulamento da expressão de genes das V-H+-ATPase, síntese de enzima, e ativação 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 vacúolos revelou que, a relação desta junção 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 vacúolo 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 vacúolos em 
acumular H+ a pH 3,0 ou inferior (STEVENS & FORGAC, 1997). 

2.2.3. H+-PPase 

São encontrados principalmente em vegetais superiores, alguns protozoários, e em 
varias espécies de eubactéria e arquibacteria (MIMURA et al., 2004; DROZDOWICZ & REA, 
2001). A H+-PPase vacuolar hidrolisa PPi. Nas plantas em diversas condições fisiológicas e de 
estresse, o pirofosfato pode assumir o papel de doador de energia metabólica da célula 
(BALTSCHEFFSKY et al., 1999; STITT, 1998). No tonoplasto, a H+-PPase é funcional na 
energização dos sistemas de transporte secundário da membrana vacuolar, atuando também no 
controle da homeostase citoplasmática, 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 é moderadamente sensível a inibição por Ca2+, e 
tipo II que é insensível a K+ mas extremamente sensível ao Ca2+. Em um estudo combinando 
análises filogenéticas e sítios orientados de mutagenêneses, BELOGUROV & LAHTI  (2002) 
demonstraram que a substituição de uma alanina na posição 460 por uma lisina converteu a H+-
PPase K+-dependente numa forma K+-independente. Esta transição parece ser devido a uma 
substituição simples de K+ com o grupo amônia (NH3

+) da lisina (BELOGUROV & LAHTI, 
2002). Ambos os tipos de H+-PPase requerem Mg2+ 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 condições de estresse energético, quando ocorre a 
depleção dos níveis de ATP citosólico (STITT, 1998). 

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

2.3. Raízes Geneticamente Modificadas: Sua Importância, Produção e Manutenção 

Culturas de órgãos e tecidos vegetais são técnicas que permitem o crescimento e a 
manutenção destes materiais em soluções nutritivas, sob condições axênicas. A produção destas 
culturas, in vitro, é uma idéia antiga (século XIX) e partiu do princípio de que as células 
vegetais teriam a habilidade de totipotência, ou seja, eles poderiam regenerar uma planta inteira. 
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Inicialmente, era fácil a tentativa de usar células vegetativas, mas dificultado em células já 
diferenciadas, como tecidos e órgãos, porque elas não cresciam e nem se dividiam. 

Entretanto, WHITE  (1934) estabeleceu uma cultura, próspera e de alta longevidade, 
de raízes extraídas de tomateiros (Lycopersicum esculentum Mill.) (CANTO-CANCHÉ & 
LOYOLA-VARGAS, 1999) sendo muito importante para o estabelecimento de muitas outras 
culturas de raízes, tanto de famílias angiosperma como de gimnosperma. Embora existam 
muitas vantagens do cultivo de raiz sobre o de tecidos não-organizados, tais como sua 
habilidade biosintética em produzir metabólitos secundário ser superior aos calos e a 
suspensão celular, algumas dificuldades são associadas ao cultivo de raízes, como a 
dependência de auxina exógena, grande quantidade de inóculo requerido para crescimento 
adequado, raízes com poucas ramificações, e em muitos casos rendimentos de metabólitos 
inferiores às raízes de planta inteira (CANTO-CANCHÉ & LOYOLA-VARGAS, 1999). 

A descoberta de fito-reguladores como auxina e citocinina tiveram grande influência 
nas culturas de tecido. O conhecimento da importância destes hormônios, e o efeito crítico da 
relação citocinina/auxina usados na diferenciação celular, conduzidos por STEWARD et al.  
(1958) para regenerar plantas inteiras a partir de células obtidas de raízes de cenoura, 
permitiram que as técnicas de cultura de órgãos e tecidos tivessem um significativo 
desenvolvimento (MAHESHARI, 1990). 

Para a produção de metabólitos secundários vegetais podem ser utilizados culturas in 
vitro de células, calos ou órgãos. Em geral, culturas de órgãos são melhores produtoras de 
metabólitos secundários que culturas menos organizadas, apesar do fato que culturas não-
organizadas também poderem apresentar habilidade biossintética requerida para produção de 
metabólitos secundários sob determinadas condições de cultivo (CANTO-CANCHÉ & 
LOYOLA-VARGAS, 1999). 

Para a cultura de raízes in vitro é necessária a obtenção e manutenção periódica de 
explantes de raízes de plantas inteiras ou de raízes formadas de células na superfície de calos. 
Um meio complexo contendo uma fonte de carbono, vitaminas e sais inorgânicos são usados 
como suporte para a sobrevivência da cultura. As culturas de raízes normalmente possuem 
baixos níveis de auxina endógena, essenciais para o seu crescimento, inferiores aos requeridos 
para sustentar um crescimento ativo e sua morfogênese. As raízes podem ser cultivadas em 
meio semi-sólido, contendo Agar, como também em meio líquido sob agitação no qual, 
normalmente, apresentam maior taxa de crescimento. Periodicamente são feitas manipulações 
das culturas (repicagem e troca de meio de cultura) para a manutenção das condições mínimas 
requeridas pelas raízes para crescimento indeterminado, sob condições assépticas. 

Entretanto, o estudo em raízes é limitado, devido ao manuseio laborioso dessa parte do 
vegetal em condições controladas. A fim de suplementar algumas das desvantagens das 
culturas de raízes normais, foi estabelecido o sistema de raízes transformadas geneticamente 
(hairy roots) através de bactérias do gênero Agrobacterium, em especial A. rhizogenes e 
A. tumefasciens, que são bactérias do solo e os agentes patogênicos responsáveis pela 
proliferação excessiva de raízes em cabeleira ou de tumores no ponto de infecção. 

Quando as células são infectadas por A. rhizogenes, o DNA de transferência (T-DNA) 
oriundo do plasmídeo bacteriano (indutor de raízes - Ri) é transferido, integrado e expresso na 
célula vegetal do hospedeiro (FLORES, 1992; ZAMBRYSKI et al., 1989). O vegetal 
infectado passa então a produzir enzimas responsáveis pela síntese de opinas, que são 
utilizadas pela Agrobacterium como fonte de energia, e de hormônios que alteram a produção 
e a sensibilidade das células vegetais a auxinas (e citocininas) provocando um desbalanço no 
metabolismo celular que passam, agora, a se propagar desordenadamente, induzindo alta 
proliferação de raízes adventícias de rápido crescimento na região de infecção. O processo de 
integração do T-DNA no genoma da planta faz do plasmídeo Ri, vetor importante para a 
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transferência de genes para as plantas. O processo de integração do T-DNA na célula vegetal 
é chamado de “transformação genética” e a raiz produzida, “raiz transgênica”. 

A bactéria do gênero Agrobacterium vem sendo utilizada para a produção de uma ampla 
variedade de dicotiledôneas transformadas. As gramíneas, entretanto, são menos suscetíveis às 
transformações devido a diferenças no processo de resposta a infecção. Enquanto a maioria das 
plantas responde à infecção estimulando a divisão celular no ponto de infecção que é o 
mecanismo da regeneração de plantas a partir de explantes, os sítios de infecção em gramíneas 
acumulam compostos fenólicos e morrem. Apesar da Agrobacterium poder transferir T-DNA à 
gramíneas, as células transformadas não se dividem e portanto, não são usadas para a 
regeneração de plantas transformadas (FISK & DANDEKAR, 1993). 

As raízes transformadas com o T-DNA do plasmídeo Ri podem ser prontamente sub-
cultivadas in vitro como culturas axênicas de raízes. Esses “clones radiculares” são capazes de 
crescimento indefinido in vitro (SOUZA et al., 2002; BERBARA et al., 1995; FLORES, 1992). A 
partir destas culturas, plantas inteiras podem então ser regeneradas. Devido a maior sensibilidade 
das células transformadas a auxina endogenamente produzida, raízes transformadas apresentam 
taxas de crescimento várias vezes superiores às raízes não 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 raízes de dois a três centímetros), uma típica 
raiz transformada pode produzir aumentos em sua biomassa de várias centenas de vezes em 
apenas 3-4 semanas (SOUZA et al., 2006, SOUZA et al., 2002; BERBARA, 1995). A síntese de 
metabólitos secundários por estas raízes é bastante estável e a taxa de produção destes compostos 
pode ser significativamente superior às encontradas em raízes não transformadas (FLORES & 
CURTIS, 1992; FLORES & FILNER, 1985). 

As raízes transformadas oferecem uma grande contribuição para o entendimento de 
importantes eventos relacionadas à fisiologia de plantas e à trocas de sinais entre simbiontes, 
como o registrado em fungos micorrízicos arbusculares (FMAs) durante os processos de 
colonização e esporulação (DECLERCK et al., 2006; SOUZA et al., 2002; BERBARA et al., 
1995). Os mecanismos genéticos e fisiológicos envolvidos nestes processos são, portanto, 
mais adequadamente estudados, pois os estádios de desenvolvimento dos simbiontes podem 
ser monitorados in vivo por vários anos de forma não destrutiva. Como conseqüência, o uso 
de raízes transformadas como sistema modelo para o estudo de associações micorrízicas, vem 
se tornando cada vez mais comum (DECLERCK et al., 2006; LIMA, 2004; SOUZA et al., 
2002; BÉCARD et al., 1992; BERBARA et al., 1995; FONSECA, 1994; BENHAMOU et al., 
1994; SIMONEAU et al., 1994; BÉCARD & FORTIN, 1988; MUGNIER & MOSSE, 1987). 

A possibilidade de utilização de raízes transformadas de espécies vegetais com 
dependência micorrízica tem sido proposta para a ontogenia dos esporos de FMAs 
(BERBARA et al., 1999), para o estudo do processo de colonização radicular e, 
especificamente, para a identificação dos compostos produzidos antes, durante e após o 
estabelecimento da simbiose (SOUZA et al., 2002; AZCON-AGUILAR & BAREA, 1991). O 
uso de culturas de FMAs nestas raízes possibilita minimizar os efeitos das variáveis 
ambientais envolvidas na simbiose, permitindo avaliar suas interações metabólicas. 

Raízes transformadas vêm sendo usadas graças à possibilidade que elas oferecem de 
se controlar as interações que ocorrem com o meio circundante e entre plantas, bactérias 
diazotróficas e FMAs. Para tanto, é requerido o desenvolvimento de sistemas onde tais 
organismos possam ser mantidos. 

Vários pesquisadores obtiveram recentemente esporulação de FMA em raízes 
transformadas cultivadas axenicamente em meio de cultura definido, permitindo assim a 
obtenção de culturas monospóricas de FMAs (DECLERCK et al., 2006; LIMA, 2004; 
SOUZA & BERBARA, 1997; BERBARA et al., 1995; BÉCARD & PICHÉ, 1992). Tal fato 
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tem possibilitado avanços substanciais em novos campos do conhecimento, superando um dos 
principais entraves ao uso de técnicas imunológicas e moleculares em trabalhos com FMAs 
que consistia na falta de um material puro, com estabilidade genética e fenotípica, o que 
permitirá o desenvolvimento de metodologias que servirão como ferramentas para estudos 
básicos e aplicados de micorrizas arbusculares. 

Por outro lado, espera-se que estudos básicos, acerca dos mecanismos ligados as vias 
de fixação do carbono pelo hospedeiro, possibilitem aumentos na produção de esporos in 
vitro. O estímulo à esporulação é resultado de eventos provavelmente associados a mudanças 
nas taxas de produção e/ou na qualidade de exudados radiculares (GUILLON et al., 2006; 
BERBARA, 1995; FONSECA, 1994). 

Portanto, variações no processo de fixação de carbono e/ou balanço hormonal 
induzidas pela planta durante o processo de senescência ou de estresse, devem ser objeto de 
futuros estudos e reflexões, como, por exemplo, mediante o uso de “raízes verdes” (RVs) 
(FLORES et al., 1993). 

2.4. Fungos Micorrízicos Arbusculares: Descrição e Histórico 

As micorrízas arbusculares (FMA) são associações simbiotróficas mutualistas entre as 
raízes da maioria dos vegetais superiores, aproximadamente 80% (TRAPPE, 1987, estudando 
3% das angiospermas, além de também se associarem gymnospermas, pteridófitas e briófitas), 
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 milhões de anos (REDECKER et al., 2000) e os dois parceiros da simbiose terem 
evoluído 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 nutrição mineral, 
principalmente pela absorção de nitrogênio (N) e fósforo (P). Diversos autores destacam ainda 
que os fungos micorrízicos arbusculares (FMAs) são de grande importância principalmente 
para as regiões tropicais (SIEVERDING, 1991; MORTON & BENNY, 1990; MOSSE, 1981), 
mas apresentam distribuição generalizada na maioria dos solos, desde os desérticos aos 
polares (ALLEN, 1991). 

A simbiose micorrízica caracteriza-se pela presença de hifas, arbúsculos e/ou vesículas 
fúngicas colonizando a região do córtex das raízes das plantas hospedeiras e pela produção de 
hifas externas às raízes que se estendem a vários centímetros do solo, na rizosfera. Através do 
micélio os FMAs conectam raízes e solo, aumentando a absorção de nutrientes, água do solo e 
húmus pelas hifas, que podem ser consideradas uma “extensão” 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 agregação do solo 
(TISDALL, 1994); na arquitetura do sistema radicular (HETRICK, 1991); no estabelecimento 
de populações de microrganismos rizosféricos (NEWSHAM et al., 1995; FITTER & 
GARBAYE, 1994); na produção de antibióticos e hormônios (GOGALA, 1991); no aumento 
da tolerância de plantas contra ataques de fitopatógenos (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 disfunção nas raízes, caracterizando 
assim a natureza mutualista da associação, despertando o interesse para a exploração 
comercial, visando a aumentar a produção de alimentos e reduzir custos financeiros e o 
impacto dos sistemas modernos de produção sobre o meio ambiente. 
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Por serem biotróficos obrigatórios, estes fungos precisam estabelecer associações 
efetivas com raízes metabolicamente ativas para que possam se desenvolver e se 
multiplicarem, o que vêm dificultando tanto estudos básicos como sua aplicação em escala 
comercial na agricultura, como a produção de um inóculo de qualidade, livre de impurezas 
(SYLVIA & JARSTFER, 1994). 

O desenvolvimento de técnicas de DNA recombinante e a decorrente produção de 
raízes transformadas para cultivo “in vitro” têm possibilitado o monitoramento não destrutivo 
da simbiose micorrízica por longos períodos, suficientes para acompanhar o estabelecimento e 
desenvolvimento, desde a colonização radicular até a formação completa de novos esporos e, 
especificamente, para identificação dos compostos produzidos antes, durante e após o 
estabelecimento da simbiose (AZCON-AGUILAR & BAREA, 1991). O uso de culturas de 
FMAs nestas raízes também permite avaliar interações metabólicas (SOUZA et al., 2006; 
SOUZA et al., 2002). 

A possibilidade de monitoramento “in vivo” permite a observação e descrição de esporos 
e a formação de outras estruturas durante todo estágio da ontogenia destes fungos simbióticos. Os 
trabalhos pioneiros de multiplicação de FMAs in vitro foram desenvolvidos por MOSSE & 
HEPPER ) (1975 utilizando culturas de raízes de tomate (Lycopersicum esculentum Mill.) e trevo 
(Trifolium pratense L.) estabelecendo culturas de Glomus mosseae Nicolson & Gerd. 

A visualização dos eventos iniciais da formação dos esporos pode fornecer algumas 
evidências que possam ajudar em estudos filogenéticos (SOUZA & BERBARA, 1997) e 
estima-se que um número indefinido de esporos viáveis, limpos e clonados possam ser 
obtidos ao longo dos anos, e que tais propágulos se constituirão em um importante acervo de 
origem conhecida à disposição da comunidade científica para os mais variados estudos. 

O estímulo à esporulação é resultado de eventos provavelmente associados a 
mudanças nas taxas de produção e/ou na qualidade de exsudatos radiculares (BERBARA, 
1995; FONSECA, 1994; PAULA & SIQUEIRA, 1990; ELIAS & SAFIR, 1987). Esses 
autores observaram, in vitro, que a esporulação é estimulada quando a raiz entra em estresse 
ou em processo de senescência. Isso indica que a esporulação é fortemente controlada pelo 
hospedeiro, através, provavelmente, de modificações no metabolismo do carbono e/ou em seu 
balanço hormonal. Tais resultados reforçam a hipótese de WILLIAMS  (1992) sugerindo que 
estudos sobre processos de esporulação de FMA que não levem em conta o hospedeiro têm 
grandes chances de não apresentarem resultados significativos. 

Vários pesquisadores obtiveram esporulação de FMA em raízes transformadas 
cultivadas axenicamente em meio de cultura definido, permitindo assim a obtenção de 
culturas monospóricas de FMAs (DECLERCK et al., 2006; BERBARA et al., 2006, 
BERBARA, 1995; BÉCARD & PICHÉ 1992), tal fato tem possibilitado avanços substanciais 
em novos campos do conhecimento. Assim, foi superado um dos principais entraves ao uso de 
técnicas imunológicas e moleculares em trabalhos com FMAs que consistia na falta de um 
material puro, com estabilidade genética e fenotípica. Culturas monospóricas de FMAs podem 
ser utilizadas para a extração de proteínas ou DNA, obtenção de antígenos espécie-específicos 
com baixa reação cruzada e desenvolvimento de "primers" específicos (GIOVANNETTI & 
GIANINAZZI-PEARSON, 1994; SIMON et al., 1993; SIMON et al., 1992), e estudos 
referentes a trocas de sinais entre os simbiontes durante os vários momentos da simbiose. A 
técnica de micorrização em raízes transformadas possibilita a obtenção deste material padrão 
inicial de alta pureza e conseqüentemente permitirá o desenvolvimento de metodologias que 
servirão como ferramentas para estudos básicos e aplicados sobre micorrizas. 

Embora ainda existam dúvidas sobre os sinais que desencadeiam a esporulação dos FMA, 
há sugestões de que seja estimulada durante a senescência ou sob a influência de estresses 
sofridos pelo tecido vegetal. Essas hipóteses baseiam-se no fato de que durante o processo de 
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senescência a disponibilidade de metabólitos fornecidos pelo tecido vegetal ao fungo micorrízico 
tornam-se limitadas e diferenciadas, pois nesta fase o catabolismo torna-se intenso, visando à 
manutenção das atividades do vegetal. Durante esta fase há aumento da atividade das enzimas 
hidrolíticas, principalmente as proteases (SOUZA et al., 2006; SOUZA et al., 2002). 

O entendimento dos fenômenos que controlam a esporulação em sistemas micorrízicos 
permitirá, eventualmente, a produção de um meio de cultura onde FMAs possam ser 
multiplicados in vitro na ausência de raízes, retirando-se, com isso, um dos maiores 
obstáculos para sua utilização em larga escala na agricultura. Portanto, para se entender as 
associações micorrízicas são necessários estudos, não apenas sobre o sistema de produção 
in vitro com o uso de raízes transformadas geneticamente, mas também devem ser avaliadas 
as modificações metabólicas que ocorrem neste sistema de cultivo, já que elas podem 
influenciar a esporulação dos FMA. 

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

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

A germinação dos esporos transcorre com facilidade em cultivo axênico, no laboratório, 
simplesmente em ágar-água, ao que se deduz que não requer nenhum estímulo específico 
produzido pela planta ou outro organismo do solo (AZCON-AGUILAR & BAREA, 1991). 

Os processos pelos quais os fungos iniciam a sua germinação ainda não são conhecidos. 
Mas, de acordo com SIQUEIRA  (1987) o processo se inicia com a ativação de proteases 
inativas de membrana, que se iniciaria com a embebição dos esporos levando a modificações 
nas condições biofísicas das membranas, onde as enzimas proteolíticas seriam ativadas 
provocando a hidrólise de proteínas de reservas. Assim, haveria um aumento na quantidade de 
aminoácidos livres no citoplasma, necessários para a síntese de novas proteínas, com funções 
enzimáticas específicas, de acordo com uma precodificação genética contida no esporo, 
desencadeando assim todo o processo de germinação. BERBARA et al.  (1996) identificou 
sítios de acidificação na superfície de esporos pré-germinados nos locais de emissão de hifas, 
sugerindo a necessidade de acidificação e maior atividade de bombas de extrusão de prótons. 

2.4.1. Influência da disponibilidade de N e P na simbiose micorrízica 

O N é um dos nutrientes mais limitantes para a produção agrícolas. Existem algumas 
indicações de que aumento dos níveis de N pode inibir a formação de micorrizas e afetar 
negativamente a população dos FMAs. Existem relatos que o N-NH4

+ em solução inibe mais as 
micorrizas que o NO3

- (CAPRONI, 2001). Tem sido observado que os efeitos do N sobre os FMAs 
são variáveis com a localização e podem depender da disponibilidade de fósforo (SIEVERDING, 
1991; HAYMAN, 1987). Contudo, nas regiões tropicais, o N no campo, raramente chega a ser 
inibitório, pois o que predomina é a sua deficiência (FRANCO & BALIEIRO, 2000). 

O desenvolvimento do micélio nas raízes é influenciado diretamente pela fonte de N, 
onde a colonização de raízes de soja (Glicine max (L.) Merr.) fertilizadas com NO3

- foi menor 
que as raízes fertilizadas com N-NH4

+ (BETHLENFALVAY et al., 1999). Num solo calcáreo, 
com pH acima de 8, a fertilização de plantas de sorgo (Sorgum bicolor) com N-NH4

+ resultou 
em uma porcentagem de infecção micorrízica ligeiramente mais alta que com a adubação de 
N-NO3

-. E num solo ligeiramente ácido com pH menor que 7 a fonte de N-NO3
- resultou em 
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uma porcentagem de infecção micorrízica ligeiramente superiores a fonte de N-NH4
+ 

(ORTAS et al., 1996). 
A adição de doses elevadas de N-NH4

+, na cultura de soja, em condições de 
deficiência e de bom suprimento de P, reduziu a taxa de colonização micorrízica (PAULA & 
SIQUEIRA, 1989). Os mesmos autores observaram que o N mineral não reduziu 
significativamente a germinação dos esporos de Glomus macrocarpum, mas reduziu o 
crescimento do tubo germinativo, enquanto a taxa de esporulação deste fungo foi crescente 
com a elevação da dose de N até 30 ppm, reduzindo-se nas doses mais elevadas. 

As hifas micorrízicas têm a capacidade de aumentar a absorção de N e o transportar do 
solo ou da serrapilheira em decomposição para a planta devido ao aumento da área de superfície 
de contato (AZCÓN-AGUILAR & BAREA, 1996). Algumas espécies de FMAs também 
contêm enzimas que quebram o N orgânico e contém N-redutases que reduzem NO3

- a NH4
+ 

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 fração do N disponível nos solos é o 
NH4

+ e não o NO3
-. 

A assimilação rápida de N inorgânico no local de absorção pode assegurar que as 
demandas internas sejam satisfatórias antes da transferência à planta hospedeira e também 
podem impedir a acumulação tóxica de íons de amônia. Recentemente, JIN et al.  (2005) e 
GOVINDARAJULU et al.  (2005) relataram que os FMAs benéficos transferem quantias 
significativas de N à planta hospedeira, provavelmente como amônia, o que também foi 
sugerido para as associação com ectomicorrizas (SELLE et al., 2005), mas, seria necessária 
uma capacidade reduzida de assimilação das células fúngicas intra-radiculares para sustentar a 
transferência de amônia, regulando o gene que codifica a enzima de assimilação da amônia, 
glutamina sintetase, na hifa do fungo em contato com as células radiculares em simbiose com 
FMAs (GOVINDARAJULU et al., 2005). 

Em estudos prévios também enfatizaram um declínio nos níveis dos aminoácidos 
principais presentes junto com uma diminuição na atividade de enzimas fúngicas envolvidas 
na assimilação do N durante o processo de colonização micorrízica (BLAUDEZ et al., 1998). 
Entretanto, a transferência bem sucedida da amônia do fungo à planta também dependerá 
grandemente da falta de sistemas de recuperação da NH4

+ na membrana plasmática das 
células fúngicas intra-radiculares. 

GOVINDARAJULU et al.  (2005) relataram uma super-expressão de um gene fúngico 
AMT nas hifas intra-radiculares que codifica para um transportador de NH4

+. A princípio, o 
NH3

+ poderia difundir para o exterior, através dos AMTs, quando sua concentração interna 
exceder àquela do meio (KHADEMI et al., 2004). Se os AMTs fossem altamente abundantes 
na membrana plasmática da hifa simbiótica isto resultaria num ciclo inútil (desnecessário) de 
N-inorgânico e provavelmente em transferência ineficiente de N. 

Uma super-expressão de transportadores Amts do amônio na planta em simbiose com 
ectomicorrizas (entre o Álamo e Amanita muscaria) indicou que o amônio pode ser transferido 
diretamente do fungo à planta (SELLE et al., 2005). CHALOTE et al.  (2006) ainda sugerem que 
uma maior atenção também deve ser dedicada aos canais não-específicos como as aquaporinas 
(LOQUE et al., 2005) ou os sistemas de cátion dependentes de gradiente elétrico (ROBERTS & 
TYERMAN, 2002) que também poderia contribuir para a importação da amônia do apoplasto 
interfacial ao citoplasma da célula da planta. Uma assimilação adicional de amônia nas células da 
raiz é 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 é necessário para síntese de amido. Sob a disponibilidade de C, o 
grande fluxo de combinações de C para o compartimento fúngico assegura a assimilação de 
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N-inorgânico e a liberação adicional de N-orgânico através das células fúngicas (a via 
tradicional). Sob depleção de C, poderia a síntese de N orgânico ser imensamente diminuída, 
assim induzir a acumulação de grandes quantias de amônia livre. Sob estas condições, 
diminuiria o pool de aminoácido e uma conseqüência direta seria a repressão de proteínas 
sensível para depleção do N catabólico (por ex: Amt, glutamina sintetase, glutamato sintase, 
glutamato desidrogenase e urease). Sob estas condições a amônia, e não os aminoácidos, seria 
transferida à planta (GOVINDARAJULU et al., 2005; JIN et al., 2005). 

Os resultados obtidos por GOVINDARAJULU et al.  (2005) e JIN et al.  (2005) não 
somente indicaram a ocorrência de uma via alternativa de transferência ao previamente 
estabelecido (via tradicional), mas também sugere que a relação simbiótica entre FMAs e plantas 
poderiam ter um papel muito mais significante no ciclo mundial de N. Isto reforça a necessidade 
de estudos a campo para elucidar a importância dos FMAs para a nutrição de N das plantas. 

O melhor entendimento sobre os mecanismos envolvidos na transferência de N entre 
os simbiontes micorrízicos também é crucial para compreender o regulamento do status de N 
e por predizer mudanças potenciais nos ecossistemas, particularmente sob pCO2 atmosférico 
alterado (GAMPER et al. 2005). No nível molecular, as características funcionais de AMTs 
fúngico os fazem os candidatos inadequados para o efluxo de amônia para fora da célula. 
Outros, ainda não identificados, mecanismos necessários para sustentar um efluxo 
significativo e controlado de N inorgânico do fungo para o apoplasto devem ser elucidados. 

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

Verificando que a concentração de fósforo externo tem pouco efeito na germinação e 
no tubo germinativo de Gigaspora margarita, TAWARAYA et al.  (1996) e SCHACHTMAN 
et al.  (1998) comprovaram que os baixos níveis de colonização observados em plantas 
crescidas em solos com alto conteúdo de fósforo, não são resultado da regulação direta da 
atividade dos fungos pelo fósforo do solo, e sim pela planta regulando a atividade do fungo. 
Segundo SIQUEIRA et al.  (1984), a disponibilidade de fósforo controla a formação da 
simbiose de FMA em algum estágio depois que a germinação dos esporos tenha ocorrido. 

Sabendo que o fósforo não tem efeito fungistático direto nos fungos micorrízicos, e 
que, os açúcares e os ácidos orgânicos são inibitórios a eles in vitro, sendo mais provável que 
o metabolismo do carbono do hospedeiro seja um dos fatores que controla a formação da 
micorriza indiretamente quando há o aumento da disponibilidade de fósforo no solo. A 
quantidade de açúcares e, provavelmente, outros compostos presentes nas células corticais 
provavelmente são os fatores que agem em algum estágio depois da germinação do esporo, 
inibindo a colonização. 

Estes mesmos autores propuseram que, as hifas são impedidas de penetrar nas células 
epidérmicas ou, se elas penetram, são impedidas de se propagarem além do ponto de 
penetração pelo alto conteúdo de carboidrato (e/ou metabólitos) das células corticais. O fato 
de algumas combinações fungo-hospedeiro, mesmo sob alto nível de fósforo disponível, 
apresentar alta taxa de colonização, indica que o mecanismo de controle pode diferir para 
diferentes hospedeiros e fungos (SIQUEIRA et al., 1984). 

Comparações de dois fungos sob as mesmas condições de deficiência de fósforo indicaram 
que diferenças na eficiência de absorção de fósforo e transferência para as plantas não são 
correlacionadas nem com a porcentagem de infecção das raízes e nem com a extensão do 
desenvolvimento dos arbúsculos, mas com diferenças no fluxo de nutrientes (SMITH et al., 1994). 
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2.5. Matéria Orgânica do Solo: Formação, Estrutura e Caracterização 

Em 1936, WAKSMAN caracterizou a matéria orgânica do solo (MOS) como uma 
mistura complexa formada na maior parte pela degradação microbiológica dos tecidos dos 
vegetais. Para STEVENSON & COLE  (1999) os constituintes orgânicos do solo podem ser 
reunidos em dois grandes grupos: I – Não humificados e II – Humificados. Os componentes 
da MOS não humificados incluem aqueles compostos orgânicos de estrutura química definida 
(tais como lipídeos, carboidratos, nucleotídeos, aminoácidos, hormônios, ácidos orgânicos, 
etc.), resíduos animais e vegetais parcialmente decompostos e pela biomassa microbiana. Os 
componentes da MOS humificados representam a maior porção, consistindo de substâncias 
húmicas (SH), sendo elas amorfas, hidrofílicas, ácidas, parcialmente aromáticas e 
quimicamente complexas que variam em peso molecular de poucas centenas até milhares 
(TAN, 2003; STEVENSON, 1994; THENG et al., 1989). As substâncias húmicas (SH) por 
sua vez, são convencionalmente subdivididas em ácidos fúlvicos, ácidos húmicos e huminas 
em função da solubilidade (em qualquer meio aquoso, em meio básico, e a fração residual 
insolúvel, respectivamente) (SANTOS & CAMARGO, 1999). 

A formação das SH, processo genericamente denominado de humificação, foi 
considerada primeiramente como uma seqüência de reações espontâneas de condensação 
entre vários pequenos compostos intermediários liberados durante a quebra enzimática das 
macromoléculas (STEVENSON, 1994). As teorias de humificação foram baseadas na 
observação de que constituintes bioquímicos simples (p.ex.: aminoácidos, fenóis, açúcares) 
condensados abioticamente (especialmente em condições de altas concentrações e 
temperaturas), produzem uma reunião extremamente complexa de moléculas, a qual exibe 
coloração escura e a maioria das características físico-químicas da MOS, tais como, 
polifuncionalidade, flexibilidade estrutural e carga líquida negativa. Às reações de 
condensação são incluídas as reações de Maillard (caramelização) entre carboidratos e 
aminoácidos (ou proteínas) para formar produtos escuros, de caráter aromático 
(STEVENSON, 1994; SANTOS & CAMARGO, 1999). 

Houve algumas mudanças nos paradigmas que balizaram o entendimento da 
humificação, decorrentes do avanço de uma série de métodos e técnicas de estudo da MOS 
(CANELLAS & SANTOS, 2005; SANTOS & CAMARGO, 1999). Por exemplo, as frações 
da matéria orgânica humificada (MOH) baseadas nas características de solubilidade (ácidos 
fúlvicos, ácidos húmicos e humina), não podem ser diretamente relacionadas com a taxa de 
ciclagem dos microrganismos, como as frações 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 tão importante 
quanto o estado químico (refletido pela solubilidade em meio básico ou ácido) na 
determinação da reatividade da matéria orgânica. 

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

As substâncias húmicas são macromoléculas de alto peso molecular, sem fórmula 
molecular definida e geralmente composta de cadeias aromáticas e alifáticas, grupos cetônicos, 
fenólicos, enólicos, entre outros, que também estão presentes no vermicomposto (SANTOS & 
CAMARGO, 1999). 

As substâncias húmicas (SH) desempenham um papel importante na qualidade dos 
sistemas agrícolas, pois interferem na disponibilidade de nutrientes para as plantas, são fontes 
de energia para os microrganismos do solo, influenciam de maneira decisiva nas 
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características químicas, físicas e biológicas do solo (MIELNICZUK, 1999) e exercem efeitos 
diretos sobre o desenvolvimento das culturas (STEVENSON & COLE, 1999). A relação entre 
estrutura e função das SH é objeto de crescente interesse nas pesquisas e cada vez mais são 
utilizados métodos precisos de análise química estrutural para tentar melhor compreender suas 
propriedades (CHUCOV, 2000; CANELLAS, 1999). 

Muitas das funções importantes das substâncias húmicas permanecerão obscuras, até 
que a natureza química destas substâncias seja elucidada. É de conhecimento que a 
composição química das SH inclui muitos grupamentos aromáticos que interagem entre si, e 
com cadeias alifáticas, dando origem a outras macromoléculas de diferentes pesos 
moleculares. Considerando que a gênese das substâncias húmicas envolve combinações de 
várias reações e uma grande variação de compostos químicos, o que torna muito difícil uma 
definição clara na composição destas substâncias (HAYES, 1997). Muitos dos métodos 
clássicos para entender a natureza das substâncias húmicas estão baseados na sua composição 
elementar, mas os resultados obtidos representam uma aglomeração de moléculas o que torna 
impossível derivar fórmulas empíricas precisas destes dados (HAYES et al., 1989). 

Os ácidos húmicos (AH) compõem a fração das substâncias húmicas solúveis em meio 
alcalino e insolúvel em meio fortemente ácido, definidos genericamente como 
macromoléculas orgânicas de massa molecular relativamente elevada e de coloração escura 
(THENG et al., 1989; SANTOS, 1984). Estruturalmente, os ácidos húmicos apresentam 
quatro grandes sub-unidades formadas por (i) longas cadeias alquílicas, (ii) polissacarídeos e 
compostos nitrogenados, (iii) derivados aromáticos e (iv) grupamentos carboxílicos. A 
composição dessas sub-unidades estruturais difere substancialmente entre os diferentes tipos 
de solos e cobertura podendo ser usada como um marcador das modificações do ambiente, 
apresentando uma maior importância como indicador ambiental (ZECH et al., 1997). 

O grau de evolução dos ácidos húmicos indica a extensão do processo de humificação 
com aumento de massa molecular e com grau de complexidade estrutural. Os parâmetros 
físico-químicos mais comuns que norteiam o conceito de evolução dos ácidos húmicos (e das 
substâncias húmicas em geral, são: 
• a diminuição do grau de oxigenação, ou seja, diminuição no conteúdo de grupamentos 

CO2H, CO, OH e OCH3 (KÖGEL-KNABER et al., 1997); 
• a diminuição da absorvância nos AH mais evoluídos (TAN, 2003; KUMADA, 1987); 
• a maior razão E4/E6 (humificação) que se relaciona inversamente com o menor grau de 

evolução dos ácidos húmicos apresentando valores entre 2 e 5 (KONONOVA, 1966) com 
a diminuição do teor de radicais livres do tipo quinonas, 

• o aumento do conteúdo de C elementar com a evolução (SCHNITZER & KHAN, 1978). 
 
Os ácidos húmicos influenciam a fertilidade do solo por meio de uma melhoria geral das 

condições químicas e físicas para a atividade biológica tendo, além disso, substâncias ativas 
fisiologicamente (NARDI et al., 2007; ZANDONADI et al., 2007; RODDA et al., 2006 a e b; 
FAÇANHA 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. Dinâmica da absorção das frações solúveis da matéria orgânica 

A matéria orgânica é o principal agente cimentante para a agregação das partículas do 
solo, formando os agregados que controlam os suprimentos de água e ar para o crescimento 
das raízes e fornece resistência à erosão. A matéria orgânica afeta o pH do solo e é, 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 eficiência das micorrizas (LIMA, 2004; 
STEVENSON & COLE, 1999; MARTIN et al., 1999). 

