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RESUMO

O efeito da adigao de substancias humicas presentes na matéria organica do solo
sobre o crescimento e metabolismo das plantas, tem sido comprovado em diversas
pesquisas. HaA a comprovacdo da presenca destas substancias em elevadas
concentracées no vermicomposto, utilizado na adubacdo orgéanica no cultivo de
hortaligas. O presente trabalho avalia o efeito de diferentes doses de acido humico e
fulvico extraidos de vermicomposto vegetal, no metabolismo de nitrogénio em
plantas de rdcula cultivadas em casa de vegetacdo. A pesquisa foi desenvolvida na
Universidade Estadual do Maranh&o, no periodo de Agosto a Outubro de 2009. O
experimento foi conduzido em vasos com capacidade de 2,0 dm® tendo como
substrato areia lavada, irrigada a cada trés dias com uma solugdo nutritiva. O
delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado em um esquema
fatorial 2 x 5 (dois acidos e cinco dosagens) com cinco repeticoes. As substancias
hamicas foram extraidas de amostras de aproximadamente 500g de vermicomposto
com base na solubilidade em meio acido-base. As doses aplicadas foram: 0 (sem
Acido Humico e Acido Fulvico), 50, 100, 150 e 200 mg de C.L" sendo aplicadas aos
10, 20 e 30 dias apos o transplantio das mudas. Foram avaliadas a massa seca da
parte aérea, massa seca e volume de raiz, atividade da Nitrato Redutase nas folhas,
N-amino livre, N-NOs, N-NH4, N-protéico nas folhas. O AF afetou o crescimento
vegetativo radicular, ao contrario do AH que nao exerceu efeitos significativos. A
dose de 100 mg de C.L™" de AF contribuiu para o aumento da quantidade de MS nas
raizes de rucula. Essa dose proporcionou aumento na razgo raiz/parte aérea e na
MS total. Para o metabolismo do nitrogénio as substancias humicas em especial o
AF proporcionou maior atividade da enzima NR e a redu¢do de aminoacidos livres.
Tais efeitos sugerem que o acido falvico aplicado em diferentes doses
proporcionaram uma melhor aquisicdo do N pela planta e diminuiram o efeito do

estresse hidrico e salino.

Palavras Chave: Substancias Humicas. Nitrogénio. Rucula



ABSTRACT

Abundant research has demonstrated significant effects of humic substances of soil
organic matter on plant growth and metabolism. Vermicompost, utilized for vegetable
cultivation, has elevated concentrations of these substances. This research
evaluates the effects of different doses of humic and fulvic acids extracted from
vermicompost on the nitrogen metabolism of rucola plants grown in a greenhouse.
Research was executed in Maranhao State University between August and October
2009. The experiment used 2,0 dm? sized pots with washed sand as substrate, with
the addition of nutritive solution every three days. Experimental layout was a bi-
factorial completely randomized block design with 2 acids in 5 doses and 5
replications each. The humic substances were extracted from approximately 5009 of
vermicompost based on their solubility in acids and bases, with doses of 0 (without
HA and FA), 50, 100, 150 and 200 mg of C.L™, applied at 10, 20 and 30 days after
transplanting. | evaluated the aboveground dry weight, dry weight and volume of the
roots, Nitrate Reductase activity, free amino-N, NO3-N, NH4-N, and protein-N in the
leaves. Fulvic acids affected plant growth, whereas HA didn’t. 100 mg of C.L" as FA
caused maximum increment of root mass, of root:shoot ratio and of total plant dry
mass. Humic substances, especially the FA affected the nitrogen metabolism,
especially by increasing nitrate reductase activity. These results suggest that small

doses of fulvic acids are beneficial for an improved plant N uptake.

Keywords: Humic Substance. Nitrogen. Rucula.
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1 INTRODUCAO

A matéria organica do solo € um dos fatores responsaveis pela
sustentabilidade dos sistemas agricolas. O manejo adequado da matéria organica é
importante para a seguranca alimentar, pois um solo bem estruturado é
imprescindivel para a producdo sustentavel de alimentos e para atender as
necessidades da populacao (MACHADOQO, 2001).

O uso intensivo do solo para implantacido de diferentes sistemas de
produgcdo tem proporcionado perdas significativas nos niveis desse componente,
sendo necessaria a utilizacdo de praticas agricola que possam manter o equilibrio
entre as taxas de entrada e saida desse componente no solo.

Uma das alternativas capazes de repor a matéria organica do solo tem
sido a utilizacdo de adubos organicos obtidos por meio dos processos de
vermicompostagem. A decomposicao dos residuos organicos através da acao das
minhocas ocorre em um curto intervalo de tempo, resultando em um produto final
estabilizado apresentando diversos beneficios para as propriedades quimicas e
fisicas do solo e para nutricdo das plantas (CANELLAS; SANTOS, 2005).

As substancias humicas, constituintes ndo vivos da matéria organica do
solo podem ser isoladas de diversas fontes, inclusive de vermicompostos. Os efeitos
dessas substancias no metabolismo das plantas tem sido verificado em diversas
pesquisas que indicam o aumento do crescimento vegetal e incrementos na
absorgao de nutrientes como resultados da bioatividade dessas substancias.

A produgdo de  hortaligas folhosas sempre teve expressivo
reconhecimento no cenario agricola nacional. No entanto, a obtencédo de um produto
final de elevada qualidade depende de diversos fatores tais como a manutengéao dos
bons niveis de fertilidade do solo, de suas propriedades fisico-quimicas e da
presenca de nutrientes prontamente disponiveis para as plantas.

Um dos elementos quimicos mais importantes para o crescimento vegetal
€ o nitrogénio. Evidéncias experimentais tem demonstrado que as SHs exercem
efeitos sobre 0 NO3” aumentando a absorcao desse ion pelas raizes de diferentes
espécies vegetais (PINTON et al., 1999).

Apesar da grande quantidade de pesquisas envolvendo os efeitos das
SHs no metabolismo das plantas muitos questionamentos ainda persistem passiveis

de respostas, entre eles a forma como essas substancias atuam no interior da célula
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vegetal, assim como a definicdo concreta de um modelo estrutural que possa
classificar quimicamente essas substancias (NARDI et al., 2002).

Grande parte das pesquisas indica a fracdo de baixo peso molecular
(denominada pelo método operacional de Acido Fulvico - AF) presente nas
substancias humicas como responsavel pelos efeitos ja mencionados (RAUTHAN;
SCHNITZER, 1981). No entanto, essa consideracdo pode ser reavaliada ja que a
presenca de substancias humicas de elevado peso molecular como os Acidos
Humicos (AH) também tem sido responsavel pelo aumento na absorcdo de
nutrientes em raizes de milho, o que sugere a necessidade de outros trabalhos que
possam comparar a bioatividade das duas fracbes sobre as mesmas condi¢cdes
experimentais (CANELLAS; FACANHA, 2004).

O presente trabalho tem como objetivo extrair e avaliar, em condicoes
controladas, os efeitos do Acido Humico (AH) e Acido Fulvico (AF), obtidos a partir
de vermicomposto, sobre 0 metabolismo de nitrogénio em plantas de Rucula (Eruca
Sativa Miller).
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Matéria organica

A matéria organica presente no solo ou incorporada através de residuos
organicos é de vital importancia para a manutencao do equilibrio do sistema solo-
planta. E considerada como fonte de energia e nutrientes, mantendo o solo em
estado dinamico e exercendo importante papel na qualidade quimica, fisica e
biolégica do solo (LANDGRAF, 2005).

O termo Matéria Organica é bem amplo podendo apresentar-se como um
complexo sistema de substancias carbdnicas, cuja dinamica é mantida pela continua
renovacao de residuos organicos de natureza variada e em constante
transformacao, sob acao de fatores edaficos, climaticos, biolégicos, quimicos e
fisicos (SILVA et al., 2002).

A matéria organica € constituida por componentes vivos e ndo vivos em
interacdo constante. Os componentes vivos correspondem as raizes, fauna do solo
e microorganismos. Apds atingirem os estagios de decomposi¢dao e mineralizagéo,
estes componentes proporcionam aporte de nutrientes ao solo e consequentemente
aos sistemas agricolas. Somando-se as porcentagens de carbono presentes nos
trés constituintes a matéria organica viva raramente ultrapassa 4% do carbono
organico total do solo (MENDONCA et al., 2007).

Quanto aos componentes ndo vivos, estes representam a parte mais
importante da matéria organica por contribuirem em média com 98% do carbono
organico total do solo. Esta fracdo é representada pela matéria macrorganica
composta por restos vegetais em varios estagios de alteragdo, e pelo Humus
constituido por material humificado: acidos hdmicos, acidos fulvicos e humina; e
material ndo humificado: carboidratos, lipidios, acidos organicos, polifendis, acidos
nucléicos, pigmentos e proteinas (STEVENSON, 1994; MENDONCA et al., 2007).

A matéria organica ndo viva € resultante dos processos de degradacao
quimica e biolégica de residuos orgénicos e das diversas interagbes com o0s
microrganismos presentes no solo. Por apresentar alto grau de estabilidade é a
fracdo mais importante e também a mais pesquisada.

