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RESUMO 

 

CORDEIRO, F.C. Efeitos de Ácidos Húmicos e Óxido Nítrico no Crescimento e 
Metabolismo de Raízes Transformadas de Ocimum basilicum L. 2010. 100p Tese 
(Doutorado em Química, Química Agrária). Instituto de Ciências Exatas, Departamento de 
Química, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2010. 
 

Foi realizado um estudo de caracterização química e espectroscópica de ácidos 
húmicos extraídos de solos (AH1-Latossolo Vermelho-Amarelo, AH2-Chernossolo Háplico e 
AH3-Organossolo Háplico) (Experimento 1), para verificar a diferença entre estes ácidos 
húmicos. De acordo com o espectro de IV – TF, não houve diferença significativa entre os 
ácidos húmicos extraídos dos três solos estudados. O índice de condensação e de 
hídrofobicidade que expressão o grau de humificação dos solos demonstraram que os ácidos 
húmicos provenientes dos solos estudados são bastante estáveis e resistentes a degradação 
oxidativa. Posteriormente foi realizado um experimento (Experimento 2), com o objetivo de 
avaliar os parâmetros de crescimentos de raízes transformadas de manjericão (Ocimum 
basilicum L.) tratadas com os ácidos húmicos extraídos dos diferentes solos estudados e 
também com nitroprussiato de sódio (SNP), como doador de óxido nítrico (NO), nas doses de 
0, 1, 2, 3, 4 e 5 mM de Carbono L-1 e 0, 0,1, 10, 50, 100 e 200 µM de SNP L-1 de meio de 
cultura, respectivamente, com avaliações realizadas na montagem, 5 e 15 dias de 
experimento. Verificou-se que a dose de 3mM de Carbono L-1 para os ácidos húmicos e a 
dose de 100 µM de SNP L-1 (óxido nítrico) foram as doses que proporcionaram as melhores 
respostas nos parâmetros de crescimento. Com os resultados obtidos nesse experimento foram 
montados mais dois ensaios, o primeiro (Experimento 3), com o objetivo de avaliar o 
metabolismo do nitrogênio, as respostas das bombas de prótons, atividade da enzima catalase 
e a histolocalização de NO e de espécies reativas de oxigênio (ROS) in vivo nas raízes 
transformadas de manjericão, coletadas aos 5 e 15 dias após a montagem do experimento. O 
segundo ensaio (Experimento 4) teve o objetivo de avaliar a histolocalização de NO e de ROS 
in vivo, e a atividade de enzimas importantes envolvidas no crescimento e absorção de 
nutrientes, sendo este ensaio coletado após seis horas de tratamento. As raízes foram tratadas 
com duas concentrações de nitrato, uma dose baixa de N-NO3

- (0,5mM) e outra alta (5,0mM), 
nas quais foram adicionadas as substâncias bioativas (3mM de Carbono L-1 de AH3 e 100 µM 
de SNP L-1). Para todos os parâmetros de crescimento radicular avaliados, os tratamentos com 
ácidos húmicos e óxido nítrico apresentaram maiores sobre o crescimento radicular, em 
relação ao controle. Além disso, conforme a avaliação dos parâmetros do metabolismo do 
nitrogênio nas duas doses testadas de N-NO3

-, as substâncias bioativas proporcionaram 
aumento de atividades enzimáticas e conteúdo de nutrientes, em relação aos controles, 
principalmente na dose mais baixa de N-NO3

-. Já é consenso na comunidade científica que a 
bioatividade dos ácidos húmicos está relacionada principalmente com a presença de 
moléculas análogas a auxina e possivelmente com outros fitormônios. A geração de óxido 
nítrico em plantas está relacionada ao crescimento de raízes, e este crescimento pode ser 
proporcionado pela produção endógena de auxina, pela aplicação de análogos sintéticos 
auxínicos ou aplicação de ácidos húmicos. Dessa forma a sinalização de óxido nítrico pode 
estar relacionada à bioatividade dos ácidos húmicos. Estes efeitos foram evidenciados, pelo 
aumento do crescimento radicular, absorção de N-NO3

- ativação de da H+-ATPase de 
membrana plasmática em raízes transformadas de manjericão. Do mesmo modo, foi 
observado o aumento da atividade da catalase, enzima relacionada ao crescimento de raiz, por 
proporcionar a dismutação do peróxido de hidrogênio, produzidos nos processos de 
diferenciação e expansão celular. Do mesmo modo, foi observado aumento na detecção de 
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ROS in vivo, com os tratamentos com as substancias bioativas. Nossos resultados indicam que 
a utilização de ácidos húmicos poderão servir como uma ferramenta biotecnológica, na 
produção de fertilizantes organominerais, para o cultivo de plantas em solos de baixa 
fertilidade e também como componentes na produção de inoculantes de microrganismos 
benéficos. 
 
 
Palavras-chave: Ácido Húmico, Espécies Reativas de Oxigênio, Óxido Nítrico 

 



 viii  

ABSTRACT 

 
CORDEIRO, F.C. Humic 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 de Ciências Exatas, Departamento de Química, 
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2010. 
 

A study carried out of chemical and spectroscopic characterization in humic acids 
extracted from soils (AH1-Red-Yellow Latosols (Oxisols); AH2-Haplic Chernosol and AH3-
Haplic Organosols (Histosols)) (Experiment 1) to verify the difference between these humic 
acids. Subsequently an experiment was performed (Experiment 2), to evaluate the parameters 
of growth of transformed roots of sweet basil (Ocimum basilicum L.) treated with the humic 
acids extracted from different soils and with sodium nitroprusside (SNP) as a donor of nitric 
oxide (NO) at doses of 0, 1, 2, 3, 4 and 5 mM Carbon L-1 and 0, 0.1, 10, 50, 100 and 200 µM 
SNP L-1 medium, respectively, with assessments conducted in the assembly, 5 and 15 days of 
experiment. It was found that the dose of carbon 3mM L-1 for the humic acids and the dose of 
100 µM SNP L-1 (nitric oxide) were the doses provided the best responses in growth 
parameters. With the results of this study were mounted two more tests, the first (Experiment 
3), to evaluate the nitrogen metabolism, the responses of proton pumps, catalase activity and 
NO histolocalization and reactive oxygen species (ROS) in vivo in roots transformed basil, 
collected at 5 and 15 days after installation of the experiment. The second trial (Experiment 4) 
was to evaluate the NO and ROS histolocalization in vivo, and the activity of important 
enzymes involved in the growth and nutrient uptake, and this essay collected six hours after 
treatment. The roots were treated with two concentrations of nitrate, a low dosage of N-NO3-
(0.5 mM) and high (5.0 mM) were added in which the bioactive substances (AH3-3mM 
Carbon L-1 and 100 µM SNP L-1). In all parameters evaluated root growth, the treatments with 
humic acid and nitric oxide showed higher growth compared to control. Moreover, the 
evaluation of the parameters of nitrogen metabolism in the two tested doses of N-NO3

-. 
bioactive substances provided with increased enzyme activities and nutrient content, 
compared to controls, especially at the lower dose of N-NO3

-. It is a consensus among 
scientists that the bioactivity of humic acid is mainly related to the presence of molecules 
similar to auxin and possibly other hormones. The generation of nitric oxide in plants is 
related to root growth and this growth can be provided by endogenous production of auxin by 
application of synthetic auxin analogs or application of humic acids. Thus the signaling of 
nitric oxide may be related to the bioactivity of humic acids. These effects were evidenced by 
the increase of root growth, uptake N-NO3

- of -activation of H+-ATPase plasma membrane in 
transformed roots of basil. Similarly, we observed increased activity of catalase, an enzyme 
related to root growth, by providing the dismutation of hydrogen peroxide produced in the 
processes of cell differentiation and expansion as well as to detect ROS in vivo, increased in 
treatments with bioactive substances. With the results in this thesis can give the use of humic 
acids may serve as a biotechnological tool in the production of biofertilizers fertilizers, for 
growing plants in soils of low fertility and also as components in the production of inoculants 
of beneficial microorganisms. 
 
 
Keywords: Humic Acid, Reactive Oxygen Species, Nitric Oxide 
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ABREVIAÇÕES E SÍMBOLOS 
 
 
 

AF Ácido Fúlvico 

AH Ácido Húmico 

ATP Adenosina Trifosfato 

cPTIO 2-(4-carboxifenil)-4,4,5,5,-tetrametilimidazolina-1-oxil-3-óxido 

DAF-FM-DA 4,5-diacetato de diaminofluoresceína 

DAR Dias Após Repicagem 

E4/E6 Índice de Humificação 

g Gravidade 

GOGAT Glutamato Sintase 

GS Glutamina Sintetase 

H Hidrogênio 

H+ Próton  

H+-PPase Próton pirofosfatase vacuolar 

H2DCFDA 2’,7’-diclorodihidrofluoresceína diacetato 

IC Índice de Condensação 

IH Índice de Hidrofobicidade 

IV-TF Infravermelho com Transformada de Fourier 

MM Meio Mínimo 

MP Membrana Plasmática 

NiR Nitrito Redutase 

NO Óxido Nítrico 

NR Nitrato Redutase 

P-H+-ATPase Próton ATPase de membrana plasmática 

Pi Fosfato Inorgânico 

PPi Pirofosfato 

ppm Partes por milhão 

SNP Nitroprussiato de sódio 

SH Substâncias Húmicas   

UV-Vis Ultravioleta Visível 

v/v Razão volume por volume 

V-H+-ATPase Próton ATPase vacuolar 

 
 



 x 

ÍNDICE DE FIGURAS 
 
Figura 1. Resumo das vias de síntese do ácido indol-3-il-acético, dependente e independente 
do triptofano..............................................................................................................................10 
 
Figura 2. Teoria quimiosmótica, demonstrando o transporte passivo e ativo de auxina nos 
compartimentos celulares (Adaptado de Davies, 1995). ..........................................................11 
 
Figura 3. Respostas promovidas pela acidificação da parede celular e conseqüente 
crescimento das células de plantas, ocasionadas por auxina (Adaptado de Raven et al., 
2001).........................................................................................................................................12 
  
Figura 4. Via da sinalização promovida por auxina. ..............................................................14 
 
Figura 5. Modelo estrutural do Ácido Húmico (A) (STEVENSON, 1982) e Ácido Fúlvico 
(B) (BUFFLE et al., 1977). ......................................................................................................15 
 
Figura 6. Estrutura para o ácido húmico proposta por Dragunov’s e reportada por Kononova 
em 1966. ...................................................................................................................................16 
 
Figura 7. Estrutura hipotética para o ácido húmico segundo Flaig (1975). ............................16 
 
Figura 8. Estrutura proposta por Schnitzer & Khan (1972) para o ácido fúlvico. ..................16 
 
Figura 9. Estrutura proposta para o ácido húmico por Schulten (1995)..................................17 
 
Figura 10. Modelo estrutural de ácido húmico baseado no arranjamento supramolecular, 
proposto por Piccolo (1996) e adaptado por Canellas e colaboradores (2005). ......................17 

 
Figura 11. Mecanismos de formação das substâncias húmicas (Adaptado de Stevenson, 
1994). .......................................................................................................................................18 
 
Figura 12. A acidificação da rizosfera das plantas promove o rearranjo das moléculas 
presentes na supra-estrutura dos ácidos húmicos, permitindo a liberação de moléculas com 
atividade auxínica, causando o crescimento das raízes e parte aérea. .....................................22 
 
Figura 13. Espectro de Infravermelho com Transformada de Fourier (IV-TF) dos ácidos 
húmicos estudados. ..................................................................................................................37 
 
Figura 14. Efeito de diferentes concentrações de ácidos húmicos sobre a densidade de sítios 
mitóticos de raízes transformadas de manjericão. ...................................................................39 
 
Figura 15. Efeito de diferentes concentrações de ácidos húmicos e óxido nítrico sobre a 
densidade de sítios mitóticos de raízes transformadas de manjericão. ....................................40 
 
Figura 16. Efeito de diferentes concentrações de ácidos húmicos sobre o comprimento 
radicular de raízes transformadas de manjericão. ....................................................................42 
  
Figura 17. Efeito de diferentes concentrações de ácidos húmicos e óxido nítrico sobre o 
comprimento radicular de raízes transformadas de manjericão................................................43 



 xi 

 
Figura 18. Efeito de diferentes concentrações de ácidos húmicos sobre a área radicular de 
raízes transformadas de manjericão.  .......................................................................................44 
 
Figura 19. Efeito de diferentes concentrações de ácidos húmicos e óxido nítrico sobre a área 
radicular de raízes transformadas de manjericão. ....................................................................45 
 
Figura 20. Efeito de diferentes concentrações de ácidos húmicos e óxido nítrico sobre o 
incremento radicular de raízes transformadas de manjericão. .................................................46 
 
Figura 21: Efeito de diferentes doses de ácido húmico e de óxido nítrico no crescimento de 
raízes transformadas de manjericão, aos 15 dias após o tratamento. .......................................46 
 
Figura 22. Efeito de diferentes concentrações de ácidos húmicos sobre a área de acidificação 
radicular de raízes transformadas de manjericão......................................................................48 
 
Figura 23. Efeito de diferentes concentrações de ácidos húmicos e óxido nítrico sobre a área 
de acidificação radicular de raízes transformadas de manjericão. ..........................................48 
 
Figura 24. Correlação de Pearson dos parâmetros de crescimento de Raízes Transformadas de 
Manjericão. ..............................................................................................................................49 
 
Figura 25. Efeito do ácido húmico e do óxido nítrico na atividade da nitrato redutase em 
raízes transformadas de manjericão. ........................................................................................50 
 
Figura 26. Efeito do ácido húmico e do óxido nítrico no teor de nitrato em raízes 
transformadas de manjericão. ..................................................................................................51 
 
Figura 27. Efeito do ácido húmico e do óxido nítrico no teor de amônio em raízes 
transformadas de manjericão. ..................................................................................................52 
 
Figura 28. Efeito do ácido húmico e do óxido nítrico no teor de açúcares solúveis em raízes 
transformadas de manjericão. ..................................................................................................53 
 
Figura 29. Efeito do ácido húmico e do óxido nítrico no teor de N-amino livre em raízes 
transformadas de manjericão. ..................................................................................................54 
 
Figura 30. Efeito do ácido húmico e do óxido nítrico na atividade da glutamina sintetase em 
raízes transformadas de manjericão. ........................................................................................55 
 
Figura 31. Efeito do ácido húmico e do óxido nítrico na atividade da catalase em raízes 
transformadas de manjericão.. .................................................................................................56 
 
Figura 32. Efeito do ácido húmico e do óxido nítrico na atividade da P H+-ATPases em raízes 
transformadas de manjericão. ..................................................................................................57 
 
Figura 33. Efeito do ácido húmico e do óxido nítrico na atividade da V H+-ATPase em raízes 
transformadas de manjericão. ..................................................................................................58 
 



 xii

Figura 34. Efeito do ácido húmico e do óxido nítrico na atividade da H+-PPase em raízes 
transformadas de manjericão. ..................................................................................................59 
 
Figura 35. Correlação de Pearson dos parâmetros do metabolismo de N das Raízes 
Transformadas de Manjericão. .................................................................................................60 
 
Figura 36. Efeito do ácido húmico e do óxido nítrico no incremento radicular relativo 
(comprimento radicular) de raízes transformadas de manjericão.............................................61 
 
Figura 37. Efeito da incubação com AH-Ácido Húmico extraído de Organossolo Háplico 
(3mM de Carbono L-1) e SNP como doador de NO (100µM SNP L-1 de solução) nos níveis 
endógenos de NO em ápice radicular de raízes transformadas de 
manjericão.................................................................................................................................63 
 
Figura 38. Efeito da incubação com AH-Ácido Húmico extraído de Organossolo Háplico 
(3mM de Carbono L-1) e NO- Nitroprussiato de Sódio (SNP) como doador de óxido 
nítricoNO  (100µM SNP L-1 de solução) nos níveis endógenos de ROS (espécies reativas de 
oxigênio) em ápice radicular de raízes transformadas de 
manjericão.................................................................................................................................64 
 
Figura 39. Efeito do ácido húmico na atividade da nitrato redutase de raízes transformadas de 
manjericão durante 24 horas. ...................................................................................................68 
 
Figura 40. Atividade da Nitrato Redutase (A), Atividade da Catalase (B), Atividade das 
Bombas de Prótons [P H+-ATPase (C); V H+-ATPase (D); H+-PPase (E)] de raízes 
transformadas de manjericão coletadas 6 horas após a adoção dos 
tratamentos................................................................................................................................68 
 
Figura 41. Efeito da incubação com AH-Ácido Húmico extraído de Organossolo Háplico 
(3mM de Carbono L-1) e SNP) como doador de NO (100µM SNP L-1 de solução) nos níveis 
endógenos de NO em ápice radicular de raízes transformadas de 
manjericão.................................................................................................................................70 
 
Figura 42. Efeito da incubação com AH-Ácido Húmico extraído de Organossolo Háplico 
(3mM de Carbono L-1) e SNP) como doador de NO (100µM SNP L-1 de solução) nos níveis 
endógenos de ROS (espécies reativas de oxigênio) em ápice radicular de raízes transformadas 
de manjericão. ..........................................................................................................................71 
 



 xiii  

ÍNDICE DE TABELAS 

 
Tabela 1. Análise de rotina dos três solos estudados. .............................................................34 

Tabela 2. Teores de carbono das frações da matéria orgânica (Ácido Fúlvico, Ácido Húmico 
e Humina) de amostras de solos estudados. .............................................................................34 

Tabela 3. Valores de composição elementar, as suas relações atômicas, acidez total, 
carboxílica, fenólica e da relação E4/E6 dos ácidos fúlvicos e húmicos das amostras de terra 
provenientes dos solos estudados. ............................................................................................35 

 

 



 xiv 

SUMÁRIO 
 
 

1 INTRODUÇÃO 1 

2 REVISÃO DE LITERATURA 

2.1. Raízes transformadas 

2.2 Absorção de Nutrientes pelas Células Vegetais 
2.2.1 Absorção e Assimilação de Nitrato em Raízes 
2.2.2 Bombas eletrogênicas 
2.2.2.1 P H+-ATPase 
2.2.2.2 V H+-ATPase 
2.2.2.3 H+-PPase 

2.3 Hormônios Vegetais 
2.3.1. Auxinas 
2.3.2. Síntese de AIA 
2.3.3. Transporte de Auxinas 
2.3.4. Teoria do Crescimento Ácido  
2.3.5. Sinalização promovida por auxinas 

2.4 Substâncias Húmicas e Matéria Orgânica do Solo 
2.4.1 Origem e Formação das Substâncias Húmicas 
2.4.2 Dinâmica da Absorção das Frações Solúveis da Matéria Orgânica 
2.4.3 Efeitos Fisiológicos dos Ácidos Húmicos em Plantas 

2.5 Óxido Nítrico 

4 

4 

5 
6 
7 
7 
7 
8 

9 
9 
10 
10 
12 
13 

13 
18 
19 
20 

22 

3 MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Experimento 1: Extração e caracterização da matéria orgânica humificada dos solos 

3.2 Experimento 2: Efeito de diferentes concentrações de ácidos húmicos e de óxido 
nítrico no crescimento de raízes transformadas de manjericão 

3.2.1. Material vegetal e condições de crescimento e tratamentos 
3.2.2. Delineamento experimental e análise estatística 
3.2.3. Avaliações realizadas 
3.2.3.1. Mensuração do crescimento radicular 
3.2.3.2. Freqüência de sítios mitóticos 
3.2.3.3. pH Rizosférico 

3.3 Experimento 3: Efeitos do ácido húmico e do óxido nítrico submetido a duas doses 
de N-NO3

- no crescimento de raiz, metabolismo do nitrogênio, atividade das bombas de 
prótons, catalase e histolocalização radicular de NO e ROS em raízes transformadas de 
manjericão 

3.3.1. Material vegetal e condições de crescimento e tratamentos 
3.3.2. Delineamento experimental e análise estatística 
3.3.3. Determinações realizadas 
3.3.3.1.1 Isolamento de vesículas de plasmalema e tonoplasto para atividade das bombas 
de prótons 
3.3.3.1.2 Quantificação de proteína  
3.3.3.1.3. Atividade das P- H+ -ATPases, V- H+ -ATPases e H+ -PPases  
3.3.3.2. Atividade da Nitrato redutase  

24 

24 

 
25 

25 
25 
25 
25 
25 
26 
26 

 
 
 
27 

27 
27 
28 
 
28 
28 
28 



 xv 

3.3.3.3. Dosagem de N-amino livre  
3.3.3.4. Dosagem de N-NH4

+  
3.3.3.5. Dosagem de N-NO3

-  
3.3.3.6. Dosagem de açúcares solúveis  
3.3.3.7. Atividade da Glutamina Sintetase (GS)  
3.3.3.8. Atividade da Catalase 
3.3.3.9. Histolocalização radicular de NO e ROS 
3.3.3.9.1. Histolocalização radicular do NO  
3.3.3.9.2. Histolocalização radicular das ROS 
3.3.3.10. Mensuração do crescimento radicular 

3.4 Experimento 4: Efeitos do ácido húmico e do óxido nítrico submetido a duas doses 
de N-NO3

- na atividade das enzimas nitrato redutase, bombas de prótons, catalase e a 
histolocalização radicular de NO e ROS em raízes tranformadas de manjericão em 
experimento de curta duração 

3.4.1. Material vegetal e condições de crescimento e tratamentos 
3.4.2. Delineamento experimental e análise estatística 

29 
29 
29 
30 
30 
30 
31 
31 
31 
31 
32 

 
 
 
32 

32 
33 

4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 Experimento 1: Extração e caracterização da matéria orgânica humificada dos solos 

4.2 Experimento 2: Efeito de diferentes concentrações de ácidos húmicos e de óxido 
nítrico no crescimento de raízes transformadas de manjericão 

4.3 Experimento 3: Efeitos do ácido húmico e do óxido nítrico submetido a duas doses 
de N-NO3

- no crescimento de raiz, metabolismo do nitrogênio, atividade das bombas de 
prótons, catalase e histolocalização radicular de NO e ROS em raízes transformadas de 
manjericão 

4.4 Experimento 4: Efeitos do ácido húmico e do óxido nítrico submetido a duas doses 
de N-NO3

- na atividade das enzimas nitrato redutase, bombas de prótons, catalase e a 
histolocalização radicular de NO e ROS em raízes tranformadas de manjericão em 
experimento de curta duração 

34 

 
34 

 
38 

 
 
 

49 

 
 
 

65 
5 DISCUSSÃO GERAL 72 

6 CONCLUSÕES 78 

7 REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS 79 

 
 



 1 

1 INTRODUÇÃO  
 

Grande parte das pesquisas com plantas se concentra em estudos apenas de sua parte 
aérea. Isso é surpreendente uma vez considerada a importância das raízes na sustentação física 
de plantas, na absorção de nutrientes e água, e nas interações planta-microrganismos. 
DAVIDSON (1978), há mais de três décadas mencionava ser surpreendente a existência de 
tão poucos dados relacionados a pesquisas sobre raízes.  

Entretanto essa perspectiva foi mudada com o advento da biotecnologia, na qual a 
cultura de raízes isoladas de plantas e a produção de raízes transformadas geneticamente, pela 
possibilidade da transferência de DNA das bactérias do gênero Agrobacterium para as plantas, 
ampliaram as áreas de estudo com raízes (GUILLON et al. 2006). Estes estudos tornam-se 
importantes à medida que o conhecimento gerado permite obter mais entendimento sobre o 
metabolismo vegetal na nutrição mineral de plantas e suas aplicações nas diversas áreas do 
conhecimento.  

De todos os elementos minerais requeridos pelas plantas, o nitrogênio é um dos 
necessários em maiores quantidades e o que mais freqüentemente limita o crescimento. O 
nitrogênio pode estar presente no solo como amônio (NH4

+), nitrato (NO3
-), aminoácidos, 

peptídeos solúveis e outras formas complexas insolúveis. No entanto, este nutriente é 
absorvido principalmente na forma inorgânica como NO3

- ou NH4
+ através do sistema 

radicular. O nitrogênio é um constituinte mineral que se integra a compostos de carbono, 
dando origem a diversas proteínas estruturais, ácidos nucléicos, aminoácidos, nucleotídeos, 
coenzimas e hormônios vegetais e muitos outros componentes celulares importantes, como as 
membranas. Portanto, a deficiência desse nutriente pode implicar em decréscimo do 
crescimento vegetativo e rendimento nos cultivos (TAIZ & ZEIGER, 2004; WILLIAMS & 
MILLER, 2001).  

As plantas adquirem NO3
- da solução do solo ou do meio de cultura, absorvendo-o 

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

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

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

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

Os estudos do metabolismo de nitrogênio em plantas vêm sendo desenvolvidos em 
diferentes espécies vegetais com diversos objetivos, tais como: formas de N mais absorvidas; 
como as diferentes fontes de N são assimiladas; quais as enzimas envolvidas na assimilação; a 
localização de cada uma dessas; os fatores que influenciam na atividade de cada enzima; os 
mecanismos que desencadeiam esses processos, dentre outros.  

As substâncias húmicas desempenham um papel importante na qualidade dos sistemas 
agrícolas, pois interferem na disponibilidade de nutrientes para as plantas, são fontes de 
energia para os microrganismos do solo, influenciam de maneira decisiva nas características 
químicas, físicas e biológicas do solo (MIELNICZUK, 1999) e exercem efeitos diretos sobre 
o desenvolvimento das plantas (STEVENSON & COLE, 1999).  

A relação entre estrutura e função das substâncias húmicas é hoje objeto de crescente 
interesse nas pesquisas e cada vez mais são utilizados métodos precisos de análise química 
estrutural para tentar melhor compreender suas propriedades (CANELLAS, 1999) e os efeitos 
diretos de sua composição no desenvolvimento das plantas. 

As substâncias húmicas, em particular os ácidos húmicos são absorvidas pelas raízes e 
translocadas para a parte aérea das plantas, podem modificar ativamente o seu metabolismo 
(VAUGHAN & MALCOM, 1985; MUSCOLO & NARDI, 1999). Estas substâncias podem 
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apresentar função hormonal, tal como a de auxina (DELL’AGNOLA & NARDI, 1987; 
NARDI et al., 1988), também pode induzir modificações no genoma estimulando a expressão 
de alguns genes (ATTINÀ et al., 1992). Pinton et al. (1999) mostraram que o ácido húmico 
estimulou a extrusão de prótons (vanadato-sensível) através das raízes, embora este aumento 
aparecesse somente após 2 - 4 h de incubação. Esse efeito tem sido interpretado como 
conseqüência de um estímulo direto do ácido húmico no bombeamento de prótons pela H+-
ATPase (próton ATPase de membrana plasmática). Os ácidos húmicos também poderiam 
estimular a atividade de H+-ATPase de isolados da membrana plasmática (VARANINI et al., 
1993), determinando assim, um aumento no gradiente de prótons de substâncias 
eletroquímicas, e que poderiam ser, pelo menos em parte, responsáveis pelo estímulo da 
absorção do ânion NO3

- (PINTON et al., 1999). 
Nos últimos anos, o óxido nítrico (NO) vem se destacando como importante molécula 

sinalizadora para os vegetais, atuando em diversos processos de crescimento e 
desenvolvimento, bem como nas respostas de defesa a estresses bióticos ou abióticos 
(LAMATTINA et al., 2003; NEILL et al., 2007). O NO é um gás reativo, facilmente formado 
e rapidamente difundido em um sistema biológico. No metabolismo celular existe um 
paradoxo em relação ao NO, isto porque este gás pode atuar como oxidante (altamente tóxico) 
ou como antioxidante (efeito protetor). Estes eventos são demonstrados dependendo da 
condição celular e da concentração do gás presente na célula, ou seja, esta molécula atua 
como sinalizadora no metabolismo vegetal.  

Em situações que as espécies reativas de oxigênio são predominantes, o NO pode atuar 
na regulação da homeostase celular, proporcionando efeito antioxidante. Ele pode atuar como 
um sinalizador contra o dano oxidativo e conseqüente morte celular (BELIGNI et al., 2006), 
desta forma previne-se a apoptose. Essa molécula atua no controle do crescimento de raízes 
(GOUVÊA et al., 1997; PAGNUSSAT et al., 2004), na germinação de sementes (KEELEY & 
FOTHERINGHAM, 1997), na extensão foliar (LESHEM & HARAMATY, 1996), na 
fotomorfogênese (PAGNUSSAT et al., 2003), na lignificação da parede celular (FERRER & 
ROS-BARCELÓ, 1999), na diferenciação de células do xilema (GABALDON et al., 2005) e 
na senescência de folhas e maturação dos frutos (LESHEM & HARAMATY, 1996). 
ROCKEL et al. (2002) observaram que a regulação da produção de NO era modulada pela 
atividade da nitrato redutase (NR), mostrando que este sistema tem interação com a 
fotossíntese e metabolismo vegetal, sinalizando eventos bioquímicos. 

