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RESUMO

CORDEIRO, F.C.Efeitos de Acidos Humicos e Oxido Nitrico no Cresmento e
Metabolismo de Raizes Transformadas deOcimum basilicum L. 2010. 100p Tese
(Doutorado em Quimica, Quimica Agréaria). Institai® Ciéncias Exatas, Departamento de
Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de Jan8eropédica, RJ, 2010.

Foi realizado um estudo de caracterizacdo quimiaasspectroscopica de acidos
hamicos extraidos de solos (AH1-Latossolo Vermélhwarelo, AH2-Chernossolo Haplico e
AH3-Organossolo Haplico) (Experimento 1), para fiear a diferenca entre estes acidos
hamicos. De acordo com o espectro de IV — TF, rdosé diferenca significativa entre os
acidos humicos extraidos dos trés solos estuda@osndice de condensacdo e de
hidrofobicidade que expresséo o grau de humificag&osolos demonstraram que os acidos
hamicos provenientes dos solos estudados sédo tmsstdveis e resistentes a degradacao
oxidativa. Posteriormente foi realizado um expentogExperimento 2), com o objetivo de
avaliar os parametros de crescimentos de raizesfdarmadas de manjerica®@d¢imum
basilicum L.) tratadas com os acidos humicos extraidos di@sedtes solos estudados e
também com nitroprussiato de sédio (SNP), como alode 6xido nitrico (NO), nas doses de
0,1, 2, 3,4e5mM de Carbond ke 0, 0,1, 10, 50, 100 e 200 pM de SNPde meio de
cultura, respectivamente, com avaliagcbes realizadasmontagem, 5 e 15 dias de
experimento. Verificou-se que a dose de 3mM de @arl* para os &cidos himicos e a
dose de 100 uM de SNP'I(6xido nitrico) foram as doses que proporcionasanmelhores
respostas nos parametros de crescimento. Comutades obtidos nesse experimento foram
montados mais dois ensaios, o primeiro (Experimed)tocom o objetivo de avaliar o
metabolismo do nitrogénio, as respostas das bodibasdtons, atividade da enzima catalase
e a histolocalizacdo de NO e de espécies reatigasxjénio (ROS)n vivo nas raizes
transformadas de manjericao, coletadas aos 5 éassapgos a montagem do experimento. O
segundo ensaio (Experimento 4) teve o objetivovdéia a histolocalizagédo de NO e de ROS
in vivo, e a atividade de enzimas importantes envolvidasnescimento e absorcdo de
nutrientes, sendo este ensaio coletado apos swis He tratamento. As raizes foram tratadas
com duas concentracdes de nitrato, uma dose baikaNiO;” (0,5mM) e outra alta (5,0mM),
nas quais foram adicionadas as substancias bisg8uaM de Carbonot.de AH3 e 100 uM
de SNP [}). Para todos os parametros de crescimento rad&védiados, os tratamentos com
acidos humicos e O6xido nitrico apresentaram maism®e o crescimento radicular, em
relacdo ao controle. Além disso, conforme a avatiagos parametros do metabolismo do
nitrogénio nas duas doses testadas de N;N&> substancias bioativas proporcionaram
aumento de atividades enzimaticas e conteudo deemats, em relacdo aos controles,
principalmente na dose mais baixa de NsNQ& é consenso na comunidade cientifica que a
bioatividade dos acidos humicos esta relacionadacipalmente com a presenca de
moléculas analogas a auxina e possivelmente cornsofitorménios. A geracao de oOxido
nitrico em plantas esta relacionada ao crescimdatoaizes, e este crescimento pode ser
proporcionado pela producdo enddgena de auxina, gaicacdo de analogos sintéticos
auxinicos ou aplicacédo de acidos humicos. Dessaaf@ sinalizacdo de 6xido nitrico pode
estar relacionada a bioatividade dos acidos humksies efeitos foram evidenciados, pelo
aumento do crescimento radicular, absor¢cido de N-N@vacido de da HATPase de
membrana plasmaticam raizes transformadas de manjericdo. Do mesmoo,mfudl
observado o aumento da atividade da catalase, amelactionada ao crescimento de raiz, por
proporcionar a dismutacdo do perdéxido de hidrogémpimduzidos nos processos de
diferenciacdo e expansao celular. Do mesmo modabservado aumento na deteccdo de
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ROSin vivo, com os tratamentos com as substancias bioal&sos resultados indicam que
a utilizacdo de acidos humicos poderdo servir canma ferramenta biotecnoldgica, na
producdo de fertilizantes organominerais, para ivoude plantas em solos de baixa
fertiidade e também como componentes na produgidnadculantes de microrganismos
benéficos.

Palavras-chave Acido Himico, Espécies Reativas de Oxigénio, Oxittrico
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ABSTRACT

CORDEIRO, F.CHumic Acid and Nitric Oxide Effects on Growth and Metabolism of
Transforms Hairy Roots Basil (Ocimum basilicum L.). 2010. 100p Thesis (Ph.D. in
Chemistry, Agricultural Chemistry). Instituto deé@tcias Exatas, Departamento de Quimica,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Selicp, RJ, 2010.

A study carried out of chemical and spectroscoiaracterization in humic acids
extracted from soils (AH1-Red-Yellow Latosols (OXs); AH2-Haplic Chernosol and AH3-
Haplic Organosols (Histosols)) (Experiment 1) toifyethe difference between these humic
acids. Subsequently an experiment was performeggiirent 2), to evaluate the parameters
of growth of transformed roots of sweet ba€lcimum basilicuni.) treated with the humic
acids extracted from different soils and with sodinitroprusside (SNP) as a donor of nitric
oxide (NO) at doses of 0, 1, 2, 3, 4 and 5 mM Carbband 0, 0.1, 10, 50, 100 and 200 pM
SNP L medium, respectively, with assessments conduotélaei assembly, 5 and 15 days of
experiment. It was found that the dose of carboManT for the humic acids and the dose of
100 uM SNP [ (nitric oxide) were the doses provided the bespoeses in growth
parameters. With the results of this study were mhealitwo more tests, the first (Experiment
3), to evaluate the nitrogen metabolism, the respemf proton pumps, catalase activity and
NO histolocalization and reactive oxygen specie®%Rin vivo in roots transformed basil,
collected at 5 and 15 days after installation efeikperiment. The second trial (Experiment 4)
was to evaluate the NO and ROS histolocalizatiorvivo, and the activity of important
enzymes involved in the growth and nutrient uptale] this essay collected six hours after
treatment. The roots were treated with two conegioins of nitrate, a low dosage of N-NO3-
(0.5 mM) and high (5.0 mM) were added in which thieactive substances (AH3-3mM
Carbon [ and 100 pM SNP D). In all parameters evaluated root growth, thattrents with
humic acid and nitric oxide showed higher growtrmpared to control. Moreover, the
evaluation of the parameters of nitrogen metabolisnthe two tested doses of N-NO
bioactive substances provided with increased enzwuogvities and nutrient content,
compared to controls, especially at the lower doséN-NOs'. It is a consensus among
scientists that the bioactivity of humic acid isinta related to the presence of molecules
similar to auxin and possibly other hormones. Tleaegation of nitric oxide in plants is
related to root growth and this growth can be ptediby endogenous production of auxin by
application of synthetic auxin analogs or applmatof humic acids. Thus the signaling of
nitric oxide may be related to the bioactivity afrhic acids. These effects were evidenced by
the increase of root growth, uptake N-NOf -activation of H-ATPase plasma membrane in
transformed roots of basil. Similarly, we observecreased activity of catalase, an enzyme
related to root growth, by providing the dismutatiof hydrogen peroxide produced in the
processes of cell differentiation and expansiowels as to detect ROS in vivo, increased in
treatments with bioactive substances. With thelt®su this thesis can give the use of humic
acids may serve as a biotechnological tool in treElpction of biofertilizers fertilizers, for
growing plants in soils of low fertility and alss aomponents in the production of inoculants
of beneficial microorganisms.

Keywords: Humic Acid, Reactive Oxygen Species, Nitric Oxide
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1 INTRODUCAO

Grande parte das pesquisas com plantas se coneemteatudos apenas de sua parte
aérea. Isso é surpreendente uma vez considerag@dancia das raizes na sustentacao fisica
de plantas, na absorcdo de nutrientes e agua, anteacdes planta-microrganismos.
DAVIDSON (1978), hd mais de trés décadas menciosavasurpreendente a existéncia de
tdo poucos dados relacionados a pesquisas sobes.rai

Entretanto essa perspectiva foi mudada com o aoh\dmtbiotecnologia, na qual a
cultura de raizes isoladas de plantas e a prodig@aizes transformadas geneticamente, pela
possibilidade da transferéncia de DNA das bactéoagénerddgrobacteriumpara as plantas,
ampliaram as areas de estudo com raizes (GUILLO&. é2006). Estes estudos tornam-se
importantes a medida que o conhecimento geradoitgeater mais entendimento sobre o
metabolismo vegetal na nutricdo mineral de plaetasias aplicacdes nas diversas areas do
conhecimento.

De todos os elementos minerais requeridos pelagtaglao nitrogénio € um dos
necessarios em maiores quantidades e o que mgigfitemente limita o crescimento. O
nitrogénio pode estar presente no solo como am@\iity’), nitrato (NQ), aminoacidos,
peptideos sollveis e outras formas complexas imeisll No entanto, este nutriente é
absorvido principalmente na forma inorganica comOsNou NH," através do sistema
radicular. O nitrogénio é um constituinte minerakgse integra a compostos de carbono,
dando origem a diversas proteinas estruturaispaaidcléicos, aminoacidos, nucleotideos,
coenzimas e hormonios vegetais e muitos outros goanes celulares importantes, como as
membranas. Portanto, a deficiéncia desse nutripote implicar em decréscimo do
crescimento vegetativo e rendimento nos cultivosl{T& ZEIGER, 2004; WILLIAMS &
MILLER, 2001).

As plantas adquirem NOda solu¢do do solo ou do meio de cultura, absdosen
através de transportadores especificos localizadomembrana plasmatica das células da
epiderme e do cortex da raiz. Uma vez no interaicélula, o N@ pode ser reduzido ou
estocado no vacuolo. O primeiro passo na redugéaligado no citossol pela enzima nitrato
redutase (NR) produzindo nitrito, que entra no tpd@® (cloroplasto na parte aérea) e é
reduzido a N pela enzima nitrito redutase (NiR). O NH transformado pelo sistema
GS/GOGAT em aminoacidos (glutamina/ glutamato) sgrgem como substrato para reacoes
de transaminacao para produzir outros aminoacid&CHNER, 2000).

Os estudos do metabolismo de nitrogénio em plargéas sendo desenvolvidos em
diferentes espécies vegetais com diversos objetiazscomo: formas de N mais absorvidas;
como as diferentes fontes de N sdo assimiladag gea&nzimas envolvidas na assimilacao; a
localizagéo de cada uma dessas; os fatores quencfam na atividade de cada enzima; os
mecanismos que desencadeiam esses processos oukrmse

As substancias humicas desempenham um papel imfmrta qualidade dos sistemas
agricolas, pois interferem na disponibilidade dérientes para as plantas, sdo fontes de
energia para os microrganismos do solo, influenaanmaneira decisiva nas caracteristicas
quimicas, fisicas e bioldgicas do solo (MIELNICZUIQ99) e exercem efeitos diretos sobre
o desenvolvimento das plantas (STEVENSON & COLB9)9

A relacao entre estrutura e funcéo das substahdimscas € hoje objeto de crescente
interesse nas pesquisas e cada vez mais sadoddasizaétodos precisos de analise quimica
estrutural para tentar melhor compreender suasipdamles (CANELLAS, 1999) e os efeitos
diretos de sua composi¢ao no desenvolvimento dasgsl.

As substancias humicas, em particular os acidosdognséo absorvidas pelas raizes e
translocadas para a parte aérea das plantas, poddificar ativamente o seu metabolismo
(VAUGHAN & MALCOM, 1985; MUSCOLO & NARDI, 1999). Efms substancias podem



apresentar funcdo hormonal, tal como a de auxifaLITAGNOLA & NARDI, 1987;
NARDI et al., 1988), também pode induzir modificagmo genoma estimulando a expressao
de alguns genes (ATTINA et al., 1992). Pinton et{H#99) mostraram que o &acido himico
estimulou a extrusao de prétons (vanadato-sensitrelyés das raizes, embora este aumento
aparecesse somente apés 2 - 4 h de incubacao.efeste tem sido interpretado como
consequiéncia de um estimulo direto do acido himicbombeamento de prétons pela H
ATPase (préton ATPase de membrana plasmatica).cldesahumicos também poderiam
estimular a atividade de'FATPase de isolados da membrana plasmatica (VARANtNI.,
1993), determinando assim, um aumento no gradietdge protons de substancias
eletroquimicas, e que poderiam ser, pelo menos anme, presponsaveis pelo estimulo da
absorcéao do anion NO(PINTON et al., 1999).

Nos ultimos anos, o 6xido nitrico (NO) vem se demtdo como importante molécula
sinalizadora para o0s vegetais, atuando em divergaxessos de crescimento e
desenvolvimento, bem como nas respostas de defesstresses bidticos ou abioticos
(LAMATTINA et al., 2003; NEILL et al., 2007). O N@ um gas reativo, facilmente formado
e rapidamente difundido em um sistema bioldgico. mMetabolismo celular existe um
paradoxo em relacdo ao NO, isto porque este géasaiadr como oxidante (altamente tdxico)
ou como antioxidante (efeito protetor). Estes es@rado demonstrados dependendo da
condicdo celular e da concentracdo do gas present®lula, ou seja, esta molécula atua
como sinalizadora no metabolismo vegetal.

Em situacfes que as espécies reativas de oxigamipredominantes, o NO pode atuar
na regulacado da homeostase celular, proporcionafeito antioxidante. Ele pode atuar como
um sinalizador contra o dano oxidativo e conseaerdrte celular (BELIGNI et al., 2006),
desta forma previne-se a apoptose. Essa moléadanat controle do crescimento de raizes
(GOUVEA et al., 1997; PAGNUSSAT et al., 2004), marginacdo de sementes (KEELEY &
FOTHERINGHAM, 1997), na extensao foliar (LESHEM &ARAMATY, 1996), na
fotomorfogénese (PAGNUSSAT et al., 2003), na ligagdo da parede celular (FERRER &
ROS-BARCELO, 1999), na diferenciacio de célulagittona (GABALDON et al., 2005) e
na senescéncia de folhas e maturacdo dos frutoSHEEM & HARAMATY, 1996).
ROCKEL et al. (2002) observaram que a regulacaprdducao de NO era modulada pela
atividade da nitrato redutase (NR), mostrando gs& eistema tem interacdo com a
fotossintese e metabolismo vegetal, sinalizandontesdéioquimicos.

A partir das evidéncias cientificas do efeito beéflo acido humico e do O6xido
nitrico, surgiram algumas hipoteses de trabalhis, ¢amo que, as raizes transformadas,
dependendo das condi¢des de cultivo e da doseNi®;\poderiam apresentar crescimento e
metabolismo diferenciado, influenciado pela qualelada matéria organica, através dos
acidos himicos, assim como da molécula sinaliza@aido Nitrico. Essas substancias atuam
no crescimento e metabolismo das raizes das platgpendendo de sua concentragcdo no
meio de cultivo. Este efeito pode estar sendo efditio pela sinalizacdo auxinica por estas
moléculas e a presenca destes compostos no meidit® podem favorecer o crescimento
de raizes transformadas, através do transportendedecorrente de uma maior atividade das
bombas de prétons (HFATPases de membrana plasmaética e do tonoplasto).

Neste trabalho os objetivos foram: isolar, quasdifie caracterizar quimicamente o0s
acidos humicos de trés solos do Estado do Rio deirda monitorando os parametros de
crescimento, de acordo com a dose dos diferenigssacimicos e aplicacdo de éxido nitrico
nas raizes transformadas ao longo do tempo, assira avaliar o metabolismo de nitrogénio
e a atividade das bombas de prétons e atividadeatidase em raizes transformadas, na
presenca de acidos humicos e o6xido nitrico em doass de nitrato no meio de cultivo.
Também foi realizada a histolocalizacg#o vivo de Oxido nitrico e espécies reativas de



oxigénio apos o tratamento com acido humico e pitresiato de sédio como doador de NO,
nas doses de NQestudadas.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1. Raizes transformadas

Ha mais trés décadas Davidson (1978) mencionavauspreendente a existéncia de
tdo poucos dados relacionados a pesquisas sobes.r&f maior parte das pesquisas com
plantas se concentra em estudos apenas de suaapeete ISso € surpreendente uma vez
considerada sua importancia da raiz na sustenfesjéa de plantas, na absorcdo de nutrientes
e agua, e nas interacdes planta-microrganismosetento essa perspectiva foi mudada com o
advento da biotecnologia vegetal.

O dominio da cultura de 6rgaos e tecidos de plaatasmportancia crucial. A cultura
in vitro compreende a cultura de células, tecidos ou érgiosondicdes de assepsia, em um
meio de cultura, sob condicbes axénicas, sendsséta periodicamente a manipulacao das
culturas (repicagem e troca de meio de culturad pamanutencdo das condi¢ces minimas
requeridas pelo explante (BERBARA & FONSECA, 1996).

Dentre as areas de aplicacao biotecnoldgica, tecorse exemplo a cultura de raizes,
gue se apresenta mais vantajosa do que a cultwaaiee suspensédo celular, no que se refere
a producdo de moléculas bioativas. A dependénceugima exdgena, grande quantidade de
indculo requerido para crescimento adequado, rai@espoucas ramificacdes, e em muitos
casos rendimentos de metabdlitos inferiores aggaie planta inteira sdo algumas das
desvantagens desse tipo de cultura, assim comonasaia laborioso dessa parte vegetal
(CANTO-CANCHE & LOYOLA-VARGAS, 1999).

Uma estratégia alternativa a cultura de raizes aistrdevido as suas desvantagens, é
a cultura de raizes transformadas geneticamenddry( roots, raizes em cabelejra
promovidas via infeccao pela bactédgrobacteriunrhizogenesuma bactéria gram negativa
de solo, capaz de promover a proliferacdo excedgivaizes em cabeleira de um hospedeiro.

O processo infeccioso ocorre com a transferéndigtegracdo de um segmento de
DNA de transferéncia (T-DNA) do plasmideo bactesiimdutor de raizes — Ri) ao genoma
da célula do hospedeiro (FLORES, 1992). O vegetatiado passa entdo a produzir enzimas
responsaveis pela sintese de opinas, que saadatizpelaAgrobacteriumcomo fonte de
energia, e de horménios que alteram a producacsensibilidade das células vegetais a
auxinas provocando um desbalanco no metabolisnutacgjue passam, entdo, a se propagar
desordenadamente, induzindo alta proliferacdo idesadventicias de rapido crescimento na
regiao de infeccao.

Segundo Godwin e colaboradores (1992), a utilizag@dA. rhizogenesoferece
vantagens sob varios aspectos:

= Nos vegetais, a competéncia para formagédo de rathesticias normalmente é

maior que aquela observada para a formacdo de gerpastir de tecidos nao
meristematicos;

= As raizes transgénicas hfliry roots) sao clones celulares, reduzindo a

possibilidade de ocorréncia de plantas quiméricas;

= O cultivo das raizes isoladas é feito em meio diureu sem a adicdo de

reguladores de crescimento, permitindo uma selep&via dos clones
transformados e tornando o processo menos oneroso;

= As culturas de raizes isoladas podem ser mantidas npuitos meses,

permanecendo 0 crescimento vigoroso caracteristico;

= Tomando as raizes por objeto de estudo, podentiados sistemas extremamente

funcionais para a producdo de metabdlitos, obtedgiplantas adequadas para
uUso como porta-enxerto e para a investigacdo dexmsnos de resisténcia a
patogenos de solo e metais, como o aluminio;



* Protocolos de transformacdo simples e rapidos podsn facilmente
estabelecidos.
Os estudos com culturas de raizes transformadasicgmente tornam-se importantes
a medida que o conhecimento gerado permite obter reatendimento sobre a absorcao de
nutrientes na nutricdo de plantas e producédo déaulals bioativas de interesse (SANTIAGO
et al., 2000).

2.2 Absorcao de Nutrientes pelas Células Vegetais

As células vegetais possuem uma membrana plasmdtieasepara 0 ambiente
interno, relativamente constante, do entorno, atden variavel que, além de formar uma
barreira hidrofobica a difuséo, tem a funcao ddiface regular continuamente o transito de
ions e moléculas selecionados para dentro e pesa @®mesmo é valido para membranas
internas, as quais separam os diversos comparometgntro de cada célula (TAIZ e
ZEIGER, 2004).

Os sistemas de transporte presentes nas biomeralpadam ser divididos em dois
grupos: os sistemas primarios, que compreendem dmmglbtrogénicas ou eletroneutras, que
sdo capazes de gerar um gradiente eletroquimid¢@asportarem ions contra um gradiente
de concentragdo, utilizando-se da energia libersd@uebra de ligagbes covalentes; e os
sistemas secundarios, desempenhados por canaggadmaes ou transportadores, nos quais o
transporte de ions através da membrana ndo engokkra de ligacdes covalentes, mas
depende do desequilibrio de cargagp#l gerado na membrana pelos sistemas primarios
(LOGAN et al., 1997).

A absorcéo de ions nas membranas bioldgicas ocecessariamente através de sitios
especificos, de origem protéica (proteinas integiai membrana), que permite a passagem
dos ions do meio externo para o interior das cl(FH&ERNANDES & SOUZA, 2006). Estas
proteinas integrais de membrana formam os trésnsést que atuam no transporte de ions,
segundo Fernandes & Souza (2006):

 Bombas ibnicas: atuam no transporte unidirecional ions (uniporte) e estéao
acopladas a sistemas geradores de energia. A datiecie transporte destas bombas
idnicas sdo de 100 ions.s

» Transportadores de ions: podem ser tanto unidiraigquniporte), e quanto atuar na
troca de uma espécie idnica por outra (antipodig)ainda, no transporte simultaneo
de ions (simporte). Geram mudancas conformaciodaiante o transporte, cuja

velocidade pode variar de 300 a 1000 ichs s

« Canais idnicos: apresentam alta velocidade depoatesde fons, na ordem de®%0

10 ions &. Transportam apenas a favor de gradientes degiatetetroquimico.

Os transportadores de ions podem transportar fcaeea da plasmalema a favor de
um gradiente de potencial eletroquimico denomirteatisporte passivo, sem troca por outra
espécie ibnica de mesma carga (uniporte), ou pewritoca de uma espécie ibnica de cargas
opostas (antiporte). Estes transportadores podernéta fazer o transporte ativo de ions, ou
seja, contra um gradiente de potencial eletroquingm sistemas de co-transporte (simporte),
em que o ion a ser transportado (cation ou aniotma éa célula contra o seu gradiente de
potencial eletroquimico, sendo que a energia nadaspara esse processo é obtida com a
entrada simultdnea de um outro ion, que entra arfde seu gradiente de potencial
eletroquimico (FERNANDES & SOUZA, 2006).

Nas plantas, o transporte passivo por canais érpmeate numa série de adaptacdes
rapidas para condicionar as flutuacdes abidticaspleendo ajuste de turgor, regulacéo da
abertura dos estdbmatos, e estabilizacdo do poteseianembrana (SCHROEDER et al.,
1995), entdo nao é surpreendente que hormonios,fitalbxinas e estresses ambientais
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influenciam o gradiente eletroquimico de protonsng@mbrana plasmatica (SERRANO,

1989). Os papéis homeostaticos da circulacdo Oeatkavés da membrana plasmatica e
vacuolos representam também a manutencéo do pplasioatico, apesar das flutuaces da
acidificacdo do ambiente. Eryrabidopsis Young et al. (1998) verificaram que a maior
expressdo daHATPase permitiu aumento da acidificacao.

As H'-ATPases sdo as principais bombas eletrogénicaporséveis pela
interconversdo da energia quimica, elétrica e los@nnas células de todos os organismos
vivos. Nas membranas das células vegetais, enoniseatrés tipos de ‘HATPases (a B
ATPase da membrana vacuolar-tipo V, & HTPase da membrana plasmatica (tipo P) e a
H*-ATPase das membranas do cloroplasto e da mitoiedadipo F) que se distinguem por
suas estruturas, funcdes, mecanismos de acao w@&vpkada uma representando uma das
trés classes de ATPases translocadoras de c&Datrs. classe de enzimas, as pirofosfatases
(H*-PPases) tém sido caracterizadas, tanto em niwgluiohico quanto molecular, e,
atualmente, sédo consideradas como um grupo de amtranslocadoras capazes de acoplar a
hidrolise do pirofosfato inorganico a translocaci&oprétons através do tonoplasto (REA et
al., 1992).

As bombas de protons sado proteinas abundantesdmuesmparadas a outros
transportadores de membrana. Esta abundanciaerefletia baixa taxa de transporte. Cada
bomba de prétons pode representar, na realidadd, de5% da proteina purificada da
membrana. As bombas de préton primarias dependenendgagia metabdlica obtida
diretamente da hidrolise de adenosina trifosfafbR)A e podem ser analisadas através de suas
atividades hidrolitica de ATP, que podem ser medaurem diferentes meios, inclusive a
determinacdo de adenosina difosfato (ADP) acopéadenzimas (PULLMAN et al., 1960),
medindo a liberacdo d&P [hidrélise dey-*P] ATP (MARTINS & DE MEIS, 1985), ou
atraves de reacOes colorimétricas (DEBRUYNE, 198B)itos processos metabolicos que
requerem energia se acoplam ao processo enzintitidrolise de ATP para ADP com a
liberacao de ortofosfatos livres (Pi) (SZE et H9.99).

2.2.1 Absorcao e Assimilacdo de Nitrato em Raizes

A absorcao de nitrato (N € um processo ativo, que ocorre contra um grésliee
potencial eletroquimico, e precisa da geracao dgnawliente de préton atraves da membrana
plasmatica, sendo, portanto dependente da atividadebombas de préton (P-ATPase)
dessas membranas (GLASS et al.,, 1992). A absorgdonittato € realizada por
transportadores de alta e baixa afinidade, quecsdilicados por uma familia multigénica.
Alguns dos transportadores de nitrato sdo constiit enquanto outros séo induzidos pelo
NO;s. Altos conteudos de NO na parte aérea sao positivamente correlacionados a
absorcao de Ne com os niveis de mRNA para transportadorestdeafhidade, sugerindo
que altos influxos de NfOséo devido ao aumento na expressao dos transpasad

Quando ocorre a assimilagdo do nitrogénio nassa&mainoacidos séo transportados
para as folhas maduras via fluxo transpiratoridg pdema (MARSCHNER et al., 1997). O
nitrogénio também pode ser transportado atravéseatabrana plasmatica de certas células,
em outras formas tais como peptideos menores (HEIbt al., 1994), bases purinicas e
pirimidinicas e seus derivados (GILLISSEN et a00@).

O NOs é considerado a mais importante fonte de N mingsed o crescimento de
plantas em solos aerdbicos. As plantas adquirem 88Dsolucdo do solo, absorvendo-o
através de transportadores especificos localizadomembrana plasmatica das células da
epiderme e do cortex da raiz. Uma vez no intereorcélula, o N® pode ser reduzido ou
estocado no vacuolo. O primeiro passo na redug@&al&ado no citossol pela NR (nitrato
redutase) produzindo nitrito, que entra nos plassdcloroplasto na parte aérea) e é reduzido
a NH,;" pela NiR (nitrito redutase). O amonio ¢ fixado psistema enzimatico GS/IGOGAT

6



em aminoacidos (glutamina/glutamato) os quais seregemo substrato para reacOes de
transaminacgdo para produzir todos os outros anmighmgprotéicos (TISCHNER, 2000).

2.2.2 Bombas eletrogénicas
2.2.2.1 P H-ATPase

A enzima H-ATPase de membrana plasmatica (PATPase) de plantas desempenha
funcdes chave na fisiologia das plantas superiosedo ATP como fonte de energia. Essa
enzima bombeia prétons através da membrana plasdii citoplasma para o exterior da
célula (apoplasto), a 'HATPase caracteriza-se por assumir dois estado®rowecionais
designados E1 e E2 (SERRANO, 1989), sendo formadaip Unico polipeptideo, de 100
KDa, que é ativo nas formas monomérica e homodaaé® mondmero tem 10 dominios
transmembranares e uma grande alca hidrofilicaendot a regido de ligagdo do ATP. As
ATPases de membrana plasmatica séo inibidas pmrasvadato (kWO,4), que compete com
o fosfato (SZE et al., 1999) e por complexos deréito de aluminio (FACANHA & DE
MEIS, 1995).

A H*-ATPase da membrana plasmatica de plantas tambdicigeaem outras fungdes
essenciais para o crescimento normal da planta @rmativacdo do sistema de transporte
secundéario (MORSOMME & BOUTRY, 1999), tolerancissadinidade (BRESSAN et al.,
1998), regulacdo do pH intracelular (KURKDJIAN, 898expansdo celular (RAYLE &
CLELAND, 1992; COSGROVE, 1997), abertura dos estosi@ enchimento do floema
(CAMONI et al., 2000; PALMGREN, 2001).

A dependéncia da HATPase de acordo com o pH foi demonstrado em ensai
vitro e varia de acordo com o tipo de isoforma (LUOL.etl@99) ou com o estado de ativacao
da H-ATPase. Seu papel na manutencdo do pH e no cmesicincelular vem sendo
discutido, mas ndo esta claro como &ATPase estd envolvida na regulagdo do pH
intracelular, que permanece constante entre pld 7,2 durante todo o crescimento da planta
(KURKDJIAN, 1989).

Esta enzima é regulada pela concentracdo de siwb&BP) e temperatura (SZE et
al., 1999). Moléculas individuais de’tATPase podem ser reversivelmente ativadas ou
desativadas em resposta a uma variedade de diaigissomo luz, hormonios, ataque de
patdégenos, dentre outros. Esse tipo de regulag@&déado por um especializado dominio alto
inibitério da regido C-terminal da cadeia polipdm#, a qual age como uma valvula,
regulando a atividade da bomba de protons (TAIEESER, 2004).

O pH otimo para a HATPase é levemente abaixo de 7,0. Isto provoca uma
acidificacdo do citosol e leva a ativacdo daATPase, aumentando a extruséo de proétons e,
consequentemente, a manutencao do citosol alalinitMORSOMME & BOUTRY, 2000;
FELLE, 1996). Concomitante a este processo, o@midificacdo do meio externo o que leva
ao inicio do processo de expansao celular (RAYLEISELAND, 1992), um mecanismo
conhecido por teoria do crescimento acido, que detar associado a ativacdo daATPase
pelo hormoénio auxina através de um mecanismo ahbdeuro (SZE, 1985; MORSOMME &
BOUTRY, 2000).

Importante progresso foi alcancado relativo a ifleatdo e organizacdo dos genes
das H-ATPases, sua expressao, e também, a cinéticegutacao individual das isoformas
de H-ATPases (MICHELET & BOUTRY, 1995). Molecularmentggora esta claro que as
H*-ATPases séo codificadas por uma familia de apracéimente 10 genes (MORSOMME
& BOUTRY, 1999).

2.2.2.2V H-ATPase

O vacuolo é a maior organela da maioria das célidgstais, podendo compreender
mais de 90% do espaco intracelular de uma céluduraa(TAIZ & ZEIGER, 2004). No
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tonoplasto encontram-se duas diferentes bombasttenp, uma HATPase do tipo V e uma
préton-pirofosfatase (HPPase) ligadas & membrana (REA et al., 1992). Amabaenzimas
sdo capazes de gerar um gradiente eletroquimigradens no tonoplasto pela hidrélise de
ATP ou de PPi, os quais sdo utilizados para er@rgiazranslocacao de solutos (como ions
inorganicos, acucares e acidos organicos) do esopd para o interior do vacuolo, criando
um potencial de membrana vacuolar de +30mV e de forga proton-motriz para o
transporte de solutos no tonoplasto (SZE et al991¥FACANHA & DE MEIS, 1998;
RATAJCZAK, 2000).

A H*-ATPase vacuolar (V-HATPase) € um complexo de pelo menos 10 subunidades
e esta localizadas em compartimentos funcionalmeistentos dentro da célula. Assim, o
regulacio da expressido de genes das-¥FPase, sintese e ativagdo da enzima, e ativacio
poderia ser consideravelmente mais complexo do ggra a H-ATPase da membrana
plasmatica.

A ATPase de tonoplasto, que possui um peso moleddaaproximadamente 730
kDa, consiste de varias subunidades polipeptidiaasguais estdo localizadas em dois
dominios maiores, um dominio globular na perifeldamembrana (Y, contendo o sitio de
ligacdo nucleotidica, e um dominio integral da meméa (\4), contendo o canal de préton
(RATAJCZAK, 2000).

Essas enzimas séo estimuladas por anions, conooedosle, especificamente, inibidas
por nitrato, bafilomicina A1 e concanamicina, e @od também, ser inibidas pelo ADP, que
compete com o ATP pelo sitio catalitico. Entretasfm insensiveis ao inibidor da ATPase de
membrana plasmatica (ortovanadato) e ao inibidoA@Rase do tilacéide e da membrana
mitocondrial (azida). Outros diferentes mecanisnessdo envolvidos na regulacdo da
atividade dessas enzimas, tais como: fosforilag@osdbunidades da ATPase do tonoplasto,
modificacbes do estado redox da enzima por oxidagdeducdo de grupos sulfridilas
essenciais, presentes nas subunidades A e B dasATéa tonoplasto. Mudancas na
disponibilidade do substrato Mg-ATP-2 no citoplasenas fosfolipideos presentes na fase
cristalina liquida do tonoplasto sdo importantesapa regulacdo, o que mostra a
complexidade dos mecanismos regulatérios da atleiddessas enzimas (RATAJCZAK,
2000).

A distribuicdo onipresente de bombas V-ATPase em células eucaridticas indica
que, essencialmente, a sua funcao vai além daieagdg iOnica e do fluxo metabdlico. A
acidificacdo das vesiculas pode ser um componeritieocna ligagdo de receptores e
obrigatoriamente na dissociagao de interacdesipestgoteina. (MATSUOKA et al., 1997).

Estudos tém sugerido que mudancas nas funcfes marare plasmatica de células
das raizes estdo primariamente envolvidas em ditsdipos de estresses. Quando a planta
sofre estresse h& reducdes na atividade das ATBaseembrana plasmatica (ANH et al.,
2001) e, alguns dados evidenciam aumentos naglades de HATPase e F-PPase
vacuolares (KASAI et al., 1992). A'"HATPase vacuolar é uma enzima que pode ser ativada
em resposta a distarbios nutricionais e cuja espesias membranas pode ser regulada por
condicbes ambientais e de desenvolvimento, quendegr como mecanismos de percepgao
de injarias, assim como na detoxificacdo de m@egsdos (DIETZ et al., 2001).

2.2.2.3 H-PPase

A H*-PPase vacuolar é a principal enzima capaz de lis@gro(pirofosfato) PPi
presente nas membranas microssomais, 0 estimuéovalde® deve estar relacionado com a
ativacdo desta enzimas induzidas pelas concengragdécido humico (RAMOS et al., 2005).
Nas plantas em diversas condi¢cdes fisiologicas estlesse, o pirofosfato pode assumir o
papel de doador de energia metabdlica da célullrTST998). No tonoplasto, a’HPPase é
funcional na energizacdo dos sistemas de transgedandario da membrana vacuolar,
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atuando também no controle da homeostase citopli@sm@m sincronismo com a V-ATPase
de tonoplasto e com a' ¥ TPase de plasmalema (REA et al.,1992; SZE e1999).