Dentre os diversos beneficios que a MO proporciona ao solo destacam-

se: 1. O suprimento de minerais — atuando como fonte principal de nitrogénio,



14

fosforo e enxofre, por meio dos processos de decomposi¢éo e mineraliza¢do para as
raizes; 2. Estabilidade de agregados de particulas do solo — solos com maiores
quantidades de MO apresentam estrutura leve e descompactada; 3. Melhoria da
aeragao do solo — maior quantidade de poros para a circulagdo do ar e penetragao
das raizes; 4. Aumento da capacidade de troca de cations; 5. Aumento da populacao
microbiana, incluindo microrganismos benéficos; 6. Retencdo da umidade; 7.
Complexacdo de metais pesados; 8. Suprimento de susbtancias humicas que
funcionam como carregadores de micro e macronutrientes ou fatores de
crescimento. (CRASWELL et al., 2001).

Santos et al. (2001) trabalhando com a cultura da alface observaram o
efeito residual da aplicagao de diferentes doses de composto organico aumentando
também os teores de fosforo e CTC do solo.

Pesquisa realizada com cultivo de sorgo em solos tropicais da Venezuela
demonstrou que a incorporagdo de residuos de mata nativa e de leguminosa
utilizados como fonte de adubo organico aumentaram as taxas de mineralizacao de
nitrogénio e carbono, e consequentemente a atividade microbiana (ESPINOZA,
2004).

A perda de matéria organica resulta em diversos danos ao solo, tanto na
composicao fisica quanto na composicao quimica. Nos solos tropicais, em especial,
onde a MO existente é decomposta com maior facilidade devido as condigcbes
climaticas locais, a presenca de matéria organica torna-se fator indispensavel para
os sistemas agricolas.

Marchiori et al. (1999) avaliaram as alteragdes na matéria organica de um
LATOSSOLO ROXO sob diferentes formas de manejo, podendo observar que o
cultivo com cana-de-aglcar quando comparado a uma darea com mata natural
apresentou menores valores de C organico no solo e na fragao humina.

Nos solos brasileiros as taxas de MO em média ndo ultrapassam 4%
sendo necessaria a utilizacao de estratégias que possam contribuir para elevacao ou
ao menos manutencdo destes niveis (PILLON, 2005). A utilizagdo de praticas
conservacionistas capazes de permitir o aporte de MO devem ser realizadas para
que se possa garantir a sustentabilidade ambiental e produtiva do solo.

A utilizacdo de adubos e compostos para melhorar o compartimento
organico do solo tem sido uma pratica comum em pequenas e médias propriedades.

O costume de utilizar adubos como esterco bovino ou de aves e compostos
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produzidos a partir de restos vegetais, permite o aproveitamento de residuos
organicos produzidos na propriedade familiar, disponibilizam nutrientes para os
vegetais, e afetam decisivamente a constituicdo estrutural do solo (CANELLAS,
2005).

A adubacdo orgéanica tem representado uma alternativa viavel para o
acréscimo ou manutencdo das taxas de MO presente no solo. Ela permite a
absorcao lenta de nutrientes, proporcionando também aumento na populacao de
microrganismos responsaveis pela decomposicdo da MO e melhoria das
propriedades fisicas do solo - o que garante melhor crescimento radicular e
consequentemente melhor desenvolvimento vegetal (CANELLAS, 2005; YURI et al.,
2004; OLIVEIRA et al., 2009).

Silva et al. (2004) avaliando o efeito da aplicacao de diferentes doses de
esterco bovino observaram aumento na retencao da umidade e disponibilidade de
agua no solo, aumento dos teores de fésforo, potassio e sédio na camada de 20-30
cm, bem como o aumento do rendimento das espigas verdes e dos graos de milho
proporcionalmente a elevacdo da dose de esterco aplicada.

Outra forma viavel para a reposicdo da MO ao solo, utilizada
principalmente em sistemas agricolas de baixa escala é a vermicompostagem.
Durante o processo de decomposicado aerdbica a acao fisica, quimica e biolégica
exercida pelas minhocas e 0s microrganismos existentes em seu trato digestivo
acelera a decomposicdo dos residuos organicos resultando em um material de
coloragao escura, altamente estavel denominado humus de minhoca, coprolitos ou
vermicomposto (GLIESMAN, 2005).

O processo de compostagem através do metabolismo das minhocas
ocorre em curto periodo, levando a matéria organica recente a um estado de
estabilizacdo semelhante ao que ocorre na natureza, porém as fracbes organicas
originadas apresentam estruturas diferentes das de um acido humico de turfa ou de
solo (LANDGRAF, 1999).

O vermicomposto auxilia na reestruturagdo de solos degradados e
disponibiliza de maneira prontamente assimilavel os nutrientes necessarios para o
desenvolvimento das plantas, em especial o nitrogénio, que pode ser encontrado em
concentragdes cinco vezes maior que no material organico inicial (HARRIS et al.,
1990).
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As caracteristicas do vermicomposto estdo relacionadas ao tipo e a
qualidade do material do qual foi originado. Castilhos et al. (2007) avaliaram a
distribuicdo de substancias humicas presentes em vermicomposto originados de
diferentes fontes. Os resultados indicaram um decréscimo de acidos humicos e
acido fulvicos na sequéncia: borra de café> esterco ovino>borra de erva mate>
esterco bovino>esterco suino>esterco de codorna. Nesta mesma pesquisa foi
observado aumento na quantidade de COT de 232 g.kg™ para 457 g.kg™', sendo os
valores mais baixos encontrados nos vermicomposto de origem animal.

De maneira geral o vermicomposto €& considerado como excelente
condicionador do solo, melhorando as caracteristicas quimicas, fisicas e bioldgicas.
Sousa et al. (2006) avaliaram o efeito de diferentes vermicompostos sobre a
biomassa microbiana do solo demonstrando que a aplicagdo do vermicomposto
oriundo do esterco de codorna aumentou os teores de carbono orgénico total e
promoveu maior atividade microbiana evidenciados pelo aumento na taxa de
respiracao basal e no quociente metabdlico do solo.

A adicdo de vermicomposto ao solo possibilita a diminuicdo da acidez
comum a maioria dos solos brasileiros. Avaliagdes no pH de um Latossolo Amarelo
Vermelho Distréfico ap6s a adubagdo com vermicomposto demonstraram elevagao
do pH em todas as parcelas com este tratamento independente da fonte, sendo o pH
elevado de 5,2 a 6,1 (OLIVEIRA, 2009).

2.2 Substéancias humicas
2.2.1 Conceitos e aspectos gerais

As Substancias Humicas (SH) apresentam-se na natureza como parte
integrante da matéria organica do solo, aguas naturais, sedimentos, turfas,
vermicomposto e produtos da compostagem. Constituem um material altamente
estabilizado responsavel pelo fornecimento da maior parte de carbono ao solo (80 a
90%), podendo afetar diretamente o metabolismo e o crescimento das plantas.

As SHs apresentam caracteristicas fisicas e quimicas variaveis,
dependendo diretamente do material de origem, da qualidade desse material, dos
diferentes mecanismos de formacao dessas substancias, assim como das condigdes
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climaticas e da acdo de microrganismos responsaveis pela produgdo de enzimas
capazes de condicionar a qualidade dessas substancias (LANDGRAF, 1999).

Dada a natureza complexa e bastante heterogénea das SHs é comum
serem encontradas na literatura diferentes definicbes para esse termo. No entanto,
apesar da quantidade expressiva de trabalhos publicados sobre o assunto, pouco
sao as informacdes precisas que comprovem a origem, sintese, estrutura quimica e
funcbes dessas substancias (MACCARTH, 2001).

Comumente as SHs sado definidas como produtos da degradacao
oxidativa e subsequente polimerizacdo da matéria organica animal e vegetal. Sendo
constituidas por uma mistura de compostos de elevada massa molar com uma
grande variedade de grupos funcionais (RAUEN, 2002).

Para Stevesson (1994) as SHs podem ser definidas como uma série de
polimeros amorfos de coloragdo amarelo-marrom a preta, com peso molecular
relativamente alto, formados por reacdes de sintese secundaria e através da agao
de fatores bidticos e abiéticos.

Segundo MacCarthy (2001), as definicbes dadas as SHs sao vagas e
pouco indicam sobre a natureza quimica dos materiais humicos, o que sugere a
necessidade de avaliagcbes mais criteriosas. Esse autor examinando criticamente
uma extensa gama de informagdes e estudos publicados a respeito das SHs propos
que a natureza quimica e o papel ecolégico dessas substancias podem esta

relacionado com base em dois principios fundamentais:

1- As SH abrangem uma extraordinaria e complexa mistura de moléculas
altamente heterogéneas, quimicamente reativas e refratarias, resultantes da
degradacdao da matéria organica, formadas por processos que envolvem
reacles quimicas entre diversas moléculas. 2- A heterogeneidade molecular
inerente as SH torna possivel o material humico altamente refratério,
desempenhando, desse modo, um papel chave no sistema ecol6gico do
solo.

A revisdo apresentada por Hayes (2001) afirma que as definicbes em
torno das SH sao imprecisas e bastante generalizadas. No caso especial da Humina
parte integrante das SH, as definicdes a apresentam como um material insolavel em
sistemas aquosos, no entanto, nesta definicAo poderiam ser incluidos outros
materiais de natureza diferentes das SH, tais como hidrocarbonetos de cadeia longa,

ésteres e acidos.
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De acordo com Benites et al. (2003) a definicado de SH nao é simples em
razdo da complexidade do material orgénico de origem e do grande numero de
caminhos reacionais possiveis para a formac¢ao do humus.

