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DESEJOS...
Desgjo primeiro que vocé ame,
E que amando, também segja amado.
E que se ndo for, sgja breve em esquecer.
E que esguecendo, ndo guarde magoa.
Desgjo, pois, que ndo segja assim,mas se for, saiba ser sem desesperar.
Desgjo também que tenha amigos, que mesmo maus e inconseqlentes, sejam corgjosos e
fiés, e que pelo menos num deles vocé possa confiar sem duvidar.
E porque avida é assim, desegjo ainda que vocé tenhainimigos.
Nem muitos, nem poucos, mas na medida exata para que, algumas vezes, vocé seinterpele
arespeito de suas proprias certezas.
E que entre eles haja pel o menos um que segja justo, para que vocé ndo se sinta demasiado
seguro.
Desgjo depois que vocé sgja Util, mas ndo insubstituivel.
E gue nos maus momentos, guando ndo restar mais nada, essa utilidade seja suficiente para
manter vocé de pé.
Desgjo ainda que voceé sgjatolerante, ndo com 0s que erram pouco, porque isso é facil, mas
com 0s que erram muito e irremediavel mente, e gque fazendo bom uso dessa toleréncia,
VOCé sirva de exempl o aos outros.
Desgjo que vocé, sendo jovem, ndo amadurega depressa demais, e que sendo maduro, néo
insista em rejuvenescer

E gue sendo velho, ndo se dedigue ao desespero. porque cada idade tem o seu prazer e asua
dor e é preciso deixar que eles escorram por entre nos.

Desgjo por sinal que vocé sgjatriste, ndo o ano todo, mas apenas um dia.

Mas que nesse dia descubra que o riso diario € bom, o riso habitual éinsosso e o riso
constante é insano.

Desgjo que vocé descubra, com 0 maximo de urgéncia, acima e arespeito de tudo, que
existem oprimidos, injusticados einfelizes, e que estéo a suavolta.

Desgjo ainda que vocé afague um gato, alimente um cuco e ouga o0 jodo-de-barro erguer
triunfante o seu canto matinal porgue, assim, vocé se sentira bem por nada.

Desgjo também que vocé plante uma semente, por mais minuscula que sgja, e acompanhe o
Seu crescimento, para que vocé saiba de quantas muitas vidas é feitauma arvore.

Desgjo, outrossim, que vocé tenha dinheiro, porque € preciso ser prético. e que pelo menos
umavez por ano cologue um pouco dele na sua frente e diga: 1sso € meu!, so para que fique
bem claro quem é dono de quem.

Desgjo também que nenhum de seus af etos morra, por ele e por vocé, mas que se morrer,
VOCé possa chorar sem se lamentar e sofrer sem se culpar.

Desgjo por fim gue vocé sendo homem, tenha uma boa mulher, e que sendo mulher, tenha
um bom homem e que se amem hoje, amanha e nos dias seguintes, e quando estiverem
exaustos e sorridentes, ainda haja amor para recomecar.

E se tudo isso acontecer, ndo tenho mais nada ate desgjar.

( Origina de Victor Hugo, adaptado por Vinicius de Moraes)
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RESUMO

RODDA, Maria Rita Cardoso. Car acterizacéo e avaliacdo do uso agricola de humatos
de vermicomposto. Seropédicac UFRRJ, 2002. 53p. (Dissertacdo, Mestrado em
Agronomia, Ciénciado Solo).