Em sistema vegetais, o PPi tem sido consideradsubstrato alternativo ao ATP
podendo ativar o metabolismo em condi¢des de sstetergético, quando ocorre a deplecao
dos niveis de ATP citosolico (STITT, 1998). Umadtgse recente descreve um possivel
acoplamento entre as duas bombas de prétons veesiotande o gradiente eletroquimico
gerado pela HPPase energizaria a reversio do ciclo cataliacH édATPase, favorecendo a
sintese de ATP (FACANHA & DE MEIS, 1998; FACANHA, &., 2005).

2.3 Hormonios Vegetais

O desenvolvimento vegetal é influenciado tanto faiores externos, como luz,
temperatura, gravidade, 4gua, como por fatoremimge provenientes de moléculas organicas
gque atuam como mensageiros quimicos altamente iBspecdenominados horménios
(DAVIES, 1995). O termo horménio originou-se de@p,horman que significa estimulo
(mensageiro quimico) (RAVEN et al., 2001). Os hanimé vegetais sdo substancias
organicas de ocorréncia natural, ativas em quatgglaninimas (< 1,0 uM), sintetizadas em
determinadas partes do vegetal e transportadasoptias, induzindo efeitos especificos no
crescimento e desenvolvimento das plantas (IVANCEBBNt al., 2008).

Porém nem todo estimulo ao crescimento ou desamamho vegetal pode ser
atribuido a um horménio, uma vez que fons inorgAnitais como Ke C&', também
induzem eventos importantes e ndo sédo considefamosonios, pois ndo sao sintetizados
pela planta (BERNIER et al., 1993).

Os hormonios vegetais classicos sdo agrupadosodéoacom o efeito produzido nas
plantas em: auxinas, giberelinas, citocininas, @Gaidscisico e o etileno (IVANCHENCO et
al., 2008). Outros compostos como 0s brassinoédés,cos jasmonatos, o acido salicilico, as
poliaminas (SANTA-CATARINA et al., 2004; TUN et al2006) e o oOxido nitrico
(CORREA-ARAGUNDE et al., 2004) podem também sersabgrados horménios vegetais,
embora ndo se tenham definido se eles apresenggtimsedm todas as plantas (RAVEN et al.,
2001). Diversos autores que relacionam os efeit@ssdibstancias humicas com a acao de
fitorménios, descrevendo, principalmente, a atidelaemelhante a das auxinas (GUMINSKI,
1968; MUSCOLO et al., 1999; CANELLAS et al., 200QUAGGIOTTI et al., 2004;
NARDI et al., 2005).

2.3.1. Auxinas

Os hormonios vegetais da classe das auxinas ateéemcpalmente em todos os
aspectos relacionados ao desenvolvimento veget@HAMRD et al., 2006), incluindo o
desenvolvimento embrionario e pds-embrionario, totfopismo e o gravitropismo, a
dominancia apical e a formacao de raizes lateraitventicias (MACDONALD, 1997).

A forma mais comum de auxina presente nas plantasaéido indol-3-il-acético
(AIA), sendo ativa em concentracdes extremamernk@baAlém do AlA, existem mais de 50
analogos naturais e sintéticos diferentes que patgmessar a atividade bioldgica da auxina
(BERTOSA et al., 2003).

Quando se faz a comparacdo entre os compostosoggegm atividade de auxina
observa-se que em pH neutro, eles apresentam urga darga negativa sobre o grupo
carboxilato da cadeia lateral e esta separadamaroarga positiva na estrutura do anel, por
uma distancia de cerca de 0,5 nm (PORTER & THIMANBIGS5; Farrimond et al., 1978).
Esta separacdo de cargas € um requisito estreggahcial para a atividade de auxina. Dessa
forma, verificou-se que, o anel inddlico néo erseesial para a atividade, apesar de um anel
aromatico ou aromatico fundido em um intervalo deedminado tamanho fosse necessario.
Edgerton e colaboradores (1994) propuseram um ctinjde requisitos para validacdo da

9



atividade de moléculas de auxinas, com base endassile ligacdo de varios analogos de
auxina, com uma proteina, denominada proteina gfgdb da auxina (ABP1), que é o
receptor da auxina. Seu modelo define trés regé@@senciais do sitio de ligacdo: uma
plataforma aromatica planar do anel de ligacaositio de ligagdo acido carboxilico, e uma
regiao de transicdo hidrofobica que separa oslocass de ligacao.

2.3.2. Sintese de AIA

As vias de crescimento e desenvolvimento adota€las pecidos das plantas podem
ser determinadas pela sensibilidade das célulagiaaa pela concentracdo de auxina ativa e
pelas concentracdes relativas de outros horméwoauxina € prontamente conjugada a
outras moléculas na planta, produzindo conjugades mpdem reter ou perder a atividade
auxinica (LJUNG et al., 2005). A conjugacédo e aloalismo podem diminuir os niveis de
auxina ativa nas ceélulas. Dessa forma, a sintesaode e a hidrélise dos conjugados
contribuem para a regulagédo dos niveis do hormé@miina nas células, e para aumento dos
niveis de auxina ativa (WOODWARD et al.,, 2007). ittese de auxina nao € restrita a
tecidos jovens da parte aérea, mas também ocosreecidos radiculares, particularmente no
meristema apical da raiz primaria (WOODWARD & BARTR005). Auxina é sintetizada a
partir do indol através de vias dependente e intbgrde do aminodacido triptofano, que é
resumidamente demonstrada na (Figura 1).

COOH
Via dependente COOH
NH
O e O 2 S
N Varias etapas N  Vérias etapas N
H H H
Indol Triptofano Acido indol-3-il-acético (AIA)

~
~ l’
“\ "
-~ -
-

~

Ll I

Via independente

Figura 1. Resumo das vias de sintese do &cido inéoll-acético, dependente e
independente do triptofano.

2.3.3. Transporte de Auxinas

Importancia fundamental de auxina no crescimendesenvolvimento das plantas é
dada pelo seu transporte polar, que é unidirecitraalipeto em caules e folhas e acropeto nas
raizes), sendo este fator determinante nos pracedscexpansdo - alongamento celular,
divisdo e diferenciacéo celular, entre outros msecs (LEYSER, 2006).

A teoria mais aceita sobre o transporte de auX@reaseoria quimiosmotica (Figura 2),
que considera que tanto a entrada quanto a saiddAdeas células dependem de um
gradiente eletroquimico favoravel entre o apoplasma citoplasma da célula vegetal
(CASIMIRO et al., 2003).

Por apresentar caracteristicas lipofilicas e se@aadiaio fraco, o AIA pode existir nas
formas anibnica ou protonada, dependendo do pH adospartimentos celulares. Por
exemplo, no apoplasto o pH esta em torno de 5@ueogarante o predominio da forma
protonada (mais lipofilica que a forma aniénicagrnpitindo assim que nessas condi¢des 0
AIA protonado penetre mais facilmente através danbrana plasmatica, difundindo-se a
favor de um gradiente de concentracdo, entrandcehda. No citoplasma sado encontrados
valores de pH em torno de 7, ocasionando o predonda forma desprotonada. Essa
diferenca de pH entre o apoplasto e o citoplasm@éamnao gradiente de concentracdo de AlA
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protonado, estimulando a entrada continua desswfde AIA na célula. Com isso ocorre um
acumulo da forma dissociada no interior da célutés essa forma néo se difunde facilmente
na membrana. Ja a saida do AIA desprotonado acdmal#eriormente, segue para a célula
adjacente através da membrana plasmatica, o caeoeetido pelo potencial de membrana,
pois 0 meio extracelular esta positildARCHANT et al., 2002; OKADA et al., 1991).
Dessa maneira ocorre o transporte polar de AlAspedulas. Para prevenir o acimulo de
prétons no citoplasma e manter um potencial de mamabfavoravel, enzimas localizadas na
membrana plasmatica, denominadas de\FPases, fazem o bombeamento de prétons para o
apoplasto, mantendo a eletrogenicidade desse com@ato(REINHART et al., 2003).

O transporte de auxina também pode ser realizadoppmeinas transportadoras.
Pesquisas com plantas mutantesAdabidopsisthaliana com fenétipos alterados (FRIML et
al., 2004) demonstraram a existéncia de proteirasspgortadoras de AIA na membrana
plasmatica. Esse transporte utiliza um mecanismpaite de prétons e AlA protonado, além
disso, nessas plantas o gewel codifica uma proteina (AUX1), carregando essasouths
(LEYSER, 2006). A saida do AIA desprotonado é peala por outros tipos de proteinas
transportadoras. O gradiente de auxina é dependentaoteina PIN1RINformed) que
promove o efluxo deste horménio. As plantas mutapie sdo defectivas na producdo de
raizes laterais (BENKOVA et al., 2003). Geldnerotaboradores, 2001 demonstraram que
guando o trafego de vesiculas contendo proteind4 Blblogueado a formacédo de raizes
laterais € inibida.
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Figura 2. Teoria quimiosmética, demonstrando o trasporte passivo e ativo de auxina
nos compartimentos celulares (Adaptado de Davies995).

11



2.3.4. Teoria do Crescimento Acido

Em plantas, o crescimento em tamanho das célulasmeistematicas pode ser
caracterizado por um aumento irreversivel de sexima& podendo ser uma expansao, quando
ocorrido em duas ou trés dimensdes, ou alongamgnémdo esse aumento se da em apenas
em uma direcdo (comprimento, por exemplo). Muita®res afetam a taxa de expanséao-
alongamento da célula, tais como a presenca denfittios (auxina, giberelina, citocinina,
entre outros), tipo de célula e idade, ou fatorabiantais, como a disponibilidade de agua,
luz e nutrientes (DAVIES, 1995).

O crescimento celular pode ser ilustrado pela @aeae Mitchell ou teoria do
crescimento acido (Figura 3) que explica como aim@anppromove um aumento da
extensibilidade da parede celular, pela acidifioadad apoplasma, por estimular a célula
competente a exsudar prétons. Essa acidificac@oacima cascata de eventos, promovendo
a ativacdo de enzimas que causam o afrouxamentpadede celular (HAGEN &
GUILFOYLE, 2002). Concomitante a esses processosir® a ativagdo das enzimas$-H
ATPases preexistentes na membrana plasmaticaneeaestle novas HATPases, sendo esses
eventos dependentes de energia, além da sintgeetdénas de parede celular (expansinas)
que catalisam o afrouxamento da parede por atuaesnligacdes de hidrogénio existentes
entre as microfibrilas de celulose e as hemiceado® aumento subseqiiente da extenséo é
obtido por meio da atividade de enzimas hidrolaspgcificas que sédo ativadas em pH acido,
como celulases, hemicelulases, glucanases e pti(@OSGROVE, 1997).

Assim o afrouxamento da parede celular permitesmrgho de agua e nutrientes, e
também outros processos importantes, que propamioa continuidade do crescimento
celular, como a atividade de enzimas relacionadasabiossintese de parede. A auxina pode
induzir a sintese de outros horménios vegetais,ocangiberelina, que também atua no
alongamento celular. O controle no crescimentaadepela interacdo auxina-citocinina é um
exemplo de como a interagdo hormonal pode infl@aenzidesenvolvimento e controle do
desenvolvimento de plantas (ROSS et al., 2000).

O término do crescimento ocorre durante a maturda&melula, aumentando a rigidez
da parede celular.

3- Expansinas em forma de cunha séo ativadas pelo baixo
pH, separando as microfibrilas de celulose das camadas
de polissacarideos. Os polissacarideos expostos entre as
camadas sio mais acessiveis as enzimas de parede

celular

Enzimas da
Parede Celular

4- A clivagem enzimatica dos
polissacarideos permite o
rompimento das microfibrilas.
A extensibilidade da parede é
aumentada, promovendo

Microfibril - R turgor, permitindo a célula a
icrefibrila 2 ‘ |

se expandir.
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MembranaF2rede \
Plasmatica Celular
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Figura 3. Respostas promovidas pela acidificacdo dparede celular e consequente
crescimento das células de plantas, ocasionadas parxina (Adaptado de Raven et al.,
2001).
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2.3.5. Sinalizacao promovida por auxinas

Abordagens moleculares para elucidar acdo da aicémdificaram varios genes que
apresentam um aumento rapido e especifico da &wremm resposta a auxina exdgena
(QUINT & GRAY, 2006). Entre os mais bem caractadas estdo trés familias de genes
(SAURs [Small Auxin-Up RNAs], GH3s e Aux / AlA), gusao induzidos poucos minutos
apos a aplicacdo de auxina. As regifes promotbgagarios genes responsivos a auxina
podem conter um ou mais elementos responsivos ([AekRE), que sdo capazes de conferir
a expressao de genes regulados auxina a repénsirwor (Ulmasov et al., 1995). Muitos
aspectos do processo de sinalizacdo da auxina a#lasdo conhecidos. Existem varias
evidéncias da existéncia de uma proteina receptma AIA no lado externo da membrana
plasmatica conhecida como ABP1 (auxin binding pndtERUCK et al., 1993; NAPIER et
al., 2002). Por outro lado, foi também descritoreceptor intracelular sensivel a presenca de
auxina (CLAUSSEN et al., 1996). YAMAGAMI et al. (20) indicam a via independente de
ABP1 como a mais provavelmente envolvida no coatrdd crescimento em casos de
concentracdes endogenas de AIA. Aléem disso, estedos plantas de tomate mutante
diageotropica (dgt) sugerem ser bastante plauaifehcionalidade de receptores tanto intra
como extracelulares (CHRISTIAN et al., 2003).

A resposta sinalizadora de auxina (Figura 4) selana partir da interacdo deste
fitormbnio com receptores, através dos quais d per@ce ser promovido por diferentes vias
(IVANCHENCO et al., 2008), o que ocasiona a atiwagaé repressédo de genes (ROGG &
BARTEL, 2001). Estas respostas sdo mediadas pamalg familias de receptores: os
codificados pelos genesuxl da familia Aux/AlA (Proteina responsiva_a Awx/proteina
induzida por_Aido Indol Acético), que atuam como reguladores negativos gaesséo
génica, os quais possuem 0s AuxREs (elementos dpoRta a Auina) (NAPIER et al.,
2002). Outros receptores sdo os ARFatdFes de Bsposta a éxina) (WEIJERS et al.,
2005), que sao fatores de transcricdo que se l#&uxRESs nos promotores dos genes de
respostas primérias, desencadeiam a producdo deAmBdhsionando posteriormente, a
resposta fisiologica (REMINGTON et al., 2004; WORLEt al., 2000). Recentemente foi
descoberto outro receptor de auxina, uma proteingd F-box TIR1 (Rsposta denibicdo
de Transporte) (DHARMASIRI et al., 2005). Estudos destoam que a auxina estabiliza a
interacdo entre TIR1 e os Aux/AlA, onde a auxinao@tinuamente necessaria para esse
efeito. Deste modo, a auxina é percebida pelo tecdpR1l que direciona a degradacao das
proteinas repressoras Aux/AlA, liberando os ARRJeoa ubiquitina encaminha a proteina
Aux/AlIA para o proteossomo (CASIMIRO et al., 20BANTNER et al., 2009).

2.4 Substancias Hamicas e Matéria Organica do Solo

No inicio do século 20, Bottomley (1917) publicanaisérie de documentos nos quais
demonstrou que substancias humicas em solu¢cdesnatmentes minerais aumentaram o
crescimento de varias espécies de plantas. Este @uicluiu que as substancias humicas
agiram como hormoénios de crescimento e as chambtaudenones” (do gregorescey.

A matéria organica do solo é de suma importancimocdonte de energia e de
nutrientes para os organismos e para as plantasapecidade de troca de cations e no
tamponamento. Ela participa, também, como agenteertante na agregagdo do solo,
influenciando, diretamente, a retencao de aguarejamento (FELLER & BEARE, 1997).

Para Stevenson e Cole (1999) os constituintes mag@lo solo podem ser reunidos
em dois grandes grupos: | — Nao humificados eHumificados. Os componentes da matéria
organica nao humificada incluem aqueles compogsigénicos de estrutura quimica definida
(tais como lipideos, carboidratos, nucleotideosinaatidos, hormonios, acidos organicos,
etc.), residuos animais e vegetais parcialmentengigastos e pela biomassa microbiana. Os
componentes da matéria organica humificada repi@sen maior por¢ao, consistindo de
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substancias humicas, sendo elas amorfas, hidedjli@cidas, parcialmente aromaticas e
quimicamente complexas, que variam em peso moledaelpoucas centenas até milhares de
kDa (THENG et al., 1989). As substancias humicas qu@ vez, sdo convencionalmente
subdivididos em &cidos fulvicos, acidos humicosuminas em func¢éo da solubilidade (em
qualquer meio aquoso, em meio basico, e a frac@olua insollvel, respectivamente)

(SANTOS & CAMARGO, 1999).

"

Formacéo do Complexo

Aux/AIA — inibidor do ARF
Aux/AIA

DNA
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Figura 4. Via da sinalizacdo promovida por auxinaAtivacao, inativacdo e destruicdo dos
receptores envolvidos nas respostas mediadas ypaleag Adaptado de Santner et al., 2009).
Aux/AlA (Proteina responsiva a Aina/proteina induzida poroido Indol Acético), AuxREs
(elementos de RIpssta a_Auina), ARFs (Rtores de Bsposta a Bxina), F-box TIR1
(Resposta denibicdo de Tansporte), Ub (Ubquitina).

As substancias humicas sdo macromoléculas de affo molecular, sem formula
molecular definida e geralmente compostas de cadaramaticas e alifaticas, grupos
cetdnicos, fendlicos, endlicos, entre outros, guebEm estdo presentes no vermicomposto
(Figuras 5 a 10) (SANTOS & CAMARGO, 1999).

Porém, Piccolo (2002) definiu que as substanciamidas sdo associacdes
supramoleculares de pequenas moléculas organieasegmantém reunidas devido a forcas
de atracdo fraca (ligagbes hidrofébicas Van derl8Yaar e CH« e ligacdes de H). Outros
grupos de pesquisa independentes confirmaram essauvisdo da estrutura quimica das
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substancias humicas. Dessa forma, a definicaardedds das substancias humicas foi revista,
como se segue: Os acidos fulvicos sdo pequenagutagénidrofilicas associadas de forma
gue existam grupos funcionais acidos suficientes peanté-los dispersos em qualquer pH; os
acidos humicos sao compostos predominantementeofdiiiitos associados que séo
estabilizados em pH neutro e podem flocular condoompH € reduzido. A estrutura dos
acidos huamicos em especial afeta diversos processosrais na funcionalidade do
ecossistema do solo incluindo a biodisponibilidage nutrientes e a atividade biologica
(MIELNICZUCK et al., 2003).

Estas moléculas desempenham um papel importantquabdade dos sistemas
agricolas, pois interferem na disponibilidade dé¢rientes para as plantas, sdo fontes de
energia para os microrganismos do solo, influenadanmaneira decisiva nas caracteristicas
guimicas, fisicas e biolégicas do solo (MIELNICZUIQ99) e exercem efeitos diretos sobre
o desenvolvimento das culturas (STEVENSON & COLER9).

A relagédo entre estrutura e funcdo das substamciagcas € objeto de crescente
interesse nas pesquisas e cada vez mais saodadizaétodos precisos de analise quimica
estrutural para tentar melhor compreender suasipdaales (CANELLAS, 1999; CHUKOV,
2000).

A- Acido HUmico

CHO )
(CH0H), ACUCAR
COOH cooH .k o0=¢ o”H‘o oy COOH
COOH R-CH o o COOH
OH o @l
0 x
OH O j@i = ©
HO

C|)—O PEPTIDEO
NH

B- Acido Fulvico

Figura 5. Modelo estrutural do Acido Hamico (A) (STEVENSON, 1982) e Acido Fulvico
(B) (BUFFLE et al., 1977).
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Figura 6. Estrutura para o acido huamico proposta po Dragunov’s e reportada por
Kononova em 1966.
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Figura 7. Estrutura hipotética para o acido humicosegundo Flaig (1975).
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Figura 8. Estrutura proposta por Schnitzer & Khan (1972) para o acido falvico.
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Figura 10. Modelo estrutural de &cido humico baseardl no arranjamento
supramolecular, proposto por Piccolo (1996) e adagtio por Canellas e colaboradores

(2005).

17



2.4.1 Origem e Formacao das Substancias Humicas
Existem pelo menos quatro vias principais (Figuid pelas quais as substancias
hamicas (SH) podem ser formadas durante a decogdmoda matéria organica (Stevenson,

1994).
RESIDUOS DE PLANTAS \‘

LIGNINAS
MODIFICADAS

TRANSFORMACAO POR MICROORGANISMOS

r_ " =
PRODUTOS DE
. . - COMPOSTOS DECOMPOSICAO DA
ACUCARES POLIFENOIS NITROGENADOS LN,

QUINONAS QUINONAS

SUBSTANCIAS HUMICAS

Figura 11. Mecanismos de formacao das substanciagirhicas (Adaptado de Stevenson,
1994).Via 1 — teoria da condensacao amino-acucar; Va8 2 teoria dos polifendis; Via 4 —
teoria das ligninas.

A teoria de formacdo de substancias humicas arpdei acicares (teoria da
condensagdo amino-agucar — via 1 da Figura 1Bwezt a mais antiga. Maillard, em 1916,
acreditava que as substancias humicas eram prodait@acao exclusivamente quimica entre
acucares redutores e aminoacidos (estes sim atmgnda atividade microbiana). Esse autor
inclusive sintetizava compostos de coloracdo esseraelhantes as substancias humicas”.

Surge entdo o conceito de humificagdo, que corsigiee a formacgéo das substancias
hamicas se deve a decomposicdo microbiolégica dérimarganica. Em 1921, Fischer &
Schrader postularam uma nova teoria na qual seomeEwva que as substanias humicas
seriam essencialmente ligninas parcialmente mediéis (via 4 da Figura 11). A lignina € um
biopolimero de estrutura complexa, formado pelabinatdo de unidades fenilpropanoides
(@lcoois coniferilico, cumarico e sinapilico) conutras subunidades, tais como éter
guaiacilglicerolp-coniferilico, alcool diidroconiferilico, pinorresdl e dibenzodioxocina.

De acordo com Stevenson (1994), as vias 2 e 3 gladill formam as bases da
chamada teoria dos polifendis. Essas duas viasnsdto semelhantes, diferindo apenas na
fonte de polifendis. Na via 2, os polifendis ormim-se de fontes de carbono nao ligninicas ou
sao sintetizados por microrganismos especificos/iidNd, a fonte de polifendis é a lignina.

Os aldeidos e acidos fendlicos, originados a patéir degradacdo parcial do
biopolimero, podem sofrer recombinacdes entre sicoon outras moléculas organicas
convertendo-se em quinonas. Essas quinonas podsoien reacdes de condensagcdo com a
amonia e outros compostos nitrogenados, como agiduse proteinas, originando dessa
forma as substancias humicas (STEVENSON, 1994).

Estruturalmente, os acidos humicos apresentamaqgedndes subunidades formadas
por: (i) longas cadeias alquilicas, (ii) polissé@@os e compostos nitrogenados, (iii) derivados
aromaticos e (iv) grupamentos carboxilicos.
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A composicdo dessas subunidades estruturais dgabstancialmente entre os
diferentes tipos de solos e cobertura podendossgfaucomo um marcador das modificagbes
do ambiente, apresentando uma maior importanciaocowiicador ambiental (ZECH et
al.,1997).

O grau de evolucédo dos acidos humicos indica ans&tedo processo de humificacédo
com aumento de massa molecular e com grau de coidgudie estrutural. Os parametros
fisico-quimicos mais comuns que norteiam o conagtevolucdo dos acidos humicos (e das
substancias humicas em geral) é a diminuicdo do dgaoxigenacdo, ou seja, diminuicdo no
contelido de grupamentos & CO, OH e OCH (KOGEL-KNABER et al., 1997); a
diminuicdo da absorvancia nos &cidos humicos maikiiglos (KUMADA, 1987); a maior
razao E4/E6 que se relaciona inversamente com ammgnau de evolucdo dos acidos
hamicos apresentando valores entre 2 e 5 (KONONQ@AE) com a diminui¢cdo do teor de
radicais livres do tipo quinonas e, finalmenteumanto do conteudo de C elementar com a
evolucédo (SCHNITZER & KHAN, 1978). A relacéo enteestrutura e a bioatividade dos
acidos humicos é ainda um desafio.

Estes acidos influenciam a fertilidade do solow&tsade uma melhoria geral das
condicbes quimicas e fisicas para a atividade @picdotendo, além disso, substancias ativas
fisiologicamente (GUMINSKI, 1968; CANELLAS et ak001) podendo influenciar também
a biota rizosférica.

2.4.2 Dinamica da Absorcao das Fracfes Solluveis Biatéria Organica

O efeito das substancias humicas na absor¢ao npétas ndo é facilmente explicavel,
devido a sua complexidade e natureza quimica deecmia destas substancias. Além disso,
os efeitos descritos nos diversos trabalhos sadifaeis comparagdes, porque utilizaram
substancias humicas com caracteristicas diferédé®sdo a origem do solo e dos métodos de
extracdo). E possivel que as substancias humicssapoapresentar efeitos diferentes em
funcao do tipo de planta e que algumas destas poekanitar, diretamente ou indiretamente,
em uma modulacdo na absorcdo de ions. (DELL" AGN@GAERRARI, 1971; DELL’
AGNOLA, 1981). Por exemplo, Vaughan et al. (1988mdnstraram que as substancias
hamicas, de alto e de baixo peso molecular, estiiaubelo N@ promoveram a expressao de
proteinas do seu transportador especifico e quédémmresultou na modificacdo dos
parametros cinéticos (CACCO et al., 2000).

Os efeitos das substancias humicas, de baixo Bodpeso molecular, na absorgéo de
NOs; também poderia ser explicada considerando que sstastancias podem apresentar
funcdo de fitohorménio especifico (NARDI et al.,88) ou pelo fato destes induzem
modificacées do genoma, estimulando a expressadgdas genes (ATTINA et al., 1992).
Para isto em patrticular, foi mostrado por Narcale{2000) que sé as substancias humicas de
baixo peso molecular, juntamente com atividade Bemnee de giberelina, poderia aumentar a
absorgcéo de N Por outro lado, estas substancias inibiram foetématividade de ATPases
microssomal e a extrusdo de protons)(dtravés das raizes, da mesma maneira que a
giberilina acida. Em todo caso, os mecanismos &lagempodem explicar porque o efeito
estimulatério das substancias humicas de baixo peslecular na absorcdo NOrequer
longos periodos de incubagédo (NARDI et al., 2002).

Como é conhecido o transporte ativo e primaricavés das células das plantas,
depende da presenca de uma bomba de prétons vasadaivel (HATPase) e este efeito
cria um gradiente de protons eletro-quimico, na brama plasmatica (MORSOMME &
BOUTRY, 2000). Posteriormente o transporte ativousdario € energizado, realizado por
transportadores protéicos via simporte ou antipdieste contexto, N9é transportado para
a parte aérea por inducdo do$MDs via simporte com uma estequiometria de 2:1 (MILLER
& SMITH, 1996).
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Outras evidéncias sao propostas pela hipéteseaagjsubstancias humicas de baixo
peso molecular pudessem interagir com o transplerigroteinas (adequado), principalmente
na modulacdo de absorcdo M®;. Esta regulacdo é reforcada pela observacdo dasjue
substancias humicas de baixo peso molecular pottecar o apoplasto e interagir com a
membrana plasmatica das raizes (VAUGHAN, 1986) eélelas de culturas de cenoura
(MUSCOLO & NARDI, 1999). A primeira evidéncia paman efeito das substancias humicas
esta no transporte de proteinas e o estimulo vigade de K-ATPase (semelhante aoH
ATPase da membrana plasmética) de fragbes micressoMAGGIONI et al., 1987;
PINTON et al., 1992).

Resultados semelhantes também foram obtidos mdstragne o acido humico
estimulou a extrusdo de prétons (vanadato-sensitralyés das raizes, embora este aumento
apareca somente apos 2-4 h de incubagdo (PINTGIN, €t997). Nao obstante, este efeito
tem sido interpretado como consequiéncia de um @stidireto do acido humico na bomba
de prétons (HATPase). Substancias himicas de baixo peso mafetainbém poderiam
estimular a atividade de'HFATPase de isolados da membrana plasmatica (VARABINI.,
1993), determinando assim um aumento no gradieatgrdtons de substancias eletro-
quimicas, e que poderiam ser, pelo menos em pesigonsavel pelo estimulo da absorcao de
NOs; (PINTON et al., 1999).

Finalmente, devido a sua natureza polianibnicadécias substancias humicas
simplesmente podem agir como moléculas bioativadidl et al., 2002; LIMA, 2004).

2.4.3 Efeitos Fisiologicos dos Acidos Himicos emaBtas
Além de fornecer nutrientes para as plantas atrdaésineralizacéo, as substancias

hamicas podem estimular diretamente o crescimeatpredutividade das plantas. Os efeitos
dos acidos humicos sobre o metabolismo das plas#ias atribuidos por Nannipieri e
colaboradores (1993) aos seguintes fatores:

() Influéncia positiva sobre o transporte de iondjifando a absorcéo,

(i)  Aumento da respiracéo e da velocidade das reap@esaicas do ciclo de Krebs,

resultando em maior producéo de ATP,

(i)  Aumento no conteudo de clorofila,

(iv) Aumento na velocidade e sintese de acidos nucléicos

(v) Efeito seletivo sobre a sintese protéica, e

(vi) Aumento ou inibicdo da atividade de enzimas.

A atuacdo da auxina no desenvolvimento radiculzastante estudada (FRIAS et al.,
1996). A iniciacdo de raizes laterais € influenaigobr sinais do ambiente como a
disponibilidade de nutrientes, agua, NaCl e mat@mgnica (MALAMY 2005; DOBBSS et
al. 2007). As raizes laterais se originam de cglmaduras do periciclo da raiz. A sinalizacéo
desencadeada pela auxina leva a divisdo das cédlidagpericiclo, formando-se sitios
mitéticos, precursores de raizes laterais (DE SMEAI., 2006; ZANDONADI et al., 2007).
O controle da arquitetura e morfologia das raiz@s @ influenciado somente pela auxina
produzida pelas plantas. A inducdo de raizes latp@ auxinas exdogenas € um fenémeno
natural, uma vez que este hormonio esta preserdenb@nte em diferentes formas, inclusive
associado as substancias humicas (NARDI et al()200

Esta estabelecido na literatura que o mecanisnag@ie da auxina envolve a ativacao
da H-ATPase de membrana plasmatica (FRIAS et al., 19863ima responsavel pela
regulacdo de funcdes chaves na célula vegetaliimoid a absor¢cdo de nutrientes, expanséo
da parede celular e respostas a estresses. O smoatid crescimento acido, fundamentado
na acidificacdo da parede celular é relacionaddéamcom a ativacdo da'tATPase e o
conseqguente decréscimo do pH apoplastico (HAGER3)20Tem sido proposto que as
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substancias humicas podem aumentar o crescimest@i@s de uma maneira semelhante a
promovida pela auxina, por ativar também, além alaba de prétons (Bl da plasmalema
(CANELLAS et al., 2002; QUAGGIOTTI et al., 2004; ENA et al., 2009), as bombas dé& H
do vacuolo (ZANDONADI et al., 2007). Embora alguestudos tenham demonstrado que
algumas substancias humicas podem aumentar o @bserento de raizes provenientes de
ramos por afetar o transporte de auxina (NARDIIgt1894), outras fracdes (sollveis em
agua) parecem atuar de uma maneira independenteleo&ntos de resposta a auxina
(AuxRes) em raizes derabidopsis thaliangSCHMIDT et al., 2007). Além disso, os acidos
hamicos provenientes de diferentes solos e resicguomalmente estimulam o crescimento
radicular mais intensamente do que o AlA forne@ddgenamente, sugerindo a presenca de
moléculas com atividade biologica nessas substiagiaa néo identificadas (ZANDONADI

et al. 2007). Aparentemente ainda ndo esta clae fegcdo acido humico poderia alterar o
desenvolvimento vegetal influenciando o transpeftel a sinalizagcdo da auxina, ou mesmo
por outra via hormonal ndo estudada.

O estudo da acéao direta das substancias humices sobetabolismo e o crescimento
das plantas tem sido pautado, principalmente, sobrécidos fulvicos, ou seja, a fragédo
humificada considerada de menor massa molecular,ndo era possivel conceber que uma
substancia de massa dois ou trés milhdes de veamses como os acidos humicos (na
ordem de micrometros) pudessem passar por por@s@acos aparentes no apoplasto (na
ordem de nandmetros) (VALDRIGHI et al., 1996). Ndamto, baseando-se na concepg¢éao
emergente do arranjamento supra-estrutural de &uas humicas, compostos de
reconhecida capacidade de regulacédo e estimulag&redcimento vegetal tais como os
horménios vegetais (moléculas com atividade auajnpodem estar fracamente unidos a
supra-estrutura das substancias humicas e seremadis para a solugdo do solo e para a
absorcédo das plantas por uma simples variacdo deaphterface das raizes decorrentes da
exsudacdo de acidos organicos. Assim, os acidoschgéne seus dominios hidrofébicos
podem atuar como um reservatério de compostos qoéncapazes de promover a liberacdo
de determinados componentes de acordo com sinaigops emitidos entre a planta e seu
ambiente de crescimento. O produto desta interagdisa alteragbes fisico-quimicas no
ambiente radicular externo, que, por conseguinEmpvem alteracbes estruturais nas
particulas supra-estruturais dos acidos humicoA@UIOTTI et al., 2004). Tais alteracdes,
podem supostamente gerar subunidades/fragmentosixte peso molecular, potencialmente
capazes de induzirem alteragbes no metabolismdéacela plantas (Figura 12). Embora os
detalhes moleculares que respondem pelas alterdigh@®gicas na planta sejam pouco
explorados, tais subprodutos de baixo peso molepoldem ser reconhecidos por receptores
presentes na plasmalema ou mesmo de modo ndo @mhssrem internalizados (via
apoplasto/simplasto) e elicitarem respostas eml rdetular, eventos de transcricdo e
transducdo especificos, resultando em alteracOasitugais e fisiologicas na planta
(CANELLAS et al., 2010).

De acordo com Guminski (1968), o estimulo ocasionaelas substancias humicas
influenciam direta e indiretamente os processoguiinicos da planta. Os efeitos diretos sédo
aqueles que alteram o metabolismo vegetal, enquargteitos indiretos afetam as qualidades
fisicas do solo (aumento do conteido de agua ecdiedda compactacdo do solo, por
exemplo) ou a eficiéncia dos fertilizantes quimicos

Muitos trabalhos explicam a estimulacdo do crescim@elos efeitos indiretos das
substancias humicas sobre a complexacdo de iormtanfes a nutricdo mineral vegetal
(Chen & Aviad, 1990; Chen et al., 2004). Realmemtabsor¢do de ions € alterada pela
presenca de acidos humicos (VAUGHAN & MALCOM, 1986% quais podem estimular
sintese de proteinas carreadoras de ions. As salast&Umicas podem facilitar a absorcéo
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de Fe auxiliando a reducédo de Fe (lll) para Feefit)plantas sob deficiéncia de Fe (PINTON
et al., 1999).