Dada a dificuldade em obter uma definicao precisa para as SH é também
comum definir esses materiais operacionalmente em termos de procedimentos
laboratoriais usados para extrai-los do solo, sedimentos e aguas (SIQUEIRA, 2008).

A partir desse procedimento é possivel o conhecimento de trés fragcoes
presentes nesses materiais: os Acidos Humicos (AH) que constituem a fragdo
sollvel em meio alcalino que precipita apés acidificagao; os Acidos Fulvicos (AF)
que permanecem em solugcdo quando o meio € acidificado; e a Humina (HU) fracao
insoluvel tanto em meio &cido quanto em meio alcalino diluido.

A divisdo operacional leva em conta apenas o grau de solubilidade em
meio aquoso em funcéo do pH da solucao extratora sem considerar as propriedades
individuais das substancias extraidas.

O estabelecimento de um modelo estrutural para as SH é um tema téao
controverso quanto as definicbes apresentadas anteriormente. Avangos nas
tecnologias de cromatografia e espectroscopia de ressonancia magnética nuclear
tém permitido maior precisdo nos resultados alcangados.

Atualmente sdo consideradas ao menos quatro rotas responsaveis pela
formacado das SH durante o processo de decomposicao de residuos no solo. Esses
mecanismos podem ocorrer simultaneamente ou predominar um mecanismo sobre o
outro dependendo, principalmente do tipo de substrato e das condi¢des ambientais
(MENDONCA et al., 2007).

Os mecanismos baseados na condensacao polimérica de polifendis e
quinonas tém sido os mais aceitos por pesquisadores e pela Sociedade
Internacional de Substancias Humicas (STEVENSON, 1994).

Recentemente Picollo (2002) propds a teoria de que as substancias
hamicas sao formadas por arranjo supraestrutural de pequenas moléculas organicas
através de forcas de interacdo fraca. Esse modelo também denominado
supramolecular define as substancias humicas como provenientes de produtos de
degradacgao enzimatica de plantas e complexos de ligninas.

A partir desses estudos este autor redefine os constituintes das SH como:

Os acidos fulvicos sao uma associagao de pequenas moléculas hidrofilicas
com um quantidade de grupamentos funcionais &cidos suficientemente
grande para manter os agrupamentos de acidos fulvicos dispersos em
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qualquer valor de pH. Os acidos humicos, por sua vez, sdo compostos por
associagbes de material humificado onde predominam compostos
hidrofébicos (cadeias polimetilénicas, acidos graxos, esterdides), que sao
estabilizados em pH neutro por forgas hidrofilicas dispersivas.

Este modelo é bastante util para descrever o comportamento ambiental
das substancias humicas, bem como os efeitos que elas tém sobre o metabolismo
das plantas. A interagcdo planta-microrganismos pode alterar a estrutura e a
conformacdo das substancias humicas, e pequenas unidades portadoras de
bioatividade podem estimular o crescimento e o metabolismo dos organismos
(ROSA et al., 2009).

Apesar das contradi¢gdes existentes nas definicbes e da dificuldade na
obtencdo de um modelo estrutural para as SH, diversos conhecimentos foram
proporcionados em termos de importancia e caracteristicas dessas substancias.

Entre as caracteristicas definidas destacam-se: 1. A polifuncionalidade:
apresentam varios grupos funcionais, com diferentes reatividades, capazes de
representar uma mistura heterogénea de polimeros que reagem entre si; 2. Carga
macromolecular: apresentam carater anidénico cujos efeitos refletem na reatividade
dos grupos funcionais e na conformagao molecular; 3. Hidroficilicidade: tendem a
formar ligagcdes de hidrogénio com as moléculas de agua do meio, solvatando
grupos funcionais como COOH e OH; 4. Labilidade estrutural: sdo capazes de
realizar associacoes intermoleculares e de mudancas conformacionais em resposta
a mudancas de pH, condicées redox, concentracdo idnica e ligagdes quimicas
(LANDGRAF, 2005).

As caracteristicas apresentadas confirmam a participagdo das
substancias humicas em diversos efeitos benéficos para o solo e para o crescimento
vegetal. Para Canellas et al., (1999, p. 45):

Existe uma serie muito grande de evidéncias experimentais que asseguram
que as substancias humicas (SHs) participam de reagdes importantes que
ocorrem na interface solugao-parte sélida do solo, influenciando a fertilidade
por meio da liberacdo de nutrientes, da detoxificagdo de elementos
quimicos, na formagao de estrutura, ou seja, da melhoria das condigbes
quimicas, fisicas e biol6gicas do solo.
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2.2.2 Substancias humicas e o metabolismo das plantas

As substancias humicas podem exercer efeitos diretos ou indiretos sobre
as plantas através de mecanismos ainda nao muito claros. Os efeitos indiretos estao
relacionados com o condicionamento das propriedades fisico-quimicas do solo
enquanto que os efeitos diretos podem ser visualizados por meio da influéncia no
metabolismo das plantas.

Devido a natureza complexa ainda pouco conhecida dessas substancias
grande parte das pesquisas realizadas com SH apontam para a influéncia dessas
sobre o metabolismo das plantas, no entanto, os alvos moleculares primariamente
envolvidos nessas respostas ndao foram ainda elucidados, pois, os resultados
dependem da origem das substancias humicas, do método de extracao, da espécie
vegetal e dos diferentes estadios de desenvolvimento da espécie (NARDI et al.,
2002; SANTOS; CAMARGO, 1999).

De maneira resumida os efeitos das SH sobre o metabolismo das plantas
podem ser resultados dos seguintes processos: Influéncia positiva no transporte de
ions facilitando a absorcdo (AYUSO, 1996); Aumento da respiracéo e da velocidade
das reagOes enzimaticas do ciclo de Krebs, resultando na maior producao de ATP;
Aumento no conteudo de clorofila; Aumento na sintese de acidos nucléicos; Efeitos
sobre a sintese protéica; Aumento ou inibicdo da atividade de varias enzimas
(NANNIPIERI et al., 1993).

Estudos realizados com SHs provenientes de diferentes fontes, aplicadas
a diversas espécies vegetais tém demonstrado efeito positivo no crescimento
vegetal, assim como aumento na absor¢cado de macro e micronutrientes (ESCOBAR
et al., 1996; RAUTHAN; SCHNITZER, 1981).

Uma hipétese que conduz a elucidagéo do incremento da absorgédo de
nutrientes pelas SHs tem sido relacionado ao aumento da permeabilidade da
membrana plasmatica gragas a acdo surfactante e ativacdo das H'-ATPases da
membrana plasmatica por essas substancias, principalmente as de baixo peso
molecular como os &cidos fulvicos (RAUTHAN & SCHNITZER, 1981). No entanto,
essa hipotese € contraposta, pois, apesar dos agentes surfatantes apresentarem
superficies ativas, capazes de aumentar a permeabilidade de membranas bioldgicas
€ improvavel que o aumento da permeabilidade da membrana plasmatica assim

como a dissipacao do potencial transmembranar pudessem induzir qualquer efeito
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benéfico sobre as plantas, ja que o controle da permeabilidade esta intimamente
relacionado a manutencdo da seletividade da membrana plasmatica, e esta com a
manutengcdo da homeostase celular (CANELLAS, et al., (2005). A perda da
seletividade provocaria aumento do fluxo de ions através da membrana provocando
a perda do equilibrio quimico da célula assim como da sua funcionalidade.

Apesar da inconsisténcia dessa hipdtese varias pesquisas comprovam
que a bioatividade das SHs pode esta relacionada com a atividade das H*-ATPases
da membrana plasmatica e do vacuolo .

As H*-ATPases (bombas de H*) sdo enzimas transmembranares capazes
de hidrolisar ATP, gerando energia e um gradiente eletroquimico que esta
diretamente envolvido em dois mecanismos fundamentais para o desenvolvimento
vegetal que seriam: a) energizacao de sistemas secundarios de translocacdo de
ions fundamentais para a absorcdo de macro e micronutrientes, e b) aumento da
plasticidade da parede celular para possibilitar o processo de crescimento e divisao
da célula vegetal (RODDA et al., 2006).

Esse ultimo mecanismo estd relacionado com a “teoria do crescimento
acido”, que postula que o aumento da extrusdo de prétons mediado pela H*-ATPase
promove a acidificacdo do apoplasto, que, por sua vez, ativa enzimas especificas
que atuam sobre a parede celular, aumentando sua plasticidade e,
consequentemente, permitindo o alongamento da célula (RAYLE; CLELAND, 1992).

Nardi et. al. (1991) verificaram aumento na hidrolise de ATP pela H"-
ATPase da fragdo microssomal obtida de raizes de milho através da ativagdo das
bombas de H* por substancias humicas isoladas de vermicomposto.

Trabalhos realizados com substancias humicas de elevado peso
molecular como os Acidos Humicos (AHs) demonstraram efeito significativo sobre o
crescimento radicular de plantulas de milho. Neste mesmo trabalho uma solucéo de
20 mg. L de AHs promoveu o estimulo na producdo de matéria seca, na area
superficial e no numero de sitios de mitose e de raizes laterais emergidas, quando
comparados com o tratamento controle no qual ndo foram aplicadas as doses dos
AHs, sendo possivel observar incrementos entre 237 e 395% para a produgdo de
matéria seca radicular, de 89 a 378% para area superficial, de 35 a 162% para o
numero de sitios de mitose e entre 14 e 108% para o numero de raizes emergidas
(CANELLAS; FACANHA, 2004).
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O uso de diferentes doses de SHs extraidas de vermicomposto
promoveram o desenvolvimento do sistema radicular de plantulas de alface,
observando-se forte estimulo na atividade de hidrolise da H*-ATPase de membrana
plasmatica com o uso de uma dose de 25 mg. L' de C (RODDA, et al., 2006).