Os objetivos deste trabalho foram de caracterizar os humatos de diferentes fontes de
vermicomposto (esterco de curral — HV 1, esterco de curral + bagaco de cana-de-agUcar —
HV 2, esterco de curral + leguminosa - HV 3 e esterco de curral + bagaco de cana-de-acUicar
+ leguminosa — HV4) e avaliar o crescimento das plantulas de milho e aface, utilizando
area e comprimento radiculares como indicadores fisiol 6gicos e nimero de sitios mitéticos
e atividade da H*-ATPase como indicadores bioquimicos. A caracterizagdo quimica dos
humatos revelou que a substituicdo da fonte de matéria organica para a vermicompostagem
produz substéncias humicas semelhantes. Entretanto, algumas diferencas quanto as
caracteristicas espctroscopicas foram observadas. Pode-se notar que o HV 1 obteve maior
relacéo E4/Es e maior intensidade de fluorescéncia, indicando ser o mais quimicamente
estavel e humificado. No ensaio | foram testados os humatos de vermicomposto em
plantulas de alface e pode-se observar que o HV1 proporcionou incremento da area e
comprimento radiculares e estimulou a atividade a vanadato sensivel de hidrélise de ATP
na fracdo microssoma em relagdo ao controle, enquanto que o HV2 e HV3 inibiram o
incremento e o estimulo. No ensaio || foram testadas as doses de humatos extraidos de HV 1
nas plantulas de alface. O melhor incremento na area e comprimento radiculares e estimulo
da atividade a vanadato sensivel de hidrélise de ATP foi encontrado na concentracéo de 25
mg C. L™ e a medida que as concentracBes se elevam os incrementos e estimulo decaem.
No ensaio 3 os humatos de vermicomposto foram extraidos e testados em milho. Pode-se
observar que HV1 foi o que proporcionou melhor aumento da area e comprimento
radiculares, massas - seca e fresca —e nimero de sitios mitéticos elevados, entretanto o
estimulo da V-ATPase foi superior com HV2 e o da H* - Ppiase com HV3. Através dos
experimentos pode-se perceber que o esterco bovino dos vermicompostos pode ser
parcialmente substituido por outro material organico menos nobre, sem que haja alteracfes
relevantes nas caracteristicas quimicas. Os humatos afetam positivamente o crescimento
das plantas através das H* - ATPases, devido a sua agio hormonal. Elevadas concentragtes
reduzem o crescimento e a hidrélise de ATP das raizes. As bombas do vactolo funcionam
de forma diferente em relagéo a da membrana plasmética, quando em contato com acidos
hamicos.

Palavr as— chaves. vermicompostagem, substancias hiimicas, H" -ATPase.



ABSTRACT

RODDA, Maria Rita Cardoso. Characterization and evaluation of the agricultural
application of vermicompost humic substances Seropédicac UFRRJ, 2002. 53p.
(Dissertacdo, Mestrado em Agronomia, Ciénciado Solo).

The objectives of thiswork were to distinguish the humic substances of different sources of
vermicompost (cow manure— HV 1, cow manure + cane sugar bagasse — HV 2, cow manure
+ vegetable — HV3 and cow manure + cane sugar bagasse + vegetable — HV4), and to
estimate the maize and lettuce seedling growth, utilizing root area and length as
physiological indicators, frequence of roots mitotic sites and H* - ATPase activity as
biochemical indicators of humic substances bioativity. The chemistry characterization of
humic substances revedled that the source of organic substance substitution for the
vermicompost work produces similar humic substances. However some differences as for
spectroscopy characteristics were observed. It can be noted that the HV 1 acquired a greater
relation E4/Es and greater fluorescence intensity, indicating to be the most stable and humic
chemically. In the first experiment were tested vermicompost humic substances in lettuce
seedlings and we observed that the HV1 provided the root area and length increase, and
stimulated the activity at the sensitive vanadate of ATP on the microssomal fraction in
relation to the control while the HV2 and HV 3 inhibited the increase and stimulus. In the
second experiment were tested the humic substance portions extracted from HV 1 in lettuce
seedlings. The best root area and length increase, and activity stimulus at the sensitive
vanadate of ATP was found in the concentration of 25 mg C.L™ and while the
concentrations rise, the increases and stimulus decline. In the third experiment, the
vermicompost humic substances were extracted and tested in maize. We observed that the
HV 1 provided the root area and length increase, high mass — dry and fresh — and frequence
of roots mitotic, however the V-ATPase stimulus was superior with HV2 and of the H” -
ATPases, due its hormonal action. High concentrations reduce the root growth and ATP.
The plasma membrane V — type H" - ATPase work in a different manner of the plasmatic
membrane when they are in contact with the humic substances.