Entretanto, além de fornecer nutrientes para astgdaatravés da mineralizacdo, os
acidos humicos também podem estimular diretamertescimento e a produtividade das
plantas. Os efeitos das substancias humicas satesemvolvimento vegetal sdo dependentes
da fonte de obtencdo, das doses utilizadas e diespa planta estudada (VAUGHAN &
MALCOM, 1985)

Diante de efeitos tdo diversos, os alvos para estadnteracdo acidos humicos-planta
sao dificeis de serem estabelecidos, particulaendetido a natureza complexa da estrutura
dos acidos humicos e da diversidade bioquimicarganismo vegetal (QUAGGIOTTI et al.,
2004). Exemplificando, as enzima$-ATPases de membrana plasmatica sdo enzimas chaves
na absorcéo de nutrientes (FACANHA et al., 2002)escimento radicular (CANELLAS et
al., 2008; DOBBSS et al.,, 2007; DE SMET et al.,, 0QUAGGIOTTI et al., 2004)
influenciando o metabolismo e a adaptacéo de @adaneio ambiente, podendo estas serem
consideradas como alvos sensiveis para a idegéficde respostas da atividade biolégica dos
acidos hamicos.

Liberac¢io de compostos auxinicos
da supraestrutura dos acidos

himicos e absor¢iio pelas raizes e
promocio da atividade biologica

Exsudacio de
Acidos organicos

Supraestrutura do Acido Hiimice Moléculas com atividade anxinica

Figura 12. A acidificacdo da rizosfera das plantapromove o rearranjo das moléculas
presentes na supra-estrutura dos acidos humicos, npétindo a liberacdo de moléculas
com atividade auxinica, causando o crescimento desizes e parte aérea.

2.5 Oxido Nitrico

O oOxido nitrico (NO) € uma molécula sinalizadoradamental tanto para as plantas
quanto para os mamiferos. O radical NO vem emeogamino um importante mensageiro,
qgue regula uma diversidade de processos biolégoosdiferentes espécies (BELIGNI e
LAMATTINA, 2001).

O NO € uma molécula neutra com 11 elétrons na cardad/aléncia, que possui um
elétron ndo-emparelhado. Seu carater radicalardhtere uma alta reatividade (meia-vida de
5 a 10 sn vitro) (IGNARRO, 1990), especialmente frente a outras moléculasnaaaéticas,
tais como oxigénio molecular §De anion superéxido (0. O NO pode também complexar-
se com metais de transicdo como o ferro, deslecaliz o0 elétron desemparelhado para os
orbitaisd vazios do metal.

22



Em seu estado puro, sob condi¢cdes normais de tatapee pressdo, o NO € um gas.
Sua solubilidade é moderada em agua (1,9 mM °€)2%endo muito mais sollGvel em
solventes apolares, tais como hexano (0,13 M°aCQ5SHAW & VOSPER, 1977). Desta
forma, quando presente em sistemas biolégicos, aeéw@e a se concentrar em ambientes
lipofilicos, como membranas e dominios hidrofébidegproteinas (KERWIN et.&1995).

Essa importante molécula tem se destacado comlizaohaa, atuando em diversos
processos de crescimento e desenvolvimento, bermn oas) respostas de defesa a estresses
bidticos ou abidticos (LAMATTINA et al.,, 2003; NELLet al., 2007). O NO é um gas
reativo, facilmente formado e rapidamente difusieh um sistema biologico. No
metabolismo celular existe um paradoxo em relagdN@, isto porque, este gas pode atuar
como oxidante (altamente toxico) ou como antioxiegefeito protetor). Estes eventos sdo
demonstrados dependendo da condigcdo celular erdzmoacdo do gas presente na célula,
ou seja, esta molécula atua como sinalizadora nabmksmo vegetal.

Em situagBes que as espécies reativas de oxigdmipredominantes, o NO pode atuar
na regulacdo da homeostase celular, proporcionafieito antioxidante. Ele pode atuar como
um sinalizador contra o dano oxidativo e consecgiaerdrte celular (BELIGNI et al., 2006),
desta forma previne-se a morte celular program&daa molécula atua no controle do
crescimento de raizes (GOUVEA et al., 1997; PAGNABSt al., 2004), na germinacdo de
sementes (KEELEY & FOTHERINGHAM, 1997), na extens@miar (LESHEM &
HARAMATY, 1996), na fotomorfogénese (PAGNUSSAT ¢t 2003), na lignificagcdo da
parede celular (FERRER & ROS-BARCELO, 1999), namificiacdo celular (GABALDON
et al., 2005; SANTA-CATARINA et al., 2007) e na ssnéncia de folhas e maturacdo dos
frutos (LESHEM & HARAMATY, 1996).

As enzimas que catalisam a sintese deste radieal @ascatas de sinalizacdo que
mediam os efeitos do NO sdo objetos de estudomloeda recentes, levando a um melhor
entendimento de como este radical atua influenciararesposta vegetal a varios estimulos
(WENDEHENNE et al., 2004).

Até o momento, existem duas vias de producao emizengara o NO, das quais uma
seria dependente de L-Arg via atividade da enzixidodnitrico sintase (NOS) (Ribeiro,
1999). A outra via enziméatica envolve a nitratoutade citoplasmatica (YAMASALI et al.,
2000; ROCKEL et al. 2002) e a nitrito/NO redutadi-NJOR) da membrana plasmatica
(STOHR et al., 2001). Por outro lado, ha evidéndasum mecanismo independente das
enzimas citadas anteriormente, no qual o NO étwat no apoplasto em pH baixo a partir
do nitrito (BETHKE et al., 2004).

E conhecido que a molécula NO desempenha um papéiat na determinacgéo da
morfologia e no padrdo de desenvolvimento de ra(€&VIBARDO et. al., 2006). As
primeiras evidéncias acerca da participacdo do dl@esenvolvimento de raizes induzido por
auxina foram providas por Gouvéa e colaborador@d7l O acumulo de NO em resposta ao
tratamento com auxina foi mostrado por Pagnussatiaboradores (2002) em enxertos de
pepino durante a formacao de raizes adventicias.

A aplicacdo de auxina em raizes resultou na pradisg@lizada de NO durante a
formacdo de raizes laterais, assim como o acumagonatrico de NO no apice da raiz
durante a resposta gravitropica (CORREA-ARAGUNDEakt2004; LOMBARDO et al.
2006). A formacéao de raizes laterais e adventib@s) como a reposta gravitropica da raiz
foi prevenida pela aplicacdo do sequestrador de NORTIO, sugerindo uma importante
funcdo do NO enddgeno mediando estes processoNBAGAT et al., 2002).

Ha, portanto, crescentes evidéncias de que o Néngesnha fungdes importantes em
diversos processos fisiologicos em plantas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Experimento 1:Extracdo e caracteriza¢do da matéria organica raadd dos solos

Foram retiradas amostras de terra na camada @® @m da superficie de dois solos
localizados em Pinheiral-RJ e classificados comaodsolo Vermelho-Amarelo e
Chernossolo Haplico segundo o Sistema Brasileir€ldssificacdo de Solos (EMBRAPA,
2006) e um solo proveniente de Santa Cruz-RJ,ifita&k como Organossolo Haplico pelo
mesmo sistema. Os solos apresentavam em sua cab@ruaminea braquiarirachiaria
decumbens manejada com rotacao de piquetes, com gadazdaN@ore.

Foi feita a analise de rotina das amostras de para verificacdo da composicao de
nutrientes, segundo a metodologia da EMBRAPA, 1997.

O fracionamento quimico quantitativo das subst&nkianicas foi realizado segundo
Benites et al., (2003), sendo obtidas as fracoesirau (H), acido humico (AH) e &cido
fulvico (AF).

A determinacdo quantitativa de carbono dos extrats fracdes obtidas foi feita
atraves da oxidagdo do carbono com dicromato desgiote titulacdo do excesso, com sulfato
ferroso amoniacal de acordo com Yeomans e Brenmif88]. Foram obtidos os valores
absolutos de cada fragdo e da soma destes, enmmamiéigde carbono por grama de solo, e
também o percentual de cada fracdo em relacaarlonmatotal.

A extracdo quimica e purificagdo dos acidos humipag fins analiticos foram
realizadas na Universidade Estadual do Norte Flense (UENF), conforme o método da
Sociedade Internacional de Substancias Humicas SJH®a UENF, cujo protocolo
metodoldgico encontra-se descrito em Swift (1986)n modificacdes do protocolo para o
pré-tratamento da amostra de solo com solucdo deaHfH entre 1 e 2, para reducdo do
contetido de cinzas (remocido de metais adsorvidoslilizacdo do K para remocdo dos
sélidos em suspensdo (NOVOTNY, 2002). O extratdesuio o acido humico foi seco por
liofilizacao para posterior caracterizacdo quinadésico-quimica.

Para a determinacdo da composi¢cdo elementar ddesahiimicos foi utilizado o
analisador elementar automatico C H N, em amodg&0mg de acido humico em triplicata,
onde o conteudo de oxigénio foi calculado pelaréifea entre a massa total menos a massa
dos elementos C H N.

A acidez total foi determinada conforme descrita fahintzer e Gupta (1965),
adicionando-se em amostras de 50mg de &cidos hsiritokitasato, 20mL de Ba(OH)
0,125mol ! preparado com agua sem Odissolvido a partir da 4gua fervida e uma amostra
branco.

A acidez carboxilica foi determinada pelo método dcetato por titulagdo
potenciométrica, conforme SCHINITZER & GUPTA (1965)

O grau de humificacdo dos acidos humicos (relagdB@ foi obtida através da razdo
da absorvancia na regido do ultra- violeta vis{i&I-Vis) de uma solucao de acido humico
(4mg em 100mL de NaHCGD,05mol L-1) em absorvancia de 465 nanGmetros (&%) e
665 nm (E6), em triplicata.

Os espectros de infravermelho com transformada aleidf (IV-TF) dos acidos
hamicos (STEVENSON, 1994; STEVENSON & GOH, 1971)afo obtidos na faixa de
intensidade de ondas (nimero de ondad)ata 400crit até 4000crl, utilizando-se pastilhas
com 1,00 mg de &cido humico em 100mg de KBr (TA8BS), com correcdo da linha base
para absorcéo igual a zero em 4000@posteriormente em 2000¢m

O indice de condensacdo (IC) foi estabelecido paleio aromético/alifaticos
(grupamentos aromaticos, quinonas e/ou carbox)laosstiramento C-H do grupamento
hidrofébico -CH alifatico. Foi realizado o indice de hidrofobidida (IH), que avalia a
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resisténcia, através da relacdo alifaticos/pola$deos (estiramento C-H do grupamento
hidrofobico -CH alifatico) e estiramento C-O de grupamentos hiabimbs de
polissacarideos.

3.2 Experimento 2:Efeito de diferentes concentracfes de acidos he@abe 6xido nitrico
no crescimento de raizes transformadas de margerica

3.2.1. Material vegetal e condi¢des de crescimergdratamentos

As raizes transformadas de manjericdo ro®eirum basilicum L.) clone MR3
desenvolvida por Nicomedes Junior (2003) foramdaistido laboratério de Bioquimica de
Plantas da UFRRJ. As raizes foram cultivadas sobi¢Bes esterilizadas e no escuro. Para a
padronizacdo das raizes, dois segmentos de trégmeaons de é&pice radicular foram
multiplicadosin vitro, em erlenmeyer contendo 75 mL de Meio Minimo (MBECARD &
FORTIN, 1988) modificado para ¥z Forca Idnica, ptistado para 5,8 e crescidas durante 35
dias, sob agitacdo de 80rpm e temperatura contradad25°C + 1. Apds a padronizacao,
segmentos de apice radicular de trés centimetramfoepicados para placas de Petri vertidas
com Meio Minimo (MM) (BECARD & FORTIN, 1988) modifado para ¥ Forca Idnica e
pH ajustado para 5,8, acrescidos dos tratamentos acidos humicos em doses
equivalentes a 0; 1; 2; 3; 4 e 5mM Carbonbe.nitroprussiato de sédio (SNP) (doador de
6xido nitrico), nas doses de 0; 0,1; 10; 50, 1@0@uM de SNP E, cultivadas em camara de
crescimento, com temperatura controlada de 25°C @slacidos humicos dos trés solos
estudados (AH1-Chernossolo Haplico, AH2-Latossolcernvelho-Amarelo e AH3-
Organossolo Haplico) foram extraidos e liofilizadmsforme procedimento adotado pela
sociedade internacional de substancias humicasS(IHiescrito por SWIFT (1996). As
concentracdes de acido humico foram calculadasuegad do teor de carbono encontradas
na analise da composicado elementar (Experimento 1).

Foram feitas duas quantificagbes, sendo a prinfeita aos cinco dias (5 dias) e a
segunda aos 15 dias apés a montagem do experin@ntoontroles consistiram de plantas
crescidas sem as substancias bioativas.

3.2.2. Delineamento experimental e andlise estaitst

O delineamento experimental foi o inteiramente ab®sado, com quatro repeticoes
(sendo cada repeticdo composta por duas placassquema fatorial 3 X 6 X 2 (trés acidos
hamicos: AH1-Chernossolo Haplico, AH2-Latossolo Metho-Amarelo e AH3-Organossolo
Haplico); (seis doses de acido humico); e (doiss di@ quantificacdo para avaliar o
incremento nos parametros de crescimento). O esyjdeniatores para os tratamentos com
oxido nitrico foi 0 6 X 2, sendo seis doses de @M®is dias de quantificacao.

Os resultados obtidos foram submetidos a tratamestatistico utilizando-se o
programa SAEG (Sistema para Analises Estatistidasreéticas — Universidade Federal de
Vicosa) (RIBEIRO JUNIOR, 2001). Foram realizadostestes de normalidade (Teste de
Lilliefors) e de homogeneidade das variancias (Cothe Bartlett) e posteriormente
submetidos a analise de variancia e o nivel defigncia analisado através do teste de F (p
< 0,05). Quando as variaveis apresentavam-se is@pinvbs pelo teste F, as médias foram
comparadas pelo teste de Scott-Knot (p < 0,05).bEamforam realizadas as correlacbes
entre os parametros de crescimento radicular.

3.2.3. Avaliacoes
3.2.3.1. Mensuracao do crescimento radicular

Na montagem do experimento, aos cinco e 15 dids aptratamento das raizes
transformadas de manjericdo foi realizada a capderamagens das placas de Petri com
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resolucdo de 1280 x 960 pixels, 16,7 milhdes deesdR4 Bits), no formato JPEG.
Posteriormente as imagens foram processadas dtiliaasoftware “Sistema Integrado para
Andlise de Raizes e Cobertura do Solo” 3.0 (SIARB®S) (JORGE & CRESTANA, 1996),
para a avaliacdo do comprimento (Equacdo 1), akguagdo 2) e incremento do
comprimento radicular (Equacéo 3), seguindo o paltode editoracdo de imagens proposta
por Lima et. al., (2006).

Equacéo 1
comprimens radiculer relativo (%) = tamanho tatamento- tamanhaontrole 100
tamanhaontrole
Equacéo 2
area radiallar relativa (%) = ( area trate'mento - areacontrolej x100-100
areacontrole
Equacéo 3
incrementaadicular relativo (%) = tamanhdinal daEA- ‘ta%manhmnlmal dakA x100EA
tamanhanicial daEA

— Epoca Avaliada

3.2.3.2. Frequéncia de sitios mitoticos

As raizes transformadas de manjericdo roxo foraetamas, e analisadas segundo a
metodologia de Canellas et al. (2002) (6 repetigiesratamento). As raizes foram lavadas
com agua e clareada em solucdo de KOH 0,5 % du?@nteinutos em banho a 75 °C. Apés
esse clareamento, as raizes foram lavadas novaraemigntidas no escuro por 14 horas
tingindo em solucdo de hematoxilina férrica. Ent@ofaizes foram enxaguadas com agua e
clareadas com &cido latico 80% durante 30 a 90nsleguem banho a 75° C. As raizes foram
transferidas individualmente para placas de Petn dgua destilada e observadas sob a lupa
estereoscopica, para avaliar o numero de siticgtiots. Esses sitios aparecem como pontos
vermelho-escuros contra um fundo da cor do tecidoraiz. Os sitios mitoticos foram
expressos pela densidade de sitios mitéticos (raimersitios mitéticos por cm de raizes
transformadas), de acordo com a Equacao 4.

Equacéo 4
nodeSMfinal -nodeSMinicial
nodeSM inicial

densidadelesitiosmitoticosrelativa(%) = [ j x100

SM — Sitios Mito6ticos

3.2.3.3. pH Rizosférico

A avaliacdo do pH rizosférico foi feita aos cindasd(5 dias) apdés a montagem do
experimento. As imagens das raizes foram obtidasmomento do acondicionamento das
raizes no meio com indicador misto de pH e cincah@apds este acondicionamento, onde
foram mensuradas as areas de acidificacdo e/oinedagdo na interface das raizes em duas
solucbes distintas, uma solucdo controle e umac&olgom inibidor vanadato (que inibe a
atividade das bombas de protons da membrana plaanah solugdo controle utilizada
continha um indicador misto de pH (ROMHELD et all984), adquirindo uma tonalidade
amarelada quando acidos e arroxeada quando akalino
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Para a avaliacdo da area de mudanca do pH rizmsfiéii utilizada a metodologia de
editoracdo de imagens proposta por Lima et al.@20Boram coletados segmentos de raizes,
com aproximadamente 8 cm de comprimento (6 repigdr tratamento), com auxilio de
uma pinga anatbmica, evitando ao maximo provodarias, e lavadas em agua destilada
corrente com pH ajustado para 6,0 sob peneiraigaastm diametro de 1 mm. Em seguida,
foram secadas em papel absorvente e acondicionadgdacas Petri contendo 0s meios com
indicador misto de pH e apds o tempo necessaramfonensuradas as areas referentes ao pH
alcancado, de acordo com a Equagéo 5.

Equagéo 5
area acidficada firal - areainicial daraiz
area inicial da raiz

area deacidificacdo (%) = [ j x100

3.3 Experimento 3: Efeitos do acido humico e do NO asociados a duassdde N-N@
sobre o crescimento de raiz, metabolismo do nitmogétividade das bombas de prétons,
catalase e histolocalizagdo radicular de NO e RD%aézes transformadas de manjericdo

3.3.1. Material vegetal e condi¢des de crescimergdratamentos

Foram utilizadas raizes transgéniclaairy roots, raizes em cabelejrde manjericao
roxo (MR3) OcimumbasilicumL.) (NICOMEDES JUNIOR, 2003).

As raizes foram multiplicadas vitro, utilizando-se erlenmeyer contendo Meio
Minimo (MM) (BECARD & FORTIN, 1988), modificado pary: Forca lonica, num periodo
de 35 dias ap0s a repicagem (DAR), utilizando degmentos de trés centimetros de apice
radicular. Aos 35 DAR, a solucéo foi trocada e a&geas transformadas foram colocadas no
Meio Minimo modificado sem N-N©durante 72 horas, visando o esgotamento de nitimgé
no interior da célula. Apés as 72 horas sem NrN@s raizes transformadas foram
transferidas para erlenmeyer contendo Meio Mininealiftado para %2 Forga I6nica com os
niveis de baixo e alto de N-NOcom seus respectivos tratamentos, sob agitag@tarie a
velocidade de 90 rpm, no escuro.

Neste estudo foram escolhidas as doses de 3mMridencal’* para o acido hiimico
de Organossolo e 100 pM de SNP & partir do prévio estudo (Experimento 2), devado
fato destas doses (NO-SNP e &acido humico-Orgarmddéplico) apresentarem maiores
valores para os parametros de crescimento radiesiadados.

Foram avaliados os efeitos do suprimento de b&@n(M) e alto (5,0mM) teor de N-
NOgs, frente a um controle (cada suprimento de NsIN@o acido humico e NO nas doses
supracitadas.

3.3.2. Delineamento experimental e andlise estaitst

Foram feitas duas coletas, sendo a primeira a@® dias (5 dias) apdés a montagem
do experimento e a segunda coleta aos 15 diassapéstagem do experimento.

O delineamento experimental foi o inteiramente abzado em esquema fatorial, com
quatro repeticdes, sendo cada repeticdo compostguyatro erlenmeyers. O esquema de
fatorial foi 0 3 X 2 X 2 (Controle, acido humicoganossolo Haplico (AH) e NO);
(suprimento baixo e alto de N-NQ e (dois dias de coleta).

Os dados obtidos foram submetidos a tratamentdistgta, conforme descrito no
Experimento 2.
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3.3.3. Determinacdes realizadas
3.3.3.1. Isolamento de vesiculas de plasmalema exdplasto para a Atividade das
Bombas de Prétons

Foi realizada segundo a metodologia de YAN et 2002) com modificacdes de
SANTOS (2006).

O processo descrito para o isolamento das vesifailesalizado de 0 a 4°C. Amostras
de raizes (5 g de massa fresca) foram maceradasnesfariz e pistilo com 10 a 20 mL do
meio de extracdo contendo: Tris-HCI 50 mmolés (hH 8,0), sacarose 250 mmoles L-1,
glicerol 100 mL L*, KI 150 mmoles L[, cloreto de colina 100 mmoles L EGTA 2
mmoles [}, EDTA 2 mmoles L, polivinilpirrolidona (PVP) 10 g T, fenilmetilsulfonil
fluoreto (PMSF) 1 mmol T, ditiotreitol (DTT) 5 mmoles L', 2-mercaptoetanol 5 mmoles L
' e 5 g I* de albumina.

O homogenato foi filtrado em quatro camadas de gaa® seguida submetido a uma
centrifugacdo de 3.6Q00por 10 minutos. O sobrenadante foi recolhido e anwente
centrifugado a 8.0@Dpor 10 minutos. O sobrenadante foi recolhido eagentrifugado a
105.00@ por 40 minutos. Descartou-se 0 sobrenadante esfgmsdeu-se o precipitado com 2
mL de um meio contendo: Tris-HCI 30 mmoled (pH 7,5), glicerol 150 mL &, EGTA 1
mmol L}, EDTA 1 mmol L*, MgCL 2 mmoles [}, DTT 2 mmoles ! e PMSF 1 mmol &

Em seguida este material foi colocado sobre umigmseide sacarose de 430 ¢/200 g L
/100 g ! e centrifugado a 105.09®or 2h.

As vesiculas de plasmalema e tonoplasto foram agasupor densidade de flutuacdo e
formaram bandas que puderam ser coletadas e dileidameio de suspensdo na proporgao
de 2:1 (meio:banda). As fracbes de plasmalema eplasto agora separadas foram
submetidas a uma centrifugacao de 105@Qdante 40 min. O sobrenadante foi descartado e
o precipitado ressuspenso em 1 mL de meio de ss&peAs proteinas foram congeladas em
N, liquido e armazenadas a -25°C para posteriordisesa

3.3.3.1.2. Quantificacdo de proteina
A concentracdo de proteina foi determinada peloodeéde BRADFORD (1976),
usando albumina sérica bovina como padréao.

3.3.3.1.3. Atividade das P- H-ATPases, V- H -ATPases e H -PPases

A atividade das bombas de protons, PM-MTPases, V-A-ATPases e H-PPases
foram determinadas pela quantificacdo do fosfatogi@nico (Pi) liberado pela hidrélise de
ATP (P e V- H -ATPase) e PPi (H-PPase). O meio de reacdo para a P -ATPase ¢é
composto de MOPS-BTP 30 mmole$ (pH 6,5), MgSQ 5 mmoles [, KCI 50 mmoles L
! NaMoO, 1 mmol L}, 0,2 mL L* de Triton X-100, KN@ 50 mmoles [}, NaN; 1 mmol L*!
e ATP 5 mmoles T. O meio de reacdo para as V-ATPases é composto de HEPES-BTP
30 mmoles [ (pH 7,5), MgSQ@5 mmoles [}, KCI 50 mmoles [ NaMoO,; 1 mmol L*
, 0,2 mL L* de Triton X-100, Ng&vO,4 0,2 mmoles L}, NaNs 1 mmol L* e ATP 5 mmoles L
! O meio de reacéo para a$ ##Pase contém HEPES-BTP 30 mmol&s(tH 7,2), MgSQ
5 mmoles [!, KCl 100 mmoles L, 0,2 mL L* de Triton X-100, Nah1 mmol L* e PPi 1
mmol L.

A reacéo foi iniciada para todas as bombas de psoftela adicdo de 4 pg de proteina
por mL de meio. Apos 30 min a 30°C a reacao faalgada pela adicdo de 0,5 mL do meio
de reac&o contendo as proteinas e 1 mL do meiardea contendo 430, 20 mL L', SDS
50 g L e (NHy),M0O, 7 g L' previamente em tubos de ensaio submersos em Eelo.
seguida foram adicionados 50 pL de &cido ascémieog L. Apés 10 minutos 1,45 mL de
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um meio contendo 40 g”Lde citrato de sédio e 20 g'lLde acido acético glacial foi
adicionado a fim de prevenir a medicdo do fosfRipl{berado pela atividade residual das H+
-ATPases e hidrélise acida do ATP. A cor foi totaiie desenvolvida apos 30 min e a leitura
espectrofotdmetrica foi realizada a 820 nm.

3.3.3.2. Atividade da Nitrato redutase

Para a andlise da atividade da nitrato redutase&/(JRSKY, 1973) foram separadas
amostras de 200 mg de tecido vegetal para inclesétubo de ensaio contendo um meio de
incubacao especifico (5 mL). Esse meio foi prepgaeg@artir mistura de Tampéao Fosfato pH
7,5 (909 mL), n-propanol (27,2 mL) e KN@1,84 g). Os tubos de ensaio contendo as
amostras em meio de incubacao foram cobertos ceel pluminio e colocados em banho-
maria durante 30 minutos a temperatura d¥@C3@\po6s essa etapa, o nitrito produzido foi
submetido a reacéo colorimétrica.

Para a reacao colorimétrica, duas aliquotas (0 dalsolucdo formada pela amostra
e pelo meio de incubacéo foram colocadas em mamamal composto por sulfanilamida 1%
em HCI 3 M (0,3 mL) e N-natftil-etileno di-amino @% (0,3 mL).

Apos 20 minutos em repouso, adicionou-se agualaidsti4 mL) e as amostras
tiveram sua absorvancia a 540 nm determinada eectegfotometro. Para a determinacéo da
concentracdo de nitrito produzido foi utilizado acoparametro a curva padrao de nitrito de
sédio. As amostras das solu¢gBes que constituemmva padrdo foram submetidas a reacéo
colorimétrica e determinou-se sua absorvancia.

3.3.3.3. Dosagem de N-amino livre

Para a determinacéo de N-amino livre (YEMM & COCKINL955), foram utilizadas
aliquotas de 0,5 mL das amostras de extrato atmpvisando a reacéo colorimétrica em meio
reacional especifico. O meio reacional foi preparagartir de tampéao citrato (1 mL) e uma
mistura de Metil Celossolve, KCN e Ninhidrina (Hath de triceto-hidrindeno) (1,2 mL).
Para o preparo da mistura, foi inicialmente pregenama solucdo de Ninhidrina em Metil
Celossolve (5 % P/V). Em seguida, uma solugéo dd K@ Metil Celossolve foi preparada a
partir de KCN 0,01 M (5 mL) dissolvido em Metil ©sbkolve até completar 250 mL.
Finalmente, a solu¢cdo contendo a Ninhidrina foitunéda & solu¢éo contendo o KCN na
proporgao 1:5 (v/v).

Para a reacado colorimétrica, as amostras forantagés em tubos de ensaio contendo
0 meio reacional e submetidas a agitacao. Postezite, os tubos de ensaio foram fechados
com papel aluminio e submetidos a aquecimento erhdsmaria a 100 °C por 15 minutos.
Apés 0 aquecimento, os tubos de ensaio contendamastras em meio reacional foram
resfriados em &gua corrente por 5 minutos e adici@e etanol 60% (3 mL) ao seu conteudo.
Apo6s nova agitacdo, a absorvancia a 570 nandnfeirdsterminada em espectrofotdmetro.

Para a determinagdo da concentracdo de N-amin@mastras foi utilizado como
parametro a curva padrao de Leucina. As amostrassdlacdes que constituem a curva
padrao foram submetidas a reacéo colorimétricdegrdaou-se sua absorvancia, conforme o
descrito anteriormente.

3.3.3.4. Dosagem de N-NH

Para a dosagem de N-amoénio (FELKER, 1977), alé&gudée 0,5 mL das amostras de
extrato alcodlico foram submetidas a reagao colgtrice em meio reacional especifico. Para
0 meio reacional, foi preparada previamente umaicdol contendo Fenol (5 g) e
Nitroprussiato de Sédio (25 mg) diluida até o vadude 500 mL em agua destilada. Além
disso, preparou-se uma solucdo contendo Diclor@isoato de Sédio (0,31 g) e Hidroxido
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de Saédio (15 g) também elevados até 500 mL com degsilada. De cada solucéo preparada
foram utilizados 2,5 mL para o meio reacional.

Para a reacédo colorimétrica, as amostras forancatés em tubos de ensaio contendo
0 meio reacional e agitadas. Apdés 30 minutos erpéeatura ambiente, realizou-se uma nova
agitacao e foi determinada a absorvancia a 630meinos.

Para a determinacdo da concentragcdo de N-amoniamastras foi utilizada como
parametro a curva padrao de cloreto de amonio.nisstias das solucdes que constituem a
curva padréo foram submetidas a reacdo coloriraéribeterminou-se sua absorvancia.

3.3.3.5. Dosagem de N-NO

Na determinacao dos teores de N-nitrato (CATALDGlet 1975) foram utilizadas
aliquotas de 0,05mL do extrato alcodlico em meiacimnal especifico visando a
determinacao colorimétrica. Para o meio reaciotibtau-se Hidréxido de Sodio 2M (4,75
mL) e uma solucéo de &cido salicilico 5% eps@, concentrado (0,2 mL).

Para a reacado colorimétrica, as amostras foramcadés em tubos de ensaio e,
posteriormente, foi adicionado vagarosamente coasadicilico 5% em bEB5O, concentrado.
Apoés a agitacdo, as amostras foram deixadas 20tesiram temperatura ambiente e, em
seguida, adicionou-se o Hidréxido de Sédio 2 midl Apés realizar uma nova agitacéo, a
absorvancia a 410 nanémetros foi determinada escisfotometro.

Para a determinagdo da concentracdo de N-nitratcamestras foi utilizado como
parametro a curva padrao de nitrato de potassi@anastras das solugbes que constituem a
curva padréo foram avaliadas colorimétricamenteterchinou-se sua absorvancia.

3.3.3.6. Dosagem de agucares soluveis

Para a determinacéo de acucares soluveis (YEMM ELV®, 1954) foram utilizadas
aliquotas de 0,2 mL das amostras de extrato atmogkira a reacdo colorimétrica em meio
reacional especifico. O meio reacional foi preparadm Antrona (0,4 g) diluida em uma
mistura de acido sulfarico e agua destilada (5ApPs o preparo, a mistura foi deixada em
repouso por aproximadamente 45 minutos e, postegiate, utilizada para o meio reacional.

Para a reacao colorimétrica, a solucdo de Antranaado sulfdrico e agua (5 mL) foi
depositada em tubos de ensaio de 50 mL em banggeldeApds 5 minutos, foi adicionada
lentamente a amostra e, posteriormente, etanol @8 mL). A mistura foi deixada em
repouso por mais 5 minutos em banho de gelo eggmida, agitada. Para o desenvolvimento
da cor verde, os tubos foram devidamente vedadospapel aluminio e levados ao banho-
maria a temperatura de 100 °C por 10 minutos. Rostente, os tubos foram esfriados e de
seu conteudo foi determinada a absorvancia a 62Quanposteriormente, foi comparada ao
padréo de glicose.

3.3.3.7. Atividade da Glutamina Sintetase (GS)

A determinacao da atividade da Glutamina Sinte@sealizada segundo FARDEN e
ROBERTSON (1980), modificada por SOUZA et al. (20@vpartir de 1 g de tecido vegetal
fresco, que foi macerado com, Nquido. Em seguida adicionou-se 4 ml de tampao de
extracdo (TRIS ou Imidazol). O material foi filtka@ém quatro camadas de gaze, sendo o
filtrado centrifugado por 15 minutos a 4 °C e 18.600 sobrenadante foi recolhido e usado
para determinagao da atividade da GS (0,30 mL des@anfoi incubada em 0,50 mL de
tampao Imidazol -HCI (0,5 mol 1) pH 7,5; 0,10 mL de ATP (0,1 mol), 0,1 mL de
glutamato (0,5 mol ) pH 7,5; 1,0 mL de 4gua destilada. Ap6s 30 minatashanho-maria &
30°C, a reacdo foi paralisada com a adicdo de 1,5den solucdo de cloreto férrico
(FeCk.6H,0 0,2 mol L* em HCI 0,5 mol [}). As amostras foram centrifugadas a 26qibr
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5 minutos a 30°C (para retirar proteinas precipsga@ a leitura do sobrenadante foi feita em
absorvancia a 540 nm e comparadas com padra@ldéamil mono-hidroxamato.

3.3.3.8. Atividade da Catalase

A determinacdo da atividade da catalase foi olgimlameio da homogeneizagéo de
500 mg de raizes transformadas, fragmentadas ewfaalm em N. Em seguida, foram
adicionados 2 mL de solucéo de extracdo, constittédEDTA 0,1 mM em tampao de fosfato
de potassio 0,1 M, pH 6,8, contendo 20 mg de P\@@Rv{nil-poli-pirrolidona), procedendo-
se uma nova homogeneizacdo. O homogeneizado 0 eentrifugado por 15 minutos, a
12.000g e o sobrenadante utilizado nas avaliagbes enziasaéicnas dosagens de proteina.
Todas as etapas necessarias ao processo forantagbesca 4°C. A atividade da catalase foi
determinada pela adicdo de 1d0do extrato enzimatico bruto a 0,9 mL de meio ekcéo,
constituido de kD, 12,5 mM em tampé&o fosfato de potassio 50 mM, pH& 30°C (HAVIR
& MCHALE, 1987). A atividade da enzima foi deterrada pelo decréscimo na absorbancia a
240 nm, no intervalo de 2 minutos apoés o iniciorecdo (AZEVEDO et al., 1998), que
posteriormente foi comparada ao padrao ge,H

3.3.3.9. Histolocalizacao radicular de NO e ROS

Para a visualizacdo de NO e R@Sivofoi realizado um experimento semelhante ao
previamente mencionado (Experimento 3), no Labadmatie Biologia Celular e Tecidual da
UENF. Para a montagem do experimento foram seadisnguatro segmentos de apices
radiculares e colocados para crescer em placasltlgacde 12 pocos (4 segmentos/poco),
contendo os diferentes tratamentos em cada poc¢Os Ajnco dias de incubacdo do
experimento foi coletado material e preparado pdrstolocalizacédo de NO e ROS.