Atualmente a teoria mais utilizada para justificar a bioatividade das SHs
sobre 0 metabolismo das plantas foi sugerida a partir de trabalhos realizados por
Canellas et al., (2002) e comprovados por Quaggiotti et al., (2004, p. 53) que relatam

0 processo da seguinte forma:

Grupamentos com atividade auxinica, presentes na composigao estrutural
das SHs, sensibilizariam receptores especificos na membrana plasmatica,
desencadeando cascatas de sinalizagao que culminariam com a ativagao da
transcricdo dos genes que codificam para isoformas especificas da H*-
ATPase de membrana plasmatica as quais seriam superexpressas na
superficie das células radiculares. O que promove aumento do gradiente
eletroquimico de H" através da membrana, ativando os sistemas
secundarios de transporte de ions e a acidificagdo e consequentemente
aumento da plasticidade da parede celular, tais condi¢des dariam suporte a
profusédo de pélos radiculares e a indugao de raizes laterais.

Pesquisa realizada com AHs isolados de lodo da estacdo de tratamento
de esgoto e de vermicomposto avaliando o efeito da bioatividade dessa sustéancia
humica sobre o transporte de protons atraves da membrana plasmatica de células
de raizes de milho e de café evidenciou estimulo da area superficial radicular em
ambas as espécies cultivadas com os dois AHs, assim como o estimulo das H*-
ATPases da membrana plasmatica. Nesse trabalho a andlise estrutural dos AHs
detectou a presenca de grupamentos de auxina (FACANHA et al., 2002).

A aplicagado de diferentes doses de SHs isolados de vermicomposto de
suinos e de restos alimentares ao cultivo de tomate e pepino proporcionaram
aumento no crescimento de ambas as espécies assim como aumento da area foliar,
da parte aérea e peso seco da raiz, sendo este efeito relacionado as doses mais
baixas de SHs e a provavel presenca de horménio de crescimento adsorvido as SHs
avaliadas (ATIYEH et al., 2002).

Estudos conduzidos em sistema hidropbnico com a cultura da cevada
demonstraram a influencia de substancias humicas extraidas a partir de residuos
organicos de diferentes origens, sobre o crescimento e a absor¢gdo de macro e
micronutrientes (AYUSO, et al., 1996). O efeito de ambos o0s grupos de SHs foram
similares tanto para o crescimento da planta como para absor¢do de nutrientes, no
entanto, esses efeitos foram diferentes para cada macronutriente (nitrogénio e

fosforo) e para os micronutrientes. Para o nitrogénio a absorcao foi estimulada a
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doses mais baixas 0 oposto ocorreu para absorcao de fésforo. As doses acima de
10 mg de C. L™ de SHs inibiram a absorgdo de micronutrientes e provavelmente

causaram depressao do crescimento vegetal.
2.2.3 Substancias humicas e metabolismo de nitrogénio

O nitrogénio (N) € um dos elementos minerais requeridos em maior
quantidade pelas plantas e o0 que mais limita o crescimento. Ele faz parte de
proteinas, &cidos nucléicos e muitos outros importantes constituintes celulares,
incluindo membranas e diversos horménios vegetais (SOUZA; FERNANDES, 2006).

Em muitos sistemas de producao, a disponibilidade de nitrogénio é quase
sempre um fator limitante. Sua deficiéncia resulta em clorose gradual das folhas
mais velhas e reducao do crescimento da planta (SOUZA; FERNANDES, 2006).

Dada a sua importancia e a alta mobilidade no solo, o nitrogénio tem sido
intensamente estudado, no sentido de maximizar a eficiéncia do seu uso. Para tanto,
tem-se procurado diminuir as perdas do nitrogénio no solo, bem como melhorar a
absorcdo e a metabolizagdo do N no interior da planta (BREDEMEIER,;
MUNDSTOCK, 2000). A eficiéncia na utilizacdo do N pela planta considera os
aspectos de absorgcao e metabolizagcdo deste elemento.

A absorcdo de N é modulada pela presengca dos carregadores
especificos; pela afinidade desses carregadores em relagcao ao nitrato ou aménio e
pela quantidade de N presente no solo (BREDEMEIER; MUNDSTOCK, 2000).

A principal via para o transporte desse nutriente € um processo ativo que
envolve o co-transporte com ions H*. Sabe-se também que altas taxas de absorgao
de nitrato freqlientemente ocorrem paralelamente a elevacdo dos niveis de
expressdo da H*-ATPase na membrana plasmatica e de sua atividade (CANELLAS
et al., 2006).

O transporte de NOs da rizosfera para o interior celular €
termodinamicamente desfavoravel em termos de gradiente de potencial elétrico e
quimico, assim a absorgcdo de nitrato requer energia com uma forga préton motriz
que é proporcionada por bombas eletrogenicas (H*- ATPases) (PALMGREN, et al.,
2001)
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Vérias pesquisas tém confirmado a hipétese que as bombas de prétons
da membrana plasmatica podem ser um dos principais alvos da acao de substancias
humicas. O papel dessas substancias na modulagao da absorgcédo de nitrato através
de uma interagdo com as H'- ATPase da membrana plasmatica, poderiam pelo
menos em parte, explicar o efeito dessas moléculas no solo e no metabolismo
vegetal (PINTON et al., 1999).

A avaliagao dos efeitos de substancias humicas de baixo peso molecular
tem demonstrado resultados significativos na absorgéo de nitrato.

Pinton et al. (1999), trabalhando com a influencia das SHs na absorcao de
NO;"' e aumento na expressdo das H*-ATPase membranares em raizes de milho,
observaram que a aplicacao dessas substancias em associa¢do a solugao nutritiva
para conducdo das raizes de milho por um periodo de 24 horas induziram um
aumento consideravel na expressao da H'-ATPase, sendo este efeito observado
logo apos 4 horas da aplicacao do tratamento solugcéo nutritiva com fontes de nitrato
+ SHs. Tal efeito representou 57% de aumento na expressdo da enzima quando
comparados aos tratamentos solucdo nutritiva com nitrato e 135% com solugéao
nutritiva sem nitrato.

Substancias humicas isoladas de diferentes fontes foram utilizadas no
tratamento de plantulas de cevada. Os resultados obtidos demonstraram que SHs
de baixo peso molecular foram responsaveis pelo aumento na absor¢cao de NO3 em
plantulas dessas espécies. A presenca de 200 pg de C.L' de extrato himico
aumentou em cerca de 30% a absor¢cdo desse ion em comparagdo ao controle,
correspondendo a uma absor¢do de 1,87 nM de NOs;.mg de peso fresco. hora
(PICCOLO, et al., 1992).

Estudos recentes conduzidos por Quaggiotti et al. (2004) avaliaram o
efeitos das substancias humicas de baixo peso molecular sobre raizes de milho e
observaram aumento na capacidade de absor¢cdao de nitrato associada a um

aumento na expressado da H*-ATPase da membrana Plasmatica.
2.3 Cultura da rucula (Eruca sativa): consideracoes gerais
A rucula (Eruca sativa) € uma hortalica folhosa com crescente aumento

de producdo no Brasil nas ultimas décadas, em razao da facilidade de cultivo e
aceitacao popular (HENZ; MATTOS, 2008).
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A origem dessa hortalica é a regiao mediterranea, mas precisamente no
sul da Europa, tendo sido introduzida no Brasil pelos imigrantes italianos. Pertence a
familia das Brassicaceas, a mesma da couve, repolho e brécolis. E uma planta de
porte baixo, altura entre 15 e 20 cm, com folhas espessas e subdivididas,
geralmente é consumida crua em saladas ou como ingredientes na culinaria.

A espécie mais cultivada e consumida no pais € a Eruca sativa Miller
representada principalmente pelas cultivares Folha Larga e Cultivada.

No Brasil € mais cultivada nas regides de colonizagao italiana nos estados
do Sul e sudeste, devido as condigdes climaticas existentes nessas localidades, ja
que, para producdo de folhas grandes e tenras s&o necessarias temperaturas
amenas entre 15 a 18 °C para (TRANI et al.,1992).

Pesquisas realizadas nas condi¢cdes do tropico umido apontaram para a
possibilidade promissora de realizar o cultivo da rdcula em condi¢des climaticas
desfavoraveis, como a incidéncia de altas temperaturas, sendo possivel obter
plantas com desenvolvimento normal se comparadas aquela produzidas em
temperatura amenas (GUSMAO et al., 2003).

A avaliagdo das respostas agrondmicas da rucula a aplicagdo de
diferentes tipos de vermicomposto apresentou diferengas significativas em relagao
ao controle, sendo recomendada a utilizacdo de quaisquer dos vermicompostos
testados como forma de garantir o pleno desenvolvimento da planta (KROLOW et
al., 2006).