A partir das evidências científicas do efeito benéfico do ácido húmico e do óxido 
nítrico, surgiram algumas hipóteses de trabalho, tais como que, as raízes transformadas, 
dependendo das condições de cultivo e da dose de N-NO3

-, poderiam apresentar crescimento e 
metabolismo diferenciado, influenciado pela qualidade da matéria orgânica, através dos 
ácidos húmicos, assim como da molécula sinalizadora Óxido Nítrico. Essas substâncias atuam 
no crescimento e metabolismo das raízes das plantas, dependendo de sua concentração no 
meio de cultivo. Este efeito pode estar sendo estimulado pela sinalização auxínica por estas 
moléculas e a presença destes compostos no meio de cultivo podem favorecer o crescimento 
de raízes transformadas, através do transporte de íons, decorrente de uma maior atividade das 
bombas de prótons (H+-ATPases de membrana plasmática e do tonoplasto). 

Neste trabalho os objetivos foram: isolar, quantificar e caracterizar quimicamente os 
ácidos húmicos de três solos do Estado do Rio de Janeiro, monitorando os parâmetros de 
crescimento, de acordo com a dose dos diferentes ácidos húmicos e aplicação de óxido nítrico 
nas raízes transformadas ao longo do tempo, assim como avaliar o metabolismo de nitrogênio 
e a atividade das bombas de prótons e atividade da catalase em raízes transformadas, na 
presença de ácidos húmicos e óxido nítrico em duas doses de nitrato no meio de cultivo. 
Também foi realizada a histolocalização in vivo de óxido nítrico e espécies reativas de 



 3 

oxigênio após o tratamento com ácido húmico e nitroprussiato de sódio como doador de NO, 
nas doses de NO3

- estudadas. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 
2.1. Raízes transformadas 

Há mais três décadas Davidson (1978) mencionava ser surpreendente a existência de 
tão poucos dados relacionados a pesquisas sobre raízes. A maior parte das pesquisas com 
plantas se concentra em estudos apenas de sua parte aérea. Isso é surpreendente uma vez 
considerada sua importância da raiz na sustentação física de plantas, na absorção de nutrientes 
e água, e nas interações planta-microrganismos. Entretanto essa perspectiva foi mudada com o 
advento da biotecnologia vegetal.  

O domínio da cultura de órgãos e tecidos de plantas tem importância crucial. A cultura 
in vitro compreende a cultura de células, tecidos ou órgãos, em condições de assepsia, em um 
meio de cultura, sob condições axênicas, sendo necessária periodicamente a manipulação das 
culturas (repicagem e troca de meio de cultura) para a manutenção das condições mínimas 
requeridas pelo explante (BERBARA & FONSECA, 1996). 

Dentre as áreas de aplicação biotecnológica, tem-se como exemplo a cultura de raízes, 
que se apresenta mais vantajosa do que a cultura de calos e suspensão celular, no que se refere 
à produção de moléculas bioativas. A dependência de auxina exógena, grande quantidade de 
inóculo requerido para crescimento adequado, raízes com poucas ramificações, e em muitos 
casos rendimentos de metabólitos inferiores às raízes de planta inteira são algumas das 
desvantagens desse tipo de cultura, assim como o manuseio laborioso dessa parte vegetal 
(CANTO-CANCHÉ & LOYOLA-VARGAS, 1999). 

Uma estratégia alternativa à cultura de raízes normais, devido as suas desvantagens, é 
a cultura de raízes transformadas geneticamente (hairy roots, raízes em cabeleira), 
promovidas via infecção pela bactéria Agrobacterium rhizogenes, uma bactéria gram negativa 
de solo, capaz de promover a proliferação excessiva de raízes em cabeleira de um hospedeiro. 

O processo infeccioso ocorre com a transferência e integração de um segmento de 
DNA de transferência (T-DNA) do plasmídeo bacteriano (indutor de raízes – Ri) ao genoma 
da célula do hospedeiro (FLORES, 1992). O vegetal infectado passa então a produzir enzimas 
responsáveis pela síntese de opinas, que são utilizadas pela Agrobacterium como fonte de 
energia, e de hormônios que alteram a produção e a sensibilidade das células vegetais a 
auxinas provocando um desbalanço no metabolismo celular que passam, então, a se propagar 
desordenadamente, induzindo alta proliferação de raízes adventícias de rápido crescimento na 
região de infecção. 

Segundo Godwin e colaboradores (1992), a utilização de A. rhizogenes oferece 
vantagens sob vários aspectos: 

� Nos vegetais, a competência para formação de raízes adventícias normalmente é 
maior que aquela observada para a formação de gemas a partir de tecidos não 
meristemáticos; 

� As raízes transgênicas (“hairy roots”) são clones celulares, reduzindo a 
possibilidade de ocorrência de plantas quiméricas; 

� O cultivo das raízes isoladas é feito em meio de cultura sem a adição de 
reguladores de crescimento, permitindo uma seleção prévia dos clones 
transformados e tornando o processo menos oneroso; 

� As culturas de raízes isoladas podem ser mantidas por muitos meses, 
permanecendo o crescimento vigoroso característico; 

� Tomando as raízes por objeto de estudo, podem ser criados sistemas extremamente 
funcionais para a produção de metabólitos, obtenção de plantas adequadas para 
uso como porta-enxerto e para a investigação de mecanismos de resistência a 
patógenos de solo e metais, como o alumínio; 
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� Protocolos de transformação simples e rápidos podem ser facilmente 
estabelecidos. 

Os estudos com culturas de raízes transformadas geneticamente tornam-se importantes 
à medida que o conhecimento gerado permite obter maior entendimento sobre a absorção de 
nutrientes na nutrição de plantas e produção de moléculas bioativas de interesse (SANTIAGO 
et al., 2000). 
 
2.2 Absorção de Nutrientes pelas Células Vegetais 

As células vegetais possuem uma membrana plasmática que separa o ambiente 
interno, relativamente constante, do entorno, altamente variável que, além de formar uma 
barreira hidrofóbica à difusão, tem a função de facilitar e regular continuamente o trânsito de 
íons e moléculas selecionados para dentro e para fora. O mesmo é válido para membranas 
internas, as quais separam os diversos compartimentos dentro de cada célula (TAIZ e 
ZEIGER, 2004). 

Os sistemas de transporte presentes nas biomembranas podem ser divididos em dois 
grupos: os sistemas primários, que compreendem bombas eletrogênicas ou eletroneutras, que 
são capazes de gerar um gradiente eletroquímico ao transportarem íons contra um gradiente 
de concentração, utilizando-se da energia liberada na quebra de ligações covalentes; e os 
sistemas secundários, desempenhados por canais, carreadores ou transportadores, nos quais o 
transporte de íons através da membrana não envolve quebra de ligações covalentes, mas 
depende do desequilíbrio de cargas e ∆pH gerado na membrana pelos sistemas primários 
(LOGAN et al., 1997). 

A absorção de íons nas membranas biológicas ocorre necessariamente através de sítios 
específicos, de origem protéica (proteínas integrais da membrana), que permite a passagem 
dos íons do meio externo para o interior das células (FERNANDES & SOUZA, 2006). Estas 
proteínas integrais de membrana formam os três sistemas que atuam no transporte de íons, 
segundo Fernandes & Souza (2006):  

• Bombas iônicas: atuam no transporte unidirecional de íons (uniporte) e estão 
acopladas a sistemas geradores de energia. A velocidade e transporte destas bombas 
iônicas são de 100 íons s-1. 

• Transportadores de íons: podem ser tanto unidirecionais (uniporte), e quanto atuar na 
troca de uma espécie iônica por outra (antiporte), ou ainda, no transporte simultâneo 
de íons (simporte). Geram mudanças conformacionais durante o transporte, cuja 
velocidade pode variar de 300 a 1000 íons s-1. 

• Canais iônicos: apresentam alta velocidade de transporte de íons, na ordem de 106 a 
108 íons s-1. Transportam apenas a favor de gradientes de potencial eletroquímico. 
 
Os transportadores de íons podem transportar íons através da plasmalema a favor de 

um gradiente de potencial eletroquímico denominado transporte passivo, sem troca por outra 
espécie iônica de mesma carga (uniporte), ou permitir a troca de uma espécie iônica de cargas 
opostas (antiporte). Estes transportadores podem também fazer o transporte ativo de íons, ou 
seja, contra um gradiente de potencial eletroquímico, em sistemas de co-transporte (simporte), 
em que o íon a ser transportado (cátion ou ânion) entra na célula contra o seu gradiente de 
potencial eletroquímico, sendo que a energia necessária para esse processo é obtida com a 
entrada simultânea de um outro íon, que entra a favor do seu gradiente de potencial 
eletroquímico (FERNANDES & SOUZA, 2006). 

Nas plantas, o transporte passivo por canais é proeminente numa série de adaptações 
rápidas para condicionar às flutuações abióticas, envolvendo ajuste de turgor, regulação da 
abertura dos estômatos, e estabilização do potencial de membrana (SCHROEDER et al., 
1995), então não é surpreendente que hormônios, luz, fitotoxinas e estresses ambientais 
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influenciam o gradiente eletroquímico de prótons da membrana plasmática (SERRANO, 
1989). Os papéis homeostáticos da circulação de H+ através da membrana plasmática e 
vacúolos representam também a manutenção do pH citoplasmático, apesar das flutuações da 
acidificação do ambiente. Em Arabidopsis, Young et al. (1998) verificaram que a maior 
expressão da H+-ATPase permitiu aumento da acidificação. 

As H+-ATPases são as principais bombas eletrogênicas responsáveis pela 
interconversão da energia química, elétrica e luminosa nas células de todos os organismos 
vivos. Nas membranas das células vegetais, encontram-se três tipos de H+-ATPases (a H+-
ATPase da membrana vacuolar-tipo V, a H+- ATPase da membrana plasmática (tipo P) e a 
H+-ATPase das membranas do cloroplasto e da mitocôndria – tipo F) que se distinguem por 
suas estruturas, funções, mecanismos de ação e evolução, cada uma representando uma das 
três classes de ATPases translocadoras de cátions. Outra classe de enzimas, as pirofosfatases 
(H+-PPases) têm sido caracterizadas, tanto em nível bioquímico quanto molecular, e, 
atualmente, são consideradas como um grupo de enzimas translocadoras capazes de acoplar a 
hidrólise do pirofosfato inorgânico à translocação de prótons através do tonoplasto (REA et 
al., 1992). 

As bombas de prótons são proteínas abundantes, quando comparadas a outros 
transportadores de membrana. Esta abundância reflete a sua baixa taxa de transporte. Cada 
bomba de prótons pode representar, na realidade, de 1 a 5% da proteína purificada da 
membrana. As bombas de próton primárias dependem da energia metabólica obtida 
diretamente da hidrólise de adenosina trifosfato (ATP), e podem ser analisadas através de suas 
atividades hidrolítica de ATP, que podem ser mensurada em diferentes meios, inclusive a 
determinação de adenosina difosfato (ADP) acoplado às enzimas (PULLMAN et al., 1960), 
medindo a liberação de 32P [hidrólise de γ-32P] ATP (MARTINS & DE MEIS, 1985), ou 
através de reações colorimétricas (DEBRUYNE, 1983). Muitos processos metabólicos que 
requerem energia se acoplam ao processo enzimático de hidrólise de ATP para ADP com a 
liberação de ortofosfatos livres (Pi) (SZE et al., 1999). 
 
2.2.1 Absorção e Assimilação de Nitrato em Raízes 

A absorção de nitrato (NO3
-) é um processo ativo, que ocorre contra um gradiente de 

potencial eletroquímico, e precisa da geração de um gradiente de próton através da membrana 
plasmática, sendo, portanto dependente da atividade das bombas de próton (P-H+-ATPase) 
dessas membranas (GLASS et al., 1992). A absorção de nitrato é realizada por 
transportadores de alta e baixa afinidade, que são codificados por uma família multigênica. 
Alguns dos transportadores de nitrato são constitutivos, enquanto outros são induzidos pelo 
NO3

-. Altos conteúdos de NO3- na parte aérea são positivamente correlacionados com a 
absorção de NO3

- e com os níveis de mRNA para transportadores de alta afinidade, sugerindo 
que altos influxos de NO3

- são devido ao aumento na expressão dos transportadores. 
Quando ocorre a assimilação do nitrogênio nas raízes, aminoácidos são transportados 

para as folhas maduras via fluxo transpiratório, pelo xilema (MARSCHNER et al., 1997). O 
nitrogênio também pode ser transportado através da membrana plasmática de certas células, 
em outras formas tais como peptídeos menores (STEINER et al., 1994), bases purínicas e 
pirimidínicas e seus derivados (GILLISSEN et al., 2000). 

O NO3- é considerado a mais importante fonte de N mineral para o crescimento de 
plantas em solos aeróbicos. As plantas adquirem NO3- da solução do solo, absorvendo-o 
através de transportadores específicos localizados na membrana plasmática das células da 
epiderme e do córtex da raiz. Uma vez no interior da célula, o NO3- pode ser reduzido ou 
estocado no vacúolo. O primeiro passo na redução é realizado no citossol pela NR (nitrato 
redutase) produzindo nitrito, que entra nos plastídeos (cloroplasto na parte aérea) e é reduzido 
a NH4

+
 pela NiR (nitrito redutase). O amônio é fixado pelo sistema enzimático GS/GOGAT 
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em aminoácidos (glutamina/glutamato) os quais servem como substrato para reações de 
transaminação para produzir todos os outros aminoácidos protéicos (TISCHNER, 2000). 
 
2.2.2 Bombas eletrogênicas 
2.2.2.1 P H+-ATPase 

A enzima H+-ATPase de membrana plasmática (P-H+-ATPase) de plantas desempenha 
funções chave na fisiologia das plantas superiores, usando ATP como fonte de energia. Essa 
enzima bombeia prótons através da membrana plasmática do citoplasma para o exterior da 
célula (apoplasto), a H+-ATPase caracteriza-se por assumir dois estados conformacionais 
designados E1 e E2 (SERRANO, 1989), sendo formada por um único polipeptídeo, de 100 
KDa, que é ativo nas formas monomérica e homodimérica. O monômero tem 10 domínios 
transmembranares e uma grande alça hidrofílica contendo a região de ligação do ATP. As 
ATPases de membrana plasmática são inibidas por ortovanadato (H2VO4

-), que compete com 
o fosfato (SZE et al., 1999) e por complexos de fluoreto de alumínio (FAÇANHA & DE 
MEIS, 1995). 

A H+-ATPase da membrana plasmática de plantas também participa em outras funções 
essenciais para o crescimento normal da planta como a ativação do sistema de transporte 
secundário (MORSOMME & BOUTRY, 1999), tolerância à salinidade (BRESSAN et al., 
1998), regulação do pH intracelular (KURKDJIAN, 1989), expansão celular (RAYLE & 
CLELAND, 1992; COSGROVE, 1997), abertura dos estômatos e enchimento do floema 
(CAMONI et al., 2000; PALMGREN, 2001). 

A dependência da H+-ATPase de acordo com o pH foi demonstrado em ensaios in 
vitro e varia de acordo com o tipo de isoforma (LUO et al., 1999) ou com o estado de ativação 
da H+-ATPase. Seu papel na manutenção do pH e no crescimento celular vem sendo 
discutido, mas não está claro como a H+-ATPase está envolvida na regulação do pH 
intracelular, que permanece constante entre pH 7,0 a 7,2 durante todo o crescimento da planta 
(KURKDJIAN, 1989).  

Esta enzima é regulada pela concentração de substrato (ATP) e temperatura (SZE et 
al., 1999). Moléculas individuais de H+-ATPase podem ser reversivelmente ativadas ou 
desativadas em resposta a uma variedade de sinais, tais como luz, hormônios, ataque de 
patógenos, dentre outros. Esse tipo de regulação é mediado por um especializado domínio alto 
inibitório da região C-terminal da cadeia polipeptídica, a qual age como uma válvula, 
regulando a atividade da bomba de prótons (TAIZ e ZEIGER, 2004). 

O pH ótimo para a H+-ATPase é levemente abaixo de 7,0. Isto provoca uma 
acidificação do citosol e leva a ativação da H+-ATPase, aumentando a extrusão de prótons e, 
conseqüentemente, a manutenção do citosol alcalinizado (MORSOMME & BOUTRY, 2000; 
FELLE, 1996). Concomitante a este processo, ocorre acidificação do meio externo o que leva 
ao início do processo de expansão celular (RAYLE & CLELAND, 1992), um mecanismo 
conhecido por teoria do crescimento ácido, que deve estar associado a ativação da H+-ATPase 
pelo hormônio auxina através de um mecanismo ainda obscuro (SZE, 1985; MORSOMME & 
BOUTRY, 2000). 

Importante progresso foi alcançado relativo à identificação e organização dos genes 
das H+-ATPases, sua expressão, e também, a cinética e a regulação individual das isoformas 
de H+-ATPases (MICHELET & BOUTRY, 1995). Molecularmente, agora está claro que as 
H+-ATPases são codificadas por uma família de aproximadamente 10 genes (MORSOMME 
& BOUTRY, 1999). 
 
2.2.2.2 V H+-ATPase 

O vacúolo é a maior organela da maioria das células vegetais, podendo compreender 
mais de 90% do espaço intracelular de uma célula madura (TAIZ & ZEIGER, 2004). No 
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tonoplasto encontram-se duas diferentes bombas de prótons, uma H+-ATPase do tipo V e uma 
próton-pirofosfatase (H+-PPase) ligadas à membrana (REA et al., 1992). Ambas as enzimas 
são capazes de gerar um gradiente eletroquímico de prótons no tonoplasto pela hidrólise de 
ATP ou de PPi, os quais são utilizados para energizar a translocação de solutos (como íons 
inorgânicos, açúcares e ácidos orgânicos) do citoplasma para o interior do vacúolo, criando 
um potencial de membrana vacuolar de +30mV e de uma força próton-motriz para o 
transporte de solutos no tonoplasto (SZE et al., 1999; FAÇANHA & DE MÉIS, 1998; 
RATAJCZAK, 2000).   

A H+-ATPase vacuolar (V-H+-ATPase) é um complexo de pelo menos 10 subunidades 
e está localizadas em compartimentos funcionalmente distintos dentro da célula. Assim, o 
regulação da expressão de genes das V-H+-ATPase, síntese e ativação da enzima, e ativação 
poderia ser consideravelmente mais complexo do que para a H+-ATPase da membrana 
plasmática.  

A ATPase de tonoplasto, que possui um peso molecular de aproximadamente 730 
kDa, consiste de várias subunidades polipeptídicas, as quais estão localizadas em dois 
domínios maiores, um domínio globular na periferia da membrana (V1), contendo o sítio de 
ligação nucleotídica, e um domínio integral da membrana (V0), contendo o canal de próton 
(RATAJCZAK, 2000).  

Essas enzimas são estimuladas por ânions, como o cloreto, e, especificamente, inibidas 
por nitrato, bafilomicina A1 e concanamicina, e podem, também, ser inibidas pelo ADP, que 
compete com o ATP pelo sítio catalítico. Entretanto, são insensíveis ao inibidor da ATPase de 
membrana plasmática (ortovanadato) e ao inibidor da ATPase do tilacóide e da membrana 
mitocondrial (azida). Outros diferentes mecanismos estão envolvidos na regulação da 
atividade dessas enzimas, tais como: fosforilação das subunidades da ATPase do tonoplasto, 
modificações do estado redox da enzima por oxidação e redução de grupos sulfridilas 
essenciais, presentes nas subunidades A e B da ATPase do tonoplasto. Mudanças na 
disponibilidade do substrato Mg-ATP-2 no citoplasma e os fosfolipídeos presentes na fase 
cristalina líquida do tonoplasto são importantes para a regulação, o que mostra a 
complexidade dos mecanismos regulatórios da atividade dessas enzimas (RATAJCZAK, 
2000). 

A distribuição onipresente de bombas V-H+-ATPase em células eucarióticas indica 
que, essencialmente, a sua função vai além da energização iônica e do fluxo metabólico. A 
acidificação das vesículas pode ser um componente crítico na ligação de receptores e 
obrigatoriamente na dissociação de interações proteína-proteína. (MATSUOKA et al., 1997). 

Estudos têm sugerido que mudanças nas funções da membrana plasmática de células 
das raízes estão primariamente envolvidas em diferentes tipos de estresses. Quando a planta 
sofre estresse há reduções na atividade das ATPases da membrana plasmática (ANH et al., 
2001) e, alguns dados evidenciam aumentos nas atividades de H+-ATPase e H+-PPase 
vacuolares (KASAI et al., 1992). A H+-ATPase vacuolar é uma enzima que pode ser ativada 
em resposta a distúrbios nutricionais e cuja expressão nas membranas pode ser regulada por 
condições ambientais e de desenvolvimento, que devem agir como mecanismos de percepção 
de injúrias, assim como na detoxificação de metais pesados (DIETZ et al., 2001). 

 
2.2.2.3 H+-PPase 

A H+-PPase vacuolar é a principal enzima capaz de hidrolisar (pirofosfato) PPi 
presente nas membranas microssomais, o estímulo observado deve estar relacionado com a 
ativação desta enzimas induzidas pelas concentrações de ácido húmico (RAMOS et al., 2005). 
Nas plantas em diversas condições fisiológicas e de estresse, o pirofosfato pode assumir o 
papel de doador de energia metabólica da célula (STITT, 1998). No tonoplasto, a H+-PPase é 
funcional na energização dos sistemas de transporte secundário da membrana vacuolar, 
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atuando também no controle da homeostase citoplasmática, em sincronismo com a V-ATPase 
de tonoplasto e com a H+-ATPase de plasmalema (REA et al.,1992; SZE et al., 1999). 

Em sistema vegetais, o PPi tem sido considerado um substrato alternativo ao ATP 
podendo ativar o metabolismo em condições de estresse energético, quando ocorre a depleção 
dos níveis de ATP citosólico (STITT, 1998). Uma hipótese recente descreve um possível 
acoplamento entre as duas bombas de prótons vacuolares, onde o gradiente eletroquímico 
gerado pela H+-PPase energizaria a reversão do ciclo catalítico da H+-ATPase, favorecendo a 
síntese de ATP (FAÇANHA & DE MEIS, 1998; FAÇANHA, et al., 2005). 
 
2.3 Hormônios Vegetais 

O desenvolvimento vegetal é influenciado tanto por fatores externos, como luz, 
temperatura, gravidade, água, como por fatores internos, provenientes de moléculas orgânicas 
que atuam como mensageiros químicos altamente específicos denominados hormônios 
(DAVIES, 1995).  O termo hormônio originou-se do grego, horman, que significa estímulo 
(mensageiro químico) (RAVEN et al., 2001). Os hormônios vegetais são substâncias 
orgânicas de ocorrência natural, ativas em quantidades mínimas (< 1,0 µM), sintetizadas em 
determinadas partes do vegetal e transportadas para outras, induzindo efeitos específicos no 
crescimento e desenvolvimento das plantas (IVANCHENCO et al., 2008). 

Porém nem todo estímulo ao crescimento ou desenvolvimento vegetal pode ser 
atribuído a um hormônio, uma vez que íons inorgânicos, tais como K+ e Ca2+, também 
induzem eventos importantes e não são considerados hormônios, pois não são sintetizados 
pela planta (BERNIER et al., 1993).  

Os hormônios vegetais clássicos são agrupados de acordo com o efeito produzido nas 
plantas em: auxinas, giberelinas, citocininas, ácido abscísico e o etileno (IVANCHENCO et 
al., 2008). Outros compostos como os brassinoesteróides, os jasmonatos, o ácido salicílico, as 
poliaminas (SANTA-CATARINA et al., 2004; TUN et al., 2006) e o óxido nítrico 
(CORREA-ARAGUNDE et al., 2004) podem também ser considerados hormônios vegetais, 
embora não se tenham definido se eles apresentam efeitos em todas as plantas (RAVEN et al., 
2001). Diversos autores que relacionam os efeitos das substâncias húmicas com a ação de 
fitormônios, descrevendo, principalmente, a atividade semelhante à das auxinas (GUMINSKI, 
1968; MUSCOLO  et al., 1999; CANELLAS  et al., 2002; QUAGGIOTTI  et al., 2004; 
NARDI  et al., 2005).  
 
2.3.1. Auxinas 

Os hormônios vegetais da classe das auxinas atuam potencialmente em todos os 
aspectos relacionados ao desenvolvimento vegetal (ACHARD et al., 2006), incluindo o 
desenvolvimento embrionário e pós-embrionário, o fototropismo e o gravitropismo, a 
dominância apical e a formação de raízes laterais e adventícias (MACDONALD, 1997). 

A forma mais comum de auxina presente nas plantas é o ácido indol-3-il-acético 
(AIA), sendo ativa em concentrações extremamente baixas. Além do AIA, existem mais de 50 
análogos naturais e sintéticos diferentes que podem expressar a atividade biológica da auxina 
(BERTOSA et al., 2003).  

Quando se faz a comparação entre os compostos que possuem atividade de auxina 
observa-se que em pH neutro, eles apresentam uma forte carga negativa sobre o grupo 
carboxilato da cadeia lateral e está separada por uma carga positiva na estrutura do anel, por 
uma distância de cerca de 0,5 nm (PORTER & THIMANN, 1965; Farrimond et al., 1978). 
Esta separação de cargas é um requisito estrutural essencial para a atividade de auxina. Dessa 
forma, verificou-se que, o anel indólico não era essencial para a atividade, apesar de um anel 
aromático ou aromático fundido em um intervalo de determinado tamanho fosse necessário. 
Edgerton e colaboradores (1994) propuseram um conjunto de requisitos para validação da 
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atividade de moléculas de auxinas, com base em estudos de ligação de vários análogos de 
auxina, com uma proteína, denominada proteína de ligação da auxina (ABP1), que é o 
receptor da auxina. Seu modelo define três regiões essenciais do sítio de ligação: uma 
plataforma aromática planar do anel de ligação, um sítio de ligação ácido carboxílico, e uma 
região de transição hidrofóbica que separa os dois locais de ligação. 
 
2.3.2. Síntese de AIA 

As vias de crescimento e desenvolvimento adotadas pelos tecidos das plantas podem 
ser determinadas pela sensibilidade das células à auxina, pela concentração de auxina ativa e 
pelas concentrações relativas de outros hormônios. A auxina é prontamente conjugada a 
outras moléculas na planta, produzindo conjugados que podem reter ou perder a atividade 
auxínica (LJUNG et al., 2005). A conjugação e o catabolismo podem diminuir os níveis de 
auxina ativa nas células. Dessa forma, a síntese de novo e a hidrólise dos conjugados 
contribuem para a regulação dos níveis do hormônio auxina nas células, e para aumento dos 
níveis de auxina ativa (WOODWARD et al., 2007). A síntese de auxina não é restrita a 
tecidos jovens da parte aérea, mas também ocorre nos tecidos radiculares, particularmente no 
meristema apical da raiz primária (WOODWARD & BARTEL, 2005). Auxina é sintetizada a 
partir do indol através de vias dependente e independente do aminoácido triptofano, que é 
resumidamente demonstrada na (Figura 1).  
 
 
 

Figura 1. Resumo das vias de síntese do ácido indol-3-il-acético, dependente e 
independente do triptofano. 
 
2.3.3. Transporte de Auxinas 

Importância fundamental de auxina no crescimento e desenvolvimento das plantas é 
dada pelo seu transporte polar, que é unidirecional (basípeto em caules e folhas e acrópeto nas 
raízes), sendo este fator determinante nos processos de expansão - alongamento celular, 
divisão e diferenciação celular, entre outros processos (LEYSER, 2006).  

A teoria mais aceita sobre o transporte de auxinas é a teoria quimiosmótica (Figura 2), 
que considera que tanto a entrada quanto a saída de AIA nas células dependem de um 
gradiente eletroquímico favorável entre o apoplasma e o citoplasma da célula vegetal 
(CASIMIRO et al., 2003).  

Por apresentar características lipofílicas e ser um ácido fraco, o AIA pode existir nas 
formas aniônica ou protonada, dependendo do pH dos compartimentos celulares. Por 
exemplo, no apoplasto o pH está em torno de 5,0, o que garante o predomínio da forma 
protonada (mais lipofílica que a forma aniônica), permitindo assim que nessas condições o 
AIA protonado penetre mais facilmente através da membrana plasmática, difundindo-se a 
favor de um gradiente de concentração, entrando na célula. No citoplasma são encontrados 
valores de pH em torno de 7, ocasionando o predomínio da forma desprotonada. Essa 
diferença de pH entre o apoplasto e o citoplasma mantém o gradiente de concentração de AIA 
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protonado, estimulando a entrada contínua dessa forma de AIA na célula. Com isso ocorre um 
acúmulo da forma dissociada no interior da célula, pois essa forma não se difunde facilmente 
na membrana. Já a saída do AIA desprotonado acumulado anteriormente, segue para a célula 
adjacente através da membrana plasmática, o que é favorecido pelo potencial de membrana, 
pois o meio extracelular está positivo (MARCHANT et al., 2002; OKADA et al., 1991). 
Dessa maneira ocorre o transporte polar de AIA pelas células. Para prevenir o acúmulo de 
prótons no citoplasma e manter um potencial de membrana favorável, enzimas localizadas na 
membrana plasmática, denominadas de H+-ATPases, fazem o bombeamento de prótons para o 
apoplasto, mantendo a eletrogenicidade  desse compartimento (REINHART et al., 2003).  