Recentes investigações na absorção de SH, com pesos moleculares diferentes, pelas raízes 
das plantas proveram novas perspectivas (NARDI et al, 2007; NARDI et al., 2002). Quando 
raízes de ervilha foram cultivadas a temperaturas metabólicas na presença de substâncias húmicas, 
de baixo peso molecular, radioativas, as frações húmicas foram transportadas por uma extensão 
além da parede celular, além disso, foi determinado que 70% da radioatividade estavam presentes 
nas frações. Isto estava em contraste com o valor de 25% recuperados nas substâncias húmicas 
radioativas, de alto peso molecular (VAUGHAN, 1986). 

Quando raízes de ervilha foram cultivadas a baixas temperaturas e na presença de duas 
frações húmicas lábeis, apenas a fração de alto peso molecular foi absorvida pelas raízes. Estes 
resultados reforçam a hipótese de que as raízes podem absorver as substâncias húmicas de 
qualquer peso molecular, evidenciando que a absorção das substâncias húmicas de baixo peso 
molecular é dependente no componente ativo de transporte (VAUGHAN, 1986). As substâncias 
húmicas de baixo peso molecular absorvidas pelas raízes foram transportadas até a parte aérea, 
mas as quantidades transportadas não foram superiores a 10-12% do total absorvido 
(VAUGHAN, 1986). Estes resultados foram confirmados por MUSCOLO & NARDI  (1999), 
utilizando frações das substâncias húmicas 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 plasmática em culturas de células de cenoura. 

2.5.2. Papel das substâncias húmicas na absorção de íons da solução 

A eficiência de absorção e utilização dos nutrientes é otimizada pelos FMAs, em parte 
pela extensão do volume de solo explorado por sua rede micelial que pode se estender de 
nove a doze centímetros além da superfície rizosférica (HARRISON, 2002; CAMEL et al., 
1991), e em outra parte, por modificações fisiológicas da planta ainda pouco estudadas 
(BERBARA et al., 2006; HARRISON, 2005; KARANDASHOV & BUCHER, 2005; ZHU & 
MÜLLER, 2003; VAN AARLE et al., 2003; RELLIG et al., 2002; BERBARA et al., 1995). 

A influência do húmus do solo na absorção de íons, em geral no crescimento de 
plantas, foi estudado por vários pesquisadores (VARANINI & PINTON, 2001; CLAPP et al., 
2001; CHEN & AVIAD, 1990; VAUGHAN & MALCOM, 1985). Os efeitos das substâncias 
húmicas na absorção de íons, presentes na solução do solo, parece ser mais seletiva e variável 
em relação à sua concentração e ao pH do meio, do que de outros fatores (NARDI et al., 
2007; NARDI et al., 2002). 

A fração ácido húmico também aumentou a capacidade de absorção de fosfato, mas 
retardou a absorção de cloreto (VAUGHAN & McDONALD, 1971). Além disso, foi relatado 
que SH de alto e de baixo peso molecular (ALBUZIO, 1986) e as frações ácido húmico (AH) e 
ácido fúlvico (AF) podem afetar a absorção de N-NO3

-, SO4
2- e de K+ em mudas de cevada e 

aveia (MAGGIONI et al., 1987). O efeito estimulatório mais proeminente das substâncias 
húmicas concentra-se na absorção de N-NO3

- pelas raízes, embora isto só se torne evidente após 
várias horas de exposição (NARDI et al., 1991). 

O efeito das substâncias húmicas na absorção pelas raízes não é facilmente explicável, 
devido a complexidade e natureza química desconhecida destas substâncias. Além disso, os 
efeitos descritos nos diversos trabalhos são de difíceis comparações, porque utilizaram 
substâncias húmicas com características diferentes (devido à origem do solo e dos métodos de 
extração). É possível que as substâncias húmicas possam apresentar efeitos diferentes em 
função do tipo de planta e que algumas destas podem resultar, diretamente ou indiretamente, 
em uma modulação na absorção de íons. Neste sentido, uma linha principal de evidência, 
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utilizando dois inibidores, um de transcrição (6-metilpurina) e de tradução (ciclo-hexamida), 
mostrou que o ácido húmico estimulou a síntese de proteína de transporte em raízes de cevada 
no nível de mensageiro de transcrição (DELL’ AGNOLA & FERRARI, 1971; 
DELL’ AGNOLA, 1981). Este mecanismo demonstrou que as substâncias húmicas, de alto e 
de baixo peso molecular, estimulada pelo NO3

- promoveram a expressão de proteínas do seu 
transportador específico (VAUGHAN et al., 1985), e que também resultou na modificação 
dos parâmetros cinéticos (CACCO et al., 2000). 

Entretanto, os efeitos das substâncias húmicas, de baixo e de alto peso molecular, na 
absorção de NO3

- também poderiam ser explicadas considerando que estas substâncias podem 
apresentar função de fito-hormônio específicos (QUAGGIOTTI et al, 2004; NARDI et al., 
1988; DEEL’AGNOLA & NARDI, 1987; CACCO & DEEL’AGNOLA, 1984), ou que eles 
induzem modificações do genoma estimulando a expressão de alguns genes (ATTINÀ et al., 
1992). Foi observado por NARDI et al.  (2000b) que só as substâncias húmicas de baixo peso 
molecular, juntamente com a atividade semelhante de giberilina, poderiam aumentar a 
absorção de NO3

-, enquanto elas inibiram fortemente a atividade de ATPases microssomal e a 
extrusão de prótons (H+) através das raízes, da mesma maneira quando era utilizado 
giberilina. Os mecanismos sugeridos podem explicar por que o efeito estimulatório das 
substâncias húmicas de baixo peso molecular na absorção NO3

- requer maiores períodos de 
incubação devido a uma indução tardia (NARDI et al., 2002; FAÇANHA et al., 2002). 

Outras evidências são propostas pela hipótese de que as substâncias húmicas de baixo 
peso molecular pudessem interagir com o transporte de proteínas (adequado), principalmente 
na modulação de absorção de NO3

-. Esta regulação é reforçada pela observação de que as 
substâncias húmicas de baixo peso molecular podem alcançar o apoplasto e interagir com a 
membrana plasmática das raízes (VAUGHAN, 1986) e de células de culturas de cenoura 
(MUSCOLO & NARDI, 1999). A primeira evidência para um efeito das substâncias húmicas 
está na atividade de proteínas (bombas de prótons) e o estímulo na atividade de K+-ATPase 
(semelhante ao H+-ATPase da membrana plasmática) de frações 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 ácido húmico 
estimulou a extrusão de prótons (vanadato-sensível) através das raízes, embora este aumento 
só foi obtido após 2-4 horas de incubação (PINTON et al., 1997). Não obstante, este efeito 
tem sido interpretado como conseqüência de um estímulo direto do AH na bomba de prótons 
(H+-ATPase). Substâncias húmicas de baixo peso molecular também poderiam estimular a 
atividade de H+-ATPase de vesículas isoladas da membrana plasmática (VARANINI et al., 
1993), determinando assim um aumento no gradiente de prótons de substâncias eletro 
químicas, e que poderiam ser, pelo menos em parte, responsáveis pelo estímulo da absorção 
de NO3

- (PINTON et al., 1999). 

2.5.3. Atividade biológica das substâncias húmicas 

A matéria orgânica humificada (MOH) exerce efeitos diretos sobre o crescimento e 
metabolismo das plantas incluindo diversos processos metabólicos como respiração, teor e 
atividade de proteínas etc (STEVENSON & COLE, 1999; MUSCOLLO et al., 1993; NARDI 
et al., 1991). VAUGHAN & MALCOLM  (1985) resumiu estes efeitos denominando-os, 
genericamente, de atividade biológica das substâncias húmicas (SH). 

NANNIPIERI et al.  (1993) resumiram os efeitos das substâncias húmicas (SH) sobre 
o metabolismo das plantas como sendo resultado: (i) da influência positiva sobre o transporte 
de íons facilitando a absorção, (ii) do aumento da respiração e da velocidade das reações 
enzimáticas do ciclo de Krebs resultando em maior produção de ATP, (iii) do aumento no 
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conteúdo de clorofila, (iv) do aumento na velocidade e síntese de ácidos nucléicos, (v) do 
efeito seletivo sobre a síntese protéica, e (vi) do aumento ou inibição da atividade de enzimas. 

Diante de efeitos tão diversos, os alvos para estudos da interação substâncias húmicas-
planta são difíceis de serem estabelecidos, particularmente devido à natureza complexa da 
estrutura das SH e da diversidade bioquímica dos vegetais. As H+-ATPases de membrana 
plasmática por exemplo que são enzimas chaves na absorção de nutrientes influenciando o 
metabolismo e a adaptação de plantas ao meio ambiente, podem ser consideradas como alvos 
sensíveis para a identificação de respostas da atividade biológica das SH. Desta forma estas 
enzimas podem também evidenciar a influência das SH na formação e desenvolvimento das 
associações micorrízicas. 

A redução do pH do apoplasto é também dependente da atividade das 
H+-ATPases que acoplam o transporte de H+ através da membrana plasmática à hidrólise de ATP 
(adenosina trifosfato). Estas enzimas geram o gradiente eletroquímico necessário para o transporte 
de íons e moléculas inorgânicas através das membranas, além de participar de outras funções 
essenciais ao crescimento da planta (ARANGO et al., 2003), tais como, tolerância a salinidade 
(JANICKA-RUSSAK & KLOBUS, 2007), regulação do pH intracelular (KLYCHNIKOV et al., 
2007) e expansão celular (MORSOMNE & BOUTRY, 2000; MAESHIMA, 2000). O alongamento 
celular é favorecido pela ação das expansinas que são enzimas que atuam em pH menor ou igual a 
4,5 alterando a estrutura e ligações dos polímeros da parede celular (COSGROVE, 1998). 

Em ensaios in vitro foram observados estimulação da H+-ATPase vacuolar pelas SH 
de baixo peso molecular extraídas de solo (NARDI et al., 2002; VARANINI et al., 1993). 
Anteriormente, foi verificado um efeito similar de SH extraídas de coprólitos de minhocas 
sobre a H+-ATPase, estimulada por K+, na membrana plasmática obtida de milho (NARDI et 
al., 1991). Além disso, em ensaios in vivo também foi observada estimulação da atividade da 
H+-ATPase e da absorção de NO3

- em plântulas de milho tratadas com substâncias húmicas 
solúveis em água extraídas de turfas (PINTON et al., 1999). Entretanto, NARDI et al.  (2000), 
encontraram forte inibição da H+-ATPase estimulada por K+ também obtida de membrana 
plasmática isolada de milho, porém tratado com substâncias húmicas de baixo peso molecular. 
Estas discrepâncias encontradas na atividade de H+-ATPases foram relacionadas às diferenças 
encontradas nas concentrações e na natureza química das SH testadas (NARDI et al., 2000). 

Efeitos tardios, após a aplicação de matéria orgânica no solo, são mostrados em parte, 
na atividade da membrana plasmática (MP), influenciando positivamente a absorção de 
alguns nutrientes da solução do solo, em particular o nitrato (NO3

-) (NARDI et al., 2002). Os 
efeitos no metabolismo intermediário são menos compreendidos, embora pareça que as 
substâncias húmicas (SH) possam influenciar positivamente a respiração e a fotossíntese das 
plantas. As substâncias húmicas também parecem exibir uma atividade fito-hormonal, mas 
não está claro se esta atividade esteja ligada à estrutura química destas substâncias (NARDI et 
al., 2002), ou se depende de hormônios de origem microbiana ligados a estas estruturas. 

Embora as substâncias húmicas, em particular as de baixo peso molecular, sejam 
absorvidas pelas raízes e translocadas para a parte aérea das plantas, e então, poderiam 
modificar ativamente o seu metabolismo (MUSCOLO & NARDI, 1999; VAUGHAN & 
MALCOM, 1985). Os efeitos destas substâncias são observados, principalmente, nas 
membranas celulares, promovendo a absorção de nutrientes pelas raízes (VARANINI & 
PINTON, 1995; VISSIER, 1986), ou no crescimento e desenvolvimento das plantas, atuando 
como fito-hormônio (NARDI et al., 2007; ZANDONADI et al., 2007; NARDI et al., 1996; 
VAUGHAN & MALCOM, 1985). 
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2.6. Influência das Substâncias Húmicas no Estabelecimento e Desenvolvimento da 
Simbiose Micorrízica 

Os efeitos dos ácidos húmicos (AH) sobre as micorrizas ainda é pouco estudado. 
Entretanto já foi observado acréscimo na densidade de esporos em solos quando submetidos à 
incorporação de matéria orgânica (ZAMBOLIM et al., 1992), provavelmente devido ao 
favorecimento da aeração e aumento do desenvolvimento radicular. JOHNSON  (1998) 
verificou que a colonização micorrízica era favorecida por aumentos no conteúdo de matéria 
orgânica do solo. Em pastagens, MARTIN et al.  (1999) detectaram que ao acrescentar matéria 
orgânica, os efeitos benéficos dos FMAs nativos de áreas do cerrado sobre o crescimento das 
plantas foram mais expressivos. Entretanto, o uso de substrato com grandes proporções de 
matéria orgânica humificada (MOH), ou de MOH com grande quantidade de nutrientes 
principalmente o nitrogênio (PEREIRA et al., 1996) e fósforo (SAGGIN-JUNIOR et al., 1994), 
pode inibir a colonização micorrízica e diminuir a resposta à inoculação (SILVA et al., 1993). 

As raízes finas e as hifas de FMAs próximas à matéria orgânica estão em posição 
vantajosa para absorver nutrientes liberados na sua decomposição. Em um experimento de 
laboratório foi observado que as hifas de FMAs crescem em direção à matéria orgânica e se 
beneficiam dos nutrientes liberados a partir dela e que em alguns casos a presença da matéria 
orgânica é importante para a formação de micorrizas (JANOS, 1987). A colonização 
micorrízica de raízes de leucena (Leucaena leucocephala) e algaroba (Prosopis juliflora) com 
Glomus etunicatum, em rejeito de mineração de cobre, só foi possível com adição de matéria 
orgânica (SAGGIN-JÚNIOR et al., 2000a). A simbiose com FMAs promoveu um 
significativo aumento no teor de P destas plantas quando houve alguma adição de esterco ao 
rejeito (SAGGIN-JÚNIOR et al., 2000b). A colonização micorrízica, a densidade de 
propágulos e a densidade de esporos apresentaram correlações positivas com a matéria 
orgânica, em áreas de recuperação após mineração de carvão (GOULD et al., 1996). 

Em outros casos foram observados efeitos negativos na formação da micorriza. 
CARRENHO et al.  (2000) observaram que a matéria orgânica quando avaliada isoladamente 
não exerceu efeito sobre a colonização de raízes de sorgo, milho e amendoim e quando 
adicionada junto com o fósforo deprimiram a colonização radicular em solos sem calagem.  

A matéria orgânica exerce papel importante na distribuição dos FMAs nos 
ecossistemas. Em regiões áridas incluindo desertos e pastagens, onde os solos apresentaram 
baixo conteúdo de matéria orgânica, os FMAs são abundantes (ALLEN et al., 1995). É 
provável que a matéria orgânica, em baixas concentrações no solo, estimule a micorrização e 
em condições de acúmulo de matéria orgânica no solo, a farta disponibilidade de nutrientes 
não representem vantagens para as micorrizas (STEVENSON & COLE, 1999). 

Frações mais leves da matéria orgânica, contendo compostos fenólicos (ex.: ácido 
p-cumárico e p-hidroxibenzóico) em concentrações de até 0,25 mmol L-1 estimularam a 
colonização micorrízica na cevada e no sorgo (FRIES et al., 1997). O uso de matéria orgânica 
combinada com a inoculação de micorrizas permite obter substratos mais eficientes para 
mudas de café que apresentam indicadores morfológicos e fisiológicos semelhantes às mudas 
obtidas com adubação mineral completa (GURIDI, 2000). No entanto, ainda são insuficientes 
as informações acumuladas sobre a relação substâncias húmicas-micorrizas-plantas. 
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RESUMO 
 
O objetivo deste trabalho foi produzir ácido húmico (AH) por vermicompostagem e 
caracterizá - lo, química e espectroscopicamente, para fins de estudo. Esterco fresco de bovinos, 
após pousio de 20 dias, foi coletado e condicionado em anéis de concreto com minhocas (Eisenia 
foetida) por 70 dias até a completa transformação do material. O AH foi extraído conforme 
procedimento adotado pela sociedade internacional de substâncias húmicas (IHSS) e seco por 
liofilização para caracterização. A composição elementar é uma das propriedades mais estável 
dos ácidos húmicos e permite sugerir o grau de evolução desta fração da matéria orgânica. Os 
teores de C, H, N e O do ácido húmico estão dentro dos limites normalmente encontrados nas 
substâncias húmicas alcalino solúveis (ácido húmico e ácido fúlvico) que foram de 47,0 + 0,1; 
4,87 + 0,01; 3,02 + 0,03 e 45,1 + 0,03 respectivamente, juntamente com as relações atômicas 
C/N, O/C, H/C que foram de 15,6 + 0,1; 0,96 + 0,02; 0,104 + 0,005, respectivamente, 
caracterizando um material estável porém, pouco humificado (E4/E6), devido ao rápido 
processo de transformação, com caráter mais aromático e no estado reduzido (ω). O espectro 
de infravermelho com transformada de Fourier (IV-TF) foi importante para caracterizar as 
bandas de absorção dos diferentes grupamentos funcional presentes na molécula de AH e suas 
possíveis atribuições. A vermicompostagem utilizando minhocas Eisenia foetida se apresenta 
como um sistema tecnológico de baixo custo e de rápida transformação de resíduos orgânicos, 
esterco bovino, em compostos de alto valor nutricional para as plantas, com altas concentrações 
de substâncias estáveis, as substâncias húmicas. 
 

Palavras chave: Substâncias húmicas. Adubo orgânico. 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/E6), due to the fast transformation process, with more aromatic radicals in the 
reduced state (ω). 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. INTRODUÇÃO 
 

A fertilidade dos sistemas agrícolas foi considerada, principalmente a partir da segunda 
metade do século XX, como a capacidade do solo de fornecer nutrientes às plantas em 
quantidades satisfatórias, e que o balanço negativo entre o estoque de nutrientes e a necessidade 
das culturas deveria ser suprido com a adição de fertilizantes minerais vinculado ao processo 
industrial de insumos. Essa concepção, levada ao extremo, gerou o que ficou conhecido como 
Revolução Verde que, apesar das conquistas obtidas na produtividade também acarretou sérias 
conseqüências, desde a exclusão social de pequenos agricultores até a degradação ambiental e a 
não sustentabilidade dos agrossistemas. Conseqüentemente, um dos problemas centrais do 
século XXI é a obtenção da sustentabilidade da produção agrícola que procura o melhor 
aproveitamento dos resíduos produzidos nas propriedades tanto de origem vegetal como animal. 

Com base nesta visão, busca-se otimizar a relação entre plantas, microrganismo 
benéficos e matéria orgânica do solo nos quais os diversos componentes podem ser 
manejáveis em busca de um equilíbrio ou otimização de um efeito. O entendimento de 
aspectos bioquímicos e morfológicos dessa relação enfatiza um dos aspectos mais relevantes 
para a agricultura que é a utilização de tecnologias limpas para a agricultura brasileira e que 
contribuirão ao melhor aproveitamento dos recursos do solo, sendo economicamente viável, 
tecnicamente possível, ecologicamente correta e socialmente justa. 

O destino dos resíduos de plantas e animais, comumente denominados de matéria 
orgânica do solo, tanto a longo como em curto prazo é um objeto de estudo da biogeoquímica, 
iniciado no princípio do século XX através dos trabalhos de WAKSMAN  (1936) e sendo 
considerada há milênios como o principal fator da fertilidade do solo devido a sua influência 
positiva sobre as propriedades físicas, químicas e biológicas 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 últimos anos a sua utilização vem 
ganhando grande destaque em diversos sistemas de produção, principalmente em pequenas 
propriedades, sendo uma prática complementar e alternativa à adubação com fertilizantes 
sintéticos que, normalmente, não se considera o potencial de nutrientes no substrato nas 
adubações orgânicas por não haver precisão do teor de elementos químicos presentes. 

A fertilidade dos solos geralmente é fortemente relacionada às características 
moleculares da fração alcalino solúvel do carbono orgânico, as substâncias húmicas (SH). Esta 
fração, ao mesmo tempo é dinâmica, refletindo mudanças no uso do solo, e também é uma das 
frações responsáveis pelo acumulo da matéria orgânica no solo. O húmus ou matéria orgânica 
humificada fabricado pela natureza, é o resultado da transformação biológica de detritos 
vegetais e animais. É um processo lento e demorado na qual as folhas secas, flores, galho, restos 
de animais, enfim todos os detritos que são depositados no solo vão se decompondo pela ação 
da umidade e dos microorganismos nele existente, até formar uma massa escura. Este processo 
pode ser acelerado através da adoção de práticas da vermicompostagem na qual a ação das 
minhocas altera qualitativa e quantitativamente a composição dos materiais orgânicos e 
conseqüentemente das substâncias húmicas (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 catiônica, a agregação das partículas do solo e a capacidade 
de retenção de água BÜNEMANN et al., 2004; WALLACE, 1994; AQUINO et al., 1992). 
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As substâncias húmicas (SH) representam a maior parte da matéria orgânica estável do 
solo e desempenham um papel importante na qualidade dos sistemas agrícolas. A relação entre 
estrutura e função das SH é objeto de crescente interesse nas pesquisas e cada vez mais são 
utilizados métodos precisos de análise química estrutural para tentar melhor compreender suas 
propriedades (CANELLAS & SANTOS, 2005; CHUCOV, 2000; CANELLAS, 1999). O 
objetivo deste trabalho foi produzir ácido húmico (AH) por vermicompostagem e caracterizá-lo, 
química e espectroscopicamente, para fins de estudos metabólicos com raízes transformadas 
cultivadas in vitro. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 
 

Para a produção do ácido húmico foi coletado esterco fresco de bovinos, criados sob 
manejo orgânico, após pousio de 20 dias, até atingir temperatura inferior a 35oC. 
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 diâmetro) 
foram instalados na área do Sistema Integrado de Produção Agroecológica (SIPA-Fazendinha 
Agroecológica, km 47), localizada no município 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 água nos anéis. A concentração química 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 relação C/N de 26,8. 

Após a humificação do material, o que levou 70 dias, o vermicomposto foi peneirado 
para retirada das minhocas e deixado secar à sombra para posterior extração do ácido húmico, 
conforme procedimento adotado pela sociedade internacional de substâncias húmicas (IHSS) 
descrito por SWIFT  (1996) com adaptações de BENITES et al.  (2003) e caracterizado física e 
quimicamente (DICK et al., 1999). 

O ácido húmico foi extraído com NaOH 0,1 mol L-1, na razão vermicomposto:extrator 
de 1:10 (v/v) permanecendo em repouso por 16 horas, sob atmosfera inerte de N2. A separação 
do ácido húmico foi conseguida por sua precipitação através da diminuição do pH da solução 
até 1,0 com HCl 6 mol L-1. Novamente foi solubilizado e precipitado por mais duas vezes, 
alterando-se o pH e lavando-o com água destilada. Em seguida, adicionou-se 200 mL de uma 
solução aquosa diluída contendo HF 0,25 mol L-1 e HCl 0,1 mol L-1 agitando a amostra por 8 
horas. Em seguida, o ácido húmico foi separado do resíduo por decantação e sifonação, sendo o 
excesso de íons retirado através de diálise contra água deionizada. O extrato contendo o AH 
alcalino solúvel foi seco por liofilização e realizada sua caracterização química e físico-química. 

A determinação da composição elementar foi realizada com analisador automático 
Perkin Elmer 2400 em amostras de 10 mg de AH em duplicata. A quantificação de carbono 
presente no AH foi realizada em triplicata como descrito por KONONOVA  (1982). O 
conteúdo de oxigênio (O2) foi determinado por diferença, descontado o teor de cinzas obtido 
com a incineração de três amostras do AH em mufla a 700oC. 

A acidez total foi obtida em amostras de 50 mg de AH diluídas em 20 ml de Ba(OH)2 
0,125 mol L-1 preparado com água fervida (sem CO2 dissolvido). O ar dos frascos foi 
deslocado por vácuo e o sistema submetido à agitação por 24 horas em temperatura ambiente. 
A suspensão foi filtrada, separando-se resíduos precipitados que foram lavados com água 
fervida. O filtrado foi titulado potenciometricamente até pH 8,4 com HCl 0,5 mol L-1 e a 
acidez calculada conforme SCHINITZER & GUPTA  (1965). 

Para a determinação da acidez carboxílica, amostras com 50 mg de AH foram diluídas 
em 40 ml de água sem CO2 e 10 ml de Ca(OAc)2 1 mol L-1. O sistema foi submetido a 
agitação por 24 horas, à temperatura ambiente, sendo a suspensão obtida filtrada e o resíduo 
precipitado lavado com água sem CO2. O filtrado foi titulado potenciometricamente até 
pH 9,8 com NaOH 0,1 mol L-1 e realizado um cálculo para determinação da acidez 
carboxílica, conforme SCHINITZER & GUPTA  (1965). 

A relação E4/E6, que avalia o grau de humificação dos AH, foi obtida através da razão 
da absorvância na região do ultra-violeta visível (UV-Vis) de uma solução do AH (4 mg em 
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10 mL de NaHCO3 0,05 mol L-1) em absorvância de 465 nanômetros (nm) (E4) e 665 nm (E6), 
em três repetições. 

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

O índice de hidrofobicidade (IH), que avalia a resistência, foi estabelecido através da 
relação alifáticos/polissacarídeos (estiramento C-H do grupamento hidrofóbico -CH3 alifático) 
e estiramento C-O de grupamentos hidrofóbicos de polissacarídeos. 

O índice de condensação (IC) foi estabelecido pela razão aromático/alifáticos 
(grupamentos aromáticos, quinonas e/ou carboxilatos) e estiramento C-H do grupamento 
hidrofóbico -CH3 alifático. 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
A composição elementar é uma das propriedades mais estável dos ácidos húmicos 

(RICE & MACCARTHY, 1991) e permite sugerir o grau de evolução desta fração da matéria 
orgânica. É aceito que com o aumento do grau de evolução das substâncias húmicas ocorra 
aumento no teor de carbono (C) e nitrogênio (N) nestas substâncias (KONONOVA, 1982). Os 
dados de composição elementar (% de carbono-C, hidrogênio-H, nitrogênio-N e oxigênio-O), 
das relações atômicas (C/N, H/C, O/C e E6/E4), grau de oxidação (ω) e de acidez (total, 
carboxílica e fenólica) do ácido húmico extraído de vermicomposto de esterco bovino são 
apresentados na Tabela 1. Os teores de C, H, N e O do ácido húmico estão dentro dos limites 
normalmente encontrados nas substâncias húmicas alcalino solúveis (ácido húmico e ácido 
fúlvico) (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) é comparável aos índices 
encontrados na fração de ácido fúlvico (AF) (STEVENSON, 1994), sugerindo um baixo grau 
de evolução deste AH, que é um produto da rápida transformação da matéria orgânica 
submetida ao processo de vermicompostagem utilizando minhocas, que atuam como 
aceleradoras no processo de decomposição. Segundo OROZCO et al.  (1996) a atividade das 
minhocas no processo de vermicompostagem pode promover a obtenção de um produto final 
com baixa relação C/N, maior capacidade de troca catiônica e maior quantidade das 
substâncias húmicas. Embora a relação C/N não possa ser utilizada como indicador absoluto 
da maturação do composto, pois depende do material de origem, é um dos índices mais 
utilizados, e define sua qualidade agronômica (BERNA et al., 1996). 

Tabela 1. Composição elementar (% de C, H, N e O), das relações atômicas (C/N, H/C, O/C 
e E6/E4), grau de oxidação (ω) e acidez (total, carboxílica e fenólica) do ácido húmico 
extraído de vermicomposto utilizado nos experimentos. 

 
Propriedade Ácido Húmico (AH) 

C (%)   47 + 0,11 
H (%) 4,87 + 0,01 
N (%) 3,02 + 0,03 
O (%) 45,1 + 0,03 
C/N  15,6 + 0,10 
O/C 0,96 + 0,02 
H/C 0,104 + 0,005 

E4/E6 (grau de humificação)    6,87 
ω (grau de oxidação) -0,76     

Acidez Total (cmolc kg-¹) 454,76 
Acidez carboxílica (cmolc kg-¹) 337,50 

Acidez fenólica (cmolc kg-¹) 305,36 
1Erro padrão da média 
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É possível que a eficiência de assimilação de C pelas minhocas e, conseqüentemente, 
o estímulo à atividade microbiana e que as minhocas mortas decompõem-se muito 
rapidamente liberando, aproximadamente, 12% de N no meio (BARLEY, 1961), o que pode 
levar a algumas variações das formas inorgânicas de N durante a vermicompostagem, o que 
pode explicar a alta concentração de N no ácido húmico estudado (Tabela 1). 

O valor de um fertilizante orgânico pode ser avaliado em função do conteúdo de 
matéria orgânica humificada sendo que o esterco bovino que passou pelo processo de 
vermicompostagem tem seu conteúdo de matéria orgânica humificada (ácidos fúlvicos, húmicos 
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 
degradação do material original, concentrando os nutrientes, aumentando de três a onze vezes o 
teor de fósforo assimilável, de potássio e magnésio trocáveis no solo, e ainda eleva de cinco a 
dez vezes o teor de nitratos e em 30% o de cálcio, reduzindo a acidez do solo. 

As relações atômicas C/N, H/C e O/C são freqüentemente utilizados para identificar 
substâncias húmicas de diferentes procedências e acompanhar suas mudanças estruturais nos 
diferentes ambientes (STEELINK, 1985). 

De uma maneira geral, compostos com relação C/N entre 10 e 15 são considerados 
relativamente estáveis (TAN, 2003; BERNA et al., 1996), o que significa que a decomposição 
da matéria orgânica está em equilíbrio entre a síntese e a acumulação de novos materiais. A 
relação atômica 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 relação C/N nos AH indicam maior 
estabilidade química desta fração humificada. 

Segundo FLAIG  (1975) a insolubilização do fenol e a condensação das quinonas, 
principais precursores das substâncias húmicas, é resultante das reações mediadas por 
compostos nitrogenados e que, por conseqüência, ocorre acumulação de N ocorre durante o 
processo do humificação. O aumento do conteúdo de N na molécula é um indicador do 
processo de evolução dos AH, evidenciando a presença de transformações químicas mais 
intensas (KUMADA, 1987). No processo do humificação, há um aumento de reações de 
condensação (acoplamento de moléculas pela perda de água e pela adição de átomos de C e 
diminuição dos teores de O e H) (STEVENSON, 1994). 

A relação atômica O/C, que é um indicador do grau de humificação, determinada no 
AH estudado foi de 0,96 + 0,02 e esta alta relação, provavelmente, é devido ao rápido 
processo de obtenção do ácido húmico (vermicompostagem). Para RICE & MACCARTHY  
(1991) a relação atômica O/C nas substâncias húmicas varia de 0,08 a 1,20 e que, os ácidos 
húmico mais evoluídos, apresentam valores para a relação O/C entre 0,421 e 0,657 e é 
considerado o melhor parâmetro para se diferenciar entre os tipos de compostos húmicos 
(ácidos fúlvico e húmico) (STEELINK, 1985). TAN  (2003) relata que as relações N/C são 
igualmente adequadas para tal diferenciação, que é considerada, freqüentemente, como um 
índice do processo de decomposição de resíduos orgânicos. 

As relações atômicas H/C das substâncias húmicas, geralmente, variam entre 0,08 a 
1,85 (RICE & MACCARTHY, 1991; ORLOV, 1985; STEELINK, 1985) e é considerada 
como uma medida indireta das características estruturais dos AH que, quanto menor o valor 
da relação, mais acentuado é o caráter aromático do carbono. No ácido húmico estudado foi 
determinada uma relação H/C de 0,104 + 0,005 que está de acordo com os valores comumente 
encontrados nas substâncias húmicas. 

O símbolo ω se refere ao valor da oxidação interna nas substâncias húmicas e é 
considerado importante para estudar sua formação (TAN, 2003). O valor de ω quando 
negativo se refere às substâncias no estado reduzido e significa a presença excessiva de 
átomos de hidrogênio (H) nas substâncias e quando positivo significa que as substâncias estão 
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no estado oxidado, ou seja, substâncias que contêm oxigênios (O) adicionais. TAN  (2003) 
postula que o valor de ω varia entre um mínimo de -4 e um máximo de +4, correspondendo à 
formação de grupamentos CH e CO, respectivamente. No ácido húmico estudado o valor de ω 
determinado foi de -0,76. 

A análise de UV-Vis é amplamente utilizada na caracterização das substâncias húmicas 
(SH). A razão E4/E6 pode ser usada como parâmetro do grau de humificação. Há uma relação 
inversa entre a razão e o grau de humificação das substâncias húmicas (SH) e a massa 
molecular, portanto, era de se esperar uma relação direta entre os valores da razão E4/E6 e os 
valores da relação atômica H/C uma vez que a presença de estruturas alifáticas confere valores 
maiores para a relação atômica indicando menor grau de humificação. CHEN et al.  (1977) 
demonstraram que o parâmetro mais relacionado com a razão E4/E6 foi a massa molecular das 
SH, sendo esta relação maior que a sua composição elementar. A relação E4/E6 do AH estudado 
foi de 6,87, sendo este valor freqüentemente encontrado para a fração de ácido fúlvico, 
caracterizando o material como pouco humificado. 

Na Figura 1 é apresentado o espectro de infravermelho com transformada de Fourier 
(IV-TF) do ácido húmico do tipo III (STEVENSON, 1994; STEVENSON & GOH, 1971) que 
foi utilizado para caracterizar as possíveis atribuições dos grupamentos funcionais no AH 
obtido de vermicomposto. 

 
Figura 1. Espectro de Infravermelho com transformada de Fourier do ácido húmico (em 

intensidade de ondas cm-1) (as possíveis atribuições dos grupamentos funcionais 
referentes às letras de A a M são explicadas no texto). 

 
Foi observada uma banda de absorção na região de 3407,8 cm-1 (Figura 1 A), que pode 

ser atribuída a estiramentos axiais (ν) de ligações -OH e, possivelmente, grupos -NH de 
aminas alifáticas podem estar combinadas. A largura da banda de absorção é conseqüência 
das interações dos sistemas -OH através de pontes de hidrogênio (H) entre diferentes 
moléculas (pontes intermoleculares) e na mesma molécula (intramolecular). Assim, a 
presença de bandas de absorção menos definidas e mais alargadas nesta região indica a 
formação mais intensa de pontes de hidrogênio intramoleculares, o que pode caracterizar 
maior complexidade estrutural. 

A banda de absorção em 2925,0 cm-1 (Figura 1 B), utilizada para determinar o índice 
de hidrofobicidade (IH) e o índice de condensação (IC), é atribuída a estiramento simétrico 
(νs) de ligações C-H em CH2 alifáticos e a banda de absorção em 2853,8 cm-1 (Figura 1 C) 
pode ser atribuída a estiramentos assimétricos (νas) de grupamentos C-H de CH2 alifáticos. 

A B C D E F GH I J K

L M
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A banda de absorção em 1723,1 cm-1 (Figura 1 D) pode ser atribuída a estiramento de 
grupos C=O de ácido carboxílico com possíveis atribuições de C=O de ésteres. As bandas em 
1646,8 e em 1510,6 cm-1 pode ser atribuída a vibrações axiais de grupos C=C de alquenos 
(Figura 1 E) e vibrações do anel aromático (C=C) (Figura 1 F), respectivamente. 

As bandas de absorção em 1457,6 e em 1422,1 cm-1 são atribuídas para deformações 
angulares (δ) de grupos (CH2)n, sendo n=3 (Figura 1 G) e de grupos -CH2 de carbonilas 
(Figura 1 H), respectivamente. 

As bandas observadas em 1224,2; 1123,3 e 1033,6 podem ser atribuídas a estiramentos 
C-O de ésteres saturados associados a restos de polissacarídeos (Figura 1 I), a estiramentos C-O 
associado à estrutura de álcoois secundários (Figura 1 J) e a estiramentos C-O associados à 
álcoois primários (Figura 1 K), respectivamente. 

A banda de absorção em 829,9 cm-1 (Figura 1 L) pode ser atribuída a deformações 
angulares de -H contínuos “para” substituintes a anéis substituídos. As bandas de absorção 
observadas na faixa inferior a 600 cm-1 (Figura 1 M) podem ser atribuídas a possíveis 
impurezas de carbonatos inorgânicos associados a metais. 