O ciclo da rucula e a forma de condugédo assemelham-se ao da alface e
coentro, sendo possivel a colheita a partir dos 45 a 50 dias apds o plantio. Quando a
colheita é realizada mais tardiamente as folhas tendem a ficar fibrosas e impréprias
para o consumo (LINHARES, 2007).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Area de estudo e fonte das substancias humicas

O experimento foi conduzido em vasos com capacidade de 2dm® em
condi¢des controladas em casa de vegetacao nao climatizada, localizada no Nucleo
Tecnolégico de Engenharia Rural da Universidade Estadual do Maranhao (UEMA),
em Sao Luis, no periodo de Agosto a Outubro de 2009.

Para as avaliagbes experimentais foi utilizada uma amostra de
aproximadamente 500g de vermicomposto, adquirido em propriedade particular na
zona rural de Sao Luis. A amostra de vermicomposto foi pesada, peneirada e posta
para secar ao ar, sendo posteriormente homogeneizada em gral para as
determinacées do C orgéanico, pH em agua, macronutrientes e extracdo das
substancias humicas. Os teores totais dos macronutrientes foram determinados por
digestao sulfurica e digestao nitroperclérica de acordo com TEDESCO, et al., (1985).

A analise quimica do vermicomposto esta apresentada na Tabela 1.

C N Na K Umidade pH
————————————————————— O T —
54,14 32,7 55 4,5 27,7 6,1

Tabela 1. Caracterizagao quimica do vermicomposto (TEDESCO, et al., 1985).

As plantas foram conduzidas em areia lavada, irrigada a cada trés dias
com solugao nutritiva, intercalando-se a irrigagcdo com agua destilada.

Para as avaliagbes com material fresco foi realizada uma amostragem aos
45 dias apos o transplantio para a qual foi colhida a terceira folha de cada planta.
Aos 50 dias apoés o transplantio foi realizada a colheita separando-se parte aérea da
raiz. As raizes foram lavadas com agua corrente retirando-se 0 excesso de areia,
sendo posteriormente utilizadas para quantificacdo do volume. Decorrida essa etapa
as raizes foram pesadas para obtencdo do peso fresco sendo transferidas para
sacos de papel e postas para secar em estufa de circulagdo de ar forgado a 65° C
até atingirem peso constante. Procedimento semelhante foi realizado com a parte

aérea coletada, sendo apos a secagem realizada a determinagéao de N-Total.
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3.2 Extracao das substancias humicas

As solucbes avaliadas no experimento foram obtidas por meio da
extragdo e fracionamento de substancias humicas isoladas a partir de
vermicomposto, utilizando-se para tal a metodologia apresentada por Benites, et al.,
(2003) adaptada da Sociedade Internacional de Substancias Humicas.

Inicialmente pesou-se uma amostra de vermicomposto de 0,25g, sendo
transferida para tubo de centrifuga com adicdo de 20 ml de NaOH 0,1 mol. L™,
permanecendo em repouso por um periodo de 24 horas. Para a separagdo das
substancias humicas (Acido Humico e Acido Fulvico) contidas na solugdo a amostra
foi submetida a centrifugacdo a 3308 g (4300 rpm) por 45 minutos. A solucao
sobrenadante foi recolhida e reservada, sendo feita a adigao de 20 ml de NaOH 0,1
mol. L a amostra restante ficando em repouso por 1 hora. A solucao foi novamente
centrifugada a 3308 g (4300 rpm) por 45 minutos e a solucdo sobrenadante foi
adicionada a solucao reservada e o precipitado (Fracdo Humina) foi descartado. A
solucao reservada teve seu pH ajustado de 13,0 para 1,0 pela adicdo de H,SO4 20%
ficando em repouso por um periodo de 18 horas. Posteriormente, com o uso de
bomba a vacuo, a solucéao foi filtrada para separagédo do precipitado (AH) da fragao
soluvel, (AF), sendo os volumes de cada amostra aferidos com agua destilada para
50 ml (Figura 1).

Figura 1. Solugbes de AH e AF extraidos de vermicomposto pelo método acido/base com
NaOH 0,1 mol. L'" e H,SO4 20%.
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3.3 Determinacao de C orgéanico nas substancias humicas

Para a determinagao quantitativa de C orgéanico presentes nas fragdes AH
e AF foi retirada uma aliquota de 0,1 ml da solucao (AH/AF) com adicao de 1,0 ml de
dicromato de potassio 0,042 mol. L' e 5 ml de H>SO4 concentrado deixando as
amostras em bloco digestor a 150°C por 30 min. e posteriormente efetuando-se a
titulacdo com sulfato ferroso amoniacal 0,0125 mol. L' com indicador ferroin
(BENITES et al., 2003).

3.4 Obtencao das mudas

As mudas utilizadas no experimento foram oriundas de sementes de
Rucula cultivada (Eruca Sativa), variedade de folha larga plantadas em bandejas de
isopor com 128 células com o substrato plantmax hortalicas. O transplantio das
mudas foi feito 15 dias apds a semeadura, deixando até quatro mudas por vaso para

posterior desbaste permanecendo duas plantas por vaso.

3.5 Solucao nutritiva

O preparo e manejo da solucdo nutritiva foram efetuados conforme
recomendacao de Furlani et al. (1999), com monitoramento diario da condutividade
elétrica (CE).

A analise da solugao nutritiva inicial preparada apresentou as seguintes
concentragdes dos nutrientes em g/36 L da solugao:

Solucao A (macronutrientes): 2520 g de nitrato de potassio, 864 g de
fosfato monopotéassico, 2160 g de sulfato de magnésio.

Solucao B (micronutrientes): 4536 g de nitrato de calcio, 3,6 g de
sulfato de zinco, 1,8 g de sulfato de cobre, 1,8 g de molibdato de so6dio, 18 g de
acido borico, 10,8 g de sulfato de manganés, 216 g de tenso iron (ferro).

A condutividade da solugdo nutritiva foi medida com o auxilio de um
condutivimetro portatil (Tabela 2). A concentracdo da solugcdo foi aumentada
gradativamente levando-se em consideracdo o desenvolvimento das plantas e a
necessidade nutricional, tomando-se o cuidado para ndao exceder a concentracao

adequada para o cultivo da rucula.
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No entanto, entre 0 18% e o 20° dia apds o transplantio das mudas a
condutividade elétrica da solugao aumentou resultando em estresses hidrico e salino
observados pelo encarquilhamento das folhas. Essa situacdo foi corrigida com
irrigacdo das plantas somente com agua destilada, até que a condutividade elétrica

da solucgdo nutritiva estive em 1,0 S.m™.

Dias apés o Condutividade Elétrica da Solucao
transplantio Nutritiva

(DAT) S.m™

1-13 0,3

13-17 0,8

18-20 20

22-32 1,0

32-50 1,5

TABELA 2. Acompanhamento da condutividade elétrica da solugdo nutritiva
aplicada a plantas de rucula cultivadas em vaso com areia lavada.

3.6 Delineamento experimental e aplicacao dos tratamentos

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com
dez tratamentos e cinco repeticoes, dispostos em arranjo fatorial do tipo 2 (AH/AF) x
5 (doses).

As doses dos extratos a serem avaliados foram definidas com base na
quantidade de C organico presente em cada uma das fragdes (acido humico e acido
fulvico), sendo distribuidas nos seguintes tratamentos: TO: D1- 0 mg de C.L"" AH
(Controle) ; T1: D2- 50 mg de C.L™' de AH; T3: D3- 100 mg de C.L" AH; T4: D4- 150
mg de C.L" AH; T5: D5- 200 mg de C.L™ AH; T6: D1-0 mg de C.L™" AF; T7: D2-50
mg de C.L™"; T8: D3- 100 mg de C.L™' AF; T9: D4- 150 mg de C.L™" AF; T10: D5- 200
mg de C.L"" AH.

Foram realizadas trés aplicagdes das substancias humicas, aos 10, 20 e
30 dias apds o transplantio das mudas. As solugbes foram aplicadas diretamente
nos vasos preenchidos com areia lavada, sendo os vasos anteriormente fechados

com jornal para evitar a perda de nutrientes e das substancias humicas.



30

3.7 Variaveis analisadas

3.7.1 Variaveis relacionadas ao crescimento

e Massa Seca Parte Aérea (MSPA) e Massa Seca Raiz (MSR)

Apés a colheita realizada aos 50 dias apds o transplantio, a parte aérea
foi pesada separadamente da raiz, sendo o material posteriormente transferido para
sacos de papel de 1 kg e colocado para secar em estufa de circulagédo de ar for¢cada
a 65° C por trés dias. Decorrida esta etapa as folhas e raizes foram novamente
pesadas separadamente em balanca analitica obtendo-se o peso seco. A massa
seca presente foi obtida por meio da diferenca entre peso fresco e peso seco.

e Massa Seca Total (MST)

Essa variavel foi obtida a partir do somatério da massa seca da parte
aérea com a massa seca da raiz.

e Volume de Raiz (VR)

O volume de raiz foi determinado utilizando uma proveta graduada
contendo um volume conhecido de agua. Obtendo-se pela diferenga entre volume
inicial e volume final o volume conhecido da raiz (1ml=1cm3).

e Densidade

A densidade foi determinada a partir do célculo: massa seca da raiz x
volume da raiz.

e Relacao Raiz:Parte Aérea

Esta relacdo foi determinada a partir do célculo: massa seca da

raiz/massa seca da parte aérea.