O transporte de auxina também pode ser realizado por proteínas transportadoras. 
Pesquisas com plantas mutantes de Arabidopsis thaliana com fenótipos alterados (FRIML et 
al., 2004) demonstraram a existência de proteínas transportadoras de AIA na membrana 
plasmática. Esse transporte utiliza um mecanismo simporte de prótons e AIA protonado, além 
disso, nessas plantas o gene aux1 codifica uma proteína (AUX1), carregando essas moléculas 
(LEYSER, 2006). A saída do AIA desprotonado é realizada por outros tipos de proteínas 
transportadoras. O gradiente de auxina é dependente da proteína PIN1 (PINformed1) que 
promove o efluxo deste hormônio. As plantas mutantes pin são defectivas na produção de 
raízes laterais (BENKOVÁ et al., 2003). Geldner e colaboradores, 2001 demonstraram que 
quando o tráfego de vesículas contendo proteínas PIN1 é bloqueado a formação de raízes 
laterais é inibida. 
 

 
Figura 2. Teoria quimiosmótica, demonstrando o transporte passivo e ativo de auxina 
nos compartimentos celulares (Adaptado de Davies, 1995). 
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2.3.4. Teoria do Crescimento Ácido  
Em plantas, o crescimento em tamanho das células não meristemáticas pode ser 

caracterizado por um aumento irreversível de seu volume, podendo ser uma expansão, quando 
ocorrido em duas ou três dimensões, ou alongamento, quando esse aumento se dá em apenas 
em uma direção (comprimento, por exemplo). Muitos fatores afetam a taxa de expansão-
alongamento da célula, tais como a presença de fitormônios (auxina, giberelina, citocinina, 
entre outros), tipo de célula e idade, ou fatores ambientais, como a disponibilidade de água, 
luz e nutrientes (DAVIES, 1995). 

O crescimento celular pode ser ilustrado pela teoria de Mitchell ou teoria do 
crescimento ácido (Figura 3) que explica como a auxina promove um aumento da 
extensibilidade da parede celular, pela acidificação do apoplasma, por estimular a célula 
competente a exsudar prótons. Essa acidificação aciona uma cascata de eventos, promovendo 
a ativação de enzimas que causam o afrouxamento da parede celular (HAGEN & 
GUILFOYLE, 2002). Concomitante a esses processos, ocorre a ativação das enzimas H+-
ATPases preexistentes na membrana plasmática e a síntese de novas H+-ATPases, sendo esses 
eventos dependentes de energia, além da síntese de proteínas de parede celular (expansinas) 
que catalisam o afrouxamento da parede por atuarem nas ligações de hidrogênio existentes 
entre as microfibrilas de celulose e as hemiceluloses. O aumento subseqüente da extensão é 
obtido por meio da atividade de enzimas hidrolases específicas que são ativadas em pH ácido, 
como celulases, hemicelulases, glucanases e pectinases (COSGROVE, 1997). 

Assim o afrouxamento da parede celular permite a absorção de água e nutrientes, e 
também outros processos importantes, que proporcionam a continuidade do crescimento 
celular, como a atividade de enzimas relacionadas com a biossíntese de parede. A auxina pode 
induzir a síntese de outros hormônios vegetais, como a giberelina, que também atua no 
alongamento celular. O controle no crescimento de raiz pela interação auxina-citocinina é um 
exemplo de como a interação hormonal pode influenciar o desenvolvimento e controle do 
desenvolvimento de plantas (ROSS et al., 2000).  

O término do crescimento ocorre durante a maturação da célula, aumentando a rigidez 
da parede celular.  

 
Figura 3. Respostas promovidas pela acidificação da parede celular e conseqüente 
crescimento das células de plantas, ocasionadas por auxina (Adaptado de Raven et al., 
2001). 
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2.3.5. Sinalização promovida por auxinas 
Abordagens moleculares para elucidar ação da auxina identificaram vários genes que 

apresentam um aumento rápido e específico da expressão em resposta a auxina exógena 
(QUINT & GRAY, 2006).  Entre os mais bem caracterizados estão três famílias de genes 
(SAURs [Small Auxin-Up RNAs], GH3s e Aux / AIA), que são induzidos poucos minutos 
após a aplicação de auxina.  As regiões promotoras de vários genes responsivos a auxina 
podem conter um ou mais elementos responsivos a ela (AuxRE), que são capazes de conferir 
a expressão de genes regulados auxina a repórter construtor (Ulmasov et al., 1995).  Muitos 
aspectos do processo de sinalização da auxina ainda não são conhecidos. Existem várias 
evidências da existência de uma proteína receptora para AIA no lado externo da membrana 
plasmática conhecida como ABP1 (auxin binding protein) (RUCK et al., 1993; NAPIER et 
al., 2002). Por outro lado, foi também descrito um receptor intracelular sensível a presença de 
auxina (CLAUSSEN et al., 1996). YAMAGAMI et al. (2004) indicam a via independente de 
ABP1 como a mais provavelmente envolvida no controle do crescimento em casos de 
concentrações endógenas de AIA. Além disso, estudos com plantas de tomate mutante 
diageotropica (dgt) sugerem ser bastante plausível a funcionalidade de receptores tanto intra 
como extracelulares (CHRISTIAN  et al., 2003).  

A resposta sinalizadora de auxina (Figura 4) se inicia a partir da interação deste 
fitormônio com receptores, através dos quais o sinal parece ser promovido por diferentes vias 
(IVANCHENCO et al., 2008), o que ocasiona a ativação ou repressão de genes (ROGG & 
BARTEL, 2001). Estas respostas são mediadas por algumas famílias de receptores: os 
codificados pelos genes aux1, da família Aux/AIA (Proteína responsiva à Auxina/proteína 
induzida por Ácido Indol Acético), que atuam como reguladores negativos da expressão 
gênica, os quais possuem os AuxREs (elementos de REsposta à Auxina) (NAPIER et al., 
2002). Outros receptores são os ARFs (Fatores de Resposta à Auxina) (WEIJERS et al., 
2005), que são fatores de transcrição que se ligam à AuxREs nos promotores dos genes de 
respostas primárias, desencadeiam a produção de mRNA, ocasionando posteriormente, a 
resposta fisiológica (REMINGTON et al., 2004; WORLEY et al., 2000). Recentemente foi 
descoberto outro receptor de auxina, uma proteína do tipo F-box TIR1 (Resposta de Inibição 
de Transporte) (DHARMASIRI et al., 2005). Estudos demonstram que a auxina estabiliza a 
interação entre TIR1 e os Aux/AIA, onde a auxina é continuamente necessária para esse 
efeito. Deste modo, a auxina é percebida pelo receptor TIR1 que direciona a degradação das 
proteínas repressoras Aux/AIA, liberando os ARF, onde a ubiquitina encaminha a proteína 
Aux/AIA para o proteossomo (CASIMIRO et al., 2003; SANTNER et al., 2009). 

 
2.4 Substâncias Húmicas e Matéria Orgânica do Solo 

No inicio do século 20, Bottomley (1917) publicou uma série de documentos nos quais 
demonstrou que substâncias húmicas em soluções com nutrientes minerais aumentaram o 
crescimento de várias espécies de plantas. Este autor concluiu que as substâncias húmicas 
agiram como hormônios de crescimento e as chamou de "auximones" (do grego crescer). 

A matéria orgânica do solo é de suma importância como fonte de energia e de 
nutrientes para os organismos e para as plantas, na capacidade de troca de cátions e no 
tamponamento. Ela participa, também, como agente cimentante na agregação do solo, 
influenciando, diretamente, a retenção de água e o arejamento (FELLER & BEARE, 1997). 

Para Stevenson e Cole (1999) os constituintes orgânicos do solo podem ser reunidos 
em dois grandes grupos: I – Não humificados e II – Humificados. Os componentes da matéria 
orgânica não humificada incluem aqueles compostos orgânicos de estrutura química definida 
(tais como lipídeos, carboidratos, nucleotídeos, aminoácidos, hormônios, ácidos orgânicos, 
etc.), resíduos animais e vegetais parcialmente decompostos e pela biomassa microbiana. Os 
componentes da matéria orgânica humificada representam a maior porção, consistindo de 
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substâncias húmicas, sendo elas amorfas, hidrofílicas, ácidas, parcialmente aromáticas e 
quimicamente complexas, que variam em peso molecular de poucas centenas até milhares de 
kDa (THENG et al., 1989). As substâncias húmicas por sua vez, são convencionalmente 
subdivididos em ácidos fúlvicos, ácidos húmicos e huminas em função da solubilidade (em 
qualquer meio aquoso, em meio básico, e a fração residual insolúvel, respectivamente) 
(SANTOS & CAMARGO, 1999). 

 

 
Figura 4. Via da sinalização promovida por auxina. Ativação, inativação e destruição dos 
receptores envolvidos nas respostas mediadas pela auxina (Adaptado de Santner et al., 2009). 
Aux/AIA (Proteína responsiva à Auxina/proteína induzida por Ácido Indol Acético), AuxREs 
(elementos de REsposta à Auxina), ARFs (Fatores de Resposta à Auxina), F-box TIR1 
(Resposta de Inibição de Transporte), Ub (Ubquitina). 
 

 
As substâncias húmicas são macromoléculas de alto peso molecular, sem fórmula 

molecular definida e geralmente compostas de cadeias aromáticas e alifáticas, grupos 
cetônicos, fenólicos, enólicos, entre outros, que também estão presentes no vermicomposto 
(Figuras 5 a 10) (SANTOS & CAMARGO, 1999).  

Porém, Piccolo (2002) definiu que as substâncias húmicas são associações 
supramoleculares de pequenas moléculas orgânicas que se mantêm reunidas devido a forças 
de atração fraca (ligações hidrofóbicas Van der Waals, π-π e CH-π e ligações de H). Outros 
grupos de pesquisa independentes confirmaram essa nova visão da estrutura química das 
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substâncias húmicas. Dessa forma, a definição das frações das substâncias húmicas foi revista, 
como se segue: Os ácidos fúlvicos são pequenas moléculas hidrofílicas associadas de forma 
que existam grupos funcionais ácidos suficientes para mantê-los dispersos em qualquer pH; os 
ácidos húmicos são compostos predominantemente hidrofóbicos associados que são 
estabilizados em pH neutro e podem flocular conforme o pH é reduzido. A estrutura dos 
ácidos húmicos em especial afeta diversos processos centrais na funcionalidade do 
ecossistema do solo incluindo a biodisponibilidade de nutrientes e a atividade biológica 
(MIELNICZUCK et al., 2003). 

Estas moléculas desempenham um papel importante na qualidade dos sistemas 
agrícolas, pois interferem na disponibilidade de nutrientes para as plantas, são fontes de 
energia para os microrganismos do solo, influenciam de maneira decisiva nas características 
químicas, físicas e biológicas do solo (MIELNICZUK, 1999) e exercem efeitos diretos sobre 
o desenvolvimento das culturas (STEVENSON & COLE, 1999).  

A relação entre estrutura e função das substâncias húmicas é objeto de crescente 
interesse nas pesquisas e cada vez mais são utilizados métodos precisos de análise química 
estrutural para tentar melhor compreender suas propriedades (CANELLAS, 1999; CHUKOV, 
2000). 

 
A- Ácido Húmico 

 
 
 
B- Ácido Fúlvico 
 

 
 
Figura 5. Modelo estrutural do Ácido Húmico (A) (STEVENSON, 1982) e Ácido Fúlvico 
(B) (BUFFLE et al., 1977). 
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Figura 6. Estrutura para o ácido húmico proposta por Dragunov’s e reportada por 
Kononova em 1966. 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 7. Estrutura hipotética para o ácido húmico segundo Flaig (1975). 
 
 
 
 
 

 
 
Figura 8. Estrutura proposta por Schnitzer & Khan (1972) para o ácido fúlvico. 
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Figura 9. Estrutura proposta para o ácido húmico por Schulten (1995). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10. Modelo estrutural de ácido húmico baseado no arranjamento 
supramolecular, proposto por Piccolo (1996) e adaptado por Canellas e colaboradores 
(2005).  
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2.4.1 Origem e Formação das Substâncias Húmicas 

Existem pelo menos quatro vias principais (Figura 11) pelas quais as substâncias 
húmicas (SH) podem ser formadas durante a decomposição da matéria orgânica (Stevenson, 
1994). 

 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 

Figura 11. Mecanismos de formação das substâncias húmicas (Adaptado de Stevenson, 
1994). Via 1 – teoria da condensação amino-açúcar; Vias 2 e 3 – teoria dos polifenóis; Via 4 – 
teoria das ligninas.  

 
A teoria de formação de substâncias húmicas a partir de açúcares (teoria da 

condensação amino-açúcar – via 1 da Figura 11) é, talvez, a mais antiga. Maillard, em 1916, 
acreditava que as substâncias húmicas eram produtos da reação exclusivamente química entre 
açúcares redutores e aminoácidos (estes sim originados da atividade microbiana). Esse autor 
inclusive sintetizava compostos de coloração escura “semelhantes às substâncias húmicas”.  

Surge então o conceito de humificação, que considera que a formação das substâncias 
húmicas se deve à decomposição microbiológica da matéria orgânica. Em 1921, Fischer & 
Schrader postularam uma nova teoria na qual se preconizava que as substânias húmicas 
seriam essencialmente ligninas parcialmente modificadas (via 4 da Figura 11). A lignina é um 
biopolímero de estrutura complexa, formado pela combinação de unidades fenilpropanóides 
(álcoois coniferílico, cumárico e sinapílico) com outras subunidades, tais como éter 
guaiacilglicerol-β-coniferílico, álcool diidroconiferílico, pinorresinol e dibenzodioxocina. 

De acordo com Stevenson (1994), as vias 2 e 3 da Figura 11 formam as bases da 
chamada teoria dos polifenóis. Essas duas vias são muito semelhantes, diferindo apenas na 
fonte de polifenóis. Na via 2, os polifenóis originam-se de fontes de carbono não lignínicas ou 
são sintetizados por microrganismos específicos. Na via 3, a fonte de polifenóis é a lignina. 

Os aldeídos e ácidos fenólicos, originados a partir da degradação parcial do 
biopolímero, podem sofrer recombinações entre si ou com outras moléculas orgânicas 
convertendo-se em quinonas. Essas quinonas poderiam sofrer reações de condensação com a 
amônia e outros compostos nitrogenados, como aminoácidos e proteínas, originando dessa 
forma as substâncias húmicas (STEVENSON, 1994). 

Estruturalmente, os ácidos húmicos apresentam quatro grandes subunidades formadas 
por: (i) longas cadeias alquílicas, (ii) polissacarídeos e compostos nitrogenados, (iii) derivados 
aromáticos e (iv) grupamentos carboxílicos.  
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A composição dessas subunidades estruturais difere substancialmente entre os 
diferentes tipos de solos e cobertura podendo ser usada como um marcador das modificações 
do ambiente, apresentando uma maior importância como indicador ambiental (ZECH et 
al.,1997). 

O grau de evolução dos ácidos húmicos indica a extensão do processo de humificação 
com aumento de massa molecular e com grau de complexidade estrutural. Os parâmetros 
físico-químicos mais comuns que norteiam o conceito de evolução dos ácidos húmicos (e das 
substâncias húmicas em geral) é a diminuição do grau de oxigenação, ou seja, diminuição no 
conteúdo de grupamentos CO2H, CO, OH e OCH3 (KÖGEL-KNABER et al., 1997); a 
diminuição da absorvância nos ácidos húmicos mais evoluídos (KUMADA, 1987); a maior 
razão E4/E6 que se relaciona inversamente com o menor grau de evolução dos ácidos 
húmicos apresentando valores entre 2 e 5 (KONONOVA, 1966) com a diminuição do teor de 
radicais livres do tipo quinonas e, finalmente, o aumento do conteúdo de C elementar com a 
evolução (SCHNITZER & KHAN, 1978). A relação entre a estrutura e a bioatividade dos 
ácidos húmicos é ainda um desafio. 

Estes ácidos influenciam a fertilidade do solo através de uma melhoria geral das 
condições químicas e físicas para a atividade biológica tendo, além disso, substâncias ativas 
fisiologicamente (GUMINSKI, 1968; CANELLAS et al., 2001) podendo influenciar também 
a biota rizosférica. 
 
2.4.2 Dinâmica da Absorção das Frações Solúveis da Matéria Orgânica 

O efeito das substâncias húmicas na absorção pelas raízes não é facilmente explicável, 
devido a sua complexidade e natureza química desconhecida destas substâncias. Além disso, 
os efeitos descritos nos diversos trabalhos são de difíceis comparações, porque utilizaram 
substâncias húmicas com características diferentes (devido à origem do solo e dos métodos de 
extração). É possível que as substâncias húmicas possam apresentar efeitos diferentes em 
função do tipo de planta e que algumas destas podem resultar, diretamente ou indiretamente, 
em uma modulação na absorção de íons. (DELL’ AGNOLA & FERRARI, 1971; DELL’ 
AGNOLA, 1981). Por exemplo, Vaughan et al. (1985) demonstraram que as substâncias 
húmicas, de alto e de baixo peso molecular, estimulado pelo NO3

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

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

- também poderia ser explicada considerando que estas substâncias podem apresentar 
função de fitohormônio específico (NARDI et al., 1988), ou pelo fato destes induzem 
modificações do genoma, estimulando a expressão de alguns genes (ATTINÀ et al., 1992). 
Para isto em particular, foi mostrado por Nardi et al. (2000) que só as substâncias húmicas de 
baixo peso molecular, juntamente com atividade semelhante de giberelina, poderia aumentar a 
absorção de NO3

-. Por outro lado, estas substâncias inibiram fortemente atividade de ATPases 
microssomal e a extrusão de prótons (H+) através das raízes, da mesma maneira que a 
giberilina ácida. Em todo caso, os mecanismos sugeridos podem explicar porque o efeito 
estimulatório das substâncias húmicas de baixo peso molecular na absorção NO3

- requer 
longos períodos de incubação (NARDI et al., 2002). 

Como é conhecido o transporte ativo e primário, através das células das plantas, 
depende da presença de uma bomba de prótons vanadato sensível (H+-ATPase) e este efeito 
cria um gradiente de prótons eletro-químico, na membrana plasmática (MORSOMME & 
BOUTRY, 2000). Posteriormente o transporte ativo secundário é energizado, realizado por 
transportadores protéicos via simporte ou antiporte. Neste contexto, NO3

- é transportado para 
a parte aérea por indução dos H+/NO3

- via simporte com uma estequiometria de 2:1 (MILLER 
& SMITH, 1996). 
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Outras evidências são propostas pela hipótese de que as substâncias húmicas de baixo 
peso molecular pudessem interagir com o transporte de proteínas (adequado), principalmente 
na modulação de absorção de NO3

-. Esta regulação é reforçada pela observação de que as 
substâncias húmicas de baixo peso molecular podem alcançar o apoplasto e interagir com a 
membrana plasmática das raízes (VAUGHAN, 1986) e de células de culturas de cenoura 
(MUSCOLO & NARDI, 1999). A primeira evidência para um efeito das substâncias húmicas 
está no transporte de proteínas e o estímulo na atividade de K+-ATPase (semelhante ao H+-
ATPase da membrana plasmática) de frações microssomais (MAGGIONI et al., 1987; 
PINTON et al., 1992). 

Resultados semelhantes também foram obtidos mostrando que o ácido húmico 
estimulou a extrusão de prótons (vanadato-sensível) através das raízes, embora este aumento 
apareça somente após 2-4 h de incubação (PINTON et al., 1997). Não obstante, este efeito 
tem sido interpretado como conseqüência de um estímulo direto do ácido húmico na bomba 
de prótons (H+-ATPase). Substâncias húmicas de baixo peso molecular também poderiam 
estimular a atividade de H+-ATPase de isolados da membrana plasmática (VARANINI et al., 
1993), determinando assim um aumento no gradiente de prótons de substâncias eletro-
químicas, e que poderiam ser, pelo menos em parte, responsável pelo estímulo da absorção de 
NO3

- (PINTON et al., 1999). 
Finalmente, devido a sua natureza polianiônica (ácida), as substâncias húmicas 

simplesmente podem agir como moléculas bioativas (NARDI et al., 2002; LIMA, 2004).  
 

2.4.3 Efeitos Fisiológicos dos Ácidos Húmicos em Plantas 
Além de fornecer nutrientes para as plantas através da mineralização, as substâncias 

húmicas podem estimular diretamente o crescimento e a produtividade das plantas. Os efeitos 
dos ácidos húmicos sobre o metabolismo das plantas são atribuídos por Nannipieri e 
colaboradores (1993) aos seguintes fatores:  

(i) Influência positiva sobre o transporte de íons, facilitando a absorção,  
(ii)  Aumento da respiração e da velocidade das reações enzimáticas do ciclo de Krebs, 

resultando em maior produção de ATP,  
(iii)  Aumento no conteúdo de clorofila,  
(iv) Aumento na velocidade e síntese de ácidos nucléicos,  
(v) Efeito seletivo sobre a síntese protéica, e  
(vi) Aumento ou inibição da atividade de enzimas. 

A atuação da auxina no desenvolvimento radicular é bastante estudada (FRÍAS et al., 
1996). A iniciação de raízes laterais é influenciada por sinais do ambiente como a 
disponibilidade de nutrientes, água, NaCl e matéria orgânica (MALAMY 2005; DOBBSS et 
al. 2007). As raízes laterais se originam de células maduras do periciclo da raiz. A sinalização 
desencadeada pela auxina leva à divisão das células do periciclo, formando-se sítios 
mitóticos, precursores de raízes laterais (DE SMET et al., 2006; ZANDONADI et al., 2007). 
O controle da arquitetura e morfologia das raízes não é influenciado somente pela auxina 
produzida pelas plantas. A indução de raízes laterais por auxinas exógenas é um fenômeno 
natural, uma vez que este hormônio está presente no ambiente em diferentes formas, inclusive 
associado às substâncias húmicas (NARDI et al., 2000).  

Está estabelecido na literatura que o mecanismo de ação da auxina envolve a ativação 
da H+-ATPase de membrana plasmática (FRÍAS et al., 1996), enzima responsável pela 
regulação de funções chaves na célula vegetal, incluindo a absorção de nutrientes, expansão 
da parede celular e respostas a estresses. O mecanismo do crescimento ácido, fundamentado 
na acidificação da parede celular é relacionado também com a ativação da H+-ATPase e o 
conseqüente decréscimo do pH apoplástico (HAGER, 2003). Tem sido proposto que as 
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substâncias húmicas podem aumentar o crescimento das raízes de uma maneira semelhante à 
promovida pela auxina, por ativar também, além da bomba de prótons (H+) da plasmalema 
(CANELLAS et al., 2002; QUAGGIOTTI et al., 2004; ELENA et al., 2009), as bombas de H+ 
do vacúolo (ZANDONADI et al., 2007). Embora alguns estudos tenham demonstrado que 
algumas substâncias húmicas podem aumentar o desenvolvimento de raízes provenientes de 
ramos por afetar o transporte de auxina (NARDI et al., 1994), outras frações (solúveis em 
água) parecem atuar de uma maneira independente dos elementos de resposta a auxina 
(AuxRes) em raízes de Arabidopsis thaliana (SCHMIDT et al., 2007). Além disso, os ácidos 
húmicos provenientes de diferentes solos e resíduos, normalmente estimulam o crescimento 
radicular mais intensamente do que o AIA fornecido exógenamente, sugerindo a presença de 
moléculas com atividade biológica nessas substâncias ainda não identificadas (ZANDONADI 
et al. 2007). Aparentemente ainda não está claro se a fração ácido húmico poderia alterar o 
desenvolvimento vegetal influenciando o transporte e/ou a sinalização da auxina, ou mesmo 
por outra via hormonal não estudada.  

O estudo da ação direta das substâncias húmicas sobre o metabolismo e o crescimento 
das plantas tem sido pautado, principalmente, sobre os ácidos fúlvicos, ou seja, a fração 
humificada considerada de menor massa molecular, pois não era possível conceber que uma 
substância de massa dois ou três milhões de vezes maiores como os ácidos húmicos (na 
ordem de micrômetros) pudessem passar por poros ou espaços aparentes no apoplasto (na 
ordem de nanômetros) (VALDRIGHI et al., 1996). No entanto, baseando-se na concepção 
emergente do arranjamento supra-estrutural de substâncias húmicas, compostos de 
reconhecida capacidade de regulação e estimulação do crescimento vegetal tais como os 
hormônios vegetais (moléculas com atividade auxínica) podem estar fracamente unidos à 
supra-estrutura das substâncias húmicas e serem liberados para a solução do solo e para a 
absorção das plantas por uma simples variação de pH na interface das raízes decorrentes da 
exsudação de ácidos orgânicos. Assim, os ácidos húmicos e seus domínios hidrofóbicos 
podem atuar como um reservatório de compostos químicos, capazes de promover a liberação 
de determinados componentes de acordo com sinais químicos emitidos entre a planta e seu 
ambiente de crescimento. O produto desta interação causa alterações físico-químicas no 
ambiente radicular externo, que, por conseguinte promovem alterações estruturais nas 
partículas supra-estruturais dos ácidos húmicos (QUAGGIOTTI et al., 2004). Tais alterações, 
podem supostamente gerar subunidades/fragmentos de baixo peso molecular, potencialmente 
capazes de induzirem alterações no metabolismo celular de plantas (Figura 12). Embora os 
detalhes moleculares que respondem pelas alterações fisiológicas na planta sejam pouco 
explorados, tais subprodutos de baixo peso molecular podem ser reconhecidos por receptores 
presentes na plasmalema ou mesmo de modo não conhecido serem internalizados (via 
apoplasto/simplasto) e elicitarem respostas em nível celular, eventos de transcrição e 
transdução específicos, resultando em alterações estruturais e fisiológicas na planta 
(CANELLAS et al., 2010).   

De acordo com Guminski (1968), o estímulo ocasionado pelas substâncias húmicas 
influenciam direta e indiretamente os processos bioquímicos da planta. Os efeitos diretos são 
aqueles que alteram o metabolismo vegetal, enquanto os efeitos indiretos afetam as qualidades 
físicas do solo (aumento do conteúdo de água e redução da compactação do solo, por 
exemplo) ou a eficiência dos fertilizantes químicos. 

Muitos trabalhos explicam a estimulação do crescimento pelos efeitos indiretos das 
substâncias húmicas sobre a complexação de íons importantes à nutrição mineral vegetal 
(Chen & Aviad, 1990; Chen et al., 2004). Realmente a absorção de íons é alterada pela 
presença de ácidos húmicos (VAUGHAN & MALCOM, 1985), os quais podem estimular 
síntese de proteínas carreadoras de íons. As substâncias húmicas podem facilitar a absorção 
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de Fe auxiliando a redução de Fe (III) para Fe (II) em plantas sob deficiência de Fe (PINTON 
et al., 1999). 

Entretanto, além de fornecer nutrientes para as plantas através da mineralização, os 
ácidos húmicos também podem estimular diretamente o crescimento e a produtividade das 
plantas. Os efeitos das substâncias húmicas sobre o desenvolvimento vegetal são dependentes 
da fonte de obtenção, das doses utilizadas e da espécie da planta estudada (VAUGHAN & 
MALCOM, 1985) 

Diante de efeitos tão diversos, os alvos para estudo da interação ácidos húmicos-planta 
são difíceis de serem estabelecidos, particularmente devido à natureza complexa da estrutura 
dos ácidos húmicos e da diversidade bioquímica do organismo vegetal (QUAGGIOTTI et al., 
2004). Exemplificando, as enzimas H+-ATPases de membrana plasmática são enzimas chaves 
na absorção de nutrientes (FAÇANHA et al., 2002) e crescimento radicular (CANELLAS et 
al., 2008; DOBBSS et al., 2007; DE SMET et al., 2006; QUAGGIOTTI et al., 2004)  
influenciando o metabolismo e a adaptação de plantas ao meio ambiente, podendo estas serem 
consideradas como alvos sensíveis para a identificação de respostas da atividade biológica dos 
ácidos húmicos.  

 
 
Figura 12. A acidificação da rizosfera das plantas promove o rearranjo das moléculas 
presentes na supra-estrutura dos ácidos húmicos, permitindo a liberação de moléculas 
com atividade auxínica, causando o crescimento das raízes e parte aérea. 
 
2.5 Óxido Nitrico 

O óxido nítrico (NO) é uma molécula sinalizadora fundamental tanto para as plantas 
quanto para os mamíferos. O radical NO vem emergindo como um importante mensageiro, 
que regula uma diversidade de processos biológicos em diferentes espécies (BELIGNI e 
LAMATTINA, 2001).  

O NO é uma molécula neutra com 11 elétrons na camada de valência, que possui um 
elétron não-emparelhado. Seu caráter radicalar lhe confere uma alta reatividade (meia-vida de 
5 a 10 s in vitro) (IGNARRO, 1990), especialmente frente a outras moléculas paramagnéticas, 
tais como oxigênio molecular (O2) e ânion superóxido (O2

 -). O NO pode também complexar-
se com metais de transição como o ferro, deslocalizando o elétron desemparelhado para os 
orbitais d vazios do metal.  
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Em seu estado puro, sob condições normais de temperatura e pressão, o NO é um gás. 
Sua solubilidade é moderada em água (1,9 mM a 25oC), sendo muito mais solúvel em 
solventes apolares, tais como hexano (0,13 M a 25o C) (SHAW & VOSPER, 1977). Desta 
forma, quando presente em sistemas biológicos, o NO tende a se concentrar em ambientes 
lipofílicos, como membranas e domínios hidrofóbicos de proteínas (KERWIN et al. 1995). 