3.3.3.9.1. Histolocalizacao radicular do NO

Amostras de raizes transformadas de manjericamftnatadas com 10uM da sonda
fluorescente 4,5-diacetato de diaminofluorescdd?FM-DA; Calbiochem), um marcador
para NO permeavel a membrana plasmatica, e tamp&EB8-KOH, conforme descrito por
Laxalt et al. (2007). As amostras permanecerambiadas por 2 horas a 25°C, sob agitacao
no escuro. Os controles negativos foram feitosbhando-se as raizes transformadas a 25°C,
sob agitacdo no escuro, com o0 sequestrador de RDIOc (2-(4-carboxifenil)-4,4,5,5,-
tetrametilimidazolina-1-oxil-3-0xido) (Sigma-Aldhy, e sem a sonda de marcacdo. Em
seguida, as raizes foram lavadas trés vezes copspeativo meio de incubacgéo, e foram
montadas laminas para a visualizacdo no microscégi@amostras de apice radicular foram
visualizadas utilizando-se o0 microscopio de flucéesia Axioplan — Zeiss (Carls Zeiss, Jena,
Germany), adaptado com camera digital AxioCam MRcBJilizou-se filtros com
comprimento de onda de excitagdo a 495 nm e em#&s5d6 nm para o indicador DAF-FM-
DA. As imagens foram adquiridas através de um re@teomputadorizado de captura e
andlise de imagens equipado com o software Axio¥ldt versdo 4.8 (Carls Zeiss, Jena,
Germany) e processadas utilizando-se o mesmo geftwantensidade de fluorescéncia dos
apices radiculares individuais foi determinado dsaa software AxioVisionLE verséo 4.8
(Carls Zeiss, Jena, Germany) em numero de pixelanea.

3.3.3.9.2. Histolocalizacao radicular das ROS

Amostras de raizes transformadas de manjericAmftnatadas com 15uM da sonda
fluorescente 2’,7’-diclorodihidrofluoresceina ditate (HDCFDA; Calbiochem), um
marcador de ROS permeével a membrana plasmatisXALT et al., 2007), em DMSO. A
concentracdo final de DMSO foi de 0,1% (v/v), derdo com o protocolo de Shin &
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Schachtman (2004). As amostras permaneceram inasilmex$ respectivos tratamentos por 2
horas a 25°C, sob agitagdo no escuro. Os contnglgativos foram feitos incubando-se as
raizes transformadas a 25°C, sob agitacdo no esmnoo sequestrador de NO, cPTIO (2-(4-
carboxifenil)-4,4,5,5,-tetrametilimidazolina-1-0:@t6xido) (Sigma-Aldrich), e sem a sonda
de marcacao. Apos o periodo de incubacao, as rfaizes lavadas trés vezes com o meio de
cultura preparado para incubacéo, e em seguidanfarontadas laminas para a visualizacao
no microscopio. As amostras foram visualizadaszatido-se o microscopio de fluorescéncia
Axioplan — Zeiss (Carls Zeiss, Jena, Germany), tadimp com camera digital AxioCam
MRc5. Foi usado os filtros com comprimento de odea&xcitacdo a 495 nm e emissao a 515
nm para o indicador #®CFDA. As imagens foram adquiridas através de ustersia
computadorizado de captura e analise de imagenpaggucom o software AxioVisionLE
versado 4.8 (Carls Zeiss, Jena, Germany) e process#dizando-se 0 mesmo software. A
intensidade de fluorescéncia dos apices radicultoesleterminado usando o software
AxioVisionLE versédo 4.8 (Carls Zeiss, Jena, Germamy niumero de pixels por area.

3.3.3.10. Mensuracéo do crescimento radicular

As medidas do crescimento radicular das raizessfoanadas foram feitas na
montagem do experimento, aos cinco e 15 dias ap@damnento das raizes transformadas de
manjericdo, pela captura de imagens das placasetie d@ acordo com o descrito em
Experimento 2 e posteriormente as imagens foramepsadas utilizado o software “Sistema
Integrado para Andlise de Raizes e Cobertura do” S0 (SIARCS 3.0) (JORGE &
CRESTANA, 1996), para a avaliacdo do comprimentictdar, seguindo o protocolo de
editoracéo de imagens proposta por Lima et. aDgR0

3.4 Experimento 4:Efeitos do &cido humico e do éxido nitrico assausaal duas doses de N-
NO;3; sobre a atividade das enzimas nitrato redutasmba® de prétons, catalase e a
histolocalizacdo radicular de NO e ROS em raizemstormadas de manjericdo em
experimento de curta duragao

3.4.1. Material vegetal e condi¢des de crescimergdratamentos

As condicdes experimentais deste experimento faxanmesmas realizadas para o
Experimento 3.

As raizes foram multiplicadas vitro, utilizando-se erlenmeyer contendo Meio
Minimo (MM) (BECARD & FORTIN, 1988), modificado pary: Forca lonica, num periodo
de 35 dias ap0s a repicagem (DAR), utilizando degmentos de trés centimetros de apice
radicular. Aos 35 DAR, a solucéo foi trocada e a&geas transformadas foram colocadas no
Meio Minimo modificado sem N-N© durante 72 horas, visando a reducdo do teor de
nitrogénio no interior das células. Apds as 24 sisam N-NQ@, as raizes crescidas foram
transferidas para erlenmeyer contendo Meio Mininaalifitado para Y2 Forca l6nica com
baixo e alto suprimento de N-NOcom seus respectivos tratamentos.

As coletas das raizes transformadas para a avaldes@tividade da nitrato redutase
foram feitas nas 0; 3; 6; 9; 12 e 24 horas apgglieagdo dos tratamentos, e com os dados
obtidos para esta determinacao, foram feitas asoudeterminacdes (as 6 horas, devido ao
fato de deste tempo apresentar maiores valoresaadade da nitrato redutase) (Atividade
das bombas de protons; Atividade da Catalase elblistizacdo radicular de NO e ROS),
conforme descrito no Experimento 3.
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3.4.2. Delineamento experimental e analise estaitst

O delineamento experimental foi o inteiramente abzado em esquema fatorial, com
quatro repeticdes (sendo cada repeticdo compostaqyetro erlenmeyers). O esquema
fatorial foi 0 3 X 2 (Controle, acido humico-Orgasolo Haplico (AH) e NO); (suprimento
baixo (0,5mM) e alto (5,0mM) de N-NQ. Os resultados obtidos foram submetidos a
tratamento estatistico, como descrito no Experim2nt
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Experimento 1:Extracdo e caracterizagdo da matéria organica raadé dos solos

Na Tabela 1 s&o apresentados os resultados daeaddlisolo. Os valores de pH; Al

e nutrientes apresentam-se bastante diferenciadagje torna cada tipo de solo com
caracteristicas distintas. E possivel observar magivalores de carbono no Organossolo e
menores no Latossolo. Estes resultados confererarasteristicas edafoclimaticas que estes
solos apresentam. O teor de carbono dos difereotes indicou a quantidade de material a
ser utilizada para a extracao e purificacdo do mahteendo possivel utilizar menores valores
de massa de solo para o Organossolo e ChernodéatoLatossolo demandou mais tempo e
maiores quantidades de massa de solo para a exgguiificacdo de acido humico.

Tabela 1.Analise quimica dos trés solos estudados.

pH AI™ Ca Mg Na K H'Al P C N
N T — cmok kgt -----------m--- mg kg- - g kg' -
Chernossolo 6,05 0,0 2,75 1,75 0,04 0,24 2,30 7 744,72
Latossolo 5,55 0,1 2,00 1,60 0,18 0,29 3,50 2 131040
Organossolo 4,85 1,7 2,30 2,10 0,03 0,39 8,45 3 104,5,88

O fracionamento quimico da matéria organica dasdrdostras dos solos estudados
pode ser visto na Tabela 2.

Cada amostra de solo estudado apresentou teoreartoino das fracbes da matéria
organica do solo bem diferenciados, sendo possbsarvar que os solos com maiores teores
de carbono na analise de solo de rotina obtiveraiores valores das fracdes humicas da
matéria organica, sendo os resultados de acidoclh(nhei Organossolo bem maiores do que 0s
demais solos estudados.

Tabela 2. Teores de carbono das fracdes da matéria orgédido Fulvico, Acido Himico
e Humina) de amostras de solos estudados.

Solos Acido Fualvico  Acido Himico Humina
g.kg* de solo
Chernossolo 5,62 16,96 22,12
Latossolo 1,21 2,32 9,48
Organossolo 11,45 42,2 50,95

Na Tabela 3 sdo apresentados: a composicéo elemantaelacoes atbmicas, relacédo
E4/Es 0s valores de acidez total, carboxilica e fenddioa acidos fulvicos e acidos humicos.
Os valores encontrados para os resultados da Talesk#io de acordo com os limites normais
encontrados na literatura (CANELLAS & SANTOS, 2006)

A composicao elementar é a propriedade mais estafteidamental das substancias
hamicas (RICE & MACCARTHY, 1991), através da arglida composicdo elementar
conseguiram discriminar acidos fulvicos, humicoBueninas e suas diversas origens (solo,
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agua, turfa e ambiente marinho), revelando umaitstielacéo entre o processo de formacao
das substancias humicas e a distribui¢do relatigaatbmos que as compdem.

Como observado na Tabela 3 a relacdo C:N dos adidoscos foi menor em
comparacdo com a dos acidos fulvicos, mostrandocogaemento do conteido de N com a
reducdo da relacdo C:N se devem ao processo dacé@woba humificacdo pelos acidos
hamicos, caracterizado por transformac¢des quimiwass intensas (KUMADA, 1987).
Segundo Flaig (1971), o acumulo de N aumenta oegsacde humificacdo, uma vez que,
para formacdo dos precursores das substancias dsminfiosolubilizagcdo do fenol e
condensacao de quinonas), sdo necessarias reagdieslas por compostos nitrogenados.

Tabela 3. Valores de composicdo elementar, as suas relagfigsicas, acidez total,

carboxilica, fendlica e da relacda/ls dos acidos flulvicos e humicos das amostras da terr
provenientes dos solos estudados.

Chernossolo Latossolo Organossolo
Acido Fulvico
g kg’
C 115 109 120
H 25,2 26,9 23,5
N 3,6 3,4 3,2
O 855,9 860,5 852,9
C:N 37,4 37,5 43,9
H:C 2,62 2,95 2,34
o:C 5,57 5,91 5,31
E4/E6 5,45 5,10 6,12
mmol H' g~
Acidez total 891,5 837,2 945,7
Acidez Carboxilica 250,1 242.,5 217,3
Acidez Fendlica 641,4 5947 428,4
Acido Humico
g kg’
C 479 503 551
H 51 51,2 35,0
N 43,0 42,0 449
(@) 427 404 389
C:N 13,0 14,0 12,5
H:C 1,27 1,22 0,76
o:.C 0,67 0,60 0,53
E4/E6 3,12 4,81 2,16
mmol H' g~
Acidez total 613 553 812
Acidez Carboxilica 493 342 635
Acidez Fendlica 120 211 177

As relagbes atdmicas H:C das substancias humicassderada como uma medida
indireta das caracteristicas estruturais das fead@enicas que, quanto menor o valor da
relagdo, mais acentuado é o carater aromatico rhmrma, sendo estes valores menores nos
acidos humicos (RICE & MACCARTHY, 1991).

A relagdo O:C € um indicativo do grau de humificacks fracdes hamicas, onde
valores menores que um (caso dos acidos humicdispm a fracdo mais humificada (RICE
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& MACCARTHY). Estes resultados conferem ao acidoniao uma maior estabilidade em
relacéo ao &cido fulvico dos diferentes solos.

A diminuicdo na relacéo JAE¢ dos acidos humicos em relacdo aos acidos fulvicos
sugere uma maior estabilidade desta fracdo humdiem relacdo a outra (Tabela 3). De
modo geral, tanto os acidos fulvicos como os ackdoricos apresentaram valores elevados
de acidez total, carboxilica e fendlica.

O acido fulvico é a fracdo humificada mais reatigpresentando maior grau de
oxidacdo dos seus compostos e maior acidez totaknp com menor estabilidade,
favorecendo a formacgédo de complexos mais solliveesraenor peso molecular, interferindo
de forma mais intensiva no meio, podendo facildaiendmeno de lixiviagdo de cétions e
iluviacao de argila (CANELLAS, 1999).

A importancia dos acidos humicos, principalmente camadas superficiais dos solos,
onde sua concentracdo € maior, se deve ao fat@rtieigar da maioria das reacbes que
ocorrem no solo, tais como: agregacdo e estabdiddms agregados pela formacao de
complexos organo-minerais; solubilizacdo de foséatbminuicdo da energia de fixacdo dos
oxidos; adsorcdo de metais pesados; tampao doesdiminuicdo do PCZ (ponto de carga
zero), além de servir como reserva de nutrientgdaddas e microorganismos (FONTANA,
2006).

Os resultados de acidez carboxilica indicam queagdd acido humico apresenta
maiores valores de carboxilas em relacdo ao adidicd, onde esse grupamento funcional
promove a maior parte da acidez nessas fraco@arda acido fulvico, a acidez fendlica € a
maior responsavel pela acidez dessa fracdo (T8hela

Os espectros de Infravermelho com TransformadaBodeier dos acidos hamicos
estudados séo apresentados na Figura 13. Estedresp®rnecem informacdes sobre a
presenca dos grupos funcionais presentes na mat@aaica dos solos, bem como sobre a
natureza de suas ligacdes quimicas e sua reatv{FaEVENSON, 1994).

E possivel observar uma grande semelhanca enanesas presentes nos espectros de
IV-TR dos acidos humicos isolados de diferentesssoAs bandas de absorcéo intensas na
regido de 3460 cthe em 3400 cih nos &cidos himicos AH1 e AH2 ocorreram, e s&o
caracteristicas da presenca de grupos OH e estitasnBl-H. Para os trés acidos huamicos
estudados foram encontrados estiramentos simégiessimétricos de grupos C-H alifaticos
em 2980 e 2940 cm(Figura 113).

A banda de absorcéo em 1720ctpode ser atribuida a estiramento C=O em grupos
carbonila com possiveis atribuicdes de C=0 de &stéys bandas em 1646 ¢re em 1510
cm’ podem ser atribuidas a vibragdes axiais de gr@s@s de alquenos e vibracdes do anel
aromatico (C=C), mas também atribuidas ao estirammesrbonila de amidas secundarias,
presentes em proteinas e polipeptideos, a 165D (Eiigura 13). As amidas secundarias
também podem exibir outra banda caracteristica 840 tm' confirmado pelo modo de
deformacéo N-H (ZANDONADI, 2006).

As bandas de grupos carboxilicos ionizados forasemadas entre 1610 ¢ne em
1390 cnt', e correspondem a vibraces simétricas e assim@ile estruturas COO. A banda
observada em 1224 pode ser atribuidas a estiram€n@® de ésteres saturados associados a
polissacarideos. A banda em 1120'cpode estar associada a estiramentos de grupos C-O
integrados & estrutura de alcodis secundariosag@abem 1030 crhassociada a estiramentos
C-O em alcodis primarios (Figura 13).

A banda de absor¢édo em 814 tpode ser atribuida a deformagées angulares de C-H
em anéis aromaticos. As bandas de absorcdo otasma faixa inferior a 650 ¢hpodem
ser atribuidas a possiveis impurezas de carbonaioganicos associados a metais (Figura
13).
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Figura 13. Espectro de Infravermelho com Transformda de Fourier (IV-TF) dos acidos
humicos estudadogAH1- Acido Humico de Chernossolo Haplico; AH2 eifo Himico de
Latossolo Vermelho-Amarelo; AH3 - Acido Himico deg@nossolo Haplico).

GARCES (1987); COULTHUP e colaboradores (1964)bafram a regido do
espectro de absorcdo entre 1492 e 900 como a regido de impressdo digital de uma
substéancia, ou seja, compostos similares apreseattaorcdes idénticas nessa regiao e, por
outro lado, compostos distintos apresentam absedj§antas. Alguns trabalhos afirmam que
acidos humicos de diferentes tipos de solos promogspectros de absor¢cdo no IV-TR
diferentes (FONTANA; 2006; LIMA, 2006; ZANDONADI,@6). Porém, néo foi observado
este padrdo de comportamento no presente estudemé&lhanca dos espectros dos &cidos
hamicos estudados pode ser atribuida ao tipo deritwh vegetal e 0 manejo adotado nos
diferentes solos. Nestes solos havia o cultivordan@nea braquiariaBfachiaria decumbens
L.), cultivadas a pelo menos trés anos e o manejgatlo no sistema de piquetes. Esses
resultados podem estar influenciando o perfil dpeeetros de IV-TF.

A técnica de IV-TF € bastante utilizada para ais@&jualitativa, mas nos ultimos
anos também tem sido aplicada a analise semi-t¢ai@rdi de grupamentos funcionais,
principalmente os oxigenados. A partir da relaghtida pela integracdo da area de banda
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correspondente aos grupamentos alifaticos (C-H)spgtupamentos polares (C-O). Dessa
forma é possivel determinar o indice de hidrofataide (IH) e o indice de condensacao (IC)
de acidos humicos (FREIXO, 2000). Os solos estuglaaloresentaram os indices de
hidrofobicidade de 1,3; 1,5 e 1,8 respectivamemt@ fAH1, AH2 e AH3. Estes resultados

denotam que os acidos humicos estudados apreseatanm material bastante resistente a
degradacgdo oxidativa, isto porque os grupamentfidieds sdo mais hidrofébicos e menos

suscetiveis a oxidacdo, quando comparados comlissgoarideos. Assim, quanto maior esta
relacdo maior sera a resisténcia do acido humésgéadacado microbiana (LIMA, 2006).

A relacdo entre grupamentos aromaticos e alifatioosece outro importante indice
para a avaliagdo dos &cidos humicos: o indice deletsacdo (IC). Os grupamentos
aromaticos caracterizam moléculas mais condensai@isanto os alifaticos se referem as
moléculas com cadeias saturadas. Quanto maior ar wétido do IC, maior o grau de
humificacdo e estabilidade dos compostos presemesacidos humicos obtidos dos solos
estudados. Como observado na Figura 13 estes &dtiooEos apresentaram as seguintes
relacdes: 2,28 (AH1); 2,35 (AH2) e 2,32 (AH3), derstbando os acidos humicos serem um
material bem humificado, e representando boa diskathe dos compostos presentes. Esses
resultados reforcam a analise de composicao elamemnte espectroscopia na regido do UV-
visivel, confirmando a estabilidade dessa fracamadigria organica do solo.

4.2 Experimento 2:Efeito de diferentes concentracfes de &cidos h@@abe Oxido nitrico
no crescimento de raizes transformadas de margerica

A Figura 14 apresenta a comparacdo dos valorastidemitotico das doses testadas
entre os diferentes acidos hamicos, aos 5 e 15d#igsatamento. A Figura 14A apresenta
apenas diferenca significativa na dose de 3mM dédda L', sendo o tratamento AH3
superior aos demais. Na Figura 14B houve difereasadoses de 1 e 3mM de Carbofip L
sendo que na dose mais baixa de carbono, o trataell foi superior aos demais e na dose
de 3mM de Carbonoto tratamento AH3 apresentou maiores valores [seaparametro.

Na Figura 15 observa-se a comparacao dos valorsgidenitético e Correlacdo de
Pearson, entre as doses testadas em cada tratafddetentes acidos humicos ou 6xido
nitrico), aos 5 e 15 dias.

As doses de todos os acidos humicos estudadosdias 8ao superiores ao Controle,
demonstrando o efeito promotor dos acidos humieopraducéo de sitios mitoticos. Apesar
de apresentarem diferencas entre o Controle, desatiimicos ndo apresentaram diferencas
entre as doses testadas, com excecdo da dose ded8n@drbono T para o AH3 tendo
maiores valores para este parametro. Para o Ndhs&s crescentes de SNP foram superiores
ao Controle, com excecéo da dose mais alta, quegweu a reducéo de sitios mitoticos.

Comportamento semelhante aos 5 dias foram obtidesla dias apds a adocdo dos
tratamentos, onde as doses de todos os acidosduigstudados sdo superiores ao Controle,
sendo a dose de 3mM de Carborib duperior as demais doses testadas. O NO também
apresentou comportamento semelhante na coletaddes &s doses crescentes de SNP foram
superiores ao Controle, com excecdo da dose ntaisgqale promoveu a reducdo de sitios
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mitoticos. Os valores de correlacdo quadratica ag@iesentados na Figura 15. Todos os
tratamentos apresentaram alta correlacao entresas testadas, para os sitios mitéticos.
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Figura 14. Efeito de diferentes concentracdes deidos humicos sobre a densidade de
sitios mitéticos de raizes transformadas de manjar@io. Valores Relativos de Sitios
Mitoticos de Raizes Transformadas de Manjericadbagiss (A) e aos 15 dias (B), nas doses
1; 2; 3; 4; 5 mM Carbono 't de &cido humico, submetidas aos tratamentos AHdeAc
Humico de Chernossolo Haplico; AH2-Acido Humico Hatossolo Vermelho-Amarelo;
AH3-Acido Humico de Organossolo Haplico.

Letras iguais dentro de cada dose néo diferem snpelo teste de Scott Knot(®,05).
Barras verticais indicam erro padréo. (n = 4).
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Figura 15. Efeito de diferentes concentrac6es deidos humicos e oxido nitrico sobre a
densidade de sitios mitéticos de raizes transformad de manjericao.Valores Relativos de
Sitios Mitéticos de Raizes Transformadas de Mat§ere Correlagdo de Pearson, aos 5 e 15
dias, nas doses de acido htimico 0; 1; 2; 3; 4; 5@albono [ ou nas doses de 6xido nitrico
0; 0,1; 10; 50; 100; 200 pM SNP*Lsubmetidas aos tratamentos Controle (sem aciahicb(

ou Oxido nitrico); Acido Himico de Chernossolo Hépl(AH1); Acido Himico de Latossolo
Vermelho-Amarelo (AH2); Acido Hudmico de Organossoldaplico (AH3); SNP-
nitroprussiato de sodio como doador de 6xido mitfi¢O).

Linha horizontal pontilhada limita o valor maximo dontrole. Letras iguais entre as doses ndo difengre si
pelo teste de Scott Knot £f,05). Barras verticais indicam erro padrédo. (n)=Malores significativos de
Correlagdo de Pearsor(p05).
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A Figura 16 apresenta a comparacao dos valoresrdpronento radicular nas doses
testadas entre os diferentes acidos humicos, @%%bdias de tratamento. A Figura 16A (5
dias) apresenta diferenca significativa entre adgodchimicos testados em cada dose, sendo
que o tratamento AH3 destacou-se dos demais. Na&FIhB (15 dias) houve diferenca nas
doses de 3 e 5mM de Carbond, Isendo encontrado menor crescimento no tratanfero
para a dose de 3mM de Carbond ¢ maior crescimento de raiz no acido htimico AH3 na
dose de 5mM de Carboné'L

Na Figura 17 verificam-se os valores de comprimeatticular de acordo com as
doses crescentes de acido humico e oxido nitricaplisacdo de acido humico de diferentes
classes de solos proporcionou aumentos significstivo comprimento radicular de raizes
transformadas de manjericdo, em relacdo ao conkalese de 3mM de Carbono para todos
0s acidos humico apresentou maiores valores deir@sto radicular, nas duas épocas
coletadas. Foram observadas correlacdes quadratitasas doses crescentes testadas. Este
fendbmeno pode ter acontecido devido ao fato deemueacidos humicos sdo encontradas
moléculas com atividade auxinica. Com aumentoscentss de &cido hdmico séo
aumentados os niveis das moléculas com atividadeiea. E conhecido que este fitorménio,
dependendo da dose, pode estimular o crescimentaizies. Porém com o aumento dos
niveis deste hormoénio, este pode atuar como hdehicausando sérios danos as plantas. Por
isso, doses mais elevadas de acido humico podegsarcama reducdo no crescimento das
raizes transformadas de manjericdo, demonstranel@ dpioatividade desta substancia pode
ser devido a moléculas existentes de auxina naantadrofébico dos acidos humicos.

Com a aplicacdo de 6xido nitrico (Figura 17), obsese comportamento semelhante
aos encontrados para os acidos humicos testadosseja,l niveis crescentes de NO
aumentaram o crescimento radicular, sendo as dpsespromoveram maiores aumentos
foram as doses de 50 e 100uM de SNP. Com a dos® (2&0uM de SNP) houve um
comportamento tipico de toxicidez, evidenciandocamportamento tipicamente hormonal.
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Figura 16. Efeito de diferentes concentracdes deidos humicos sobre o comprimento
radicular de raizes transformadas de manjericdo.Valores Relativos de comprimento
radicular de Raizes Transformadas de Manjericad atias (A) e aos 15 dias (B), nas doses
1; 2; 3; 4; 5 mM Carbono 't de &cido humico, submetidas aos tratamentos AHdeAc
Humico de Chernossolo Haplico; AH2-Acido Humico Hatossolo Vermelho-Amarelo;
AH3-Acido Humico de Organossolo Haplico.

Linha horizontal pontilhada limita o valor maximo dontrole.

Letras iguais dentro de cada dose néo diferem sinpredo teste de Scott Knot{p,05).
Barras verticais indicam erro padréo. (n = 4).
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Figura 17. Efeito de diferentes concentracdes deidos humicos e Oxido nitrico sobre o
comprimento radicular de raizes transformadas de majericdo. Valores Relativos de
comprimento radicular de Raizes Transformadas dgédviedo aos 5 e 15 dias, nas doses de
acido himico 0; 1; 2; 3; 4; 5 mM Carbond bu nas doses de éxido nitrico 0; 0,1; 10; 50;
100; 200 uM SNP t, submetidas aos tratamentos Controle (sem &cidtichlou 6xido
nitrico); Acido Humico de Chernossolo Haplico (AH1Acido Humico de Latossolo
Vermelho-Amarelo (AH2); Acido HGmico de Organossoldaplico (AH3); SNP-
nitroprussiato de sddio como doador de 6xido mitfi¢O).

Linha vertical pontilhada limita o valor maximo dontrole. Letras iguais entre as doses ndo diferetme si
pelo teste de Scott Knot{p,05). Barras verticais indicam erro padréo. (n)=*4Valores significativos de
Correlagdo de Pearsorg(p05).
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Observando o crescimento da area radicular aof$ apos o tratamento com 0s
acidos humicos (Figura 18), verifica-se o crescant@ento de area radicular de acordo com
as doses de acido humico, mas sem demonstrar rdifesgnificativa para esse parametro
nessa coleta. Diferencas foram observadas na celdtaada aos 15 dias de experimento, nas
doses de 3 e 5mM de Carbond, Ipara o tratamento AH3, evidenciando maior proroais
crescimento de area radicular para o acido hunmoeepiente de Organossolo Haplico.
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Figura 18. Efeito de diferentes concentragBes deidos humicos sobre a area radicular
de raizes transformadas de manjericdo.Valores Relativos de comprimento radicular de
Raizes Transformadas de Manjericdo aos 5 dias éds€l5 dias (B), nas doses 1; 2; 3; 4; 5
mM Carbono [* de acido himico, submetidas aos tratamentos AHdeAeiUmico de
Chernossolo Haplico; AH2-Acido Humico de Latossdlermelho-Amarelo; AH3-Acido
Humico de Organossolo Haplico.

Linha horizontal pontilhada limita o valor maximo dontrole.
Letras iguais dentro de cada dose néo diferem sinpredo teste de Scott Knot{p,05).
Barras verticais indicam erro padréo. (n = 4).

Na Figura 19 é possivel observar os resultadosodelacédo de area radicular de
raizes transformadas de manjericdo entre doseslésstle acido himico e éxido nitrico, aos 5
e 15 dias de experimento. Verifica-se que paraaiarmentos com acido humico, a dose de
3mM de Carbono t apresentarem maiores valores de &rea radicular,dnas coletas
realizadas, superando o controle em torno de 5@%sJratamentos com Oxido nitrico as
doses de 50 e 100pM de SNP apresentaram maior area radicular e a dose deM2@@u
SNP L 0 menor valor deste parametro, evidenciando qteedese é toxica para as raizes
transformadas.
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Figura 19. Efeito de diferentes concentracdes deidos humicos e Oxido nitrico sobre a
area radicular de raizes transformadas de manjericd. Valores Relativos de area radicular
de Raizes Transformadas de Manjericdo aos 5 ea$5rhs doses de acido huamico 0; 1; 2; 3;
4; 5 mM Carbono L ou nas doses de 6xido nitrico 0; 0,1; 10; 50; 2OM pM SNP L,
submetidas aos tratamentos Controle (sem acidodotoni 6xido nitrico); Acido Hamico de
Chernossolo Haplico (AH1); Acido Himico de Latossdermelho-Amarelo (AH2); Acido
Humico de Organossolo Haplico (AH3); SNP-nitroprass de sédio como doador de Oxido
nitrico (NO).

Linha horizontal pontilhada limita o valor maximo dontrole. Letras iguais entre as doses néo difengtre si

pelo teste de Scott Knot{p,05). Barras verticais indicam erro padréo. (n)=*4Valores significativos de
Correlagdo de Pearsorg(p05).
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A Figura 20 apresenta o incremento radicular daslodchumicos isolados de
diferentes classes de solos e do 6xido nitricoOdoslias e 5-15 dias. Verifica-se que para 0s
tratamentos com &cido himico a dose de 3mM de @arbd foi a dose que demonstrou
maiores valores de incremento radicular, com amesaio em torno de 400% em relagdo ao
tratamento controle. Para o tratamento com NO, asesdde 50 e 100pM de SNFP' L
apresentaram maiores valores de incremento radictimgindo taxas de crescimento de
400% em relacdo ao Controle.
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Figura 20. Efeito de diferentes concentrac6es deidos humicos e 6xido nitrico sobre o
incremento radicular de raizes transformadas de mgericdo. Valores Relativos de
incremento radicular de Raizes Transformadas dgevle#io , aos 0-5 dias e 5-15 dias de
experimento, nas doses de acido hiimico O; 1; Z; 3; mM Carbono L' ou nas doses de
6xido nitrico 0; 0,1; 10; 50; 100; 200 M SNP, lsubmetidas aos tratamentos Controle (sem
acido hamico ou O6xido nitrico); Acido Humico de @messolo Haplico (AH1); Acido
Humico de Latossolo Vermelho-Amarelo (AH2); Acidaimico de Organossolo Haplico
(AH3); SNP-nitroprussiato de sédio como doador xidanitrico (NO).

Linha horizontal pontilhada limita o valor maximo dontrole.
Letras iguais entre as doses ndo diferem entrelaitpste de Scott Knot<£p,05).
Barras verticais indicam erro padréo. (n = 4).

A Figura 21 apresenta as fotos representativasptieisas de petri aonde foram
avaliados os parametros de crescimento das ra@efdrmadas de manjericdo, distribuidos
de acordo com as doses crescentes de acidos hileroeado nitrico.
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Figura 21: Efeito de diferentes doses de acido huou e de Oxido nitrico no crescimento
de raizes transformadas de manjericdo, aos 15 diap0s o tratamento.

A Figura 22 apresenta a area de acidificacdo ddestiamicos em funcdo da dose
testada. Verifica-se que ndo houve diferenca erstr@&cidos humicos, para cada dose testada,
evidenciando o efeito promotor dos acidos humiestatos.

Na Figura 23, para cada acido huamico testado eoaxittico, € possivel observar a
curva de calibracdo das areas de acidificacaofézos em funcdo da dose das substancias
utilizadas. Todas as substancias testadas apresentzaiores valores de area de acidificacédo
rizosférica em relagéo ao Controle experimentatiode de 3mM de Carbono'lde acido
hamico promoveu maiores areas de acidificagdo emotaa raiz, onde esses valores
promoveram praticamente o dobro de acidificacaarda de rizosfera, frente ao Controle. Ja
para o 6xido nitrico, a dose de 200uM de SNP provocou uma reducédo de 70% de
acidificacdo da area de rizosfera, demonstrandesgiaedose pode ser toxica as raizes.

Na Figura 24 encontram-se 0s valores de correlsigfuificativos dos parametros de
crescimento radicular de raizes transformadas dhgeniziio. E possivel observar a correlacéo
positiva em torno de 90% entre o numero de siti@géticos e o comprimento radicular,
proporcionados pela aplicacdo crescente de aciaimgchs e 6xido nitrico, assim como para
as correlacbes do numero de sitios mitdticos e éaeéecular (em torno de 90%) e
comprimento radicular e area radicular (em torno98&o0). Esses dados sugerem que 0S
aumentos da dose das substancias testadas infloepositivamente o crescimento radicular,
agindo no tamanho das raizes, a area ocupadareacto de raizes (dada pelo nimero de
sitios mitéticos de raizes).
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Figura 22. Efeito de diferentes concentracdes de idos hamicos sobre a éarea de
acidificacao radicular de raizes transformadas de @mnjericdo. Valores Relativos da area
de acidificacao radicular de Raizes Transformadddahjericdo aos 5 dias, nas doses 1; 2; 3;
4; 5 mM Carbono L* de &cido himico, submetidas aos tratamentos AHdeAldumico de
Chernossolo Haplico; AH2-Acido Humico de Latossdlermelho-Amarelo; AH3-Acido
Humico de Organossolo Haplico.

Linha horizontal pontilhada limita o valor maximo dontrole. Letras iguais dentro de cada dose iféceth
entre si pelo teste de Scott KnokQp05). Barras verticais indicam erro padréo. (.= 4
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Figura 23. Efeito de diferentes concentracdes deidos humicos e Oxido nitrico sobre a
area de acidificagdo radicular de raizes transformaas de manjericdo.Valores Relativos

da area de acidificacao radicular de Raizes Tramsias de Manjericdo aos 5 dias, nas doses
de &cido himico 0; 1; 2; 3; 4; 5 mM Carborib du nas doses de 6xido nitrico 0; 0,1; 10; 50;
100; 200 uM SNP t, submetidas aos tratamentos Controle (sem &cidtichlou 6xido
nitrico); Acido Humico de Chernossolo Haplico (AH1Acido Humico de Latossolo
Vermelho-Amarelo (AH2); Acido Hamico de Organossoldaplico (AH3); SNP-
nitroprussiato de sddio como doador de 6xido mitfi¢O).

Linha horizontal pontilhada limita o valor maximo dontrole. Letras iguais entre as doses néo difengtre si
pelo teste de Scott Knot{p,05). Barras verticais indicam erro padréo. (n)=*4Valores significativos de
Correlagdo de Pearsorg(p05).
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Figura 24. Correlacdo de Pearson dos parametros derescimento de Raizes
Transformadas de Manjericdo. Correlagédo entre: area radicular X comprimentactaar
(A); area radicular X namero de sitios mitéticog;(Bomprimento radicular X namero de
sitios mitaticos (C).

* Valores significativos de Correlacdo de Peargsi®05).

4.3 Experimento 3: Efeitos do acido humico e do NO asociados a duassdde N-N@
sobre o crescimento de raiz, metabolismo do nitmogétividade das bombas de prétons,
catalase e histolocalizagdo radicular de NO e RD%aézes transformadas de manjericdo

Como pode ser observado na Figura 25 a atividadeniglato redutase (NR)
apresentou comportamento semelhante aos 5 e 1lmpiigsa montagem do experimento.
Verifica-se que o tratamento com &cido humico eibflDenciaram positivamente a atividade
NR.

A dose de 5,0mM de N-NOproporcionou maior atividade da NR para os tratdose
controle e no tratamento com acido humico. Compwetdo oposto foi observado para o
tratamento com NO, ou seja, a dose mais alta deoiteduziu a atividade da NR. Este efeito
pode ser devido a inibicdo da NR com alto teor éd@y, quando se utiliza a molécula
bioativa NO. Uma das vias de producao de NO entgdad dependente da NR, ou seja, com
a aplicacdo de alto teor de N-plOsugere-se que houve a producdo de NO. A aplicacao
exdgena de NO concomitante a producdo enddgena jpaxheover um acumulo deste
composto, e como consequUéncia causar a inibicBRjapara diminuir as concentracées
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internas de NO. Para as duas coletas foi obsemsteoefeito. Na dose mais baixa de NsNO
nao foi observada diferenca significativa entréraamentos com &cido humico e NO.