3.7.2 Fracionamento de nitrogénio

¢ Atividade da enzima Nitrato Redutase (NR)

A atividade da enzima nitrato redutase (NR) foi medida aos 45 dias ap06s o
transplantio, através da concentragdo de NO, (umols/g de peso fresco por hora)
presente nas folhas de acordo com a metodologia proposta por Javrosky, (1973).
Para esta anadlise foi coletada a terceira folha de cada planta existente no vaso,
sendo posteriormente pesado e colocado 0,2 g de folha em meio de incubagdo com
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n-propanol 2% e KNO3 0,02M por 30 minutos em banho-maria a 30°C. Seguida da
adicao da solucao de Sulfanilamida 1% em HCL 0,02% e N-naftil-etileno-di-amino
0,02% por 20 minutos. Posteriormente foi realizada leitura em espectrofotdmetro
com comprimento de onda igual a 540nm contra curva de NaNOs.

e Extracao Alcodlica

Para as determinacdes analiticas do material fresco foi realizada a
extragao alcodlica. Para tal pesou-se 1g de amostra fresca (32 folha) transferido
posteriormente para recipiente plastico contendo 30 ml de etanol 80% acondicionado
em geladeira a 05°C para extragdo com cloroférmio.

Para o preparo dos extratos as amostras em etanol foram
homogeneizadas e trituradas com auxilio de um triturador elétrico. Este material foi
passado em quatro camadas de gaze e em filtros de papel até obtengdo de um
liquido esverdeado que foi transferido posteriormente para funil de vidro com adigéo
de 30 ml de cloroférmio. Este material foi deixado em repouso por 40 min. até
completa separacdo da fase polar e apolar, sendo descartada a fase apolar e
recolhida a fase polar (Figura 1). A fase polar, contendo as fragdes de nitrogénio a
serem avaliadas, foi adicionado um volume de 25 ml de etanol 80% sendo
acondicionada em recipiente plastico colocado em geladeira até a hora das
determinacodes.

(A) (B) (€

Figura 2. Preparo do extrato alcodlico para determinagao das fragdes de nitrogénio. (A) —
Filtragem do material fresco; (B) Separagdo da parte polar e apolar do filtrado com
cloroférmio; (C) Fracao apolar utilizada para o fracionamento de nitrogénio.

¢ N-Total (Método Kjeldahl)
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Para a analise de N-total as folhas foram trituradas em moinho tipo Willey
para passar em peneira de 40 mesh e submetidas a Digestao Sulfurica e posterior
titulacdo com acido sulfurico 0,05N e indicador de acido bérico. Esta analise foi
realizada com o uso de destilador de nitrogénio pelo método de Kjeldahl.

¢ N-Protéico

A quantidade de N-protéico foi determinada com o material restante na
gaze apos o procedimento de extragdo alcodlica. Este material foi posto a secar ao
ar livre, separado da gaze, pesado e digerido em acido sulfurico e peroxido de
hidrogénio (Digestdo Sulfurica). Apds esta etapa a amostra foi submetida a analise
de N-Protéico pelo método Kjeldahl. Os dados foram expressos em g.Kg™.

e Determinacao de Nitrato (N-NO3")

Esta determinacao foi realizada de acordo com o método colorimétrico
proposto por Cataldo et al., (1975). Para a determinagdo das concentragdes de
nitrato foi utilizada uma aliquota de 0,05 ml do extrato alcodlico. Esta aliquota foi
transferida para tubos de ensaio com adigéo de 0,2 ml de solugéo de acido salicilico
5% em H,SO4 concentrado. Decorridos 20 min. da adicdo do acido foram
acrescentados 4,75 ml de NaOH 2N. Posteriormente foi efetuada a leitura em
espectrofotdmetro com comprimento de onda de 410 nm contra a curva padrdo de
KNOg3.

e Determinacdao de Amoénio (N-NH;")

Para esta determinacéo foi utilizado o método colorimétrico apresentado
por Mitchell, (1972). As concentracbes de amdnio foram determinadas utilizando
uma aliquota de 0,5 ml dos extratos alcodlico, com adicdo de 2,5 ml da Solugcédo A
(Fenol + Nitroprussiato de sédio) e 2,5 ml da Solugao B (NaOH + Dicloroisocianurato
de sodio). Apds a adicao das solucdes as amostras foram agitadas manualmente e
decorridos 30 min. foi efetuada a leitura em espectrofotdmetro com comprimento de
onda de 630nm contra curva padrao de NH4CI.

e Determinacao de N-Amino livre

A determinacdo desta varidvel foi realizada pelo método da Ninidrina
proposto por Yem e Cocking (1955). As concentragdes de N-amino livre foram
determinadas a partir de uma aliquota de 0,5 ml do extrato alcodlico transferidos
para tubo de ensaio com adicdo de mais 0,5 ml do Tampao Citrato 0,2M pH 5,0.
Aos tubos foram adicionados 1,2 ml do reagente Metil Celossolve + KCN + Ninidrina,

sendo fechados com papel aluminio e agitados manualmente. Posteriormente os
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tubos foram transferidos para banho Maria submetidos ao aquecimento a uma
temperatura de 100°C por 15 minutos. Retirados do aquecimento as amostras foram
esfriadas em agua corrente por 5 min., sendo acrescentados aos tubos mais 3ml de
etanol 60%. As amostras foram lidas em espectrofotbmetro com comprimento de

onda de 570nm contra curva padrao de I-Leucina.

3.8 Analises estatisticas

A normalidade dos dados foi testada com os testes Kolmogorov-Smirnov
e Lilliefor's. Os dados refutados foram transformados por logaritmo natural, se
encontrada a normalidade os dados foram submetidos a analise de variancia e ao
teste de Tukey (p>0,05). Para os dados ndo normais foi realizada a analise nao
paramétrica pelo teste Kruskal-wallis.

A analise dos dados foi realizada com o uso do programa STATISTICA 7.
(StatSoft). Posteriormente os dados foram transferidos para o programa SigmaPlot

11.0 para construgéo dos graficos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Efeitos da aplicacao das Substancias Humicas (AH/AF)
4.1.1 Efeitos nas variaveis de crescimento.

Nem todas as variaveis de crescimento analisadas nesse trabalho foram
afetadas pela aplicacdo das SHs. Os &acidos humico e fulvico expressaram um
comportamento diferente para cada variavel analisada.

e Massa Seca da parte aérea e raiz.

A massa seca da parte aérea nao foi afetada pela presenca das SHs. As
diferencas observadas para esta variavel ndo foram significativas (Figura 3).

Esse resultado assemelha-se ao encontrado por Gongalves et al., (2004)
cultivando alface em solucéo nutritiva com adicao de substancias humicas extraidas
de diferentes tipos de vermicomposto. A presenga das substancias himicas nao
resultou em diferencas significativas no peso fresco e peso seco das plantas. No
entanto, a dose aplicada corresponde a 15 mg de C. L™ para todas as SHs testadas.

Silva (2001) observou que a aplicacdo de 30 mg de C. L' de acidos
hamicos aumentou a producdo de matéria seca da parte aérea da alface cultivada
em sistema hidropénico.

De acordo com AYUSO, et al.,, (1996) a resposta da parte aérea a
aplicacdo das SHs depende ndo somente da presenca dessas substancias na
solugéo nutritiva, mas de outras varigveis, tais como a espécie vegetal, a variedade
da planta, a matéria-prima utilizada para extrair as substancias humicas, a origem
dessas substancias, dos grupos funcionais presentes nas substancias humicas, a
reatividade desses grupos.

No presente trabalho o fato da massa seca da parte aérea nao ter sido
influenciada pela presenca das substéncias humicas pode esta, relacionado a
problemas de salinidade e estresse hidrico observados a partir do 18° dia apds o
transplantio (Figura 4) evidenciados pelos altos valores de condutividade elétrica
observados neste periodo.

Nesse periodo a CE foi medida obtendo-se um valor de 2,0 dS.m™, valor
considerado alto para o estadio de desenvolvimento da planta. De acordo com

Furlani et al., (1999) em cultivos de rucula esse valor deve ser mantido na faixa entre
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1 e 1,2 dS.m™ na fase inicial de crescimento e entre 1,4 e 1,6 dS m™', na fase de
producédo, para favorecer o crescimento da parte aérea.

Observa-se que quanto maior a quantidade de sais na solucdo, tanto
maior sera a restricdo a absorcao de agua pelas raizes e, portanto, de nutrientes.

Tanto a deficiéncia hidrica como a nutricdo mineral insuficiente ou uma
provisdo desbalanceada provocam uma diminuicdo no rendimento da producdo. O
crescimento da folha é limitado mais cedo e de forma mais intensa que as trocas de
CO. sob crescente deficiéncia hidrica e, sobretudo, sob crescente deficiéncia
mineral (LARCHER, 2006).

Silva, et al. (2008) avaliaram as respostas de diferentes variaveis de
crescimento em plantas de rucula sob condigbes salinas e diferentes tipos de
adubos organicos. Os resultados obtidos demonstraram que a salinidade foi o fator
responsavel pelo decréscimo da massa seca da parte aérea. No entanto, a
adubacdo com o esterco bovino foi capaz de diminuir as perdas provocadas pelo

estresse salino.

40 - A

30

1o mgcC.L”’
10 4 150 mgcC.L”
CJ100mgcC.L”
E= 150 mg C.L™
I 200 mg C.L™

Matéria seca (g) parte aérea

0 T T
Acidos Fulvicos Acidos Humicos

Figura 3. Massa seca da parte aérea (g.vaso™) (média + erro padrdo) em plantas de ricula

cultivadas em areia lavada com solugao nutritiva e aplicacao de diferentes doses de AH/AF.
Médias com a mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (P>0,05). Letras minusculas foram
atribuidas para comparagao entre as doses de AF e as mailisculas para as doses dos AH.
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(A) (B)

Figura 4. Plantas de rdcula cultivadas em areia lavada com solucao nutritiva e adicao de
AH/AF. (A) e (B) Folhas apresentando encarquilhamento do limbo provocados por estresse
salino e hidrico.