Essa importante molécula tem se destacado como sinalizadora, atuando em diversos 
processos de crescimento e desenvolvimento, bem como nas respostas de defesa a estresses 
bióticos ou abióticos (LAMATTINA et al., 2003; NEILL et al., 2007). O NO é um gás 
reativo, facilmente formado e rapidamente difusível em um sistema biológico. No 
metabolismo celular existe um paradoxo em relação ao NO, isto porque, este gás pode atuar 
como oxidante (altamente tóxico) ou como antioxidante (efeito protetor). Estes eventos são 
demonstrados dependendo da condição celular e da concentração do gás presente na célula, 
ou seja, esta molécula atua como sinalizadora no metabolismo vegetal.  

Em situações que as espécies reativas de oxigênio são predominantes, o NO pode atuar 
na regulação da homeostase celular, proporcionando efeito antioxidante. Ele pode atuar como 
um sinalizador contra o dano oxidativo e conseqüente morte celular (BELIGNI et al., 2006), 
desta forma previne-se a morte celular programada. Essa molécula atua no controle do 
crescimento de raízes (GOUVÊA et al., 1997; PAGNUSSAT et al., 2004), na germinação de 
sementes (KEELEY & FOTHERINGHAM, 1997), na extensão foliar (LESHEM & 
HARAMATY, 1996), na fotomorfogênese (PAGNUSSAT et al., 2003), na lignificação da 
parede celular (FERRER & ROS-BARCELÓ, 1999), na diferenciação celular (GABALDON 
et al., 2005; SANTA-CATARINA et al., 2007) e na senescência de folhas e maturação dos 
frutos (LESHEM & HARAMATY, 1996). 

As enzimas que catalisam a síntese deste radical e as cascatas de sinalização que 
mediam os efeitos do NO são objetos de estudo e descoberta recentes, levando a um melhor 
entendimento de como este radical atua influenciando na resposta vegetal a vários estímulos 
(WENDEHENNE et al., 2004). 

Até o momento, existem duas vias de produção enzimática para o NO, das quais uma 
seria dependente de L-Arg via atividade da enzima óxido nítrico sintase (NOS) (Ribeiro, 
1999). A outra via enzimática envolve a nitrato redutase citoplasmática (YAMASALI et al., 
2000; ROCKEL et al. 2002) e a nitrito/NO redutase (Ni-NOR) da membrana plasmática 
(STOHR et al., 2001). Por outro lado, há evidências de um mecanismo independente das 
enzimas citadas anteriormente, no qual o NO é sintetizado no apoplasto em pH baixo a partir 
do nitrito (BETHKE et al., 2004). 

É conhecido que a molécula NO desempenha um papel central na determinação da 
morfologia e no padrão de desenvolvimento de raízes (LOMBARDO et. al., 2006). As 
primeiras evidências acerca da participação do NO no desenvolvimento de raízes induzido por 
auxina foram providas por Gouvêa e colaboradores (1997). O acúmulo de NO em resposta ao 
tratamento com auxina foi mostrado por Pagnussat e colaboradores (2002) em enxertos de 
pepino durante a formação de raízes adventícias.  

A aplicação de auxina em raízes resultou na produção localizada de NO durante a 
formação de raízes laterais, assim como o acúmulo assimétrico de NO no ápice da raiz 
durante a resposta gravitrópica (CORREA-ARAGUNDE et al. 2004; LOMBARDO et al. 
2006). A formação de raízes laterais e adventícias, bem como a reposta gravitrópica da raiz 
foi prevenida pela aplicação do seqüestrador de NO, o cPTIO, sugerindo uma importante 
função do NO endógeno mediando estes processos (PAGNUSSAT et al., 2002). 

Há, portanto, crescentes evidências de que o NO desempenha funções importantes em 
diversos processos fisiológicos em plantas. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 
 
3.1 Experimento 1: Extração e caracterização da matéria orgânica humificada dos solos 
 

Foram retiradas amostras de terra na camada de 0 - 20 cm da superfície de dois solos 
localizados em Pinheiral-RJ e classificados como Latossolo Vermelho-Amarelo e 
Chernossolo Háplico segundo o Sistema Brasileiro de Classificação de Solos (EMBRAPA, 
2006) e um solo proveniente de Santa Cruz-RJ, classificado como Organossolo Háplico pelo 
mesmo sistema. Os solos apresentavam em sua cobertura a gramínea braquiária (Brachiaria 
decumbens), manejada com rotação de piquetes, com gado da raça Nelore. 

Foi feita a análise de rotina das amostras de terra para verificação da composição de 
nutrientes, segundo a metodologia da EMBRAPA, 1997.  

O fracionamento químico quantitativo das substâncias húmicas foi realizado segundo 
Benites et al., (2003), sendo obtidas as frações humina (H), ácido húmico (AH) e ácido 
fúlvico (AF).  

A determinação quantitativa de carbono dos extratos nas frações obtidas foi feita 
através da oxidação do carbono com dicromato de potássio e titulação do excesso, com sulfato 
ferroso amoniacal de acordo com Yeomans e Bremner (1988). Foram obtidos os valores 
absolutos de cada fração e da soma destes, em miligrama de carbono por grama de solo, e 
também o percentual de cada fração em relação ao carbono total.  

A extração química e purificação dos ácidos húmicos para fins analíticos foram 
realizadas na Universidade Estadual do Norte Fluminense (UENF), conforme o método da 
Sociedade Internacional de Substâncias Húmicas (IHSS), na UENF, cujo protocolo 
metodológico encontra-se descrito em Swift (1996), com modificações do protocolo para o 
pré-tratamento da amostra de solo com solução de HCl a pH entre 1 e 2, para redução do 
conteúdo de cinzas (remoção de metais adsorvidos), e utilização do K+ para remoção dos 
sólidos em suspensão (NOVOTNY, 2002). O extrato contendo o ácido húmico foi seco por 
liofilização para posterior caracterização química e físico-química. 

Para a determinação da composição elementar dos ácidos húmicos foi utilizado o 
analisador elementar automático C H N, em amostras de 20mg de ácido húmico em triplicata, 
onde o conteúdo de oxigênio foi calculado pela diferença entre a massa total menos a massa 
dos elementos C H N.  

A acidez total foi determinada conforme descrito por Schintzer e Gupta (1965), 
adicionando-se em amostras de 50mg de ácidos húmicos em kitasato, 20mL de Ba(OH)2 
0,125mol L-1 preparado com água sem CO2 dissolvido a partir da água fervida e uma amostra 
branco. 

A acidez carboxílica foi determinada pelo método do acetato por titulação 
potenciométrica, conforme SCHINITZER & GUPTA (1965).  

O grau de humificação dos ácidos húmicos (relação E4/E6) foi obtida através da razão 
da absorvância na região do ultra- violeta visível (UV-Vis) de uma solução de ácido húmico 
(4mg em 100mL de NaHCO3 0,05mol L-1) em absorvância de 465 nanômetros (nm) (E4) e 
665 nm (E6), em triplicata. 

Os espectros de infravermelho com transformada de Fourier (IV-TF) dos ácidos 
húmicos (STEVENSON, 1994; STEVENSON & GOH, 1971) foram obtidos na faixa de 
intensidade de ondas (número de ondas cm-1) de 400cm-1 até 4000cm-1, utilizando-se pastilhas 
com 1,00 mg de ácido húmico em 100mg de KBr (TAN, 1995), com correção da linha base 
para absorção igual a zero em 4000cm-1 e posteriormente em 2000cm-1. 

O índice de condensação (IC) foi estabelecido pela razão aromático/alifáticos 
(grupamentos aromáticos, quinonas e/ou carboxilatos) e estiramento C-H do grupamento 
hidrofóbico -CH3 alifático. Foi realizado o índice de hidrofobicidade (IH), que avalia a 
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resistência, através da relação alifáticos/polissacarídeos (estiramento C-H do grupamento 
hidrofóbico -CH3 alifático) e estiramento C-O de grupamentos hidrofóbicos de 
polissacarídeos. 

 
3.2 Experimento 2: Efeito de diferentes concentrações de ácidos húmicos e de óxido nítrico 
no crescimento de raízes transformadas de manjericão 

 
3.2.1. Material vegetal e condições de crescimento e tratamentos 

As raízes transformadas de manjericão roxo (Ocimum basilicum L.) clone MR3 
desenvolvida por Nicomedes Junior (2003) foram obtidas do laboratório de Bioquímica de 
Plantas da UFRRJ. As raízes foram cultivadas sob condições esterilizadas e no escuro. Para a 
padronização das raízes, dois segmentos de três centímetros de ápice radicular foram 
multiplicados in vitro, em erlenmeyer contendo 75 mL de Meio Mínimo (MM) (BÉCARD & 
FORTIN, 1988) modificado para ½ Força Iônica, pH ajustado para 5,8 e crescidas durante 35 
dias, sob agitação de 80rpm e temperatura controlada de 25ºC ± 1. Após a padronização, 
segmentos de ápice radicular de três centímetros foram repicados para placas de Petri vertidas 
com Meio Mínimo (MM) (BÉCARD & FORTIN, 1988) modificado para ½ Força Iônica e 
pH ajustado para 5,8, acrescidos dos tratamentos com os ácidos húmicos em doses 
equivalentes a 0; 1; 2; 3; 4 e 5mM Carbono L-1 e nitroprussiato de sódio (SNP) (doador de 
óxido nítrico), nas doses de 0; 0,1; 10; 50, 100 e 200µM de SNP L-1, cultivadas em câmara de 
crescimento, com temperatura controlada de 25ºC ± 1. Os ácidos húmicos dos três solos 
estudados (AH1-Chernossolo Háplico, AH2-Latossolo Vermelho-Amarelo e AH3-
Organossolo Háplico) foram extraídos e liofilizados conforme procedimento adotado pela 
sociedade internacional de substâncias húmicas (IHSS) descrito por SWIFT (1996). As 
concentrações de ácido húmico foram calculadas em função do teor de carbono encontradas 
na análise da composição elementar (Experimento 1).  

Foram feitas duas quantificações, sendo a primeira feita aos cinco dias (5 dias) e a 
segunda aos 15 dias após a montagem do experimento. Os controles consistiram de plantas 
crescidas sem as substâncias bioativas. 

 
3.2.2. Delineamento experimental e análise estatística 

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com quatro repetições 
(sendo cada repetição composta por duas placas), no esquema fatorial 3 X 6 X 2 (três ácidos 
húmicos: AH1-Chernossolo Háplico, AH2-Latossolo Vermelho-Amarelo e AH3-Organossolo 
Háplico); (seis doses de ácido húmico); e (dois dias de quantificação para avaliar o 
incremento nos parâmetros de crescimento). O esquema de fatores para os tratamentos com 
óxido nítrico foi o 6 X 2, sendo seis doses de SNP e dois dias de quantificação. 

Os resultados obtidos foram submetidos a tratamento estatístico utilizando-se o 
programa SAEG (Sistema para Análises Estatísticas e Genéticas – Universidade Federal de 
Viçosa) (RIBEIRO JÚNIOR, 2001). Foram realizados os testes de normalidade (Teste de 
Lilliefors) e de homogeneidade das variâncias (Cochran e Bartlett) e posteriormente 
submetidos à análise de variância e o nível de significância analisado através do teste de F (p 
< 0,05). Quando as variáveis apresentavam-se significativas pelo teste F, as médias foram 
comparadas pelo teste de Scott-Knot (p < 0,05). Também foram realizadas as correlações 
entre os parâmetros de crescimento radicular. 
 
3.2.3. Avaliações  
3.2.3.1. Mensuração do crescimento radicular 

 Na montagem do experimento, aos cinco e 15 dias após o tratamento das raízes 
transformadas de manjericão foi realizada a captura de imagens das placas de Petri com 
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resolução de 1280 x 960 pixels, 16,7 milhões de cores (24 Bits), no formato JPEG. 
Posteriormente as imagens foram processadas utilizado o software “Sistema Integrado para 
Análise de Raízes e Cobertura do Solo” 3.0 (SIARCS® 3.0) (JORGE & CRESTANA, 1996), 
para a avaliação do comprimento (Equação 1), área (Equação 2) e incremento do 
comprimento radicular (Equação 3), seguindo o protocolo de editoração de imagens proposta 
por Lima et. al., (2006). 
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Equação 3 
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3.2.3.2. Freqüência de sítios mitóticos 

As raízes transformadas de manjericão roxo foram coletadas, e analisadas segundo a 
metodologia de Canellas et al. (2002) (6 repetições por tratamento). As raízes foram lavadas 
com água e clareada em solução de KOH 0,5 % durante 20 minutos em banho a 75 ºC. Após 
esse clareamento, as raízes foram lavadas novamente e mantidas no escuro por 14 horas 
tingindo em solução de hematoxilina férrica. Então, as raízes foram enxaguadas com água e 
clareadas com ácido lático 80% durante 30 a 90 segundos em banho a 75º C. As raízes foram 
transferidas individualmente para placas de Petri com água destilada e observadas sob a lupa 
estereoscópica, para avaliar o número de sítios mitóticos. Esses sítios aparecem como pontos 
vermelho-escuros contra um fundo da cor do tecido da raiz. Os sítios mitóticos foram 
expressos pela densidade de sítios mitóticos (número de sítios mitóticos por cm de raízes 
transformadas), de acordo com a Equação 4.  

 
Equação 4 
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3.2.3.3. pH Rizosférico 

A avaliação do pH rizosférico foi feita aos cinco dias (5 dias) após a montagem do 
experimento. As imagens das raízes foram obtidas no momento do acondicionamento das 
raízes no meio com indicador misto de pH e cinco horas após este acondicionamento, onde 
foram mensuradas as áreas de acidificação e/ou alcalinização na interface das raízes em duas 
soluções distintas, uma solução controle e uma solução com inibidor vanadato (que inibe a 
atividade das bombas de prótons da membrana plasmática). A solução controle utilizada 
continha um indicador misto de pH (RÖMHELD et al.,  1984), adquirindo uma tonalidade 
amarelada quando ácidos e arroxeada quando alcalinos.  
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Para a avaliação da área de mudança do pH rizosférico foi utilizada a metodologia de 
editoração de imagens proposta por Lima et al. (2006).  Foram coletados segmentos de raízes, 
com aproximadamente 8 cm de comprimento (6 repetições por tratamento), com auxílio de 
uma pinça anatômica, evitando ao máximo provocar injúrias, e lavadas em água destilada 
corrente com pH ajustado para 6,0 sob peneira plástica com diâmetro de 1 mm. Em seguida, 
foram secadas em papel absorvente e acondicionadas nas placas Petri contendo os meios com 
indicador misto de pH e após o tempo necessário foram mensuradas as áreas referentes ao pH 
alcançado, de acordo com a Equação 5. 
 
Equação 5 

100 (%)  ×






=
al da raízárea inici

 raízinicial daal - área ficada finárea acidi
ãoacidificaçárea de  

 
 
3.3 Experimento 3: Efeitos do ácido húmico e do NO asociados a duas doses de N-NO3

- 
sobre o crescimento de raiz, metabolismo do nitrogênio, atividade das bombas de prótons, 
catalase e histolocalização radicular de NO e ROS em raízes transformadas de manjericão 
 
3.3.1. Material vegetal e condições de crescimento e tratamentos 

Foram utilizadas raízes transgênicas (hairy roots, raízes em cabeleira) de manjericão 
roxo (MR3) (Ocimum basilicum L.) (NICOMEDES JUNIOR, 2003).  

As raízes foram multiplicadas in vitro, utilizando-se erlenmeyer contendo Meio 
Mínimo (MM) (BÉCARD & FORTIN, 1988), modificado para ½ Força Iônica, num período 
de 35 dias após a repicagem (DAR), utilizando dois segmentos de três centímetros de ápice 
radicular. Aos 35 DAR, a solução foi trocada e as raízes transformadas foram colocadas no 
Meio Mínimo modificado sem N-NO3

- durante 72 horas, visando o esgotamento de nitrogênio 
no interior da célula. Após as 72 horas sem N-NO3

-, as raízes transformadas foram 
transferidas para erlenmeyer contendo Meio Mínimo modificado para ½ Força Iônica com os 
níveis de baixo e alto de N-NO3

-, com seus respectivos tratamentos, sob agitação constante a 
velocidade de 90 rpm, no escuro.  

Neste estudo foram escolhidas as doses de 3mM de carbono L-1 para o ácido húmico 
de Organossolo e 100 µM de SNP L-1 a partir do prévio estudo (Experimento 2), devido ao 
fato destas doses (NO-SNP e ácido húmico-Organossolo Háplico) apresentarem maiores 
valores para os parâmetros de crescimento radicular estudados. 

Foram avaliados os efeitos do suprimento de baixo (0,5mM) e alto (5,0mM) teor de N-
NO3

-, frente a um controle (cada suprimento de N-NO3
-); ao ácido húmico e NO nas doses 

supracitadas. 
 
3.3.2. Delineamento experimental e análise estatística 

Foram feitas duas coletas, sendo a primeira aos cinco dias (5 dias) após a montagem 
do experimento e a segunda coleta aos 15 dias após a montagem do experimento.  

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado em esquema fatorial, com 
quatro repetições, sendo cada repetição composta por quatro erlenmeyers. O esquema de 
fatorial foi o 3 X 2 X 2 (Controle, ácido húmico-Organossolo Háplico (AH) e NO); 
(suprimento baixo e alto de N-NO3

-); e (dois dias de coleta).  
Os dados obtidos foram submetidos a tratamento estatístico, conforme descrito no 

Experimento 2. 
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3.3.3. Determinações realizadas 
3.3.3.1. Isolamento de vesículas de plasmalema e tonoplasto para a Atividade das 
Bombas de Prótons 

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

O processo descrito para o isolamento das vesículas foi realizado de 0 a 4ºC. Amostras 
de raízes (5 g de massa fresca) foram maceradas em almofariz e pistilo com 10 a 20 mL do 
meio de extração contendo: Tris-HCl 50 mmoles L-1 (pH 8,0), sacarose 250 mmoles L-1, 
glicerol 100 mL L-1, KI 150 mmoles L-1, cloreto de colina 100  mmoles  L-1,  EGTA 2 
mmoles  L-1,  EDTA  2 mmoles  L-1, polivinilpirrolidona (PVP)  10 g  L-1,  fenilmetilsulfonil 
fluoreto (PMSF) 1 mmol  L-1, ditiotreitol (DTT) 5 mmoles L-1, 2-mercaptoetanol 5 mmoles L-

1 e 5 g L-1 de albumina.  
O homogenato foi filtrado em quatro camadas de gaze e em seguida submetido a uma 

centrifugação de 3.600g por 10 minutos. O sobrenadante foi recolhido e novamente 
centrifugado a 8.000g por 10 minutos. O sobrenadante foi recolhido e agora centrifugado a 
105.000g por 40 minutos. Descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o precipitado com 2 
mL de um meio contendo:  Tris-HCl  30 mmoles  L-1 (pH 7,5), glicerol 150 mL L-1, EGTA 1 
mmol L-1, EDTA 1 mmol L-1, MgCl2 2 mmoles L-1, DTT 2 mmoles L-1 e PMSF 1  mmol L-1. 
Em seguida este material foi colocado sobre um gradiente de sacarose de 430 g L-1/300 g L-

1/100 g L-1 e centrifugado a 105.000g por 2h.  
As vesículas de plasmalema e tonoplasto foram separadas por densidade de flutuação e 

formaram bandas que puderam ser coletadas e diluídas em meio de suspensão na proporção 
de 2:1 (meio:banda). As frações de plasmalema e tonoplasto agora separadas foram 
submetidas a uma centrifugação de 105.000g durante 40 min. O sobrenadante foi descartado e 
o precipitado ressuspenso em 1 mL de meio de suspensão. As proteínas foram congeladas em 
N2 líquido e armazenadas a -25ºC para posteriores análises. 
 
3.3.3.1.2. Quantificação de proteína  

A concentração de proteína foi determinada pelo método de BRADFORD (1976), 
usando albumina sérica bovina como padrão.  

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

A atividade das bombas de prótons, PM-H+ -ATPases,  V-H+ -ATPases e  H+ -PPases 
foram determinadas pela quantificação do fosfato inorgânico (Pi) liberado pela hidrólise de 
ATP (P e V- H+ -ATPase) e PPi (H+ -PPase). O meio de reação para a P - H+ -ATPase é 
composto de  MOPS-BTP 30 mmoles L-1 (pH 6,5), MgSO4 5 mmoles L-1 , KCl 50 mmoles  L-
1, Na2MoO4 1 mmol L-1, 0,2 mL L-1 de Triton X-100, KNO3 50 mmoles L-1, NaN3 1 mmol L-1 
e ATP 5 mmoles  L-1. O meio de reação para as V- H+-ATPases é composto de HEPES-BTP 
30 mmoles  L-1 (pH 7,5), MgSO4 5 mmoles  L-1, KCl 50 mmoles  L-1 Na2MoO4 1 mmol L-1 
, 0,2 mL L-1 de Triton X-100, Na3VO4 0,2 mmoles L-1, NaN3 1 mmol L-1 e ATP 5 mmoles L-
1. O meio de reação para as H+ -PPase contém HEPES-BTP 30 mmoles L-1 (pH 7,2), MgSO4 
5 mmoles L-1, KCl 100 mmoles L-1, 0,2 mL L-1 de Triton X-100, NaN3 1 mmol L-1 e PPi 1 
mmol L-1.  
 

A reação foi iniciada para todas as bombas de prótons, pela adição de 4  µg de proteína 
por mL de meio. Após 30 min a 30ºC a reação foi paralisada pela adição de 0,5 mL do meio 
de reação contendo as proteínas e 1 mL do meio de parada contendo H2SO4 20 mL L-1, SDS 
50 g L-1 e (NH4)2MoO4 7 g L-1 previamente em tubos de ensaio submersos em gelo. Em 
seguida foram adicionados 50 µL de ácido ascórbico 100 g L-1. Após 10 minutos 1,45 mL de 
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um meio contendo 40 g L-1 de citrato de sódio e 20 g L-1 de acido acético glacial foi 
adicionado a fim de prevenir a medição do fosfato (Pi) liberado pela atividade residual das H+ 
-ATPases e hidrólise ácida do ATP. A cor foi totalmente desenvolvida após 30 min e a leitura 
espectrofotômetrica foi realizada a 820 nm. 
 
3.3.3.2. Atividade da Nitrato redutase  

Para a análise da atividade da nitrato redutase (JAWORSKY, 1973) foram separadas 
amostras de 200 mg de tecido vegetal para inclusão em tubo de ensaio contendo um meio de 
incubação específico (5 mL). Esse meio foi preparado a partir mistura de Tampão Fosfato pH 
7,5 (909 mL), n-propanol (27,2 mL) e KNO3 (1,84 g). Os tubos de ensaio contendo as 
amostras em meio de incubação foram cobertos com papel alumínio e colocados em banho-
maria durante 30 minutos a temperatura de 30oC. Após essa etapa, o nitrito produzido foi 
submetido a reação colorimétrica.  

Para a reação colorimétrica, duas alíquotas (0,4 mL) da solução formada pela amostra 
e pelo meio de incubação foram colocadas em meio reacional composto por sulfanilamida 1% 
em HCl 3 M (0,3 mL) e N-naftil-etileno di-amino 0,02% (0,3 mL).  

Após 20 minutos em repouso, adicionou-se água destilada (4 mL) e as amostras 
tiveram sua absorvância a 540 nm determinada em espectrofotômetro. Para a determinação da 
concentração de nitrito produzido foi utilizado como parâmetro a curva padrão de nitrito de 
sódio. As amostras das soluções que constituem a curva padrão foram submetidas a reação 
colorimétrica e determinou-se sua absorvância. 

 
3.3.3.3. Dosagem de N-amino livre  

Para a determinação de N-amino livre (YEMM & COCKING, 1955), foram utilizadas 
alíquotas de 0,5 mL das amostras de extrato alcoólico visando a reação colorimétrica em meio 
reacional específico. O meio reacional foi preparado a partir de tampão citrato (1 mL) e uma 
mistura de Metil Celossolve, KCN e Ninhidrina (Hidrato de triceto-hidrindeno) (1,2 mL). 
Para o preparo da mistura, foi inicialmente preparada uma solução de Ninhidrina em Metil 
Celossolve (5 % P/V). Em seguida, uma solução de KCN em Metil Celossolve foi preparada a 
partir de KCN 0,01 M (5 mL) dissolvido em Metil Celossolve até completar 250 mL. 
Finalmente, a solução contendo a Ninhidrina foi misturada à solução contendo o KCN na 
proporção 1:5 (v/v). 

Para a reação colorimétrica, as amostras foram colocadas em tubos de ensaio contendo 
o meio reacional e submetidas a agitação. Posteriormente, os tubos de ensaio foram fechados 
com papel alumínio e submetidos a aquecimento em banho-maria a 100 °C por 15 minutos. 
Após o aquecimento, os tubos de ensaio contendo as amostras em meio reacional foram 
resfriados em água corrente por 5 minutos e adicionou-se etanol 60% (3 mL) ao seu conteúdo. 
Após nova agitação, a absorvância a 570 nanômetros foi determinada em espectrofotômetro. 

Para a determinação da concentração de N-amino nas amostras foi utilizado como 
parâmetro a curva padrão de Leucina. As amostras das soluções que constituem a curva 
padrão foram submetidas a reação colorimétrica e determinou-se sua absorvância, conforme o 
descrito anteriormente. 
 
3.3.3.4. Dosagem de N-NH4

+  
 Para a dosagem de N-amônio (FELKER, 1977), alíquotas de 0,5 mL das amostras de 
extrato alcoólico foram submetidas a reação colorimétrica em meio reacional específico. Para 
o meio reacional, foi preparada previamente uma solução contendo Fenol (5 g) e 
Nitroprussiato de Sódio (25 mg) diluída até o volume de 500 mL em água destilada. Além 
disso, preparou-se uma solução contendo Dicloroisocianurato de Sódio (0,31 g) e Hidróxido 
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de Sódio (15 g) também elevados até 500 mL com água destilada. De cada solução preparada 
foram utilizados 2,5 mL para o meio reacional. 

Para a reação colorimétrica, as amostras foram colocadas em tubos de ensaio contendo 
o meio reacional e agitadas. Após 30 minutos em temperatura ambiente, realizou-se uma nova 
agitação e foi determinada a absorvância a 630 nanômetros. 

Para a determinação da concentração de N-amônio nas amostras foi utilizada como 
parâmetro a curva padrão de cloreto de amônio. As amostras das soluções que constituem a 
curva padrão foram submetidas à reação colorimétrica e determinou-se sua absorvância. 
 
3.3.3.5. Dosagem de N-NO3

-  
Na determinação dos teores de N-nitrato (CATALDO et al., 1975) foram utilizadas 

alíquotas de 0,05mL do extrato alcoólico em meio reacional específico visando a 
determinação colorimétrica. Para o meio reacional utilizou-se Hidróxido de Sódio 2M (4,75 
mL) e uma solução de ácido salicílico 5% em H2SO4 concentrado (0,2 mL).  

Para a reação colorimétrica, as amostras foram colocadas em tubos de ensaio e, 
posteriormente, foi adicionado vagarosamente o ácido salicílico 5% em H2SO4 concentrado. 
Após a agitação, as amostras foram deixadas 20 minutos em temperatura ambiente e, em 
seguida, adicionou-se o Hidróxido de Sódio 2 mol L-1. Após realizar uma nova agitação, a 
absorvância a 410 nanômetros foi determinada em espectrofotômetro. 

Para a determinação da concentração de N-nitrato nas amostras foi utilizado como 
parâmetro a curva padrão de nitrato de potássio. As amostras das soluções que constituem a 
curva padrão foram avaliadas colorimétricamente e determinou-se sua absorvância. 
 
3.3.3.6. Dosagem de açúcares solúveis  

Para a determinação de açúcares solúveis (YEMM & WILLIS, 1954) foram utilizadas 
alíquotas de 0,2 mL das amostras de extrato alcoólico para a reação colorimétrica em meio 
reacional específico. O meio reacional foi preparado com Antrona (0,4 g) diluída em uma 
mistura de ácido sulfúrico e água destilada (5:2). Após o preparo, a mistura foi deixada em 
repouso por aproximadamente 45 minutos e, posteriormente, utilizada para o meio reacional. 

Para a reação colorimétrica, a solução de Antrona em ácido sulfúrico e água (5 mL) foi 
depositada em tubos de ensaio de 50 mL em banho de gelo. Após 5 minutos, foi adicionada 
lentamente a amostra e, posteriormente, etanol 80% (0,8 mL). A mistura foi deixada em 
repouso por mais 5 minutos em banho de gelo e, em seguida, agitada. Para o desenvolvimento 
da cor verde, os tubos foram devidamente vedados com papel alumínio e levados ao banho-
maria a temperatura de 100 °C por 10 minutos. Posteriormente, os tubos foram esfriados e de 
seu conteúdo foi determinada a absorvância a 620 nm que, posteriormente, foi comparada ao 
padrão de glicose. 
 