OControle BAH ®NO A

0,51

Atividade da Nitrato redutase
pmol N-NO; g* MF h™*
o
N

Atividade da Nitrato redutase

0,5 ] 5,0
mM N-NO3

Figura 25. Efeito do &cido humico e do 6xido nitric na atividade da nitrato redutase em
raizes transformadas de manjericdo.Controle (sem &acido himico ou SNP); AH-Acido
Hamico extraido de Organossolo Haplico (3mM de GacbL?), SNP como doador de NO
(100 pM SNP [* de solucdo)A - média dos tratamentos submetidos & dose baikaN©;
(0,5mM) e dose alta de N-NO(5,0mM) aos 5 dias apds os tratamen®s; média dos
tratamentos submetidos a dose baixa de N-KEBmMM) e dose alta de N-NO5,0mM) aos
15 dias ap0s os tratamentos

Letras maiusculas iguais entre de as dose de BNeN€tras minusculas iguais dentro da dose de N-N&b
diferem entre si pelo teste de Scott Knatqj®5).
Barras verticais indicam erro padréo. (n = 4).
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Os teores de N encontrados nas raizes de manjericdo podem ges via Figura
26. Verifica-se maior teor de nitrato para os treatos com acido humico e NO, em relacao
ao controle. E possivel observar menores valordé-N®; na coleta feitas aos 5 dias apos a
montagem do experimento (Figura 31 A), fato est dgnota a maior absorcao deste anion
nos primeiros dias ap0s o suprimento de nitrog@dém houve diferenca significativa entre
os tratamentos com as substancias aplicadas ptrar ale N-NQ, porém foi observada
diferenca com o controle. Aos 15 dias (Figura 3¥dBdm encontrados maiores teores de N-
NOs; em relacdo a coleta realizada aos 5 dias apdécagp dos tratamentos, indicando que
as raizes transformadas de manjericao apresenemtmasegia de acumular parte do NJNO
nos vacuolos. Também n&o houve diferenca entrédo &&mico e NO, em ambas as doses
de nitrato fornecidas.
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Figura 26. Efeito do acido humico e do oOxido nitric no teor de nitrato em raizes
transformadas de manjericdo Controle (sem acido himico ou SNP); AH-Acido Hdmi
extraido de Organossolo Haplico (3mM de Carbotly ENP como doador de NO (100 uM
SNP L* de solucdo)A - média dos tratamentos submetidos & dose baikaNi@; (0,5mM)

e dose alta de N-NO(5,0mM) aos 5 dias ap0Os os tratamenis; média dos tratamentos
submetidos a dose baixa de N-N(®,5mM) e dose alta de N-N{5,0mM) aos 15 dias apoés
0s tratamentos

Letras mailsculas iguais entre de as dose de NeN€tras minUsculas iguais dentro da dose de N-N&b
diferem entre si pelo teste de Scott Knatqj05).
Barras verticais indicam erro padrdo. (n = 4).
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Na Figura 27 pode ser observado que os tratametios acido hiumico e NO
apresentam maior teor de amonio, em relagdo acotentO contetido de N-NA nas
diferentes coletas nas raizes transformadas, sida®et duas doses de N-NADs resultados
demonstram maior teor de N-NHna primeira coleta (Figura 20 B). Comparando os
resultados dos teores de N-N@Figura 26) e atividade na NR (Figura 25) e osgeale N-
NH,"-, é possivel sugerir que, na primeira coleta,eoses de N-N@ por serem menores,
indicam que grande parte do N-BlCabsorvido estd sendo reduzido para NsNHDs
contetidos de N-NH s&o significativamente maiores nos tratamentos &oitio himico e
oxido nitrico, em relagcdo ao controle, para as dy@sas coletadas. Verifica-se que néo
foram significativas as diferengas entre as dosds-8lO; e os tratamentos adotados.
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Figura 27. Efeito do acido humico e do Oxido nitric no teor de ambnio em raizes
transformadas de manjericdo.Controle (sem &cido himico ou SNP); AH-Acido Hdmic
extraido de Organossolo Haplico (3mM de Carborthy BNP como doador de NO (100puM
SNP L* de solucdo)A - média dos tratamentos submetidos & dose baikaNi®; (0,5mM)

e dose alta de N-NO(5,0mM) aos 5 dias ap0os os tratameni®s; média dos tratamentos

submetidos a dose baixa de N-N(®,5mM) e dose alta de N-N{5,0mM) aos 15 dias apoés
os tratamentos

Letras mailsculas iguais entre de as dose de NeN€tras minUsculas iguais dentro da dose de N-N&b
diferem entre si pelo teste de Scott Knat(qj05).
Barras verticais indicam erro padréo. (n = 4).
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Os niveis de acucares soluveis indicam a intensidiad atividade metabdlica das
raizes. A Figura 28 apresenta o conteudo de a@isatéveis nas raizes transformadas de
manjericdo. Observa-se que aos 5 dias apds a neomtdg experimento o teor de aglcares
solaveis foi maior em relagédo aos 15 dias e quaosa mais baixa de N-NQo contetdo de
acucares soluveis foi menor quando comparado aorreaprimento de N-N§ O teor de
acucares soluveis nos tecidos vegetais sao indieade energia prontamente disponivel para
o metabolismo celular (SOUZA, 1995). Os tratamentos acido hiumico e NO apresentaram
maior teor de aclUcares do que o controle, demaukirajue estas substancias podem
possibilitar as raizes transformadas de manjemr@gia para 0 crescimento e absorcdo de
nutrientes.
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Figura 28. Efeito do acido humico e do 6xido nitric no teor de acglcares solUveis em
raizes transformadas de manjericdo.Controle (sem &cido himico ou SNP); AH-Acido
Humico extraido de Organossolo Haplico (3mM de GacbL?), SNP como doador de NO
(100uM SNP [* de solucéo)A - média dos tratamentos submetidos & dose baikaN©;
(0,5mM) e dose alta de N-NO(5,0mM) aos 5 dias apds os tratament®s; média dos
tratamentos submetidos a dose baixa de N-KEBmMM) e dose alta de N-NO5,0mM) aos
15 dias apo0s os tratamentos

Letras mailsculas iguais entre de as dose de NeN€tras minUsculas iguais dentro da dose de N-N&b

diferem entre si pelo teste de Scott Knatqj05).
Barras verticais indicam erro padrdo. (n = 4).
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Os teores de N-amino livre nas raizes transformddamanjericdo podem ser vistos
na Figura 29. O tratamento com as substanciasiiasatacido himico e NO) apresentaram
maior teor de N-amino livre, em relacdo aos coasr@xperimentais (doses de N-NOAs
concentracbes adotadas de NgN@umentaram o conteldo desse nutriente no intddor
planta, que, através da acdo das enzimas de aggimitle N elevou os teores de N-amino
livre. Observa-se que mesmo com a utilizagdo dwobigior de N-N@, os niveis de N-amino
nao sofreram reducdes significativas, indicando agi@lantas devem estar remobilizando o
NO3z; acumulado nos vacuolos a fim de manter uma hoas®shetabdlica. Verificou-se que
aos 15 dias o conteudo de N-amino foi maior, emcéa a coleta realizada aos 5 dias de
experimento. Os aminoacidos atuam como reguladodéetos da atividade da NR e isso
pode estar relacionado a sua capacidade de maodidicaistribuicdo de nitrato nos
reservatorios celulares, conseqientemente, intadfeno processo de ativacdo enzimatica. O
aumento nos teores de aminoacidos do meio podegaowa inibicdo da atividade da NR.
Assim, a reduc¢do da atividade da enzima pode lggtala aos maiores teores de aminoacidos
presentes, aos 15 dias de experimento.
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Figura 29 Efeito do acido humico e do 6xido nitricano teor de N-amino livre em raizes
transformadas de manjericdo.Controle (sem &cido himico ou SNP); AH-Acido Hdmic
extraido de Organossolo Haplico (3mM de Carborthy BNP como doador de NO (100puM
SNP L* de solucdo)A - média dos tratamentos submetidos & dose baikaNi®; (0,5mM)

e dose alta de N-NO(5,0mM) aos 5 dias ap0s os tratamenis; média dos tratamentos
submetidos a dose baixa de N-N(®,5mM) e dose alta de N-N{5,0mM) aos 15 dias apoés
0s tratamentos

Letras mailsculas iguais entre de as dose de NeN€tras minusculas iguais dentro da dose de N-N&b
diferem entre si pelo teste de Scott Knatqj05).
Barras verticais indicam erro padréo. (n = 4).
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A atividade da Glutamina Sintetase (GS) em raizasstormadas de manjericdo
submetidas aos diferentes tratamentos adotados s@deista na Figura 30. E possivel
observar que tanto o acido humico como o NO promaowemaior atividade da GS,
aumentando a atividade desta enzima em torno dedé08ontrole. Observa-se que aos 5 dias
de experimento a dose mais baixa de NyNfpresentou a atividade da GS superior a dose
mais alta de N-N©® . Comportamento oposto foi visto aos 15 dias, oaderaizes
transformadas tiveram maior atividade desta enniontaatamento com a dose mais alta de N-
NOs. A Glutamina Sintetase catalisa a etapa chavessiandacao do nitrogénio inorganico
que é a incorporacdo do amoénio ao aminoacido ghttanproduzindo a glutamina. Dessa
maneira pode-se especular que as raizes transfasnsattmetidas a dose mais baixa de N-
NOgs, nos primeiros dias de contato com este nutrieapggdamente o absorvem, devido a sua
limitacdo no meio de cultura, de forma a garansuprimento de N-N©. Essa estratégia ja
nao é observada nos tratamentos submetidos a daseafta de N-N@, pois por nao
apresentarem limitacdo no meio de cultura de pity@a@ddem absorver mais lentamente essa
fonte nitrogenada. Dessa forma, o aumento da atieidla GS pode ser vista tardiamente (15
dias).
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Figura 30. Efeito do acido humico e do 6xido nitric na atividade da glutamina sintetase
em raizes transformadas de manjericdoControle (sem acido himico ou SNP); AH-Acido
Humico extraido de Organossolo Haplico (3mM de GacbL?), SNP como doador de NO
(100uM SNP [* de soluc&o)A - média dos tratamentos submetidos a dose baikaN©;
(0,5mM) e dose alta de N-NO(5,0mM) aos 5 dias apds os tratamen®s; média dos
tratamentos submetidos a dose baixa de N-KEBmMM) e dose alta de N-NO5,0mM) aos
15 dias ap0s os tratamentos

Letras maiusculas iguais entre de as dose de BeN€tras minusculas iguais dentro da dose de N-N&b
diferem entre si pelo teste de Scott Knat(qj05).
Barras verticais indicam erro padréo. (n = 4).
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Na Figura 31, observa-se a atividade da catalase razes transformadas de
manjericio, com a aplicacdo de substancias bisativduas doses de N-NOE possivel
observar o aumento da atividade da catalase eno wen40% nos tratamentos com as
substancias bioativas. A atividade da catalasesapteu comportamento semelhante nas duas
coletas realizadas. Os tratamentos supridos comemomdose de N-N£ apresentaram
aumentados na atividade desta enzima. Nesse sedtide hipoteses podem fundamentar
esse comportamento e esta relacionada com a gadtimhitada de nitrogénio no meio de
cultura (0,5mM N-N@). A primeira se deve a producédo de espécies esatie oxigénio
(ROS), ocasionada pelos baixos niveis de NrMO meio de cultura, tal como o peroxido de
hidrogénio (HO,), como sinal de estresse. A segunda hip6tese ®piaisivel € que 0.0,
gerado tem importante funcéo fisiologica, espe@ali® no metabolismo oxidante da parede
celular, pois estas espécies reativas sinalizanivalaale das enzimas que promovem o0
afrouxamento da parede celular, como as celul&sssicelulases, glucanases e pectinases,
atuando no crescimento das células vegetais. fesse, a atividade da catalase é um
indicativo dos processos de diferenciacéo e crestondas células de raiz.
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Figura 31. Efeito do &cido humico e do 6xido nitrie na atividade da catalase em raizes
transformadas de manjericdo.Controle (sem &cido himico ou SNP); AH-Acido Hudmic
extraido de Organossolo Haplico (3mM de Carboriy BNP como doador de NO (100pM
SNP L* de solucéo)A — média dos tratamentos submetidos & dose baikaNi@; (0,5mM)

e dose alta de N-NO(5,0mM) aos 5 dias apGs os tratamen®s; média dos tratamentos
submetidos a dose baixa de N-N(®,5mM) e dose alta de N-N{5,0mM) aos 15 dias apos
os tratamentos

Letras maiusculas iguais entre de as dose de BeN€tras minusculas iguais dentro da dose de N-N&b

diferem entre si pelo teste de Scott Knat(qj05).
Barras verticais indicam erro padrdo (n = 4).
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A atividade das P HATPases de membrana plasmatica de raizes trarsfasrde
manjericdo podem ser observadas na Figura 32.t@neato com acido humico apresentou
maior atividade das P 'HATPases, seguida do tratamento com NO, sendo tatamentos
superiores ao controle experimental.

Verificou-se que a atividade das P-ATPases afetaram positivamente os tratamentos
com as substancias bioativas, nas duas doses da;INAd primeira coleta. Ja aos 15 dias nao
houve diferenca entre os tratamentos adotados.

A absorcdo de nitrato € um processo ativo, quer@coontra um gradiente de
potencial eletroquimico, e precisa da geracao dgratiente de préton através da membrana
plasmatica, sendo, portanto dependente da atividadebombas de proton (P-ATPase)
dessas membranas (GLASS et al., 1992). O transgerdd-NQ" da rizosfera para o interior
celular é termodinamicamente desfavoravel em terdeogradiente de potencial elétrico e
potencial quimico, assim, a absorcdo de nitratoeegnergia, presumidamente como uma
forca préton-motriz, que é proporcionada por bomddetrogénicas (HATPases). Assim é
possivel concluir que as substancias bioativagatias possibilitaram aumento das bombas
de prétons de membrana plasmatica.
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Figura 32. Efeito do acido hiimico e do 6xido nitric na atividade da P H-ATPases em
raizes transformadas de manjerico Controle (sem &cido himico ou SNP); AH-Acido
Hamico extraido de Organossolo Haplico (3mM de GacbL?), SNP como doador de NO
(100uM SNP [* de soluc&o)A - média dos tratamentos submetidos a dose baikaN©;
(0,5mM) e dose alta de N-NO(5,0mM) aos 5 dias apds os tratamen®s; média dos
tratamentos submetidos a dose baixa de N-KEBmMM) e dose alta de N-NO5,0mM) aos
15 dias ap0s os tratamentos

Letras maiusculas iguais entre de as dose de BeN€tras minusculas iguais dentro da dose de N-N&b

diferem entre si pelo teste de Scott Knatqj05).
Barras verticais indicam erro padréo. (n = 4).
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A atividade das V HATPases em raizes transformadas de manjericaoesislas aos
tratamentos com duas doses de NsN© substancias bioativas podem ser observadas na
Figura 33. A V-ATPase acidifica compartimentos aotlulares e € essencial para muitos
processos, incluindo co-transportes, desenvolvimentolerancia a estresses ambientais. A
atividade desta enzima foi aumentada nos tratamertion acido humico e NO, quando
comparadas ao controle. Quando se verifica a atieicenzimatica desta bomba de protons
nos tratamentos com as substancias bioativas, ues dbses de N-NOobserva-se que na
dose mais baixa de nitrato utilizada, a atividade ¥ H-ATPases foram aumentadas nos
tratamentos com acido humico e NO, em relacdo a dwss alta de nitratoaos 5 dias de
experimento. Este aumento na atividade com a atéia das substancias bioativas pode estar
associado ao armazenamento de NyMOs compartimentos celulares, como o vacuolo, para
serem utilizados posteriormente, devido a baixaceomacdo deste nutriente no meio de
cultura. Aos 15 dias de experimento ndo houve dlifga entre os tratamentos adotados. A V-
ATPase é a bomba de protons predominante nas entmameas da maioria das células
vegetais, tanto em termos de quantidade de promwin@gm também freqlientemente em
atividade. Sob condi¢cdes de estresse como salmid#sficit hidrico, frio, estresse acido,
anoxia e excesso de metais pesados nos solosrewvigéhcia da célula depende fortemente
da manutencao ou ajuste da atividade das V-ATRBYEI Z et al., 2001).
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Figura 33. Efeito do acido himico e do 6xido nitric na atividade da V H-ATPase em
raizes transformadas de manjerico Controle (sem &cido hamico ou SNP); AH-Acido
Hamico extraido de Organossolo Haplico (3mM de GacbL?), SNP como doador de NO
(100uM SNP [* de soluc&o)A - média dos tratamentos submetidos a dose baikaN©;
(0,5mM) e dose alta de N-NO(5,0mM) aos 5 dias apds os tratamen®s; média dos
tratamentos submetidos a dose baixa de N-KEBmMM) e dose alta de N-NO5,0mM) aos
15 dias ap0s os tratamentos

Letras maiusculas iguais entre de as dose de BNeN€tras minusculas iguais dentro da dose de N-N&b
diferem entre si pelo teste de Scott Knatqj®5).
Barras verticais indicam erro padréo. (n = 4).
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Na Figura 34 sio apresentados os graficos da adiwidlas HPPases em raizes
transformadas de manjericdo, tratadas com acidacbuenNO, em dois niveis de N-NO
Neste parametro, foi observado comportamento semelmas duas coletas realizadas, onde
0s tratamentos com as substancias bioativas auraenta atividade enzimatica, nas duas
doses de nitrato testadas.

As protons pirofosfatases [HPPases) sdo bombas eletrogénicas de protons que
acidificam vactolos em células vegetais. O sulustpgtra as HPPases, PPi (composto
simples de alta energia), € um subproduto de vapmEessos metabdlicos, como a
polimerizacdo de DNA e RNA, sintese de aminoadNAR formacdo de ADP-glicose e
UDP-glicose, entre outras (MAESHIMA, 2000). Foi ebsda a reducao na atividade das
H*-PPases, da primeira para segunda coleta. Esteoctim@nto sugere que esta enzima é
mais ativa nos primeiros dias de experimento, quamdrescimento é mais ativo (tecidos
novos), onde o PPi € continuamente gerado, poursarfonte de energia de baixo custo, e
dessa forma, podendo ser aproveitado na acidificdedvacuolos, atuando no controle da
homeostase desta endomembrana. Além disso, aaakividas HPPases nas células em
crescimento ajuda a conservar o ATP, que é a nm@dente de energia nas células.
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Figura 34. Efeito do acido hiimico e do 6xido nitrig na atividade da H-PPase em raizes
transformadas de manjericdo Controle (sem &cido himico ou SNP); AH-Acido Hémi
extraido de Organossolo Haplico (3mM de Carboriy BNP como doador de NO (100pM
SNP L* de solucdo)A - média dos tratamentos submetidos & dose baikaNi®; (0,5mM)
e dose alta de N-NO(5,0mM) aos 5 dias ap0s os tratameni®s; média dos tratamentos
submetidos a dose baixa de N-N(®,5mM) e dose alta de N-N{5,0mM) aos 15 dias apos
os tratamentos

Letras mailsculas iguais entre as dose de NeN@tras minlsculas iguais dentro da dose de N-K&o

diferem entre si pelo teste de Scott Knat(qj05).
Barras verticais indicam erro padrdo. (n = 4).
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Na Figura 35 é possivel observar os valores delegd&o de Pearson dos dados do
metabolismo de N. Os valores de correlacdo foraamante significativos. Comparando os
resultados de correlacdo podemos atribuir que: dam atividade da nitrato redutase
aumenta, o teor de N-nitrato no tecido vegetalmirdiido (Figura 35A), os niveis de N-
amonio aumentam (Figura 35B), promovida pela aidéda NR, que reduz o N-nitrato a N-
amonio. Na Figura 35C, observa-se que a atividadeyldtamina sintetase é aumentada
quando os teores de N-amonio sédo diminuidos nassraiansformadas de manjericédo, devido
a incorporacdo desta forma nitrogenada ao aminodgtidamato, produzindo glutamina. Ja
na Figura 35D observa-se uma correlacdo negativea erieor de N-nitrato e N-amdnio, que
pode ser atribuido a atividade da NR.

A B
3,00 3,00 y = 6,1032x + 0,2925
o 2,50+ o 250 R =0,93*
g 2,00 S °
s 2 £ 2,00
Z 150 Z 150 y
Q o)
© | D ©
5 1007 y=-92035x+35412 5 1007 5
~ 050- R = -0,92* 2 0,501 °
0,00 T T T ! 0,00 T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 04 0 0,1 0,2 0,3 04
Atividade da Nitrato Redutase Atividade da Nitrato Redutase
c D
2,5 25 -
o
2 204 2 204
(E <g
< 15- < 157
Pz =z
g 104 3 104
= y =-0,2208x + 3,1029 = y =-0,6371x + 2,5824
5 200X+ 5 , , >
2 05 R=-0,93 L 05 R =-0,91*
0,0 T T T 1 0,0 T T 1
0 3 6 9 12 0 1 2 3
Atividade da Glutamina Sintetase Teor de N-Nitrato

Figura 35. Correlacdo de Pearson dos parametros dmetabolismo de N das Raizes
Transformadas de Manjericdo.Correlacédo entre: Teor de N-Nitrato X AtividadeNi#rato
Redutase (A); Teor de N-Amonio X Atividade da Nitr&edutase (B); Teor de N-Amonio X
Atividade da Glutamina sintetase (C); Teor de N-ArdX Teor de N-Nitrato (D).

Valores significativos de Correlacdo de Pearse0,(b).

Na Figura 36 observa-se o incremento radiculativelaeferente ao comprimento
radicular das raizes transformadas de manjeric@ 0&b dias e 5-15 dias de experimento,
tratadas com acido humico e NO, nas doses baiXa e@N-NQ". O incremento radicular
entre 5 e 15 dias é notavel, apresentando taxasedeimento em torno de 300% para 0s
controles experimentais. Para o tratamento comoduiomico as taxas de crescimento das
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raizes transformadas de manjericdo foram de 6@M%,/nas doses de 0,5 e 5,0mM NJNO
respectivamente. Ja para o NO foi observado unenmento radicular na ordem de 500 a
600% nas doses de 0,5 e 5,0mM NzN@espectivamente. A dose mais baixa de NyNO
tratada com acido himico propiciou 0 aumento daatdr radicular, quando comparado aos
demais tratamentos, sugerindo que essa associ@s®a jptivar uma cascata de eventos
bioquimicos relacionados ao crescimento celulag, guminam na promoc¢ao do crescimento
radicular. Comportamento semelhante foi notado patamento tratado com NO.
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Figura 36. Efeito do acido humico e do 6xido nitric no incremento radicular relativo
(comprimento radicular) de raizes transformadas denanjericdo. Coleta realizada aos 0-5
dias e 5-15 dias de experimento, submetidas at@sneatos Controle (sem acido humico ou
SNP); AH-Acido HUmico extraido de Organossolo Hapl{3mM de Carbono t), SNP
como doador de NO (100uM SNP He solucéo) e a dose baixa de NsN@©,5mM) e dose
alta de N-N@ (5,0mM).

Linha horizontal pontilhada limita o valor maximo dontrole.

Letras mailsculas iguais entre as dose de NeN@tras minlsculas iguais dentro da dose de N-K&o
diferem entre si pelo teste de Scott KnatQj05)

Barras verticais indicam erro padréo. (n = 4).

Na Figura 37 observa-se o efeito dos tratamentotdds, na histolocalizacéo vivo

de NO, nas raizes transformadas de manjericao.udreffcéncia de NO enddgeno foi
observada nas duas doses de NyN®stadas. A aplicacdo de acido humico e de NO
aumentaram a emissao de fluorescéncia, sendo gdeseamais baixa de N-NQas raizes
testadas com acido humico apresentaram aumentasreande 250% de fluorescéncia e no
tratamento com NO houve aumentos de 150%, ambos relagdo ao controle.
Comportamento semelhante foi observado nos tratasmeom a dose mais alta de N-NO
sendo estes aumentos na ordem de 200 e 100% pardoohimico e NO, respectivamente.
A aplicacédo do “sequestrador” (cPTIO) promoveu ustucao na emissao de fluorescéncia
de 230% para acido humico e 140 % para NO (umaéedde 180 e 120 % em relacdo aos
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tratamentos acido humico e NO, sem o0 sequestragldi@), tanto nas doses de N-NO
quanto para a aplicacado das substancias bioaguasido comparados aos tratamentos sem
sequestrador. O cPTIO é um potente sequestraddOgd@or atuar tanto no sequestro de NO
guanto na enzima Oxido nitrico sintase (NOS). \mif-se que a dose aplicada de cPTIO
bloqueou parcialmente o conteiddo de NO nos trattmeeguando o este composto foi
adicionado.Na dose de N-NQOnais alta, o cPTIO sequestrou mais eficientememti®©, em
relacdo as substancias bioativas testadas, promovanmento de emissao de fluorescéncia
de 10% em relagdo ao controle + cPTIO. Porém na dwds baixa de N-NQ a dose de
cPTIO aplicada n&o sequestrou totalmente o NO prddipelas raizes transformadas, sendo
estes aumentos de emissédo de fluorescéncia paadrato acido humico + cPTIO de 170%
e para o tratamento com SNP + cPTIO 100%, em mlagécontrole experimental. Esta
producdo enddgena pode estar sendo mantida pasaugcanismos presentes na célula que
contribuem para a sintese basal de NO, como pon@gea producdo enddgena de auxina, a
qual é maior do que em raizes nao transformadasalwnento transiente na concentragdo de
NO pode ser induzido por auxinas, numa cascatavelet@s bioquimicos que culminam no
crescimento radicular (OTVOS et al., 2005), e, ggitd sendo observado na microscopia de
fluorescéncia.

Verificando as imagens de microscopia no camp@ctapossivel observar diferencas
no padrao de ponta de raiz. As raizes dos contfioéesa e alta dose de N-Npapresentam-
se de coloracdo mais escuras, enquanto as radragass com acido humico apresentaram-se
com aspecto mais claro e as raizes com NO um pmag® claras que os controles (Figura
37). Especula-se que as raizes provenientes dasigmatos controle e com NO apresentam-se
mais lignificadas do que as raizes tratadas cordoabiimico. Os tratamentos com o
sequestrador cPTIO demonstraram padréo diferendasigontas de raiz, parecendo que se
formavam um aglomerado de células que eram impedidacrescer, além de apresentarem
uma coloracdo mais escurecida (Figura 37A). Didetsas evidencias, sugere-se que o NO
esteja envolvido no crescimento radicular, atuamal@tivacdo de enzimas, como as bombas
de prétons e promocao na absorcao de N-M@uzidos pelo acido humico.

O efeito dos tratamentos &cido humico e NO subme@ddose baixa e alta de N-NO
na histolocalizacam vivo de espécies reativas de oxigénio (ROS), em raiaesformadas
de manjericdo pode ser observada na Figura 38.

Observa-se que os tratamentos suplementados consulstancias bioativas
promoveram aumentos significativos na emissaoutwdbscéncia, sugerindo um aumento nos
niveis de ROS, quando comparados ao controle exeetal, para as duas doses de NsNO
testadas. Na dose mais baixa de NsNEpossivel observar que a aplicacdo de &cido laimic
promoveu aumentos de emissao de fluorescéncia & &® torno de 120%, em relacédo ao
controle e o tratamento com NO aumentos de 60%udestcéncia de ROS e na dose mais
alta de N-N@ o padrdo de fluorescéncia foi semelhante, porématmes de emissédo de
fluorescéncia foram invertidos para o acido hunaddO (60 e 120%, respectivamente). As
ROS séo geradas nos processos de diferenciacés@noento celular, como também na
regulacdo do crescimento e sinalizacdo celular lamtgs. O HO, € uma espécie reativa de
oxigénio que pode reagir no apoplasma, para foamadical hidroxil, que é responsavel pela
clivagem de polissacarideos, resultando no relawwmda parede celular e consequente
crescimento da célula.
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Figura 37. Efeito da incubacio com AH-Acido Himicextraido de Organossolo Haplico
(3mM de Carbono L") e SNP como doador de NO (100pM SNPLde soluc&o) nos
niveis endogenos de NO em apice radicular de raizésnsformadas de manjericéo.
Raizes crescidas em baixa (0,5mM) ou alta dosen{@)0de N-NQ por 5 dias, em
tratamentos com ou sem o sequestrador cPTAD.- Imagens em campo claro e campo
escuro obtidas em microscopio de fluorescéncia, eaoescala de barras = 200um (linha
vermelha em cada figura), utilizando a sonda flsceate DAF-FM-DA, especifica para NO.
(B) - Intensidade de Fluorescéncia Relativa em apideukar, expressas como numero de
pixels relativo.

Em (B) letras mailsculas iguais entre a presengaséncia de cPTIO na dose de NzN@tras mindsculas
iguais dentro da dose de N-BI@ o simbolo * entre as doses (com ou sem cPTI@)difarem entre si pelo
teste de Scott Knot §0,05).

Barras verticais indicam erro padréo. (n = 6).
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Figura 38. Efeito da incubacdo com AH-Acido Himicextraido de Organossolo Haplico
(3mM de Carbono L) e NO- Nitroprussiato de Sédio (SNP) como doadoredéxido
nitricoNO (100uM SNP L* de solucéo) nos niveis endégenos de ROS (espéwatvas

de oxigénio) em apice radicular de raizes transforadas de manjericioRaizes crescidas
em baixa (0,5mM) ou alta dose (5,0mM) de NJN@or 5 dias, em tratamentos com ou sem o
inibidor cPTIO (inibidor da NOS - 6xido nitrico sasesequestrador de N@A) - Imagens
em campo claro e escuro obtidas em microscopio,acestala de barras = 200um, utilizando
a sonda fluorescente,BICFDA especifica para #,. (B) - Intensidade de Fluorescéncia
Relativa em apice radicular, expressas como nuneemxels relativo.

Em (B) letras mailsculas iguais entre as dose 8ble letras mindsculas iguais dentro da dose de N-N&D
diferem entre si pelo teste de Scott KnatQj05)
Barras verticais indicam erro padréo. (n = 6).
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4.4 Experimento 4:Efeitos do acido humico e do oxido nitrico assozsaa duas doses de N-
NO;s; sobre a atividade das enzimas nitrato redutasmba® de prétons, catalase e a
histolocalizacdo radicular de NO e ROS em raizemstormadas de manjericdo em
experimento de curta duragao

Foram feitas seis coletas durante o periodo deo2dsh(Figura 39), para avaliar a
atividade da nitrato redutase (NR), ap0s a adig&osdbstancias bioativas e doses de N-NO
testadas. Inicialmente houve uma pequena diminuddioatividade enzimatica (apos a
aplicacdo dos tratamentos até as 3 horas), na mese baixa de N-N@. Progressivo
aumento da atividade da NR foi observado, tendornsésima atividade nas 6 horas de
experimento, tanto para a dose mais baixa quamtoduse mais alta de N-NQFigura39).
Em seguida houve uma ligeira reducéo da atividatiegindo valores estaveis a partir da
coleta realizada as 9 horas, até o final de exgertion

A aplicacdo de acido humico promoveu aumento dédatie da NR, comportamento
este verificado em ambas as doses testadas desN-NOo tratamento com Oxido nitrico
promoveu 0 aumento da atividade da enzima apenadosa de N-N@ mais baixa. A
aplicacdo de NO nas raizes transformadas de naigesubmetidas a dose mais alta de N-
NOjs parece ter inibido a atividade da NR. Este fatdepger devido ao aumento enddgeno de
NO, nas raizes submetidas & dose mais alta de N-NO

A aplicacdo exdgena de NO elevou os niveis destécma no interior das células das
raizes transformadas, assim este acumulo promovedwgdo da atividade da NR. Para
ambas as dose de N-MQutilizadas, a coleta realizada 6 horas ap0s anramto com as
substancias bioativas e seus respectivos contprasoveram a maxima atividade desta
enzima, nas raizes transformadas de manjericae. réabaltar que as raizes transformadas
ficaram 72 horas com privagcédo de N-N@o meio de cultura. Isto demonstra que a adicéo de
N-NOs; no meio de cultura aumentou a atividade da NR @mcgs horas.

A aplicacdo de acido humico e de NO nas raizessfsemadas aumentaram a
atividade desta enzima, em torno de 60 e 50%, cspmente, sendo estes efeitos mais
pronunciados na dose mais baixa de NsNBstes efeitos podem estar associados ao aumento
da expressao de genes promovidos por essas suastamee dessa forma, aumentam a
quantidade desta enzima, logo a atividade.
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Figura 39. Efeito do acido hdamico na atividade da itrato redutase de raizes
transformadas de manjericdo durante 24 horasControle (sem acido humico ou SNP);
AH-Acido Humico extraido de Organossolo Haplico nde Carbono L), SNP) como
doador de NO (100uM SNP'ide solucdo), em dose baixa de N4N@®,5mM) (A) e dose
alta de N-N@ (5,0mM)(B), coletadas apdés o tratamento com as substancets/bm (tempo
0), as 3; 6; 9; 12 e 24 horas.

Na Figura 40A é possivel observar a atividade dandR raizes transformadas de
manjericao, tratadas com acido humico e NO, em dasss de N-N©. Verificou-se que 0s
tratamentos com acido humico possibilitaram matierdade da NR (aproximadamente 120 e
50% nas doses baixa e alta de N3NQ@espectivamente), em relacdo aos controles
experimentais. Na dose mais baixa de NsN@bserva-se que a aplicacdo de Oxido nitrico
aumentou a atividade desta enzima, em torno de 108%ea dose mais alta de N-N@ouve
uma ligeira reducdo na atividade da NR (aproximamtden 20% do controle). Este
comportamento demonstra que a aplicacdo de NO notade a altas doses de N-NO
reduz a atividade desta enzima, provavelmente galonulo de NO nos tecidos das raizes
transformadas de manjericdo. Este gas (NO) fundienduas maneiras distintas nos tecidos
vegetais, sendo que em pequenas concentracoe®rfancomo estimulante em diversos
processos no metabolismo vegetal. Em concentrapdes altas, o NO pode funcionar de
maneira antagbnica, como por exemplo, atuar comdante, promovendo a peroxidacao
lipidica ou reprimindo a expressédo de genes. Ogmedvacimulo de NO ocasionado neste
tratamento pode ser funcdo da maior disponibilidddeN-NQ™ no meio de cultura, e
consequente reducado desta forma nitrogenada pBi@.\catalisada pela nitrato redutase. A
NR é uma das enzimas que podem sintetizar NO endogm plantas. Dessa forma, a
producdo aumentada deste gas no interior das séutievido a maior disponibilidade do
precursor (N-N@), e a concomitante aplicacdo exégena de NO, premovacumulo deste
gas nos tecidos dessas raizes. Esse acimulo piroeate promove um controle negativo, ou
seja, ocasiona a diminuicdo da atividade da NR) fa¢b desta enzima perceber a sinalizacao
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promovida por NO. Outra possibilidade é que estenado promova a repressao de genes da
NR, reduzindo a sua quantidade no citossol.