As possíveis atribuições das bandas de absorção dos espectros de IV-TF do ácido 
húmico de vermicomposto estão apresentadas na Tabela 2. A região entre 1300 e 1000 cm-¹ é 
denominada como região de “impressão digital“ da molécula, podendo ser usada para 
comparações inequívocas entre diferentes ácidos húmicos (GARCÉS, 1987), indicando que 
diferentes fontes de matéria orgânica podem produzir compostos de mesma natureza química. 

Tabela 2. Principais atribuições das bandas de absorção dos espectros de infra-vermelho com 
transformada de Fourier (IV-TF) do ácido húmico (AH) de vermicomposto. 

Bandas de absorção (ondas cm-1) Prováveis atribuições 

A    3407,8 ν -OH (ponte de H) e/ou –NH livres 
B    2925,0 νs CH2 alifáticos 
C    2853,8 νas CH2 alifáticos 
D    1723,1 νas C=O de ácido carboxílico e/ou ésteres 
E    1646,8 vibrações axiais C=C de alquenos 

F    1510,6 vibrações de C=C do anel aromático 

G    1457,6 δ de (CH2)n : n=3 
H    1422,1 δ de -CH2 de carbonila 

 I    1224,2 νas C-O de ésteres associados a polissacarídeos 
 J    1123,3 νas C-O associado a alcoóis secundários 
K    1033,6 νas C-O associados a alcoóis primários 

 L     829,9 δ de -H contínuos “para” substituintes a anéis 
substituídos 

M     < 600 possíveis impurezas de carbonatos inorgânicos 
associados a metais 

ν = estiramento axial; s = simétrico; as = assimétrico; δ = deformação angular 
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Apesar da espectroscopia de IV ser utilizada amplamente para análise qualitativa, a 
técnica também pode ser aplicada à análise semi-quantitativa de alguns grupamentos 
funcionais, principalmente os oxigenados. FREIXO  (2000), determinou o índice de 
hidrofobicidade (IH) e o índice de condensação (IC) do ácido húmico, a partir da relação 
obtida pela integração da área de banda correspondente aos grupamentos alifáticos (C-H) 
pelos grupamentos polares (C-O). O ácido húmico estudado demonstrou um IH de 0,989 o 
que determina ser um material bastante resistente à degradação oxidativa, isto porque os 
grupamentos alifáticos são mais hidrofóbicos e menos suscetíveis a oxidação, quando 
comparados com os polissacarídeos. Assim, quanto maior esta relação maior será a resistência 
do ácido húmico à degradação. 

O índice de condensação (IC) representa a relação entre grupamentos aromáticos e 
alifáticos. Os grupamentos aromáticos caracterizam moléculas mais condensadas enquanto os 
alifáticos se referem às moléculas com cadeias saturadas. Quanto maior o valor obtido do IC, maior 
o grau de humificação e estabilidade dos compostos. No ácido húmico estudado foi determinada 
uma relação de 0,994 mostrando ser um material pouco humificado, por ser oriundo de uma 
vermicompostagem rápida, e representa baixa estabilidade dos compostos presentes. Esses dados 
reforçam a análise de composição elementar e de espectroscopia na região do UV-visível. 
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4. CONCLUSÕES 
 
A composição elementar é uma das propriedades mais estável dos ácidos húmicos e 

permite sugerir o grau de evolução desta fração da matéria orgânica. 
O espectro de infravermelho com transformada de Fourier (IV-TF) foi importante para 

caracterizar as bandas de absorção dos diferentes grupamentos funcional presentes na 
molécula de AH e suas possíveis atribuições. 

A vermicompostagem utilizando minhocas Eisenia foetida se apresenta como um 
sistema tecnológico de baixo custo e de rápida transformação de resíduos orgânicos, esterco 
bovino, em compostos de alto valor nutricional para as plantas, com altas concentrações de 
substâncias estáveis, as substâncias húmicas. 
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AVALIAÇÃO DO CRESCIMENTO DE RAÍZES TRANSFORMADAS 
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RESUMO 
 
O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do ácido húmico no crescimento de raízes 
transformadas de manjericão (Ocimum basilicum L.), foram utilizadas diferentes concentrações 
de AH, 10,0; 20,0; 40,0; 80,0 e 160,0 mg C L - 1 e controle (sem AH);, ao meio de cultivo para 
calibração da curva de resposta, com coletas aos 15, 30 e 45 dias após a repicagem. As raízes 
foram crescidas in vitro em meio mínimo (MM), com pH ajustado para 5,8 antes da esterilização 
em autoclave a 121 ºC e a 1,5 atmosferas (162 kPa) por 15 minutos. As avaliações de 
crescimento, incremento e pH rizosférico foram realizadas através de imagens digitais após 
editoração. Na avaliação da área radicular (cm2) foram observadas diferenças estatísticas 
apenas a partir de 45 dias após a repicagem, onde o tratamento com 20 mg C L-1 foi superior 
apenas ao tratamento controle. O tratamento com 20 mg C L-1 proporcionou o maior 
comprimento radicular (cm) em todas as épocas de avaliação, exceto para os tratamentos 80 e 
160 mg C L-1 aos 15 dias, e também apresentou o melhor incremento em área radicular em 
relação aos demais tratamentos em todas as épocas de avaliação (15, 30 e 45 dias), mas não houve 
diferenças estatísticas aos tratamentos com 10 e 40 mg C L-1 nos períodos avaliados. Através da 
equação da curva de calibração foi determinado que a concentração de 26 mg C L-1 aos 15 e 30 
dias e 25 mg C L-1 aos 45 dias foram as melhores concentrações para indução do crescimento 
(área radicular) e para o comprimento radicular as concentrações mais responsivas foram 24; 22 e 
23 mg C L-1 aos 15, 30 e 45 dias, respectivamente. Nos períodos de 0 a 15, 15 a 30 e de 30 a 45 
dias, as raízes tiveram um incremento médio em área 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 área de cobertura (exploração) e do comprimento do sistema radicular foi 
suficiente para sugerir que existe bioatividade no ácido húmico, promovendo um crescimento 
radicular superior ao tratamento controle (sem AH) na medida em que se aumentou sua 
concentração no meio de cultivo das raízes transformadas e que a melhor época para avaliação 
dos benefícios da adição do ácido húmico ao meio de cultivo das raízes crescidas “in vitro”, quanto 
ao desenvolvimento radicular, foi até aos 30 dias, devido ao seu maior incremento. 
 

Palavras chave: Substâncias húmicas. Crescimento radicular. Curva de calibração. 
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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-1 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 ºC 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 (cm2) statistical differences were only 
observed after 45 days in the treatment with 20 mg C L-1. The treatment with 20 mg C L-1 
provided the largest radicular length (cm) in all the evaluations, except for the treatments 80 and 
160 mg C L-1 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-1. Through the equation of the calibration 
curve it was determined that the concentration of 26 mg C L-1 after 15 and 30 days and 
25 mg C L-1 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-1 
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. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

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

Embora o índice de matéria orgânica em solos tropicais represente aproximadamente 
1% da massa do solo, o húmus (matéria orgânica humificada) é uma das frações mais 
importantes destes solos evidenciando ser uma fonte de nutriente de liberação lenta 
(SKJEMSTAD et al., 1998) que do ponto de vista da sustentabilidade dos sistemas de 
produção, a aplicação dos resíduos orgânicos, unicamente como forma de restabelecer o 
balanço de nutrientes do solo, tornou-se uma função de menor importância e pouco eficiente, 
sendo então necessário estabelecer a sincronia na liberação de nutrientes com a necessidade 
das plantas (BÜNEMANN et al., 2004) já que pode afetar diretamente o metabolismo e 
crescimento das plantas (VAUGHAN & MALCOLM, 1985) pela liberação de moléculas 
bioativas como a auxina (ATIYEH et al., 2002; BOTTOMLEY, 1917) influenciando 
significativamente a produção (BACA et al., 1995), 

Entretanto, os vermicompostos, produtos da origem da atividade enzimática de 
minhocas, apresentaram uma aceleração na transformação da matéria orgânica em húmus 
resultando num material com grandes quantidades de substâncias húmicas (ácido fúlvico, 
ácido húmico e humina), com menor relação C/N, maior capacidade de troca catiônica 
(ELVIRA et al., 1998; ALBANELL et al., 1988) e fitormonais (ATIYEH et al., 2002; 
ATIYEH et al., 2000; TOMATI et al., 1995) permitindo a rápida liberação de nutrientes para 
os vegetais. Entretanto, as informações da aplicação destes vermicompostos ao solo e sobre o 
crescimento radicular das culturas são escassos e ainda requerem um consentimento por parte 
dos agricultores quanto à sua produção e utilização. 

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos proporcionados ao crescimento de 
raízes transformadas de manjericão roxo (Ocimum basilicum L.) após a adição de diferentes 
concentrações de ácido húmico, 10,0; 20,0; 40,0; 80,0 e 160,0 mg C L - 1 e controle (sem AH), 
ao meio de cultivo para calibração da curva de resposta em diferentes épocas, aos 15, 30 e 45 
dias após a repicagem das raízes. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 
 

As concentrações de ácido húmico, mensuradas a partir do teor de carbono (C) 
elementar presente em sua estrutura, foram determinadas através de levantamentos dos teores 
totais de ácido húmico (AH) em diversas classes de solos no Estado do Rio de Janeiro sob 
diversas formas de cobertura, desde pastagens degradadas a áreas sob mata atlântica intactas 
(RAPOSO et al., 2004). Após este levantamento foram determinadas seis concentrações de 
ácido húmico a serem utilizadas neste experimento, por estarem dentro da faixa de concentração 
de ácido húmico mais representativa nos solos estudados. As seis concentrações de AH 
determinadas, mensuradas a partir do teor de carbono, foram: 10,0; 20,0; 40,0; 80,0; 160,0 mg 
C L-1 e controle (sem AH). Os valores de AH obtidos estão dentro da faixa de concentrações 
citadas nas literaturas que variam até 500 mg C L-1 (ATIYEH et al.,  2002; GURIDI, 2000; 
FRIES et al., 1997) e que valores acima desta concentração podem apresentar efeito inibitório 
sobre o desenvolvimento das raízes (ATIYEH et al., 2002; CHEN & AVIAD, 1990). 

O ácido húmico utilizado foi proveniente de uma rápida vermicompostagem, 70 dias, 
utilizando minhocas Eisenia foetida. Foi extraído conforme procedimento adotado pela sociedade 
internacional de substâncias húmicas (IHSS) descrito por SWIFT  (1996) com adaptações 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 ácido húmico foram de 47,0 + 0,1; 
4,87 + 0,01; 3,02 + 0,03 e 45,1 + 0,03 respectivamente, juntamente com as relações atômicas 
C/N, O/C, H/C que foram de 15,6 + 0,1; 0,96 + 0,02; 0,104 + 0,005, respectivamente, 
caracterizando um material estável porém, pouco humificado (E4/E6), devido ao rápido processo 
de transformação, com caráter mais aromático e no estado reduzido (ω) (descrito no Capítulo I). 

As raízes transformadas de manjericão roxo (Ocimum basilicum L.) (NICOMEDES 
JUNIOR, 2003) foram multiplicadas em erlenmeyers contendo meio MM líquido por um 
período de 30 dias antes da montagem do experimento, este procedimento proporcionou a 
padronização das raízes. Na montagem do experimento, foram repicados dois segmentos de 
ápices radiculares, com cinco centímetros (cm) de comprimento, em placas Petri contendo 
meio mínimo (MM) semi-sólido (conforme descrito no item 2.1). 

Para a avaliação dos efeitos (benefícios) proporcionados pela adição de ácido húmico 
ao meio de cultivo das raízes transformadas foi quantificado o crescimento radicular em área 
(cm2) e comprimento (cm) e o seu incremento em relação ao tratamento controle, em todas as 
épocas de avaliação. Foi utilizada a metodologia de editoração 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 concentrações de ácido húmico (AH) em quatro épocas distintas (montagem do 
experimento (dia zero), aos 15, 30 e 45 dias após a montagem do experimento) (Figura 2), em 
oito repetições. Os resultados obtidos foram submetidos à análise de variância pelo software 
estatístico Sisvar (FERREIRA, 1998), e as médias comparadas pelo teste de Tukey (p≤0,05). 
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Figura 2. Esquema do experimento realizado para avaliação dos efeitos proporcionados pela 
adição de ácido húmico (AH) (10; 20; 40; 80; 160 mg C L-1 e controle sem AH) à solução 
de cultivo. As análises foram realizadas na montagem do experimento (dia zero), 15, 30 e 
45 dias após a repicagem (DAR). (MM= meio mínimo). 

 

2.1. Cultivo das Raízes Transformadas 

Para a calibração da curva de resposta dos teores de carbono (presente no ácido 
húmico) na solução de cultivo foram avaliados a área e o comprimento de raízes 
transformadas (RTs) de manjericão roxo (Ocimum basilicum L.) (NICOMEDES JUNIOR, 
2003) crescidas in vitro em meio mínimo (MM) (BÉCARD & FORTIN, 1988) (Tabela 3), 
com pH ajustado para 5,8 antes da esterilização em autoclave a 121 ºC e a 1,5 atmosferas 
(162 kPa) por 15 minutos. 

Tabela 3. Composição do meio mínimo (MM) (BÉCARD & FORTIN, 1988) utilizado para o 
cultivo das raízes transformadas. 

 

Reagente mg L-1 Reagente mg L-1 

MgSO4.7H2O 731,00 Aminoácidos 

Ca(NO3)2.4H2O 288,00 Mio Inositol 50,00 

KNO3 80,00 Glicina 3,00 

KCl 65,00 Ácido Nicotinico 0,50 

NaFeEDTA 8,00 Tiamina.HCl 0,10 

MnCl2.H2O 6,00 Pirodoxina.HCl 0,10 

KH2PO4 4,80   

ZnSO4.7H2O 2,65 Fonte de Carbono 

H3BO3 1,50 Sacarose 10000 

KI 0,75   

CuSO4.5H2O 0,13 Agente solidificante 

Na2MoO4.2H2O 0,0024 Gel Gro* 3000 
* Reagente utilizado para solidificar o meio de cultura para cultivo das raízes in vitro. 

15 DAR 

Raiz (MM) + Ácido Húmico 

30 DAR 

Raízes (MM líquido) 30 dias 

0 DAR
Montagem do 
experimento 

Avaliações 
45 DAR 
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2.2. Editoração de Imagens 

Para avaliação do desenvolvimento radicular (área em cm2 e do comprimento em cm) 
das raízes transformadas foi utilizada a metodologia de editoração de imagens digitais 
proposta por LIMA et al.  (2006). Resumidamente, com uma câmera digital de 5.0 Mega 
pixels foram capturadas imagens das placas Petri com resolução de 1280 x 960 pixels, 
16,7 milhões de cores (24 Bits), no formato JPEG, utilizando a mesma altura da câmara e o 
mesmo zoom (automático). Junto à placa Petri, em uma posição uniforme, no momento da 
digitalização, foi colocada uma escala quadriculada de tamanho conhecido como referência 
para extrapolação da medida da área e comprimento radicular (Anexo 2). 

Para o processamento das imagens visando a avaliação da taxa de crescimento foi 
utilizado o software “Sistema Integrado para Análise de Raízes e Cobertura do Solo” 3.0 
(SIARCS® 3.0) (JORGE & CRESTANA, 1996). Para ser possível a análise das imagens no 
SIARCS® foi necessária a modificação das imagens para um formato aceito pelo software 
conforme metodologia descrita por OLIVEIRA et al.  (2003). Assim, a definição das imagens 
foi reduzida de 16,7 milhões para 256 cores, e os arquivos transformados do formato JPEG 
para o formato bitmap (BMP). 

O desenvolvimento (crescimento) das raízes foi acompanhado através de imagens 
capturadas das placas Petri nos dias das avaliações e as medidas da estimativa do tamanho real das 
raízes em cm2 para área e em cm para comprimento não sendo necessário o uso de equações.  

Para o incremento da área (% cm2) e do comprimento radicular (% cm) foi realizado o 
cálculo conforme a equação 1 em todas as épocas de avaliação (Montagem do experimento, 
15, 30 e 45 dias). 

Equação 1 

100
 inicial tamanho

 inicial  tamanho- final tamanho (%) radicular  Incremento ×=  

Com este procedimento foi possível a avaliação da porcentagem de crescimento nos 
períodos avaliados em relação ao tamanho inicial das raízes no dia da montagem do experimento. 

Para se avaliar os efeitos do ácido húmico em relação ao tratamento controle, foi adotada 
a equação 2, considerando que o desenvolvimento normal das raízes fosse o tratamento sem ácido 
húmico (controle) e que este desenvolvimento fosse 100% em todas as épocas. 

Equação 2 

100  100
 controle do final tamanho

 controle do final  tamanho- AH com final tamanho (%)  Correlação +×=  

Com este procedimento foi possível a comparação da correlação dos efeitos (benefícios) 
proporcionados pela adição de ácido húmico à solução de cultivo das raízes transformadas. 

Para avaliar o incremento das raízes transformadas entre os períodos de avaliação foi 
realizado conforme a equação 3. 

Equação 3 

100-100
anterior período no raízes das tamanho
avaliado período no raízes das tamanho (%) períodos entre Incremento ×=  

 
Com este procedimento foi possível a comparação do incremento radicular entre os 

períodos avaliados (Zero a 15, 15 a 30 e de 30 a 45 dias). 
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2.3. pH Rizosférico 

Para a avaliação do pH rizosférico foi medida, em duas épocas distintas (montagem do 
experimento e 5 horas após o contato raiz-solução), a área de acidificação e/ou alcalinização 
na interface das raízes em duas soluções distintas, solução de controle e solução com inibidor 
vanadato (que inibe a atividade das bombas de prótons da membrana plasmática). A solução 
controle utilizada continha um indicador misto de pH (Tabela 4) (RÖMHELD et al., 1984), 
adquirindo uma tonalidade amarelada quando ácidos e arroxeada quando alcalinos (Anexo 3). 
O pH das soluções foi ajustado para 6,0 com H2SO4 0,1 mol L-1, adquirindo uma tonalidade 
avermelhada, e foi armazenado por um dia para garantir a não interferência de possíveis 
contaminações na mudança da coloração do meio. 

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

Reagentes Controle Vanadato 

Agar (p:v) 7,5 g L-1 7,5 g L-1 

Azul de bromocresol 0,06 g L-1 0,06 g L-1 

Na3VO4 - 1,0 mmol L-1 

K2SO4 2,5 mmoles L-1 2,5 mmoles L-1 

CaSO4 1,0 mmol L-1 1,0 mmol L-1 

 
Foram coletados segmentos de raízes, com aproximadamente 10 cm de comprimento, 

com auxílio de uma pinça anatômica, evitando ao máximo provocar injúrias, e lavadas em 
água destilada corrente com pH ajustado para 6,0 sob peneira plástica com diâmetro de 
1 milímetro (mm). Em seguida, foram secadas em papel absorvente e acondicionadas nas 
placas Petri contendo os meios com indicador misto de pH. 

Para a avaliação da área de mudança do pH rizosférico foi utilizada a metodologia de 
editoração de imagens proposta por LIMA et al.  (2006). As imagens das raízes foram obtidas 
no momento do acondicionamento das raízes no meio com indicador misto de pH e cinco 
horas após este acondicionamento. 

Para o cálculo da área de mudança do pH rizosférico utilizou-se a equação 4. 
 

Equação 4 

100
raizdainicialárea

 raiz da inicial área - final aacidificad área
 (%)  ãoacidificaç de Área ×=  

 
Com este procedimento foi possível avaliar a diferença na área de atuação entorno das 

raízes através da modificação do pH da solução após um intervalo de 5 horas. 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
O uso de vermicomposto como fonte de substâncias húmicas apresenta algumas 

vantagens tais como sua fácil obtenção, fonte renovável de matéria orgânica, apresenta grande 
capacidade de estimulação 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; 
FAÇANHA et al., 2002; MASCIANDARO et al., 1999) e portanto, contribuir para recuperação 
de áreas degradadas e possibilitando a adaptação das plantas à ambientes de baixa fertilidade. 

Para o acompanhamento da influência do ácido húmico no desenvolvimento das raízes 
de manjericão foram obtidas as imagens no experimento foram digitalizadas na montagem do 
experimento (dia zero) e aos 15, 30 e 45 dias após a repicagem (DAR) (Figura 3).  

Do ponto de vista da sustentabilidade dos sistemas de produção, a manutenção de altos 
teores de matéria orgânica no solo, como forma de restabelecer o balanço de nutrientes, 
tornou-se de grande importância atualmente, e a sincronia da liberação de nutrientes, oriundos 
da matéria orgânica, com a necessidade das plantas tornou-se uma das metas mais importante 
a serem alcançadas (BÜNEMANN et al., 2004) a fim de minimizar a entrada de adubos 
químicos e, conseqüentemente, viabilizar os custos de produção. Entretanto, a carência de 
estudos para a determinação das concentrações ótimas nos diversos sistemas de cultivo para a 
calibração da curva de resposta continua a ser um desafio para a ciência do solo. Tais 
concentrações serão discutidas neste experimento em raízes transformadas crescidas “in vitro” 
e poderão servir como base para futuros trabalhos a campo. 

Na avaliação do desenvolvimento em área (cm2) de raízes transformadas de manjericão 
em diferentes concentrações de ácido húmico (10, 20, 40, 80 e 160 mg C L-1) e controle (sem 
ácido húmico) foram observadas diferenças significativas somente a partir de 45 dias após a 
repicagem, onde o tratamento com 20 mg C L-1 foi superior ao tratamento controle (sem ácido 
húmico), mas não houve diferenças entre os demais tratamentos (Figura 4). Estes resultados 
evidenciam que os benefícios no crescimento em área das raízes podem necessitar de maiores 
períodos de tempo para que possam ser significativos. 
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Figura 3. Imagens digitalizadas das raízes transformadas de manjericão submetidas aos diferentes 

tratamentos com ácido húmico (AH): 10, 20, 40, 80 e 160 mg C L-1 e controle (sem AH) obtidas 
no dia da montagem do experimento e aos 15, 30 e 45 dias após a repicagem (DAR). (n = 8). 

 

Controle
sem AH

80 mg C L-1

160 mg C L-1

15 dias 30 dias 45 diasMontagem do experimento
( dia zero) 

20 mg C L-1

40 mg C L-1

10 mg C L-1

1 cm
escala de referência

Controle
sem AH

80 mg C L-1

160 mg C L-1

15 dias 30 dias 45 diasMontagem do experimento
( dia zero) 

20 mg C L-1

40 mg C L-1

10 mg C L-1

1 cm
escala de referência
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Figura 4. Área radicular (cm2) das raízes transformadas de manjericão crescidas em meio 

mínimo (MM), enriquecido com ácido húmico (10,0; 20,0; 40,0; 80,0 e 160 mg C L-1 e 
controle sem ácido húmico) nos dias de montagem do experimento e aos 15, 30 e 45 dias 
após a repicagem (DAR). Barras verticais indicam os erros padrões. (n = 8). Letras iguais no 
mesmo período de avaliação não diferem entre si pelo teste Tukey (p≤0,05). 

 
Para a avaliação do comprimento radicular as imagens após editoração para a 

estimativa da área radicular passaram por um afinamento realizado pelo próprio software 
(SIARCS), tendo suas medidas calculadas em cm (Figura 5). 

O tratamento com 20 mg C L-1 proporcionou o maior desenvolvimento em 
comprimento radicular quando comparado aos demais tratamentos em todas as épocas de 
avaliação, exceto para os tratamentos 80 e 160 mg C L-1 aos 15 dias de crescimento (Tukey, 
p≤0,05). Nas avaliações aos 30 e 45 dias o tratamento com 20 mg C L-1 foi significativamente 
superior aos demais tratamentos. Estes resultados enfatizam a superioridade dos benefícios da 
concentração de 20 mg C L-1 a solução de cultivo, a partir da segunda época de avaliação (30 
dias), apresentando quase o dobro do crescimento em comparação ao tratamento controle 
(sem AH) o que pode resultar em grandes benefícios aos vegetais na exploração (absorção) de 
nutrientes e água do meio, acarretando em maiores produtividades. 

A correlação entre o comprimento e a área radicular dos diferentes tratamentos com 
ácido húmico (10, 20, 40, 80 e 160 mg C L-1) e controle (sem AH) nos quatro períodos de 
avaliação (montagem do experimento, 15, 30 e 45 dias) foram positivas e altas (Figura 6). Na 
montagem do experimento (dia zero) a menor correlação foi observada no tratamento controle 
(sem AH) com R2 de 0,8189 (Figura 6 A) e a maior correlação foi encontrada no tratamento de 
160 mg C L-1 com R2 de 0,9942 (Figura 6 F). Nas avaliações posteriores (15 e 30 dias) o 
tratamento controle (sem AH) apresentou as maiores correlações entre comprimento e área 
radicular, sendo R2 de 0,9859 e 0,9457, respectivamente. Aos 45 dias foi a segunda maior 
correlação com R2 de 0,9632 propiciando um desenvolvimento mais homogêneo das raízes. 
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Figura 5. Comprimento radicular (cm) das raízes transformadas de manjericão crescidas em 
meio mínimo (MM), enriquecido com ácido húmico (10,0; 20,0; 40,0; 80,0 e 160 mg C L-1 

e controle sem ácido húmico) na montagem do experimento e aos 15, 30 e 45 dias após a 
repicagem (DAR). Barras verticais indicam os erros padrões. (n = 8). Letras iguais no 
mesmo período de avaliação não diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. 

 
As menores correlações determinadas nos períodos foram observadas no tratamento 

com 20 mg C L-1 (R2 = 0,6327) aos 15 dias (Figura 6 C), no tratamento com 80 mg C L-1 
(R2 = 0,7918) aos 30 dias (Figura 6 E) e no tratamento com 40 mg C L-1 (R2 = 0,7785) e com 
160 mg C L-1 (R2 = 0,7798) aos 45 dias (Figura 6 D e F). A menor correlação encontrada no 
tratamento com 20 mg C L-1 aos 15 dias pode ser conseqüência da maior indução na formação 
de sítios mitóticos e de raízes laterais pré-emergidas nesta concentração de ácido húmico 
como relatado por CANELLAS et al.  (2002), resultando em comprimento radicular maior 
que a área radicular (Figura 4 e Figura 5). As menores correlações encontradas nos 
tratamentos com 80 e 40 mg C L-1 aos 30 e 45 dias podem ser em decorrência de uma indução 
(adaptação) de crescimento radicular mais tardia (Figura 5) proporcionada pelas altas 
concentrações de ácido húmico no meio de cultivo. 

A correlação do comprimento e área radicular com todos os tratamentos de ácido 
húmico (10, 20, 40, 80 e 160 mg C L-1) e controle (sem AH) nas avaliações da montagem do 
experimento ( dia 0), aos 15, aos 30 e aos 45 dias foram de 0,3080; 0,8958; 0,7879 e 0,7109 
respectivamente, (Figura 6 G) e a correlação geral determinada nos períodos avaliados foi de 
0,9354 resultando uma uniformidade de desenvolvimento radicular (área e comprimento) das 
raízes submetidas aos tratamentos com ácido húmico (Figura 6 H). 
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Figura 6. Correlação entre comprimento e área radicular das raízes transformadas de manjericão 
crescidas em meio mínimo (MM), submetidos as diferentes concentrações de ácido húmico 
(AH): controle (sem AH) (A), 10 mg C L-1 (B), 20 mg C L-1 (C), 40 mg C L-1 (D), 80 mg C L-1 

(E) e 160 mg C L-1 (F) na montagem do experimento e aos 15, 30 e 45 dias após a repicagem 
(DAR) isoladamente (A, B, C, D, E, F), a junção de todos os tratamentos dentro dos períodos de 
avaliação (G) e a junção de todas as correlações em todos os períodos de avaliação (H). (n = 8). 
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Um dos possíveis fatores que pode explicar a resposta não significativa na indução do 
crescimento radicular, até a avaliação de 30 dias, com o aumento das concentrações de ácido 
húmico na solução de cultivo é a transição do pH rizosférico. As concentrações de ácido 
húmico induziram aumentos na área de acidificação em relação ao tamanho da raiz, até a adição 
da concentração de 20 mg C L-1 e decresceu com as concentrações de 40 e 80 mg C L-1. Na 
concentração de 160 mg C L-1 foi observado uma alcalinização da rizosfera (Figura 7) o que 
pode ser uma resposta adaptativa das raízes ao meio de cultivo com alta concentração de ácido 
húmico e que esta alcalinização do pH na rizosfera provocou alterações na absorção de íons da 
solução acarretando em menor desenvolvimento radicular. 
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Figura 7. Área de modificação do pH rizosférico (% cm2) aos 30 dias após a repicagem das raízes 
transformadas de manjericão crescidas em meio mínimo (MM) modificado, enriquecido com 
ácido húmico (10,0; 20,0; 40,0; 80,0 e 160 mg C L-1 e controle sem AH) para a solução com 
indicador misto de pH na qual permaneceram por um período de cinco horas de contato. 

 
O incremento radicular (Figura 8) foi importante para a verificação do aumento no 

crescimento radicular entre os períodos avaliados levando em consideração o tamanho inicial dos 
explantes radiculares que neste caso apresentaram-se homogêneos (Figura 4 e Figura 5), e que o 
desenvolvimento foi influenciado apenas pelos tratamentos com ácido húmico.  

O tratamento com 20 mg C L-1 apresentou o melhor incremento em área radicular em 
relação aos demais tratamentos em todas as épocas de avaliação (15, 30 e 45 dias), mas não houve 
diferenças estatísticas entre os tratamentos com 10 e 40 mg C L-1 nos períodos avaliados (Figura 8). 
O tratamento com 20 mg C L-1 foi estatisticamente superior aos tratamentos com 80 e 160 mg C L-1 
na primeira avaliação (15 dias), aos tratamentos controle e 80 mg C L-1 na segunda avaliação (30 
dias) e apenas ao tratamento controle na terceira avaliação (45 dias), evidenciando ser a 
concentração mais benéfica para o desenvolvimento das raízes. O tratamento controle apresentou o 
menor incremento em área radicular a partir da segunda avaliação (30 e 45 dias) (Figura 8). 
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Figura 8. Incremento na área radicular (%) aos 15, 30 e 45 dias após a repicagem das raízes 
transformadas de manjericão crescidas em meio mínimo (MM) modificado, enriquecido 
com ácido húmico (10,0; 20,0; 40,0; 80,0 e 160 mg C L-1 e controle sem AH) com as 
equações das regressões de 2º grau e os respectivos R2. Barras verticais indicam os erros 
padrões. (n = 8). Letras iguais no mesmo período de avaliação não diferem entre si pelo 
teste Tukey a 5% de probabilidade. 

 
O incremento em área radicular submetido ao tratamento com 10 mg C L-1 foi 

estatisticamente superior apenas ao tratamento controle (sem AH) somente no segundo 
período de avaliação (30 dias). O tratamento com 40 mg C L-1 também apresentou incremento 
em área radicular superior aos tratamentos controle (sem ácido húmico) e com 80 mg C L-1 
aos 30 dias de avaliação (Figura 8). 

Além dos benefícios de aumento na área radicular, as raízes que receberam ácido 
húmico na solução nutritiva tiveram um desenvolvimento mais homogêneo, o que pode ser 
constatado quanto ao erro padrão das amostras (Figura 8 e Tabela 5) que sempre foram 
superiores no tratamento controle (sem ácido húmico) em todas as épocas avaliadas.  

Foram avaliados os incrementos proporcionados pela adição do AH ao meio de cultivo 
entre os períodos avaliados (0-15, 15-30 e 30-45 dias), em relação aos incrementos obtidos no 
tratamento controle (sem ácido húmico) calculados pela equação 3, o qual consideramos que 
representasse o desenvolvimento normal das raízes sendo aqui representado com o valor 
100% em todos os períodos de avaliações (Tabela 5) com seus respectivos erros padrões. 
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Tabela 5. Incremento na área radicular (% cm2) em relação ao tratamento controle sem ácido 
húmico (100 %) aos 15, 30 e 45 dias após a repicagem das raízes transformadas de 
manjericão crescidas em meio mínimo (MM) modificado, enriquecido com ácido húmico 
(10,0; 20,0; 40,0; 80,0 e 160 mg C L-1 e controle sem ácido húmico) com seus respectivos 
erros padrões. (n = 8). 

 

Incremento na área radicular (%) 

0-15 dias  0-30 dias  0-45 dias 

Ácido 
húmico 

(mg C L–1) 
tratamentos (%) erro 

padrão 
 (%) erro 

padrão 
 (%) erro padrão

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   84,4   B 4,0  109,1   BC 5,2  122,0AB 5,5 

160   88,5   B 5,4  119,9ABC 6,1  132,7AB 9,4 

CV        19,3             23,5          24,8 
Letras maiúsculas iguais na coluna não diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. 

 
No primeiro período de avaliação (de 0 a 15 dias) o tratamento com 20 mg C L-1 foi 

significativamente superior aos tratamentos com 80 e 160 mg C L-1, mas não apresentando 
diferença para os demais tratamentos. No segundo período de avaliação (de 0 a 30 dias) o 
tratamento com 20 mg C L-1 foi superior aos tratamentos com 80 mg C L-1 e ao tratamento 
controle (sem AH) e o tratamento controle também foi inferior ao tratamento com 40 mg C L-1 
mas não diferindo dos demais tratamentos. No terceiro período de avaliação o tratamento com 
20 mg C L-1 foi superior apenas ao tratamento controle (sem AH), mas não ocorrendo diferença 
entre os demais tratamentos. Estes resultados reforçam a hipótese de que a concentração de 
20 mg C L-1 foi a mais benéfica para o desenvolvimento das raízes (relação benefício/custo), 
desde os momentos iniciais do contato raiz-ácido húmico (AH). 

Os incrementos na área radicular entre os períodos avaliados de 0 a 15, de 15 a 30 e de 30 a 
45 dias, calculados pela equação 5, apresentaram diferenças estatísticas apenas no primeiro e 
segundo período (Tabela 6). No primeiro período de avaliação (de 0 a 15 dias) apenas o tratamento 
com 20 mg C L-1 foi estatisticamente superior aos tratamentos com 80 e 160 mg C L -1 e não 
havendo diferenças entre os demais tratamentos. No segundo período de avaliação (de 15 a 30 dias) 
todos os tratamentos com ácido húmico foram estatisticamente superiores ao tratamento controle 
(sem ácido húmico). No terceiro período de avaliação, o possível esgotamento de nutrientes na 
solução de cultivo, principalmente nos tratamentos que apresentaram maior crescimento inicial (até 
30 dias) pode ter ocasionado a não diferenciação estatística entre os tratamentos. 
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Tabela 6. Incremento na área radicular (% cm2) entre os períodos de avaliação de 0 a 15, de 15 
a 30 e de 30 a 45 dias após a repicagem das raízes transformadas de manjericão crescidas 
em meio mínimo (MM) enriquecido com ácido húmico (10,0; 20,0; 40,0; 80,0 e 
160 mg C L-1 e controle sem ácido húmico) com seus respectivos erros padrões. (n = 8). 

 

Incremento na área radicular entre os períodos avaliados 

0-15 dias  15-30 dias  30-45 dias  

Ácido 
húmico 

(mg C L–1) 
tratamentos cm2 erro 

padrão 
 cm2 erro 

padrão 
 cm2 erro padrão

0 506,1 AB 50,9    73,6     B 17,0  65,8 (ns)   9,8 

10 541,1 AB 30,6  139,0 A 4,0  74,9   5,2 

20 615,2 A 37,4  130,3 A 6,1  90,0   8,7 

40 567,8 AB 36,8  133,0 A 5,1  76,0 17,1 

80 427,2    B 20,4  130,0 A 7,3  96,4 11,0 

160 447,8    B 27,3  142,2 A 6,5  90,9   9,5 

CV 19,3       19,9     37,1 
Letras maiúsculas iguais na coluna não diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. 
ns se refere a análise estatística não significativa pelo teste Tukey a 5% de probabilidade, entre os tratamentos no 
mesmo período de avaliação. 

 
No primeiro período de avaliação (de 0 a 15 dias) as raízes tiveram um incremento 

médio em área radicular de 517,33 %. No período de 15 a 30 dias (segunda avaliação) como as 
raízes já apresentavam uma elevada taxa de desenvolvimento, aproximadamente cinco vezes ao 
seu tamanho inicial (montagem do experimento) e tendo apresentado influência dos tratamentos 
com AH aos quais foram submetidas, as raízes apresentaram um incremento médio de 
124,63%, ou seja, pouco mais que dobraram de tamanho em um período correspondente à 
primeira avaliação (15 dias). Na terceira avaliação (de 30 a 45 dias), as raízes já apresentavam 
um incremento de quase 12 vezes ao tamanho inicial (Figura 8) tiveram o menor incremento 
médio proporcionado entre os três períodos de avaliação que foi de 82,22% (Tabela 6). 