3.3.3.7. Atividade da Glutamina Sintetase (GS)  

A determinação da atividade da Glutamina Sintetase foi realizada segundo FARDEN e 
ROBERTSON (1980), modificada por SOUZA et al. (2007), a partir de 1 g  de tecido vegetal 
fresco, que foi macerado com N2 líquido. Em seguida adicionou-se 4 ml de tampão de 
extração (TRIS ou Imidazol). O material foi filtrado em quatro camadas de gaze, sendo o 
filtrado centrifugado por 15 minutos a 4 ºC e 15.000 g. O sobrenadante foi recolhido e usado 
para determinação da atividade da GS (0,30 mL de amostra foi incubada em 0,50 mL de 
tampão Imidazol -HCl (0,5 mol  L-1) pH 7,5; 0,10 mL de ATP (0,1 mol L-1), 0,1 mL de 
glutamato (0,5 mol L-1) pH 7,5; 1,0 mL de água destilada. Após 30 minutos em banho-maria à 
30ºC, a reação foi paralisada com a adição de 1,5 mL de solução de cloreto férrico 
(FeCl3.6H2O 0,2 mol L-1 em HCl 0,5 mol L-1). As amostras foram centrifugadas a 2000 g por 
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5 minutos a 30°C (para retirar proteínas precipitadas) e a leitura do sobrenadante foi feita em 
absorvância a 540 nm e comparadas com padrão de γ-glutamil mono-hidroxamato. 
 
 
3.3.3.8. Atividade da Catalase 

A determinação da atividade da catalase foi obtida por meio da homogeneização de 
500 mg de raízes transformadas, fragmentadas em almofariz, em N2. Em seguida, foram 
adicionados 2 mL de solução de extração, constituída de EDTA 0,1 mM em tampão de fosfato 
de potássio 0,1 M, pH 6,8, contendo 20 mg de PVPP (polivinil-poli-pirrolidona), procedendo-
se uma nova homogeneização. O homogeneizado foi então centrifugado por 15 minutos, a 
12.000 g e o sobrenadante utilizado nas avaliações enzimáticas e nas dosagens de proteína. 
Todas as etapas necessárias ao processo foram executadas a 4°C. A atividade da catalase foi 
determinada pela adição de 100 µL do extrato enzimático bruto a 0,9 mL de meio de reação, 
constituído de H2O2 12,5 mM em tampão fosfato de potássio 50 mM, pH 7,0, a 30°C (HAVIR 
& MCHALE, 1987). A atividade da enzima foi determinada pelo decréscimo na absorbância a 
240 nm, no intervalo de 2 minutos após o início da reação (AZEVEDO et al., 1998), que 
posteriormente foi comparada ao padrão de H2O2. 
 
3.3.3.9. Histolocalização radicular de NO e ROS 

Para a visualização de NO e ROS in vivo foi realizado um experimento semelhante ao 
previamente mencionado (Experimento 3), no Laboratório de Biologia Celular e Tecidual da 
UENF. Para a montagem do experimento foram seccionados quatro segmentos de ápices 
radiculares e colocados para crescer em placas de cultura de 12 poços (4 segmentos/poço), 
contendo os diferentes tratamentos em cada poço. Após cinco dias de incubação do 
experimento foi coletado material e preparado para a histolocalização de NO e ROS. 

 
3.3.3.9.1. Histolocalização radicular do NO  

Amostras de raízes transformadas de manjericão foram tratadas com 10µM da sonda 
fluorescente 4,5-diacetato de diaminofluoresceína (DAF-FM-DA; Calbiochem), um marcador 
para NO permeável a membrana plasmática, e tampão HEPES-KOH, conforme descrito por 
Laxalt et al. (2007). As amostras permaneceram incubadas por 2 horas a 25°C, sob agitação 
no escuro. Os controles negativos foram feitos incubando-se as raízes transformadas a 25°C, 
sob agitação no escuro, com o seqüestrador de NO, cPTIO (2-(4-carboxifenil)-4,4,5,5,-
tetrametilimidazolina-1-oxil-3-óxido) (Sigma-Aldrich), e sem a sonda de marcação. Em 
seguida, as raízes foram lavadas três vezes com o respectivo meio de incubação, e foram 
montadas lâminas para a visualização no microscópio. As amostras de ápice radicular foram 
visualizadas utilizando-se o microscópio de fluorescência Axioplan – Zeiss (Carls Zeiss, Jena, 
Germany), adaptado com câmera digital AxioCam MRc5). Utilizou-se filtros com 
comprimento de onda de excitação a 495 nm e emissão a 515 nm para o indicador DAF-FM-
DA. As imagens foram adquiridas através de um sistema computadorizado de captura e 
análise de imagens equipado com o software AxioVisionLE versão 4.8 (Carls Zeiss, Jena, 
Germany) e processadas utilizando-se o mesmo software. A intensidade de fluorescência dos 
ápices radiculares individuais foi determinado usando o software AxioVisionLE versão 4.8 
(Carls Zeiss, Jena, Germany) em número de pixels por área. 
 
3.3.3.9.2. Histolocalização radicular das ROS 

Amostras de raízes transformadas de manjericão foram tratadas com 15µM da sonda 
fluorescente 2’,7’-diclorodihidrofluoresceína diacetato (H2DCFDA; Calbiochem), um 
marcador de ROS permeável a membrana plasmática  (LAXALT et al., 2007), em DMSO. A 
concentração final de DMSO foi de 0,1% (v/v), de acordo com o protocolo de Shin & 
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Schachtman (2004). As amostras permaneceram incubadas nos respectivos tratamentos por 2 
horas a 25°C, sob agitação no escuro. Os controles negativos foram feitos incubando-se as 
raízes transformadas a 25°C, sob agitação no escuro, com o seqüestrador de NO, cPTIO (2-(4-
carboxifenil)-4,4,5,5,-tetrametilimidazolina-1-oxil-3-óxido) (Sigma-Aldrich), e sem a sonda 
de marcação. Após o período de incubação, as raízes foram lavadas três vezes com o meio de 
cultura preparado para incubação, e em seguida, foram montadas lâminas para a visualização 
no microscópio. As amostras foram visualizadas utilizando-se o microscópio de fluorescência 
Axioplan – Zeiss (Carls Zeiss, Jena, Germany), adaptado com câmera digital AxioCam 
MRc5. Foi usado os filtros com comprimento de onda de excitação a 495 nm e emissão a 515 
nm para o indicador H2DCFDA. As imagens foram adquiridas através de um sistema 
computadorizado de captura e análise de imagens equipado com o software AxioVisionLE 
versão 4.8 (Carls Zeiss, Jena, Germany) e processadas utilizando-se o mesmo software. A 
intensidade de fluorescência dos ápices radiculares foi determinado usando o software 
AxioVisionLE versão 4.8 (Carls Zeiss, Jena, Germany) em número de pixels por área. 
 
3.3.3.10. Mensuração do crescimento radicular 

As medidas do crescimento radicular das raízes transformadas foram feitas na 
montagem do experimento, aos cinco e 15 dias após o tratamento das raízes transformadas de 
manjericão, pela captura de imagens das placas de Petri de acordo com o descrito em 
Experimento 2 e posteriormente as imagens foram processadas utilizado o software “Sistema 
Integrado para Análise de Raízes e Cobertura do Solo” 3.0 (SIARCS® 3.0) (JORGE & 
CRESTANA, 1996), para a avaliação do comprimento radicular, seguindo o protocolo de 
editoração de imagens proposta por Lima et. al. (2006). 
 
 
3.4 Experimento 4: Efeitos do ácido húmico e do óxido nítrico associados a duas doses de N-
NO3

- sobre a atividade das enzimas nitrato redutase, bombas de prótons, catalase e a 
histolocalização radicular de NO e ROS em raízes transformadas de manjericão em 
experimento de curta duração 
 
3.4.1. Material vegetal e condições de crescimento e tratamentos 

As condições experimentais deste experimento foram as mesmas realizadas para o 
Experimento 3.  

As raízes foram multiplicadas in vitro, utilizando-se erlenmeyer contendo Meio 
Mínimo (MM) (BÉCARD & FORTIN, 1988), modificado para ½ Força Iônica, num período 
de 35 dias após a repicagem (DAR), utilizando dois segmentos de três centímetros de ápice 
radicular. Aos 35 DAR, a solução foi trocada e as raízes transformadas foram colocadas no 
Meio Mínimo modificado sem N-NO3

- durante 72 horas, visando a redução do teor de 
nitrogênio no interior das células. Após as 24 horas sem N-NO3

-, as raízes crescidas foram 
transferidas para erlenmeyer contendo Meio Mínimo modificado para ½ Força Iônica com 
baixo e alto suprimento de N-NO3

-, com seus respectivos tratamentos.  
As coletas das raízes transformadas para a avaliação da atividade da nitrato redutase 

foram feitas nas 0; 3; 6; 9; 12 e 24 horas após a aplicação dos tratamentos, e com os dados 
obtidos para esta determinação, foram feitas as outras determinações (às 6 horas, devido ao 
fato de deste tempo apresentar maiores valores para a atividade da nitrato redutase) (Atividade 
das bombas de prótons; Atividade da Catalase e Histolocalização radicular de NO e ROS), 
conforme descrito no Experimento 3. 
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3.4.2. Delineamento experimental e análise estatística 
O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado em esquema fatorial, com 

quatro repetições (sendo cada repetição composta por quatro erlenmeyers). O esquema 
fatorial foi o 3 X 2 (Controle, ácido húmico-Organossolo Háplico (AH) e NO); (suprimento 
baixo (0,5mM) e alto (5,0mM) de N-NO3

-). Os resultados obtidos foram submetidos a 
tratamento estatístico, como descrito no Experimento 2. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1  Experimento 1: Extração e caracterização da matéria orgânica humificada dos solos 
 

Na Tabela 1 são apresentados os resultados da análise de solo. Os valores de pH, Al+3 
e nutrientes apresentam-se bastante diferenciadas, o que torna cada tipo de solo com 
características distintas. É possível observar maiores valores de carbono no Organossolo e 
menores no Latossolo. Estes resultados conferem as características edafoclimáticas que estes 
solos apresentam. O teor de carbono dos diferentes solos indicou a quantidade de material a 
ser utilizada para a extração e purificação do material, sendo possível utilizar menores valores 
de massa de solo para o Organossolo e Chernossolo. Já o Latossolo demandou mais tempo e 
maiores quantidades de massa de solo para a extração e purificação de ácido húmico. 

 
Tabela 1. Análise química dos três solos estudados. 
 

 pH Al +3 Ca Mg Na K H+Al P C N 
0-20 cm  --------------- cmolc kg-1 ---------------- mg kg-1 -- g kg-1 -- 

Chernossolo 6,05 0,0 2,75 1,75 0,04 0,24 2,30 7 44,7 1,72 
Latossolo 5,55 0,1 2,00 1,60 0,18 0,29 3,50 2 13,0 1,40 

Organossolo 4,85 1,7 2,30 2,10 0,03 0,39 8,45 3 104,6 1,88 
 

 
 
O fracionamento químico da matéria orgânica das três amostras dos solos estudados 

pode ser visto na Tabela 2.  
Cada amostra de solo estudado apresentou teores de carbono das frações da matéria 

orgânica do solo bem diferenciados, sendo possível observar que os solos com maiores teores 
de carbono na análise de solo de rotina obtiveram maiores valores das frações húmicas da 
matéria orgânica, sendo os resultados de ácido húmico de Organossolo bem maiores do que os 
demais solos estudados. 

 
 

 
Tabela 2. Teores de carbono das frações da matéria orgânica (Ácido Fúlvico, Ácido Húmico 
e Humina) de amostras de solos estudados. 
 

Solos Ácido Fúlvico Ácido Húmico Humina 
 g.kg-1 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 são apresentados: a composição elementar, as relações atômicas, relação 
E4/E6 os valores de acidez total, carboxílica e fenólica dos ácidos fúlvicos e ácidos húmicos. 
Os valores encontrados para os resultados da Tabela 3 estão de acordo com os limites normais 
encontrados na literatura (CANELLAS & SANTOS, 2006). 

A composição elementar é a propriedade mais estável e fundamental das substâncias 
húmicas (RICE & MACCARTHY, 1991), através da análise da composição elementar 
conseguiram discriminar ácidos fúlvicos, húmicos e huminas e suas diversas origens (solo, 
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água, turfa e ambiente marinho), revelando uma estreita relação entre o processo de formação 
das substâncias húmicas e a distribuição relativa dos átomos que as compõem. 

Como observado na Tabela 3 a relação C:N dos ácidos húmicos foi menor em 
comparação com a dos ácidos fúlvicos, mostrando que o aumento do conteúdo de N com a 
redução da relação C:N se devem ao processo de evolução da humificação pelos ácidos 
húmicos, caracterizado por transformações químicas mais intensas (KUMADA, 1987). 
Segundo Flaig (1971), o acúmulo de N aumenta o processo de humificação, uma vez que, 
para formação dos precursores das substâncias húmicas (insolubilização do fenol e 
condensação de quinonas), são necessárias reações mediadas por compostos nitrogenados.  

  
Tabela 3. Valores de composição elementar, as suas relações atômicas, acidez total, 
carboxílica, fenólica e da relação E4/E6 dos ácidos fúlvicos e húmicos das amostras de terra 
provenientes dos solos estudados. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
As relações atômicas H:C das substâncias húmicas é considerada como uma medida 

indireta das características estruturais das frações húmicas que, quanto menor o valor da 
relação, mais acentuado é o caráter aromático do carbono, sendo estes valores menores nos 
ácidos húmicos (RICE & MACCARTHY, 1991). 

A relação O:C é um indicativo do grau de humificação das frações húmicas, onde 
valores menores que um (caso dos ácidos húmicos) indicam a fração mais humificada (RICE 

 Chernossolo Latossolo Organossolo 
 Ácido Fúlvico 
 g kg-1 

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-1 

Acidez total 891,5 837,2 945,7 
Acidez Carboxílica 250,1 242,5 217,3 

Acidez Fenólica 641,4 594,7 428,4 
 Ácido Húmico 
 g kg-1 

C 479 503 551 
H 51 51,2 35,0 
N 43,0 42,0 44,9 
O 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-1 

Acidez total 613 553 812 
Acidez Carboxílica 493 342 635 

Acidez Fenólica 120 211 177 
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& MACCARTHY). Estes resultados conferem ao ácido húmico uma maior estabilidade em 
relação ao ácido fúlvico dos diferentes solos. 

A diminuição na relação E4/E6 dos ácidos húmicos em relação aos ácidos fúlvicos 
sugere uma maior estabilidade desta fração humificada em relação à outra (Tabela 3). De 
modo geral, tanto os ácidos fúlvicos como os ácidos húmicos apresentaram valores elevados 
de acidez total, carboxílica e fenólica.  

O ácido fúlvico é a fração humificada mais reativa, apresentando maior grau de 
oxidação dos seus compostos e maior acidez total, porém, com menor estabilidade, 
favorecendo a formação de complexos mais solúveis e de menor peso molecular, interferindo 
de forma mais intensiva no meio, podendo facilitar o fenômeno de lixiviação de cátions e 
iluviação de argila (CANELLAS, 1999). 

A importância dos ácidos húmicos, principalmente nas camadas superficiais dos solos, 
onde sua concentração é maior, se deve ao fato de participar da maioria das reações que 
ocorrem no solo, tais como: agregação e estabilidade dos agregados pela formação de 
complexos organo-minerais; solubilização de fosfato e diminuição da energia de fixação dos 
óxidos; adsorção de metais pesados; tampão do solo e diminuição do PCZ (ponto de carga 
zero), além de servir como reserva de nutrientes às plantas e microorganismos (FONTANA, 
2006).  

Os resultados de acidez carboxílica indicam que a fração ácido húmico apresenta 
maiores valores de carboxilas em relação ao ácido fúlvico, onde esse grupamento funcional 
promove a maior parte da acidez nessas frações. Já para o ácido fúlvico, a acidez fenólica é a 
maior responsável pela acidez dessa fração (Tabela 3).  

Os espectros de Infravermelho com Transformadas de Fourier dos ácidos húmicos 
estudados são apresentados na Figura 13. Estes espectros fornecem informações sobre a 
presença dos grupos funcionais presentes na matéria orgânica dos solos, bem como sobre a 
natureza de suas ligações químicas e sua reatividade (STEVENSON, 1994). 

É possível observar uma grande semelhança entre as bandas presentes nos espectros de 
IV-TR dos ácidos húmicos isolados de diferentes solos. As bandas de absorção intensas na 
região de 3460 cm-1 e em 3400 cm-1 nos ácidos húmicos AH1 e AH2 ocorreram, e são 
características da presença de grupos OH e estiramentos N-H. Para os três ácidos húmicos 
estudados foram encontrados estiramentos simétricos e assimétricos de grupos C-H alifáticos 
em 2980 e 2940 cm-1 (Figura 113).  

A banda de absorção em 1720 cm-1 pode ser atribuída a estiramento C=O em grupos 
carbonila com possíveis atribuições de C=O de ésteres. As bandas em 1646 cm-1 e em 1510 
cm-1 podem ser atribuídas a vibrações axiais de grupos C=C de alquenos e vibrações do anel 
aromático (C=C), mas também atribuídas ao estiramento carbonila de amidas secundárias, 
presentes em proteínas e polipeptídeos, a 1650 cm-1 (Figura 13). As amidas secundárias 
também podem exibir outra banda característica em 1510 cm-1 confirmado pelo modo de 
deformação N-H (ZANDONADI, 2006). 

As bandas de grupos carboxílicos ionizados foram observadas entre 1610 cm-1 e em 
1390 cm-1, e correspondem a vibrações simétricas e assimétricas de estruturas COO. A banda 
observada em 1224 pode ser atribuídas a estiramentos C-O de ésteres saturados associados a 
polissacarídeos. A banda em 1120 cm-1 pode estar associada a estiramentos de grupos C-O 
integrados à estrutura de alcoóis secundários e a banda em 1030 cm-1 associada a estiramentos 
C-O em alcoóis primários (Figura 13).  

A banda de absorção em 814 cm-1 pode ser atribuída a deformações angulares de C-H 
em anéis aromáticos.  As bandas de absorção observadas na faixa inferior a 650 cm-1 podem 
ser atribuídas a possíveis impurezas de carbonatos inorgânicos associados a metais (Figura 
13). 
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Figura 13. Espectro de Infravermelho com Transformada de Fourier (IV-TF) dos ácidos 
húmicos estudados (AH1- Ácido Húmico de Chernossolo Háplico; AH2 - Ácido Húmico de 
Latossolo Vermelho-Amarelo; AH3 - Ácido Húmico de Organossolo Háplico).  
 
 

 
GARCÉS (1987); COULTHUP e colaboradores (1964) atribuíram a região do 

espectro de absorção entre 1492 e 900 cm-1 como a região de impressão digital de uma 
substância, ou seja, compostos similares apresentam absorções idênticas nessa região e, por 
outro lado, compostos distintos apresentam absorções distintas. Alguns trabalhos afirmam que 
ácidos húmicos de diferentes tipos de solos promovem espectros de absorção no IV-TR 
diferentes (FONTANA; 2006; LIMA, 2006; ZANDONADI, 2006). Porém, não foi observado 
este padrão de comportamento no presente estudo. A semelhança dos espectros dos ácidos 
húmicos estudados pode ser atribuída ao tipo de cobertura vegetal e o manejo adotado nos 
diferentes solos. Nestes solos havia o cultivo da gramínea braquiária (Brachiaria decumbens 
L.), cultivadas a pelo menos três anos e o manejo de gado no sistema de piquetes. Esses 
resultados podem estar influenciando o perfil dos espectros de IV-TF.  

A técnica de IV-TF é bastante utilizada para a análise qualitativa, mas nos últimos 
anos também tem sido aplicada à análise semi-quantitativa de grupamentos funcionais, 
principalmente os oxigenados.  A partir da relação obtida pela integração da área de banda 
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correspondente aos grupamentos alifáticos (C-H) pelos grupamentos polares (C-O). Dessa 
forma é possível determinar o índice de hidrofobicidade (IH) e o índice de condensação (IC) 
de ácidos húmicos (FREIXO, 2000). Os solos estudados apresentaram os índices de 
hidrofobicidade de 1,3; 1,5 e 1,8 respectivamente para AH1, AH2 e AH3. Estes resultados 
denotam que os ácidos húmicos estudados apresentam ser um material bastante resistente à 
degradação oxidativa, isto porque os grupamentos alifáticos são mais hidrofóbicos e menos 
suscetíveis a oxidação, quando comparados com os polissacarídeos. Assim, quanto maior esta 
relação maior será a resistência do ácido húmico à degradação microbiana (LIMA, 2006).   

A relação entre grupamentos aromáticos e alifáticos fornece outro importante índice 
para a avaliação dos ácidos húmicos: o índice de condensação (IC). Os grupamentos 
aromáticos caracterizam moléculas mais condensadas enquanto os alifáticos se referem às 
moléculas com cadeias saturadas. Quanto maior o valor obtido do IC, maior o grau de 
humificação e estabilidade dos compostos presentes nos ácidos húmicos obtidos dos solos 
estudados. Como observado na Figura 13 estes ácidos húmicos apresentaram as seguintes 
relações: 2,28 (AH1); 2,35 (AH2) e 2,32 (AH3), demonstrando os ácidos húmicos serem um 
material bem humificado, e representando boa estabilidade dos compostos presentes. Esses 
resultados reforçam a análise de composição elementar e de espectroscopia na região do UV-
visível, confirmando a estabilidade dessa fração da matéria orgânica do solo. 
 

 
4.2 Experimento 2: Efeito de diferentes concentrações de ácidos húmicos e de óxido nítrico 
no crescimento de raízes transformadas de manjericão 
 

 A Figura 14 apresenta a comparação dos valores de sítio mitótico das doses testadas 
entre os diferentes ácidos húmicos, aos 5 e 15 dias de tratamento. A Figura 14A apresenta 
apenas diferença significativa na dose de 3mM de Carbono L-1, sendo o tratamento AH3 
superior aos demais. Na Figura 14B houve diferença nas doses de 1 e 3mM de Carbono L-1, 
sendo que na dose mais baixa de carbono, o tratamento AH1 foi superior aos demais e na dose 
de 3mM de Carbono L-1 o tratamento AH3 apresentou maiores valores para este parâmetro. 
  
 
 

Na Figura 15 observa-se a comparação dos valores de sítio mitótico e Correlação de 
Pearson, entre as doses testadas em cada tratamento (diferentes ácidos húmicos ou óxido 
nítrico), aos 5 e 15 dias.  

 
 
As doses de todos os ácidos húmicos estudados aos 5 dias são superiores ao Controle, 

demonstrando o efeito promotor dos ácidos húmicos na produção de sítios mitóticos. Apesar 
de apresentarem diferenças entre o Controle, os ácidos húmicos não apresentaram diferenças 
entre as doses testadas, com exceção da dose de 3mM de Carbono L-1 para o AH3 tendo 
maiores valores para este parâmetro. Para o NO, as doses crescentes de SNP foram superiores 
ao Controle, com exceção da dose mais alta, que promoveu a redução de sítios mitóticos.  

Comportamento semelhante aos 5 dias foram obtidos aos 15 dias após a adoção dos 
tratamentos, onde as doses de todos os ácidos húmicos estudados são superiores ao Controle, 
sendo a dose de 3mM de Carbono L-1 superior as demais doses testadas. O NO também 
apresentou comportamento semelhante na coleta de 5 dias as doses crescentes de SNP foram 
superiores ao Controle, com exceção da dose mais alta, que promoveu a redução de sítios 
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mitóticos. Os valores de correlação quadrática são apresentados na Figura 15. Todos os 
tratamentos apresentaram alta correlação entre as doses testadas, para os sítios mitóticos. 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Efeito de diferentes concentrações de ácidos húmicos sobre a densidade de 
sítios mitóticos de raízes transformadas de manjericão. Valores Relativos de Sítios 
Mitóticos de Raízes Transformadas de Manjericão aos 5 dias (A) e aos 15 dias (B), nas doses 
1; 2; 3; 4; 5 mM Carbono L-1 de ácido húmico, submetidas aos tratamentos AH1-Ácido 
Húmico de Chernossolo Háplico; AH2-Ácido Húmico de Latossolo Vermelho-Amarelo; 
AH3-Ácido Húmico de Organossolo Háplico.  
 
Letras iguais dentro de cada dose não diferem entre si pelo teste de Scott Knot (p≤0,05). 
Barras verticais indicam erro padrão. (n = 4). 
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Figura 15. Efeito de diferentes concentrações de ácidos húmicos e óxido nítrico sobre a 
densidade de sítios mitóticos de raízes transformadas de manjericão. Valores Relativos de 
Sítios Mitóticos de Raízes Transformadas de Manjericão e Correlação de Pearson, aos 5 e 15 
dias, nas doses de ácido húmico 0; 1; 2; 3; 4; 5 mM Carbono L-1 ou nas doses de óxido nítrico 
0; 0,1; 10; 50; 100; 200 µM SNP L-1, submetidas aos tratamentos Controle (sem ácido húmico 
ou óxido nítrico); Ácido Húmico de Chernossolo Háplico (AH1); Ácido Húmico de Latossolo 
Vermelho-Amarelo (AH2); Ácido Húmico de Organossolo Háplico (AH3); SNP-
nitroprussiato de sódio como doador de óxido nítrico (NO).  
 
Linha horizontal pontilhada limita o valor máximo do controle. Letras iguais entre as doses não diferem entre si 
pelo teste de Scott Knot (p≤0,05). Barras verticais indicam erro padrão. (n = 4). Valores significativos de 
Correlação de Pearson (p≤0,05). 
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A Figura 16 apresenta a comparação dos valores de comprimento radicular nas doses 
testadas entre os diferentes ácidos húmicos, aos 5 e 15 dias de tratamento. A Figura 16A (5 
dias) apresenta diferença significativa entre os ácidos húmicos testados em cada dose, sendo 
que o tratamento AH3 destacou-se dos demais. Na Figura 16B (15 dias) houve diferença nas 
doses de 3 e 5mM de Carbono L-1, sendo encontrado menor crescimento no tratamento AH2 
para a dose de 3mM de Carbono L-1 e maior crescimento de raiz no ácido húmico AH3 na 
dose de 5mM de Carbono L-1. 

 
Na Figura 17 verificam-se os valores de comprimento radicular de acordo com as 

doses crescentes de ácido húmico e óxido nítrico. A aplicação de ácido húmico de diferentes 
classes de solos proporcionou aumentos significativos no comprimento radicular de raízes 
transformadas de manjericão, em relação ao controle. A dose de 3mM de Carbono para todos 
os ácidos húmico apresentou maiores valores de crescimento radicular, nas duas épocas 
coletadas. Foram observadas correlações quadráticas para as doses crescentes testadas. Este 
fenômeno pode ter acontecido devido ao fato de que em ácidos húmicos são encontradas 
moléculas com atividade auxínica. Com aumentos crescentes de ácido húmico são 
aumentados os níveis das moléculas com atividade auxínica. É conhecido que este fitormônio, 
dependendo da dose, pode estimular o crescimento de raízes. Porém com o aumento dos 
níveis deste hormônio, este pode atuar como herbicida, causando sérios danos às plantas. Por 
isso, doses mais elevadas de ácido húmico podem causar uma redução no crescimento das 
raízes transformadas de manjericão, demonstrando que a bioatividade desta substância pode 
ser devido a moléculas existentes de auxina no interior hidrofóbico dos ácidos húmicos. 

 
Com a aplicação de óxido nítrico (Figura 17), observa-se comportamento semelhante 

aos encontrados para os ácidos húmicos testados, ou seja, níveis crescentes de NO 
aumentaram o crescimento radicular, sendo as doses que promoveram maiores aumentos 
foram as doses de 50 e 100µM de SNP. Com a dose maior (200µM de SNP) houve um 
comportamento típico de toxicidez, evidenciando um comportamento tipicamente hormonal. 
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Figura 16. Efeito de diferentes concentrações de ácidos húmicos sobre o comprimento 
radicular de raízes transformadas de manjericão. Valores Relativos de comprimento 
radicular de Raízes Transformadas de Manjericão aos 5 dias (A) e aos 15 dias (B), nas doses 
1; 2; 3; 4; 5 mM Carbono L-1 de ácido húmico, submetidas aos tratamentos AH1-Ácido 
Húmico de Chernossolo Háplico; AH2-Ácido Húmico de Latossolo Vermelho-Amarelo; 
AH3-Ácido Húmico de Organossolo Háplico.  
 