O acumulo diferenciado da massa seca de raiz foi observado com a
aplicacado do AF, ndo ocorrendo o mesmo para o AH no qual as doses aumentaram
0 acumulo da massa seca da raiz, mas nao diferiram entre si quando submetidas ao
teste de Tukey (P>0,05) (Figura 5).

Em relacdo ao AF, o maior acumulo foi verificado com a aplicagdo de 100
mg de C.L" que resultou na produgdo de 5,51 g de massa seca de raiz por vaso,
diferindo significativamente das demais doses e do controle. Observa-se que as
doses mais altas 150 e 200 mg de C. L™ provocaram a diminuigdo da massa seca de
raiz (Figura 5).

Observagdes semelhantes podem ser vistas no trabalho de Silva et al.,
(2001) com o cultivo de alface em solugdo hidropénica com adicao de diferentes
doses de SHs extraidas de turfa. O autor verificou a diferenca significativa para o
acumulo de massa seca de raiz proporcionada pela aplicacdo da dose 30 mg de C.
L. Essa dose proporcionou um aumento na massa seca da raiz de até 171,5% em
relagéo ao controle.

De acordo com os resultados obtidos por esse autor a variagdo na
producdo de massa seca da raiz depende da SH e da dose utilizada. Apés certa
dose especifica para cada espécie e para cada variedade as substancias humicas
presentes na solucdo apresentam uma carga de grupamentos carboxilicos e
hidroxilas fendlicas superior a dos nutrientes presentes na solucdo nutritiva,
tornando os nutrientes menos disponiveis das raizes, inibindo o desenvolvimento
das mesmas. (SILVA, et al. 2001).
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O crescimento verificado nas raizes quando da adigdo de substancias
humicas esté relacionado com a ativagéo das H*-ATPases da membrana plasmatica
por possiveis grupamentos de atividade auxinica presentes na estrutura das
substancias humicas e disponiveis a solugado dos solo por meio de uma variagdo no
pH da rizosfera. As H*-ATPases mediam o aumento na extrusdo de prétons,
promovem a acidificacdo do apoplasto, ativam enzimas especificas sobre a parede
celulésica, aumentam a plasticidade desta e promovem o alongamento da célula
permitindo o crescimento de raizes laterais (CANELLAS; FACANHA, 2004).
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cidos Fulvicos cidos Hu
Figura 5. Massa seca de raiz (g.vaso™) (medla erro pa rao) acumulada em plantas de

ricula cultivadas em areia lavada com solugao nutritiva e aplicacdo de diferentes doses de

AH/AF. Médias com a mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (P>0,05). Letras
minusculas foram atribuidas para comparacéo entre as doses de AF e as mailsculas para as doses dos AH.

e Massa Seca Total

O acumulo de massa seca total nao foi influenciado pela presenca das
substancias humicas. A comparacao entre as médias nao apresentaram diferencas
significativas para ambos os &cidos (Figura 6). No entanto, observa-se que a
presenca dos &cidos nas diferentes doses n&o resultou em diminuicdo do acumulo

de massa seca total.
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Figura 6. Massa seca total (g) (média + erro padrdo) acumulada em plantas de racula

cultivadas em areia lavada com solugéo nutritiva e aplicacao de diferentes doses de AH/AF.
Médias com a mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (P>0,05). Letras mindsculas foram
atribuidas para comparagéo entre as doses de AF e as mailsculas para as doses dos AH.

¢ Relacao raiz/parte aérea

A relacdo raiz/parte aérea foi influenciada somente pelas doses do AF.
Verificou-se que na dose 100 mg de C.L™' esta relacdo foi mais alta em comparacéo
as demais doses e ao controle. As demais doses aumentaram essa relacdo mais,
ndo o suficiente para diferir do controle. A aplicacdo da dose 200 mg de C. L™
reduziu a relacdo raiz/parte aérea, quando comparada as outras doses.
Provavelmente em funcéo da redugdo da massa da raiz (Figura 7).

Como o objetivo do cultivo da rdcula € a comercializacdo das folhas o
resultado de uma alta razdo raiz/parte aérea acarretard em prejuizos produtivos,
pois verifica-se dessa forma que a planta esta investindo mais no sistema radicular
do que na parte aérea. Nesse trabalho o melhor comportamento das substancias
humicas para essa variavel, foi observado na aplicagdo do AF na dose 200 mg de C.
L™ e do AH, apesar de n&do haver diferencas significativas, nas doses 50, 100 e 200
mg de C. L, no entanto, é necessario observar o efeito dessas doses sobre as
demais variaveis de crescimento e sobre o metabolismo do nitrogénio.

E possivel que o efeito do estresse hidrico e salino, citados anteriormente
tenham contribuido para aumento dessa razao, observado pelo comportamento do
AF na dose 100 mgde C. L™.

De forma geral o estresse causa desordem no aparato estrutural e na

coordenacdo de varios processos ao nivel molecular, celular e ao organismo. A
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retomada da estabilizacdo e as reagdes reparadoras exigem um custo adicional de
metabdlitos. O aumento da resisténcia necessdaria a sobrevivéncia em condicoes
desfavoraveis representa frequentemente também um aumento no custo de
producdo de biomassa e crescimento (LARCHER, 2006).

A alta relagao raiz:parte aérea observada no experimento (Figura 7) pode
esta relacionada com a acao do acido abscisico em resposta ao stress hidrico, que
acarretou o enrolamento das folhas, menor acimulo de massa seca na parte aérea
e maior massa seca na raiz (Figura 4) .

Mesmo em situagcdes de estresse moderado, como o observado neste
trabalho, € possivel o desencadeamento da sintese de acido abscisico (ABA), a
partir dos carotendides da raiz. Esse acido € transportado da raiz para diferentes
partes da planta induzindo uma diversidade de efeitos. Nas folhas, o ABA induz o
fechamento estomatico. A relacdo em termos de crescimento entre a parte aérea e
raiz é alterada (LARCHER, 2006).
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Figura 7. Relagao raiz/parte aérea (média + erro padrao) em plantas de rdcula cultivadas
em areia lavada com solugdo nutritiva e aplicagdo de diferentes doses de AH/AF. Médias

com a mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (P>0,05).
Letras minusculas foram atribuidas para comparagéo entre as doses de AF e as mailsculas para as doses dos
AH.
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e Volume de raiz

O volume de raiz néo foi afetado pela presenca das substancias humicas.
Na presenca de AF o volume das raizes teve um aumento pouco expressivo se
comparado ao controle. A dose 200 mg de C.L™" de AF proporcionou um volume de
raizes semelhantes a dose 0 mg de C.L" (Figura 8). As doses de AH nao
apresentaram diferengas para essa variavel.

Na literatura tem sido verificado o efeito das substancias humicas de
baixo peso molecular (AF) no crescimento e desenvolvimento de raizes laterais de
varias espécies. No entanto, os resultados obtidos estédo relacionados a aplicacao de
doses abaixo de 50 mg de C. L' (NARDI, et al., 2000).

Rodda, (2003) pesquisando o efeito de humatos de diferentes fontes de
vermicomposto em mudas de alface observou que a dose de 25 mg de C.L™" de
humatos extraidos de vermicomposto de esterco de curral foi responsavel pelo maior
incremento na &rea e comprimento radicular. A medida que as concentragdes das
doses de humatos se elevam os incrementos e estimulos decaem, pois elevadas

concentragdes de humatos reduzem o crescimento e a hidrolise de ATP das raizes.
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Figura 8. Volume de raiz (cm®) (média + erro padrdo) de plantas de rucula cultivadas em
areia lavada com solugéo nutritiva e aplicacao de diferentes doses de AH/AF. Médias com a
mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (P>0,05). Letras minlsculas foram atribuidas
para comparagao entre as doses de AF e as mailsculas para as doses dos AH.
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e Densidade de raiz

Observa-se que o AF proporcionou aumento na densidade radicular, ndo
sendo observado o mesmo efeito para o AH. Apesar de ter sido verificado aumento
na densidade das raizes na presenca de AH, o efeito entre doses ndo demonstrou
diferencas quando submetido ao teste de Tukey (P>0,05) (Figura 9).

A aplicacdo do AF na dose 100 mg de C.L™" foi responsavel pela maior
densidade quando comparada as demais doses, incluindo o controle. As raizes
tratadas com a dose 200 mg de C.L"' de AF apresentaram a menor densidade em
comparagao as demais doses.