A alta taxa de desenvolvimento inicial pode ser uma estratégia dos vegetais em aumentar 
a area de exploração (absorção) do meio circundante para garantir reservas de nutrientes, 
principalmentes daqueles considerados limitantes como o N e P. Esses resultados enfatizam a 
importância de se estudar os benefícios proporcionados ao desenvolvimento radicular in vitro, 
onde a solução nutritiva é o fator limitante, até os 30 dias, não sendo necessários períodos maiores 
de permanência das raízes em contato com a solução de ácido húmico. 

Para a avaliação do desenvolvimento em comprimento radicular, também foi realizada 
uma análise para determinar o incremento radicular nos períodos avaliados, conforme descrito 
na avaliação do desenvolvimento em área radicular, calculado através da equação 3 são 
apresentados na Figura 9, com as equações das regressões quadráticas e os respectivos R2. 
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15 dias     y = -0,0134x2 + 1,7214x + 665,22     R2 = 0,1828
30 dias     y = 0,00001x2 - 0,637x + 1345,3       R2 = 0,0216
45 dias     y = -0,0138x2 + 2,4818x + 2002,4     R2 = 0,0109

 

Figura 9. Incremento no comprimento radicular (% cm) aos 15, 30 e 45 dias após a repicagem 
das raízes transformadas de manjericão crescidas em meio mínimo (MM) modificado, 
enriquecido com ácido húmico (10,0; 20,0; 40,0; 80,0 e 160 mg C L-1 e controle sem ácido 
húmico) com as equações das regressões lineares e os respectivos R2. Barras verticais 
indicam os erros padrões. (n = 8). Letras iguais no mesmo período de avaliação não 
diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. 

 
Os tratamentos com 10 e 20 mg C L-1 apresentaram os maiores incrementos no 

comprimento radicular (% cm) em todas as avaliações (15, 30 e 45 dias), inversamente ao 
tratamento controle (sem ácido húmico) que apresentou o pior incremento em todos os 
períodos de avaliação. Estes resultados reforçam que concentrações com até 20 mg C L-1 são 
as mais benéficas para o desenvolvimento das raízes e que a partir desta concentração os 
benefícios proporcionados pelo ácido húmico não são significativos, o que não justificaria a 
aplicação de grandes quantidades de AH sem um retorno na produtividade das culturas. 

Na primeira avaliação (15 dias) não houve diferenças significativas entre os 
tratamentos quanto ao incremento radicular. O tratamento controle (sem ácido húmico) foi 
estatisticamente inferior ao tratamento com 10 e 20 mg C L-1 aos 30 dias (DAR), e apenas ao 
tratamento com 20 mg C L-1 aos 45 dias após a repicagem, mas não apresentando diferenças 
estatísticas os demais tratamentos. O tratamento controle (sem ácido húmico) 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 após a 
repicagem das raízes transformadas de manjericão crescidas em meio mínimo (MM) 
modificado, enriquecido com ácido húmico (10,0; 20,0; 40,0; 80,0 e 160 mg C L-1 e 
controle sem ácido húmico) com seus respectivos erros padrões. (n = 8). 

 

Incremento no comprimento radicular (%) 

0-15 dias   0-30 dias  0-45 dias 

Ácido 
húmico 

(mg C L–1) 
tratamentos cm erro 

padrão 
 cm erro padrão  cm erro 

padrão 
0 521,4(ns) 63,3   963,6   B 164,9 1459,2   B 325,6 

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 221,4 

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 não diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. 
ns se refere a análise estatística não significativa pelo teste Tukey a 5% de probabilidade, entre os tratamentos no 
mesmo período de avaliação 
 

A correlação entre o incremento de comprimento e área radicular nos diferentes 
tratamentos com ácido húmico (10, 20, 40, 80 e 160 mg C L-1) e controle (sem AH) entre os 
três períodos de avaliação (0-15, 0-30 e 0-45 dias) (Figura 10) foram determinadas as maiores 
correlações no tratamento controle (sem AH) (Figura 10 A) e os menores valores 
determinados no tratamento com 20 mg C L-1 (Figura 10 C). 

As menores correlações determinadas no tratamento com 20 mg C L-1 pode ser em 
decorrência do maior estímulo no incremento de comprimento radicular em relação ao 
incremento de sua área radicular, que pode ser explicado pela grande indução de raízes 
laterais que ocupam menor área por cm de raiz quando comparado com as raízes mais velhas.  

A correlação do incremento de comprimento e área radicular com todos os tratamentos 
de ácido húmico (10, 20, 40, 80 e 160 mg C L-1) e controle (sem AH) nas avaliações 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 
correlação geral de todos os tratamentos e em todos os períodos de avaliação (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 comparação à área radicular. 

 



 

 56
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Figura 10. Correlação entre incremento do comprimento e área radicular das raízes 
transformadas de manjericão crescidas em meio mínimo (MM), submetidos as diferentes 
concentrações de ácido húmico, sendo: controle (sem AH) (A), 10 mg C L-1 (B), 
20 mg C L-1 (C). 40 mg C L-1 (D), 80 mg C L-1 (E) e 160 mg C L-1 (F) na montagem do 
experimento e aos 15, 30 e 45 dias após a repicagem (DAR) isoladamente (A, B, C, D, E, 
F), a junção de todos os tratamentos dentro dos períodos de avaliação (G) e a junção de todas as 
correlações em todos os períodos de avaliação (H). (n = 8). 
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Os incrementos no comprimento radicular (% cm) proporcionados pela adição do AH 
ao meio de cultivo entre os períodos avaliados (0-15, 15-30 e 30-45 dias), em relação aos 
incrementos obtidos no tratamento controle (sem ácido húmico) calculados pela equação 3, o 
qual consideramos que representasse o desenvolvimento normal das raízes sendo aqui 
representado com o valor 100% em todos os períodos de avaliações na Tabela 8, com seus 
respectivos erros padrões. 

Tabela 8. Incremento no comprimento radicular (% cm) em relação ao controle sem ácido 
húmico (100 %) aos 15, 30 e 45 dias após a repicagem das raízes transformadas de 
manjericão crescidas em meio mínimo (MM), enriquecido com ácido húmico (10, 20, 40, 80 
e 160 mg C L-1 e controle sem ácido húmico) com seus respectivos erros padrões. (n = 8). 

 

Incremento no comprimento radicular (%) 

0-15 dias  0-30 dias  0-45 dias 

Ácido 
húmico 

(mg C L–1) 
tratamentos (%) erro 

padrão 
 (%) erro padrão  (%) erro 

padrão 
0 100,0(ns) 12,1 100,0   B 15,0 100,0   B 22,3 

10 153,3 19,7 166,1A 19,7 160,6AB 20,8 

20 147,5  7,3 169,5A  7,3 173,6A   7,1 

40 135,5 13,1 128,5AB 13,1 135,8AB 15,2 

80 126,8  9,7 120,6AB  9,7 130,1AB   7,1 

160 116,9  9,5 132,4AB  9,5 143,7AB 12,8 

CV   29,6     27,1        31,0 
Letras iguais na coluna não diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. 
ns se refere a análise estatística não significativa pelo teste Tukey a 5% de probabilidade, entre os tratamentos 
no mesmo período de avaliação. 

 
Não foi observada diferença significativa do incremento de comprimento radicular no 

período de zero a 15 dias para todos os tratamentos. Nas avaliações seguintes, o tratamento 
controle (sem AH) foi estatisticamente inferior apenas aos tratamentos com 10 e 20 mg C L-1 
aos 30 dias e apenas ao tratamento com 20 mg C L-1 aos 45 dias (Tabela 8) e não houve 
diferenças estatísticas entre os demais tratamentos. 

Os incrementos no comprimento radicular (% cm) proporcionados pela adição do ácido 
húmico ao meio de cultivo entre os períodos avaliados (0-15, 15-30 e 30-45 dias), em relação 
aos incrementos obtidos no tratamento controle (sem AH) calculados pela equação 3, não 
apresentaram diferenças estatísticas entre os tratamentos nos períodos avaliados (Tabela 9). 

No primeiro período de avaliação (de 0 a 15 dias) as raízes tiveram um incremento 
médio no comprimento radicular de 677,82 %. No período de 15 a 30 dias (segunda avaliação) 
como as raízes já apresentavam uma elevada taxa de desenvolvimento, aproximadamente sete 
vezes ao seu tamanho inicial (montagem do experimento) e tendo apresentado influência dos 
tratamentos as quais foram submetidas, as raízes apresentaram um incremento médio de 
94,95%, ou seja, quase dobraram de tamanho no período correspondente à primeira avaliação 
(15 dias). Na terceira avaliação (de 30 a 45 dias), as raízes já apresentavam um incremento de 
quase 14 vezes ao tamanho inicial (Figura 8) tiveram o menor incremento médio proporcionado 
entre os três períodos de avaliação que foi de 55,68% (Tabela 9), o que reafirma a possibilidade 
de ser uma estratégia dos vegetais em aumentar a área de exploração (absorção) 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 períodos de avaliação de 0 a 
15, de 15 a 30 e de 30 a 45 dias após a repicagem das raízes transformadas de manjericão 
crescidas em meio mínimo (MM) enriquecido com ácido húmico (10,0; 20,0; 40,0; 80,0 e 
160 mg C L-1 e controle sem ácido húmico) com seus respectivos erros padrões. (n = 8). 

 

Incremento no comprimento radicular entre os períodos avaliados 

0-15 dias  15-30 dias  30-45 dias 

Ácido 
húmico 

(mg C L–1) 
tratamentos cm erro 

padrão 
 cm erro padrão  cm erro 

padrão 
0 521,4(ns) 63,3   83,7(ns) 12,5 44,1(ns) 8,4 

10 799,3 91,2 100,9 6,2 44,7 3,4 

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 7,2 62,7 5,8 

CV     29,6      26,7     33,6 
Letras iguais na coluna não diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. 
ns se refere a análise estatística não significativa pelo teste Tukey a 5% de probabilidade, entre os tratamentos no
mesmo período de avaliação. 

 
Todas as concentrações de ácido húmico estudadas proporcionaram maior crescimento 

radicular quando comparado ao tratamento controle (sem ácido húmico) em todos os períodos 
estudados (Figura 8, Tabela 7 e Tabela 8). Estes resultados reforçam os benefícios proporcionados 
pela adição de 20 mg C L-1 ao meio de cultivo das raízes transformadas de manjericão e que a partir 
desta concentração as raízes entram no que se poderia caracterizar como consumo de luxo 
(MARSCHNER, 1995). Estes resultados indicam que não seria necessário o uso de concentrações 
maiores de ácido húmico, devido ao benefício/custo da adição de matéria orgânica, visando à 
recuperação da fertilidade do solo e do desenvolvimento radicular o que resultaria numa maior 
eficiência dos vegetais em absorver nutrientes e água. Conseqüentemente, o aumento da superfície 
de contato dos vegetais com o solo facilita a interação com os organismos benéficos, por exemplo a 
formação da simbiose micorrízica, o que pode proporcionar maiores produtividades das culturas de 
interesse e em maior aproveitamento dos recursos empregados. 

Os resultados indicam que a estimativa da área de cobertura (exploração) e do 
comprimento do sistema radicular foi suficiente para sugerir que existe bioatividade no ácido 
húmico, promovendo um crescimento radicular superior ao tratamento controle (sem AH) na 
medida em que se aumentou sua concentração no meio de cultivo das raízes transformadas. 

A melhor época para avaliação dos benefícios da adição do ácido húmico ao meio de cultivo 
das raízes transformadas crescidas “in vitro”, quanto ao desenvolvimento radicular, foi aos 30 dias, 
devido ao seu maior incremento no período de 15 a 30 dias quando comparado ao incremento no 
período de 30 a 45 dias, uma vez que este incremento foram superiores, médias de 51,4% e 75,1 
para área e comprimento, respectivamente, para todas as concentrações de ácido húmico estudadas 
em relação ao segundo período de avaliação. Esses resultados enfatizam a importância de se estudar 
os benefícios proporcionados ao desenvolvimento radicular aos 30 dias, não sendo necessários 
períodos maiores de permanência das raízes em contato com a solução de ácido húmico. 

Com estes resultados, as coletas dos experimentos seguintes foram estabelecidas aos 
30 dias após repicagem dos segmentos de raízes, corroborando os resultados encontrados por 
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LIMA et al.  (2003) no qual, foram observadas que as concentrações de N do meio de cultura 
encontravam-se baixas nesta época, e por LIMA  (2004) no qual os resultados encontrados no 
início da formação da simbiose micorrízica (raízes-FMAs) apresentaram-se como não 
benéficos para as raízes, sendo até este momento considerados como um dreno de nutrientes 
das raízes, e que aos 30 dias a simbiose já estaria formada e se caracteriza o início da resposta 
benéfica dos FMAs às raízes. 

Diante dos resultados obtidos, foi observado que as concentrações de ácido húmico 
acima da concentração de 20 mg C L-1 não proporcionaram estímulos ao desenvolvimento 
radicular. Para todas as análises realizadas a única exceção que apresentou diferenças 
estatísticas entre as concentrações de 40, 80 e 160 mg C L-1 foi no incremento  em área 
radicular (Figura 8) na qual o tratamento com 40 mg C L-1 foi superior ao tratamento com 
80 mg C L-1 e não sendo observadas diferenças entre os demais tratamentos (160 mg C L-1). 
Portanto, sugere-se que para a calibração da curva de resposta para ácidos húmicos sejam 
utilizadas concentrações até 40 mg C L-1 (Figura 11) para a avaliação dos efeitos 
proporcionados no desenvolvimento das culturas de interesse. 

Empregando a equação da curva de calibração (Figura 11) para estimar a concentração 
de ácido húmico que melhor proporcionaria benefícios no crescimento de área (Figura 11 A) e 
comprimento radicular (Figura 11 B) e para a mudança do pH rizosférico (Figura 11 C) foi 
determinado que a concentração de 26 mg C L-1 aos 15 e 30 dias e 25 mg C L-1 aos 45 dias 
foram as melhores para a indução do crescimento (área radicular). No comprimento radicular 
as concentrações de ácido húmico mais responsivas foram 24, 22 e 23 mg C L-1 aos 15, 30 e 
45 dias, respectivamente. Para o pH rizosférico, determinado apenas aos 30 dias, a melhor 
concentração de AH estimada pela equação da curva de calibração (Figura 11 C) foi 
determinada que a concentração de 26 mg C L-1 foi a que melhor proporcionou mudanças na 
área de atuação do pH rizosférico. 

As equações das regressões quadráticas das curvas de respostas de ácido húmico com 
os respectivos R2 (Figura 11) foram determinadas e aos 30 dias houve a maior significância 
entre as equações, tanto para o crescimento de área (Figura 11 A) como para comprimento 
(Figura 11 B), respaldando as sugestões para que as análises sejam realizadas aos 30 dias após 
a adição de ácido húmico na solução de cultivo. 
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Figura 11. Calibração da curva de resposta de ácido húmico para avaliar o crescimento 
radicular e área (A) e comprimento (B) aos 15, 30 e 45 dias após a repicagem (DAR) com 
as respectivas equações quadráticas e seus R2 e a curva de regressão da área de 
modificação do pH rizosférico (C) com respectivo R2 aos 30 dias após a repicagem 
(DAR), para a faixa de ácido húmico sugerida (10, 20, 40 mg C L-1 e controle sem AH). 
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Para estimar a concentração de ácido húmico que melhor proporcionou benefícios no 
incremento radicular (% em área e comprimento) foi empregada a equação da curva de calibração 
para calcular o incremento de área (Figura 12 A) e do comprimento radicular (Figura 12 B). Os 
valores estimados para as concentrações de ácido húmico que melhor proporcionaram 
incrementos de área e de comprimento radicular nas diferentes épocas de avaliação (15, 30 e 
45 dias) também foram as mesmas concentrações de ácido húmico que melhor proporcionaram 
indução no crescimento de área e comprimento radicular. Estes resultados reforçam a 
confiabilidade nos valores encontrados na calibração da curva de resposta para os ácidos húmicos. 
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Figura 12. Calibração da curva de resposta de ácido húmico para avaliar o incremento 
radicular em área (A) e comprimento (B) aos 15, 30 e 45 dias após a repicagem (DAR) 
com as respectivas equações quadráticas e seus R2, para a faixa de ácido húmico sugerida 
(10, 20, 40 mg C L-1 e controle sem AH). 
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4. CONCLUSÕES 
 
O estudo do crescimento radicular em termos quantitativos, em área e comprimento, 

utilizando-se imagens digitais mostrou-se eficaz para o objetivo do trabalho que foi determinar 
o efeito do AH no desenvolvimento das raízes transformadas de manjericão “in vitro”. 

Através da curva de calibração foi estimado que as concentrações que melhor 
influenciaram o desenvolvimento em área e comprimento radicular (crescimento e incremento) 
estão em torno de 25 mg C L-1. 

Todas as concentrações de ácido húmico estudadas apresentaram maior crescimento 
radicular quando comparado com o tratamento controle (sem ácido húmico) em todos os 
períodos estudados. 

A melhor época para avaliação dos benefícios da adição do ácido húmico ao meio de 
cultivo das raízes transformadas crescidas “in vitro”, quanto ao desenvolvimento radicular, foi aos 
30 dias, devido ao seu maior incremento no período de 15 a 30 dias quando comparado ao 
incremento no período de 30 a 45 dias, uma vez que este incremento foram superiores, médias de 
51,4% e 75,1 para área e comprimento respectivamente, para todas as concentrações de ácido 
húmico estudadas em relação ao segundo período de avaliação. 

A concentração de 20 mg de C L-1, presente no ácido húmico, foi a que melhor 
apresentou resultados no desenvolvimento das raízes, área e comprimento, em todos os 
períodos estudados (15, 30 e 45 dias após a repicagem), sendo aos 30 dias foi observados os 
melhores resultados. 

Concentrações superiores a 40 mg C L-1 na solução de cultivo não proporcionaram 
indução no desenvolvimento radicular, curva de resposta, sendo não significativo 
(benefício/custo) a aplicação de grandes concentrações nos sistemas de produção. 
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CAPÍTULO III 

 

 
 

INFLUÊNCIA DO ÁCIDO HÚMICO NA ATIVIDADE DAS BOMBAS 

DE PRÓTONS E NO METABOLISMO DE NITROGÊNIO EM 

RAÍZES TRANSFORMADAS DE MANJERICÃO E TREVO 
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RESUMO 
 
O objetivo deste trabalho foi avaliar a influência da adição de diferentes concentrações de ácido 
húmico (AH) proveniente de vermicomposto, sendo controle (sem AH); 10,0; 20,0; 40,0; 80,0 e 
160,0 mg C L - 1, na atividade das bombas de prótons (P-H+-ATPase, V-H+-ATPase e H+-PPase) 
e no metabolismo de nitrogênio em raízes transformadas de manjericão e trevo aos 6 e 9 dias 
após a montagem do experimento. Os tratamentos contendo AH nas concentrações de 10 e 
20 mg C L-1 apresentaram uma baixa indução na atividade das P-H+-ATPases e os tratamentos 
com 80 e 160 mg C L-1 apresentaram uma pequena inibição em relação ao tratamento controle 
(sem AH) nas duas épocas de avaliação sendo superiores na primeira avaliação nas duas raízes 
estudadas. Foram determinadas uma baixa atividade das V-H+-ATPases e das H+-PPases o que 
pode ser em decorrência do bom estado nutricional, quanto aos teores de N-NO3

-, encontradas 
nas raízes. Os teores das frações solúveis e atividades da NR e GS foram mais expressivos na 
avaliação aos 6 dias após a montagem do experimento, o que pode ser em decorrência a um 
maior estímulo proporcionado inicialmente pelo ácido húmico, exceto na avaliação do N-NO3

-, 
conseqüentemente, estes maiores teores podem ser em decorrência de uma maior absorção 
inicial resultando em um maior acúmulo de NO3

- nos vacúolos. O tratamento com 20 mg C L-1 
apresentou indução na atividade da GS em todas as avaliações e em ambas as raízes. Estes 
resultados sugerem que as raízes de manjericão, por apresentarem uma atividade maior e mais 
homogênea entre os períodos de avaliação, podem apresentar um desenvolvimento superior às 
raízes de trevo. As duas raízes estudadas utilizaram diferentemente a energia disponível, teor de 
açúcar solúvel, na redução do N. Os teores de N-NH4

+ apresentaram comportamento similar com 
aos teores de açúcares solúveis, aos teores de N amino livre e à atividade da glutamina sintetase, 
sendo superiores nos tratamento com 10 e 20 mg C L-1 nas duas avaliações. O AH influenciou, 
positivamente, na atividade das bombas de prótons (P-H+-ATPases, V-H+-ATPases e H+-
PPases) e no metabolismo do nitrogênio avaliadas pelas  frações solúveis (teores de N-NO3

-, N-
NH4

+, N-amino livre, açúcares solúveis e nas atividades da NR e da GS) nas raízes de 
manjericão e trevo estudadas. As raízes de manjericão e trevo apresentaram metabolismos 
distintos, e que foram influenciados pelos tratamentos com AH. 
 
Palavras chave: Bioatividade. Metabolismo primário. Matéria orgânica. 
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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-1, 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-1 presented a 
low induction in P-H+-ATPases activity and the treatments with 80 and 160 mg C L-1 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-NO3

-, 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-NO3

-. Consequently, these larger 
levels can be due to a larger initial absorption resulting in a larger accumulation of NO3

- in the 
vacuoles. The treatment with 20 mg C L-1 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-NH4

+ 
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-1 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-NO3

-, N-
NH4

+, 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. INTRODUÇÃO 
 

A rápida degradação do solo sob exploração agrícola no mundo, especialmente nos países 
tropicais em desenvolvimento despertou, nas últimas décadas, a preocupação com a qualidade de 
solo e a sustentabilidade da exploração agrícola. A perturbação antrópica no sistema solo-planta 
causa impactos que, normalmente, provocam mais perdas do que ganhos nos atributos de 
qualidade do sistema (físicos, químicos e biológicos) e um dos mais afetados são os teores de 
matéria orgânica do solo (DORAN, 1997). A matéria orgânica tem grande importância como 
fonte de nutrientes para as culturas, retenção de cátions, complexação de elementos tóxicos e de 
micronutrientes, estabilidade de agregados, infiltração e retenção de água, aeração e como fonte 
de C e energia para os microrganismos heterotróficos do solo, constituindo um componente 
fundamental do potencial produtivo dos solos (SANTOS et al., 2008; BÜNEMANN et al., 2004; 
TAN, 2003; SANTOS & CAMARGO, 1999; BACA et al., 1995). 

A matéria orgânica do solo apresenta-se como um sistema complexo de substâncias, 
cuja dinâmica é governada pela adição de resíduos orgânicos (animal e/ou vegetal) até sua 
transformação em compostos mais estáveis, as substâncias húmicas (SH), que são 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 interação (DONISA et al., 2003; LOGAN et al., 1997), 
contribui com a mobilização e o transporte de micronutrientes para as raízes das plantas 
(LINEHAN & SHEPHERD, 1979). 

Os efeitos das substâncias húmicas nas raízes, quanto à absorção de íons, não são 
facilmente explicáveis, devido à complexidade e natureza química destas substâncias 
(SANTOS et al., 2008; NARDI et al., 2007; TAN, 2003; STEVENSON & COLE, 1999). Além 
disso, os efeitos descritos na literatura são de difíceis comparações, isto porque utilizaram 
substâncias húmicas com características diferentes (devido à origem do solo e dos métodos de 
extração e purificação), entretanto, é possível que as substâncias húmicas possam apresentar 
efeitos diferentes em função do tipo de planta e que algumas destas podem resultar, diretamente 
ou indiretamente, em uma modulação na absorção de íons (VAUGHAN et al., 1985) e a 
primeira evidência está no aumento da extrusão de prótons pela maior atividade das bombas 
de prótons e, conseqüentemente, aumentando a absorção de NO3

- (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 eficiência de aquisição 
de NO3

-, a partir de baixas concentrações na solução externa pode propiciar um maior estoque de 
N disponível para o metabolismo das plantas nas fases posteriores de seu ciclo de vida. 

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influência da adição de diferentes concentrações 
de ácido húmico (AH) proveniente de vermicomposto, sendo controle (sem AH); 10,0; 20,0; 
40,0; 80,0 e 160,0 mg C L - 1, na atividade das bombas de prótons e no metabolismo de 
nitrogênio em raízes transformadas de manjericão roxo (Ocimum basilicum L.) e trevo branco 
(Trifolium repens L.) aos 6 e 9 dias após a montagem do experimento. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 
 

Foi avaliada a influência de diferentes concentrações de carbono elementar (presentes 
no ácido húmico) na atividade das bombas de prótons (P-H+-ATPase, V-H+-ATPase e 
H+-PPase) e no metabolismo de nitrogênio (N) em raízes transformadas (RTs) de manjericão 
(Ocimum basilicum L.) (NICOMEDES JUNIOR, 2003) e trevo (Trifolium repens L.) 
(BERBARA, 1995). Foram repicados, separadamente, dois segmentos de raízes com cinco 
centímetros (cm) de comprimento cada, crescidas em meio mínimo (BÉCARD & FORTIN, 
1988) líquido e com pH ajustado para 5,8 e mantidas em erlenmeyers (capacidade de 250 mL) 
com 100 mL de solução, por um período de 30 dias para a padronização das raízes. Os 
erlenmeyers foram acondicionados em agitadores horizontais, com movimento orbital a 90 
rpm, em temperatura ambiente de 26 ºC e na ausência da luz. 

Trinta dias após a repicagem (DAR) (montagem do experimento) a solução de cultivo 
(MM) foi substituída por uma nova solução contendo as concentrações de carbono, sendo: 10, 
20, 40, 80, 160 mg C L-1 e controle (sem AH) e as avaliações realizadas aos seis e aos nove 
dias após a montagem do experimento (Figura 13). 

 
Figura 13. Esquema do experimento realizado para avaliação dos efeitos proporcionados pela 

adição de ácido húmico (AH) (10; 20; 40; 80; 160 mg CL-1 e controle sem AH) à solução 
de cultivo 30 dias após a repicagem (DAR) das raízes transformadas de manjericão e 
trevo. As análises foram realizadas aos 6 e 9 dias após a montagem do experimento. 
(MM= meio mínimo) 

 
O ácido húmico utilizado foi proveniente de uma rápida vermicompostagem, 70 dias, 

utilizando minhocas Eisenia foetida. Foi extraído conforme procedimento adotado pela sociedade 
internacional de substâncias húmicas (IHSS) descrito por SWIFT  (1996) com adaptações 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 ácido húmico foram de 47,0 + 0,1; 
4,87 + 0,01; 3,02 + 0,03 e 45,1 + 0,03 respectivamente, juntamente com as relações atômicas 
C/N, O/C, H/C que foram de 15,6 + 0,1; 0,96 + 0,02; 0,104 + 0,005, respectivamente, 
caracterizando um material estável porém, pouco humificado (E4/E6), devido ao rápido processo 
de transformação, com caráter mais aromático e no estado reduzido (ω) (descrito no Capítulo I). 

O experimento foi montado em esquema fatorial 2x6x2, sendo duas espécies de raízes 
transformadas (manjericão e trevo), seis concentrações de ácido húmico (10, 20, 40, 80, 
160 mg C L-1 e controle sem AH) e duas épocas de avaliação (6 e 9 dias após a adição de 
ácido húmico) em três repetições. 

Foram avaliados: a atividade das bombas de prótons (P-H+-ATPase, V-H+-ATPase e 
H+-PPase) (YANG et al., 2002, com modificações de SANTOS, 2006), a atividade da Nitrato 
Redutase (JAWORSKI, 1971) e da Glutamina Sintetase (FARDEN & ROBERTSON, 1980) 
com modificações de SOUZA et al. (2007), as frações solúveis (FERNANDES, 1983) N-NO3

- 

Montagem do experimento 
30 DAR

9 dias 
Repicagem das raízes 

Raiz (MM)
Raiz (MM) 

Raiz (MM) + Ácido Húmico 

6 dias 
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(CATALDO et al., 1975), N-NH4
+ (FELKER, 1977), açúcares solúveis (YEMM & WILLIS, 

1957) e N-amino livre (YEMM & COCKING, 1955) (Anexo 1). 
Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância utilizando o software 

estatístico Sisvar (FERREIRA, 1998) e as médias comparadas pelo teste de Tukey (p≤0,05). 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

O crescimento de células e tecidos vegetais in vitro é dependente dos nutrientes e de 
outras substâncias essenciais, por exemplo, aminoácidos, contidas nos meios de cultivo para o 
seu desenvolvimento.  Para a determinação da fórmula de um meio de cultivo foi necessário, 
anteriormente, levantamentos das exigências nutricionais dos vegetais, o que são melhoradas 
a cada dia decorrente ao maior número de informações a respeito deste assunto, para atender 
suas necessidades sem prejudicar seu desenvolvimento. BÉCARD & FORTIN  (1988) 
salientaram a necessidade do uso de uma fonte externa de carbono no meio de cultura de 
raízes transformadas não fotossintetizantes para a manutenção de seu metabolismo, optando 
pela introdução de sacarose para atender esta exigência. Neste experimento, além da sacarose, 
foi utilizada outra fonte de carbono, presente no AH, para avaliação dos efeitos 
proporcionados no metabolismo de nitrogênio em raízes transformadas de manjericão e trevo. 

Os tratamentos contendo ácidos húmicos (AH) nas concentrações de 10 e 20 mg C L-1 
não apresentaram indução na atividade das P-H+-ATPases e os tratamentos com 80 e 
160 mg C L-1 apresentaram inibição em relação ao tratamento controle (sem AH) nas duas 
épocas de avaliação (6 e 9 dias), mas não foram estatisticamente significativas (Tukey, 
p≤0,05) (Figura 14 A e B). A atividade das P-H+-ATPases foram significativamente 
superiores na primeira avaliação (6 dias) para todas os tratamentos quando comparados com 
as atividades determinadas na segunda avaliação (9 dias) nas duas raízes estudadas. 

Para a atividade das P-H+-ATPases (µmol Pi mg-1 proteína min-1) entre as duas raízes 
submetidas aos mesmos tratamentos, foram observados diferenças estatísticas apenas no 
tratamento com 40 mg C L-1 na primeira avaliação (6 dias) sendo superior nas raízes de trevo. Na 
segunda avaliação (9 dias) as atividades das P-H+-ATPases foram superiores nas raízes de 
manjericão em todos os tratamentos quando comparado com as atividades encontradas nas raízes 
de trevo sob os mesmos tratamentos. Estes resultados podem ser devido a compostos presentes no 
AH, com efeito hormonal semelhante à auxina, que estimularam a atividade das P-H+-ATPases 
em poucos dias de contato com a solução e que o efeito estimulatório das substâncias húmicas de 
baixo peso molecular na absorção íons da solução requer maiores períodos de incubação devido a 
uma indução tardia (NARDI et al., 2002; FAÇANHA et al., 2002). 

Ensaios in vivo, com plântulas de milho tratadas com substâncias húmicas solúveis em 
água, isoladas de turfas, mostraram estímulo da atividade da P-H+-ATPase (PINTON et al., 
1999). Por outro lado, NARDI et al.  (2000) observaram inibição da P-H+-ATPase, obtida de 
microssomos de raízes de milho tratada com substâncias húmicas de baixo peso molecular 
extraídas de um solo de clima temperado. Tal discrepância foi relacionada às diferenças 
encontradas nas concentrações e na natureza química das substâncias húmicas testadas. 
Devido às diferentes condições de formação a sua estrutura não tem forma definida podendo 
variar com a forma e tempo de sua síntese. 

Houve baixa atividade das V-H+-ATPases (µmol Pi mg-1 proteína min-1) nas raízes de 
manjericão e trevo (Figura 14 C e D) o que pode ser em decorrência do bom estado nutricional  
quanto aos teores de N-NO3

- encontradas nessas raízes (Figura 15 A e B) e que estas raízes devem 
estar acumulando N-NO3

- nos vacúolos celulares. Na primeira avaliação (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 decorrência de um maior estímulo no seu 
desenvolvimento inicial. Na segunda avaliação (9 dias) foi determinada uma atividade das 
V-H+-ATPases inversa à atividade encontrada nas P-H+-ATPases, mas também em escala inferior. 
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Figura 14. Atividade das P-H+-ATPases (A e B), das V-H+-ATPases (C e D) e das H+-PPases 
(E e F) (µmolPi mg-1ptn min-1) nas raízes transformadas de manjericão (A, C e E) e trevo 
(B, D e F) aos 6 e 9 dias após a repicagem para a solução de cultivo contendo os tratamentos 
com ácido húmico (10; 20; 40; 80; 160 mg C L-1 e controle). Detalhes nas figuras internas 
com escalas ajustadas. Barras verticais indicam o erro padrão da amostra. n = 3. 

 
A atividade das V-H+-ATPases nas raízes de manjericão nos tratamentos controle 

(sem AH), 10, 80 e 160 mg C L-1 na segunda avaliação (9 dias) foram significativamente 
superiores aos mesmos tratamentos na primeira avaliação (6 dias), e não significativos para os 
demais (20 e 40 mg C L-1) entre as duas épocas de avaliação. Nas raízes de trevo a atividade 
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das V-H+-ATPases nos tratamentos controle (sem AH), 80 e 160 mg C L-1 na segunda 
avaliação (9 dias) foram estatisticamente superiores aos mesmos tratamentos na primeira 
avaliação (6 dias), não sendo significativos para os demais (10, 20 e 40 mg C L-1). Esta 
diferença na atividade das V-H+-ATPases pode ser uma estratégia usada pelos vegetais a fim 
de controlar as cargas no interior do vacúolo, que tendem a ficar mais eletrogênicos 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 NO3

- (ANGELI et al., 2006). Este controle de 
cargas se dá através do bombeamento de H+ para o interior dos vacúolos que energiza 
antiportes com Na+/H+ e Ca2+/2H+ (RATAJCZAK, 2000). 

A atividade das V-H+-ATPases entre as duas raízes submetidas aos mesmos tratamentos, 
não apresentaram diferenças estatísticas na primeira avaliação (6 dias). Na segunda avaliação 
(9 dias) a atividade das V-H+-ATPases foram superiores nas raízes de manjericão nos tratamentos 
controle (sem AH), 40 e 160 mg C L-1 quando comparado com as atividades encontradas nas 
raízes de trevo sob os mesmos tratamentos. Nos demais tratamentos (10, 20 e 80 mg C L-1) não 
foram observadas diferenças estatísticas entre as duas raízes (Figura 14 C e D). 

Houve baixa atividade das H+-PPases (µmol Pi mg-1 proteína min-1) nas raízes de 
manjericão e trevo e nos dois períodos de avaliação (Figura 14 E e F), sendo que nas raízes de 
manjericão foram determinadas uma atividade quase homogênea nas duas épocas de avaliação e 
entre os diferentes tratamentos com AH, e não sendo estatisticamente significativo. Nas raízes de 
trevo foram observados uma atividade superior das H+-PPases na primeira avaliação (6 dias) em 
relação a segunda avaliação (9 dias). Como as H+-PPases são freqüentemente denominadas como 
bombas de prótons auxiliares as V-H+-ATPases quando o suprimento energético das células está 
baixo, os resultados obtidos confirma esta hipótese nas raízes de trevo quando comparados com 
os teores de açúcares solúveis no interior das células (Figura 16 B). 

A atividade das H+-PPases nas raízes de trevo foram superiores às de manjericão em 
todos os tratamentos na primeira avaliação (6 dias). Na segunda avaliação (9 dias) a atividade 
das H+-PPases foram superiores nas raízes de manjericão apenas no tratamentos com 
10 mg C L-1 quando comparado com as atividades encontradas nas raízes de trevo nos mesmos 
tratamentos (Figura 14 E e F). 