A atividade da catalase pode ser vista na FiguBa EQpossivel observar que na dose
mais baixa de N-N@a atividade desta enzima foi superior a dose ata@gde N-NQ. Nesta
avaliacdo, verificou-se que a aplicacédo, tanto ddoahumico, quanto de Oxido nitrico
promoveram maior atividade da catalase. Esta enzataisa a dismutagdo de®h em Q e
H.O. O KO, tem importante funcéo fisioldgica, especialmentenatabolismo oxidante da
parede celular. O aumento da atividade desta enmm#ratamentos com acido humico e NO
sao indicativos de que estas substancias estadvelasonos processos de diferenciacdo e
crescimento celular. Tem sido demonstrado que o pdé@e funcionar como molécula
sinalizadora na inducdo de auxina, sinalizando castata de eventos bioquimicos para
promocdo do crescimento de raizes adventicias (IERTet al. 2006), também sendo
reportada a atuacdo de NO na formacéo de raizsila{HUANG et al., 2007). Existem
fortes indicios de que os efeitos promovidos peldaahimico sejam dependentes do NO.

Na Figura 40C verifica-se a atividade das PATPases de membrana plasmatica de
raizes transformadas de manjericdo. A aplicacdaca®m humico e NO no meio de cultura
promoveram maior atividade das P-ATPases, quando comparados ao controle, na dose
mais baixa de N-N© (40 e 20%, respectivamente). Na dose mais altd-N®3; ndo houve
diferenca significativa entre os tratamentos. Quxkd de N-NQ € um processo ativo,
dependente de um gradiente degdrado por P HATPases e membrana plasmatica (SANTI
et al.,, 1995) e catalisado por uma combinacdo stersas de transporte de alta e baixa
afinidade (HATS e LATS) (FORDE, 2000). A P'{ATPase é uma enzima chave no
estabelecimento do gradiente eletroquimico respehsdela energizacdo da membrana,
utilizado para os processos de transporte ionide solutos, sendo importante para absorcao
de nutrientes e carregamento do xilema e floema&3( D& BOUTRY, 2009).

A atividade das V HATPases nas raizes transformadas de manjericaenpser
observadas na Figura 40D. A V-ATPase é a bomba rm¢ors predominante nas
endomembranas da maioria das células vegetais, éamttermos de quantidade de proteina
como também frequentemente em atividade. A V-ATPasdalifica compartimentos
intracelulares e é essencial para muitos processgindo co-transportes, desenvolvimento,
e tolerancia a estresses ambientais. A atividade@ dmzima foi aumentada nos tratamentos
com acido huamico e oxido nitrico, quando comparaatasontrole. Quando se verifica a
atividade enzimatica desta bomba de prétons nterientos com as substancias bioativas,
nas duas doses de N-Bl@bserva-se que na dose mais baixa de nitrataaddi a atividade
das V H-ATPases foram aumentadas nos tratamentos com lgidizo e NO, em relacdo a
dose mais alta de nitrato. Este aumento na atigidath a utilizacdo das substancias bioativas
pode estar associado ao armazenamento de N#A¥O compartimentos celulares, como o
vacuolo, para serem utilizados posteriormente,ddeaibaixa concentracdo deste nutriente no
meio de cultura.

A atividade das HPPases em raizes transformadas de manjericamasatom acido
hamico e NO, em dois niveis de N-BlOsdo vistas na Figura 40E. Foi observado
comportamento semelhante nas duas doses testad&sN@g, onde a aplicacdo de acido
hamico aumentou a atividade enzimatica. A aplicag@dNO ndo afetou positivamente a
atividade desta enzima, quando comparadas aosoemtAs protons pirofosfatases "(H
PPases) sdo bombas eletrogénicas de prétons glifecani vacuolos em células vegetais. O
substrato para as*HPPases, PPi (composto simples de alta energia)y éubproduto de
varios processos metabolicos, como a acetilac@oeldzima A, na sintese de acidos graxos,
na aminoacilacdo do tRNA, na sintese de polipestidormacéo de ligacbes fosfodiéster na
sintese de polinucleotidios, ativacdo de acUcasesimtese de polissacarideos, sintese de
nucleotideos e lipideos, entre outros (TEODORO4R08 atividade das HPPases nas
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células em crescimento ajuda a conservar o ATP,égaemoeda corrente de energia nas
células. O pirofosfato € uma fonte de energia d&obausto, e dessa forma, pode ser
aproveitado na acidificacdo de vacuolos, atuando cootrole da homeostase desta
endomembrana.

De acordo com os resultados de atividade das boddgsdtons, a ativacdo destas

pode estar relacionada com a produgcédo de NO mepi@adicido humico.

15, OControle @AH ®mNO A O Controle @AH BNO C

Atividade da Nitrato redutase
pmol N-NO; g* MF h*
Atividade da P H'- ATPase

- b
o €
g E &
S S =
T & <
O« +
k=) T
s = >
o O ©
£2 :
> 3 g
< g s
= <
0,5 . 50 E
mM N-NO;
B o
T =
o £08-
+' £
I 20,6
g2
© = 0,4
T 2
T O
= 50,27
<
0,0

mM N-NOj3

Figura 40. Atividade da Nitrato Redutase (A), Ativdade da Catalase (B), Atividade das
Bombas de Prétons [P A-ATPase (C); V H-ATPase (D); H-PPase (E)] de raizes
transformadas de manjericao coletadas 6 horas ap@adocéo dos tratamentosControle
(sem &cido huimico ou SNP); AH-Acido Himico extratho Organossolo Haplico (3mM de
Carbono [), SNP) como doador de NO (100pM SNPde solucéo), tratadas com uma dose
baixa de N-N@ (0,5mM) e dose alta de N-NTO5,0mM).

Letras maiusculas iguais entre de as dose de BeN€tras minusculas iguais dentro da dose de N-N&b
diferem entre si pelo teste de Scott Knatq®5).
Barras verticais indicam erro padréo. (n = 4).
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A histolocalizacadn vivo de NO nas raizes transformadas de manjericdo adesb
por 6 horas podem ser observadas na Figura 41.igs@mde fluorescéncia de NO endbégeno
foi observada nas duas doses de NyN€stadas. A aplicacdo de acido huamico e de NO
aumentaram a emissao de fluorescéncia, sendo gdeseamais baixa de N-NQas raizes
testadas com acido humico apresentaram aumentesreande 180% de fluorescéncia e no
tratamento com NO houve aumentos de 250%, ambaelag&o ao controle.

Comportamento semelhante foi observado nos tratasienom a dose mais alta de N-
NOsz, sendo estes aumentos na ordem de 380 e 300% opaedo humico e NO,
respectivamente. A aplicacdo do sequestrador cPpid®oveu uma reducdo na emissao de
fluorescéncia, na ordem de 40%, nas doses de N-g€tadas. , quando comparados aos
tratamentos sem sequestrador. Para os tratameotos as substancias bioativas, o
sequestrador de NO reduziu a emisséo de fluorescénc200 e 220% nos tratamentos com
acido humico e NO, respectivamente, na dose mais @ N-NQ’, e na dose mais alta de
N-NOs3’, 0 cPTIO promoveu uma reducédo de emissao de fluemegcde 350% para o acido
hamico e 250% para o NO. Verificou-se que a addg#oPTIO ndo sequestrou totalmente os
niveis de NO, apesar de uma reducdo significatbraparada aos respectivos tratamentos
sem este composto. Esta manuten¢do nos niveis qotiser devido a produgcdo enddgena
de auxina, que é maior do que em raizes nao tramsfias. Um aumento transiente na
concentragdo de NO pode ser induzido por auxind¥/(% et al., 2005), numa cascata de
eventos bioquimicos que culminam no crescimenticutat, e, portanto sendo observado na
microscopia de fluorescéncia.

A inducdo de sitios mitoticos promovida por acidomico e NO parecem estar
relacionados com uma ativacdo daATPase nos primoérdios radiculares (ZANDONADI et
al. 2007; CANELLAS et al. 2002). A ativacao das Ibas de protons pode estar relacionada
com a producdo de NO mediada por &cido humico, asdsitios mitéticos precursor de
raizes laterais s&o ricos em PATPases de membrana plasmatica (MORIAU et al.9),99
0 aumento da atividade dd4RPase promove um aumento da atividade da-RTHPases de
membrana plasmatica e também do transporte deawimbos relacionados ao aumento do
namero de primérdio radiculares (LI et al., 20@Bante dessas evidéncias, sugere-se que 0
NO esteja envolvido no crescimento e inducdo deesaiatuando na ativacdo de enzimas,
como as bombas de prétons e promogdo na absor¢&dNdg induzidos pelo acido humico.
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Figura 41. Efeito da incubacédo com AH-Acido Himicextraido de Organossolo Haplico
(3mM de Carbono L) e SNP) como doador de NO (100pM SNP™Lde solucdo) nos
niveis endogenos de NO em apice radicular de raizésnsformadas de manjericéo.
Raizes crescidas em baixa (0,5mM) ou alta dosan{@)0de N-NQ por 6 horas, em
tratamentos com ou sem o sequestrador cPTAQ.- Imagens em campo claro e escuro
obtidas em microscépio, com a escala de barrasOg 0 utilizando a sonda fluorescente
DAF-FM-DA, especifica para NOB) - Intensidade de Fluorescéncia Relativa em apice
radicular, expressas como numero de pixels relativo

Em (B) letras mailsculas iguais entre a presengaséncia de cPTIO na dose de NiN@tras mindsculas
iguais dentro da dose de N-N@ o simbolo * entre as doses (com ou sem cPTIQ)diféarem entre si pelo
teste de Scott Knot §0,05).

Barras verticais indicam erro padréo. (n = 6).
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O efeito dos tratamentos acido humico e NO submetiddose baixa e alta de N-NO
na histolocalizaca@ vivo de espécies reativas de oxigénio (ROS), em raiaesformadas
de manjericdo pode ser observada na Figura 42.

Observa-se que nos tratamentos tratados com atiscias bioativas promoveram
aumentos na emissao de fluorescéncia de ROS, pataas doses de N-NQestadas, na
ordem de 150%, em relacdo ao controles na doselraixia de N-N@ e aproximadamente
80% na dose mais alta de N-pBIOAs ROS funcionam como mensageiros secundari@agar
sinalizacdo hormonal (CHO et al.,, 2009) e s&o gerawbs processos de diferenciacao e
crescimento celular, como também na regulacdo dscitnento. O kD, é uma espécie
reativa de oxigénio que pode reagir no apoplasraeg formar o radical hidroxil, que é
responsavel pela clivagem de polissacarideos,taesiad no relaxamento da parede celular e
conseguente crescimento da célula.
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Figura 42. Efeito da incubacdo com AH-Acido Himicextraido de Organossolo Haplico
(3mM de Carbono L) e SNP) como doador de NO (100pM SNP™Lde solucdo) nos
niveis enddgenos de ROS (espécies reativas de axigeem apice radicular de raizes
transformadas de manjericdo.Raizes crescidas em baixa (0,5mM) ou alta doSen{8) de
N-NOj3 por 6 horas, em tratamentos com ou sem o seqdesitR®TIO.(A) - Imagens em
campo claro e escuro obtidas em microscopio, cascala de barras = 200um, utilizando a
sonda fluorescente .BCFDA especifica para 40,. (B) - Intensidade de Fluorescéncia
Relativa em apice radicular, expressas como nunemxels por area.

Em (B) letras mailsculas iguais entre as dose tlOie letras mindsculas iguais dentro da dose de N-NgD
diferem entre si pelo teste de Scott KnatQj05)
Barras verticais indicam erro padréo. (n = 6).
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5. DISCUSSAO GERAL

Muitos fatores podem afetar o crescimento e deseinvento das raizes das plantas.
A disponibilidade de agua, luz e nutrientes saaongtes de fatores externos que influenciam
este crescimento (LEYSER e FITTER 1998). A adaptagadsobrevivéncia das plantas a
condicOes adversas podem estar diretamente redalziora habilidade do sistema radicular de
responder a esses fatores. As raizes podem seamdeptondicbes adversas, devido a
plasticidade destes 6rgédos da planta, que séoesp@zinduzir a iniciacdo de primérdios
radiculares, emitindo raizes laterais e adventigias desta forma podem explorar os recursos
do ambiente (LYNCH, 1995). Esta resposta fisiolagicmediada por mudancas no balanco
hormonal das plantas. Dentre os hormdnios vegetaiauxinas merecem destaque, visto que
este fitormbnio tem papel fundamental e promoveas®s para uma grande variedade de
sinais externos (NOCTOR & FORDE, 1998).

Segundo Zandonadi e colaboradores (2010), a mabéganica do solo contém
auxinas, especialmente o acido indol-3-acético JAte é a forma quimica mais abundante
na natureza. Essas moléculas de AIA ja foram ifieadias na estrutura de algumas fracdes
da matéria organica, como os acidos humicos, feretites grupos de pesquisa, utilizando-se
de métodos deteccao variados (MUSCOLO et al., 1GONELLAS et al., 2002).

A atuacao da auxina no desenvolvimento radicutaastante estudada (CASIMIRO et
al. 2003). As raizes laterais se originam de cglmaduras do periciclo da raiz. A sinalizacao
desencadeada pela auxina leva a divisdo das célidagericiclo, formando-se sitios
mitéticos, precursores de raizes laterais (DE SMEAl., 2006; ZANDONADI et al., 2007).

O controle da arquitetura e morfologia das raizs @ influenciado somente pela auxina
produzida pelas plantas. A inducédo de raizes latp@ auxinas exdégenas é um fenédmeno
natural, uma vez que este hormonio est4 preserdenb@nte em diferentes formas, inclusive
associado as substancias humicas (NARDI et al.0;2@ANELLAS et al.,, 2002). O
reconhecimento de auxinas exdgenas associadas adss ahuUmicos em receptores
especificos nas células de raizes promove uma taast® eventos bioquimicos de
ativacado/repressao génica que culminam com a ponalp crescimento de raizes
(CANELLAS et al., 2010).

Dessa forma, ja é consenso no meio cientifico quéaddos humicos apresentam
moléculas bioativas, analogas a auxinas, que pe@stsn fracamente unidas a supra-estrutura
das substancias humicas e serem liberadas parmugieao solo e para a absorcdo das
plantas por uma simples variagdo de pH na interdaseraizes decorrentes da exsudacao de
acidos organicos (DOBBSS et al., 2008). Assim, oslod huamicos e seus dominios
hidrofébicos podem atuar como um reservatorio ahepastos quimicos capazes de promover
a liberacdo de determinados componentes de acordosmais quimicos emitidos entre a
planta e seu ambiente de crescimento. O produtta deteracdo causa alteracdes fisico-
quimicas no ambiente radicular externo, que, ponseguinte promovem alteracfes
estruturais nas particulas supra-estruturais dadosachimicos Tais alteragbes, podem
supostamente gerar subunidades/fragmentos de jpp@gcomolecular, potencialmente capazes
de induzirem alteracdes no metabolismo celuladaat@s (CANELLAS et al., 2008).

Embora os detalhes moleculares que respondemgitdescdes fisiologicas na planta
sejam pouco explorados, tais subprodutos de baso molecular podem ser reconhecidos
por receptores presentes na plasmalema ou mesmmad® n&do conhecido serem
internalizados (via apoplasto/simplasto) e elieitarrespostas em nivel celular, eventos de
transcricdo e transducdo especificos, resultandaltsracdes estruturais e fisioloégicas na
planta (DOBBSS et al., 2007). Estes efeitos satetidbs na aceleragcdo das taxas de
crescimento radicular, incremento de biomassa akgedlteracdes na arquitetura do sistema
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radicular, o que resulta em aumento da area suojaréi, ou, no comprimento do sistema
radicular (MARQUES JUNIOR et al., 2008).

No Experimento 2 foram observados aumentos crestemb numero de sitios
mitoticos, area e comprimento de raizes transfoamag manjericdo, assim como a area de
pH rizosférico, sendo estes efeitos promotoresrelgconento radicular dependentes da dose
de acido humico adotada no meio de cultura. A dfes8mM de Carbonot.de meio de
cultura foi a dose-resposta que promoveu maioreenmentos de crescimento estudados,
servindo de parametro para os estudos realizadoExmerimentos 3 e 4.

Embora as bases celulares e moleculares da ac@ecidizs humicos ndo estejam
totalmente esclarecidas, estudos apontam para stinautacdo da atividade e promocao da
sintese das enzimasHATPases da membrana plasmatica, num efeito tigogenauxinico
(PINTON et al., 1999; CANELLAS et al., 2002; QUAGDTITI et al., 2004).

E conhecido que o gas NO desempenha um papel Icewtraleterminacdo da
morfologia e no padrdo de desenvolvimento de ra(z€&VMBARDO et. al., 2006). As
primeiras evidéncias acerca da participacdo do dl@esenvolvimento de raizes induzido por
auxina foram providas por Gouvéa e colaborador@d7)L O acumulo de NO em resposta ao
tratamento com auxina foi mostrado por Pagnussatiaboradores (2002) em enxertos de
pepino durante a formacéo de raizes adventicias.

A aplicacdo de auxina em raizes resultou na pradig@alizada de NO durante a
formacdo de raizes laterais, assim como o acunsgonétrico de NO no é&pice da raiz
durante a resposta gravitropica (CORREA-ARAGUNDEalet 2004; LOMBARDO et al.,
2006). A formacao de raizes laterais e adventibi@s) como a reposta gravitrpica da raiz
foi prevenida pela aplicacdo do sequestrador de NORTIO, sugerindo uma importante
funcé@o do NO enddgeno mediando estes processoNBAGAT et al., 2002).

Dessa forma, foi proposto o uso de concentrac@sentes de SNP, um doador de
NO, no Experimento 2, a fim de avaliar a melhoredasposta desta molécula, no que tange
0s parametros de crescimento de raizes transfosntaananjericdo. A dose de 100uM de
SNP L'* no meio de cultura proporcionou aumentos sigrtifioa de area e comprimento
radicular, assim como numero de sitios mitéticasea de pH rizosférico, (Figuras 18 e 28)
sendo portanto a dose proposta em experimentosrjposs (Experimentos 3 e 4)

Verificou-se que os parametros de crescimento wkdidoram modificados pelo
acido humico e NO, de maneira semelhante. O doddoNO, SNP, foi utilizado como
controle positivo, visto que ja é conhecido que esmmo atua no crescimento radicular
(CASIMIRO et al., 2004) Foi observado o aumento mionero sitios mitéticos, area e
comprimento radicular e area de pH rizosférico, tnatamentos com as substancias bioativas,
0 que sugere a relacdo com a ativacio dasRTiRases de membrana plasmatica (Figuras 18
a 28).

Posteriormente foram realizados mais dois expetinseicom a finalidade de estudar
os efeitos da aplicacdo do acido humico e do NOra@es transformadas de manjericdo
tratadas com baixo (0,5mM) e alto (50mM) suprimermte N-NQ. Avaliou-se o
metabolismo do nitrogénio, o incremento de compnimeadicular, a atividade da bomba de
proétons e metabolismo oxidante (através da atiedald catalase), assim como a
histolocalizag&an vivode NO e ROS.

No Experimento 3 foi possivel observar que os iimateéos com acido humico afetou
positivamente todos os parametros avaliados, nas doses de N-NQOestudadas. Nos
tratamentos com NO os resultados foram semelhantesratamentos com acido humico, ou
seja, afetaram positivamente os parametros avaliagpenas diferindo na avaliacdo da
atividade da NR com a dose mais alta de NyNQue foi reduzida neste tratamento. Este
resultado indica o papel regulatorio do NO na déide da NR, que é dependente do nivel de
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N-NOs; aplicado no meio de cultura, sendo estes resdtammroborados por Jin e
colaboradores (2009), que verificaram comportamseatoelhante em raizes de tomateiro.

Os tratamentos com acido himico e NO influenciapasitivamente o metabolismo
do nitrogénio, avaliadas pelas fragcdes sollveisr¢tede N-N@, N-NH;", N-amino livre,
acucares soluveis) e nas atividades das enzimasidNBJutamina Sintetase (GS) e bombas
de prétons (P-HATPases, V-F-ATPases e HPPases) nas raizes transformadas de
manjericao (Figuras 29 a 38).0s teores das fragdiéiseis e atividades da NR e GS foram
mais expressivos na avaliacdo aos 5 dias apos tgeon do experimento, o que pode ser em
decorréncia a um maior estimulo proporcionado ahmuoente pelas substancias bioativas
testadas.

A NR é uma enzima de grande importancia no metsinolide nitrogénio em plantas,
pois constitui uma etapa-chave na via de assinulad@ nitrogénio (SODEK, 2004). O
processamento dessa via metabdlica implica, em rpelwos, no consumo energético de 8
elétrons e na geragdo de N-NHo que representa consideravel dreno de enerdgabiiiea.
Todos 0s processos que se destinam a assimilac@d idglicam em grande demanda
metabdlica de energia (ATKINA et al., 2000).

O influxo de N-NQ" € um processo ativo, dependente de um gradienfgddens
gerado por HATPases (SANTI et al., 1995) e catalisado por gorabinacio de sistemas de
transporte de alta e baixa afinidade (HATS e LATSDRDE, 2000; GALVAN &
FERNANDES, 2001. As células podem investir cerc®@hb das reservas energéticas para a
manutencdo de gradientes idnicos atraves de meatii@ELSON, 1994). Com isso, a
reducdo dos niveis de N-NQpode resultar em diminuicdo do consumo de enexgjaa
forma de acUcares solUveis, o que resulta no sémwdo, sendo este 0 comportamento
observado na coleta realizada aos 5 dias (FigBe28B)

Os sistemas de absorcdo de nitrato de alta afimiddgam sob concentracdes de
nitrato abaixo de 0,5mM no meio externo e sofremtrote negativo pelos produtos da
assimilagao do nitrato, dessa forma uma alta redde&te composto nessas condi¢cdes pode
resultar em uma baixa eficiéncia na absorcao desstguando sob baixa concentracéo.

Os resultados encontrados neste experimento deronsjue parte do N-NO
absorvido foi reduzido a N-Nfi e o excesso foi armazenado nos vactolos. A atieidia
NR reflete a circulacdo do nitrato no citossol délilas, que ndo séo influenciadas pelo N-
NO3z acumulados no vacuolo (COOKSON et al.,, 20058s@dorma, independentemente da
concentracdo de N-NOdo meio externo, a concentracdo de N3;N@o citossol foi
semelhante para as duas doses de N-Mé¢Stadas, e 0 excesso de NsNabsorvido pbde ser
armazenados nos vacuolos (Figura 25).

A GS é uma enzima limitante do crescimento e dodasbl nas plantas (LAM et al.,
1995). Na atividade da GS, que é uma das vias medpeis pela assimilacdo do N-NHfoi
determinada elevada atividade desta enzima nas al#iacOes realizadas, principalmente
nos tratamentos com a aplicagdo de acido humic® enlds duas doses de N-N@estadas
(Figura 26).

O nitrato age sinalizando altera¢cdes no metaboliden@élula (SITT et al., 2000),
podendo desta forma induzir ou reprimir genes thratites rotas metabdlicas. Dentre as vias
metabodlicas que sofrem estimulo pelo nitrato esi§amas enzimas do metabolismo de
carbono e de acidos orgéanicos. Dessa forma, sekgre a atividade da glutamina sintetase
e 0s teores de acgUcares sollveis provavelmente@st@&ndo pelo aumento no metabolismo
de acidos organicos e producéo de 2-oxoglutarat g acido organico usado na sintese de
glutamina pela GS (SITT et al., 2000).

O N-NH;" é utilizado na sintese de dos aminoacidos glutareirglutamato, que
servem de doadores de nitrogénio para as reacgossiriéticas. A assimilagdo do N-NH
pode ocorrer atraves de duas vias, sendo que @paiimlelas envolve duas enzimas: a GS e a
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glutamato sintase (GOGAT), a segunda via envolvenaima glutamato desidrogenase
(GDH). A primeira via, GS-GOGAT, ¢ a principal resigavel pela assimilacdo de N-NH

em condicdes limitantes deste composto e a seguiagd@&DH, tem maior funcionalidade
quando a concentracdo de N-NH alta, pois a GDH possui uma afinidade relativeme
baixa com este composto (MERRICK & EDWARDS, 19%%)i observado inicialmente (aos

5 dias — Figura 26) maior teor de N-NHhos tecidos das raizes transformadas de manjericio
assim como a atividade da GS, demonstrando querimasiros dias de experimento ocorre
uma elevada demanda de N-NHpara serem incorporados em aminoacidos e assim a
construcao de proteinas necessarias nas reacbexssdintese.

Elevados teores de N-amino livre podem ter coniilbypara o acumulo de N-NO
nos tecidos de raiz, uma vez que estudos tém déradagjue o N-N@ e os produtos da sua
reducdo influenciam sua aquisicdo e reducédo Souzh €1999). Este comportamento foi
verificado principalmente aos 15 dias de experimet¢monstrando que inicialmente (aos 5
dias) as raizes transformadas utilizavam mais anoante o N-N@ absorvido nas reagfes de
assimilacdo e que posteriormente poderiam acunumer quantidade no vacuolo para no
futuro utilizar esta reserva.

Uma vez que a disponibilidade de acucares est&laoiwwnada com a demanda
energética elevada, as raizes transformadas plmseive podem utilizar essa energia para 0s
demais processos metabdlicos. Além disso, a redim@ioiveis de acucares solluveis implica
em fosforilagdo da NR, resultando na inativacasaeszima (KAISER & HUBER, 2001). O
pool de acucares, que podem ou néo estarem fasfosilna célula sdo os sinais internos que
regulam as proteinas quinase e fosfatase, determesalo estado de ativacdo da NR,
baseando-se na observacdo de que a desfosforidajicial da NR resultou em maior
atividade dessa enzima no escuro (HUBER & KAISE®Q6). O que também pode estar
ocorrendo € o desvio de esqueletos de carbonoagsar@acdes de sintese de aminoacidos e
proteinas estruturais, principalmente na coletizesta aos 15 dias.

A estreita correlagdo entre o metabolismo de réngg e do carbono nas plantas é
relatada ha algum tempo em muitos trabalhos. Rortama maior eficiéncia energética, se
traduz quase que obrigatoriamente numa maior eti@éno uso do N, pois 0s processos de
absorcéao, translocacao, reducéo e remobilizacde desriente sdo dependentes de energia
metabdlica. Ha gasto de poder redutor e ATP paemzisas envolvidas nesses processos.

O crescimento e desenvolvimento de raizes sao att@m responsivos a
disponibilidade de nutrientes (ZHANG & FORDE, 200@)acessibilidade e entrada de N sao
consideradas como fatores que mais afetam o crestonde plantas (LEA & AZEVEDO,
2006).

Espécies como NH, NO; e NO tem sido apontadas atuantes no crescimento e
proliferacdo de raizes (BLOOM et al., 2003). Os egipentos realizados neste trabalho
constatam esse comportamento.

Tem sido sugerido que a assimilacdo de nitrato &ewan aumento do influxo de
auxina que entdo estimula o crescimento de raiae=als no local de assimilacdo
(SATTELMACHER et al., 1993).

ZHANG e FORDE (1998) encontraram taxas similarealdegamento radicular entre
mutantes deArabidopsissem a NR e plantas normais, indicando que a resp@o é
dependente da habilidade da planta em assimilaN©N

Em milho, o aumento nas taxas e freqiéncia deagéci do alongamento das raizes
laterais associado com um suprimento localizadd\NeeO3z foi correlacionado com um
aumento no conteudo endégeno de AIA nas raizesoda #de suprimento do N-NO
(SATTELMACHER et al., 1993).

Além de estimular o crescimento radicular quando saprimento localizado, o N-
NO3z também exerce um efeito inibitério sobre o alongaim de raizes laterais (ZHANG et
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al., 1999; ZHANG & FORDE, 2000). Esta inibicdo qu@&o afeta as raizes primarias foi
primeiro notada quando altas concentracées de N-(#@0 mmoles [!) foram aplicadas ao
sistema radicular dérabidopsis Estes mesmos autores afirmam que existem evaienci
sugerindo que o acumulo de nitrato dentro da pleamaum importante papel na inibicdo do
desenvolvimento de raizes laterais.

Segundo Zhang & Forde (2000), existem fortes ew@dnfornecidas por diversos
estudos de que as raizes podem perceber a prekengsato no ambiente e usar isto como
sinal para modular a expressdo de genes. Os ganasNiR em plantas sdo rapidamente
induzidos pelo nitrato, sendo esta inducao mupadea(dentro de minutos) e ndo dependente
da sintese de novas proteinas (GOWRI et al., 1998a forma de NR ligada a membrana
plasmatica (PM-NR) que € bastante distinta da fooitassolica e esta localizada na
superficie da face externa da membrana plasméa&ivasido indicada como um possivel
sensor de N-N® (FORDE, 2002). Uma enzima ligada a membrana giatisaa reducao do
NO, a NO foi descoberta ha poucos anos em raizesbdeagSTOHR et al., 2001). Este
mesmo autor sugere que esta enzima, nitrito:NOtasdupode atuar em conjunto com a PM-
NR para converter o N-NOexterno em NO, que poderia prontamente passaréatrda
membrana plasmatica e atuar como um intermediarsnalizacéo pelo N-NO

O envolvimento do NO na promocéo do crescimentoraie foi observado por
GOUVEIA e colaboradores, (1997). Eles mostraramad® induziu o alongamento celular
pelas mesmas rotas metabdlicas que as auxinas. BASGAT e colaboradores (2002)
verificaram um aumento transiente na concentragdloN@®, mostrando ser esse efeito
envolvido no desenvolvimento de raizes induzido pbk e que atua posteriormente a
sinalizacao da auxina, pelo acumulo de cGMP.

O mecanismo de acdo dos acidos humicos opera dma via de sinalizacdo de
auxina, sendo recentemente proposto que outrascul@dépodem também estar atuando,
como as dependentes da percepcao de etileno (QUAGK et al., 2004; DOBBSS et al.,
2007; TREVISAN et al., 2009).

Neste trabalho as raizes tratadas de acido hunpecesentaram comportamento
semelhante ao tratamento com NO, visto os resudtdds analises realizadas, sugerindo que
0 mecanismo de acao dos acidos humicos sao depesdias vias de sinalizacdo auxinica. A
inducdo de crescimento e promogédo de sitios ni®{@recem estar relacionadas a ativagédo
das bombas de proétons, pela geracdo de NO enddgexida pelo acido humico (Figuras
32, 33, 34, 35 e 37). LI e colaboradores (2005ifigaram que a superexpressido deRfPase
promove um aumento da atividade daATPases de membrana plasmatica e do transporte
de auxina, ambos relacionados ao aumento no nudeepysimordios radiculares. Os genes
que expressam as 'tATPase sdo responsaveis pela sinalizacdo do atwga celular
respondem a mudancas na concentracdo de auxingnorida célula.

A acidificacdo do apoplasto devido ao aumento dédatle e expressdo da’H
ATPase, sinalizada por auxina € um dos mais impi@saprocessos celulares promotores do
crescimento vegetal (HAGER et al., 1991; FRIAS ket 2996), onde o acido humico
apresenta respostas similares ao mecanismo auxinico

Tradicionalmente, a producdo de espécies reatigaoxigénio (ROS) tem sido
considerada parte da explosdo oxidativa em sitgagfzosas as plantas (FORDE &
NOCTOR, 2005). Entretanto, evidéncias adquiridasememente demonstram papéis
especificos das ROS na regulacdo do crescimentinaizacdo celular nas plantas
(FOREMAN et al., 2003; CORDOBA-PEDREGOSA et al.02p

Milles & Fry (2001) propbéem que 0,8,, uma ROS, pode reagir para formar o
radical hidroxil no apoplasto e ser responsaved pél/agem de polissacarideos, resultando
no relaxamento da parede celular. Foreman e cadboes (2003) sugerem que a
acumulacdo de ROS sé&o requeridas para o crescirdentaiz, as quais funcionam como
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mensageiros secundarios para a sinalizacao hornfOH&® & COSGROVE, 2002). Estudos
recentes revelam que as ROS, particularmente, 480 sensiveis & suplementacdo de N,
sendo esta ROS envolvida no crescimento de raizndiemtes dos niveis de N-BIO
(SCHACHTMAN & SHIN, 2007).

O H,O, produzido na célula tem importante funcéo fisiaag especialmente no
metabolismo oxidante da parede celular, pois espécies reativas sinalizam a atividade das
enzimas que promovem o afrouxamento da paredeacet@mo as celulases, hemicelulases,
glucanases e pectinases, atuando no crescimentocalass vegetais (RODRIGUES-
SERRANO et al., 2006; COSGROVE, 1997). Dessa formatividade da catalase € um
indicativo dos processos de diferenciacdo e crestiondas células de raiz. Elevada atividade
da catalase foi observada nos experimentos (Fi@d)a sendo este desempenho mais
significativo nos tratamentos com a dose mais bdex&-NQ'. A atividade da catalase pode
ser correlacionada com os niveis d®kIno interior da célula, ja que esta enzima cataisa
dismutacéo do D, em Q e HO. Zhao e colaboradores (2007), avaliando a infizeda
suplementacdo de nitrato no crescimento de raigewmiltho constataram a diminuicdo dos
niveis de HO, com o0 aumento da dose de nitrato e que com adedleHO,, 0 crescimento
das raizes de milho foi significativamente reduziddicando que ROS sé&o necessarias para a
promocdo do crescimento de raizes e que a dosatrdéo rinfluencia este processOs
tratamentos com acido humico e NO aumentaram asémide fluorescéncia de ROS (Figura
38). Este aumento de ROS pode ter estimulado a&es§w de genes da enzima catalase, o
que culminou no aumento da atividade desta enzara, minimizar os efeitos oxidantes das
ROS geradas no crescimento radicular. A alta agéel significativa (r = + 0,91) entre a
atividade da catalase e a emisséo de fluoresc8adrROS observada no experimento suporta
a idéia de que a catalase esteja atuando para imanims efeitos oxidantes das ROS, no
evento de crescimento radicular.

O crescimento radicular, aliado a geracao de RG®reada nos tratamentos com as
substancias bioativas (Figura 36) € indicativo dpgb fundamental destas espécies na
promocao do crescimento, ja que as ROS séo resmsgela clivagem de polissacarideos,
gue resultam no relaxamento da parede celular geqdente aumento de tamanho. A parede
celular € uma estrutura anatdémica dinamica, quesapta uma importante funcao no controle
do crescimento celular (POTTERS et al, 2007). Cabwismo de ROS representa um papel
decisivo na diferenciacdo e desenvolvimento celldasim, € possivel supor que o4
produzido devido ao desbalan¢o oxidativo, possaratomo mensageiro secundario para a
expressao de alguns genes responsaveis pela indogfoocessos morfogénicos.