Essa hip6tese pode ser confirmada por resultados encontrados na
literatura de que doses crescentes de substancias humicas tendem a diminuir os
incrementos proporcionados pelas doses mais baixas. RODDA, et al., (2006),
avaliou o efeito de diferentes doses de humatos extraidos de esterco de curral sob o
desenvolvimento e metabolismo de ATP em plantulas de alface. Os resultados
obtidos demonstraram que houve um incremento na massa fresca e seca da raiz
bem como na area e no comprimento radicular com o uso de humato na dose de 25
mg de C. L', sendo observado também nessa concentragcdo aumento significativo
na hidrolise de ATP pelas bombas de H* responsaveis pela geracdo de energia

necessaria a absorcao de ions e pelo crescimento celular.
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Figura 9. Densidade de raiz (g.cm™) (média + erro padrdo) de plantas de rucula cultivadas

em areia lavada com solugéo nutritiva e aplicacdo de diferentes doses de AH/AF. Médias com
a mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (P>0,05). Letras mindsculas foram atribuidas
para comparagao entre as doses de AF e as mailsculas para as doses dos AH.
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4.1.2 Efeitos no metabolismo do nitrogénio

¢ Nitrato Redutase (NR)

A atividade da enzima nitrato redutase foi influenciada pelas doses de AF,
exceto a dose de 200 mg de C.L" . As doses do AH ndo afetaram a atividade
enzimatica (Figura 10).

Diferentes pesquisas relatam o efeito das SHs sobre muitas enzimas
tanto para a ativagdo como para inibicao destas (VAUGAN e ORDE, 1980 apud
CANELLAS, 2005). No entanto, as informagdes néo reportam o efeito especifico
sobre a ativacao ou inibicao da nitrato redutase, mas sim sobre o NO3". Portanto, é
possivel que o efeito proporcionado pelas SHs sobre a atividade da NR seja um
efeito indireto provocado pelo aumento na absorcdo de NOj3™ pela acdo das SHs, ja
que esta enzima é passivel de inducao pelo substrato (NO3’).

Pelos resultados obtidos neste trabalho € possivel observar que na
presenca das diferentes doses de AF ocorreu maior atividade da NR quando
comparada ao controle. Entretanto, nao foi observado acumulo de N-NOg3 nas folhas,
pois os teores ficaram abaixo do limite a ser detectado pelo método utilizado.

Lima (2008) observou que raizes de manjericao tratadas com duas doses
de AH foram responsaveis por proporcionar aumento na atividade da NR,

proporcionando ainda maiores teores de NH,".
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Figura 10. Atividade enzimatica da Nitrato Redutase (umoles/g.p.f.hora) (média * erro
padrdo) na parte aérea de plantas de rdcula cultivadas em areia lavada com solugao
nutritiva e aplicagdo de diferentes doses de AH/AF. Médias com a mesma letra nio diferem
significativamente pelo teste de Tukey (P>0,05). Letras minUsculas foram atribuidas para comparacéo entre as
doses de AF e as mailsculas para as doses dos AH.
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e N-NO;

Nao foi observado efeito das SHs sobre o acumulo de nitrato na parte
aérea das plantas de rucula.

Esses resultados diferem daqueles observados por Quaggiotti et al.,
(2004) que ao avaliarem o efeito das substancias humicas de baixo peso molecular
sobre raizes de milho obtiveram aumento na capacidade de absor¢cdo do nitrato.
Esse aumento pode ser atribuido a elevacao na extrusdo de prétons das células de
raizes estimulado pelas substancias humicas que por sua vez facilita a absorcéo de
N-NOj via cotransporte com H*. (NARDI, et al., 2000).

¢ N-Amébnio

A quantidade de N-NH,4 presente nas plantas de racula foi afetada pela
presenga das SHs nas diferentes doses aplicadas no cultivo. A presenga de AF nas
doses 50, 100, 150 e 200 mg de C. L' proporcionou um decréscimo nas
quantidades de N-NH4. Enquanto que as doses de AH mantiveram quantidades de
N-NH,4 semelhante ao controle, com excegao da dose 200 mg de C. L™ que provocou
decréscimo dessa quantidade (Figura 11).

A baixa quantidade de amoénio observada nos tratamentos com AF indica
que as plantas incorporaram o N-NH4 em aminoacidos e em proteinas, uma vez que
0s niveis de aminoacidos livres foram reduzidos e os teores de N-protéico foram
elevados (Figuras 12 e 14). E provavel que essas substancias tenham estimulados
as demais rotas do metabolismo de N, tais como o sistema GS-GOGAT
(BREDEMEIER; MUNDSTOCK, 2000).
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Figura 11. Concentragdo de N-NH," (umols/g.p.f) (média * erro padrdo) na parte aérea de
plantas de ricula cultivadas em areia lavada com solugao nutritiva e aplicacao de diferentes

doses de AH/AF. Médias com a mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (P>0,05).
Letras minUsculas foram atribuidas para comparagéo entre as doses de AF e as mailsculas para as doses dos
AH.

e N-Amino

O efeito das SHs sobre essa variavel pode ser observado apenas nas
doses do AF. A presenca de AH nao produziu efeito sobre a quantidade de N-amino
livre existente na parte aérea das plantas.

Quando comparadas as doses de AF é possivel observar que a presenca
desse &cido foi responsavel pelo decréscimo de N-amino livre, ndo importando a
dose aplicada (Figura 12).

As quantidades de N-amino e N-protéico provavelmente foram
influenciados pelas SHs dada ativacdo do sistema metabdlico GS-GOGAT que a
partir da assimilacdo do amoénio diminuiu a quantidade de aminoacidos livres e
elevou os teores de N-protéico.

Essa hipdtese pode ser confirmada pela correlagdo observada entre a
quantidade de Aménio (umols/g.p.f) e a quantidade de N-amino (mmols /g. p. f)
encontradas na parte aérea das plantas de racula. (Figura 13)

Teores de N-amino elevados, normalmente, indicam situagéo de estresse
nutricional ou ambiental para as plantas, entretanto nesse experimento observou-se

decréscimo de aminoacidos livres com a aplicacdo das doses de AF. Observa-se
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portanto, que os AF podem ter contribuido para reduzir o estresse salino hidrico
observados no 18° dia apds o transplantio.
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Figura 12. Concentracao de N-Amino (mmols/g.p.f) (média + erro padrdo) na parte aérea de
plantas de rucula cultivadas em areia lavada com solugéo nutritiva e aplicacao de diferentes
doses de AH/AF. Médias com a mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (P>0,05).

Letras minusculas foram atribuidas para comparacéo entre as doses de AF e as mailsculas para as doses dos
AH.
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Figura. 13. Corelagdo N-amino (umols/g.p.f) e Aménio (umols/g.p.f) avaliadas na
parte aérea de plantas de rucula cultivadas em areia lavada com solucéo nutritiva e
aplicacao de diferentes doses de AH/AF.
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¢ N-protéico
No N-protéico ambos os acidos nao apresentaram efeitos significativos.
Sendo que o AF nas doses 150 e 200 mg de C.L™' proporcionou aumento dessa

variavel, mas nao a ponto de diferir das demais doses (Figura 14).
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Figura 14. Quantidade de N-protéico (g.Kg”') (média + erro padrdo) presente na parte aérea
de plantas de rdcula cultivadas em areia lavada com solugdo nutritiva e aplicagdo de

diferentes doses de AH/AF. Médias com a mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey
(P>0,05). Letras minusculas foram atribuidas para comparagdo entre as doses de AF e as mailsculas para as

doses dos AH.

o N-total

As SHs apresentaram comportamento diferente em relagao aos teores de
N-total presentes na parte aérea da ricula. A dose 100 mg de C.L" de AF
apresentou o maior teor de N-total em comparagdo as demais doses, mas nao ao
ponto de diferir do controle e das doses 50 e 150 mg de C.L™". Sendo a dose 200 mg
de C.L" de AF responsavel por um decréscimo na quantidade de N-total. O AH, no
entanto, nao produziu efeito sobre essa variavel (Figura 16).

Neste trabalho observa-se que a presenca do AH/AF apesar de néo ter
influenciado o aumento de N-total na parte aérea das plantas, ndo contribuiram para
o decréscimo dessa variavel quando comparado ao controle com exceg¢ao da dose
200 mg de C. L™ que proporcionou o decréscimo desse nutriente em relagdo ao

controle.
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O fato das SHs contribuirem para o aumento da quantidade de nitrogénio
na parte aérea da planta pode ser atribuido a formacdo de complexos com a
amoOnia, reduzindo a perda de N por volatilizagdo. Como as SHs interferem na
absorcao do Fe pelas plantas, ocorre a ligacao dos complexos de Fe ao plasmalema
seguida pela quebra dos complexos, e a absorcdo do Fe permitindo maior
concentracao desse elemento nas folhas o que contribui para a sintese de clorofila e

para um maior teor de N nos tecidos vegetais (SILVA, 2001).
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Figura 15. Quantidade de N-total (g.Kg™') (média * erro padrdo) presente na parte aérea de
plantas de rucula cultivadas em areia lavada com solugéo nutritiva e aplicacao de diferentes

doses de AH/AF . Médias com a mesma letra néo diferem significativamente pelo teste de Tukey (P>0,05).
Letras minusculas foram atribuidas para comparacéo entre as doses de AF e as mailsculas para as doses dos
AH.
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CONCLUSAO

As substancias humicas avaliadas neste trabalho em especial o Acido
Fulvico contribuiram para melhorar o crescimento radicular das plantas de rdcula
(Eruca sativa). Influenciaram o metabolismo de nitrogénio no aumento da atividade
da enzima nitrato redutase e por meio da reducao de aminodcidos livres. Além de
diminuir o efeito do estresse salino e hidrico proporcionados por alta condutividade
elétrica da solucao nutritiva.

Tais efeitos sugerem um melhor aproveitamento do nitrogénio pela planta

e possivelmente propiciam um melhor desenvolvimento vegetal.
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