Linha horizontal pontilhada limita o valor máximo do controle. 
Letras iguais dentro de cada dose não diferem entre si pelo teste de Scott Knot (p≤0,05). 
Barras verticais indicam erro padrão. (n = 4). 
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Figura 17. Efeito de diferentes concentrações de ácidos húmicos e óxido nítrico sobre o 
comprimento radicular de raízes transformadas de manjericão. Valores Relativos de 
comprimento radicular de Raízes Transformadas de Manjericão aos 5 e 15 dias, nas doses de 
ácido húmico 0; 1; 2; 3; 4; 5 mM Carbono L-1 ou nas doses de óxido nítrico 0; 0,1; 10; 50; 
100; 200 µM SNP L-1, submetidas aos tratamentos Controle (sem ácido húmico ou óxido 
nítrico); Ácido Húmico de Chernossolo Háplico (AH1); Ácido Húmico de Latossolo 
Vermelho-Amarelo (AH2); Ácido Húmico de Organossolo Háplico (AH3); SNP-
nitroprussiato de sódio como doador de óxido nítrico (NO).  
 
Linha vertical pontilhada limita o valor máximo do controle. Letras iguais entre as doses não diferem entre si 
pelo teste de Scott Knot (p≤0,05). Barras verticais indicam erro padrão. (n = 4). * Valores significativos de 
Correlação de Pearson (p≤0,05). 
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Observando o crescimento da área radicular aos 5 dias após o tratamento com os 
ácidos húmicos (Figura 18), verifica-se o crescente aumento de área radicular de acordo com 
as doses de ácido húmico, mas sem demonstrar diferença significativa para esse parâmetro 
nessa coleta. Diferenças foram observadas na coleta realizada aos 15 dias de experimento, nas 
doses de 3 e 5mM de Carbono L-1, para o tratamento AH3, evidenciando maior promoção de 
crescimento de área radicular para o ácido húmico proveniente de Organossolo Háplico.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
Figura 18. Efeito de diferentes concentrações de ácidos húmicos sobre a área radicular 
de raízes transformadas de manjericão.  Valores Relativos de comprimento radicular de 
Raízes Transformadas de Manjericão aos 5 dias (A) e aos 15 dias (B), nas doses 1; 2; 3; 4; 5 
mM Carbono L-1 de ácido húmico, submetidas aos tratamentos AH1-Ácido Húmico de 
Chernossolo Háplico; AH2-Ácido Húmico de Latossolo Vermelho-Amarelo; AH3-Ácido 
Húmico de Organossolo Háplico.  
 
Linha horizontal pontilhada limita o valor máximo do controle. 
Letras iguais dentro de cada dose não diferem entre si pelo teste de Scott Knot (p≤0,05). 
Barras verticais indicam erro padrão. (n = 4). 
 

Na Figura 19 é possível observar os resultados de correlação de área radicular de 
raízes transformadas de manjericão entre doses testadas de ácido húmico e óxido nítrico, aos 5 
e 15 dias de experimento. Verifica-se que para os tratamentos com ácido húmico, a dose de 
3mM de Carbono L-1 apresentarem maiores valores de área radicular, nas duas coletas 
realizadas, superando o controle em torno de 50%. Já os tratamentos com óxido nítrico as 
doses de 50 e 100µM de SNP L-1 apresentaram maior área radicular e a dose de 200µM de 
SNP L-1 o menor valor deste parâmetro, evidenciando que esta dose é tóxica para as raízes 
transformadas. 
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Figura 19. Efeito de diferentes concentrações de ácidos húmicos e óxido nítrico sobre a 
área radicular de raízes transformadas de manjericão.  Valores Relativos de área radicular 
de Raízes Transformadas de Manjericão aos 5 e 15 dias, nas doses de ácido húmico 0; 1; 2; 3; 
4; 5 mM Carbono L-1 ou nas doses de óxido nítrico 0; 0,1; 10; 50; 100; 200 µM SNP L-1, 
submetidas aos tratamentos Controle (sem ácido húmico ou óxido nítrico); Ácido Húmico de 
Chernossolo Háplico (AH1); Ácido Húmico de Latossolo Vermelho-Amarelo (AH2); Ácido 
Húmico de Organossolo Háplico (AH3); SNP-nitroprussiato de sódio como doador de óxido 
nítrico (NO).  
 
Linha horizontal pontilhada limita o valor máximo do controle. Letras iguais entre as doses não diferem entre si 
pelo teste de Scott Knot (p≤0,05). Barras verticais indicam erro padrão. (n = 4). * Valores significativos de 
Correlação de Pearson (p≤0,05). 
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A Figura 20 apresenta o incremento radicular dos ácidos húmicos isolados de 
diferentes classes de solos e do óxido nítrico, dos 0-5 dias e 5-15 dias. Verifica-se que para os 
tratamentos com ácido húmico a dose de 3mM de Carbono L-1 foi a dose que demonstrou 
maiores valores de incremento radicular, com crescimento em torno de 400% em relação ao 
tratamento controle. Para o tratamento com NO, as doses de 50 e 100µM de SNP L-1 
apresentaram maiores valores de incremento radicular, atingindo taxas de crescimento de 
400% em relação ao Controle. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 20. Efeito de diferentes concentrações de ácidos húmicos e óxido nítrico sobre o 
incremento radicular de raízes transformadas de manjericão.  Valores Relativos de 
incremento radicular de Raízes Transformadas de Manjericão , aos 0-5 dias e 5-15 dias de 
experimento, nas doses de ácido húmico 0; 1; 2; 3; 4; 5 mM Carbono L-1 ou nas doses de 
óxido nítrico 0; 0,1; 10; 50; 100; 200 µM SNP L-1, submetidas aos tratamentos Controle (sem 
ácido húmico ou óxido nítrico); Ácido Húmico de Chernossolo Háplico (AH1); Ácido 
Húmico de Latossolo Vermelho-Amarelo (AH2); Ácido Húmico de Organossolo Háplico 
(AH3); SNP-nitroprussiato de sódio como doador de óxido nítrico (NO).  
 
Linha horizontal pontilhada limita o valor máximo do controle. 
Letras iguais entre as doses não diferem entre si pelo teste de Scott Knot (p≤0,05). 
Barras verticais indicam erro padrão. (n = 4). 
 
 

A Figura 21 apresenta as fotos representativas das placas de petri aonde foram 
avaliados os parâmetros de crescimento das raízes transformadas de manjericão, distribuídos 
de acordo com as doses crescentes de ácidos húmicos e óxido nítrico. 
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Figura 21: Efeito de diferentes doses de ácido húmico e de óxido nítrico no crescimento 
de raízes transformadas de manjericão, aos 15 dias após o tratamento. 

 
A Figura 22 apresenta a área de acidificação dos ácidos húmicos em função da dose 

testada. Verifica-se que não houve diferença entre os ácidos húmicos, para cada dose testada, 
evidenciando o efeito promotor dos ácidos húmicos testados. 

Na Figura 23, para cada ácido húmico testado e óxido nítrico, é possível observar a 
curva de calibração das áreas de acidificação rizosférica em função da dose das substâncias 
utilizadas. Todas as substâncias testadas apresentaram maiores valores de área de acidificação 
rizosférica em relação ao Controle experimental. A dose de 3mM de Carbono L-1 de ácido 
húmico promoveu maiores áreas de acidificação em torno da raiz, onde esses valores 
promoveram praticamente o dobro de acidificação da área de rizosfera, frente ao Controle. Já 
para o óxido nítrico, a dose de 200µM de SNP L-1 provocou uma redução de 70% de 
acidificação da área de rizosfera, demonstrando que esta dose pode ser tóxica às raízes. 

Na Figura 24 encontram-se os valores de correlação significativos dos parâmetros de 
crescimento radicular de raízes transformadas de manjericão. É possível observar a correlação 
positiva em torno de 90% entre o número de sítios mitóticos e o comprimento radicular, 
proporcionados pela aplicação crescente de ácidos húmicos e óxido nítrico, assim como para 
as correlações do número de sítios mitóticos e área radicular (em torno de 90%) e 
comprimento radicular e área radicular (em torno de 93%). Esses dados sugerem que os 
aumentos da dose das substâncias testadas influenciam positivamente o crescimento radicular, 
agindo no tamanho das raízes, a área ocupada e a formação de raízes (dada pelo número de 
sítios mitóticos de raízes). 
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Figura 22. Efeito de diferentes concentrações de ácidos húmicos sobre a área de 
acidificação radicular de raízes transformadas de manjericão. Valores Relativos da área 
de acidificação radicular de Raízes Transformadas de Manjericão aos 5 dias, nas doses 1; 2; 3; 
4; 5 mM Carbono L-1 de ácido húmico, submetidas aos tratamentos AH1-Ácido Húmico de 
Chernossolo Háplico; AH2-Ácido Húmico de Latossolo Vermelho-Amarelo; AH3-Ácido 
Húmico de Organossolo Háplico.  
 
Linha horizontal pontilhada limita o valor máximo do controle. Letras iguais dentro de cada dose não diferem 
entre si pelo teste de Scott Knot (p≤0,05). Barras verticais indicam erro padrão. (n = 4). 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 23. Efeito de diferentes concentrações de ácidos húmicos e óxido nítrico sobre a 
área de acidificação radicular de raízes transformadas de manjericão. Valores Relativos 
da área de acidificação radicular de Raízes Transformadas de Manjericão aos 5 dias, nas doses 
de ácido húmico 0; 1; 2; 3; 4; 5 mM Carbono L-1 ou nas doses de óxido nítrico 0; 0,1; 10; 50; 
100; 200 µM SNP L-1, submetidas aos tratamentos Controle (sem ácido húmico ou óxido 
nítrico); Ácido Húmico de Chernossolo Háplico (AH1); Ácido Húmico de Latossolo 
Vermelho-Amarelo (AH2); Ácido Húmico de Organossolo Háplico (AH3); SNP-
nitroprussiato de sódio como doador de óxido nítrico (NO).  
 
Linha horizontal pontilhada limita o valor máximo do controle. Letras iguais entre as doses não diferem entre si 
pelo teste de Scott Knot (p≤0,05). Barras verticais indicam erro padrão. (n = 4). * Valores significativos de 
Correlação de Pearson (p≤0,05). 

AH1

bb
a

b
b

c

y = -9,6791x
2
 + 81,816x + 37,368

R = 0,91*

0

50

100

150

200

250

0 1 2 3 4 5
mM Carbono L -1

pH
 r
iz

os
fé

ric
o 

re
la

tiv
o 

(%
) i

f AH2
aa

a
a

a

b

y = -10,783x
2
 + 92,185x + 25,709

R = 0,97*

0

50

100

150

200

250

0 1 2 3 4 5
mM Carbono L -1

p
H
 r
iz

os
fé

ric
o 

re
la

tiv
o 

(%
) 

AH3
b

b
b

a

b

c

y = -11,353x
2
 + 91,915x + 27,09

R = 0,92*

0

50

100

150

200

250

0 1 2 3 4 5
mM Carbono L -1

pH
 r
iz

os
fé

ric
o 

re
la

tiv
o 

(%
) NO

d

c

b

b a
a

y = -20,818x
2
 + 140,25x - 36,618

R = 0,82*

0

50

100

150

200

250

0 0,1 10 50 100 200
µM SNP L-1

pH
 r
iz

os
fé

ric
o 

re
la

tiv
o 

(%
) 

A
A

A

A
AA

A

A
A A

A
A

A

A
A

0

30

60

90

120

150

180

1 2 3 4 5

mM Carbono L-1

ár
ea

 d
e 

pH
 r

iz
os

fé
ric

o 
re

la
tiv

o 
(%

) 
   

(c
on

tr
ol

e 
=

 0
%

)



 49 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 24. Correlação de Pearson dos parâmetros de crescimento de Raízes 
Transformadas de Manjericão. Correlação entre: área radicular X comprimento radicular 
(A); área radicular X número de sítios mitóticos (B); comprimento radicular X número de 
sítios mitóticos (C). 
 
* Valores significativos de Correlação de Pearson (p≤0,05). 

 
 
 
 
4.3 Experimento 3: Efeitos do ácido húmico e do NO asociados a duas doses de N-NO3

- 
sobre o crescimento de raiz, metabolismo do nitrogênio, atividade das bombas de prótons, 
catalase e histolocalização radicular de NO e ROS em raízes transformadas de manjericão 
 

Como pode ser observado na Figura 25 a atividade da nitrato redutase (NR) 
apresentou comportamento semelhante aos 5 e 15 dias após a montagem do experimento. 
Verifica-se que o tratamento com ácido húmico e NO influenciaram positivamente a atividade 
NR.  

A dose de 5,0mM de N-NO3
- proporcionou maior atividade da NR para os tratamentos 

controle e no tratamento com ácido húmico. Comportamento oposto foi observado para o 
tratamento com NO, ou seja, a dose mais alta de nitrato reduziu a atividade da NR. Este efeito 
pode ser devido à inibição da NR com alto teor de N-NO3

-, quando se utiliza a molécula 
bioativa NO. Uma das vias de produção de NO em plantas é dependente da NR, ou seja, com 
a aplicação de alto teor de N-NO3

-, sugere-se que houve a produção de NO. A aplicação 
exógena de NO concomitante a produção endógena pode promover um acúmulo deste 
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internas de NO. Para as duas coletas foi observado este efeito. Na dose mais baixa de N-NO3
- 

não foi observada diferença significativa entre os tratamentos com ácido húmico e NO. 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25. Efeito do ácido húmico e do óxido nítrico na atividade da nitrato redutase em 
raízes transformadas de manjericão. Controle (sem ácido húmico ou SNP); AH-Ácido 
Húmico extraído de Organossolo Háplico (3mM de Carbono L-1), SNP como doador de NO 
(100 µM SNP L-1 de solução). A - média dos tratamentos submetidos à dose baixa de N-NO3

- 
(0,5mM) e dose alta de N-NO3

- (5,0mM) aos 5 dias após os tratamentos; B - média dos 
tratamentos submetidos a dose baixa de N-NO3

- (0,5mM) e dose alta de N-NO3
- (5,0mM) aos 

15 dias após os tratamentos  
 
Letras maiúsculas iguais entre de as dose de N-NO3

-e letras minúsculas iguais dentro da dose de N-NO3
- não 

diferem entre si pelo teste de Scott Knot (p≤0,05). 
Barras verticais indicam erro padrão. (n = 4). 
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Os teores de NO3
- encontrados nas raízes de manjericão podem ser vistos na Figura 

26. Verifica-se maior teor de nitrato para os tratamentos com ácido húmico e NO, em relação 
ao controle. É possível observar menores valores de N-NO3

- na coleta feitas aos 5 dias após a 
montagem do experimento (Figura 31 A), fato este que denota a maior absorção deste ânion 
nos primeiros dias após o suprimento de nitrogênio. Não houve diferença significativa entre 
os tratamentos com as substâncias aplicadas para o teor de N-NO3

-, porém foi observada 
diferença com o controle. Aos 15 dias (Figura 31 B) foram encontrados maiores teores de N-
NO3

- em relação à coleta realizada aos 5 dias após a aplicação dos tratamentos, indicando que 
as raízes transformadas de manjericão apresentam a estratégia de acumular parte do N-NO3

- 
nos vacúolos. Também não houve diferença entre o ácido húmico e NO, em ambas as doses 
de nitrato fornecidas. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 26. Efeito do ácido húmico e do óxido nítrico no teor de nitrato em raízes 
transformadas de manjericão. Controle (sem ácido húmico ou SNP); AH-Ácido Húmico 
extraído de Organossolo Háplico (3mM de Carbono L-1), SNP como doador de NO (100 µM 
SNP L-1 de solução). A - média dos tratamentos submetidos à dose baixa de N-NO3

- (0,5mM) 
e dose alta de N-NO3

- (5,0mM) aos 5 dias após os tratamentos; B - média dos tratamentos 
submetidos a dose baixa de N-NO3

- (0,5mM) e dose alta de N-NO3
- (5,0mM) aos 15 dias após 

os tratamentos  
 
Letras maiúsculas iguais entre de as dose de N-NO3

-e letras minúsculas iguais dentro da dose de N-NO3
- não 

diferem entre si pelo teste de Scott Knot (p≤0,05). 
Barras verticais indicam erro padrão. (n = 4). 
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Na Figura 27 pode ser observado que os tratamentos com ácido húmico e NO 
apresentam maior teor de amônio, em relação ao controle. O conteúdo de N-NH4

+ nas 
diferentes coletas nas raízes transformadas, submetidas a duas doses de N-NO3

-. Os resultados 
demonstram maior teor de N-NH4

+ na primeira coleta (Figura 20 B). Comparando os 
resultados dos teores de N-NO3

- (Figura 26) e atividade na NR (Figura 25) e os teores de N-
NH4

+-, é possível sugerir que, na primeira coleta, os teores de N-NO3
- por serem menores, 

indicam que grande parte do N-NO3
- absorvido está sendo reduzido para N-NH4

+. Os 
conteúdos de N-NH4

+ são significativamente maiores nos tratamentos com ácido húmico e 
óxido nítrico, em relação ao controle, para as duas épocas coletadas. Verifica-se que não 
foram significativas as diferenças entre as doses de N-NO3

- e os tratamentos adotados. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27. Efeito do ácido húmico e do óxido nítrico no teor de amônio em raízes 
transformadas de manjericão. Controle (sem ácido húmico ou SNP); AH-Ácido Húmico 
extraído de Organossolo Háplico (3mM de Carbono L-1), SNP como doador de NO (100µM 
SNP L-1 de solução). A - média dos tratamentos submetidos à dose baixa de N-NO3

- (0,5mM) 
e dose alta de N-NO3

- (5,0mM) aos 5 dias após os tratamentos; B - média dos tratamentos 
submetidos a dose baixa de N-NO3

- (0,5mM) e dose alta de N-NO3
- (5,0mM) aos 15 dias após 

os tratamentos  
 
Letras maiúsculas iguais entre de as dose de N-NO3

-e letras minúsculas iguais dentro da dose de N-NO3
- não 

diferem entre si pelo teste de Scott Knot (p≤0,05). 
Barras verticais indicam erro padrão. (n = 4). 
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Os níveis de açúcares solúveis indicam a intensidade da atividade metabólica das 
raízes. A Figura 28 apresenta o conteúdo de açúcares solúveis nas raízes transformadas de 
manjericão. Observa-se que aos 5 dias após a montagem do experimento o teor de açúcares 
solúveis foi maior em relação aos 15 dias e que na dose mais baixa de N-NO3

- o conteúdo de 
açúcares solúveis foi menor quando comparado ao maior suprimento de N-NO3

-. O teor de 
açúcares solúveis nos tecidos vegetais são indicadores de energia prontamente disponível para 
o metabolismo celular (SOUZA, 1995). Os tratamentos com ácido húmico e NO apresentaram 
maior teor de açúcares do que o controle, demonstrando que estas substâncias podem 
possibilitar as raízes transformadas de manjericão energia para o crescimento e absorção de 
nutrientes.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 28. Efeito do ácido húmico e do óxido nítrico no teor de açúcares solúveis em 
raízes transformadas de manjericão. Controle (sem ácido húmico ou SNP); AH-Ácido 
Húmico extraído de Organossolo Háplico (3mM de Carbono L-1), SNP como doador de NO 
(100µM SNP L-1 de solução). A - média dos tratamentos submetidos à dose baixa de N-NO3

- 
(0,5mM) e dose alta de N-NO3

- (5,0mM) aos 5 dias após os tratamentos; B - média dos 
tratamentos submetidos a dose baixa de N-NO3

- (0,5mM) e dose alta de N-NO3
- (5,0mM) aos 

15 dias após os tratamentos  
 
Letras maiúsculas iguais entre de as dose de N-NO3

-e letras minúsculas iguais dentro da dose de N-NO3
- não 

diferem entre si pelo teste de Scott Knot (p≤0,05). 
Barras verticais indicam erro padrão. (n = 4). 
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Os teores de N-amino livre nas raízes transformadas de manjericão podem ser vistos 
na Figura 29. O tratamento com as substâncias bioativas (ácido húmico e NO) apresentaram 
maior teor de N-amino livre, em relação aos controles experimentais (doses de N-NO3

-). As 
concentrações adotadas de N-NO3

- aumentaram o conteúdo desse nutriente no interior da 
planta, que, através da ação das enzimas de assimilação de N elevou os teores de N-amino 
livre. Observa-se que mesmo com a utilização do baixo teor de N-NO3

-, os níveis de N-amino 
não sofreram reduções significativas, indicando que as plantas devem estar remobilizando o 
NO3 acumulado nos vacúolos a fim de manter uma homeostase metabólica. Verificou-se que 
aos 15 dias o conteúdo de N-amino foi maior, em relação à coleta realizada aos 5 dias de 
experimento. Os aminoácidos atuam como reguladores indiretos da atividade da NR e isso 
pode estar relacionado a sua capacidade de modificar a distribuição de nitrato nos 
reservatórios celulares, conseqüentemente, interferindo no processo de ativação enzimática. O 
aumento nos teores de aminoácidos do meio pode provocar a inibição da atividade da NR. 
Assim, a redução da atividade da enzima pode estar ligada aos maiores teores de aminoácidos 
presentes, aos 15 dias de experimento. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 29 Efeito do ácido húmico e do óxido nítrico no teor de N-amino livre em raízes 
transformadas de manjericão. Controle (sem ácido húmico ou SNP); AH-Ácido Húmico 
extraído de Organossolo Háplico (3mM de Carbono L-1), SNP como doador de NO (100µM 
SNP L-1 de solução). A - média dos tratamentos submetidos à dose baixa de N-NO3

- (0,5mM) 
e dose alta de N-NO3

- (5,0mM) aos 5 dias após os tratamentos; B - média dos tratamentos 
submetidos a dose baixa de N-NO3

- (0,5mM) e dose alta de N-NO3
- (5,0mM) aos 15 dias após 

os tratamentos  
 
Letras maiúsculas iguais entre de as dose de N-NO3

-e letras minúsculas iguais dentro da dose de N-NO3
- não 

diferem entre si pelo teste de Scott Knot (p≤0,05). 
Barras verticais indicam erro padrão. (n = 4). 
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A atividade da Glutamina Sintetase (GS) em raízes transformadas de manjericão 
submetidas aos diferentes tratamentos adotados pode ser vista na Figura 30. É possível 
observar que tanto o ácido húmico como o NO promoveram maior atividade da GS, 
aumentando a atividade desta enzima em torno de 40% do controle. Observa-se que aos 5 dias 
de experimento a dose mais baixa de N-NO3

- apresentou a atividade da GS superior a dose 
mais alta de N-NO3

- . Comportamento oposto foi visto aos 15 dias, onde as raízes 
transformadas tiveram maior atividade desta enzima no tratamento com a dose mais alta de N-
NO3

-. A Glutamina Sintetase catalisa a etapa chave da assimilação do nitrogênio inorgânico 
que é a incorporação do amônio ao aminoácido glutamato, produzindo a glutamina. Dessa 
maneira pode-se especular que as raízes transformadas submetidas à dose mais baixa de N-
NO3

-, nos primeiros dias de contato com este nutriente, rapidamente o absorvem, devido a sua 
limitação no meio de cultura, de forma a garantir o suprimento de N-NO3

-. Essa estratégia já 
não é observada nos tratamentos submetidos à dose mais alta de N-NO3

-, pois por não 
apresentarem limitação no meio de cultura de nitrato, podem absorver mais lentamente essa 
fonte nitrogenada. Dessa forma, o aumento da atividade da GS pode ser vista tardiamente (15 
dias). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30. Efeito do ácido húmico e do óxido nítrico na atividade da glutamina sintetase 
em raízes transformadas de manjericão. Controle (sem ácido húmico ou SNP); AH-Ácido 
Húmico extraído de Organossolo Háplico (3mM de Carbono L-1), SNP como doador de NO 
(100µM SNP L-1 de solução). A - média dos tratamentos submetidos à dose baixa de N-NO3

- 
(0,5mM) e dose alta de N-NO3

- (5,0mM) aos 5 dias após os tratamentos; B - média dos 
tratamentos submetidos a dose baixa de N-NO3

- (0,5mM) e dose alta de N-NO3
- (5,0mM) aos 

15 dias após os tratamentos  
 
Letras maiúsculas iguais entre de as dose de N-NO3

-e letras minúsculas iguais dentro da dose de N-NO3
- não 

diferem entre si pelo teste de Scott Knot (p≤0,05). 
Barras verticais indicam erro padrão. (n = 4). 
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Na Figura 31, observa-se a atividade da catalase nas raízes transformadas de 
manjericão, com a aplicação de substâncias bioativas e duas doses de N-NO3

-. É possível 
observar o aumento da atividade da catalase em torno de 40% nos tratamentos com as 
substâncias bioativas. A atividade da catalase apresentou comportamento semelhante nas duas 
coletas realizadas. Os tratamentos supridos com a menor dose de N-NO3

- apresentaram 
aumentados na atividade desta enzima. Nesse sentido, duas hipóteses podem fundamentar 
esse comportamento e está relacionada com a quantidade limitada de nitrogênio no meio de 
cultura (0,5mM N-NO3

-). A primeira se deve a produção de espécies reativas de oxigênio 
(ROS), ocasionada pelos baixos níveis de N-NO3

- no meio de cultura, tal como o peróxido de 
hidrogênio (H2O2), como sinal de estresse. A segunda hipótese e mais plausível é que o H2O2 
gerado tem importante função fisiológica, especialmente no metabolismo oxidante da parede 
celular, pois estas espécies reativas sinalizam a atividade das enzimas que promovem o 
afrouxamento da parede celular, como as celulases, hemicelulases, glucanases e pectinases, 
atuando no crescimento das células vegetais. Dessa forma, a atividade da catalase é um 
indicativo dos processos de diferenciação e crescimento das células de raiz. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 31. Efeito do ácido húmico e do óxido nítrico na atividade da catalase em raízes 
transformadas de manjericão. Controle (sem ácido húmico ou SNP); AH-Ácido Húmico 
extraído de Organossolo Háplico (3mM de Carbono L-1), SNP como doador de NO (100µM 
SNP L-1 de solução). A – média dos tratamentos submetidos à dose baixa de N-NO3

- (0,5mM) 
e dose alta de N-NO3

- (5,0mM) aos 5 dias após os tratamentos; B – média dos tratamentos 
submetidos a dose baixa de N-NO3

- (0,5mM) e dose alta de N-NO3
- (5,0mM) aos 15 dias após 

os tratamentos  
 
Letras maiúsculas iguais entre de as dose de N-NO3

-e letras minúsculas iguais dentro da dose de N-NO3
- não 

diferem entre si pelo teste de Scott Knot (p≤0,05). 
Barras verticais indicam erro padrão (n = 4). 
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A atividade das P H+-ATPases de membrana plasmática de raízes transformadas de 
manjericão podem ser observadas na Figura 32. O tratamento com ácido húmico apresentou 
maior atividade das P H+-ATPases, seguida do tratamento com NO, sendo estes tratamentos  
superiores ao controle experimental. 
 Verificou-se que a atividade das P H+-ATPases afetaram positivamente os tratamentos 
com as substâncias bioativas, nas duas doses de N-NO3

-, na primeira coleta. Já aos 15 dias não 
houve diferença entre os tratamentos adotados.  

A absorção de nitrato é um processo ativo, que ocorre contra um gradiente de 
potencial eletroquímico, e precisa da geração de um gradiente de próton através da membrana 
plasmática, sendo, portanto dependente da atividade das bombas de próton (P-H+-ATPase) 
dessas membranas (GLASS et al., 1992). O transporte de N-NO3

- da rizosfera para o interior 
celular é termodinamicamente desfavorável em termos de gradiente de potencial elétrico e 
potencial químico, assim, a absorção de nitrato requer energia, presumidamente como uma 
força próton-motriz, que é proporcionada por bombas eletrogênicas (H+-ATPases). Assim é 
possível concluir que as substâncias bioativas utilizadas possibilitaram aumento das bombas 
de prótons de membrana plasmática. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 32. Efeito do ácido húmico e do óxido nítrico na atividade da P H+-ATPases em 
raízes transformadas de manjericão. Controle (sem ácido húmico ou SNP); AH-Ácido 
Húmico extraído de Organossolo Háplico (3mM de Carbono L-1), SNP como doador de NO 
(100µM SNP L-1 de solução). A - média dos tratamentos submetidos à dose baixa de N-NO3

- 
(0,5mM) e dose alta de N-NO3

- (5,0mM) aos 5 dias após os tratamentos; B - média dos 
tratamentos submetidos a dose baixa de N-NO3

- (0,5mM) e dose alta de N-NO3
- (5,0mM) aos 

15 dias após os tratamentos  
 
Letras maiúsculas iguais entre de as dose de N-NO3

-e letras minúsculas iguais dentro da dose de N-NO3
- não 

diferem entre si pelo teste de Scott Knot (p≤0,05). 
Barras verticais indicam erro padrão. (n = 4). 
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A atividade das V H+-ATPases em raízes transformadas de manjericão submetidas aos 
tratamentos com duas doses de N-NO3

- e substâncias bioativas podem ser observadas na 
Figura 33. A V-ATPase acidifica compartimentos intracelulares e é essencial para muitos 
processos, incluindo co-transportes, desenvolvimento, e tolerância a estresses ambientais. A 
atividade desta enzima foi aumentada nos tratamentos com ácido húmico e NO, quando 
comparadas ao controle. Quando se verifica a atividade enzimática desta bomba de prótons 
nos tratamentos com as substâncias bioativas, nas duas doses de N-NO3

- observa-se que na 
dose mais baixa de nitrato utilizada, a atividade das V H+-ATPases foram aumentadas nos 
tratamentos com ácido húmico e NO, em relação a dose mais alta de nitratoaos 5 dias de 
experimento. Este aumento na atividade com a utilização das substâncias bioativas pode estar 
associado ao armazenamento de N-NO3

- nos compartimentos celulares, como o vacúolo, para 
serem utilizados posteriormente, devido à baixa concentração deste nutriente no meio de 
cultura. Aos 15 dias de experimento não houve diferença entre os tratamentos adotados. A V-
ATPase é a bomba de prótons predominante nas endomembranas da maioria das células 
vegetais, tanto em termos de quantidade de proteína como também freqüentemente em 
atividade. Sob condições de estresse como salinidade, déficit hídrico, frio, estresse ácido, 
anoxia e excesso de metais pesados nos solos, a sobrevivência da célula depende fortemente 
da manutenção ou ajuste da atividade das V-ATPases (DIETZ et al., 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 33. Efeito do ácido húmico e do óxido nítrico na atividade da V H+-ATPase em 
raízes transformadas de manjericão. Controle (sem ácido húmico ou SNP); AH-Ácido 
Húmico extraído de Organossolo Háplico (3mM de Carbono L-1), SNP como doador de NO 
(100µM SNP L-1 de solução). A - média dos tratamentos submetidos à dose baixa de N-NO3

- 
(0,5mM) e dose alta de N-NO3

- (5,0mM) aos 5 dias após os tratamentos; B - média dos 
tratamentos submetidos a dose baixa de N-NO3

- (0,5mM) e dose alta de N-NO3
- (5,0mM) aos 

15 dias após os tratamentos  
 
Letras maiúsculas iguais entre de as dose de N-NO3

-e letras minúsculas iguais dentro da dose de N-NO3
- não 

diferem entre si pelo teste de Scott Knot (p≤0,05). 
Barras verticais indicam erro padrão. (n = 4). 
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Na Figura 34 são apresentados os gráficos da atividade das H+-PPases em raízes 
transformadas de manjericão, tratadas com ácido húmico e NO, em dois níveis de N-NO3

-. 
Neste parâmetro, foi observado comportamento semelhante nas duas coletas realizadas, onde 
os tratamentos com as substâncias bioativas aumentaram a atividade enzimática, nas duas 
doses de nitrato testadas. 