Analisando os resultados do Experimento 4, no geavaliaram a atividade da NR,
atividade da bomba de protons, atividade da ca&tadaa histolocalizacédim vivo de NO e
ROS, constatamos que os efeitos proporcionadosgudo humico e NO sdo rapidamente
aumentados, principalmente nos tratamentos comil@géscias bioativas, observando-se ja
nas 6 primeiras horas a maxima atividade da NRra@ags transformadas de manjericéo,
indicando que os processos de absorcdo de N-BHD rapidamente estabelecidos com a
suplementacdo deste nutriente, lembrando que zesraénsformadas ficaram 72 horas sem a
suplementacdo de N. Comparando os resultados elgstemento com o anterior, verifica-se
gque o comportamento foi semelhante, porém, os esloias atividades enzimaticas sao
maiores nas 6 primeiras horas (Figura 39 e 40)imAsspecula-se que os efeitos benéficos
das substancias bioativas utilizadas promovam apgneialmente seus efeitos, e que ao
longo do tempo, os tratamentos com estas subssarsgaigualem aos seus respectivos
controles (sem a aplicacéo de acido humico ou NO).
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6 CONCLUSOES

Os tratamentos com acido humico e Oxido nitricopproonaram aumentos no
crescimento radicular, area e comprimento nas ap@ds realizadas A concentracao
de 3mM Carbono t, presente no acido himico, foi a dose respostanugifor
respondeu aos parametros de crescimento.Dentr@dus dalimicos, o proveniente do
Organossolo Haplico foi o que apresentou melhoesémpetros de crescimento de
raizes.

Para a curva de calibracdo do Oxido nitrico, ascewmmacdes que melhor
influenfiaram 0 crescimento e incremento radicelstdo na faixa de 50 a 100uM
SNP L~

Tanto o acido humico quanto o Oxido nitrico aumenta acidificacdo do pH
rizosférico, indicando maior atividade na bombgud#ons, principalmente na dose de
3mM Carbono [ e 50 a 100pM SNPLrespectivamente.

Os teores das fracbes solluveis e atividades da S éoram mais expressivos na
avaliacdo aos 5 dias ap6s a montagem do experipmegiee pode ser em decorréncia
a um maior estimulo proporcionado inicialmente pit@o himico e oxido nitrico,
exceto na avaliagdo do N-NQOconsequentemente, estes maiores teores podemser
decorréncia de uma maior absorcéo inicial resutaard um maior acumulo de N-
NOs nos vacuolos.

Um decréscimo na atividade da Nitrato Redutase&ifté quando no meio de cultura
suplementado com a maior dose de NsN@a presenca de NO, o que indica uma
inibicdo da NR, quando suplementada com essa malénuelevadas doses.

A inducao de crescimento e promocao de sitios ia®iparecem estar relacionadas a
ativacdo das bombas de protons, pela geracdo dend@geno, mediada pelo acido
hamico.

A histolocalizacdo de NO e ROS revelaram que dartrentos com acido humico e
oxido nitrico aumentam os niveis endégenos de ROS$, propiciando o aumento do
crescimento de raizes transformadas de manjericévidenciando a importancia
destas espécies moleculares nos processos dendiég&@o e crescimento celular.

As raizes transformadas de manjericdo podem déraddis como uma ferramenta
biotecnoldgica no estudo dos efeitos mediados gidodumico e NO.

78



7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ACHARD, P., CHENG, H., DE GRAUWE, L., DECAT, J., SOUTTETEN, H.,MORITZ,
T., VAN DER STRAETEN, D., PENG, J., AND HARBERD, R. Integration of plant
responses to environmentally activated phytohormsigaals. Science, 311, 91-94 (2006).

AHN, S. J.; SIVAGURU, M.; OSAWA, H.; CHUNG, G. CMATSUMOTO, H. Aluminum
inhibist the  H+-ATPase activity by permanentlyeshg the plasma membrane surface
potentials in squash roots. Plant Physiology, %, 12 1381-1390, 2001.

ALVAREZ, S.; VALDEZ, L, B.; ZAOBORNYJ, T.; BOVERIS,A. (2003) Oxygen
dependence of mitochondrial nitric oxide synthasgviy. Biochemical and Biophysical
Research Communication, (305) p. 771-775.

APOSTOL, I., HEINSTEIN, P.F. & LOW, P.S. Rapid stifation of an oxidative burst
during elicitation of cultured plant cells. PlartyRiology 90:109-116. 1989.

ATTINA, E.; NOSTRO, G.; SIDARI, M.; CACCO, G. langes in gene structure and its
expression induced by humic substances in plasuds First Workshop of International Soil
Science Society, Working Group, MO, Canada, p. 3.11992.

AZEVEDO RA, ALAS RM, SMITH RJ, LEA PJ. Response aftioxidant enzymes to
transfer from elevated carbon dioxide to air andnezfumigation, in the leaves and roots of
wild-type and a catalase-deficient mutant of baryysiol. Plant. 104, 280-292 (1998)

BAES, A. U.; BLOOM, P. R. Diffuse reflectance an@rtsmission Fourier transformation
infrared (DRIFT) spectroscopy of humic and fulvicids. Soil Science Society of America
Journal, Madison, v. 53, p. 695-700, 1989.

BARRETO, RL.; CORREIA, C.R.D. Oxido nitrico: propdades e potenciais usos
terapéuticos Quim. Nova, Vol. 28, No. 6, 1046-10830)5

BECARD, G.; FORTIN, J. A. Early events of vesicudabuscular mycorrhiza formation on
Ri T-DNA transformed roots. New Phytologist, Oxfpud 108, p. 211-218, 1988.

BELIGNI M.V., LAMATTINA L. 2001. Nitric oxide in plants: the history is just beginning.
Plant, Cell & Environment 24: 267-278.

BELIGNI MV, LAMATTINA L (2000) Nitric oxide stimulaes seed germination and de-
etiolation, and inhibits hypocotyl elongation, tarkght-inducible responses in plants. Planta
210: 215-221

BELIGNI MV, LAMATTINA L. 2001. Nitric oxide in plarts: the history is just beginning.
Plant, Cell & Environment 24: 267-278.

BENITES, V. de M. Caracterizagdo de solos e det@nb&s humicas em areas de vegetacdo
rupestre de altitude. 2002. 71 f. Tese (Doutorado).

79



BENITES, V.M.; MADARI, B.; MACHADO, P. L. O. de AExtracdo e fracionamento
guantitativo de substancias himicas do solo: umeaimento simplificado de baixo custo.
Rio de Janeiro: Embrapa Solos, 2003. 7 p. (Emb8apas. Comunicado Técnico, 16).

BENKOVA, E., MICHNIEWICZ, M., SAUER, M., TEICHMANN,T., SEIFERTOVA, D.,
JURGENS, G., FRIML, J. Local, efflux-dependent augiadients as a common module for
plant organ formation. Cell, 115, 591-602, (2003).

BERBARA, R. L. L.; FONSECA, H. M. A. C. Colonizacde esporulacdo de fungos
micorrizicos arbusculares in vitro. In: SIQUEIRA, O. (Ed.) Avancos em fundamentos e
aplicacdo de micorrizas. Lavras, 1996. p. 39-65.

BERNIER, G., HAVELANGE, A., HOUSSA, C., PETITIEANA. E LEJEUNE, P.
Physiological Signals That Induce Flowering. Thar®Cell, 5, 1147-1155, (1993).

BERTOSA, B., KOJIC-PRODIC, B., WADE, R.C., RAMEK, .M PIPERAKI, S,
TSANTILI-KAKOULIDOU, A., TOMIC, S. A new approachot predict the biological
activity of molecules based on similarity of thateraction Welds and the log p and log d
values: application to auxins. J.Chem. Inf. Comp., 43, 1532-154,1(2003).

BOTTOMLEY, W.B. Some effects of organic-promotionbstances (auximones) on the
growth of Lemna minor in mineral cultural solutiosoc. R. Soc. A. Lond. Ser. B Biol. Sci.,
89:481-505, (1917)

BRADFORD, M.M. Rapid and sensitive method for qufeadtion of microgram quantities of
protein utilizing the principle of protein dye-bingd. Anal. Biohem., v.72, p.248-254, 1976.

BRESSAN, R. A.; HASEGAWA, P.M.; PARDO, J. M. Ptaruse calcium to resolve salt
stress. Trends Plant Science, v. 3, p. 411-4128.199

BREUSEGEM, F.V., VRANOVA, E., DAT, J.F. & INZE, DThe role of active oxygen
species in plant signal transduction. Plant Sciditde405-414. 2001.

BUFFLE J., GRETER F.L., HAERDI W.: Measurement ofriplexation properties of humic
and fulvic acids in natural waters with lead angper ion-selective electrodes. Anal. Chem.
49:216. 222, 1977.

CACCO G, DELL'AGNOLA G (1984) Plant growth regulatactivity of soluble humic
complex. Can J Soil Sci 64: 225-228

CAMACHO, A.; SANCHEZ-MORENO, R.; LUGO-BERNAL, | (2¥). Control of
superoxide production in mitochondria from maizesowtyls. FEBS Letters (570) p.52-56.

CANELLAS, L. P. Avaliacao de caracteristicas fisgumicas de acidos humicos. 1999. 164
f. Tese (Doutorado) - Universidade Federal RuraRande Janeiro, Seropédica

CANELLAS, L. P.; SANTOS, G. A. (eds.) In: Humosdertratado preliminar sobre a
quimica das substancias humicas. Campos dos Gagta&09p. 2005.

80



CANELLAS, L. P.; GURIDI, F.; SANTOS, G. de A.; RUMNEK, V. M.; BRAZ-FILHO,
R. Aumento da resolucéo de espectros de RMN 13Cusande KCI 0,03 mol L-1. Quimica
Nova, Séo Paulo, v. 24, p. 131-132, 2001.

CANELLAS, L.P., OLIVARES, F.L., OKOROKOVA-FACANHAA.L., FACANHA, A.R.
Humic acids isolated from earthworm compost enhammet elongation, lateral root
emergence, and plasma membraneAfiPase activity in maize roots. Plant Physiologp1
1951-1957, (2002).

CANELLAS, L.P.; TEIXEIRA JUNIOR, L.R.L.; DOBBSS, B.; SILVA, C.A.; MEDICI,
L.O.; ZANDONADI, D.B.; FACANHA, A.R. Humic acids assinteractions with root and
organic acids, Ann. Appl. Biol. 153, 157-166 (2008)

CANTO-CANCHE, B.; LOYOLA-VARGAS, V. M. Chemical dm roots, hairy roots, and
their application. Chemicals via Higher Plant Bigeering. Kluwer Academic / Plenum
Publishers, New York. 1999.

CASIMIRO I.,, BEECKMAN T., GRAHAM N., BHALERAO R., HANG H., CASERO P.,
SANDBERG G., BENNETT M.J. Dissecting Arabidopsitelal root development. Trends in
Plant Science. 8, 165-171, (2003).

CATALDO, D.; HARRON, M.; SCHARADER, L. E., YOUNGYSY. L. Rapid colorimetric
determination of nitrate in plant tissue by nitoatiof salicylic acid. Communication in Soil
Science and Plant Analysis, New York, US., v.658-855, 1975.

CHEN, Y., AVIAD, T. Effects of humic substances ptant growth. In: MacCarthy, P.,
Clapp, C.E., Malcolm, R.L., Bloom, P.R. (eds) HurSigbstances in Soil and Crop Science:
Selected Readings. Madison, WI: American SocietyAgfonomy Inc., Soil Science of
America, Inc. p. 161-186, (1990).

CHEN, Y., CLAPP, C., MAGEN, H. Mechanism of plantogith stimulation by humic
substances: The role of organo-iron complexes.SwilPlant Nutr., 50, 1089-95, (2004).

CHEN, Y., SENESI, N., SCHNITZER, M. Information pided on humic substances by
E4/E6 rations. Soil Science Society of America dayrMadison, v. 41, p.352-358. 1977.

CHO, H.T., COSGROVE, D.J. (2002). Regulation oftrbair initiation and expansin gene
expression in Arabidopsis. Plant Cell 14: 3237-3253

CHRISTIAN, M., STEFFENS, B., SCHENCK, D., LUTHEN, .HThe diageotropica
mutation of tomato disrupts a signalling chain gsaxtracellular auxin binding protein 1 as a
receptor. Planta 218, 309-314, (2003).

CHUKOV, S.N. Study by*C NMR spectroscopy of humic acid and molecular petars in
antropogenucally disturbed soil. In: internatioNideting of International Substances Society
10, 2000. Toulouse. Proc. International Humic Sammsts Society. v. 2, p. 81-84.

CLAUSSEN, M., LUTHEN, H., BOTTGER, M. Inside or wide? Localization of the
receptor relevant to auxin-induced growth. Phygi@glantarum 98, 861-867, (1996).

81



COLTHUP, N. B.; DALY, L. H.; WIBERLEY, S. E. Intragction to infrared and raman
spectroscopy. New York: Academic, 1964. 511 p.

COOKSON SJ, WILLIAMS LE, MILLER AJ. Light—dark chages in cytosolic nitrate pools
depend on nitrate reductase activity in Arabidods&f cells. Plant Physiology (2005)
138:1097-1105.

COONEY, R.V., HARWOOD, P.J., CUSTER, L.J., FRANKEA. (1994). Light-mediated
conversion of nitrogen-dioxide to nitric-oxide bgrotenoids. Environ. Health Perspectives
102, 460-462.

CORPAS, F.J., BARROSO, J.B., CARRERAS, A., QUIR®S, LEON, A.M., ROMERO-
PUERTAS, M.C., ESTEBAN, F.J., VALDERRAMA, R. PALMA].M., SANDALIO, L.M.,
GOMEZ, M. AND DEL RIO, L.A. (2004). Cellular and bacellular localization of
endogenous nitric oxide in young and senescenplaeas. Plant Physiol. 136, 2722-2733.

CORREA-ARAGUNDE N, GRAZIANO M, LAMATTINA L. Nitric oxide plays a central
role in determining lateral root development in &dm Planta 218, 900-905 (2004)

CORREA-ARAGUNDE, N., GRAZIANO, M., CHEVALIER, C., AMATTINA, L. (2006)
Nitric oxide modulates the expression of cell cycégulatory genes during lateral root
formation in tomato. J. Exp. Bot., 57: 581-588.

COSGROVE, D.J. Relaxation in a high-stress enviremmthe molecular bases of extensible
cell walls and cell enlargement, Plant Cell , 31:01041, (1997).

DAVIDSON, L. R. Root sistem. The forgotten componeh pastures. Wilson, J. R. (Ed.).
Plant relation in pastures. Brisbane: CSIRO, 19$786-94.

DAVIES, P.J. Plant Hormones: Physiology, Biocheryisind Molecular Biology. 22 ed.;
Netherlands: Kluwer Academic Publishers, 899, (3995

DE MICHELIS, M. I.; SPANSWICH, R. M. H+-pumping den by vanadate sensitive
ATPase in membrane vesicles from corn roots. Framysiology, Rockville, v. 81, p. 542-
547, 1986.

DE SMET, I.; VANNESTE, S.; INZE, D.; BEECKMAN T. ltaral root initiation or the birth
of new meristem. Plant Molecular Biology. 60, 878#&2006).

DEBRUYNE, I. (1983) Inorganic Phosphate DetermimatiColorimetric Assay Based on the
Formation of a Rhodamine B-Phosphomolybdate Complaralytical Biochemistry
130:454-460.

DELL’AGNOLA G, NARDI S (1987) Hormone-like effectnal enhanced nitrate uptake
induced by depolycondensaded humic fractions obtafrom Allolobofora and A. caliginosa
faeces. Biol Fertil Soils 4: 115-118

DELL'AGNOLA G, FERRARI G, NARDI S. 1981. Antidotecdon of humic substances on

atrazine inhibition of sulphate uptake in barlegts Pesticide Biochemistry and Physiology
15, 101-104.

82



DELLEDONNE, M., XIA, Y.J., DIXON, R.A., LAMB, C. (298). Nitric oxide functions as a
signal in plant disease resistance. Nature 3945885

DESIKAN R, HANCOCK JT, BRIGHT J, HARRISON J, WEIR HOOLEY R, NEILL SJ.

A role for ETR1 in hydrogen peroxide signaling torsatal guard cells. Plant. Physiol. 137,
831- 834, (2005)

DHARMASIRI, N.; DHARMASIRI, S.; ESTELLE, M. The F4dx protein TIR1 is an auxin
receptor. Nature, 435, 441-45, (2005).

DIETZ, K. J.; TAVAKOLI, N.; KLUGE, C.; MIMURA, T.; SHARMA, S. S.; HARRIS,G.
C.; CHARDONNENS, A. N.; GOLLDACK, D. Significancef the V type ATPase for the
adaptation to stressful growth conditions andetputation on the molecular and biochemical
level. Journal of experimental Botany, v. 52, n3,36. 1969-1980, 2001.

DOBBSS, L.B., MEDICI, L.O., PERES, L.E.P., PINO-N@Q8, L.E., RUMJANEK, V.M.,
FACANHA, A.R., CANELLAS, L.P. (2007) Changes in itodevelopment of Arabidopsis
promoted by organic matter from oxisols. Annu. Afgibl., 151:199-211.

DUBY, G., BOUTRY, M. (2009) The plant plasma memi@groton pump ATPase: a highly
regulated P-type ATPase with multiple physiologimdés. Pflugers Arch.. 457:645—-655.
During the Reproductive Period in T wo Braziliarc®&Varieties. Journal of Plant Nutrition,

DURNER, J., WENDEHENNE, D., KLESSIG, D.F. (1998)efense gene induction in
tobacco by nitric oxide, cyclic GMP, and cyclic ABBose. Proc. Nat. Acad. Sci. USA 95,
10328-10333.

EDGERTON, M. D., TROPSHA, A., AND JONES, A. M. Mdtieg the auxin-binding site
of auxin-binding protein 1 of maize. Phytochemis3by 1111-1123, (1994).

ELENA, A., DIANE, L., EVA, B., MARTA, F., ROBERTOB., ZAMARRENO, A.M.,
GARCIA-MINA, J.M. The root application of a purifidléonardite humic acid modifies the
transcriptional regulation of the main physiologicaot responses to Fe deficiency in Fe-
sufficient cucumber plants. Plant Physiol. Biochefii.215—-223, (2009).

EMBRAPA. Centro Nacional de Pesquisa de Solose®iatbrasileiro de classificacdo de
solos. Brasilia, DF: Embrapa - Servico de Producio Informacdo, 2006. 412 p.
(EMBRAPA-CNPS. Documentos, 5).

FACANHA AR, DE MEIS L (1998) Reversibility of H+-APase and H+-Pyrophosphatase in
tonoplast vesicles from maize coleoptiles and seRtant Physiol 116:1487-1495

FACANHA, A.R., FACANHA, A.L.O., OLIVARES, F.L.,, GURDI, F., SANTOS, G.A,
VELLOSO, A.C.X., RUMJANEK, V.M., BRASIL F., SCHRIFEMA, J., BRAZ-FILHO, R.,
OLIVEIRA, M.A., CANELLAS, L.P. Bioatividade de adbos humicos: efeito sobre o
desenvolvimento radicular e sobre a bomba de psétia membrana plasmatica. Pesquisa
Agropecuaria Brasileira 37,1301-1310, (2002).

83



FARNDEN, K. J. S. & ROBERTSON, J. G. Methods foudsting enzyme envolved in
metabolism related to nitrogen. In: Bergsen, Fed.)( Methods for Evaluating Biological
Nitrogen Fixation, 1980.

FARRIMOND, J. A., ELLIOTT, M. C., AND CLACK, D. W.Charge separation as a
component of the structural requirements for horenactivity. Nature, 274, 401-402, (1978).

FELKER, P. Microdetermination of nitrogen in seesbtpin extracts. Anal. Chem., v.49,
1980, 1977.

FELLER, C., BEARE, M.H. Physical control of soilganic matter dynamics in the tropics.
In: Geoderma, v.79, p.69-116, 1997.

FERNANDES, M. S. N-carriers, light and temperatinfuences on uptake and assimilation
of nitrogen by rice. Turrialba, v.34, p.9-18, 1984.

FERNANDES, M. S.; SOUZA, S. R. Absorcédo de nutmsntin: Fernandes, M. S. (Ed.).
Nutricdo Mineral de Plantas. 1 ed. Vigcosa: SociedBrhsileira de Ciéncia do Solo, v. 1, p.
15-152, 2006.

FERRER, M.A., ROS-BARCELO, A. (1999). Diferentidkets of nitric oxide on peroxidase
and H202 production by the xylem of Zinnia elegdant Cell Environ. 22, 891-897.

FLAIG, W. An introductory review on humic substascaspects of research on their genesis,
their physical and chemical properties, and th#&ce on organisms. In: POVOLEDO, D.;
GOLTERMAN, H. L. (Eds.), Humic substances. Theirusture and function in the
biosphere. Proc. Inter. Meeting. Wageningen, Thiéaé&tands. p. 19-42. 1975.

FLORES T, TODD CD, TOVAR-MENDEZ A. Arginase-negatiimutants of Arabidopsis
exhibit increased nitric oxide signaling in rootvdlopment. Plant. Physiol. 147,1936-1946
(2008)

FLORES, H. E. "Organized root systems for productiof specialty chemicals”, 9th
International Biotechnology Symposium, Crystal CWA, Aug. 16-21, 1992.

FONTANA, A. Caracterizacdo quimica e espectros@pia matéria organica em solos do
Brasil. Dissetragao de mestrado. Universidade eé&Rerral do Rio de Janeiro. 2006. 70p.

FORDE, B.G. Nitrate transporters: structure, fumttand regulation, Biochim. Biophys. Acta
1465 (2000) 219-235.

FOREMAN J, DEMIDCHIK V, BOTHWELL JHF, MYLONA P, MIDBEMA H, TORRES
MA, LINSTEAD P, COSTA S, BROWNLEE C, JONES JDG. R&#e oxygen species
produced by NADPH oxidase regulate plant cell glowature 422,442-446 (2003)

FOYER CH, NOCTOR G (2005) Redox homeostasis anxadant signaling: a metabolic
interface between stress perception and physi@dbgsponses. Plant Cell 17:1866-1875.

FOYER, C.H., LELANDAIA, M. & KUNERT, K.J. Photooxigtive stress in plants.
Physiologia Plantarum 92:696-717. 1994.

84



FREIXO, A. A. Caracterizagdo da matéria organicdatiessolos sob diferentes sistemas de
cultivo através de fracionamento fisico e espectnois de infravermelho. 2000. 77f.
Dissertacao (Mestrado em Ciéncias do Solo), Uniwade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Instituto de Agronomia, Seropédica, RJ.

FREIXO, A. A; CANELLAS, L. P. & MACHADO, P. L. O. Ppriedades espectrais da
matéria organica leve-livre e leve intra-agregado dois latossolos sob plantio direto e
preparo convencional. R. Bras. Ci. Solo, 26:445;2682.

FRIAS, I, CALDEIRA, M.T., PEREZ, C.J.R., NAVARRQA.J.P., CULIANEZ, M.F.A.,
KUPPINGER, O., STRANSKY, H., PAGES, M., HAGER, ASERRANO, R. A major
isoform of the maize plasma membrane H+-ATPaserdherization and induction by auxin
in coleoptiles. Plant Cell, 8, 1533-1544, (1996).

FRIML J., YANG X., MICHNIEWICZ, MWEIJERS D, QUINTA. A PINOID-
dependentbinary switch in apical-basal PIN polegetng directs auxin efflux. Science, 306,
862-65, (2004).

GABALDON C, LOFfEZ-SERRANO M, POMAR F, MERINO F, CWEO J, PEDRENO
MA, ROS BARCELO A. Characterization of the lastpstef lignin biosynthesis in Zinnia
elegans suspension cell cultures. FEBS Letters5)2880:4311-4316.

GALINA, A.; REIS, M.; ALBUQUERQUE, M.C.; PUYOU, A.G PUYOU M.T.G. E DE
MEIS, L. (1995). Different properties of the mitagidrial and cytosolic hexokinases in
maize roots. Journal Biochemystry, (309) p. 10%2.1

GALVAN A, FERNANDEZ E. Eukaryotic nitrate and nitei transporters. Cellular and
Molecular Life Sciences (2001) 58:225-233.

GARCES, N. P. Caracteristicas actuales del humussaprincipales tipos de suelos de Cuba.
Nitra: Universidad de Agricultura de Nitra, 198D02p. Tesis Doctoral.

GIANNINI, J. L.; BRISKIN, D. P. Proton Transport iRlasma-Membrane and Tonoplast
Vesicles from Red Beet (Beta vulgaris L) Storagesilie - A Comparative Study of lon
Effects on Delta-pH and Delta-PSI. Plant Physiolddsbana, IL, USA, v. 84, n.3, p.613-618,
1987.

GILLISSEN, B., BURKLE, L., ANDRE, B., KUHN, C., RERSCH, D., BRANDL,B.,
FROMMER, WB (2000) A new family of high-affinityansporters for adenine, cytosine, and
purine derivatives in Arabidopsis. Plant Cell 1912300.

GLASS, A. D. M. Nitrogen use efficiency of crgpants: Physiological constraints upon
nitrogen absorption. Critical Reviews in Plantedades, v.22, n.5, p.453-470, 2003.

GODWIN, I.D., FORD - LLOYD, B.V., NEWBURY, H.J. ItVitro approaches to extending

the host - range of Agrobacterium for plant transfation. Aust J Bot, Melbourne, v. 40,
p.751 - 763, 1992.

85



GOUVEA, K.J.; SOUZA, J.F.; MAGALHAES, C.AN.; MARNS, |.S. (1997) NO-releasing
substances that induce growth elongation in maimésegment. Plant Regulaton (21), p.183-
187.

GOWRI, G.; KENIS, J. D.; INGEMARSSON, B.; REDINBARH, M. G.; CAMPBELL, W.
H. Nitrate reductase transcript is expressed irptimary response of maize to environmental
nitrate. Plant Molecular Biology, v.18, p.55-64 929

GRAZIANO, M., BELIGNI, M.V., LAMATTINA, L. (2002). Nitric oxide improves internal
iron availability in plants. Plant Physiol. 130,5281859.

GRUN, S.; LINDERMAYR, S.; DURNER, J. (2006) Nitrioxide and gene regulation in
plants. Journal of Experimental Botany, (57) np.3307-516.

GUILLON S, TREMOUILLAUX-GUILLER J, PATI PK, RIDEAUM, GANTET P (2006).
Harnessing the potential of hairy roots: dawn oka era. Trends Biotechnol. 24: 403-4009.

GUMINSKI S (1968) Present days view on physiologgdects induced in plant organisms
by humic compounds. Soviet Soil Sci 9:1250-1255

HAGEN G, GUILFOYLE T. Auxin-responsive gene expliess genes, promoters and
regulatory factors. Plant Mol. Biol. 49, 373-85002).

HAGER, A. Role of the plasma membrané&ATPase in auxin-induced elongation growth:
historical and new aspects. J. Plant Res., 1165883 (2003).

HAGER, A.; DEBUS, G.; EDEL, H. -G.; STRANSKY, H. &ERRANO, R. Auxin induces
exocytosis and the rapid synthesis of a high- tien@ool of plasma-membrane H+ ATPase.
Planta, 185:527-537, 1991.

HALLIWELL, B., GUTTERIDGE, J.M.C. Free radicals ibniology and medicine. Oxford,
University Press. 1989.

HAVIR EA, MCHALE NA. Biochemical and developmentaharacterization of multiple
forms of catalase in tobacco leaves. Plant Phys887 Jun;84(2):450-455.

HOAGLAND DR, ARNON D. 1950. The water culture methtor growing plants without
soil. Agricultural Experimental Station CircularB4Jniversity of California.

HUANG, S., KERSCHBAUM, H.H., ENGEL, E., HERMANN, A(1997). Biochemical
characterization and histochemical localizatiomitfic oxide synthase in the nervous system
of the snail, Helix pomatia. J. Neurochem. 69, 225@28.

HUBER SC, KAISER WM (1996) 5-Aminoimidazole-4-cakiamide riboside activates
nitrate reductase in darkened spinach and peaddiwgsiol Plantarum 98: 833—-837

IGNARRO, L. J.; Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol. 1990, 535.

86



IVANCHENKO, M.G., MUDAY, G.K., DUBROVSKY, J.G. Ethigne-auxin interactions
regulate lateral root initiation and emergence mabAdopsis thaliana. Plant J. 55, 335-347,
(2008).

JAWORSKI, E. G. Nitrate reductase assay in intdahptissues. Biochemical Biophysical
Res. Commun., v.43, n.6, p.1274-1279, 1971.

JOO JH, YOO HJ, HWANG I, LEE JS, NAM KH AND BAE Y3\uxin-induced reactive
oxygen species production requires the activatibphmsphatidylinositol 3-kinase. FEBS
Lett. 579, 1243-1248 (2005)

JORGE, L. A. C.; CRESTANA, S. SIARCS 3.0: Novo aptivo para analise de imagens
digitais aplicado a ciéncia do solo. In: XIl Corgge Latino Americano de Ciéncia do Solo; |
Reunido Brasileira de Biologia do Solo; IV SimpoéBi@sileiro sobre Microbiologia Do Solo;
1996, Aguas de Lindoia, SP. Resumos... Aguas de lan&®: USP/SLCS/SBCS, 1996. 5 p.
CD ROM.

KAISER WK, HUBER SC. Post-translational regulatioh nitrate reductase: mechanism,
physiological relevance and environmental triggedsurnal of Experimental Botany.
2001;52:1981-1989.

KASAI, M.; SASAKI, M.; YAMAMOTO,Y.; MATSUMOTO, H. Aluminum stress increase
H+ efflux and activities of ATP- and PPI- dependéh+ pumps of tonoplast-enriched
membrane vesicles from barley roots. Plant celspilyV.33, p. 1035-1039, 1992.

KASAMO K, YAMANISHI H (1991) Functional reconstitigtn of plasma membrane H1-
ATPase from mung bean (Vigna radiata L.) hypocoiyliposomes prepared with various
molecular species of phospholipids. Plant Cell Riyg2: 1219-1225

KEELEY, J. E., C. J. FOTHERINGHAM. 1997. Trace gawmissions and smoke-induced
seed germination. Science 276:1248-1250.

KERWIN, J.F.; LANCASTER, J.R.; FELDMAN, P.L. Nitrioxide: a new paradigm for
second messengers. J. Med. Chem. 38: 4343-4366)(19

KING, P. A.; JAMISON, E.; STRAHS, D.; ANDERSON, &.; BRENOWITZ, M.; Nucleic
Acids Res. 1993, 21, 2473.

KLEPPER, L. (1990). Comparison between NOXx evohlutinechanisms of wild type and
NR1 mutant soybean leaves. Plant Physiol. 93, 26-32

KOGEL-KNABER, I. C and N NMR spectroscopy as altm soil organic mater studies.
Geoderma, Amsterdam, v. 80, p. 243-270, 1997.

KOLBERT Z, BARTHA B, ERDEI L. Osmotic stress- anutble-3-butyric acid-induced NO
generation are partially distinct processes in gyotvth and development in Pisum sativum.
Physiol. Plant. 133, 406—416 (2008)

KONONOVA, M. M. Soil organic matter, its natures itole in soil formation and in soil
fertility. Oxford: Pergamon Press, 1966. p.127-166.

87



KONONOVA, M. M. Soil organic matter, its natures itole in soil formation and in soil
fertility. Oxford: Pergamon Press, 1966. p.127-166.

KONONOVA, M. M. Solil organic matter. New York: Pexgn Press, 22 ed.1966. 555p.

KONONOVA, M.M. Materia Orgéanica del suelo: su naleza, propiedades y métodos de
investigacion. Barcelona, Oikostau, 1982. 364p.

KOWALTOWSKI, A.; COSTA, A. D.T.; VERCESI, A. (1998)Activation of the potato
plant uncoupling mitochondrial protein inhibits cdge oxygen species generation by the
respiratory chain. FEBS letters, (425), P.213-216.

KUMADA, K. Chemistry of soil organic matter. Tokyatapan Scientific Societies Press,
1987. 241 p.

KUZNETSOVA, S., KNAFF, D.B., HIRASAWA, M., LAGOUTTEB., SETIF, P. (2004).
Mechanism of spinach chloroplast ferredoxin-depandaitrite reductase: spectroscopic
evidence for intermediate states. Biochem. 43, BIID-

LAEMMLI, U.K. Cleavege of structural proteins dugnthe assembly of the head of
bacteriophage T4. Nature, v.227, p.680-685, 1970.

LAM, H.-M.; COSCHIGANO, K.; OLIVEIRA, I.C.; MELO-OUVEIRA, R.; TJIADEN, G.;
OLIVEIRA, I.; NGAI, N.; HSIEH, M.-H.; CORUZZI, G. WYe of arabidopsis mutants and
genes to study amide and amino acid biosyntheksist Bell, v.7, p.887-898, 1995.

LAMATTINA L, GARCIA-MATA, GRAZIANO M, PAGNUSSAT G. Nitric oxide: the
versatility of an extensive signal molecule. Ann&aview of Plant Biology. 2003;54:109—
136.

LANTERI ML, PAGNUSSAT GC, LAMATTINA L (2006) Calcim and calcium-dependent
protein kinases are involved in nitric oxide- ania-induced adventitious root formation in
cucumber. J Exp Bot 57: 1341-1351

LAW, R. David and SUTTLE, Jeffry C. Chromatin renatichg in plant cell culture: patterns
of DNA methylation and histone H3w and H4 acetgativary during growth of
asynchronous potato cell suspensions. Plant Plegsi@nd Biochemistry, June 2005, vol. 43,
no. 6, p. 527-534.

LAXALT AM, RAHO N, HAVE AT, LAMATTINA L. Nitric oxi de is critical for inducing
phosphatidic acid accumulation in xylanase-eliciteihato cells. J Biol Chem 282, 21160—
21168 (2007)

LESHEM, Y.Y., WILLS, R.B.H., KU, V.V.V. (1998). Edence for function of the free
radical gas nitric oxide (NO) as an endogenous ratitun and senescence regulating factor in
higher plants. Plant Physiol. Biochem. 36, 825-833.

LEYSER O. Dynamic integration of auxin transportdasignalling. Curr. Biol. (2006)
16:R424-33.

88



LI, H.T., SAMOUILOV, A., LIU, X.P., ZWEIER, J.L. (204). Characterization of the effects
of oxygen on xanthine oxidase-mediated nitric oXiolenation. J. Biol. Chem. 279, 16939-
16946.

LI, J., YANG, H., PEER, W. A., RICHTER, G., BLAKE®HE, J. J., BANDYOPADHYAY,
A., TITAPIWANTAKUN, B., UNDURRAGA, S., KHODAKOVSKAYA, M., RICHARDS,
E. L., KRIZEK, B., MURPHY, A.S., GILROY, S., GAXIOA, R. (2005). Arabidopsis H
PPase AVP1 regulates auxin mediated organ develupi®@eience, 310:121-125.

LIMA, W. L.; OLIVEIRA, J. R.; SAGGIN JUNIOR, O. JRAPOSO, T. P.; ALVES, G. C;
SILVA, E. M. R.; BERBARA, R. L. L. Editoracdo de agens para avaliacdo do crescimento
de plantas ou microrganismos com o programa SIARCS®ropédica: Embrapa
Agrobiologia. 2006. 32 p. (Boletim de Pesquisa eséhvolvimento, 14). Disponivel em:
http://www.cnpab.embrapa.br/publicacoes/downloaiybé. pdf

LIN, H.; SALUS, S.S.; SCHUMAKER, K.S. Salt Sensitivand the Activities of the H
ATPases in Cotton Seedlings. Crop Science, v.3B0p197, 1997.

LJUNG, K., HULL, A.K., CELENZA, J., YAMADA, M., ESELLE, M., NORMANLY, J.
SANDBERG, G. Sites and regulation of auxin biosgsik in Arabidopsis roots. The Plant
Cell 17, 1090-1104, (2005).