Os teores de NO3
- (µmoles N-NO3

- g-1 massa fresca) nas raízes de manjericão 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 períodos avaliados (6 e 9 dias). Os teores de N-NO3

- 
foram maiores na segunda avaliação (9 dias) nas duas raízes estudadas, mas os maiores teores de  
N-NO3

- encontrados nas raízes na segunda avaliação não resultou em uma maior indução na 
atividade da enzima nitrato redutase sugerindo que as raízes estejam acumulando nitrato nos 
vacúolos para posterior remobilização e uso (Figura 15 C e D) e também não influenciou nos teores 
de NH4

+ (Figura 15 E e F) .  
Nas raízes de manjericão o tratamento com 20 mg C L-1 do AH foi o que proporcionou 

os maiores teores de N-NO3
- na primeira avaliação (6 dias) seguidos pelo tratamento com 

160 mg C L-1 que foram estatisticamente superiores aos tratamentos controle (sem AH), 10 e 
40 mg C L-1. Na segunda avaliação (9 dias) não foram observados diferengnificativas entre os 
tratamentos. Nas raízes de trevo foram observados um comportamento similar as raízes de 
manjericão nos dois períodos avaliados. Na primeira avaliação, os maiores teores de N-NO3

- 
foram observados nos tratamentos com 20 mg C L-1 mas não diferiu estatisticamente apenas 
ao tratamento com 40 mg C L-1, e todos os tratamentos com AH foram estatisticamente 
superiores ao tratamento controle (sem AH). Na segunda avaliação não foram determinadas 
diferenças estatísticas entre os tratamentos (Tukey, p≤0,05). 



 

 72

Em ambas as raízes aos 6 dias houve maior atividade da nitrato redutase (NR), 
conseqüentemente menos N-NO3

- e mais N-NH4
+, em comparação com as avaliações aos 

9 dias, onde ocorreu o contrário (Figura 15). 
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Figura 15. Teores de N-NO3
- (µmoles de N-NO3

- g-1 de massa fresca) (A e B); atividade da 
nitrato redutase (µmoles N-NO2

- g-1 massa fresca h-1) (C e D) e teores de N-NH4
+ (µmoles 

N-NH4
+ g-1 massa fresca) (E e F) nas raízes transformadas de manjericão (A, C e E) e 

trevo (B, D e F) aos 6 e 9 dias após a repicagem para a solução de cultivo contendo os 
tratamentos com ácido húmico (10; 20; 40; 80; 160 mg C L-1 e controle). Barras verticais 
indicam o erro padrão da amostra. n = 3. 
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Nos teores de N-NO3
- entre as duas raízes submetidas aos mesmos tratamentos, foram 

determinados os maiores teores para os tratamentos controle, 10 e 160 mg C L-1 nas raízes de 
manjericão e para o tratamento com 40 mg C L-1 nas raízes de trevo na primeira avaliação. Na 
segunda avaliação (9 dias) não foram observadas diferenças estatísticas entre as duas raízes 
submetidas ao mesmo tratamento, que pode ser devido ao alto teor de N-NO3

- acumulado por 
ambas as raízes. 

A atividade da nitrato redutase (µmoles N-NO2
- g-1 massa fresca h-1) nas raízes de 

manjericão e trevo (Figura 15 C e D) apresentaram comportamento similar às concentrações 
de NO3

- nas raízes na primeira avaliação (6 dias) apresentando acréscimo em sua atividade até 
a concentração de 40 mg C L-1 e uma pequena queda nas maiores concentrações (80 e 
160 mg C L-1) nas raízes de manjericão. Nas raízes de trevo o acréscimo na atividade foram 
observadas até a concentração de 20 mg C L-1. Na segunda avaliação foram determinados os 
menores valores em sua atividade, nas duas raízes, o que pode ser em função do NO3

- estar 
acúmulo nos vacúolos e não estarem circulando no citossol. 

Na atividade da nitrato redutase nas duas raízes submetidas aos mesmos tratamentos, 
foram determinados os maiores teores nos tratamentos controle, 40, 80 e 160 mg C L-1 nas raízes 
de manjericão na primeira avaliação. Na segunda avaliação (9 dias) os tratamentos controle, 10, 
80 e 160 nas raízes de manjericão também foram estatisticamente superiores as raízes de trevo 
submetidas ao mesmo tratamento com ácido húmico, os demais tratamentos não apresentaram 
diferenças significativas. 

Os teores de N-NH4
+ (µmoles N-NH4

+ g-1 massa fresca) apresentaram comportamento 
similar com aos teores de açúcares solúveis (Figura 16 A e B), aos teores de N amino livre 
(Figura 16 C e D) e à atividade da glutamina sintetase (Figura 16 E e F). Nas raízes de 
manjericão o tratamento com 10 mg C L-1 foi o que proporcionou os maiores teores de N-NH4

+ 
na primeira avaliação (6 dias), mas não diferindo significativamente apenas do tratamento 
com 20 mg C L-1. Na segunda avaliação (9 dias) os maiores teores foram determinados nos 
tratamentos controle e com 10 e 20 mg C L-1, e os menores teores no tratamento com 
160 mg C L-1. Nas raízes de trevo foi observado um comportamento similar as raízes de 
manjericão nos dois períodos de avaliação. Na primeira avaliação os tratamentos não 
apresentaram diferenças estatísticas para os teores de N-NH4

+. Na segunda avaliação, os 
maiores teores de N-NH4

+ foram determinados nos tratamentos com 20, 40 e 80 mg C L-1 mas 
não diferiram significativamente do tratamento com 10 mg C L-1 e os menores teores foram 
determinados no tratamento com 160 mg C L-1. 

Os teores de N-NH4
+ nas duas raízes submetidas aos mesmos tratamentos, foram 

determinados os maiores teores nas raízes de trevo para todos os tratamentos, exceto para o 
tratamento com 20 mg C L-1 na primeira avaliação (6 dias). Na segunda avaliação (9 dias) 
apenas os tratamentos com 40 e 80 mg C L-1 nas raízes de trevo apresentaram diferença 
estatísticas comparadas com as raízes de manjericão submetidas ao mesmo tratamento. 

Nos teores de açúcares solúveis (µmoles de açúcares solúveis g-1 massa fresca) foram 
determinados os maiores teores na primeira avaliação (6 dias) quando comparados com os teores 
determinados na segunda avaliação (9 dias) em ambas as raízes estudadas (Figura 16 A e B). Nas 
raízes de manjericão, na primeira avaliação, os maiores teores foram determinados no tratamento 
com 20 mg C L-1. Apenas o tratamento com 160 mg C L-1 apresentou teores significativamente 
inferiores ao tratamento com 40 mg C L-1 e não apresentou diferenças para os demais. Na 
avaliação aos 9 dias, apenas os tratamentos controle (sem AH) e o com 10 mg C L-1 apresentaram 
teores de açúcares solúveis inferiores aos demais tratamentos. Nas raízes de trevo, na primeira 
avaliação, os maiores teores de açúcares solúveis foram determinados nos tratamento com 10, 20 
e 40 mg C L-1, mas os demais tratamentos (80, 160 mg C L-1 e controle) não apresentaram 
diferenças significativas em relação ao tratamento com 10 mg C L-1. Na avaliação aos 9 dias, 
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apenas o tratamento com 80 mg C L-1 foi superior ao tratamento controle (sem AH), os demais 
tratamentos não apresentaram diferenças significativas. 
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Figura 16. Teores de açúcares solúveis (µmoles de açúcares solúveis g-1 massa fresca) (A e B), 
de N amino livre (µmoles N amino livre g-1 massa fresca) (C e D) e atividade da Glutamina 
Sintetase (ηmoles y-glutamil g-1 massa fresca) (E e F) nas raízes transformadas de 
manjericão (A, C e E) e trevo (B, D e F) aos 6 e 9 dias após a repicagem para a solução de 
cultivo contendo os tratamentos com ácido húmico (10; 20; 40; 80; 160 mg C L-1 e 
controle). Barras verticais indicam o erro padrão da amostra. n = 3. 
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Os teores de açúcares solúveis entre as duas raízes submetidas aos mesmos 
tratamentos, foram diferentes apenas nos tratamentos com 20 e 80 mg C L-1 na primeira 
avaliação, sendo superiores nas raízes de manjericão, e no tratamento com 10 mg C L-1 na 
segunda avaliação, sendo superiores nas raízes de trevo. Estes resultados demonstram que 
ambas as raízes responderam melhor a adição de ácido húmico na primeira avaliação (6 dias), 
e que existe uma semelhança no metabolismo energético entre as duas raízes. 

Para os teores de N-amino livre (µmoles de N amino livre g-1 massa fresca) foram 
determinados os maiores teores na primeira avaliação (6 dias) quando comparados com os 
teores determinados na segunda avaliação (9 dias) nas raízes de manjericão e apenas no 
tratamento controle nas raízes de trevo (Figura 16 C e D). Nas raízes de manjericão, na 
primeira avaliação, os menores teores foram determinados no tratamento com 80 mg C L-1 
mas não diferiram significativamente do tratamento com 160 mg C L-1, os demais tratamentos 
foram estatisticamente superiores. Na avaliação de 9 dias, apenas os tratamentos com 10 e 
20 mg C L-1 apresentaram teores de N-amino livre superiores ao tratamento com 80 mg C L-1. 
Nas raízes de trevo, na primeira avaliação, os maiores teores de N-amino livre foram 
determinados no tratamento com 20 mg C L-1 mas não diferiram significativamente do tratamento 
com 10 mg C L-1. O tratamento com 10 mg C L-1 foi superior dos tratamentos com 80 e 
160 mg C L-1 e não apresentou diferenças aos tratamentos controle (sem AH) e com 40 mg C L-1. 

Os maiores teores de N-amino livre ocorreram nas raízes de trevo para todos os 
tratamentos, exceto para os tratamentos com 40 e 160 mg C L-1 na primeira avaliação (6 dias). 
Na segunda avaliação (9 dias) as raízes de trevo apresentaram os maiores teores de N-amino 
livre em todos os tratamentos. Estes resultados demonstram que ambas as raízes responderam 
melhor a adição de ácido húmico na primeira avaliação (6 dias), e que as raízes de trevo 
mantiveram sua alta atividade metabólica na segunda avaliação (9 dias). 

A Glutamina Sintetase (GS) apresentou maior atividade nos tratamentos com ácidos 
húmicos em ambas as raízes, sendo superiores na primeira avaliação. O tratamento com 
20 mg C L-1 apresentou indução na atividade da GS em todas as avaliações e em ambas as 
raízes, exceto nas raízes de trevo na avaliação aos 6 dias. Estes resultados sugerem que as 
raízes de manjericão, por apresentarem uma atividade maior e mais homogênea entre os 
períodos de avaliação, podem apresentar um desenvolvimento superior às raízes de trevo. As 
duas raízes estudadas, manjericão e trevo, utilizam diferentemente a energia disponível, teor 
de açúcar solúvel, na redução do N. 
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4. CONCLUSÕES 

 
O ácido húmico influenciou, positivamente, a atividade das bombas de prótons 

(P-H+-ATPases, V-H+-ATPases e H+-PPases) e o metabolismo do nitrogênio avaliadas pelas  
frações solúveis (teores de N-NO3

-, N-NH4
+, N-amino livre, açúcares solúveis e nas atividades 

da Nitrato Redutase e da Glutamina Sintetase) nas raízes de manjericão e trevo estudadas. 
Os teores das frações solúveis e atividades da NR e GS foram mais expressivos na 

avaliação aos 6 dias após a montagem do experimento, o que pode ser em decorrência a um 
maior estímulo proporcionado inicialmente pelo ácido húmico, exceto na avaliação do N-NO3

-, 
conseqüentemente, estes maiores teores podem ser em decorrência de uma maior absorção 
inicial resultando em um maior acúmulo de NO3

- nos vacúolos. 
Com embasamento nas análises realizadas, podemos concluir que a concentração de 

20 mg C L-1 presente no ácido húmico proporcionou os melhores resultados para o 
desenvolvimento das raízes transformadas estudadas, manjericão e trevo, nos dois períodos de 
avaliação. 

As raízes de manjericão e trevo apresentaram metabolismos distintos, e que foram 
influenciados pelos tratamentos com ácido húmico aos quais foram submetidas. 



 

 77

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

CAPITULO IV 

 

 

 

INFLUÊNCIA DO NITRATO NA ATIVIDADE DAS BOMBAS DE 

PRÓTONS E NO METABOLISMO DO NITROGÊNIO EM RAÍZES 

TRANSFORMADAS DE MANJERICÃO E TREVO 
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RESUMO 
 
O objetivo deste trabalho foi avaliar a influência de duas concentrações de nitrato (0,5 e 
5,0 mmoles L-1) na atividade das bombas de prótons (P-H+-ATPase, V-H+-ATPase e H+-PPase) e 
no metabolismo do N às 0, 12, 24 e 48 horas em raízes transformadas de manjericão (Ocimum 
basilicum L.) e trevo (Trifolium repens L.) após um período de 72 horas sem N na solução de 
cultivo. As raízes de manjericão e trevo apresentaram comportamentos distintos quando 
submetidos às diferentes concentrações de nitrato e, conseqüentemente, diferenças na absorção, 
armazenamento e remobilização. As raízes de manjericão apresentaram indução na atividade da 
P-H+-ATPase imediatamente após contato com as soluções de N-NO3

-, sendo mais expressiva na 
concentração de 5,0 mmoles L-1 que também apresentou maiores atividades das V-H+-ATPases, 
da Nitrato Redutase (NR) e Glutamina Sintetase (GS) e os maiores teores de N-NO3

-. As raízes de 
trevo apresentaram comportamentos contrários, na atividade das P-H+-ATPases, sendo 
determinado indução na concentração de 5,0 mmoles L-1 e inibição em 0,5 mmol L-1 nas 
avaliações até 24 horas. Os teores de NO3

-
 apresentaram comportamento similar à atividade das 

P-H+-ATPases na concentração de 5,0 mmoles L-1 em ambas as raízes. Os maiores teores de 
N-NO3

- encontrados nas raízes de manjericão não resultaram numa maior indução na atividade 
das enzimas NR e GS. Não foram observados incrementos significativos entre as duas 
concentrações de NO3

- quanto aos teores de açúcares solúveis e N amino livre. O período de 72 
horas de contato das raízes com a solução sem N não foi suficiente para o esgotamento do N no 
interior celular, sendo mais notório nas raízes de manjericão, mostrando que estas raízes são mais 
eficientes em armazenar N-NO3

- no vacúolo para posterior partição, em caso de deficiência de N, 
e atender suas exigências metabólicas do que as raízes de trevo. A NR foi influenciada pela 
disponibilidade de esqueletos de carbono (açúcares) e não pela concentração de N-NO3

- no 
citossol celular. 
 

Palavras chave: Metabolismo primário. Dinâmica da absorção. Incorporação do nitrogênio. 
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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-1) 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-NO3

- solutions, being more expressive in the concentration of 
5.0 mmoles L-1 that also presented larger activities of V-H+-ATPases, of the Reductase Nitrate 
(RN) and Glutamine Sintectase (GS) and the largest tenors of N-NO3

-.  The clover roots 
presented contrary behaviors, in the activity of P-H+-ATPases, being certain induction in the 
concentration of 5.0 mmoles L-1 and inhibition in 0.5 mmol L-1 in the evaluations up to 
24 hours. The levels of NO3

- presented similar behavior to the activity of the P-H+-ATPases in 
the concentration of 5.0 mmoles L-1 in both roots. The largest levels of N-NO3

- 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 NO3

- 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-NO3

- 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. INTRODUÇÃO 
 

Atualmente, problemas relacionados ao custo dos fertilizantes nitrogenados e a poluição 
por nitrato (NO3

-) têm levado à seleção de variedades vegetais que absorvam e metabolizem o 
nitrogênio (N) do solo mais eficientemente. A forma de N absorvida pelas plantas é 
determinada principalmente pela sua abundância e acessibilidade, o que faz do NO3

- e do NH4
+ 

as formas mais importantes para a nutrição sob condições de cultivo (WIRÉN et al., 1997) 
sendo o NO3

- a fonte de N mineral mais importante para o crescimento das plantas em solos 
bem aerados. A capacidade de rápido acúmulo de NO3

- pode propiciar um maior estoque de N 
disponível 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 NO3
- da rizosfera para o interior celular é termodinamicamente 

desfavorável em termos de gradiente de potencial elétrico e químico, assim, a absorção de 
NO3

- requer energia, como uma força próton-motriz, que é proporcionada por bombas 
eletrogênicas (H+-ATPases). Essas enzimas existentes na plasmalema e no tonoplasto, assim 
como as H+-PPases no tonoplasto, viabilizam a absorção e remobilização de solutos e íons 
como o NO3

- (PALMGREN et al., 2001). Assim como para os transportadores, o NO3
- 

também atua sobre estas enzimas. (SANTI et al. 1995) observaram um aumento na quantidade 
de H+-ATPases e alteração dos parâmetros cinéticos destas enzimas em plasmalema de raízes 
de milho quando expostas ao NO3

-. Para absorver o NO3
-
 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 é regulado pela quantidade de nutriente disponível à planta. 
Os HATS funcionam quando a concentração de NO3

-
 na solução (do solo ou nutritiva) é 

baixa, e os LATS, quando a concentração é alta. 
Uma vez no interior da célula, o NO3

- absorvido pode ser reduzido a nitrito (NO2
-) e 

depois a NH4
+, armazenado no vacúolo ou exportado pelos vasos condutores para as regiões 

de consumo na parte aérea. A primeira etapa da assimilação do NO3
- ocorre no citossol pela 

ação da enzima nitrato redutase (NR) que catalisa a redução do NO3
- a NO2

- com gasto de 
poder redutor na forma de NAD(P)H. O NO2

- após entrar nos plastídios (proplastídios em 
raízes e cloroplastos na parte aérea) é reduzido a NH4

+ pela ação da enzima nitrito redutase 
(NiR) utilizando ferredoxina reduzida. O NH4

+ é então incorporado em esqueletos de carbono 
pelo sistema enzimático GS/GOGAT (Glutamina Sintase/Glutamato Sintase). Novamente no 
citoplasma, o glutamato sofre transaminações pela ação das enzimas aminotransferases dando 
origem a outros aminoácidos, que por sua vez darão origem às proteínas (TISCHNER, 2000). 

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influência de duas concentrações de nitrato (0,5 e 
5,0 mmoles L-1) na atividade das bombas de prótons (P-H+-ATPase, V-H+-ATPase e H+-PPase) 
e no metabolismo do N às 0, 12, 24 e 48 horas após um período de 72 horas sem N na solução 
de cultivo em raízes transformadas de manjericão (Ocimum basilicum L.) e trevo (Trifolium 
repens L.). 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 
 

Para avaliar a influência do nitrato (NO3
-), na atividade das bombas de prótons 

(P-H+-ATPase, V-H+-ATPase e H+-PPase) e no metabolismo do N, foram repicados, 
separadamente, dois segmento de raízes transformadas (RTs) de manjericão (Ocimum 
basilicum L.) (NICOMEDES JUNIOR, 2003) e trevo (Trifolium repens L.) (BERBARA, 
1995) com cinco centímetros (cm) de comprimento para erlenmeyers (capacidade de 250 mL) 
com 75 mL de meio mínimo líquido (BÉCARD & FORTIN, 1988), com pH ajustado para 
5,80 e contendo 2,8 mmoles L-1 de N-NO3

-, foram acondicionados em agitadores horizontais, 
com movimento orbital a 90 rpm, em temperatura ambiente de 26 ºC e na ausência da luz. 

Trinta dias após a repicagem (DAR) o meio mínimo, no qual as raízes transformadas 
foram cultivadas, foi substituído por uma nova solução de meio mínimo líquido sem 
nitrogênio (mas contendo todos os outros nutrientes e nas mesmas concentrações do meio 
mínimo padrão) (Tabela 10), no qual permaneceram por 72 horas visando o esgotamento do N 
solúvel no interior das células. Após as 72 horas, a solução sem N foi substituída por outra 
solução contendo as concentrações de 0,5 e 5,0 mmoles L-1 de N-NO3

-, e as avaliações 
realizadas às 0, 12, 24 e 48 horas seguintes (Figura 17). 

 
Figura 17. Esquema do experimento realizado para a avaliação da dinâmica de absorção de NO3

- 
nas raízes transformadas de manjericão e trevo cultivadas com 2,8 mmoles L-1 de N-NO3

- até 
os 30 dias após a repicagem (DAR) e submetidos, após 72 horas sem N, aos tratamentos com 
0,5 ou 5,0 mmoles L-1 de N-NO3

-. As coletas foram realizadas às 0, 12, 24 e 48 horas 
seguintes. 

O experimento foi montado num esquema fatorial 2x2x4, sendo duas raízes transformadas 
(manjericão e trevo), duas concentrações de N-NO3

- (0,5 e 5,0 mmoles L-1) e quatro períodos de 
avaliação (0, 12, 24 e 48 horas após a adição de N- NO3

-), em quatro repetições. 
Foram avaliados: a atividade das bombas de prótons (P-H+-ATPase, V-H+-ATPase e 

H+-PPase) (YANG et al., 2002, com modificações de SANTOS, 2006), a atividade da Nitrato 
Redutase (JAWORSKI, 1971), da Glutamina Sintetase (FARDEN & ROBERTSON, 1980) 
com modificações de SOUZA et al.  (2007) e as frações solúveis (FERNANDES, 1983) N-
amino livre (YEMM & COCKING, 1955), N-NH4

+ (FELKER, 1977), N-NO3
- (CATALDO et 

al., 1975) e açúcares solúveis (YEMM & WILLIS, 1957) (Anexo 1). 
Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância utilizando o software 

estatístico Sisvar (FERREIRA, 1998), e as médias comparadas pelo teste de Tukey (p≤0,05). 
 
 
 
 
 

2,8 mmoles L-1 N-NO3
-  

Repicagem das raízes 

0,5 mmoles L-1 N-NO3
-  

5,0 mmoles L-1 N-NO3
-  

30 DAR 
48 h 24 h 12 h 0 h 

72 h s/N 
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Tabela 10. Composição do meio mínimo (MM) modificado, utilizado para o cultivo das 
raízes transformadas de manjericão e trevo, com as concentrações de N-NO3

- estudadas 
(0,5 e 5,0 mmol L-1). 

 

MM MM com 
0,5 mmol L-1 N-NO3

- 
MM com 

5,0 mmol L-1 N-NO3
- Reagentes 

...............................mg Kg-1............................... 

MgSO4.7H2O 731,0 73,54 56,27 
KNO3 80,0 - 16,85 
Ca(NO3)2.4H2O 288,0 5,9 22,82 
KH2PO4 4,8 - 0,48 
KCl 65,0 3,73 - 
KI 0,75 0,75 0,75 
NaFeEDTA 8,0 8,0 8,0 
MnCl2.H2O 6,0 6,0 6,0 
H3BO3 1,5 1,5 1,5 
CuSO4.5H2O 0,13 0,13 0,13 
Na2MoO4.2H2O 2,4 2,4 2,4 
ZnSO4.7H2O 2,65 2,65 2,65 
Mio Inositol 50,0 50,0 50,0 
Glicina 3,0 3,0 3,0 
Tiamina.HCl 0,10 0,10 0,10 
Pirodoxina.HCl 0,10 0,10 0,10 
Ácido Nicotinico 0,50 0,50 0,50 
Sacarose 10000 10000 10000 
Mg(NO3)2 - - 17,96 
CaSO4 - 9,74 - 
K2SO4 - 9,86 - 
K2HPO4 - 0,61 - 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

O transporte N-NO3
- da região da rizosfera para o interior celular é termodinamicamente 

desfavorável, assim, a absorção de nitrato requer uma força próton-motriz, que é proporcionada 
pelas bombas eletrogênicas (H+-ATPases) existentes na membrana plasmática. Assim como para 
os transportadores, o NO3

- também atua sobre estas enzimas. As duas concentrações de N-NO3
- 

estudadas na solução de cultivo (0,5 e 5,0 mmoles L-1) apresentaram indução bastante 
diferenciadas sobre a atividade das P-H+-ATPase (membrana plasmática) (µmolPi mg-1ptn min-1), 
tanto para as raízes de manjericão como para as de trevo (Figura 18 A e B). 

As raízes de manjericão submetidas à concentração de 5,0 mmoles L-1 de N-NO3
- 

proporcionaram indução na atividade das P-H+-ATPases imediatamente após contato com a 
solução, avaliadas às 12 e 24 horas após, sendo esta indução mais expressiva às 24 horas de 
contato, a seguir houve uma pequena queda em sua atividade (48 horas) o que pode ser 
decorrente da estabilização na absorção do N-NO3

- pelas raízes devido à reposição de 
quantidades internas satisfatórias para seu desenvolvimento normal e possível acúmulo do 
NO3

- excedente nos vacúolos. As raízes submetidas à concentração de 0,5 mmol L-1 de  
N-NO3

- apresentaram uma atividade linear crescente para as P-H+-ATPases (R2 = 0,9652) e 
apresentaram um indução em sua atividade nas coletas seguintes (24 e 48 horas), mas sempre 
inferiores à atividade encontrada na concentração de 5,0 mmoles L-1 de N-NO3

-. 
As raízes de trevo submetidas à concentração de 5,0 mmoles L-1 de N-NO3

- 
apresentaram indução na atividade das P-H+-ATPases imediatamente após contato com a 
solução e mantiveram uma atividade linear crescente (R2 = 0,9160) até a última avaliação 
(48 horas), mas sempre inferior a atividade encontradas nas raízes de manjericão para as 
mesmas concentrações de NO3

-. As raízes submetidas à concentração de 0,5 mmol L-1 de  
N-NO3

- apresentaram inibição na atividade das P-H+-ATPases na segunda e terceira 
avaliações (12 e 24 horas) e apresentaram um indução em sua atividade na coleta seguinte 
(48 horas) o que pode ser em decorrência a um estímulo tardio na absorção de N-NO3

- sob 
baixas concentrações por estas raízes, mas sempre inferiores à atividade induzida pela 
concentração de 5,0 mmoles L-1 de N-NO3

-. 
Os valores das atividades das P-H+-ATPases nas raízes de trevo foram inferiores à 

atividade verificada nas raízes de manjericão, nas duas concentrações de N-NO3
- (0,5 e 

5,0 mmoles L-1) e em todos os períodos de avaliação, o que pode ser uma diferença entre 
espécies vegetais na eficiência da absorção do NO3

-. 
SANTOS  (2006) observou que após a adição do nitrato na solução a planta começou 

a absorvê-lo imediatamente ocasionando a acidificação do citossol (simporte de 1 NO3
- ⁄ 2 H+) 

que é controlada pela extrusão de grande quantidade de prótons através da ação das P-H+-
ATPases, que é então equilibrado com o decorrer do tempo.  

As atividade das V-H+-ATPases (µmolPi mg-1ptn min-1) das raízes de manjericão 
(Figura 18 C) submetidas à concentração de 5,0 mmoles L-1 de N-NO3

- apresentaram o mesmo 
comportamento da atividade das P-H+-ATPases, ou seja, tiveram indução em sua atividade até 
as 24 horas após o contato com a solução e na avaliação seguinte (48 horas) houve pequena 
queda em sua atividade. Este comportamento está relacionado com a quantidade de NO3

- no 
citossol para garantir teores mínimos para o metabolismo das raízes sem interferir no seu 
desenvolvimento. As raízes submetidas à concentração de 0,5 mmol L-1 de N-NO3

- 
apresentaram comportamento semelhante à concentração de 5,0 mmoles L-1, mas com atividade 
inferior no período entre 24 e 48 horas de contato com a solução e sempre com menor atividade 
quando comparadas à atividade com 5,0 mmoles L-1 de N-NO3

-. 
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Figura 18. Atividade das P-H+-ATPases (A e B), das V-H+-ATPases (C e D) e das H+-PPases 
(E e F) (µmolPi mg-1ptn min-1) nas raízes transformadas de manjericão (A, C e E) e trevo 
(B, D e F) às 0, 12, 24 e 48 horas após um período de 72 horas sem N na solução, e 
submetidas a duas concentrações de N-NO3

- (0,5 e 5,0 mmoles L-1). Detalhes nas figuras 
internas com escalas ajustadas. Barras verticais indicam o erro padrão da amostra. n = 4. 
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As raízes de trevo (Figura 18 D) submetidas as duas concentração de N-NO3
- (0,5 e 

5,0 mmoles L-1) apresentaram comportamento inverso ao das raízes de manjericão no qual foi 
observado inibição na atividade das V-H+-ATPases até as 24 horas de contato com a solução, 
e houve uma pequena indução no período entre 24 e 48 horas, mas que foram bem inferiores 
quando comparados com as raízes de manjericão submetidas aos mesmos tratamentos. 

O aumento da atividade das V-H+-ATPases após a adição do NO3
- à solução pode ser 

uma estratégia das raízes para o controle de cargas no interior dos vacúolos que tendem a ficar 
muito eletrogênicos com a entrada de grande quantidade de NO3

- que ocorre através de um 
canal e de um antiporte (ANGELI et al., 2006), que é controlada pelo bombeamento de 
prótons para dentro deste compartimento (RATAJCZAK, 2000). 

As raízes de manjericão submetidas à concentração de 5,0 mmoles L-1 de N-NO3
- 

apresentaram uma pequena indução na atividade das H+-PPases (µmolPi mg-1ptn min-1) 
24 horas após contato com a solução (Figura 18 E) e que a seguir houve uma queda em sua 
atividade (48 horas). As raízes submetidas à concentração de 0,5 mmol L-1 de N-NO3

- 
também apresentaram, inicialmente, uma indução na atividade das H+-PPases (12 horas) e 
uma inibição em sua atividade nas avaliações seguintes (24 e 48 horas) e foram superiores à 
atividade induzida pela concentração de 5,0 mmol L-1 de N-NO3

-. 
As raízes de trevo (Figura 18 F) submetidas às duas concentrações de N-NO3

- (0,5 e 
5,0 mmoles L-1) apresentaram inibição na atividade das H+-PPases imediatamente após contato 
com a solução (12 horas) e tiveram um aumento em sua atividade até a última avaliação (24 e 
48 horas) mas sempre foram inferiores à atividade verificada nas raízes de manjericão, nas duas 
concentrações de N-NO3

- (0,5 e 5,0 mmoles L-1) e em todos os períodos de avaliação. 
As H+-PPases são freqüentemente denominadas como bombas de prótons auxiliares as 

V-H+-ATPases quando o suprimento energético das células está baixo, neste caso foi 
observado uma atividade inversa tanto para as raízes de manjericão como para as de trevo 
quando comparados com os teores de açúcares solúveis no interior das células (Figura 18 F). 

Os teores de NO3
- (µmoles N-NO3

- g-1 massa fresca) nas raízes de manjericão e trevo 
(Figura 19 A e B) apresentaram comportamento similar à atividade das P-H+-ATPases (Figura 
18 A e B) para a concentração de 5,0 mmoles L-1 de N-NO3

-, ou seja, apresentaram um 
acréscimo em sua concentração até a avaliação de 24 horas após a adição das soluções com 
NO3

- e um ligeiro decréscimo na avaliação seguinte (48 horas). Para a concentração de 
0,5 mmoles L-1 de N-NO3

- os teores de NO3
- nas raízes foram inversamente proporcionais a 

atividade das P-H+-ATPases, estes dados reforçam as sugestões de SANTOS  (2006) nos 
quais a atividade das P-H+-ATPases são decorrência da acidificação do citossol celular 
através da absorção do NO3

- (simporte de 1 NO3
- ⁄ 2 H+) e não sendo a absorção de NO3

- uma 
conseqüência da ativação das bombas de prótons. 

O período de 72 horas de permanência das raízes de manjericão e trevo na solução 
sem N não foi suficiente para a total remobilização das reservas de N, isto pode ser explicado 
pela presença de NO3

- na primeira avaliação (zero hora) que foram superiores nas raízes de 
manjericão, em quase 10 vezes, quando comparado com as raízes de trevo, que também 
respondeu inferiormente a absorção deste nutriente, sendo mais expressiva para a solução com 
5,0 mmoles L-1 de N-NO3

- nas duas espécies de raízes estudadas. 
Do ponto de vista metabólico, o acúmulo de NO3

- nos tecidos dá-se pelo alto influxo do 
ânion sem que haja disponibilidade de poder redutor proveniente do NADH ou NADPH para a 
redução no NO3

- a NO2
- pela enzima nitrato redutase (CAMPBELL, 1999), e da ferredoxina 

para a redução, pela nitrito redutase, do NO2
- a NH4

+, cuja assimilação também depende da 
disponibilidade de esqueletos de carbono (açúcares) para a formação de aminoácidos ou por 
mecanismos desenvolvidos pela adaptação das espécies quanto a disponibilidade de NO3

- na 
solução que induzirá os transportadores de alta ou baixa afinidade para NO3

-. 
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Figura 19. Teores de N-NO3
- (µmoles de N-NO3

- g-1 de massa fresca) (A e B); atividade da 
nitrato redutase (µmoles N-NO2

- g-1 massa fresca h-1) (C e D) e teores de N-NH4
+ (µmoles 

N-NH4
+ g-1 massa fresca) (E e F) nas raízes transformadas de manjericão (A, C e E) e 

trevo (B, D e F) às 0, 12, 24 e 48 horas após um período de 72 horas sem N na solução, e 
submetidas a duas concentrações de N-NO3

- (0,5 e 5,0 mmoles L-1). Barras verticais 
indicam o erro padrão da amostra. n = 4. 

 
Os maiores teores de N-NO3

- encontrados nas raízes de manjericão não resultaram 
numa maior indução na atividade da enzima nitrato redutase, que apresentou atividade 
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semelhante às raízes de trevo nas duas concentrações de NO3
- e em todos os períodos de 

avaliação, e conseqüentemente, não foram determinadas diferenças nos teores de NH4
+ entre 

as duas raízes estudadas. Estes resultados demonstram que o NO3
- absorvido pode ser 

reduzido a NH4
+ no citossol e o excesso armazenado nos vacúolos enquanto que a atividade 

da NR reflete a circulação do nitrato no citossol das células, que não são influenciadas pelo 
NO3

- acumulado no vacúolo (COOKSON et al., 2005). Dessa forma, independentemente da 
concentração de NO3

- na solução externa, a concentração de NO3
- no citossol é a mesma, 

enquanto que teores superiores de NO3
- absorvidos podem ser armazenados nos vacúolos. 

A atividade da nitrato redutase (µmoles N-NO2
- g-1 massa fresca h-1) tanto nas raízes de 

manjericão como na de trevo (Figura 19 C e D), demonstrou comportamento similar aos teores 
de NO3

- nas duas concentrações de N-NO3
- da solução (0,5 e 5,0 mmoles L-1), apresentando 

acréscimo em sua atividade nas avaliações de zero a 24 horas e um ligeiro decréscimo na 
avaliação seguinte (48 horas). A adição da solução com 0,5 mmoles L-1 de N-NO3

- resultou em 
atividade da nitrato redutase superior à solução com 5,0 mmoles L-1 na avaliação de 12 horas 
nas raízes de trevo, este fato pode ser em decorrência a uma necessidade metabólica das raízes 
como pode ser observado pela maior concentração de NH4

+ (Figura 19 F) decorrente da sua 
maior atividade da nitrato redutase. 

A nitrato redutase (NR) é de grande importância no metabolismo do N desenvolvendo 
uma etapa primordial na via de assimilação no qual a execução desta via metabólica implica, 
pelo menos, no consumo de oito elétrons e na geração de NH4

+, o que representa considerável 
dreno de energia metabólica. 

Nos teores de açúcares solúveis (µmoles açúcares solúveis g-1 massa fresca) não foram 
observados incrementos significativos mesmo após a adição de NO3

- à solução de crescimento das 
raízes de manjericão e trevo (Figura 20 A e B) mesmo após um período de 72 horas sem N na 
solução, podendo ser notado uma pequena queda em seus teores nos períodos de avaliação. Isto 
pode ser em decorrência de uma remobilização das reservas de N durante o período de estresse por 
falta de N, e que, após a adição dos tratamentos as raízes armazenaram grandes quantidades do  
N-NO3

- absorvido para suprir o que foi gasto e garantir suprimento deste nutriente futuramente. 
Nos teores de N amino livre (µmoles N amino livre g-1 massa fresca) não foram 

observados incrementos significativos após a adição de NO3
- à solução de crescimento das 

raízes de manjericão e trevo (Figura 20 C e D) mesmo após um período de 72 horas sem N na 
solução, podendo ser notado uma pequena queda nas primeiras 12 horas de avaliação. Estes 
resultados sugerem que as raízes não se encontravam sob estresse por falta de N, ou mesmo 
que, a remobilização do NO3

- armazenado foi suficiente para manter os teores de N amino nas 
raízes. Tanto para os teores de açúcares solúveis como para os de N amino livre foram 
determinados os maiores teores nas raízes de trevo. 