As prótons pirofosfatases (H+-PPases) são bombas eletrogênicas de prótons que 
acidificam vacúolos em células vegetais. O substrato para as H+-PPases, PPi (composto 
simples de alta energia), é um subproduto de vários processos metabólicos, como a 
polimerização de DNA e RNA, síntese de aminoacil-tRNA, formação de ADP-glicose e 
UDP-glicose, entre outras (MAESHIMA, 2000). Foi observada a redução na atividade das 
H+-PPases, da primeira para segunda coleta. Este comportamento sugere que esta enzima é 
mais ativa nos primeiros dias de experimento, quando o crescimento é mais ativo (tecidos 
novos), onde o PPi é continuamente gerado, por ser uma fonte de energia de baixo custo, e 
dessa forma, podendo ser aproveitado na acidificação de vacúolos, atuando no controle da 
homeostase desta endomembrana. Além disso, a atividade das H+-PPases nas células em 
crescimento ajuda a conservar o ATP, que é a moeda corrente de energia nas células. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 34. Efeito do ácido húmico e do óxido nítrico na atividade da H+-PPase em raízes 
transformadas de manjericão. Controle (sem ácido húmico ou SNP); AH-Ácido Húmico 
extraído de Organossolo Háplico (3mM de Carbono L-1), SNP como doador de NO (100µM 
SNP L-1 de solução). A - média dos tratamentos submetidos à dose baixa de N-NO3

- (0,5mM) 
e dose alta de N-NO3

- (5,0mM) aos 5 dias após os tratamentos; B - média dos tratamentos 
submetidos a dose baixa de N-NO3

- (0,5mM) e dose alta de N-NO3
- (5,0mM) aos 15 dias após 

os tratamentos  
 
Letras maiúsculas iguais entre as dose de N-NO3

-e letras minúsculas iguais dentro da dose de N-NO3
- não 

diferem entre si pelo teste de Scott Knot (p≤0,05). 
Barras verticais indicam erro padrão. (n = 4). 
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Na Figura 35 é possível observar os valores de correlação de Pearson dos dados do 
metabolismo de N. Os valores de correlação foram altamente significativos. Comparando os 
resultados de correlação podemos atribuir que: quando a atividade da nitrato redutase 
aumenta, o teor de N-nitrato no tecido vegetal é diminuído (Figura 35A), os níveis de N-
amônio aumentam (Figura 35B), promovida pela atividade da NR, que reduz o N-nitrato a N-
amônio. Na Figura 35C, observa-se que a atividade da glutamina sintetase é aumentada 
quando os teores de N-amônio são diminuídos nas raízes transformadas de manjericão, devido 
a incorporação desta forma nitrogenada ao aminoácido glutamato, produzindo glutamina. Já 
na Figura 35D observa-se uma correlação negativa entre o teor de N-nitrato e N-amônio, que 
pode ser atribuído a atividade da NR. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 35. Correlação de Pearson dos parâmetros do metabolismo de N das Raízes 
Transformadas de Manjericão. Correlação entre: Teor de N-Nitrato X Atividade da Nitrato 
Redutase (A); Teor de N-Amônio X Atividade da Nitrato Redutase (B); Teor de N-Amônio X 
Atividade da Glutamina sintetase (C); Teor de N-Amônio X Teor de N-Nitrato (D). 
  
Valores significativos de Correlação de Pearson (p≤0,05). 

 

 

Na Figura 36 observa-se o incremento radicular relativo referente ao comprimento 
radicular das raízes transformadas de manjericão, aos 0-5 dias e 5-15 dias de experimento, 
tratadas com ácido húmico e NO, nas doses baixa e alta de N-NO3

-. O incremento radicular 
entre 5 e 15 dias é notável, apresentando taxas de crescimento em torno de 300% para os 
controles experimentais. Para o tratamento com ácido húmico as taxas de crescimento das 
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raízes transformadas de manjericão foram de 600 a 700%, nas doses de 0,5 e 5,0mM N-NO3
-, 

respectivamente. Já para o NO foi observado um incremento radicular na ordem de 500 a 
600% nas doses de 0,5 e 5,0mM N-NO3

-, respectivamente. A dose mais baixa de N-NO3
- 

tratada com ácido húmico propiciou o aumento do tamanho radicular, quando comparado aos 
demais tratamentos, sugerindo que essa associação possa ativar uma cascata de eventos 
bioquímicos relacionados ao crescimento celular, que culminam na promoção do crescimento 
radicular. Comportamento semelhante foi notado para tratamento tratado com NO. 

 

 

Figura 36. Efeito do ácido húmico e do óxido nítrico no incremento radicular relativo 
(comprimento radicular) de raízes transformadas de manjericão. Coleta realizada aos 0-5 
dias e 5-15 dias de experimento, submetidas aos tratamentos Controle (sem ácido húmico ou 
SNP); AH-Ácido Húmico extraído de Organossolo Háplico (3mM de Carbono L-1), SNP 
como doador de NO  (100µM SNP L-1 de solução) e a dose baixa de N-NO3

- (0,5mM) e dose 
alta de N-NO3

- (5,0mM).  
 
Linha horizontal pontilhada limita o valor máximo do controle. 
Letras maiúsculas iguais entre as dose de N-NO3

-e letras minúsculas iguais dentro da dose de N-NO3
- não 

diferem entre si pelo teste de Scott Knot (p≤0,05) 
Barras verticais indicam erro padrão. (n = 4). 
 

 

Na Figura 37 observa-se o efeito dos tratamentos adotados, na histolocalização in vivo 
de NO, nas raízes transformadas de manjericão. A fluorescência de NO endógeno foi 
observada nas duas doses de N-NO3

- testadas. A aplicação de ácido húmico e de NO 
aumentaram a emissão de fluorescência, sendo que na dose mais baixa de N-NO3

-, as raízes 
testadas com ácido húmico apresentaram aumentos em torno de 250% de fluorescência e no 
tratamento com NO houve aumentos de 150%, ambos em relação ao controle. 
Comportamento semelhante foi observado nos tratamentos com a dose mais alta de N-NO3

-, 
sendo estes aumentos na ordem de 200 e 100% para o ácido húmico e NO, respectivamente. 
A aplicação do “seqüestrador” (cPTIO) promoveu uma redução na emissão de fluorescência 
de 230% para ácido húmico e 140 % para NO (uma redução de 180 e 120 % em relação aos 
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tratamentos ácido húmico e NO, sem o seqüestrador de NO), tanto nas doses de N-NO3
-, 

quanto para a aplicação das substâncias bioativas, quando comparados aos tratamentos sem 
sequestrador. O cPTIO é um potente seqüestrador de NO, por atuar tanto no seqüestro de NO 
quanto na enzima óxido nítrico sintase (NOS). Verificou-se que a dose aplicada de cPTIO 
bloqueou parcialmente o conteúdo de NO nos tratamentos quando o este composto foi 
adicionado.Na dose de N-NO3

- mais alta, o cPTIO seqüestrou mais eficientemente o NO, em 
relação as substâncias bioativas testadas, promovendo  aumento de emissão de fluorescência 
de 10% em relação ao controle + cPTIO. Porém na dose mais baixa de N-NO3

-, a dose de 
cPTIO aplicada não seqüestrou totalmente o NO produzido pelas raízes transformadas, sendo 
estes aumentos de emissão de fluorescência para tratamento ácido húmico + cPTIO de 170% 
e para o tratamento com SNP + cPTIO 100%, em relação ao controle experimental. Esta 
produção endógena pode estar sendo mantida por outros mecanismos presentes na célula que 
contribuem para a síntese basal de NO, como por exemplo, a produção endógena de auxina, a 
qual é maior do que em raízes não transformadas. Um aumento transiente na concentração de 
NO pode ser induzido por auxinas, numa cascata de eventos bioquímicos que culminam no 
crescimento radicular (OTVOS et al., 2005), e, portanto sendo observado na microscopia de 
fluorescência.  

Verificando as imagens de microscopia no campo claro, é possível observar diferenças 
no padrão de ponta de raiz. As raízes dos controles (baixa e alta dose de N-NO3

-) apresentam-
se de coloração mais escuras, enquanto as raízes tratadas com ácido húmico apresentaram-se 
com aspecto mais claro e as raízes com NO um pouco mais claras que os controles (Figura 
37). Especula-se que as raízes provenientes dos tratamentos controle e com NO apresentam-se 
mais lignificadas do que as raízes tratadas com ácido húmico. Os tratamentos com o 
sequestrador cPTIO demonstraram padrão diferenciado das pontas de raiz, parecendo que se 
formavam um aglomerado de células que eram impedidas de crescer, além de apresentarem 
uma coloração mais escurecida (Figura 37A). Diante dessas evidencias, sugere-se que o NO 
esteja envolvido no crescimento radicular, atuando na ativação de enzimas, como as bombas 
de prótons e promoção na absorção de N-NO3

- induzidos pelo ácido húmico. 
O efeito dos tratamentos ácido húmico e NO submetidos à dose baixa e alta de N-NO3

- 
na histolocalização in vivo de espécies reativas de oxigênio (ROS), em raízes transformadas 
de manjericão pode ser observada na Figura 38. 

Observa-se que os tratamentos suplementados com as substâncias bioativas 
promoveram aumentos significativos na emissão de fluorescência, sugerindo um aumento nos 
níveis de ROS, quando comparados ao controle experimental, para as duas doses de N-NO3

- 
testadas. Na dose mais baixa de N-NO3

- é possível observar que a aplicação de ácido húmico 
promoveu aumentos de emissão de fluorescência de ROS, em torno de 120%, em relação ao 
controle e o tratamento com NO aumentos de 60% de fluorescência de ROS e na dose mais 
alta de N-NO3

- o padrão de fluorescência foi semelhante, porém os valores de emissão de 
fluorescência foram invertidos para o ácido húmico e NO (60 e 120%, respectivamente). As 
ROS são geradas nos processos de diferenciação e crescimento celular, como também na 
regulação do crescimento e sinalização celular em plantas. O H2O2 é uma espécie reativa de 
oxigênio que pode reagir no apoplasma, para formar o radical hidroxil, que é responsável pela 
clivagem de polissacarídeos, resultando no relaxamento da parede celular e conseqüente 
crescimento da célula.  
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Figura 37. Efeito da incubação com AH-Ácido Húmico extraído de Organossolo Háplico 
(3mM de Carbono L-1) e SNP como doador de NO (100µM SNP L-1 de solução) nos 
níveis endógenos de NO em ápice radicular de raízes transformadas de manjericão. 
Raízes crescidas em baixa (0,5mM) ou alta dose (5,0mM) de N-NO3

- por 5 dias, em 
tratamentos com ou sem o seqüestrador cPTIO. (A) - Imagens em campo claro e campo 
escuro obtidas em microscópio de fluorescência, com a escala de barras = 200µm (linha 
vermelha em cada figura), utilizando a sonda fluorescente DAF-FM-DA, específica para NO. 
(B) - Intensidade de Fluorescência Relativa em ápice radicular, expressas como número de 
pixels relativo. 
 
Em (B) letras maiúsculas iguais entre a presença e ausência de cPTIO na dose de N-NO3

-, letras minúsculas 
iguais dentro da dose de N-NO3

- e o símbolo * entre as doses (com ou sem cPTIO) não diferem entre si pelo 
teste de Scott Knot (p≤0,05). 
Barras verticais indicam erro padrão. (n = 6). 
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Figura 38. Efeito da incubação com AH-Ácido Húmico extraído de Organossolo Háplico 
(3mM de Carbono L-1) e NO- Nitroprussiato de Sódio (SNP) como doador de óxido 
nítricoNO  (100µM SNP L-1 de solução) nos níveis endógenos de ROS (espécies reativas 
de oxigênio) em ápice radicular de raízes transformadas de manjericão. Raízes crescidas 
em baixa (0,5mM) ou alta dose (5,0mM) de N-NO3

- por 5 dias, em tratamentos com ou sem o 
inibidor cPTIO (inibidor da NOS - óxido nítrico sintasesequestrador de NO). (A) - Imagens 
em campo claro e escuro obtidas em microscópio, com a escala de barras = 200µm, utilizando 
a sonda fluorescente H2DCFDA específica para H2O2. (B) - Intensidade de Fluorescência 
Relativa em ápice radicular, expressas como número de pixels relativo. 
 
Em (B) letras maiúsculas iguais entre as dose de N-NO3

-e letras minúsculas iguais dentro da dose de N-NO3
- não 

diferem entre si pelo teste de Scott Knot (p≤0,05) 
Barras verticais indicam erro padrão. (n = 6). 
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4.4 Experimento 4: Efeitos do ácido húmico e do óxido nítrico associados a duas doses de N-
NO3

- sobre a atividade das enzimas nitrato redutase, bombas de prótons, catalase e a 
histolocalização radicular de NO e ROS em raízes transformadas de manjericão em 
experimento de curta duração 
 

Foram feitas seis coletas durante o período de 24 horas (Figura 39), para avaliar a 
atividade da nitrato redutase (NR), após a adição das substâncias bioativas e doses de N-NO3

- 
testadas. Inicialmente houve uma pequena diminuição da atividade enzimática (após a 
aplicação dos tratamentos até as 3 horas), na dose mais baixa de N-NO3

-. Progressivo 
aumento da atividade da NR foi observado, tendo sua máxima atividade nas 6 horas de 
experimento, tanto para a dose mais baixa quanto para dose mais alta de N-NO3

- (Figura39). 
Em seguida houve uma ligeira redução da atividade, atingindo valores estáveis a partir da 
coleta realizada às 9 horas, até o final de experimento.  

 
A aplicação de ácido húmico promoveu aumento da atividade da NR, comportamento 

este verificado em ambas as doses testadas de N-NO3
-. Já o tratamento com óxido nítrico 

promoveu o aumento da atividade da enzima apenas na dose de N-NO3
- mais baixa. A 

aplicação de NO nas raízes transformadas de manjericão submetidas à dose mais alta de N-
NO3

- parece ter inibido a atividade da NR. Este fato pode ser devido ao aumento endógeno de 
NO, nas raízes submetidas à dose mais alta de N-NO3

-.  
 
A aplicação exógena de NO elevou os níveis desta molécula no interior das células das 

raízes transformadas, assim este acúmulo promoveu a redução da atividade da NR. Para 
ambas as dose de N-NO3

- utilizadas, a coleta realizada 6 horas após o tratamento com as 
substâncias bioativas e seus respectivos controles promoveram a máxima atividade desta 
enzima, nas raízes transformadas de manjericão. Vale ressaltar que as raízes transformadas 
ficaram 72 horas com privação de N-NO3

- no meio de cultura. Isto demonstra que a adição de 
N-NO3

- no meio de cultura aumentou a atividade da NR em poucas horas.  
 
A aplicação de ácido húmico e de NO nas raízes transformadas aumentaram a 

atividade desta enzima, em torno de 60 e 50%, respectivamente, sendo estes efeitos mais 
pronunciados na dose mais baixa de N-NO3

-. Estes efeitos podem estar associados ao aumento 
da expressão de genes promovidos por essas substâncias, que dessa forma, aumentam a 
quantidade desta enzima, logo a atividade. 
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Figura 39. Efeito do ácido húmico na atividade da nitrato redutase de raízes 
transformadas de manjericão durante 24 horas. Controle (sem ácido húmico ou SNP); 
AH-Ácido Húmico extraído de Organossolo Háplico (3mM de Carbono L-1), SNP) como 
doador de NO (100µM SNP L-1 de solução), em dose baixa de N-NO3

- (0,5mM) (A) e dose 
alta de N-NO3

- (5,0mM) (B), coletadas após o tratamento com as substâncias bioativas (tempo 
0), às 3; 6; 9; 12 e 24 horas. 
 
 
 

Na Figura 40A é possível observar a atividade da NR nas raízes transformadas de 
manjericão, tratadas com ácido húmico e NO, em duas doses de N-NO3

-. Verificou-se que os 
tratamentos com ácido húmico possibilitaram maior atividade da NR (aproximadamente 120 e 
50% nas doses baixa e alta de N-NO3

-, respectivamente), em relação aos controles 
experimentais. Na dose mais baixa de N-NO3

- observa-se que a aplicação de óxido nítrico 
aumentou a atividade desta enzima, em torno de 100%. Já na dose mais alta de N-NO3

- houve 
uma ligeira redução na atividade da NR (aproximadamente 20% do controle). Este 
comportamento demonstra que a aplicação de NO concomitante a altas doses de N-NO3

- 
reduz a atividade desta enzima, provavelmente pelo acúmulo de NO nos tecidos das raízes 
transformadas de manjericão. Este gás (NO) funciona de duas maneiras distintas nos tecidos 
vegetais, sendo que em pequenas concentrações funciona como estimulante em diversos 
processos no metabolismo vegetal. Em concentrações mais altas, o NO pode funcionar de 
maneira antagônica, como por exemplo, atuar como oxidante, promovendo a peroxidação 
lipídica ou reprimindo a expressão de genes. O provável acúmulo de NO ocasionado neste 
tratamento pode ser função da maior disponibilidade de N-NO3

- no meio de cultura, e 
conseqüente redução desta forma nitrogenada para N-NO2

-, catalisada pela nitrato redutase. A 
NR é uma das enzimas que podem sintetizar NO endógeno em plantas. Dessa forma, a 
produção aumentada deste gás no interior das células é devido à maior disponibilidade do 
precursor (N-NO3

-), e a concomitante aplicação exógena de NO, promoveu o acúmulo deste 
gás nos tecidos dessas raízes. Esse acúmulo provavelmente promove um controle negativo, ou 
seja, ocasiona a diminuição da atividade da NR, pelo fato desta enzima perceber a sinalização 
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promovida por NO. Outra possibilidade é que este acúmulo promova a repressão de genes da 
NR, reduzindo a sua quantidade no citossol. 

A atividade da catalase pode ser vista na Figura 40B. É possível observar que na dose 
mais baixa de N-NO3

- a atividade desta enzima foi superior a dose mais alta de N-NO3
-. Nesta 

avaliação, verificou-se que a aplicação, tanto de ácido húmico, quanto de óxido nítrico 
promoveram maior atividade da catalase. Esta enzima catalisa a dismutação do H2O2 em O2 e 
H2O. O H2O2 tem importante função fisiológica, especialmente no metabolismo oxidante da 
parede celular. O aumento da atividade desta enzima nos tratamentos com ácido húmico e NO 
são indicativos de que estas substâncias estão envolvidas nos processos de diferenciação e 
crescimento celular. Tem sido demonstrado que o NO pode funcionar como molécula 
sinalizadora na indução de auxina, sinalizando uma cascata de eventos bioquímicos para 
promoção do crescimento de raízes adventícias (LANTERI et al. 2006), também sendo 
reportada a atuação de NO na formação de raízes laterais (HUANG et al., 2007). Existem 
fortes indícios de que os efeitos promovidos pelo ácido húmico sejam dependentes do NO. 

Na Figura 40C verifica-se a atividade das P H+-ATPases de membrana plasmática de 
raízes transformadas de manjericão. A aplicação de ácido húmico e NO no meio de cultura 
promoveram maior atividade das P H+-ATPases, quando comparados ao controle, na dose 
mais baixa de N-NO3

- (40 e 20%, respectivamente). Na dose mais alta de N-NO3
- não houve 

diferença significativa entre os tratamentos. O influxo de N-NO3
- é um processo ativo, 

dependente de um gradiente de H+ gerado por P H+-ATPases e membrana plasmática (SANTI 
et al., 1995) e catalisado por uma combinação de sistemas de transporte de alta e baixa 
afinidade (HATS e LATS) (FORDE, 2000). A P H+-ATPase é uma enzima chave no 
estabelecimento do gradiente eletroquímico responsável pela energização da membrana, 
utilizado para os processos de transporte iônico e de solutos, sendo importante para absorção 
de nutrientes e carregamento do xilema e floema (DUBY & BOUTRY, 2009).  

A atividade das V H+-ATPases nas raízes transformadas de manjericão podem ser 
observadas na Figura 40D. A V-ATPase é a bomba de prótons predominante nas 
endomembranas da maioria das células vegetais, tanto em termos de quantidade de proteína 
como também freqüentemente em atividade. A V-ATPase acidifica compartimentos 
intracelulares e é essencial para muitos processos, incluindo co-transportes, desenvolvimento, 
e tolerância a estresses ambientais. A atividade desta enzima foi aumentada nos tratamentos 
com ácido húmico e óxido nítrico, quando comparadas ao controle. Quando se verifica a 
atividade enzimática desta bomba de prótons nos tratamentos com as substâncias bioativas, 
nas duas doses de N-NO3

- observa-se que na dose mais baixa de nitrato utilizada, a atividade 
das V H+-ATPases foram aumentadas nos tratamentos com ácido húmico e NO, em relação a 
dose mais alta de nitrato. Este aumento na atividade com a utilização das substâncias bioativas 
pode estar associado ao armazenamento de N-NO3

- nos compartimentos celulares, como o 
vacúolo, para serem utilizados posteriormente, devido à baixa concentração deste nutriente no 
meio de cultura.  

A atividade das H+-PPases em raízes transformadas de manjericão, tratadas com ácido 
húmico e NO, em dois níveis de N-NO3

- são vistas na Figura 40E. Foi observado 
comportamento semelhante nas duas doses testadas de N-NO3

-, onde a aplicação de ácido 
húmico aumentou a atividade enzimática. A aplicação de NO não afetou positivamente a 
atividade desta enzima, quando comparadas aos controles. As prótons pirofosfatases (H+-
PPases) são bombas eletrogênicas de prótons que acidificam vacúolos em células vegetais. O 
substrato para as H+-PPases, PPi (composto simples de alta energia), é um subproduto de 
vários processos metabólicos, como a acetilação da coenzima  A, na síntese de ácidos graxos, 
na  aminoacilação do tRNA, na síntese de polipeptídios, formação de ligações fosfodiéster na 
síntese de polinucleotídios, ativação de açúcares na síntese de polissacarídeos, síntese de 
nucleotídeos e lipídeos, entre outros (TEODORO, 2004). A atividade das H+-PPases nas 
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células em crescimento ajuda a conservar o ATP, que é a moeda corrente de energia nas 
células. O pirofosfato é uma fonte de energia de baixo custo, e dessa forma, pode ser 
aproveitado na acidificação de vacúolos, atuando no controle da homeostase desta 
endomembrana.  

De acordo com os resultados de atividade das bombas de prótons, a ativação destas 
pode estar relacionada com a produção de NO mediada por ácido húmico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 40. Atividade da Nitrato Redutase (A), Atividade da Catalase (B), Atividade das 
Bombas de Prótons [P H+-ATPase (C); V H+-ATPase (D); H+-PPase (E)] de raízes 
transformadas de manjericão coletadas 6 horas após a adoção dos tratamentos. Controle 
(sem ácido húmico ou SNP); AH-Ácido Húmico extraído de Organossolo Háplico (3mM de 
Carbono L-1), SNP) como doador de NO (100µM SNP L-1 de solução), tratadas com uma dose 
baixa de N-NO3

- (0,5mM) e dose alta de N-NO3
- (5,0mM). 

 
Letras maiúsculas iguais entre de as dose de N-NO3

-e letras minúsculas iguais dentro da dose de N-NO3
- não 

diferem entre si pelo teste de Scott Knot (p≤0,05). 
Barras verticais indicam erro padrão. (n = 4). 
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A histolocalização in vivo de NO nas raízes transformadas de manjericão incubadas 

por 6 horas podem ser observadas na Figura 41. A emissão de fluorescência de NO endógeno 
foi observada nas duas doses de N-NO3

- testadas. A aplicação de ácido húmico e de NO 
aumentaram a emissão de fluorescência, sendo que na dose mais baixa de N-NO3

-, as raízes 
testadas com ácido húmico apresentaram aumentos em torno de 180% de fluorescência e no 
tratamento com NO houve aumentos de 250%, ambos em relação ao controle. 

 
 
 
Comportamento semelhante foi observado nos tratamentos com a dose mais alta de N-

NO3
-, sendo estes aumentos na ordem de 380 e 300% para o ácido húmico e NO, 

respectivamente. A aplicação do seqüestrador cPTIO promoveu uma redução na emissão de 
fluorescência, na ordem de 40%, nas doses de N-NO3

- testadas. , quando comparados aos 
tratamentos sem seqüestrador.  Para os tratamentos com as substancias bioativas, o 
seqüestrador de NO reduziu a emissão de fluorescência em 200 e 220% nos tratamentos com 
ácido húmico e NO, respectivamente, na dose mais baixa de N-NO3

-, e na dose mais alta de 
N-NO3

-, o cPTIO promoveu uma redução de emissão de fluorescência de 350% para o ácido 
húmico e 250% para o NO. Verificou-se que a adição de cPTIO não seqüestrou totalmente os 
níveis de NO, apesar de uma redução significativa comparada aos respectivos tratamentos 
sem este composto. Esta manutenção nos níveis de NO pode ser devido a produção endógena 
de auxina, que é maior do que em raízes não transformadas. Um aumento transiente na 
concentração de NO pode ser induzido por auxinas (OTVÖS et al., 2005), numa cascata de 
eventos bioquímicos que culminam no crescimento radicular, e, portanto sendo observado na 
microscopia de fluorescência.  

 
A indução de sítios mitóticos promovida por ácido húmico e NO parecem estar 

relacionados com uma ativação da H+-ATPase nos primórdios radiculares (ZANDONADI et 
al. 2007; CANELLAS et al. 2002). A ativação das bombas de prótons pode estar relacionada 
com a produção de NO mediada por ácido húmico, onde os sítios mitóticos precursor de 
raízes laterais são ricos em P H+-ATPases de membrana plasmática (MORIAU et al., 1999), e 
o aumento da atividade da H+-PPase promove um aumento da atividade da P H+-ATPases de 
membrana plasmática e também do transporte de auxina, ambos relacionados ao aumento do 
número de primórdio radiculares (LI et al., 2005). Diante dessas evidências, sugere-se que o 
NO esteja envolvido no crescimento e indução de raízes, atuando na ativação de enzimas, 
como as bombas de prótons e promoção na absorção de N-NO3

- induzidos pelo ácido húmico. 
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Figura 41. Efeito da incubação com AH-Ácido Húmico extraído de Organossolo Háplico 
(3mM de Carbono L-1) e SNP) como doador de NO (100µM SNP L-1 de solução) nos 
níveis endógenos de NO em ápice radicular de raízes transformadas de manjericão. 
Raízes crescidas em baixa (0,5mM) ou alta dose (5,0mM) de N-NO3

- por 6 horas, em 
tratamentos com ou sem o sequestrador cPTIO. (A) - Imagens em campo claro e escuro 
obtidas em microscópio, com a escala de barras = 200µm, utilizando a sonda fluorescente 
DAF-FM-DA, específica para NO. (B) - Intensidade de Fluorescência Relativa em ápice 
radicular, expressas como número de pixels relativo. 
 