LOMBARDO MC, GRAZIANO M, POLACCO J, LAMATTINA L (2®6) Nitric oxide
functions as a positive regulator of root hair depment. Plant Signal Behav 1: 28-33

LUO H, MORSOMME P, BOUTRY M (1999) The two majorpgs of plant plasma
membrane H+-ATPases show different enzymatic pt@serand confer differential pH
sensitivity of yeast growth. Plant Physiol 119: 6834

MACDONALD H. Auxin perception and signal transdweti Physiologia Plantarum. 100,
423-430, (1997).

MAESHIMA, M. Vacuolar H+-pyrophosphatase. Biocha et Biophysica, Amsterdam, v.
1465, p. 37-51, 2000.

MAGALHAES, J.R., MONTE, D.C, DURZAN, D. (2000). Nit oxide and ethylene
emission in Arabidopsis thaliana. Physiol. Mol. Bielants 6, 117-127.

MAGGIONI, A.; VARANINI, Z.; NARDI, S.; PINTON, R. Ation of soil humic matter on
plant roots: stimulation of ion uptake and effems(Mg?* , K*) ATPase activity. Science of

MALAMY, J.E. Intrinsic and environmental responsatipyvays that regulate root system
architecture. Plant Cell Environ., 28, 67-77, (2005
Managing Agricultural Residues, Boca Raton, LewiblBhers, p. 41-76,1994

MARCHANT, A., BHALERAO, R., CASIMIRO, I., EKLOF, J.CASERO, P.J., BENNETT,
M., SANDBERG, G. AUX1 promotes lateral root fornmati by facilitating indole-3-acetic
acid distribution between sink and source tissneheé Arabidopsis seedling. Plant Cell, 14,
589-597 (2002).

89



MARSCHNER, H. Mineral Nutrition of Higher Plantsohdon: Academic Press. 1995.
Martins, O.B., and L. DeMeis (1985) Stability ancrffal Reactions of Soluble and
Membrane-bound Sarcoplasmic Reticulum ATPase, b@imal Chemistry 260:6776-6781.

MATSUOKA, K.; HIGUCHI, T.; MAESHIMA, M.; NAKAMURA, K. A vacuolar-type H+-
ATPase in a nonvacuolar organelle is required fbe tsorting of soluble vacuolar protein
precursors in tobacco cells. Plant Cell, v. 9,38-546. 1997.

MCDOWELL, J.J., DANGL, J.L. (2000). Signal transtioa in the plant immune response.
Trends Biochem. Sci. 25, 79-82.

MERRICK, M. J. & EDWARDS, R. A. (1995). Nitrogen cwol in Bacteria.Microbiological
Reviews, 59(4): 604-622.

MICHELET, B.; BOUTRY, M. T he plasma membrane H4dse. A highly enzyme with
multiple physiological functions. Plant Physiol, M8, p. 1-6. 1995.

MIELNICZUK, J. Matéria organica e sustentabilidadie sistemas agricolas. In: SANTOS,
G.A.; CAMARGO, F. A. O. (Ed). Fundamentos da madénganica: ecossistemas tropicais e
subtropicais. Porto Alegre: Génesis, p. 01-08. 1999

MIELNICZUK, J.; BAYER, C.; VEZZANI, F.; FERNANDESF. F.; DEBARBA, L. Manejo
de Solo e culturas e sua relagdo com estoquesribencae nitrogénio do solo. TOpicos em
ciéncia do solo, Vigosa, MG, V.3, 2003.

MILLER AJ, SMITH SJ. 1996. Nitrate transport andrgmartmentation in cereal root cells.
Journal of Experimental Botany 300, 843-854.

MITTLER, R. (2002) Oxidative stress, antioxidantsdastress tolerance. Trends in Plant
Science, (7), n.9, p.405-410.

MODOLO, L.V.,, CUNHA, F.Q., BRAGA, M.R., SALGADO, 1.(2002). Nitric oxide
synthasemediated phytoalexin accumulation in saybeatyledons in response to the
Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis. Plantdiil. 130, 1288-1297.

MORIAU, L., MICHELET, B., BOGAERTS, P., LAMBERT, L. MICHEL, A,
OUFATTOLE, M., BOUTRY, M. (1999) Expression anakysof two gene subfamilies
encoding the plasma membrané&ATPase in Nicotiana plumbaginifolia reveals thejona
transport functions of this enzyme. Plant J., 11943

MORSOMME, P.; BOUTRY, M. The plant plasma membrand -ATPase: structure,
function and regulation. Biochimica et Biophysiéasterdam, v. 1465, p. 1-16, 2000.
MURGIA, I., DELLEDONNE, M., SOAVE, C. (2002). Nitti oxide mediates iron-induced
ferritin accumulation in Arabidopsis. Plant J. 321-528.

MUSCOLO A, NARDI S. 1999. Effetti di due frazionimiche sul metabolismo azotato di

cellule di Daucus carota. In: Le ricerche di bade applicazioni delle sostanze umiche alle
soglie Del 2000. IV Convegno Nazionale dell' IH26528 Maggio, Alghero, Italy, 103-106.

90



MUSCOLO, A., BOVALO, F., GIONFRIDDO, F., NARDI, S.Earthworm humic matter
produces auxin-like effects on Daucus carota gsdwth and nitrate metabolism. Soll
Biology and Biochemistry 31, 1303—-1311, (1999).

NANNIPIERI, P.; GREGO, S.; DELL'AGNOLA, G.; NARDIS. Proprieta biochimiche e
fisiologiche della sostanza organica. In NANNIPIERI(Ed.): Ciclo della sostanza organica
nel suolo: aspetti agronomici, chimici, ecologetcologici & selvicolturali. Bologna: Patron
Editore, 67-78, (1993) (1999).

NAPIER, R.M.; DAVID, K.M.; PERROT-RECHENMANN, C. Ashort history of auxin-
binding proteins. Plant Mol.Biol. 49, 339-48, (2002

NARDI S, CONCHERI G, DELL'AGNOLA G, SCRIMIN P. 1991Nitrate uptake and
ATPase activity in oat seedlings in the presencéwof humic fractions. Soil Biology and
Biochemistry 26, 1341-1346.

NARDI S, CONCHERI G, DELL'AGNOLA G. 1996. Biologitaactivity of humic
substances. In: Piccolo A, ed. Humic substancdsriestrial ecosystems. Amsterdam, The
Netherlands: Elsevier, 361-406.

NARDI S., PIZZEGHELLO D., GESSA C., FERRARESE LRAINOTTI L., CASADORO
G. A low molecular weight humic fraction on nitraiptake and protein synthesis in maize
seedlings. Soil Biology and Biochemistry. 32, 41534(2000).

NARDI, S., PANUCCIO, M.R., ABENAVOLI, M.R., MUSCOLQA. Auxin-like effect of
humic substances from faeces of Allolobophora gadiga and A. rosea. Soil Biol. Biochem.,
26, 1341-1346, (1994).

NARDI, S., TOSONI, M., PIZZEGHELLO, D., PROVENZANOM.R., CILENTI,
A..STURARO, A., RELLA, R., VIANELLO, A. Chemical dracteristics and biological
activity of organic substances extracted from sojylsoot exudates. Soil Sci. Soc. Am. J. 69,
2012-2019, (2005).

NARDI, S.; PIZZEGHELLO, D.; RENIERO, F.; MUSCOLO,.MBiological activity of humic
substances extracted from soils under differentetaggpn cover. Communications in Soil
Science and Plant Analysis, New York, v. 30, p.-634, 1999.

NEILL SJ, DESIKAN R, HANCOCK J. Hydrogen peroxidgsaling. Curr Opin Plant Biol.
5, 388-395 (2002)

NELSON, N. (1994). Energizing porters by proton-imefforce. J. exp.Biol. 196, 7-14.
New York, US, v.21, n.10, p.2049-2063, 1998.

NICOMEDES JUNIOR, J. Producdo de raizes transfdewma por infeccdo com
Agrobacterium rhizogenes em diferentes espéciestaisg 2003. 82 p, Dissertacdo (Mestrado
em Ciéncia do Solo), Universidade Federal RurdRiode Janeiro.

NIEMEYER, J.; CHEN, Y.; BOLLAG, J. M. Caracterizati of humic acids, composts, and

peat by diffuse reflectance fourier transform indich spectroscopy. Soil Science Society of
America Journal, Madison, v. 56, p.135-140, 1992.

91



NIU, X., BRESSAN, R.A., Hasegawa, P.M., 1995. loonteostasis in NaCl stress
environments. Plant Physiol. 109, 715-742.

NOVOTNY, E. H. Estudos espectroscopicos e cromafagyrs de substancias humicas de
solos sob diferentes sistemas de preparo. 200&. Z&Se (Doutorado) - Instituto de Quimica
da Universidade de Séo Paulo, Sdo Carlos.

OKADA K,UEDA J, KOMAKIMK, BELL CJ, SHIMURA Y. Requrement of the auxin
polar transport system in early stages of Arabigofdsral bud formation. Plant Cell 3, 677—-
84, (1991).

ORLOV, R. Humic acids of soils. Washington, D.C.SDA: The National Science
Foundation, 1985. 378 p.

OTVOS, Krisztina; PASTERNAK, Taras P.; MISKOLCZI,4&P DOMOKI, Monika;
DORJGOTOV, Dulguun; SZUCS, Attila; BOTTKA, Sand®UDITS, Dénes and FEHER,
Attila. Nitric oxide is required for, and promotasixin-mediated activation of, cell division
and embryogenic cell formation but does not infeescell cycle progression in alfalfa cell
cultures. The Plant Journal, September 2005, &Ind. 6, p. 849-860.

PAGNUSSAT G.C.; SIMONTACCHI, M.; PUNTARULO, S.; LAMTTINA, L. (2002)
Nitric oxide is required for root organogenesiaarRIPhysiology, (129), p.954-956.

PAGNUSSAT GC, LANTERI ML, LOMBARDO MC, LAMATTINA L (2004) Nitric oxide
mediates the indole acetic acid induction activatad a mitogen-activated protein kinase
cascade involved in adventitious root developmilaint Physiol 135: 279-286

PALMGREN MG, SOMMARIN M, SERRANO R, LARSSON C (19pPIdentification of an
autoinhibitory domain in the C-terminal region bétplant plasma membrane H+- ATPase. J
Biol Chem 266: 20470-20475

PEDROSO, M.C., MAGALHAES, J.R., DURZAN, D. (2000)tNt oxide induces cell death
in Taxus cells. Plant Sci. 157, 173-180.

PICCOLO, A. Humus and soil conservation, In: Piocd\. Humic substances in terrestrial
ecosystems. Amsterdam: Elsevier (1996).

PICCOLO, A. The supramolecular structure of humibstances: a novel understanding of
humus chemistry and implications in soil sciencev AAgr., 75, 57-133, (2002).

PINTON R, VARANINI Z, VIZZOTO G, MAGGIONI A (1992)Soil humic substances
aVect transport-properties of tonoplast vesicledated from oat roots. Plant Soil 142:203—
210

PINTON, R., CESCO, S., LACOLETTIG, G., ASTOLFI, ¥ARANINI, Z. Modulation of

NO3- uptake by water-extractable humic substanoeslvement of root plasma membrane
H+-ATPase. Plant Soil, 215, 155-161, (1999).

92



PORTER, W. L., THIMANN, K. V. Molecular requiremenfor auxin action. Halogenated
indoles and indoleacetic acid. Phytochemistry 29-243, (1965).

POTTERS, Geert; PASTERNAK, Taras; GUISEZ, Yves; R, Klaus J. and JANSEN,
Marcel. Strees-induced morphogenic responses: ggowut of trouble? Trends in Plant
Science, March 2007, vol. 12, no. 3, p. 98-105

PUGLISI, E.; FRAGOULIS, G.; DELREY, A.M.; SPACCINR.; GIGLIOTTI, G.; SAID-
PULLICINO D.; TREVISAN, M. Carbon deposition in g$oirhizosphere following
amendments with soluble fractions, as evaluatecbipybined soil-plant rhizobox and reporter
gene systems, Chemosphere 73, 1292-1299 (2008).

PULLMAN, M.E., H.S. PENEFSKY, A. DATTA, AND E. RACEKR (1960) Partial
triphosphatase. J. Biological Chemistry 235:33229833

QUAGGIOTTI, S., RUPERT, B., PIZZEGHELLO, D., FRANGSEO, O., TUGNOLI, V.,
NARDI, S. Effect of low molecular size humic substas on nitrate uptake and expression of
genes involved in nitrate transport in maize (ZegysrL.). J. Exp. Bot., 55, 803-813, (2004).

QUINT M, GRAY WM. Auxin signaling. Curr Opin Plaiol 9: 448-453, (2006).
RAO CNR. 1963. Chemical applications of infrareéaposcopy. London: Academic Press.

RATAJCZAK, R. Structure, function and regulationtbe plant vacuolar H +-Translocating
ATPase. Biochimica et biophysica acta, v. 1463,436, 2000.

RAVEN, PETER H.; EVERT, RAY F.; EICHHORN, SE. Biga Vegetal. 22 ed. Rio de
Janeiro: Guanabara Koogan, cap.28, (2001).

RAYLE, D.L.; CLELAND, R.E. The acid growth theoryf auxin-induced cell elongation is
alive and well. Plant Physiology, Rockville, v. $9,1271-1274, 1992.

REA PA, KIM Y, SARAFIAN V, POOLE RJ, DAVIES JM, SANERS D (1992) Vacuolar
H1-translocating pyrophosphatases: a new categoignotranslocase. Trends Biochem Sci
17: 348-353

REINHARDT D, PESCE ER, STIEGER P, MANDEL T, BALTEIRERGER K. Regulation
of phyllotaxis by polar auxin transport. Nature264255-60, (2003).

REMINGTON, D.L.; VISION, T.J.; GUILFOYLE, T.J.; RHE, J.W. Contrasting modes of
diversification in the Aux/IAA and ARF gene famsiePlant Physiology, 135, 1738-1752,
(2004).

RIBEIRO, E.A., CUNHA, F.Q., TAMASHIRO, M.S.C., MARNS, I.S. (1999). Growth
phasedependent subcellular localization of nitiede synthase in maize cells. FEBS Lett.
445, 283-286.

RICE, J. A.; MACCARTHY, P. Statistical evaluatiofthe elemental composition of humic
substances. Organic Geochemistry, v. 17, p. 635-B281.

93



ROBSON, C. A.; VANLERBERGHE, G. C. (2002) Transgenplant cells lacking
mitochondrial alternative oxidase have increasgsteptibility to mitochondria dependent
and independent pathways of programmed cell d&4int Physiology, (129) p.1908-1920.
ROCKEL, P.; STRUBE, F.; ROCKEL, A. WILDT, J. & KAER, W.M. Regulation of nitric
oxide (NO) production by plant nitrate reductaseiiro and in vitro. J. Exper. Bot., 53: 103-
110, 2002.

RODRIGUEZ-SERRANO M, ROMERO-PUERTAS MC, ZABALZA ACORPAS FJ,
GOMEZ M, DEL RIO LA, SANDALIO LM (2006) Cadmium edct on oxidative
metabolism of pea (Pisum sativum L.) roots: imagofigeactive oxygen species and nitric
oxide accumulation in vivo. Plant Cell Environ 2832-1544

ROGG, L.E.; BARTEL, B. Auxin signaling: derepressidthrough regulated proteolysis.
Developmental Cell, 1, 595-604, (2001).

ROMHELD, V.; MULLER, C.; MARSCHNER, H. Localizan and capacity of proton
pumps in roots of intact sunflower plants. Planggtl, v.76, p. 603—606. 1984.

ROSS, J.J.; O'NEILL, D.P.; SMITH, J.J.; KERCKHOFHASH.J.; ELLIOTT, R.C. Evidence
that auxin promotes gibberellinAl biosynthesis @ pPlant Journal, 21, 547-552, (2000).

RUCK, A., PALME, K., VENIS, M.A., NAPIER, R.M., FELE, R.H. Patch-clamp analysis
establishes a role for an auxin-binding proteithi@ auxin stimulation of plasma-membrane
current in Zea mays protoplasts. Plant J., 4, 41(4#D3).

SAKIHAMA, Y., MURAKAMI, S., YAMASAKI, H. (2003). Involvement of nitric oxide in
the mechanism for stomatal opening in Vicia falzvés. Biol. Plant. 46, 117-119.

SANDALIO, L.M., GOMEZ, M. AND DEL RIO, L.A. (2004).Cellular and subcellular
localization of endogenous nitric oxide in youngl aenescent pea plants. Plant Physiol. 136,
2722-2733.

SANTA-CATARINA, C.; HANAI L.R.; DORNELAS, M.C.; VANA, AM.; FLOH, E.I.S.
SERK gene homolog expression, polyamines and amatids associated with somatic
embryogenic competence of Ocotea catharinensis flexraceae). Plant Cell, Tissue and
Organ Culture, 79, 53-61, (2004).

SANTI, S.; LOCCI, G.; PINTON, R.; CESCO, S.; RANINI, Z. Plasma membrane H +-
ATPase in maize roots induced for NO3- uptake, tHpdnysiol, v. 109, p. 1277-1283. 1995.
Santiago LJM, Louro RP, Oliveira DE. Compartmemiatiof phenolic compounds and
phenylalanine ammonialyase in leaves of Phyllanteasllus Roxb. and their induction by
copper sulphate. Ann Bot 2000;86(5):1023-32.

SANTNER, A., CALDERON-VILLALOBOS, L.I.A., ESTELLE,M. Plant hormone are
versatile chemical regulators of plant growth. MatGhemical Biology, 5, 301-307, (2009).

SANTOS, G. A.; CAMARGO, F. A. O. Fundamentos da éniat organica do solo:
ecossistemas tropicais e subtropicais. 2.ed. Péeggre: Genesis Edi¢des, 2008.

94



SANTOS, L. A. Absorcao e Remobilizacdo de NO3 Asmoz (Oryza sativa L.): Atividade
das Bombas de Protons e a Dindmica do Proces®d. 2806. Dissertagdo (Mestrado em
Ciéncia do Solo) Instituto de Agronomia, UFRRJ, 200

SATTELMACHER, B.; GERENDAS, J.; THOMS, K.; BRUCK, .HBAGDADY, N. H.
Interaction between root growth and mineral nwnti Environmental and Experimental
Botany, v.33, p.63-73, 1993.

SAUER, P., FREBORT, I. (2003). Molybdenium cofaetontaining oxidoreductase family
in plants. Biol. Plant. 46, 481-490.

SAVIANI, E.E., ORSI, C.H., OLIVEIRA, J.F.P., PINT®AGLIO, C.A.F., SALGADO, I.
(2002). Participation of the mitochondrial permdiibtransition pore in nitric oxide-induced
plant cell death. FEBS Lett. 510, 136-140.

SCANDALIOS, JG Oxygen stress and superoxide dissastaPlant Physiol.,, 101, 7-12
(1993)

SCHMIDT, W., SANTI, S., PINTON, R., VARANINI, Z. War-extractable humic
substances alter root development and epidermélpegtern in Arabidopsis. Plant Soill,
300:259-267, (2007).

SCHNITZER, M.; GUPTA, U.C. Determination of acidity soil organic matter. Soil Science
Society of America Proceedings, Madison, v. 22#4-277, 1965.

SCHNITZER, M.; KHAN, S. U.; Humic substances in theviroment, Marcel Dekker; New
York 1972.

SCHNITZER, M.; PRESTON, C. M. Analysis of humic @&iby solution and solid-state
carbon-13 nuclear magnetic resonance. Soil Sci@oogety of America Journal, Madison,
v. 50, p. 326-331, 1986.

SCHROEDER, JI 1995. Magnesium-independent actimated inward-rectifying K +
channels in Vicia faba guard cells. FEBS Lett. 3837-160

SCHULTEN, H. R.; SCHNITZER, M. Chemical model stiwres for soil organic matter and
soils. Soil Science, Baltimore, v. 162, n. 2, p5-11B0, 1997.

SERRANO, R. Structure and function of plasma membérATPase. Annu. Rev. Plant
Physiol. Plant Mol. Biol. v. 40, p. 61-94. 1989.

SHAW AW, VOSPER AJ (1977) Solubility of nitric oxédin aqueous and non-aqueous
solvents. J Chem Soc Faraday Trans 1 73:1239-1244.

SHIN, R., AND SCHACHTMAN, D.P. (2004). Hydrogen perde mediates plant root
response to nutrient deprivation. Proc. Natl. Acal. USA 101: 8827-8832.[

SITT M, MULLER C, MATT P, GIBON Y, CARILLO P, MORCEBNDE R, SCHEIBLE

WR, KRAPP A. Steps towards an integrated view dfogen metabolism. J Exp Bot.
2002;53:959-970.

95



SODEK, L. 2004. Metabolismo do nitrogénio. In: itto Barbante Kerbauy. Fisiologia
Vegetal. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, pp.94-11

FERNANDES, M. S.; SOUZA, S. R. Growth, and Accuntioia of Nitrogen and Soluble
Sugars in Growth, and accumulation of nitrogen swoidble sugars in carrot and clover hairy
roots in two culture media with and without arbuacumycorrhizal fungi. Physiology and
Molecular Biology of Plants, India, v. 12, n. 1,28-33, 2006.

SOUZA, E. S.; STARK, E. M. L. M.; SOUZA, S. R.; F@ECA, H. M. C.; BERBARA, R.

L. L. Protease activity and developmente in Dauassota and Trifolium repens hairy
roots in culture media containing different niteogsource and levels. Physiology and
Molecular Biology of Plants. 8 (2): 251-259. 2002.

SOUZA, S. R. Efeitos da aplicacéo foliar de niéoigp pos-antese sobre as enzimas de
assimilacdo de N e acumulo de proteinas em graasale 1995. 152 f. Tese (Doutorado em
Ciéncia do Solo) - Universidade Federal Rural do d& Janeiro. Seropérdica, 1995.

SOUZA, S. R. ; FERNANDES, M. S. Nitrogénio. In: Randes, M. S. (Ed.). Nutricdo
Mineral de Plantas. 1 ed. Vigosa: Sociedade Biiesitee Ciéncia do Solo, v. 1, p. 215-252,
2006.

SOUZA, S. R.; SOUZA, E. S.; BERBARA, R. L. L. ; REIANDES, M. S.; STARCK, M.
L. Enzymes of Nitrogen Metabolism and Proteasesvigtin Hairy Roots of Clover and
Carrots, with and without Arbuscular Mycorrhizalrgi. Journal of Plant Nutrition, v. 30, p.
1185-1204, 2007.

SOUZA, S. R.; STARK, E. M. L. M.; FERNANDES, M. SMAGALHAES, J. R. Effects of
Supplemental Nitrogen on Nitrogen-Assimilation Emag, Free Amino Nitrogen, Soluble
Sugars, and Crude Protein of Rice. Communicatio8dih Science and Plant Analysis, New
York, US., v.30, n.5 & 6, p.711-724, 1999.

STEVENSON, F.J. & COLE, M.A. Cycles of soil: carhamtrogen, phosporus, sulfur and
micronutrients. New York, John Wiley & Sons, 19927p.

STEVENSON, F.J. Humus chemistry: genesis, compmusiteaction. New York: John Wiley
& Sons. 1982. 443 p.

STITT, M. Pyrophosphate as an energy donor in §tesol of plant cells: an enigmatic
alternative to ATP. Bot. Acta, 111:167-175, 1998.

STOHR, C., STRUBE, F., MARX, G., ULLRICH, W.R., RBEL, P. (2001). A plasma
membrane bound enzyme of tobacco roots catalysgetimation of nitric oxide from nitrite.
Planta 212, 835-841.

STOHR, C.; STREMLAU, S. (2006) Formation and polssitbles of nitric oxide in plant
roots. Journal of Experimental Botany, (57), n.368-470.

STUEHR, D.J. (1997). Structure-function aspectghi& nitric oxide synthases. Ann. Reuv.
Pharmacol. Toxicol. 37, 339-359.

96



SWIFT, R. S. Organic matter characterization. IRARKS, D. L.; PAGE, A. L.; HELMKE,
P. A.; LOEPPERT, R. H.; SOLTANPOUR, P. N.; TABATABAM. A.; JOHNSTON, C. T ;
SUMNER, M. E. (Ed.). Methods of soil analysis. Msah: Soil Science Society of America:
American Society of Agronomy, 1996. p. 1011-10Zbil Science Society of America Book
Series, 5). Part 3. Chemical methods.

SZE, H. H+-translocating ATPase: advances using bnane vesicles. Ann. Rev. Plant
Physiol., 36:175-208, 1985.

SZE, H.; LI, X. & PALMGREN, M.G. Energization of ght cell membranes by H+-Pumping
ATPases: regulation and Biosynthesis. Plant CElL677-689, 1999.

TAIZ, L.; ZEIGER, E. Fisiologia Vegetal. 3.ed. PorAlegre: Artmed, 719p. 2004.

TAKAHASHI, S., YAMASAKI, H. (2002). Reversible inhition of photophosphorylation in
chloroplasts by nitric oxide. FEBS Lett. 51, 14814

TAVARES FILHO, J.; TESSIER, D. Characterization siil structure and porosity under
long-term conventional tillage and no-tillage sys$e Rev. Bras. Ciénc. Solo, 33,1006-12,
(2009).

TAYEH, M.A., MARLETTA, M.A. (1989). Macrophage oxation of L-arginine on nitric
oxide, nitrite and nitrate. Tetrahidrobiopterinrexjuired as a cofator. J. Biol. Chem. 264,
19654-19658.

the Total Environment, v. 62, p. 355-363. 1987.

THENG, B.K.G., TATE, K.R., SOLLINS, P. 1989. Congents of organie matter in
temperate and tropical soils. In: Coleman, D.C.d&€al.M., Uehara, G. (Ed.) Dynamics of
Soil Organic Matter in tropical Ecosystems. HonoJWniversity of Hawaii. p. 5-32.

TISCHNER, R. Nitrate uptake and reduction in higlaed lower plants. Plant Cell and
Environment, v.23, p.1005-1024, 2000.

TORRENTES, A; JAYASUNDERA, S. & SCHMIDT, W.J. Infance of the polarity of
organic matter on the sorption of acetamide pekdgciJ. Agric. Food Chem. 45:3320- 3325,
1997.

TREVISAN, S., PIZZEGHELLO, D., RUPERTI, B., FRANCED, O., SASSI, A., PALME,
K., QUAGGIOTTI, S., NARDI, S. (2009) Humic substascinduce lateral root formation
and expression of the early auxin-responsive |IAAENe and DR5 synthetic element in
Arabidopsis. Plant Biol., 1-12.

TUN, N.N., HOLK, A., SCHERER, G.F.E. (2001). Rapntrease of NO release in plant cell
cultures induced by cytokinin. FEBS Letters, 50B4-176.

TUN, N.N.; SANTA-CATARINA, C.; BEGUM, T.; SILVEIRA,V.; HANDRO, W.; FLOH,

E.I.S.; SCHERER, G.F.E. Polyamine induce rapid ymtsesis of nitric oxide (NO) release in
Arabidopsis seedlings. Plant and Cell Physiolody,3#6-354, (2006).

97



ULMASOV T, LIU ZB, HAGEN G, GUILFOYLE TJ. Compositstructure of auxin response
elements. Plant Cell.; 7 :1611-1623, (1995).

VALDRIGHI, M.M.; PERA, A.; AGNOLUCCI, M.; FRASSINETI, S.; LUNARDI D.;
VALLINI, G. Effects of compost-derived humic acid® vegetable biomass production and
microbial growth within a plant (Cichorium intybusdil system: a comparative study, Agr.
Ecosyst. Environ. (1996) 58:133-144.

VANIN, A.F. LIU X,. SAMOUILOV A., STUKAN R.A., ZWEIER J.L. (2000). Redox
properties of iron-dithiocarbamates and their sytalerivatives: implications for their use as
traps of nitric oxide in biological systems. BiochiBiophys. Acta 1474, 365-377.

VARANINI Z, PINTON R. 2001. Direct versus indireeffetcs of soil humic substances on
plant growth and nutrition. In: PINTON R, VARANINE, NANNIPIERI P, eds. The
rhizosphere. Basel, Switzerland: Marcel Dekker,-188.

VARANINI, Z.; PINTON, R.; DE BIASE, M. G.; ASTOLFI,S.; MAGGIONI, A. Low
molecular weight humic substances stimulateAfPase activity of plasma membrane
vesicles isolated from oat (Avena sativa L.) ro®snt and Soil, Dordrecht, v. 153, p. 61-69,
1993.

VAUGHAN D. 1986. Effetto delle sostanze umiche puvcessi metabolici delle piante. In:
BURNS RG, DELL'AGNOLA G, MIELE S, NARDI S, SAVOINIG, SCHNITZER M,
SEQUI P, VAUGHAN D, VISSER SA, eds. Sostanze Umidiftetti sul terreno e sulle
piante. Roma, Italy: Ramo Editoriale degli Agriavlf 59-81.

VAUGHAN, D.; MALCOLM, R. E. Influence of humic suksnces on growth and
physiological process. In: VAUGHAN, D.; MALCOLM, E. (Ed.). Soil organic matter and
biological activity. Dordrecht: Kluwer Academic, 89. p.37-75.

VAUGHAN, D.; MALCOLM, R. E. Influence of humic suksnces on growth and
physiological process. In: VAUGHAN, D.; MALCOLM, E. (Ed.). Soil organic matter and
biological activity. Dordrecht: Kluwer Academic, 89. p.37-75.

VEZZANI, F. M.; MIELNICZUK, J. An overview of soilquality. Rev. Bras. Ciénc. Solo,
33,4(2009).

WANG SY, JIAO HJ, FAUST M Changes in the activitie§ catalase, peroxidase, and
polyphenol oxidase in apple buds during bud breakiced by thidiazuron. J. Plant. Growth
Regul. 10,33-39 (1991)

WEIJERS D, BENKOVA E, JAGER KE, SCHLERETH A, HAMANN. Developmental
specificity of auxin response by pairs of ARF ank®A transcriptional regulators. EMBO
J. 24, 1874-85, (2005).

WENDEHENNE, D., PUGIN, A., KLESSIG, D.F., DURNER, J2001). Nitric oxide:
comparative synthesis and signaling in animal dadtgells. Trends Plant Sci. 6, 177-183.

98



WILLIAMS, L.E.; MILLER, A.J. Transporters Responstbfor the Uptake and Partitioning
of Nitrogenous solutes. Annual Review In Plant Rblpgly and Plant Molecular Biology,
Palo Alto, CA-USA, v.52, p.659-688, 2001.

WINK, D. A.; DARBYSHIRE, J. F.; NIMS, R. W.; SAAVERA, J. E.; FORD, P. C.; Chem.
Res. Toxicol. 1993, 6, 23.

WOODWARD, AW.; RATZEL, S.E.; WOODWARD, E.E.; SHAMQO, Y.; BARTEL, B.
Mutation of EIl-conjugating enzyme-relatedl decreas®ELATED TO UBIQUITIN
conjugation and alters auxin response and developi&ant Physiol. 144:976-87, (2007).

WORLEY, C.K.; ZENSER, N.; RAMOS, J.; ROUSE, D.; LBER, O. Degradation of
Aux/IAA proteins is essential for normal auxin sigimg. Plant J. 21, 55362, (2000).

YAMAGAMI, M., HAGA, K., NAPIER, R. M., LINO, M. Two distinct signaling pathways
participate in auxin-induced swelling of pea epmal protoplasts. Plant Physisiology
134:735-747, (2004)

YAMASAKI, H., SAKIHAMA, Y. (2000). Simultaneous pmuction of nitric oxide and
peroxynitrite by plant nitrate reductase: in vieadence for the NR-dependent formation of
active nitrogen species. FEBS Lett. 468, 89-92.

YAN, F.; ZHU, Y.; MULLER, C.; ZORB, C.; SCHUBERT,.SAdaptation of H-Pumping
and Plasma Membrane AMTPase Activity in Proteoid Roots of White Lupinder Phosphate
Deficiency. Plant Physiology, v.129, p.50-63, 2002.

YEMM, E. W. & COCKING, E. C. The determination ohieno-acid with ninhydrin. Anal.
Biochem., v.80, p.209-213, 1955.

YEMM, E. W., WILLIS, A. J. The estimation of carbgiirate in plants extracts by anthrone.
Biochemistry, v.57, p.508-514, 1954.

YEOMANS, J.C. & BREMNER, J.M. A rapid and precisesttmod for routine determination
of organic carbon in soil. Commun. Soil Sci. Planal. 19(13):1467-1476, 1988.

YONEBAYASHI, K.; HATTORI, T. Chemical and biologitastudies on environmental
humic acids. I. Composition of elemental and Fural Groups of Humic Acids. Soil
Science and Plant Nutrition, Tokyo, v. 34, n. 45p1-584, 1988.

YOUNG JC, OBERMANN WMJ ,HARTL FU (1998) Specificruding of tetratricopeptide
repeat proteins to the C-terminal 12-kDa domaihsp90. J Biol Chem, 273, 18007-18010.

ZAMBRYSKI, P., JOOS, H., GENETELLO, C., LEEMANS,, VAN MONTAGU, M.,
SCHELL, J. 1989. Ti plasmid vector for the introdan of DNA into plant cells without
alteration of their normal regeneration capacitylED J. 2:2143-2150.

ZAMBRYSKI, P., JOOS, H., GENETELLO, C., LEEMANS,, VAN MONTAGU, M.,

SCHELL, J. 1989. Ti plasmid vector for the introdan of DNA into plant cells without
alteration of their normal regeneration capacitylED J. 2:2143-2150.

99



ZANDONADI D.B., FACANHA A.R. Chemical compositionna bioactivity properties of
size-fractions separated from a vermicompost huagid Chemosphere, 78, (4), 457-466
(2010).

ZANDONADI DB, CANELLAS LP, FACANHA AR. Indolaceticand humic acids induce
lateral root development through a concerted plémmaa and tonoplast 'Hpumps
activation. Planta, 225,1583-1595 (2007)

ZANDONADI, D.B. (2006) Bioatividade de substanciasumicas: promocdo do
desenvolvimento radicular e atividade das bombaddideTese (Mestrado em Producéo
vegetal) — Campos dos Goytacazes — Rj, Universi@atiedual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro — Uenf, 175p.

ZECH, W.; SENESI, N.; GUGGENBERGER, G.; KAISER, KEHMANN, J.; MIANO, T.
M.; MILTNER, A.; SCHROTH, G. Factors controlling tmification and mineralization of
soil organic matter in the tropics. Geoderma, Amasten, v. 79, p. 117-161, 1997.

ZHANG H, FORDE B. An Arabidopsis MADS box gene thaintrols nutrient-induced
changes in root architecture. Science.1998;279 4109 —

ZHANG Y, WANG L, LIU Y, ZHANG Q, WEI Q, ZHANG W (206) Nitric oxide enhances
salt tolerance in maize seedlings through incregsittivities of proton-pump and N&i*
antiport in the tonoplast. Planta 224: 545-555

ZHAO DY, TIAN QY, LI LH, ZHANG WH. Nitric oxide isinvolved in nitrate-induced
inhibition of root elongation iZea mays. Annals of Botany. 2007a;100:497-503.

ZOTTINI, M., FORMENTIN, E., SCATTOLIN, M., CARIMI,F., LO SCHIAVO, F.,

TERZI, M. (2002). Nitric oxide affects plant mitamhdrial functionality in vivo. FEBS Lett.
515, 75-78.

100