O amônio é utilizado na síntese de glutamina e glutamato, que servem como doadores 
de nitrogênio para as reações biossintéticas. A assimilação 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, é a principal responsável pela assimilação de NH4

+ em 
condições limitantes deste composto e a segunda via, GDH, tem maior funcionalidade quando 
a concentração de NH4

+ é 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 raízes 
(Figura 20 E e F). A atividade da nitrato redutase encontradas nas raízes após um período de 
72 horas sem nitrogênio conseqüentemente resultou em uma atividade semelhante da GS nos 
mesmos períodos de  avaliação. Nas raízes de manjericão foi determinada uma atividade 
linear crescente da GS quando submetidas na concentração de 5,0 mmoles L-1 N-NO3

- até a 
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última avaliação (48 horas) e na solução de 0,5 mmoles L-1 foi determinada uma indução em sua 
atividade na segunda e terceira avaliações (12 e 24 horas) e uma inibição na avaliação de 
48 horas. 
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Figura 20. Teores de açúcares solúveis (µmoles de açúcares solúveis g-1 massa fresca) (A e 
B), de N amino livre (µmoles N amino livre g-1 massa fresca) (C e D) e atividade da 
Glutamina Sintetase (ηmoles y-glutamil g-1 massa fresca) (E e F) nas raízes transformadas 
de manjericão (A, C e E) e trevo (B, D e F) às 0, 12, 24 e 48 horas após um período de 72 
horas sem N na solução, e submetidas a duas concentrações de N-NO3

- (0,5 e 5,0 
mmoles L-1). Detalhes no inserto na figura interna (C) com escala ajustada. Barras 
verticais indicam o erro padrão da amostra. n=4. 
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4. CONCLUSÕES 
 
O período de 72 horas de contato das raízes com a solução sem N não foi suficiente 

para o esgotamento do N no interior celular, sendo mais notório nas raízes de manjericão, 
mostrando que estas raízes são mais eficientes em armazenar N-NO3

- no vacúolo para 
posterior partição, em caso de deficiência de N, e atender suas exigências metabólicas do que 
as raízes de trevo. 

As raízes de manjericão apresentaram indução na atividade da P-H+-ATPase 
imediatamente após contato com as soluções de N-NO3

-, sendo mais expressiva na concentração 
de 5,0 mmoles L-1 que também apresentou maiores atividades das V-H+-ATPases, da Nitrato 
Redutase (NR) e Glutamina Sintetase (GS) e os maiores teores de N-NO3

-. 
As raízes de trevo apresentaram comportamentos contrários, na atividade das  

P-H+-ATPases, sendo determinado indução na concentração de 5,0 mmoles L-1 e inibição em 
0,5 mmol L-1 nas avaliações até 24 horas. 

Os maiores teores de N-NO3
- encontrados nas raízes de manjericão não resultaram numa 

maior indução na atividade das enzimas NR e GS, resultando no armazenamento do NO3
- 

absorvido para um futuro estresse por falta de N na solução. 
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CAPITULO V 

 

 

 

INTERAÇÃO ÁCIDO HÚMICO - NITRATO NA ATIVIDADE DAS 

BOMBAS DE PRÓTONS E NO METABOLISMO DO NITROGÊNIO 

EM RAÍZES TRANSFORMADAS DE MANJERICÃO E TREVO 
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RESUMO 
 
O objetivo deste trabalho foi avaliar a dinâmica da absorção-acúmulo-remobilização do N-NO3

- 
através da atividade das bombas de prótons e do metabolismo do nitrogênio em raízes 
transformadas de manjericão (Ocimum basilicum) e trevo (Trifolium repens L.) crescidas em 
meio MM enriquecido com ácido húmico (10 e 20 mg C L-1 e controle sem AH) aos 6, 9 e 
15 dias após a repicagem das raízes. Nos tratamentos com AH (10 e 20 mg C L-1) e nitrato (0,5 
e 5,0mmol L-1) 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 
amônio (NH4

+) e açúcares solúveis na avaliação de 6 dias (primeira avaliação) e também foram 
determinados os menores teores de N-NO3

- e N-amino livre, sendo mais expressivos na 
concentração de 20 mg C L-1 (controle sem AH < 10 < 20 mg C L-1) na concentração de 5,0 
mmol L-1 de N-NO3

-, sendo determinado um comportamento inverso no decorrer das 
avaliações (9 e 15 dias). As raízes transformadas de manjericão e trevo apresentaram maiores 
influências da interação do ácido húmico com nitrato (AH - N-NO3

-) nas avaliações aos seis 
dias, para todas as avaliações realizadas, resultando em maiores teores de N-NO3

- e N-amino 
livre nas células vegetais nas avaliações seguintes (9 e 15 dias). As raízes submetidas aos 
tratamentos com ácidos húmicos (10 e 20 mg C L-1), nas duas concentrações de nitrogênio em 
solução (0,5 e 5,0 mmoles L-1 de N-NO3

-) apresentaram os maiores benefícios na atividade 
das bombas de prótons e no metabolismo do nitrogênio em todos os períodos de avaliação, 
confirmando a bioatividade dos ácidos húmicos. As P-H+-ATPases tiveram, inicialmente, as 
maiores influências em sua atividade da interação AH - N-NO3

-, e uma significativa diminuição 
no decorrer das avaliações (9 e 15 dias). 
 

Palavras chave: Substâncias húmicas. Raízes em cabeleira. Metabolismo primário. 
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ABSTRACT 
 
The objective of this work was to evaluate the dynamics of the absorption-accumulation-
remobilization of N-NO3

- 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-1 and control without AH) after 6, 9 
and 15 days. In the treatments with AH (10 and 20 mg C L-1) 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- NO3

- and free N-amino, being more expressive in 
the concentration of 20 mg C L-1 (controls without AH < 10 < 20 mg C L-1) in the concentration 
of 5.0 mmol L-1 of N-NO3

-. 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-NO3

-) in the evaluations after six days, resulting in larger levels 
of N-NO3

- 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-1), in the two concentrations of nitrogen 
in solution (0.5 and 5.0 mmoles L-1 of N- NO3

-) 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. INTRODUÇÃO 
 

O nitrogênio ocupa posição 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-1 na camada arável de 0-20 cm) menos de 5% desse total são NH4

+ e NO3
-, 

sua baixa disponibilidade somada à grande necessidade pelos vegetais, faz com que seja um dos 
nutrientes mais limitantes à produtividade da maioria das culturas (CANTARELLA et al., 2008; 
SOUZA & FERNANDES, 2006; STEVENSON, 1982). Esta baixa disponibilidade é decorrente 
de que 90% ou mais do nitrogênio do solo está complexado na forma orgânica (matéria orgânica), 
sendo somente uma pequena parte mineralizada pela microbiota do solo durante o ciclo da grande 
maioria das culturas (CAMARGO et al., 1999). 

A matéria orgânica do solo (MOS) apresenta-se como um sistema complexo de 
substâncias, cuja dinâmica é governada pela adição de resíduos orgânicos de diversas naturezas e 
por sua transformação contínua até a sua estabilização em húmus (SANTOS et al., 2008; 
SANTOS, 1984). Tem grande importância como fonte de nutrientes para as culturas, na retenção 
de cátions, complexação de elementos tóxicos e de micronutrientes, estabilidade da estrutura, 
infiltração e retenção da água, aeração, fonte de carbono e energia aos organismos heterotróficos, 
constituindo-se, assim, num componente fundamental do potencial produtivo desses solos. 

A disponibilidade de N para os vegetais em sistemas naturais ocorre principalmente pela 
mineralização da matéria orgânica do solo (ciclagem de nutrientes), decorrente o baixo conteúdo 
desse nutriente nos solos. Apesar disso, a maior parte do N do solo encontra-se em frações cuja 
mineralização é bastante lenta devido a alta estabilidade do húmus (SCHNITZER, 1982), sendo 
mineralizado (disponibilizado para a absorção pelas raízes) apenas 2 a 3% do N total do solo a 
cada ano. O processo de mineralização desempenha papel importante no ciclo do nitrogênio, 
sendo responsável pela transformação do N-orgânico, presente no tecido vegetal ou animal, para 
formas inorgânicas simples, principalmente NH4

+ e NO3
-, disponível às culturas (CANTARELLA 

et al., 2008; CANTARELLA et al., 1992) e a quantidade do N-mineralizado seja função do 
conteúdo e da taxa de mineralização das formas orgânicas nitrogenadas, existindo uma relação 
direta entre o N-mineralizado e a absorção de N pelas plantas (CAMARGO et al., 1997). 

Por sua alta mobilidade no solo, o N tem sido estudado intensamente com o propósito de 
maximizar a eficiência de seu uso. Para tanto, tem-se buscado reduzir sua perda no solo e melhorar 
sua absorção pelas plantas (BREDEMEIER & MUNDSTOCK, 2000). O transporte de NO3

- da 
rizosfera para o interior celular é termodinamicamente desfavorável em termos de gradiente de 
potencial elétrico e químico, assim, a absorção de nitrato requer energia, como uma força próton-
motriz, que é proporcionada por bombas eletrogênicas (H+-ATPases) (PALMGREN, et al., 2001). 

As substâncias húmicas (SH) são as principais constituintes da matéria orgânica dos 
solos e um dos seus efeitos são mostrados em parte, no aumento da atividade das H+-ATPases, 
influenciando positivamente a absorção de alguns nutrientes da solução do solo, em particular o 
nitrato (NO3

-) como uma atividade fito-hormonal com efeito estimulatório no crescimento e 
desenvolvimento das plantas (NARDI et al., 2007; ZANDONADI et al., 2007; LIMA, 2004). 

O objetivo deste trabalho foi avaliar a dinâmica da absorção-acúmulo-remobilização 
do N-NO3

- através da atividade das bombas de prótons e do metabolismo do nitrogênio em 
raízes transformadas de manjericão (Ocimum basilicum) e trevo (Trifolium repens L.) 
crescidas em meio MM (BÉCARD & FORTIN, 1988) enriquecido com ácido húmico (10 e 
20 mg C L-1 e controle sem AH e) em duas concentrações de nitrato (0,5 e 5,0 mmol L-1) aos 
6, 9 e 15 dias após a repicagem das raízes. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 
 

Para avaliar a influência da interação do ácido húmico (AH) associado com nitrogênio (N) 
na forma de nitrato (N-NO3

-) na atividade das bombas de prótons (P-H+-ATPase, V-H+-ATPase e 
H+-PPase) e no metabolismo do N em raízes transformadas (RTs) de manjericão (Ocimum 
basilicum L.) (NICOMEDES JUNIOR, 2003) e trevo (Trifolium repens L.) (BERBARA, 1995) 
foram repicados separadamente, dois segmento de cada raiz, com aproximadamente cinco 
centímetros de comprimento para erlenmeyers (capacidade de 250 mL) com 75 mL de meio 
mínimo líquido (BÉCARD & 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 ºC e na ausência da luz.  

Trinta dias após a repicagem (DAR) foi montado o experimento substituindo o meio 
mínimo, no qual as raízes de manjericão e trevo foram cultivadas, por uma nova solução de meio 
mínimo líquido contendo os tratamentos com diferentes concentrações de carbono (C presente no 
ácido húmico) (10 e 20 mg C L-1 e controle sem AH) e de nitrato (0,5 e 5,0 mmol L-1 de N-NO3

-) 
para a avaliação da atividade das bombas de prótons e do metabolismo do nitrogênio aos 6, 9 e 
15 dias após a montagem do experimento (Figura 21). 

 

Figura 21. Esquema do experimento realizado para avaliação da atividade das bombas de 
prótons (P-H+-ATPase, V-H+-ATPase e H+-PPase) e no metabolismo do nitrogênio nas 
raízes transformadas de manjericão e trevo cultivadas por 30 dias com 2,8 mmoles L-1 até 
a montagem do experimento (30 DAR) no qual foram submetidas as diferentes 
concentrações de ácido húmico (10, 20 mg de C L-1 e controle) e a duas concentrações de 
N-NO3

- (0,5 e 5,0 mmoles L-1), sendo as análises realizadas aos 6, 9 e 15 dias seguintes. 

 
O ácido húmico utilizado foi proveniente de uma rápida vermicompostagem, 70 dias, 

utilizando minhocas Eisenia foetida. Foi extraído conforme procedimento adotado pela sociedade 
internacional de substâncias húmicas (IHSS) descrito por SWIFT  (1996) com adaptações 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 ácido húmico foram de 47,0 + 0,1; 
4,87 + 0,01; 3,02 + 0,03 e 45,1 + 0,03 respectivamente, juntamente com as relações atômicas 
C/N, O/C, H/C que foram de 15,6 + 0,1; 0,96 + 0,02; 0,104 + 0,005, respectivamente, 
caracterizando um material estável porém, pouco humificado (E4/E6), devido ao rápido processo 
de transformação, com caráter mais aromático e no estado reduzido (ω) (descrito no Capítulo I). 

Raiz + 2,8 mmoles N-NO3
- L-1 

0,5 mmoles N-NO3
- L-1  

5,0 mmoles N-NO3
- L-1  

Montagem do experimento 
30 DAR 

9 dias 6 dias 
Repicagem das raízes 

Raiz + 2,8 mmoles N-NO3
- L-1 

10 mg C L-1 + 0,5 mmoles N-NO3
- L-1

10 mg C L-1 + 5,0 mmoles N-NO3
- L-1

Raiz + 2,8 mmoles N-NO3
- L-1 

20 mg C L-1 + 0,5 mmoles N-NO3
- L-1

20 mg C L-1 + 5,0 mmoles N-NO3
- L-1

15 dias 
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O experimento foi montado em esquema fatorial 2x3x2x3, sendo duas espécies de 
raízes transformadas (manjericão e trevo), três concentrações de AH (10, 20 mg de C L-1 e 
controle sem AH), duas concentrações de N-NO3

- (0,5 e 5,0 mmoles L-1) e três períodos de 
avaliação (6, 9 e 15 dias após a montagem do experimento) em 4 repetições. 

Foram avaliados: a atividade das bombas de prótons (P-H+-ATPase, V-H+-ATPase e 
H+-PPase) (YANG et al., 2002, com modificações de SANTOS, 2006), a atividade da Nitrato 
Redutase (JAWORSKI, 1971) e da Glutamina Sintetase (FARDEN & ROBERTSON, 1980) 
com modificações de SOUZA et al.  (2007) e as frações solúveis (FERNANDES, 1983) N-NO3

- 
(CATALDO et al., 1975), N-NH4

+ (FELKER, 1977), açúcares solúveis (YEMM & WILLIS, 
1957) e N-amino livre (YEMM & COCKING, 1955) (Anexo 1). 

Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância utilizando o software 
estatístico Sisvar (FERREIRA, 1998) e as médias comparadas pelo teste de Tukey (p≤0,05). 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

Na primeira avaliação (6 dias) foram determinadas atividades, lineares crescente, das 
P-H+-ATPases com o aumento dos teores de ácido húmico em solução (controle sem 
AH<10<20 mg C L-1), sendo estas atividades mais expressiva nas raízes de manjericão e com 
os tratamentos na concentração de 5,0 mmol L-1 de N-NO3

-. A atividade das P-H+-ATPases 
entre as duas raízes  submetidas aos mesmos tratamentos com ácido húmico (10, 20 mg C L-1 
e controle sem AH) e N-NO3

- (0,5 e 5,0 mmol L-1), foram significativamente maiores nas 
raízes de manjericão em todos os tratamentos quando comparadas com as raízes de trevo na 
primeira avaliação (6 dias) (Figura 22 A e B). 

Na segunda avaliação (9 dias) as raízes de manjericão apresentaram uma atividade das 
P-H+-ATPases superior às de trevo, sendo as maiores atividades observadas nas raízes submetidas 
aos tratamentos com ácido húmico (10 e 20 mg L-1) e nas duas concentrações de N-NO3

- (0,5 e 
5,0 mmol L-1). No tratamento controle (sem AH) e nas duas concentrações de N-NO3

- (0,5 e 
5,0 mmol L-1) as atividades das P-H+-ATPases não apresentaram diferenças significativas entre as 
duas raízes (Figura 22 C e D). 

Na terceira avaliação (15 dias) foram determinadas as menores atividades em ambas 
as raízes (manjericão e trevo) nos tratamentos com ácido húmico (10 e 20 mg C L-1 e controle 
sem AH) e nas duas concentrações de N-NO3

- (0,5 e 5,0 mmol L-1). O tratamento controle 
(sem ácido húmico) apresentou maior atividade nas raízes de trevo nas duas concentrações de 
N-NO3

- (0,5 e 5,0 mmol L-1) (Figura 22 E e F). 
Nas raízes de manjericão roxo foram determinadas diferenças significativas nas atividades 

das P-H+-ATPases entre os tratamentos com ácido húmico na primeira avaliação (6 dias) sendo 
superior nas raízes submetidas ao tratamento com 20 mg L-1 e a menor atividade determinada no 
tratamento controle (sem AH) (20 > 10 mg C L-1

 > controle sem AH). Nos tratamentos com N-NO3
- 

também foram determinadas diferenças estatísticas, sendo superiores no tratamento com 
5,0 mmol L-1 N-NO3

- em todas as concentrações de ácido húmico (Figura 22 A). 
Nas raízes de trevo, a atividade das P-H+-ATPases apresentou diferenças significativas 

tanto para os tratamentos com ácido húmico como para N-NO3
- na primeira avaliação (6 dias). 

As raízes submetidas aos tratamentos com ácido húmico apresentaram atividade superior ao 
tratamento controle (sem AH) e o tratamento com 20 mg C L-1 foi superior ao tratamento com 
10 mg C L-1 (20 > 10 > controle sem AH). As raízes submetidas ao tratamento com 
5,0 mmol L-1 de N-NO3

- também apresentaram atividades das P-H+-ATPases superiores 
estatisticamente em todas as concentrações de ácido húmico (10, 20 mg C L-1) e controle (sem 
AH). A interação do ácido húmico com N-NO3

- foi significativa apresentando diferenças entre 
todos os tratamentos, exceto o tratamento controle (sem AH) a 5,0 mmol L-1 e o tratamento 
com 20 mg C L-1 a 0,5 mmol L-1 que não diferiram estatisticamente (Figura 22 B). 

Nas raízes de manjericão, na segunda avaliação (9 dias), o tratamento com 10 mg C L-1 
apresentou atividade das P-H+-ATPases superior aos demais tratamentos (20 mg C L-1 e 
controle sem AH) mas apenas nas raízes submetidas aos tratamentos com 0,5 mmol L-1 de 
N-NO3

- (Figura 22 C). Nos tratamentos com 5,0 mmol L-1 de N-NO3
- não foram determinadas 

diferenças estatísticas. Nas raízes de trevo, segunda avaliação, foram determinadas atividades 
inversas das P-H+-ATPases determinada na primeira avaliação (6 das), sendo que os maiores 
valores foram encontrados no tratamento controle (sem AH) nas duas concentrações de 
N-NO3

- (0,5 e 5,0 mmol L-1), mas não diferindo apenas do tratamento com a combinação de 
10 mg C L-1 e 0,5 mmol L-1 de N-NO3

-. 
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Figura 22. Atividade das P-H+-ATPases (µmolPi mg-1ptn min-1) nas raízes transformadas de 
manjericão (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) 
após a repicagem para a solução de cultivo contendo os tratamentos com ácido húmico (10; 
20 mg C L-1 e controle). Barras verticais indicam o erro padrão da amostra. n = 3. 

 
As raízes de trevo submetidas aos tratamentos com 0,5 mmol L-1 de N-NO3

- foram 
significativamente superiores aos tratamentos com 5,0 mmol L-1 de N-NO3

- nas combinações 
com ácido húmico (10 e 20 mg C L-1) mas não apresentando diferenças significativas nas raízes 
submetidas ao tratamento controle (sem AH), este fato pode ser em decorrência da alta 
atividade determinada na primeira avaliação e conseqüentemente, pode ter resultado em 
acúmulo de nutrientes, não sendo necessário grande gasto de energia (ATP) nesta época da 
avaliação. As interações do ácido húmico com N-NO3

- foram significativas entre os 
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tratamentos, onde os tratamentos controle (sem AH) nas duas concentrações de N-NO3
- 

juntamente com o tratamento da combinação de 10 mg C L-1 e 0,5 mmol L-1 de N-NO3
- foram 

superiores aos demais tratamentos (20 mg C L-1 nas duas concentrações de N-NO3
- e ao 

tratamento com 10 mg C L-1 na concentração de 5,0 mmol L-1 de N-NO3
-). 

Na terceira avaliação (15 dias) não foram determinadas diferenças significativas nas raízes 
de manjericão quanto à atividade das P-H+-ATPases entre os tratamentos com ácido húmico (10, 
20 mg C L-1 e controle sem AH) e N-NO3

- (0,5 e 5,0 mmol L-1) (Figura 22 E). Nas raízes de trevo, 
também não foram determinadas diferenças quanto à atividade das P-H+-ATPases porém, ambas 
as raízes apresentaram comportamento inverso à atividade determinada na primeira avaliação e 
similar à determinada na segunda avaliação, mas em escala inferior nas atividades determinadas 
nas duas avaliações anteriores (Figura 22 E e F). 

Foi determinada uma baixa atividade das V-H+-ATPases em todos os períodos (Figura 
23) sendo superior na primeira avaliação nas duas raízes estudadas (Figura 23 A e B) e 
atividades muito baixas foram determinadas na segunda (Figura 23 C e D) e na terceira 
avaliações (9 e 15 dias respectivamente) (Figura 23 E e F). Nas raízes de manjericão roxo 
foram observadas diferenças significativas entre os tratamentos na primeira avaliação (6 dias), 
sendo superior nos tratamentos com a concentração de 20 mg C L-1 em ambas as 
concentrações de N-NO3

- (0,5 e 5,0 mmol L-1) e sendo determinadas diferenças estatísticas 
entre as duas concentrações de N-NO3

- apenas no tratamento com 20 mg C L-1, sendo superior 
na concentração com 5,0 mmol L-1 de N-NO3

- (Figura 23 A). 
Nas raízes de trevo, na primeira avaliação (6 dias), foram determinadas diferenças 

significativas na atividade das V-H+-ATPases apenas entre os tratamentos com N-NO3
- na 

concentração de 5,0 mmol L-1 sendo que as raízes submetidas aos tratamentos na concentração 
com 20 mg C L-1 apresentaram atividade superior às demais concentrações de ácido húmico 
(10 mg C L-1 e controle sem AH) (Figura 23 B). 

Na segunda avaliação (9 dias) apenas o tratamento controle (sem AH) apresentou 
diferenças significativas entre as duas concentrações de N-NO3

- (0,5 e 5,0 mmol L-1), sendo 
superior na concentração de 5,0 mmol L-1. Nos tratamentos com 0,5 mmol L-1 de N-NO3

- 
foram determinadas diferenças estatísticas entre todos os tratamentos com ácido húmico (AH) 
sendo o tratamento com 20 mg C L-1 superior ao tratamento com 10 mg C L-1 que, por sua 
vez, foi superior ao tratamento controle (sem AH) nas raízes de manjericão (Figura 23 C). 
Nos tratamentos com 5,0 mmol L-1 de N-NO3- não foram determinadas diferenças estatísticas 
entre os tratamentos com ácido húmico (Figura 23 C). 

Na segunda avaliação (9 dias) foram determinadas diferenças estatísticas, nas raízes de 
trevo, entre os tratamentos com ácido húmico sendo superior a atividade determinada nos 
tratamentos com 20 mg C L-1 nas duas concentrações de N-NO3

- (0,5 e 5,0 mmol L-1). O 
tratamentos com 10 mg C L-1 na concentração de 5,0 mmol L-1 de N-NO3

- também apresentou 
atividade superior ao tratamento controle (sem AH). Também foram determinadas diferenças 
estatísticas entre os tratamentos com N-NO3

- (0,5 e 5,0 mmol L-1) apenas entre os tratamentos 
submetidos à concentração de 10 mg C L-1, sendo superior nos tratamentos com 5,0 mmol L-1 
de N-NO3

-. 
Na terceira avaliação (15 dias) apenas o tratamento com 20 mg C L-1 não apresentou 

diferença significativas entre as duas concentrações de N-NO3
- (0,5 e 5,0 mmol L-1). Nas 

demais concentrações de ácido húmico (10 mg C L-1 e controle sem ácido húmico) nas raízes 
de manjericão submetidas aos tratamentos com as concentrações de 5,0 mmol L-1 de N-NO3

- 
foram estatisticamente superiores à concentração de 0,5 mmol L-1 de N-NO3

- (Figura 23 E). 
Na concentração de 5,0 mmol L-1 de N-NO3

- não foram determinadas diferenças estatísticas 
entre os tratamentos com ácido húmico (10, 20 mg C L-1 e controle sem AH) quanto a 
atividade das V-H+-ATPases. Na concentração de 0,5 mmol L-1 N-NO3

-, o tratamento com 
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20 mg C L-1 foi estatisticamente superior aos demais tratamentos com ácido húmico 
(10 mg C L-1 e controle sem AH) (Figura 23 E). 
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Figura 23. Atividade das V-H+-ATPases (µmolPi mg-1ptn min-1) nas raízes transformadas de 
manjericão (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) 
após a repicagem para a solução de cultivo contendo os tratamentos com ácido húmico (10; 
20 mg C L-1 e controle). Detalhes nas figuras internas com escalas ajustadas. Barras 
verticais indicam o erro padrão da amostra. n = 3. 

 
Na terceira avaliação (15 dias) foram determinadas diferenças significativas, nas raízes 

de trevo, entre as duas concentrações de N-NO3
- (0,5 e 5,0 mmol L-1) sendo sempre superior 

na concentração de 5,0 mmol L-1 em todos os tratamentos com ácido húmico (Figura 23 F). 
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Entre os tratamentos com AH, o tratamento controle foi o que apresentou as maiores 
atividades nas duas concentrações de nitrato (0,5 e 5,0 mmol L-1 de N-NO3

-) (Figura 23 F). 
Entre as duas raízes estudadas, manjericão e trevo, não foram determinadas diferenças 

significativas na atividade das V-H+-ATPases entre os períodos avaliados (6, 9 e 15 dias) em 
nenhum tratamento de ácido húmico e os de N-NO3

- as quais as raízes foram submetidas. 
A atividade das H+-PPases foram baixas em todos os períodos (Figura 24) quando 

comparadas com as atividades das P-H+-ATPases e as V-H+-ATPases (Figura 22 e Figura 23) em 
todos os períodos de avaliação (6, 9 e 15 dias). 

Nas raízes de manjericão foram determinadas diferenças significativas, na atividade das 
H+-PPases, na primeira avaliação (6 dias) entre os tratamentos com ácido húmico (AH) sendo 
superior na concentração de 20 mg C L-1 nas duas concentrações de N-NO3

- (0,5 e 5,0 mmol L-1) e 
nas demais concentrações de AH não foram determinadas diferenças estatísticas. Nos 
tratamentos com N-NO3

- não foram determinadas diferenças estatísticas entre as 
concentrações de AH (Figura 24 A). 

Nas raízes de trevo foram determinadas diferenças estatísticas entre os tratamentos 
com ácido húmico sendo superior nas raízes submetidas aos tratamentos controle (sem AH) e 
com 10 mg C L-1 na concentração de 0,5 mmol L-1 de N-NO3

- e superiores na concentração de 
20 mg C L-1 na concentração de 5,0 mmol L-1 de N-NO3

-, respectivamente (Figura 24 B). 
Na segunda avaliação (9 dias) não houve diferenças na atividade das 

H+-PPases nas raízes de manjericão e trevo submetidos as tratamentos com ácido húmico (10 e 
20 mg C L-1 e controle sem AH) e com nitrato (0,5 e 5,0 mmol L-1 de N-NO3

-). 
Aos 15 dias foram determinadas diferenças significativas entre so tratamentos as quais 

as raízes foram submetidas apenas nos tratamentos de ácido húmico na concentração de 
0,5 mmol L-1 sendo superior para o tratamento controle (sem AH) nas raízes de trevo (Figura 
24 F). Nos demais tratamentos não houve diferenças nas atividades das H+-PPases nas raízes 
de manjericão e trevo (Figura 24 E e F). 

Como as H+-PPases são freqüentemente denominadas como bombas de prótons (H+) 
auxiliares às V-H+-ATPases quando o suprimento energético das células está baixo, os 
resultados obtidos confirma esta hipótese nas duas raízes quando comparados com os teores 
de açúcares solúveis no interior das células (Figura 23 e Figura 24). 

Na avaliação dos teores de N-NO3
- (µmoles de N-NO3

- g-1 de massa fresca) nas raízes 
de manjericão e trevo (Figura 25) foi observado um aumento nos teores no decorrer das 
avaliações em ambas as raízes. 

Na primeira avaliação (6 dias), nas raízes de manjericão, foram determinados os 
maiores teores de N-NO3

- nos tratamentos com ácido húmico, sendo superiores nas raízes 
submetidas ao tratamento com 20 mg C L-1,  combinados com as concentrações 5,0 mmol L-1 
de N-NO3

-. Nos tratamentos com AH combinados com as concentrações de 0,5 mmol L-1 de 
N-NO3

- foram determinados os maiores teores de N-NO3
- no tratamento com 10 mg C L-1 e não 

ocorrendo diferenças estatísticas nos demais tratamentos (20 mg C L-1 e controle sem AH) 
(Figura 25 A). Nas raízes de trevo não foram determinadas diferenças entre os teores de N-NO3

- 
nas raízes submetidas aos diferentes tratamentos com ácido húmico (10 e 20 mg C L-1 e 
controle sem AH) e nitrato (0,5 e 5,0 mmol L-1 de N-NO3

-) mas foi observado um incremento 
nos seus teores à medida que aumentaram as concentrações de AH e de N-NO3

- (Figura 25 B). 
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Figura 24. Atividade das H+-PPases (µmolPi mg-1ptn min-1) nas raízes transformadas de 
manjericão (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) 
após a repicagem para a solução de cultivo contendo os tratamentos com ácido húmico (10; 
20 mg C L-1 e controle). Detalhes nas figuras internas com escalas ajustadas. Barras 
verticais indicam o erro padrão da amostra. n = 3. 

 
Na segunda avaliação (9 dias), nas raízes de manjericão, o tratamento com 20 mg C L-1 

apresentou os maiores teores de N-NO3
- na concentração de 5,0 mmol L-1 e não sendo 

determinadas diferenças aos demais tratamentos com ácido húmico (10 mg C L-1 e controle sem 
AH) nas duas concentrações de N-NO3

- (Figura 25 C). Os maiores teores de N-NO3
- foram 

obtidos com 5,0 mmol L-1 sendo este comportamento também determinado nas raízes de trevo 
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(Figura 25 D). Nas raízes de trevo foram determinadas diferenças significativas entre os 
tratamentos com N-NO3

-, sendo superiores os teores determinados na concentração de 
5,0 mmol L-1 de N-NO3

- em todas as concentrações de ácido húmico (10 e 20 mg C L-1 e controle 
sem AH). Nos tratamentos com 0,5 mmol L-1 de N-NO3

- foram determinados os maiores teores de 
N-NO3

- nas concentrações com 10 mg C L-1 seguido pelo tratamento com 20 mg C L-1. 
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Figura 25. Teores de N-NO3
- (µmoles de N-NO3

- g-1 de massa fresca) nas raízes 
transformadas de manjericão (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) após a repicagem para a solução de cultivo contendo os tratamentos com 
ácido húmico (10; 20 mg C L-1 e controle). Barras verticais indicam o erro padrão da 
amostra. n = 3. 
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Na terceira avaliação, nas raízes de manjericão, foram determinados os teores de N-NO3
-, 

lineares crescentes, entre os tratamentos com ácido húmico nas duas concentrações de N-NO3
- 

mas não sendo determinadas diferenças entre os tratamentos com N-NO3
- (0,5 e 5,0 mmol L-1) 

na mesma concentração com ácido húmico (10 e 20 mg C L-1 e controle sem AH) (Figura 25 E). 
Nas raízes de trevo os teores de N-NO3

- foram superiores nos tratamentos com 5,0 mmol L-1 de 
N-NO3

- em todas as concentrações AH, exceto no tratamento controle (sem AH) que não foram 
determinadas diferenças estatísticas (Figura 25 F). 

Houve diferenças entre os períodos avaliados nas duas concentrações de N-NO3
- (0,5 e 

5,0 mmol L-1) sendo os maiores teores determinados aos 15 dias (terceira avaliação), e os 
menores teores foram determinados aos 6 dias (primeira avaliação) nas raízes de manjericão 
(Figura 25 A, C e E) sendo também observado o mesmo comportamento nas raízes de trevo 
(Figura 25 B, D e F). Os maiores teores de nitrato nas raízes de trevo na segunda avaliação 
(9 dias), quando comparado às raízes de manjericão na concentração de 5,0 mmol L-1 de N-NO3

-, 
pode ter sido uma resposta de adaptação das raízes aos tratamentos as quais foram submetidas, 
acarretando em maior absorção de nitrato para atender as exigências metabólicas, como pode 
ser observado na atividade da nitrato redutase (Figura 26) onde os altos teores de nitrato nas 
raízes de trevo aos 9 dias resultou numa ativação proporcional à quantidade de nitrato 
disponível, e não resultando em acúmulo de nitrato nas raízes submetidas à concentração de 
5,0 mmol L-1 de N-NO3

-. 
Nas raízes de manjericão, os teores de N-NO3

- determinados foram aumentando, quase 
que linearmente, no decorrer das avaliações e os maiores teores foram observados nas raízes 
submetidas aos tratamentos com 5,0 mmol L-1 de N-NO3

-. Estes aumentos nos teores podem 
ser decorrentes da alta atividade das P-H+-ATPases  nas primeiras avaliações (Figura 22 A e C) 
resultando em acúmulo do nitrato nos vacúolos, da alta quantidade absorvida pelas raízes, 
para futura remobilização e uso. Também pode ter resultado numa maior ativação das 
V-H+-ATPases na primeira avaliação (6 dias) (Figura 23 A) para manter o controle de cargas 
no interior do vacúolo, que tendem a ficar muito eletrogênicos com a entrada de grandes 
quantidades de NO3

- (RATAJCZAK, 2000). 
Aos 6 dias a atividade das V-H+-ATPases nas raízes de manjericão foram maiores nos 

tratamentos com 5,0 mmol L-1 de N-NO3
- em todas as concentrações de ácido húmico (AH), 

indicando atividades dessas bombas para acúmulo  de NO3
- no vacúolo (Figura 23 e Figura 25). 

Nas raízes de manjericão e trevo (Figura 26 A e B) foram determinadas altas atividades 
na primeira avaliação (6 dias) em ambas as raízes (manjericão e trevo) (Figura 26 A e B), e 
diminuindo no decorrer das avaliações, exceto na segunda avaliação (9 dias) nas raízes de trevo 
submetidas aos tratamentos com 5,0 mmol L-1 de N-NO3

- (Figura 26 D). 
Na primeira avaliação foram determinadas diferenças significativas na atividade da 

NR nas raízes de manjericão submetidas aos tratamentos com N-NO3
- (0,5 e 5,0 mmol L-1 de 

N-NO3
-), sendo superiores na concentração de 5,0 mmol L-1 em todas as concentrações de 

ácido húmico (10 e 20 mg C L-1 e controle sem AH). A atividade da NR nas raízes submetidas 
aos tratamentos com ácido húmico também apresentaram diferenças entre as concentrações de 
nitrato (0,5 e 5,0 mmol L-1 de N-NO3

-) sendo mais expressiva no tratamento com 20 mg C L-1 
na concentração de 5,0 mmol L-1 de N-NO3

-. Os demais tratamentos com AH não 
apresentaram diferenças na atividade da NR quando comparados na mesma concentração de 
N-NO3

- (Figura 26 A). 
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Figura 26. Atividade da nitrato redutase (µmoles N-NO2
- g-1 massa fresca h-1) nas raízes 

transformadas de manjericão (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) após a repicagem para a solução de cultivo contendo os tratamentos com 
ácido húmico (10; 20 mg C L-1 e controle). Detalhes nas figuras internas com escalas 
ajustadas. Barras verticais indicam o erro padrão da amostra. n = 3. 