Em (B) letras maiúsculas iguais entre a presença e ausência de cPTIO na dose de N-NO3

-, letras minúsculas 
iguais dentro da dose de N-NO3

- e o símbolo * entre as doses (com ou sem cPTIO) não diferem entre si pelo 
teste de Scott Knot (p≤0,05). 
Barras verticais indicam erro padrão. (n = 6). 
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O efeito dos tratamentos ácido húmico e NO submetidos à dose baixa e alta de N-NO3
-

na histolocalização in vivo de espécies reativas de oxigênio (ROS), em raízes transformadas 
de manjericão pode ser observada na Figura 42. 

Observa-se que nos tratamentos tratados com as substâncias bioativas promoveram 
aumentos na emissão de fluorescência de ROS, para as duas doses de N-NO3

- testadas, na 
ordem de 150%, em relação ao controles na dose mais baixa de N-NO3

- e aproximadamente 
80% na dose mais alta de N-NO3

-. As ROS funcionam como mensageiros secundários para a 
sinalização hormonal (CHO et al., 2009) e são geradas nos processos de diferenciação e 
crescimento celular, como também na regulação do crescimento. O H2O2 é uma espécie 
reativa de oxigênio que pode reagir no apoplasma, para formar o radical hidroxil, que é 
responsável pela clivagem de polissacarídeos, resultando no relaxamento da parede celular e 
conseqüente crescimento da célula. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 42. Efeito da incubação com AH-Ácido Húmico extraído de Organossolo Háplico 
(3mM de Carbono L-1) e SNP) como doador de NO (100µM SNP L-1 de solução) nos 
níveis endógenos de ROS (espécies reativas de oxigênio) em ápice radicular de raízes 
transformadas de manjericão. Raízes crescidas em baixa (0,5mM) ou alta dose (5,0mM) de 
N-NO3

- por 6 horas, em tratamentos com ou sem o sequestrador cPTIO. (A) - Imagens em 
campo claro e escuro obtidas em microscópio, com a escala de barras = 200µm, utilizando a 
sonda fluorescente H2DCFDA específica para H2O2. (B) - Intensidade de Fluorescência 
Relativa em ápice radicular, expressas como número de pixels por área. 
 
Em (B) letras maiúsculas iguais entre as dose de N-NO3

-e letras minúsculas iguais dentro da dose de N-NO3
- não 

diferem entre si pelo teste de Scott Knot (p≤0,05) 
Barras verticais indicam erro padrão. (n = 6). 
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5. DISCUSSÃO GERAL 

 

Muitos fatores podem afetar o crescimento e desenvolvimento das raízes das plantas. 
A disponibilidade de água, luz e nutrientes são exemplos de fatores externos que influenciam 
este crescimento (LEYSER e FITTER 1998). A adaptação e sobrevivência das plantas a 
condições adversas podem estar diretamente relacionadas à habilidade do sistema radicular de 
responder a esses fatores. As raízes podem se adaptar a condições adversas, devido à 
plasticidade destes órgãos da planta, que são capazes de induzir a iniciação de primórdios 
radiculares, emitindo raízes laterais e adventícias, que desta forma podem explorar os recursos 
do ambiente (LYNCH, 1995). Esta resposta fisiológica é mediada por mudanças no balanço 
hormonal das plantas. Dentre os hormônios vegetais, as auxinas merecem destaque, visto que 
este fitormônio tem papel fundamental e promove respostas para uma grande variedade de 
sinais externos (NOCTOR & FORDE, 1998). 

Segundo Zandonadi e colaboradores (2010), a matéria orgânica do solo contém 
auxinas, especialmente o ácido indol-3-acético (AIA), que é a forma química mais abundante 
na natureza. Essas moléculas de AIA já foram identificadas na estrutura de algumas frações 
da matéria orgânica, como os ácidos húmicos, por diferentes grupos de pesquisa, utilizando-se 
de métodos detecção variados (MUSCOLO et al., 1999; CANELLAS et al., 2002).  

A atuação da auxina no desenvolvimento radicular é bastante estudada (CASIMIRO et 
al. 2003). As raízes laterais se originam de células maduras do periciclo da raiz. A sinalização 
desencadeada pela auxina leva a divisão das células do periciclo, formando-se sítios 
mitóticos, precursores de raízes laterais (DE SMET et al., 2006; ZANDONADI et al., 2007). 
O controle da arquitetura e morfologia das raízes não é influenciado somente pela auxina 
produzida pelas plantas. A indução de raízes laterais por auxinas exógenas é um fenômeno 
natural, uma vez que este hormônio está presente no ambiente em diferentes formas, inclusive 
associado às substâncias húmicas (NARDI et al., 2000; CANELLAS et al., 2002). O 
reconhecimento de auxinas exógenas associadas aos ácidos húmicos em receptores 
específicos nas células de raízes promove uma cascata de eventos bioquímicos de 
ativação/repressão gênica que culminam com a promoção do crescimento de raízes 
(CANELLAS et al., 2010). 

Dessa forma, já é consenso no meio científico que os ácidos húmicos apresentam 
moléculas bioativas, análogas a auxinas, que podem estar fracamente unidas à supra-estrutura 
das substâncias húmicas e serem liberadas para a solução do solo e para a absorção das 
plantas por uma simples variação de pH na interface das raízes decorrentes da exsudação de 
ácidos orgânicos (DOBBSS et al., 2008). Assim, os ácidos húmicos e seus domínios 
hidrofóbicos podem atuar como um reservatório de compostos químicos capazes de promover 
a liberação de determinados componentes de acordo com sinais químicos emitidos entre a 
planta e seu ambiente de crescimento. O produto desta interação causa alterações físico-
químicas no ambiente radicular externo, que, por conseguinte promovem alterações 
estruturais nas partículas supra-estruturais dos ácidos húmicos Tais alterações, podem 
supostamente gerar subunidades/fragmentos de baixo peso molecular, potencialmente capazes 
de induzirem alterações no metabolismo celular de plantas (CANELLAS et al., 2008).  

Embora os detalhes moleculares que respondem pelas alterações fisiológicas na planta 
sejam pouco explorados, tais subprodutos de baixo peso molecular podem ser reconhecidos 
por receptores presentes na plasmalema ou mesmo de modo não conhecido serem 
internalizados (via apoplasto/simplasto) e elicitarem respostas em nível celular, eventos de 
transcrição e transdução específicos, resultando em alterações estruturais e fisiológicas na 
planta (DOBBSS et al., 2007). Estes efeitos são refletidos na aceleração das taxas de 
crescimento radicular, incremento de biomassa vegetal e alterações na arquitetura do sistema 
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radicular, o que resulta em aumento da área superficial e, ou, no comprimento do sistema 
radicular (MARQUES JUNIOR et al., 2008).  

No Experimento 2 foram observados aumentos crescentes no número de sítios 
mitóticos, área e comprimento de raízes transformadas de manjericão, assim como a área de 
pH rizosférico, sendo estes efeitos promotores de crescimento radicular dependentes da dose 
de ácido húmico adotada no meio de cultura. A dose de 3mM de Carbono L-1 de meio de 
cultura foi a dose-resposta que promoveu maiores incrementos de crescimento estudados, 
servindo de parâmetro para os estudos realizados nos Experimentos 3 e 4.  

Embora as bases celulares e moleculares da ação de ácidos húmicos não estejam 
totalmente esclarecidas, estudos apontam para uma estimulação da atividade e promoção da 
síntese das enzimas H+-ATPases da membrana plasmática, num efeito tipicamente auxínico 
(PINTON et al., 1999; CANELLAS et al., 2002; QUAGGIOTTI et al., 2004). 

É conhecido que o gás NO desempenha um papel central na determinação da 
morfologia e no padrão de desenvolvimento de raízes (LOMBARDO et. al., 2006). As 
primeiras evidências acerca da participação do NO no desenvolvimento de raízes induzido por 
auxina foram providas por Gouvêa e colaboradores (1997). O acúmulo de NO em resposta ao 
tratamento com auxina foi mostrado por Pagnussat e colaboradores (2002) em enxertos de 
pepino durante a formação de raízes adventícias.  

A aplicação de auxina em raízes resultou na produção localizada de NO durante a 
formação de raízes laterais, assim como o acúmulo assimétrico de NO no ápice da raiz 
durante a resposta gravitrópica (CORREA-ARAGUNDE et al., 2004; LOMBARDO et al., 
2006). A formação de raízes laterais e adventícias, bem como a reposta gravitrópica da raiz 
foi prevenida pela aplicação do seqüestrador de NO, o cPTIO, sugerindo uma importante 
função do NO endógeno mediando estes processos (PAGNUSSAT et al., 2002). 

Dessa forma, foi proposto o uso de concentrações crescentes de SNP, um doador de 
NO, no Experimento 2, a fim de avaliar a melhor dose-resposta desta molécula, no que tange 
os parâmetros de crescimento de raízes transformadas de manjericão. A dose de 100µM de 
SNP L-1 no meio de cultura proporcionou aumentos significativos de área e comprimento 
radicular, assim como número de sítios mitóticos e área de pH rizosférico, (Figuras 18 e 28) 
sendo portanto a dose proposta em experimentos posteriores (Experimentos 3 e 4)  

Verificou-se que os parâmetros de crescimento radicular foram modificados pelo 
ácido húmico e NO, de maneira semelhante. O doador de NO, SNP, foi utilizado como 
controle positivo, visto que já é conhecido que o mesmo atua no crescimento radicular 
(CASIMIRO et al., 2004) Foi observado o aumento no número sítios mitóticos, área e 
comprimento radicular e área de pH rizosférico, nos tratamentos com as substâncias bioativas, 
o que sugere a relação com a ativação das P H+-ATPases de membrana plasmática (Figuras 18 
a 28). 

Posteriormente foram realizados mais dois experimentos, com a finalidade de estudar 
os efeitos da aplicação do ácido húmico e do NO nas raízes transformadas de manjericão 
tratadas com baixo (0,5mM) e alto (5,0mM) suprimento de N-NO3

-. Avaliou-se o 
metabolismo do nitrogênio, o incremento de comprimento radicular, a atividade da bomba de 
prótons e metabolismo oxidante (através da atividade da catalase), assim como a 
histolocalização in vivo de NO e ROS. 

No Experimento 3 foi possível observar que os tratamentos com ácido húmico afetou 
positivamente todos os parâmetros avaliados, nas duas doses de N-NO3

- estudadas. Nos 
tratamentos com NO os resultados foram semelhantes aos tratamentos com ácido húmico, ou 
seja, afetaram positivamente os parâmetros avaliados, apenas diferindo na avaliação da 
atividade da NR com a dose mais alta de N-NO3

-, que foi reduzida neste tratamento. Este 
resultado indica o papel regulatório do NO na atividade da NR, que é dependente do nível de 
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N-NO3
- aplicado no meio de cultura, sendo estes resultados corroborados por Jin e 

colaboradores (2009), que verificaram comportamento semelhante em raízes de tomateiro. 
Os tratamentos com ácido húmico e NO influenciaram positivamente o metabolismo 

do nitrogênio, avaliadas pelas frações solúveis (teores de N-NO3
-, N-NH4

+, N-amino livre, 
açúcares solúveis) e nas atividades das enzimas NR, da Glutamina Sintetase (GS) e bombas 
de prótons (P-H+-ATPases, V-H+-ATPases e H+-PPases) nas raízes transformadas de 
manjericão (Figuras 29 a 38).Os teores das frações solúveis e atividades da NR e GS foram 
mais expressivos na avaliação aos 5 dias após a montagem do experimento, o que pode ser em 
decorrência a um maior estímulo proporcionado inicialmente pelas substâncias bioativas 
testadas.  

A NR é uma enzima de grande importância no metabolismo de nitrogênio em plantas, 
pois constitui uma etapa-chave na via de assimilação do nitrogênio (SODEK, 2004). O 
processamento dessa via metabólica implica, em pelo menos, no consumo energético de 8 
elétrons e na geração de N-NH4

+, o que representa considerável dreno de energia metabólica. 
Todos os processos que se destinam à assimilação de N implicam em grande demanda 
metabólica de energia (ATKINA et al., 2000).  

O influxo de N-NO3
- é um processo ativo, dependente de um gradiente de prótons 

gerado por H+-ATPases (SANTI et al., 1995) e catalisado por uma combinação de sistemas de 
transporte de alta e baixa afinidade (HATS e LATS) (FORDE, 2000; GALVÁN & 
FERNANDES, 2001. As células podem investir cerca de 50% das reservas energéticas para a 
manutenção de gradientes iônicos através de membranas (NELSON, 1994). Com isso, a 
redução dos níveis de N-NO3

- pode resultar em diminuição do consumo de energia sob a 
forma de açúcares solúveis, o que resulta no seu acúmulo, sendo este o comportamento 
observado na coleta realizada aos 5 dias (Figuras 26B e 28B)  

Os sistemas de absorção de nitrato de alta afinidade atuam sob concentrações de 
nitrato abaixo de 0,5mM no meio externo e sofrem controle negativo pelos produtos da 
assimilação do nitrato, dessa forma uma alta redução deste composto nessas condições pode 
resultar em uma baixa eficiência na absorção deste íon quando sob baixa concentração.  

Os resultados encontrados neste experimento demonstram que parte do N-NO3
- 

absorvido foi reduzido a N-NH4
+ e o excesso foi armazenado nos vacúolos. A atividade da 

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

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

- do meio externo, a concentração de N-NO3
- no citossol foi 

semelhante para as duas doses de N-NO3
- testadas, e o excesso de N-NO3

- absorvido pôde ser 
armazenados nos vacúolos (Figura 25). 

A GS é uma enzima limitante do crescimento e do uso do N nas plantas (LAM et al., 
1995). Na atividade da GS, que é uma das vias responsáveis pela assimilação do N-NH4

+, foi 
determinada elevada atividade desta enzima nas duas avaliações realizadas, principalmente 
nos tratamentos com a aplicação de ácido húmico e NO, nas duas doses de N-NO3

- testadas 
(Figura 26). 

O nitrato age sinalizando alterações no metabolismo da célula (SITT et al., 2000), 
podendo desta forma induzir ou reprimir genes de diferentes rotas metabólicas. Dentre as vias 
metabólicas que sofrem estímulo pelo nitrato estão algumas enzimas do metabolismo de 
carbono e de ácidos orgânicos. Dessa forma, a relação entre a atividade da glutamina sintetase 
e os teores de açúcares solúveis provavelmente está ocorrendo pelo aumento no metabolismo 
de ácidos orgânicos e produção de 2-oxoglutarato, que é o acido orgânico usado na síntese de 
glutamina pela GS (SITT et al., 2000). 

O N-NH4
+ é utilizado na síntese de dos aminoácidos glutamina e glutamato, que 

servem de doadores de nitrogênio para as reações biossintéticas. A assimilação do N-NH4
+ 

pode ocorrer através de duas vias, sendo que a principal delas envolve duas enzimas: a GS e a 
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glutamato sintase (GOGAT), a segunda via envolve a enzima glutamato desidrogenase 
(GDH). A primeira via, GS-GOGAT, é a principal responsável pela assimilação de N-NH4

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

+ é alta, pois a GDH possui uma afinidade relativamente 
baixa com este composto (MERRICK & EDWARDS, 1995). Foi observado inicialmente (aos 
5 dias – Figura 26) maior teor de N-NH4

+ nos tecidos das raízes transformadas de manjericão, 
assim como a atividade da GS, demonstrando que nos primeiros dias de experimento ocorre 
uma elevada demanda de N-NH4

+, para serem incorporados em aminoácidos e assim a 
construção de proteínas necessárias nas reações de biossíntese. 

Elevados teores de N-amino livre podem ter contribuído para o acúmulo de N-NO3
- 

nos tecidos de raiz, uma vez que estudos têm demonstrado que o N-NO3
- e os produtos da sua 

redução influenciam sua aquisição e redução Souza et al. (1999). Este comportamento foi 
verificado principalmente aos 15 dias de experimento, demonstrando que inicialmente (aos 5 
dias) as raízes transformadas utilizavam mais prontamente o N-NO3

- absorvido nas reações de 
assimilação e que posteriormente poderiam acumular uma quantidade no vacúolo para no 
futuro utilizar esta reserva. 

Uma vez que a disponibilidade de açúcares está correlacionada com a demanda 
energética elevada, as raízes transformadas possivelmente podem utilizar essa energia para os 
demais processos metabólicos. Além disso, a redução dos níveis de açúcares solúveis implica 
em fosforilação da NR, resultando na inativação dessa enzima (KAISER & HUBER, 2001). O 
pool de açúcares, que podem ou não estarem fosforilados na célula são os sinais internos que 
regulam as proteínas quinase e fosfatase, determinantes do estado de ativação da NR, 
baseando-se na observação de que a desfosforilação artificial da NR resultou em maior 
atividade dessa enzima no escuro (HUBER & KAISER, 1996). O que também pode estar 
ocorrendo é o desvio de esqueletos de carbono para as reações de síntese de aminoácidos e 
proteínas estruturais, principalmente na coleta realizada aos 15 dias. 

A estreita correlação entre o metabolismo de nitrogênio e do carbono nas plantas é 
relatada há algum tempo em muitos trabalhos. Portanto, uma maior eficiência energética, se 
traduz quase que obrigatoriamente numa maior eficiência no uso do N, pois os processos de 
absorção, translocação, redução e remobilização deste nutriente são dependentes de energia 
metabólica. Há gasto de poder redutor e ATP para as enzimas envolvidas nesses processos.  

O crescimento e desenvolvimento de raízes são altamente responsivos a 
disponibilidade de nutrientes (ZHANG & FORDE, 2000). A acessibilidade e entrada de N são 
consideradas como fatores que mais afetam o crescimento de plantas (LEA & AZEVEDO, 
2006). 

Espécies como NH4
+, NO3

- e NO tem sido apontadas atuantes no crescimento e 
proliferação de raízes (BLOOM et al., 2003). Os experimentos realizados neste trabalho 
constatam esse comportamento. 

Tem sido sugerido que a assimilação de nitrato leva a um aumento do influxo de 
auxina que então estimula o crescimento de raízes laterais no local de assimilação 
(SATTELMACHER et al., 1993).  

ZHANG e FORDE (1998) encontraram taxas similares de alongamento radicular entre 
mutantes de Arabidopsis sem a NR e plantas normais, indicando que a resposta não é 
dependente da habilidade da planta em assimilar o N-NO3

-.  
Em milho, o aumento nas taxas e freqüência de iniciação do alongamento das raízes 

laterais associado com um suprimento localizado de N-NO3
- foi correlacionado com um 

aumento no conteúdo endógeno de AIA nas raízes da zona de suprimento do N-NO3
- 

(SATTELMACHER et al., 1993).  
Além de estimular o crescimento radicular quando sob suprimento localizado, o N-

NO3
- também exerce um efeito inibitório sobre o alongamento de raízes laterais (ZHANG et 
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al., 1999; ZHANG & FORDE, 2000). Esta inibição que não afeta as raízes primárias foi 
primeiro notada quando altas concentrações de N-NO3

- (>10 mmoles L-1) foram aplicadas ao 
sistema radicular de Arabidopsis. Estes mesmos autores afirmam que existem evidências 
sugerindo que o acúmulo de nitrato dentro da planta tem um importante papel na inibição do 
desenvolvimento de raízes laterais.  

Segundo Zhang & Forde (2000), existem fortes evidências fornecidas por diversos 
estudos de que as raízes podem perceber a presença do nitrato no ambiente e usar isto como 
sinal para modular a expressão de genes. Os genes para NR em plantas são rapidamente 
induzidos pelo nitrato, sendo esta indução muito rápida (dentro de minutos) e não dependente 
da síntese de novas proteínas (GOWRI et al., 1992). Uma forma de NR ligada à membrana 
plasmática (PM-NR) que é bastante distinta da forma citossólica e está localizada na 
superfície da face externa da membrana plasmática tem sido indicada como um possível 
sensor de N-NO3

- (FORDE, 2002). Uma enzima ligada à membrana que catalisa a redução do 
NO2

- a NO foi descoberta há poucos anos em raízes de tabaco (STÖHR et al., 2001). Este 
mesmo autor sugere que esta enzima, nitrito:NO-redutase, pode atuar em conjunto com a PM-
NR para converter o N-NO3

- externo em NO, que poderia prontamente passar através da 
membrana plasmática e atuar como um intermediário na sinalização pelo N-NO3

-.  
O envolvimento do NO na promoção do crescimento de raiz foi observado por 

GOUVEIA e colaboradores, (1997). Eles mostraram que o NO induziu o alongamento celular 
pelas mesmas rotas metabólicas que as auxinas. PAGNUSSAT e colaboradores (2002) 
verificaram um aumento transiente na concentração de NO, mostrando ser esse efeito 
envolvido no desenvolvimento de raízes induzido por AIA e que atua posteriormente a 
sinalização da auxina, pelo acumúlo de cGMP.  

O mecanismo de ação dos ácidos húmicos opera em parte pela via de sinalização de 
auxina, sendo recentemente proposto que outras moléculas podem também estar atuando, 
como as dependentes da percepção de etileno (QUAGGIOTTI et al., 2004; DOBBSS et al., 
2007; TREVISAN et al., 2009). 

Neste trabalho as raízes tratadas de ácido húmico apresentaram comportamento 
semelhante ao tratamento com NO, visto os resultados das análises realizadas, sugerindo que 
o mecanismo de ação dos ácidos húmicos são dependentes das vias de sinalização auxínica. A 
indução de crescimento e promoção de sítios mitóticos parecem estar relacionadas a ativação 
das bombas de prótons, pela geração de NO endógeno, mediada pelo ácido húmico (Figuras 
32, 33, 34, 35 e 37). LI e colaboradores (2005) verificaram que a superexpressão de H+-PPase 
promove um aumento da atividade da H+-ATPases de membrana plasmática e do transporte 
de auxina, ambos relacionados ao aumento no número de primórdios radiculares. Os genes 
que expressam as H+-ATPase são responsáveis pela sinalização do alongamento celular 
respondem a mudanças na concentração de auxina no interior da célula. 

A acidificação do apoplasto devido ao aumento da atividade e expressão da H+-
ATPase, sinalizada por auxina é um dos mais importantes processos celulares promotores do 
crescimento vegetal (HAGER et al., 1991; FRÍAS et al., 1996), onde o ácido húmico 
apresenta respostas similares ao mecanismo auxínico. 

Tradicionalmente, a produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) tem sido 
considerada parte da explosão oxidativa em situações danosas às plantas (FORDE & 
NOCTOR, 2005). Entretanto, evidências adquiridas recentemente demonstram papéis 
específicos das ROS na regulação do crescimento e sinalização celular nas plantas 
(FOREMAN et al., 2003; CÓRDOBA-PEDREGOSA et al., 2007). 

Milles & Fry (2001) propõem que o H2O2, uma ROS, pode reagir para formar o 
radical hidroxil no apoplasto e ser responsável pela clivagem de polissacarídeos, resultando 
no relaxamento da parede celular. Foreman e colaboradores (2003) sugerem que a 
acumulação de ROS são requeridas para o crescimento de raiz, as quais funcionam como 
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mensageiros secundários para a sinalização hormonal (CHO & COSGROVE, 2002). Estudos 
recentes revelam que as ROS, particularmente o H2O2, são sensíveis à suplementação de N, 
sendo esta ROS envolvida no crescimento de raiz dependentes dos níveis de N-NO3

- 
(SCHACHTMAN & SHIN, 2007). 

O H2O2 produzido na célula tem importante função fisiológica, especialmente no 
metabolismo oxidante da parede celular, pois estas espécies reativas sinalizam a atividade das 
enzimas que promovem o afrouxamento da parede celular, como as celulases, hemicelulases, 
glucanases e pectinases, atuando no crescimento das células vegetais (RODRIGUES-
SERRANO et al., 2006; COSGROVE, 1997). Dessa forma, a atividade da catalase é um 
indicativo dos processos de diferenciação e crescimento das células de raiz. Elevada atividade 
da catalase foi observada nos experimentos (Figura 31), sendo este desempenho mais 
significativo nos tratamentos com a dose mais baixa de N-NO3

-. A atividade da catalase pode 
ser correlacionada com os níveis de H2O2 no interior da célula, já que esta enzima catalisa a 
dismutação do H2O2 em O2 e H2O. Zhao e colaboradores (2007), avaliando a influencia da 
suplementação de nitrato no crescimento de raízes de milho constataram a diminuição dos 
níveis de H2O2 com o aumento da dose de nitrato e que com a redução de H2O2, o crescimento 
das raízes de milho foi significativamente reduzido, indicando que ROS são necessárias para a 
promoção do crescimento de raízes e que a dose de nitrato influencia este processo. Os 
tratamentos com ácido húmico e NO aumentaram a emissão de fluorescência de ROS (Figura 
38). Este aumento de ROS pode ter estimulado a expressão de genes da enzima catalase, o 
que culminou no aumento da atividade desta enzima, para minimizar os efeitos oxidantes das 
ROS geradas no crescimento radicular. A alta correlação significativa (r = + 0,91) entre a 
atividade da catalase e a emissão de fluorescência de ROS observada no experimento suporta 
a idéia de que a catalase esteja atuando para minimizar os efeitos oxidantes das ROS, no 
evento de crescimento radicular. 

O crescimento radicular, aliado a geração de ROS observada nos tratamentos com as 
substâncias bioativas (Figura 36) é indicativo do papel fundamental destas espécies na 
promoção do crescimento, já que as ROS são responsáveis pela clivagem de polissacarídeos, 
que resultam no relaxamento da parede celular e conseqüente aumento de tamanho. A parede 
celular é uma estrutura anatômica dinâmica, que apresenta uma importante função no controle 
do crescimento celular (POTTERS et al, 2007). O metabolismo de ROS representa um papel 
decisivo na diferenciação e desenvolvimento celular. Assim, é possível supor que o H2O2 
produzido devido ao desbalanço oxidativo, possa atuar como mensageiro secundário para a 
expressão de alguns genes responsáveis pela indução dos processos morfogênicos. 

Analisando os resultados do Experimento 4, no qual se avaliaram a atividade da NR, 
atividade da bomba de prótons, atividade da catalase e a histolocalização in vivo  de NO e 
ROS, constatamos que os efeitos proporcionados pelo ácido húmico e NO são rapidamente 
aumentados, principalmente nos tratamentos com as substâncias bioativas, observando-se já 
nas 6 primeiras horas a máxima atividade da NR nas raízes transformadas de manjericão, 
indicando que os processos de absorção de N-NO3

- são rapidamente estabelecidos com a 
suplementação deste nutriente, lembrando que as raízes transformadas ficaram 72 horas sem a 
suplementação de N. Comparando os resultados deste experimento com o anterior, verifica-se 
que o comportamento foi semelhante, porém, os valores das atividades enzimáticas são 
maiores nas 6 primeiras horas (Figura 39 e 40). Assim especula-se que os efeitos benéficos 
das substâncias bioativas utilizadas promovam apenas inicialmente seus efeitos, e que ao 
longo do tempo, os tratamentos com estas substâncias, se igualem aos seus respectivos 
controles (sem a aplicação de ácido húmico ou NO). 
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6 CONCLUSÕES  

 

� Os tratamentos com ácido húmico e óxido nítrico proporcionaram aumentos no 
crescimento radicular, área e comprimento nas avaliações realizadas A concentração 
de 3mM Carbono L-1, presente no ácido húmico, foi a dose resposta que melhor 
respondeu aos parâmetros de crescimento.Dentre os ácidos húmicos, o proveniente do 
Organossolo Háplico foi o que apresentou melhores parâmetros de crescimento de 
raízes. 

 
� Para a curva de calibração do óxido nítrico, as concentrações que melhor 

influenciaram o crescimento e incremento radicular estão na faixa de 50 a 100µM 
SNP L-1. 

 
� Tanto o ácido húmico quanto o óxido nítrico aumentam a acidificação do pH 

rizosférico, indicando maior atividade na bomba de prótons, principalmente na dose de 
3mM Carbono L-1 e  50 a 100µM SNP L-1 respectivamente. 

 
� Os teores das frações solúveis e atividades da NR e GS foram mais expressivos na 

avaliação aos 5 dias após a montagem do experimento, o que pode ser em decorrência 
a um maior estímulo proporcionado inicialmente pelo ácido húmico e óxido nítrico, 
exceto na avaliação do N-NO3

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

- nos vacúolos. 
 
� Um decréscimo na atividade da Nitrato Redutase foi vista quando no meio de cultura 

suplementado com a maior dose de N-NO3
-, na presença de NO, o que indica uma 

inibição da NR, quando suplementada com essa molécula em elevadas doses. 
 
� A indução de crescimento e promoção de sítios mitóticos parecem estar relacionadas a 

ativação das bombas de prótons, pela geração de NO endógeno, mediada pelo ácido 
húmico. 

 
� A histolocalização de NO e ROS revelaram que os tratamentos com ácido húmico e 

óxido nítrico aumentam os níveis endógenos de NO e ROS, propiciando o aumento do 
crescimento de raízes transformadas de manjericão e evidenciando a importância 
destas espécies moleculares nos processos de diferenciação e crescimento celular. 

 
� As raízes transformadas de manjericão podem ser utilizadas como uma ferramenta 

biotecnológica no estudo dos efeitos mediados por ácido húmico e NO. 
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