 
Nas raízes de trevo foram determinadas diferenças na atividade da NR, sendo 

superiores nos tratamentos com ácido húmico (10 e 20 mg C L-1) quando comparados ao 
tratamento controle (sem AH) na concentração de 0,5 mmol L-1 de N-NO3

- (Figura 26 B). Nos 
tratamentos com AH na concentração de 5,0 mmol L-1 de N-NO3

- não foram determinadas 
diferenças estatísticas. Entre os tratamentos com N-NO3

- (0,5 e 5,0 mmol L-1) foram 
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determinadas diferenças estatísticas na atividade da NR apenas nos tratamentos controle (sem 
AH) sendo as maiores atividades determinadas nas raízes submetidas aos tratamentos com 
5,0 mmol L-1 de N-NO3

- (Figura 26 B). 
Na segunda avaliação foram determinadas diferenças na atividade da NR, nas raízes 

de manjericão, entre os tratamentos com N-NO3
- sendo superiores nas concentrações de 

5,0 mmol L-1 determinados nos tratamentos com AH (10 e 20 mg C L-1), entre os tratamentos 
controles (sem AH) não foram determinadas diferenças entre as duas concentrações de N-NO3

- 
(0,5 e 5,0 mmol L-1) (Figura 26 C). Nas avaliações das atividades da NR nas raízes 
submetidas aos tratamentos com ácido húmico (AH) não foram determinadas diferenças nas 
atividades nas raízes entre as concentrações de N-NO3

- (0,5 e 5,0 mmol L-1) (Figura 26 C). 
Nas raízes de trevo, as maiores atividades da NR foram determinadas nos tratamentos 

com 5,0 mmol L-1 de N-NO3
-, quando comparados aos tratamentos com 0,5 mmol L-1 em 

todas as concentrações de AH (10 e 20 mg C L-1 e controle sem AH) (Figura 26 D). Nas 
raízes foram determinadas as maiores atividades da NR nos tratamentos com ácido húmico 
(10 e 20 mg C L-1) em ambas as concentrações de N-NO3

- (0,5 e 5,0 mmol L-1). Nos 
tratamentos com 0,5 mmol L-1 de N-NO3

- as atividades da NR não apresentaram diferenças 
entre as concentrações de 10 e 20 mg C L-1, mas ambos foram superiores ao tratamento 
controle (sem AH). Nos tratamentos com 5,0 mmol L-1 de N-NO3

- as maiores atividades 
foram determinadas nas concentrações de 20 mg C L-1 e as menores atividades determinadas 
no tratamento controle (sem AH) (20 � 10 � controle) (Figura 26 D). 

Na terceira avaliação (15 dias), foram determinadas as atividades mais homogêneas da 
NR entre os três períodos avaliados e nas duas raízes estudadas (Figura 26 E e F) não sendo 
influenciados, significativamente, pelos tratamentos com ácido húmico (10 e 20 mg C L-1 e 
controle sem AH) e pelas concentrações de nitrato (0,5 e 5,0 mmol L-1), este fato pode ser em 
decorrência de uma regularização nas taxas de redução do nitrato a nitrito e depois a amônio 
(NO3

-
 → NO2

-
 → NH4

+) uma vez que as teores de NO3
- estejam normalizados no interior das 

células, e depois que o nitrogênio esteja na forma de amônio (NH4
+) deve ser rapidamente 

assimilado, ou seja, incorporado a algum esqueleto de carbono. 
Os maiores teores de amônio (NH4

+) (µmoles N-NH4
+ g-1 massa fresca) foram 

determinados os maiores teores na primeira avaliação (6 dias) em ambas as raízes (Figura 27 A e 
B), ocorrendo uma pequena diminuição nos teores com o decorrer das avaliações, exceto para as 
raízes de trevo na segunda avaliação (9 dias) nas quais foram encontradas os maiores teores 
entre as avaliações 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 avaliação (6 dias), foram determinadas diferenças significativas nos teores 
de NH4

+, tanto nas raízes de manjericão como nas raízes de trevo, quando submetidas aos 
tratamentos com ácido húmico (10 e 20 mg C L-1) foram superiores ao tratamento controle (sem 
AH) na concentração de 5,0 mmoles L-1 de N-NO3

- (Figura 27 A e B). Na concentração de 
0,5 mmoles L-1 de N-NO3

- o tratamento controle apresentou teores de NH4
+ inferiores apenas ao 

tratamento com 20 mg C L-1. Nos tratamentos com ácido húmico, as concentrações de N-NO3
-, 

foram superiores nos tratamentos com 10 e 20 mg C L-1 na concentração de 5,0 mmoles L-1 de 
N-NO3

-. Nos tratamentos controles (sem AH) não foram determinadas diferenças nos teores 
de NH4

+ entre as duas concentrações de nitrato (0,5 e 5,0 mmoles L-1 de N-NO3
-) nas raízes de 

manjericão e trevo estudadas (Figura 27 A e B). 
Houve diferenças nos teores de NH4

+ entre as duas raízes no primeiro período de 
avaliação, sendo superiores nas raízes de manjericão que foram submetidas aos tratamentos 
com ácido húmico (10 e 20 mg C L-1) na concentração de 5,0 mmoles L-1 de N-NO3

-. Nos 
tratamentos com 0,5 mmoles L-1 de N-NO3

- apenas o tratamento com 20 mg C L-1 apresentou 
diferenças estatísticas, sendo superior também nas raízes de manjericão. 
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Figura 27. Teores de N-NH4
+ (µmoles N-NH4

+ g-1 massa fresca) nas raízes transformadas de 
manjericão (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) 
após a repicagem para a solução de cultivo contendo os tratamentos com ácido húmico (10; 
20 mg C L-1 e controle). Barras verticais indicam o erro padrão da amostra. n = 3. 
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-. 
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tratamentos com N-NO3
- (0,5 e 5,0 mmoles L-1). Nas raízes não foram determinadas diferenças 

estatísticas entre os tratamentos com ácido húmico (10 e 20 mg C L-1 e controle sem AH) 
(Figura 27 C) e nem entre as concentrações de N-NO3

- (0,5 e 5,0 mmoles L-1) (Figura 27 D). 
Na terceira avaliação não foram determinadas diferenças dos teores de NH4

+ entre os 
tratamentos com ácido húmico e nitrato entre as raízes de manjericão e trevo estudadas, sendo 
determinada uma homogeneidade dos teores de NH4

+ o qual representaria a taxa de atividade 
de redução do nitrato em amônio para o crescimento das raízes estudadas (Figura 27 E e F). 

Houve diferenças entre as duas raízes no segundo período de avaliação, sendo 
superiores nas raízes de trevo em todos os tratamentos com ácido húmico (10 e 20 mg C L-1 e 
controle sem AH) e nas concentrações com N-NO3

- (0,5 e 5,0 mmoles L-1). 
Nos teores de açúcares solúveis (µmoles de açúcares solúveis g-1 massa fresca) (Figura 

28) foram observado, praticamente, o mesmo comportamento das atividades da nitrato 
redutase (NR) (Figura 26), dos teores de N-NH4

+ (Figura 27), dos teores de N-amino livres 
(Figura 29) e da atividade da enzima glutamina sintetase (GS) (Figura 30). 

Na primeira avaliação (6 dias) foram determinados os maiores teores de açúcares solúveis, 
nas raízes de manjericão, nos tratamentos com N-NO3

- na concentração de 5,0 mmol L-1 quando 
comparado à concentração de 0,5 mmol L-1, em todas as concentrações de ácido húmico, exceto 
no tratamento com 20 mg C L-1 que não apresentou diferenças nos teores de açúcares solúveis 
entre as concentrações de N-NO3

-. Nos tratamentos com ácido húmico, apenas o tratamento com 
20 mg C L-1 foi superior aos demais tratamentos com ácido húmico (10 mg C L-1 e controle sem 
AH) na concentração de 5,0 mmol L-1 de N-NO3

-, e não sendo determinadas diferenças entre os 
tratamentos com ácido húmico na concentração de 0,5 mmol L-1 de N-NO3

- (Figura 28 A). 
Nas raízes de trevo foram determinadas diferenças entre os teores de açúcares solúveis nas 

raízes submetidas aos tratamentos com N-NO3
- (0,5 e 5,0 mmol L-1) sendo os maiores teores 

determinados na concentração de 5,0 mmol L-1 nos tratamentos com ácido húmico com 10 e 
20 mg C L-1 e não sendo observado diferenças nos tratamentos controle (sem AH) entre as 
concentrações de N-NO3

- (Figura 28 B). Nas raízes de trevo, submetidas aos tratamentos com 
ácido húmico, foram determinados os maiores teores de açúcares solúveis no tratamento controle 
(sem AH) na concentração de 0,5 mmol L-1 de N-NO3

-. Nas raízes crescidas na concentração de 
5,0 mmol L-1 de N-NO3

- não foram determinadas diferenças nos teores de açúcares solúveis entre 
os tratamentos com ácido húmico (10 e 20 mg C L-1 e controle sem AH) (Figura 28 B). Na 
segunda avaliação (9 dias), as raízes responderam significativamente, linear crescente,  aos 
tratamentos com ácido húmico na concentração de 0,5 mmol L-1 de N-NO3

-, em ambas as raízes. 
Nas raízes de manjericão foram determinadas diferenças nos teores de açúcares 

solúveis entre os tratamentos com N-NO3
- sendo superiores no tratamento controle na 

concentração de 5,0 mmol L-1, e no tratamento com 20 mg C L-1 na concentração de 
5,0 mmol L-1, respectivamente. Nos tratamentos com 10 mg C L-1 não foram determinadas 
diferenças entre as concentrações de N-NO3

- (0,5 e 5,0 mmol L-1) (Figura 28 C). Também 
foram determinadas diferenças entre os tratamentos com ácido húmico na concentração de 
0,5 mmol L-1 de N-NO3

-, sendo superior no tratamento com 20 mg C L-1, seguido do 
tratamento com 10 mg C L-1 e o menores teores de açúcares solúveis foram determinados no 
tratamento controle (sem AH). Na concentração de 5,0 mmol L-1 de N-NO3

-, os tratamentos 
com ácido húmico (10 e 20 mg C L-1) apresentaram os maiores teores de açúcares solúveis em 
relação ao tratamento controle (sem AH) (Figura 28 C). 

Nas raízes de trevo, segunda avaliação (9 dias), foram determinadas diferenças nos 
teores de açúcares solúveis entre os tratamentos com N-NO3

- sendo superiores nos tratamentos 
com 10 e 20 mg C L-1 na concentração de 5,0 mmol L-1. Nos tratamentos controles (sem AH) 
não foram determinadas diferenças entre as concentrações de nitrato (0,5 e 5,0 mmol L-1) 
(Figura 28 D). Também foram determinadas diferenças entre os tratamentos com ácido húmico 
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na concentração de 0,5 mmol L-1 de N-NO3
-, sendo superior no tratamento com 20 mg C L-1, 

seguido do tratamento com 10 mg C L-1 e o menores teores de açúcares solúveis foram 
determinados no tratamento controle (sem AH), apresentando uma similaridade de 
comportamento às raízes de manjericão submetidas à mesmas concentração de N-NO3

-  
(0,5 mmol L-1). Na concentração de 5,0 mmol L-1 de N-NO3

-, os tratamentos controle (sem AH) 
e com 10 mg C L-1 apresentaram teores de açúcares solúveis superiores aos determinados no 
tratamento com 20 mg C L-1 (Figura 28 D). 
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Figura 28. Teores de açúcares solúveis (µmoles de açúcares solúveis g-1 massa fresca) nas raízes 
transformadas de manjericão (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) após a repicagem para a solução de cultivo contendo os tratamentos com ácido 
húmico (10; 20 mg C L-1 e controle). Barras verticais indicam o erro padrão da amostra. n = 3. 
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Aos 15 dias, os teores de açúcares solúveis apresentaram comportamentos inversos nas 
raízes de manjericão, quando submetidos às mesmas concentrações de N-NO3

-. Na concentração 
de 0,5 mmol L-1 foram determinados teores crescentes de açúcares solúveis à medida que 
aumentava as concentrações de ácido húmico (20 mg � 10 mg � controle) e na concentração de 
5,0 mmol L-1 foram determinados comportamentos inversos, ou seja, à medida que aumentaram 
as concentrações de ácido húmico na solução os teores de açúcares solúveis decresceram 
(20 mg < controle) (Figura 28 E). Nos tratamentos com ácido húmico foram determinados 
diferenças entre as concentrações de N-NO3

-, sendo os maiores teores determinados nos tratamentos 
controle na concentração de 5,0 mmol L-1, e no tratamento com 20 mg C L-1 na concentração de 
5,0 mmol L-1. Nos tratamentos com 10 mg C L-1 não foram determinadas diferenças nos teores de 
açúcares solúveis entre as concentrações de N-NO3

- (0,5 e 5,0 mmol L-1) (Figura 28 F). 
 Nas raízes de trevo, houve diferenças apenas entre os tratamentos com N-NO3

-, sendo 
os maiores teores de açúcares solúveis determinados nos tratamentos controle (sem AH) e com 
20 mg C L-1. Entre os tratamentos com ácido húmico (10 e 20 mg C L-1 e controle sem AH) não 
foram determinadas diferenças quando submetidas às mesmas concentrações de N-NO3

- (0,5 e 
5,0 mmol L-1) (Figura 28 F). 

As raízes utilizam os açúcares solúveis na redução do NO3
-, assimilação do NH4

+ e, 
conseqüentemente, na produção de biomassa incorporando o N assimilado em tecido vegetal. 
A absorção de N é dependente da disponibilidade de energia (CRAWFORD, 1995) e os 
carboidratos solúveis são fonte de energia para a assimilação do N reduzido (SOUZA, 1995). 

Foram determinados teores relativamente altos de N-amino livre (µmoles N-amino 
livre g-1 massa fresca) (Figura 29) em todos os períodos de avaliação (6, 9 e 15 dias). Teores 
de N-amino elevados, normalmente, indicam situação de estresse nutricional ou ambiental 
para as plantas (FERNANDES e ROSSIELLO, 1995; FERNANDES, 1983). Entretanto, os 
teores determinados neste experimento não ultrapassaram 10 μmol g-1 de massa fresca, não 
sendo, portanto, caracterizado como estresse. 

Na primeira avaliação, nas raízes de manjericão, foram determinadas diferenças nos 
teores de N-amino livre entre as concentrações de N-NO3

- apenas no tratamento com 
10 mg C L-1 sendo superior na concentração de 0,5 mmol L-1 de N-NO3

-. Nos demais 
tratamentos com N-NO3

- e ácido húmico (10 e 20 mg C L-1 e controle sem AH) não foram 
determinadas diferenças estatísticas (Figura 29 A). 

Nas raízes de trevo foram determinadas diferenças nos teores de N-amino livre apenas 
entre os tratamentos com ácido húmico na concentração de 0,5 mmol L-1 de N-NO3

-, sendo 
superiores no tratamento com 10 mg C L-1 que foram maiores apenas ao tratamento controle 
(sem AH) (Figura 29 B). Nos demais tratamentos com ácido húmico e N-NO3

- não foram 
determinadas diferenças estatísticas nos teores de N amino livre (Figura 29 B). 

Na segunda avaliação (9 dias), nas raízes de manjericão, foram determinadas diferenças 
nos teores de N amino livre entre os tratamentos com ácido húmico, sendo superiores nos 
tratamentos com 20 mg C L-1 nas raízes submetidas às concentrações de 0,5 mmol L-1 de 
N-NO3

-. Nos demais tratamentos com ácido húmico não foram determinadas diferenças nos 
teores de N-amino livre nas duas concentrações de N-NO3

- (0,5 e 5,0 mmol L-1) (Figura 29 C). 
Nas raízes de trevo foram determinadas diferenças nos teores de N-amino nos 

tratamentos com ácido húmico, sendo o tratamentos com 20 mg C L-1 superiores apenas ao 
tratamento com 10 mg C L-1, em ambas as concentrações de nitrato (0,5 e 5,0 mmol L-1). Nos 
demais tratamentos com ácido húmico não foram determinados diferenças nos teores de 
N-amino nas duas concentrações de N-NO3

- (0,5 e 5,0 mmol L-1) (Figura 29 D). Nos 
tratamentos com N-NO3

- foram determinados os maiores teores de N-amino livre apenas no 
tratamento com 20 mg C L-1 na concentração de 5,0 mmol L-1, e não sendo determinadas 
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diferenças entre as  demais concentrações de ácido húmico (10 mg C L-1 e controle sem AH) 
nas duas concentrações de N-NO3

- (0,5 e 5,0 mmol L-1) (Figura 29 D). 
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Figura 29. Teores de N-amino livre (µmoles N amino livre g-1 massa fresca) nas raízes 
transformadas de manjericão (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) após a repicagem para a solução de cultivo contendo os tratamentos com 
ácido húmico (10; 20 mg C L-1 e controle). Barras verticais indicam o erro padrão da 
amostra. n = 3. 

 
Aos 15 dias, nas raízes de manjericão foram determinadas as maiores diferenças nos 

teores de N-amino livre entre as duas concentrações de N-NO3
-, sendo os maiores teores 

determinados nas concentrações com 0,5 mmol L-1 nos tratamentos controles (sem AH) e com 
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10 mg C L-1. Nos tratamentos com 20 mg C L-1 não foram determinadas diferenças entre as 
duas concentrações de N-NO3

- (Figura 29 E). Nos tratamentos com ácido húmico foram 
determinadas diferenças apenas na concentração com 5,0 mmol L-1 de N-NO3

-, no qual o 
tratamento com 20 mg C L-1 foi superior ao tratamento controle, e não sendo determinado 
diferenças entre os demais tratamentos (Figura 29 E). 

Nas raízes de trevo foram determinadas diferenças entre as concentrações de N-NO3
-, 

sendo superiores nas concentrações de 5,0 mmol L-1 nos tratamentos com ácido húmico com 
10 e 20 mg C L-1 (Figura 29 F). Nos tratamentos com ácido húmico também foram 
determinadas diferenças entre os tratamentos com N-NO3

-, sendo os tratamentos com 10 e 
20 mg C L-1 superiores ao tratamento controle (sem AH) na concentração de 5,0 mmol L-1 de 
N-NO3

-. Na concentração de 0,5 mmol L-1 de N-NO3
- não foram determinadas diferenças 

entre os tratamentos com ácido húmico quanto ao teor de N-amino livre (Figura 29 F). 
A atividade da glutamina sintetase (GS) é uma enzima limitante do crescimento e do 

uso do N nas plantas (LAM et al., 1995). Na atividade da GS (Figura 30), que é uma das vias 
responsáveis pela assimilação do NH4

+, foram determinadas altas atividades desta enzima nas 
primeiras avaliações (6 e 9 dias) e uma atividade baixa e similar entre as duas raízes na 
terceira avaliação (15 dias) e em todos os tratamentos com ácido húmico (10, 20 mg C L-1 e 
controle sem AH) e nitrato (0,5 e 5,0 mmol L-1 de N-NO3

-). 
Na primeira avaliação (6 dias), nas raízes de manjericão, foram determinadas 

diferenças entre as concentrações de nitrato nos tratamentos com ácido húmico, sendo 
superiores no controle (sem AH) na concentração de 5,0 mmol L-1 de N-NO3

- e no tratamento 
com 20 mg C L-1 na concentração de 0,5 mmol L-1 de NO3

-, respectivamente (Figura 30 A). 
Nos tratamentos com ácido húmico, nas raízes de manjericão, foram determinadas diferenças 
entre as concentrações de nitrato. Nas concentrações com 0,5 mmol L-1 de N-NO3

- as maiores 
atividades da GS foram determinadas nos tratamentos com 20 mg C L-1, nos demais 
tratamentos (controle sem AH e 10 mg C L-1) na concentração de 0,5 mmol L-1 de N-NO3

- e 
todos os tratamentos com ácido húmico na concentração de 5,0 mmol L-1 de N-NO3

- não 
foram determinadas diferenças estatísticas (Figura 30 A). 

Nas raízes de trevo, os tratamentos controle (sem AH) e com 20 mg C L-1 na 
concentração de 5,0 mmol L-1 de N-NO3

- apresentaram atividades da GS superiores aos mesmos 
tratamentos na concentração de 0,5 mmol L-1 de N-NO3

- (Figura 30 B). Nos tratamentos com 
ácido húmico, as concentrações de controle (sem AH) e com 20 mg C L-1 apresentaram 
atividade da GS superiores à concentração com 10 mg C L-1 no tratamento com 5,0 mmol L-1 de 
N-NO3

-. No tratamento com 0,5 mmol L-1 de N-NO3
- não foram determinadas diferenças na 

atividade da GS entre as concentrações com ácido húmico (Figura 30 B). 
Na segunda avaliação (9 dias), nas raízes de manjericão, foram determinadas diferenças 

entre as concentrações de N-NO3
- (0,5 e 5,0 mmol L-1) apenas nos tratamentos com 

10 mg C L-1, sendo superior na concentração de 0,5 mmol L-1 de N-NO3
- e não sendo 

determinado diferenças nos demais tratamentos com ácidos húmico nas concentrações de 
nitrato (Figura 30 C). Nos tratamentos com ácido húmico apenas as concentrações de 
10 mg C L-1 e de 20 mg C L-1 apresentaram as maiores atividades da GS nos tratamentos com 
0,5 e 5,0 mmol L-1 de N-NO3

-, respectivamente (Figura 30 C). 
Nas raízes de trevo, foram determinadas diferenças entre as concentrações de N-NO3

-, 
em todos os tratamentos com ácido húmico (10 e 20 mg C L-1 e controle sem AH), sendo 
superiores na concentração de 5,0 mmol L-1 de N-NO3

- (Figura 30 D). Nos tratamentos com 
ácido húmico foram determinadas as maiores atividades da GS nos tratamentos com 10 e 
20 mg C L-1 na concentração de 5,0 mmol L-1 de N-NO3

-. Na concentração de 0,5 mmol L-1 de 
N-NO3

- não foram determinadas diferenças entre os tratamentos com ácido húmico (Figura 30 D). 



 

 112

Manjericão
nm

ol
es

 y
-g

lu
ta

m
il 

g- 1
 

m
as

sa
 fr

es
ca

0

1

2

3

4

5

6

nm
ol

es
 y

-g
lu

ta
m

il 
g- 1

 
m

as
sa

 fr
es

ca

0

1

2

3

4

5

6

mg C L-1

0 10 20

nm
ol

es
 y

-g
lu

ta
m

il 
g- 1

 
m

as
sa

 fr
es

ca

0

1

2

3

4

5

6

Trevo

0 10 20

0,5 mmol L-1 N-NO3
-

5,0 mmol L-1 N-NO3
-

 

Figura 30. Atividade da Glutamina Sintetase (ηmoles y-glutamil g-1 massa fresca) nas raízes 
transformadas de manjericão (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) após a repicagem para a solução de cultivo contendo os tratamentos com 
ácido húmico (10; 20 mg C L-1 e controle). Barras verticais indicam o erro padrão da 
amostra. n = 3. 

 
Na terceira avaliação (15 dias) não foram determinadas diferenças nas atividades da 

GS entre os tratamentos de ácido húmico (10 e 20 mg C L-1 e controle sem AH) e nas 
concentrações de N-NO3

- (0,5 e 5,0 mmol L-1) em ambas as raízes estudadas (manjericão e 
trevo) (Figura 30 E e F). 
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4. CONCLUSÕES 
 
As raízes transformadas de manjericão e trevo apresentaram maiores influências da 

interação do ácido húmico com nitrato (AH - N-NO3
-) nas avaliações aos seis dias, para todas 

as avaliações realizadas, resultando em maiores teores de N-NO3
- e N-amino livre nas células 

vegetais nas avaliações seguintes (9 e 15 dias). 
As raízes submetidas aos tratamentos com ácidos húmicos (10 e 20 mg C L-1), nas 

duas concentrações de nitrogênio em solução (0,5 e 5,0 mmoles L-1 de N-NO3
-) apresentaram 

os maiores benefícios na atividade das bombas de prótons e no metabolismo do nitrogênio em 
todos os períodos de avaliação, confirmando a bioatividade dos ácidos húmicos. 

As bombas de prótons (P-H+-ATPase, V-H+-ATPase e H+-PPase) apresentaram, 
inicialmente, influências em suas atividades decorrente da influência da interação AH - N-NO3

- 
no meio de cultivo das raízes, sendo mais significativas nas P-H+-ATPases, e apresentando 
uma significativa diminuição de atividade no decorrer das avaliações (9 e 15 dias). 
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CAPITULO VI 

 

 

 

INTERAÇÃO ÁCIDO HÚMICO - NITRATO - MICORRIZA 

ARBUSCULAR NA ATIVIDADE DAS BOMBAS DE PRÓTONS 

E NO METABOLISMO DO NITROGÊNIO EM RAÍZES 

TRANSFORMADAS DE MANJERICÃO E TREVO 
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RESUMO 
 
O objetivo deste trabalho foi avaliar a influência da interação do ácido húmico (20 mg C L-1 e 
controle sem AH) - Nitrato (0,5 e 5,0 mmol L-1) - micorriza arbuscular (Glomus clarum) na 
atividade das bombas de prótons e no metabolismo do nitrogênio em raízes transformadas de 
manjericão (Ocimum basilicum L.) e trevo (Trifolium repens L.) mantidas “in vitro” aos trinta 
dias após a repicagem. As raízes de manjericão e trevo apresentaram atividades das P-H+-
ATPases e das H+-PPases superiores nas raízes colonizadas por Glomus clarum (G.cla) quando 
comparadas com as raízes não colonizadas (ñ col.) sendo mais expressivas na presença do AH 
(20 mg C L-1). Esta superioridade na atividade das P-H+-ATPases pode ser em decorrência da 
transferência bidirecional, de nutrientes, carboidratos e água entre planta-fungo (FMA↔raízes), 
também apresentaram os maiores teores de N-NO3

-, de NH4
+, maior atividade da nitrato 

redutase (NR) e os menores teores de açúcares solúveis, N-amino livre e atividade da Glutamina 
Sintetase (GS). Este comportamento pode ser decorrente da simbiose micorrízica que 
proporciona melhorias na absorção de nutrientes (alta atividade das P-H+-ATPases) porém 
requerem metabólitos elaborados das raízes para a sua formação e manutenção, justificando as 
altas atividades da NR, os altos teores de NH4

+ e os baixos teores de N-NO3
-. Os altos teores de 

N-NO3
- nas raízes de manjericão e trevo podem ser em decorrência da capacidade que as hifas 

micorrízicas têm de aumentar a absorção de N e o transportar para a planta devido ao aumento 
da área de superfície de contato. Estes resultados sugerem que, na presença de grandes 
quantidades de ácido húmico na solução, a rota preferencial para a assimilação de NH4

+ nas 
raízes colonizadas por Glomus clarum não seja a via da GS. As associações micorrízicas foram 
mais expressivas nos tratamentos submetido a baixas concentrações de nitrogênio 
(0,5 mmoles L-1 de N-NO3

-) associado aos tratamentos com ácidos húmicos (20 mg C L-1) e que 
os tratamentos com 5,0 mmoles L-1 apresentaram as menores taxas de colonização radicular, o 
que pode ser considerado um efeito inibidor para as associações micorrízicas. 
 

Palavras chave: H+-ATPases. Nutrição mineral. Simbiose. 
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ABSTRACT 
 
The objective of this study was to evaluate the influence of the interaction between humic acid 
(20 mg C L-1 and control without AH) - Nitrate (0.5 and 5.0 mmol L-1) - 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 (ñ col.) being more expressive in the presence of HA 
(20 mg C L-1). 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-NO3

-, of NH4
+, 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 NH4

+ 
and low of N-NO3

-. The high levels of N-NO3
- 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 NH4

+ in 
roots colonized by Glomus clarum is not the GS. The micorrhiziae were more expressive in 
treatments submitted to low concentrations of nitrogen (0.5 mmoles L-1 of N-NO3

-) associated to 
treatments with humics acids (20 mg C L-1). Treatments with 5.0 mmoles L-1 had the smallest 
rates of colonization. 
 
Key Words: H+-ATPases. Mineral nutrition. Symbiosis. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

A filosofia e a prática da agricultura estão mudando de um enfoque convencional para 
uma abordagem sustentável. Os sistemas agrícolas sustentáveis são caracterizados pela reduzida 
inserção de insumos sintéticos e um aumento considerável de informações relacionadas com 
práticas conservacionistas. Esta mudança de pensamento foi decorrente de que, a partir da 
segunda metade do século XX, a fertilidade dos sistemas agrícolas foi considerada, 
principalmente como a capacidade do solo de fornecer nutrientes às plantas em quantidades 
satisfatórias. O balanço negativo da equação entre o estoque de nutrientes no solo e a 
necessidade das culturas deveria ser suprido com a adição de fertilizantes minerais, e ficou 
conhecida como Revolução Verde que, manejada incorretamente, acarretou sérios problemas de 
degradação ambiental. Dentre os elementos minerais essenciais para o desenvolvimento dos 
vegetais, o nitrogênio ocupa posição 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 ênfase nesta visão, alguns trabalhos têm sido conduzidos utilizando a matéria 
orgânica como única 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 prejuízo ao ambiente (BÜNEMANN et al., 2004; BACA et al., 1995). No solo o 
N está disponível em diversas formas, incluindo NH4

+, NO3
-, aminoácidos, peptídeos solúveis 

e formas complexas insolúveis. Esta diversidade de formas é importante pela variedade de 
espécies de plantas que diferem entre si na preferência por fontes de N, absorvendo-o 
primariamente em formas inorgânicas como NO3

- ou NH4
+, via sistema radicular 

(WILLIAMS & MILLER, 2001) após a mineralização do N, oriundo de resíduos orgânicos 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 
frações cuja mineralização é bastante lenta (BÜNEMANN et al., 2004). 

A eficiência de absorção e utilização do N é otimizada pelos fungos micorrízicos 
arbusculares (FMAs) em parte pela extensão do volume de solo explorado, através de sua rede 
micelial que pode se estender de nove a doze centímetros além da superfície explorada pelas 
raízes (CAMEL et al., 1991) e em parte, por modificações fisiológicas da planta ainda pouco 
estudadas (BERBARA et al., 1995). Evidências de alterações do metabolismo do fungo são dadas 
pela atividade e localização de H+-ATPases (CAVENDER et al., 1999) que são afetadas 
positivamente pela ação das substâncias húmicas (NANNIPIERI et al., 1993). Este aumento da 
extrusão de prótons (H+), teoricamente, pode afetar também as hifas fúngicas, proporcionando um 
acréscimo em seu desenvolvimento e, conseqüentemente, uma maior taxa de colonização 
radicular e, consequentemente, melhorias na absorção de nutrientes e água para as plantas 
(RAMOS et al., 2005). 

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influência da interação do ácido húmico 
(20 mg C L-1 e controle sem AH) - Nitrato (0,5 e 5,0 mmol L-1) - micorriza arbuscular 
(Glomus clarum) na atividade das bombas de prótons e no metabolismo do nitrogênio em 
raízes transformadas de manjericão (Ocimum basilicum L.) e trevo (Trifolium repens L.) aos 
trinta dias após a repicagem das raízes. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 
 

Para avaliar a influência da interação ácido húmico - nitrogênio (nitrato) - micorrizas 
arbusculares (AH - N-NO3

- - FMA) na atividade das bombas de prótons (P-H+-ATPase, 
V-H+-ATPase e H+-PPase) e no metabolismo do nitrogênio (N), foram adicionadas diferentes 
concentrações de carbono (C) presente no ácido húmico (20 mg C L-1 e controle sem AH) e 
de nitrogênio na forma de nitrato (0,5 e 5,0 mmoles L-1 de N-NO3

-) na solução de cultivo 
(BÉCARD & FORTIN, 1988) de raízes transformadas de manjericão (Ocimum basilicum L.) 
(NICOMEDES JUNIOR, 2003) e trevo (Trifolium repens L.) (BERBARA, 1995) em 
simbiose com fungos micorrízicos Glomus clarum Nicolson & Schenck. 

Os esporos de fungos micorrízicos arbusculares (FMAs) Glomus clarum (G.cla) foram 
desinfestados superficialmente e distribuídos em placas Petri, 100 esporos placa-1, contendo 
solução Agar-água (Agar bacteriological marca Oxoid no 1, com 7,5 g L-1) e acondicionadas em 
câmaras termostáticas com temperatura controlada a 26 ºC e na ausência da luz para aguardar a 
germinação dos esporos. A germinação dos esporos, que se caracteriza com a emissão de novas 
hifas, foi monitorada diariamente em lupa estereoscópia. Após a germinação, apenas um esporo 
germinado foi repicado juntamente com dois segmentos de cada raiz, manjericão ou trevo, com 
aproximadamente cinco centímetros de comprimento cada uma, em placas Petri contendo meio 
mínimo (BÉCARD & FORTIN, 1988) com pH ajustado para 5,80 e enriquecido com as 
diferentes combinações de tratamentos com ácido húmico (AH) e nitrato (N-NO3

-). As coletas 
foram realizadas trinta dias após a repicagem (DAR). 

O ácido húmico utilizado foi proveniente de uma rápida vermicompostagem, 70 dias, 
utilizando minhocas Eisenia foetida. Foi extraído conforme procedimento adotado pela sociedade 
internacional de substâncias húmicas (IHSS) descrito por SWIFT  (1996) com adaptações 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 ácido húmico foram de 47,0 + 0,1; 
4,87 + 0,01; 3,02 + 0,03 e 45,1 + 0,03 respectivamente, juntamente com as relações atômicas 
C/N, O/C, H/C que foram de 15,6 + 0,1; 0,96 + 0,02; 0,104 + 0,005, respectivamente, 
caracterizando um material estável porém, pouco humificado (E4/E6), devido ao rápido processo 
de transformação, com caráter mais aromático e no estado reduzido (ω) (descrito no Capítulo I). 

O experimento foi montado em esquema fatorial 2x2x2x2, sendo duas raízes 
transformadas (manjericão e trevo), duas concentrações de ácido húmico (20 mg C L-1 e 
controle sem AH), duas concentrações de N-NO3

- (0,5 e 5,0 mmoles L-1), colonizadas ou não 
por FMAs (G.cla), em quatro repetições. 

Foram avaliados: a colonização radicular (MC GONIGLE et al, 1990), a atividade da 
Nitrato Redutase (JAWORSKI, 1971) da Glutamina Sintetase (FARDEN & ROBERTSON, 
1980) com modificações de por SOUZA et al.  (2007), as frações solúveis (FERNANDES, 
1978) N-amino livre (YEMM & COCKING, 1955), N-NH4

+ (FELKER, 1977), N-NO3
- 

(CATALDO et al., 1975) e açúcares solúveis (YEMM & WILLIS, 1957), e a atividade das 
bombas de prótons (P-H+-ATPase, V-H+-ATPase e H+-PPase) (YANG et al., 2002, com 
modificações de SANTOS, 2006) (Anexo 1). 

Os resultados obtidos foram submetidos à análise de variância pelo software estatístico 
Sisvar (FERREIRA, 1998) e as médias comparadas pelo teste de Tukey (p≤0,05). 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

As raízes de manjericão e trevo apresentaram atividades das P-H+ATPases e H+-PPases 
superiores nas raízes colonizadas por Glomus clarum (G.cla) quando comparadas com as raízes 
não colonizadas (ñ col.) (µmol Pi mg-1 ptn min-1) (Figura 33). A maior atividade das 
P-H+ATPases pode ser em decorrência da transferência bidirecional, de nutrientes, 
carboidratos e água entre planta-fungo (SMITH, 1993). Como não existe conexão simplástica 
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 líquido total produzido pelo hospedeiro para a sua formação, manutenção e 
funcionamento das estruturas fúngicas (JAKOBSEN & ROSENDAHL, 1990) (Figura 31) 
sendo considerado como um dreno para o hospedeiro nos momentos inicias de sua formação, 
passando a simbiose a ser considerada como não benéfica para os vegetais (LIMA, 2004). 

 
Figura 31. Formação, manutenção e funcionamento das estruturas fúngicas de Glomus 

clarum (G.cla) aos trinta dias após a repicagem (DAR) em raízes de trevo branco 
(Trifolium repens L.) (BERBARA, 1995) crescidas em placas Petri contendo meio 
mínimo (BÉCARD & FORTIN, 1988) enriquecido com 20 mg C L-1 e 0,5 mmol L-1 
nitrato (N-NO3

-) com pH ajustado para 5,80. 

 
Esta simbiose caracteriza-se pela presença de hifas, arbúsculos e/ou vesículas fúngicas 

colonizando a região do córtex das raízes das plantas hospedeiras e pela produção de hifas 
externas às raízes que se estendem por vários centímetros no solo, na rizosfera. Através do 
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micélio os fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) conectam raízes e solo, aumentando a 
absorção de nutrientes, água do solo e húmus pelas hifas, que podem ser consideradas uma 
“extensão” da raiz. Apesar de apresentarem um pequeno diâmetro, as hifas dos FMAs possuem 
uma grande área superficial que podem aumentar a superfície de absorção das raízes em até 
1800% (PEDERSEN & SYLVIA, 1996). Em trevo (Trifolium repens), leguminosa que apresenta 
raízes grossas, foram encontradas a produção de 3 m de hifas g-1 de solo e 46 m hifas m-1 de raiz 
colonizada (TISDALL & OADES, 1979), o que torna claro a importancia desta simbiose na 
exploração do solo por nutrientes e água e, consequentemente, para a produção vegetal (Figura 32). 

 
Figura 32. Micélio extra-radicular de fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) Glomus clarum 

(G.cla) em raízes de trevo branco (Trifolium repens L.) (BERBARA, 1995) crescidas em 
placas Petri contendo meio mínimo (BÉCARD & FORTIN, 1988) com pH ajustado para 5,80 
aos trinta dias após a repicagem (DAR). 

 
Ainda foi determinado um ligeiro acréscimo na atividade das P-H+ATPases nas raízes, 

de manjericão e trevo, submetidas ao tratamento com 20 mg C L-1, acarretando diferenças 
significativas entre as duas concentrações de N-NO3

- nas raízes colonizadas, sendo superior 
nos tratamentos com concentração de 0,5 mmol L-1 nas duas raízes estudadas (Figura 33 A e 
B). Estes resultados sugerem uma maior eficiência da simbiose micorrízica em ambientes de 
baixa fertilidade uma vez que, os nutrientes absorvidos pelas raízes, em sua quase totalidade, 
podem ter sido absorvidos anteriormente pelos fungos micorrízicos. 

Foram determinadas diferenças significativas na atividade das P-H+-ATPases entre as 
raízes colonizadas (G.cla) e não colonizadas (ñ col.) submetidas ao mesmo tratamento de 
ácido húmico (20 mg C L-1 e controle sem AH), sendo superior nas raízes colonizadas de 
manjericão 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 e F) (µmolPi mg-1ptn min-1) nas raízes transformadas de manjericão (A, C e E) e trevo 
(B, D e F) submetidas à interação de ácido húmico (20 mg C L-1 e controle sem AH), 
N-NO3

- (0,5 e 5,0 mmoles L-1) colonizadas por Glomus clarum (G.cla) ou não (ñ col.). 
Detalhes nos insertos nas figuras internas com escalas ajustadas. Barras verticais indicam 
o erro padrão da amostra. n = 4. 

 
Na atividade das V-H+ATPases (µmolPi mg-1ptn min-1) (Figura 33 C e D) foram 

determinadas o mesmo comportamento entre os tratamentos com ácido húmico (20 mg C L-1 
e controle sem AH) em ambas as raízes, manjericão e trevo, colonizadas (G.clarum) ou não 
(ñ col.) sendo determinada uma baixa atividade. Nas raízes de manjericão, submetidas aos 
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tratamentos controle (sem AH) e colonizadas (G.cla) foram determinadas atividades muito 
baixas, simbólicas, das V-H+ATPases, nas duas concentrações de nitrato (0,5 e 5,0 mmoles L-1 
de N-NO3

-). Esta baixa atividade pode ser em decorrência do suprimento energético que é 
drenado para o simbionte micorrízico, acarretando a indução das H+-PPases (Figura 33 E e F), 
que utilizam o pirofosfato (PPi) para ativar o metabolismo em condições de estresse 
energético (STITT, 1998). 

Foram determinadas diferenças significativas na atividade das H+-PPases (Figura 33 E e 
F) (µmolPi mg-1ptn min-1) entre as raízes colonizadas (G.cla) e não colonizadas (ñ col.) 
submetidas aos mesmos tratamentos de ácido húmico (20 mg C L-1 e controle sem AH), sendo 
superior nas raízes colonizadas em ambas as raízes, manjericão e trevo, e nas duas 
concentrações de N-NO3

- (0,5 e 5,0 mmoles L-1). Nas raízes de manjericão colonizadas (G.cla), 
foram determinadas diferenças na atividade das H+-PPases entre as concentrações de N-NO3

-, 
sendo superiores em condições de baixa concentração de N-NO3

- (0,5 mmoles L-1) (Figura 33 
E). Nas raízes de trevo colonizadas (G.cla) não foram determinadas diferenças nas atividades 
das H+-PPases entre as duas concentrações de N-NO3

- (0,5 e 5,0 mmoles L-1) (Figura 33 F). 
Os teores de N-NO3

- (µmoles de N-NO3
- g-1 de massa fresca) (Figura 34 A e B) 

apresentaram comportamento similar nas raízes de manjericão e trevo, colonizadas ou não por 
Glomus clarum (G.cla), quando submetidas aos diferentes tratamentos de N-NO3

- (0,5 e 
5,0 mmol L-1). As raízes submetidas aos tratamentos com 20 mg C L-1 apresentaram teores de 
N-NO3

- superior ao tratamento controle (sem AH) em ambas as raízes, na mesma 
concentração de N-NO3

- (0,5 e 5,0 mmoles L-1). 
Foram determinados os maiores teores de N-NO3

- nas raízes submetidas aos 
tratamentos com 5,0 mmoles L-1 em todos as concentrações com ácido húmico (20 mg C L-1 e 
controle sem AH) nas raízes de manjericão (Figura 34 A). Nas raízes de trevo foram 
determinados os maiores teores de N-NO3

- nas raízes submetidas aos tratamentos com 
5,0 mmoles L-1 na concentração de 20 mg C L-1 nas raízes não colonizadas (ñ col.) e nos 
tratamentos com 0,5 mmoles L-1 nas concentrações de 20 mg C L-1 nas raízes colonizadas e 
no tratamento controle (sem AH) nas raízes não colonizadas (ñ col.) (Figura 34 B). 

As raízes colonizadas apresentaram os maiores teores de N-NO3
-, em relação às raízes 

não colonizadas (ñ col.), sendo superior nos tratamentos com 5,0 mmol L-1 de N-NO3
-, apenas 

nas raízes de manjericão. As raízes de manjericão apresentaram teores de N-NO3
- superiores 

às raízes de trevo, submetidas aos mesmos tratamentos. 
Estes resultados são contrastantes com os resultados reportados por SOUZA et al. 

(2006), nos quais não foram detectados teores de N-NO3
- nas raízes de trevo crescidas em 

meio mínimo, colonizadas ou não por G. clarum nas avaliações aos 49, 84 e 132 dias após a 
repicagem, sugerindo que todo o N-NO3

- já tivesse sido reduzido pela nitrato redutase. 
SOUZA et al.  (2002) reportaram teores de 20 µmol g-1 de massa fresca em raízes de trevo 
crescidas em meio mínimo aos 81 dias após a repicagem. Enquanto nesse trabalho as raízes 
tinham 30 dias (Figura 34). 

Os altos teores de N-NO3
- nas raízes de manjericão e trevo podem ser em decorrência 

da capacidade que as hifas micorrízicas têm de aumentar a absorção de N e o transportar do 
solo ou da serrapilheira em decomposição para a planta devido ao aumento da área de 
superfície de contato (AZCÓN-AGUILAR & BAREA, 1991). 
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Figura 34. Teores de N-NO3
- (µmoles de N-NO3

- g-1 de massa fresca) (A e B); atividade da 
nitrato redutase (µmoles N-NO2

- g-1 massa fresca h-1) (C e D) e teores de N-NH4
+ (µmoles 

N-NH4
+ g-1 massa fresca) (E e F) nas raízes transformadas de manjericão (A, C e E) e 

trevo (B, D e F) submetidas à interação de ácido húmico (20 mg C L-1 e controle sem 
AH), N-NO3

- (0,5 e 5,0 mmoles L-1) colonizadas por Glomus clarum (G.cla) ou não (ñ 
col.). Barras verticais indicam o erro padrão da amostra. n = 4. 

 
Neste trabalho, os incrementos nos teores de NO3

- foram de 130,3 e 104,3% nas raízes 
submetidas aos tratamentos com 0,5 mmol L-1 de NO3

- e de 78,6 e 63,7 nos tratamentos com 
5,0 mmol L-1 de NO3

-, nas concentrações sem AH (controle) e com 20 mg C L-1 nas raízes de 
manjericão (Figura 34 A), quando comparado com os teores de NO3

- nas raízes não 
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colonizadas. Nas raízes de trevo foram determinados incrementos de 102,8 e 117,0% nos 
tratamentos com 0,5 mmol L-1 de NO3

- e de 25,1 e 22,9 nos tratamentos com 5,0 mmol L-1 de 
NO3

-, nas concentrações sem AH (controle) e com 20 mg C L-1, respectivamente, o que 
reforçam a teoria de que as micorrizas são mais benéficas para as plantas em solos de baixa 
fertilidade, nitrogênio 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 
associações com fungos micorrízicos são capazes de absorver mais nitrogênio do que as 
plantas não micorrizadas  numa proporção de 20% - 31%, sendo absorvido tanto na forma de 
NO3

- como na de NH4
+ (BAGO et al., 1996). 

Na atividade da nitrato redutase (NR) (µmoles N-NO2
- g-1 massa fresca h-1) (Figura 34 C e 

D) não foram determinadas diferença entre os tratamentos com ácido húmico (20 mg C L-1 e 
controle sem AH) nas duas concentrações de N-NO3

- (0,5 e 5,0 mmoles L-1) em ambas as raízes, 
manjericão e trevo, sendo superior nas raízes colonizadas (G.cla). Nos tratamentos com N-NO3

- 
foram determinadas as maiores atividades da NR na concentração de 0,5 mmoles L-1 em ambas as 
raízes. As raízes, manjericão e trevo, colonizadas por G. clarum apresentaram altas atividades da 
NR quando comparadas às raízes não colonizadas (ñ col.), submetidas ao mesmo tratamento de 
ácido húmico (20 mg C L-1 e controle sem AH) e N-NO3

- (0,5 e 5,0 mmoles L-1) (Figura 34 C e D). 
Nos teores de NH4

+ (µmoles N-NH4
+ g-1 massa fresca) (Figura 34 E e F) foi observado 

um comportamento similar à atividade da nitrato redutase, na qual, foi observado maiores 
teores nas raízes colonizadas (G.cla) sendo superiores nos tratamentos com 0,5 mmol L-1 de 
N-NO3

-. Nas raízes submetidas aos tratamentos com ácido húmico (20 mg C L-1 e controle 
sem AH) não foram determinadas diferenças em ambas as raízes. Estes resultados reforçam as 
teorias descritas por VARMA  (1995) e GIANINAZZI-PEARSON & AZCON-AGUILAR  
(1991) no qual reportam que algumas espécies de FMAs contêm enzimas que quebram o N 
orgânico e contém N-redutases que reduzem NO3

- a NH4
+ alterando as formas de N no solo, e 

conseqüentemente aumentando estes teores no interior das células vegetais. 
SOUZA et al.  (2006) reportaram que os teores de N-NH4

+, em raízes transformadas 
de trevo crescidas em meio mínimo, foram maiores nas raízes não colonizadas a partir de 84 
dias após a repicagem. SOUZA et al.  (2007) relataram queda nos teores de N-NH4

+ em raízes 
de trevo não colonizadas com o decorrer do tempo. 

As raízes de manjericão e trevo apresentaram comportamentos distintos entre as duas 
concentrações de N-NO3

- (0,5 e 5,0 mmol L-1). Na concentração de 0,5 mmol L-1 foram 
determinadas altas atividades das P-H+-ATPases, H+-PPases e NR, também foram 
determinados baixos teores de N-NO3

- e altos teores de NH4
+ nas raízes colonizadas (G.cla). 

Este comportamento pode ser decorrente da simbiose micorrízica que proporciona melhorias 
na absorção de nutrientes (alta atividade das P-H+-ATPases) porém requerem metabólitos 
elaborados das raízes para a sua formação e manutenção, justificando as altas atividades da 
NR, os altos teores de NH4

+ e os baixos teores de N-NO3
-. 

Os teores de açúcares solúveis (µmoles de açúcares solúveis g-1 massa fresca) nas raízes 
de manjericão e trevo (Figura 35 A e B) decresceram com a adição de ácido húmico ao meio de 
cultivo (20 mg C L-1) quando comparados na mesma concentração de N-NO3

-, sendo superiores 
na concentração de 0,5 mmol L-1, e a única exceção foi determinada no tratamento com 
5,0 mmol L-1 nas raízes de trevo. As raízes de manjericão colonizadas (G.cla) apresentaram os 
maiores teores de açúcares solúveis em relação às raízes não colonizadas (ñ col.) nas duas 
concentrações de N-NO3

- (0,5 e 5,0 mmol L-1) de concentração de 0,5 mmol L-1 de N-NO3
-, o 

que pode ser uma estratégia das raízes em drenar energia para o fungo com o intuito de 
aumentar sua rede de hifas extraradiculares a fim de aumentar a absorção de nutrientes, neste 
caso para nitrato, e água (Figura 34 A). 
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Figura 35. Teores de açúcares solúveis (µmoles de açúcares solúveis g-1 massa fresca) (A e 
B), de N amino livre (µmoles N amino livre g-1 massa fresca) (C e D) e atividade da 
Glutamina Sintetase (ηmoles y-glutamil g-1 massa fresca) (E e F) nas raízes transformadas 
de manjericão (A, C e E) e trevo (B, D e F) submetidas à interação de ácido húmico 
(20 mg C L-1 e controle sem AH), N-NO3

- (0,5 e 5,0 mmoles L-1) colonizadas por Glomus 
clarum (G.cla) ou não (ñ col.). Barras verticais indicam o erro padrão da amostra. n = 4. 
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Os teores de N-amino livre (µmoles N amino livre g-1 massa fresca) (Figura 35 C e D) 
apresentaram um ligeiro decréscimo com a adição de ácido húmico na solução sendo superiores 
nos tratamentos controle (sem AH), acompanhando o mesmo comportamento dos teores de 
açúcares solúveis. Nas raízes não colonizadas (ñ col.) os teores de N-amino foram semelhantes 
entre as raízes nas duas concentrações de N-NO3

-. As raízes de manjericão colonizadas por 
Glomus clarum (G.cla) apresentaram teores de N-amino superiores na concentração de 0,5 
mmol de N-NO3

- e o tratamento controle (sem AH) foi superior ao tratamento com ácido 
húmico (20 mg C L-1), sendo o mesmo comportamento observado nas raízes de trevo. 

Foi determinado estímulo na atividade da glutamina sintetase (GS) (nmoles y-glutamil  g-1 
massa fresca) nas raízes não colonizadas nas duas concentrações de N-NO3

- (0,5 e 
5,0 mmoles L-1) quando foi adicionado ácido húmico na solução de cultivo (20 mg C L-1) 
(Figura 35 E e F). Nas raízes colonizadas por Glomus clarum (G.cla) foi observado uma 
atividade inferior da GS nos tratamentos com ácido húmico quando comparado com a atividade 
determinada nos tratamentos controle (sem AH) nas duas concentrações de nitrato. Estes 
resultados sugerem que, na presença de grandes quantidades de ácido húmico na solução, a rota 
preferencial para a assimilação de NH4

+ nas raízes colonizadas por Glomus clarum não seja a 
via da GS. 

Os FMA podem assimilar o N tanto através da via GS/GOGAT como GDH. A via 
GS/GOGAT é mais importante quando os níveis de NH4

+ são baixos e que, em níveis 
elevados predomina a GDH, provavelmente, devido ao elevado KM 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  NO3

-. Quando o N foi suprido na 
forma de NH4

+ 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 orgânicos e 
como precursores de outros aminoácidos. 

A atividade da nitrato redutase (NR) foi encontrada em esporos de FMAs germinados 
(HO & TRAPPE, 1975) e em extratos de raízes micorrizadas (SUBRAMANIAN & 
CHAREST, 1998). Níveis elevados de um transcrito como homólogo próximo aos genes da 
NR fúngica foram encontrados em arbúsculos de FMAs Glomus intraradices (KALDORF et 
al., 1998). Diversas evidências indicam que o ciclo da glutamina sintetase/glutamato sintase 
(GS/GOGAT) é o responsável pela assimilação da amônia na hifa fúngica extra-radical 
(JOHANSEN et al., 1996), entretanto, a participação da glutamato dehidrogenase (GDH) não 
foi excluída experimentalmente.  

Não há nenhuma evidência direta a respeito da forma química em que o N é transferido 
longitudinalmente da hifa dos FMAs às plantas, embora a atividade da nitrato redutase (NR) nos 
arbúsculos conduza à hipótese de que, ao menos, alguma quantidade de N seja transferido como 
nitrato (KALDORF et al., 1998). JOHANSEN et al.  (1996) reportaram que os aminoácido, 
especificamente arginina (Arg), são os mais prováveis formas transferidas por causa da 
assimilação ativa do amônio e do nitrato aos aminoácidos em raízes colonizadas e da 
observação de Arg em níveis substanciais nos FMAs (BAGO et al., 1999). Também a favor da 
Arg como uma candidata para a translocação de N é requerido um fluxo substancial de cátions 
do solo às raízes colonizadas para acompanhar os translocados polifosfatos polianiônicos 
(poliP) pelos FMAs (SMITH & READ, 1997; BÜCKING & HEYSER, 1999). 

O modelo de transferência de N do simbionte fúngico para os vegetais, sugerido por 
BAGO et al.  (2001), é especulativo e requer a atividade de várias enzimas e transportadores em 
lugares específicos nas micorrizas arbusculares. Entretanto, CHALOT et al.  (2006) 
evidenciaram que em associações micorrízicas a amônia realça o potencial para transferência 
direta de N do fungo para as células das plantas, e que esta perspectiva foi caracterizada através 
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de estudos em proteínas de membrana que poderiam cumprir a função de transportar o amônio. 
A assimilação rápida de N inorgânico no local de absorção pode assegurar que as demandas 
internas sejam satisfatórias antes da transferência à planta hospedeira e também podem impedir 
a acumulação tóxica de íons amônio (GOVINDARAJULU et al., 2005; JIN et al., 2005). 

CHALOTE et al.  (2006) sugerem que uma maior atenção também deve ser dedicada aos 
canais não-específicos como as aquaporinas ou os sistemas de cátion dependentes de gradiente 
elétrico que também poderia contribuir para a importação do amônio do apoplasto interfacial ao 
citoplasma da célula vegetal. 

Nas raízes de manjericão e trevo foram determinadas taxas da colonização micorrízica 
relativamente baixas (Figura 36 A e B) e que os tratamentos com ácido húmico associados a 
uma baixa concentração de N-NO3

- na solução (0,5 mmoles L-1) proporcionaram as maiores 
taxas de colonização (%), o que pode ter influenciado em maior atividade das bombas de 
prótons (Figura 33) decorrente do maior número de pontos de contato entre os simbiontes 
(FMA↔raízes) podendo influenciar na eficiência na absorção de íons da solução. Altas 
concentrações de N-NO3

- (5,0 mmoles L-1) reduziram a colonização radicular nas raízes de 
manjericão e trevo, o que pode ser uma estratégia dos vegetais em controlar a taxa de 
colonização dos FMAs, uma vez que, quanto mais colonizadas, maiores serão os pontos de 
troca entre os simbiontes e maior será o dreno proporcionado pelos FMAs, o que seria um 
gasto desnecessário já que as raízes se encontram em um meio rico em nutrientes. 
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Figura 36. Colonização micorrízica (%) nas raízes transformadas de manjericão (A) e trevo 
(B) aos 30 dias após a repicagem, submetidas aos tratamentos com ácido húmico (AH) 
(20 mg C L-1 e controle sem AH) e duas concentrações de N-NO3

- (0,5 e 5,0 mmoles L-1). 
Barras verticais indicam o erro padrão da amostra. n = 4. 

 
A eficiência da transferência de nutrientes (FMA→raízes) e metabólitos 

(raízes→FMA) pode ser beneficiada pela taxa de colonização radicular aumentando os pontos 
de contatos (trocas) entre os simbiontes. 
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4. CONCLUSÕES 
 
Os teores de nitrogênio na forma de nitrato na solução (0,5 e 5,0 mmoles L-1) 

influenciaram diretamente nos efeitos proporcionados pela associação micorrízica nas raízes 
de manjericão e trevo, sendo que nos tratamentos com 0,5 mmoles L-1 nas raízes micorrizadas 
foram observados as maiores atividades das bombas de prótons (P-H+- ATPase e H+-PPase), 
da nitrato redutase e da glutamina sintetase, nos teores de N-NH4

+, açúcares solúveis e N-
amino livre, bem como na taxa de colonização radicular. 

As associações micorrízicas foram mais expressivas na atividade das bombas de prótons e 
no metabolismo do nitrogênio nos tratamentos submetido a baixas concentrações de nitrogênio 
(0,5 mmoles L-1 de N-NO3

-) associado aos tratamentos com ácidos húmicos (20 mg C L-1). 
As raízes de manjericão e trevo, submetidas aos tratamentos com 5,0 mmoles L-1 

apresentaram as menores taxas de colonização radicular, o que pode ser considerado um 
efeito inibidor para as associações micorrízicas. 

A adição de ácidos húmicos na solução de cultivo (20 mg C L-1) estimulou a 
colonização de Glomus clarum nas raízes de manjericão e trevo, e também na atividade das 
bombas de prótons (P-H+- ATPase e H+-PPase), nos teores de N-NO3

- e na atividade da 
nitrato redutase nas raízes colonizadas ou não pelos FMAs. 

A presença do ácido húmico no meio de cultivo proporcionou uma atividade inferior da 
glutamina sintetase (GS) nas raízes colonizadas por Glomus clarum (G.cla) submetidas aos 
tratamentos com ácido húmico quando comparadas às atividades determinadas no tratamento 
controle (sem AH) nas duas concentrações de nitrato. Estes resultados sugerem que a rota 
preferencial para a assimilação de NH4

+ nas raízes colonizadas por Glomus clarum na presença 
do ácido húmico não seja a via da GS. 

A presença de ácido húmico proporcionou as maiores taxas de colonização micorrízica 
em ambas às raízes estudadas, sendo mais expressivas em baixos níveis de N-NO3

- 
(0,5 mmol L-1). 
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CONCLUSÕES GERAIS 
 

A concentração de 20 mg de C L-1, presente no ácido húmico, foi a que apresentou os 
maiores e mais homogeneos resultados no desenvolvimento das raízes, área e comprimento, em 
todos os períodos estudados (15, 30 e 45 dias após a repicagem), sendo aos 30 dias observados os 
melhores resultados, e que concentrações superiores a 40 mg C L-1 na solução de cultivo não 
proporcionaram grandes benefícios para o desenvolvimento radicular. 

O ácido húmico influenciou, positivamente, na atividade das bombas de prótons 
(P-H+-ATPases, V-H+-ATPases e H+-PPases) e no metabolismo do nitrogênio avaliado pelas  
frações solúveis (teores de N-NO3

-, N-NH4
+, N-amino livre, açúcares solúveis e nas atividades 

da Nitrato Redutase e da Glutamina Sintetase) nas raízes de manjericão e trevo. 
Os teores de nitrogênio na forma de nitrato na solução (0,5 e 5,0 mmoles L-1) 

influenciaram diretamente nos efeitos proporcionados pela associação micorrízica nas raízes 
de manjericao e trevo, sendo que nos tratamentos com 0,5 mmoles L-1 nas raízes micorrizadas 
foram observados as maiores atividades das bombas de prótons (P H+- ATPase e H+-PPase), 
da nitrato redutase e da glutamina sintetase, nos teores de N-NH4

+, de açúcares solúveis e de 
N-amino livre, bem como na taxa de colonização radicular. 

A adição de ácidos húmicos na solução de cultivo (20 mg C L-1) estimulou a 
colonização de Glomus clarum nas raízes de manjericão e trevo, e também a atividade das 
bombas de prótons (P H+- ATPase e H+-PPase), os teores de N-NO3

- e a atividade da nitrato 
redutase nas raízes colonizadas ou não pelos FMAs. 

As associações micorrizicas foram mais expressivas na atividade das bombas de prótons e 
no metabolismo do nitrogênio nos tratamentos submetido a baixas concentrações de nitrogênio 
(0,5 mmoles L-1 de N-NO3

-) associado aos tratamentos com ácidos húmicos (20 mg C L-1). 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

A partir desta curva de calibração, os benefícios da adição da matéria orgânica do solo 
poderão ser melhores estudados, desde os seus efeitos no crescimento radicular e na nutrição 
vegetal até sua importância na produtividade das culturas em condições de campo. 

A busca de alternativas de fontes de matéria orgânica eficientes no processo de 
reciclagem de biomassa e na recuperação e fertilização do solo é uma necessidade de estudo 
constante. A adequação da reciclagem desses resíduos resolve, em parte, a questão ambiental 
e, em contrapartida, promove a geração de insumos orgânicos para a agricultura, o que é um 
dos aspectos mais importantes envolvidos nesse sistema de produção. 

Para o emprego do processo de vermicompostagem torna-se necessário um melhor 
conhecimento da qualidade das fontes de matéria orgânica, que podem alterar a qualidade do 
vermicomposto, e oferecer alternativas viáveis técnica e economicamente aos agricultores, 
principalmente para os de sistemas orgânicos de produção. 

As substâncias húmicas favoreceram a micorrização, podendo ser sugerido para trabalhos 
futuros a prática de adição destas substâncias nos substratos de crescimento das plantas, tornando 
necessários estudos voltados para a relação benefício/custo da adubação orgânica. 

Em estudo de nutrição de plantas, as simbioses micorrízicas são melhores estudadas para 
o nutriente fósforo (P) devido a sua baixa disponibilidade e mobilidade nos solos. Entretanto, 
outros nutrientes de interesse, como o nitrogênio, podem ter quantidades significativas de 
transferência para as plantas, mesmo que estas tenham desenvolvido mecanismos de alta 
eficiência na aquisição destes nutrientes via sistema radicular ou pela formação de simbiose com 
outros microrganismos, como é o caso da fixação biológica de nitrogênio. 

O uso de matéria orgânica combinada com a inoculação de micorrizas permite obter 
substratos mais eficientes e apresentam indicadores morfológicos e fisiológicos semelhantes 
aos obtidos com adubação mineral completa e, conseqüentemente, aumentam a eficiência do 
uso do N, principalmente o N-NO3

-, minimizando os riscos de poluição ambiental. 
Como os resultados obtidos neste trabalho foram altamente expressivos, torna-se 

necessário uma melhor avaliação e compreensão da importância dos efeitos proporcionados 
pela matéria orgânica e da simbiose micorrízica, juntos ou separadamente, na produtividade 
das culturas nos diferentes sistemas de produção isto porque as taxas de absorção de 
nutrientes e posterior transferência para as plantas variam de acordo, principalmente, com o 
tipo de micorriza e estágio de desenvolvimento das culturas. 

Estes resultados propiciaram elementos importantes para o entendimento da atividade 
biológica das substâncias húmicas e dos mecanismos bioquímicos envolvidos no crescimento 
radicular e na colonização micorrízica por FMAs. 
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ANEXOS 
 

Procedimentos realizados nas coletas e análises da atividade das bombas de prótons 
(P-H+-ATPases, V-H+-ATPases e H+-PPases) e do metabolismo do nitrogênio em raízes 
tranformadas de manjericão (Ocimum basilicum) e trevo (Trifolium repens L.) conforme 
objetivo descrito nos capítulos III, IV, V e VI. Para a avaliação das frações solúveis 
(FERNANDES, 1983) sendo N-NO3

- (CATALDO et al., 1975), N-NH4
+ (FELKER, 1977), 

açúcares solúveis (YEMM & WILLIS, 1957) e N-amino livre (YEMM & COCKING, 1955) 
foram coletadas com pinça anatômica 0,5 g de raízes, lavadas vagarosamente em água 
destilada corrente com auxilio de uma peneira de plástico, secadas cuidadosamente com papel 
toalha. Foram pesadas e acondicionadas em frascos contendo 20 mL de etanol (80%) e 
armazenados em geladeira (4ºC) para posterior extração alcoólica e partição com clorofórmio. 

Anexo 1. Avaliação das Atividades Enzimáticas 

Isolamento das vesículas de membrana plasmática e tonoplasto 
Para a avaliação da atividade das bombas de prótons (P-H+-ATPases, V-H+-ATPases e 

H+-PPases), foram feitas extrações de vesículas de membrana plasmática e do tonoplasto por 
fracionamento celular conforme YANG et al. (2002) com modificações de SANTOS (2006). 

Todo o processo descrito para o isolamento das vesículas de plasmalema e tonoplasto 
foi realizado de 0 a 4ºC. Amostras de 5g de massa fresca de raízes foram maceradas em graal 
e pistilo com 8 mL do meio de extração (sacarose 250 mmoles L-1, glicerol 100 mL L-1, 
KCl 250 mmoles L-1, Tris/acetato 50 mmoles L-1 (pH 7,5), EGTA 2 mmoles L-1, 10 g L-1 de 
polivinilpirrolidona (PVP), fenilmetilsulfonil fluoreto (PMSF) 1 mmol L-1, ditiotreitol (DTT) 
2 mmoles L-1 e 3 g L-1 de albumina) filtrando o homogenato em quatro camadas de gaze e em 
seguida centrifugado a 4.500 xg por 10 minutos, este procedimento foi realizado para a 
retirada da fração 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 
mitocôndrias, etc). O sobrenadante foi recolhido e agora centrifugado a 105.000 xg por 
60 minutos. Após esta ultracentifugação, descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu o 
precipitado com 1 mL de um meio de suspensão (sorbitol 250 mmoles L-1, Tris-Acetado 
20 mmoles L-1 (pH 7,5), EGTA 1 mmol L-1, MgCl2 2 mmoles L-1 e DTT 2 mmoles L-1). O 
material ressuspenso foi acondicionado em tubos ependoff, congeladas em nitrogênio líquido 
e armazenadas em freezer a -25ºC para posterior análise da atividade das bombas de prótons. 

Quantificação das proteínas 
O teor de proteína dos extratos contendo vesículas da membrana plasmática e 

tonoplasto foi determinada pelo método de BRADFORD, (1976), usando soro albumina 
bovina como padrão. Uma alíquota de 60 µL da suspensão de membranas foi adicionada em 
tubos de ensaio e logo depois 3 mL da solução de Bradford (coomassie brilliant blue G-250 
0,12 mol L-1, etanol 0,1 mol L-1, ácido fosfórico 1 mol L-1). Agitou e depois de 10 minutos foi 
lida em absorvância a 595 nm. 
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Atividade das P-H+-ATPases, V-H+-ATPases e H+-PPases 
As atividades das bombas de prótons (P-H+-ATPases, V-H+-ATPases e H+-PPases) 

foram determinadas pela quantificação do fosfato inorgânico (Pi) liberado pela hidrólise de 
ATP (para as P H+-ATPase e V H+-ATPase) e PPi (para as H+-PPase): 

• P-H+-ATPase 
O meio de reação é composto de MOPS-BTP 30 mmoles L-1 (pH 6,5), sorbitol 

50 mmoles L-1, MgSO4 5 mmoles L-1, KCl 50 mmoles L-1, Na2MoO4 1 mmol L-1, 0,2 mL L-1 de 
Triton X-100, KNO3 50 mmoles L-1, NaN3 1 mmol L-1 e ATP 5 mmoles L-1. 

A reação foi iniciada pela adição de 4 μg de proteína (o mesmo para as V H+-ATPases 
e H+-PPase) por mL de meio. Após 30 min a 30ºC a reação foi paralisada pela adição de 
0,5 mL do meio de reação contendo as proteínas e 1 mL do meio de parada contendo H2SO4 
(20 mL L-1), SDS 50 g L-1 e (NH4)2MoO4 7 g L-1 previamente em tubos de ensaio submersos 
em gelo. Em seguida foram adicionados 50 µL de ácido ascórbico 100 g L-1. Após 10 minutos 
1,45 mL de um meio contendo 40 g L-1 de citrato de sódio e 20 g L-1 de acido acético glacial 
foi adicionado para prevenir a medição do fosfato (Pi) liberado pela atividade residual das 
H+-ATPases e hidrólise ácida do ATP. A cor foi totalmente desenvolvida após 30 minutos e a 
leitura espectrofotômetrica realizada a 820 nm. 

Para verificar a ação de inibidores sobre a atividade da P-H+-ATPase, foi usado um 
meio com 0,2 mmoles L-1 de Vanadato (Na3VO4). A atividade desta proteína foi calculada pela 
diferença entre a atividade observada sem e com a presença de Na3VO4 no meio de reação. 

• V-H+-ATPase 
O meio de reação é composto de HEPES-BTP 30 mmoles L-1 (pH 7,5), sorbitol 

50 mmoles L-1, MgSO4 5 mmoles L-1, KCl 50 mmoles L-1, Na2MoO4 1 mmol L-1, 0,2 mL L-1 
de Triton X-100, Na3VO4 0,2 mmoles L-1, NaN3 1 mmol L-1 e ATP 5 mmoles L-1. 

Para verificar a ação de inibidores sobre a atividade da V H+-ATPase, foi usado um 
meio de reação como acima descrito, mas contendo 100 ηmoles L-1 de bafilomicina A1 (inibidor 
específico da V-H+-ATPases quando em baixas concentrações e inibidor das P-H+-ATPases 
quando em altas concentrações) ou 200 μmoles L-1 de DCCD (inibidor da P-H+-ATPases) 
(neste caso o DCCD foi previamente incubado com as proteínas por 10 minutos a temperatura 
ambiente). A atividade da V-H+-ATPases foi calculada pela diferença entre a atividade 
observada sem e com a presença de bafilomicina A1 ou DCCD. 

• H+-PPase 
O meio de reação é composto de HEPES-BTP 30 mmoles L-1 (pH 7,2), sorbitol 100 

mmoles L-1, MgSO4 5 mmoles L-1, KCl 100 mmoles L-1, 0,2 mL L-1 de Triton X-100, 
NaN3 1 mmol L-1 e PPi 1 mmol L-1. 

A atividade da H+-PPase dependente de K+ foi calculada pela diferença entre a 
atividade observada na ausência e presença de 100 mmoles L-1 de KCl no meio de reação. 
Uma solução de NaF a 2,5 mmoles L-1 também foi usada em meio de reação separado para 
verificar o grau de inibição das H+-PPases. 

Atividade da nitrato redutase (NR) 
A determinação 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 tampão 

fosfato 0,1 mol L-1 pH 7,5, contendo n-propanol e KNO3. Os tubos foram colocados em banho-
maria a 30ºC por 1 hora no escuro. Em tubos separados foram adicionados 0,40 mL da solução 
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problema (amostra incubada), 0,30 mL de sulfanilamida 1%; 0,30 mL de n-naftil-etileno-diamino 
(0,02%), e após 20 min de repouso foi adicionado 4,00 mL de água e a leitura realizada contra um 
padrão de NaNO2 (0, 5, 10, 20, 25, 40 e 50 mmol L-1) em absorvância a 540 nm. 

Atividade da Glutamina Sintetase (GS) 
A determinação 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 N2 líquido e em seguida adicionou 

4 ml de tampão de extração (TRIS ou Imidazol). O material foi filtrado em quatro camadas de 
gaze e o filtrado centrifugado por 15 minutos a 4 ºC e 15.000 xg. O sobrenadante foi recolhido e 
usado para determinação da atividade da GS (0,30 mL de amostra foi incubada em 0,50 mL de 
tampão Imidazol-HCl (0,5 mol L-1) pH 7,5; 0,10 mL de ATP (0,1 mol L-1), 0,1 mL de 
glutamato (0,5 mol L-1) pH 7,5; 1,0 mL de água destilada. Após 30 minutos em banho-maria a 
30ºC, a reação foi paralisada com a adição de 1,5 mL de solução de cloreto férrico (FeCl3.6H2O 
0,2 mol L-1 em HCl 0,5 mol L-1). As amostras foram centrifugadas a 2000 xg por 5 minutos a 30 
0C (para retirar proteínas precipitadas) e a leitura do sobrenadante foi feita em absorvância a 540 
nm e comparadas com padrão de γ-glutamil mono-hidroxamato. 

Editoração de imagens 

 
Anexo 2. Editoração das imagens proposta por LIMA et al. (2006) desde a captura das 

imagens das placas Petri (A), a seleção das raízes (B) processamento das imagens pelo 
software “Sistema Integrado para Análise de Raízes e Cobertura do Solo” 3.0 (SIARCS® 
3.0) para obtenção da área radicular (cm2) (C) e após afinamento para obtenção do 
comprimento radicular (cm) (D). 
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pH rizosférico 

 
Anexo 3. Solução com indicador mixto de pH para avaliação da área de influência das raízes. O pH 

das soluções foi ajustado para 6,0 com H2SO4 0,1 mol L-1, adquirindo uma tonalidade 
avermelhada (A e C) adquirindo uma tonalidade amarelada quando ácidas (B) e arroxeada 
quando alcalinas (D).  
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