K ey wor ds: vermicomposting, humic substances, H* -ATPase.
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1. INTRODUCAO

Um dos problemas centrais do século XXI é a sustentabilidade da produgdo
agricola. O uso exacerbado de agroguimicos e a agricultura intensiva tém como
conseqiéncia a degradacdo do meio ambiente pela erosdo, lixiviacdo de nutrientes,
contaminagdo do lengol fredtico. Uma das aternativas para uma agricultura viével
econdmica e ecologicamente € a agricultura organica. Alguns trabalhos foram conduzidos
utilizando a matéria organica como fornecedora de nutrientes e para melhoria das
caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas do solo, e como promotora do
desenvolvimento das plantas.

A matéria organica ou himus do solo € composto por uma parte ndo humificada,
gue inclui os carboidratos, aminoéacidos, lipideos, proteinas, horménios e uma variedade de
acidos orgéanicos e uma outra humificada, que consiste de um grupo de compostos mais
complexos como os &cidos humicos e fulvicos (Tan; 1994).

O processo de humificacdo que é acelerado pelas minhocas tem como produto final
um materia quimicamente estavel (vermicompostos). Os residuos utilizados pela
vermicompostagem podem ser de origem bioldgica ou industrial, resultando num
vermicomposto com diferentes caracteristicas.

Extratos alcalinos de matéria organica, genericamente conhecidos como humatos,
tem proporcionado efeitos diretos sobre a fisiologia das plantas incluindo diversos
processos metabdlicos (respiracéo, teor e atividade de proteinas). No entanto, s80 raros 0s
estudos que avaliam o efeito da matéria organica sobre esses processos, sendo 0 mais
comum avaliar a sua eficiéncia como fornecedora de nutrientes.

O presente trabalho tem como objetivo avaliar as caracteristicas quimicas e
espectroscopicas de humatos extraidos de vermicompostos com diferentes fontes de
carbono e nitrogénio, além de estudar os mecanismos bioquimiocos envolvidos no sistema

radicular de plantulas de milho e alface, quando aplicados humatos na agua de irrigacéo.



2. REVISAO DE LITERATURA

A vermicompostagem € a transformacdo da matéria organica, resultante da acdo
combinada das minhocas e dos microrganismos que vivem em seu trato digestivo,
acelerando a mineralizagdo dos residuos organicos (Albanell, et a, 1988). As minhocas
aumentam a velocidade de decomposicéo (Vinceslas & Loquet, 1987) e também produzem
substéncias humicas com atividade hormonal que podem influenciar 0 metabolismo e o
desenvolvimento das plantas (Albuzio et al., 1996; Dell’ Agnola & Nardi, 1987; Nardi et al.,
1991, 1994; Muscolo et al., 1996, 1998, 1999; Masciandaro et al., 1999).

O vermicomposto difere do composto convencional, entre outras caracteristicas,
devido a maior estabilizacdo dos residuos que, a0 passarem pelo trato digestivo da
minhoca, sofrem reagBes enziméticas adicionais (Hartenstein & Hartenstein, 1981; Albanell
etal., 1988).

A espécie de minhoca mais utilizada para a vermicompostagem tem sido a Eisenia
foetida, conhecida vulgarmente como vermelha da Califérnia, devido a sua habilidade de
conversao de residuos organicos, pelo seu rapido crescimento (Neuhauser et al., 1980) e
grande capacidade de multiplicacéo (Hartenstein et al., 1979).

A capacidade reprodutiva da Oligochaeta pode variar com as condic¢des ambientais
e com a disponibilidade do substrato organico (Neuhauser et al., 1980; Kale et al., 1982;
Hard et a., 1988; Reinecke & Viljoen, 1990). Durante a vermicompostagem a matéria
organica ingerida € macerada, misturada com material organico e mineral, passada através
do trato digestivo das minhocas e excretada como coprdlitos.

A matéria prima mais utilizada na vermicompostagem tem sido o esterco bovino.
Como a quantidade de esterco é um fator limitante para os produtores de vermicomposto,
diversas pesquisas tém avaliado alternativas para substituicdo parcial ou total desse
substrato (Hartenstein, 1979; Chan & Griffits, 1988; Albanell et al, 1988; Silva, 1992;
Aquino et al, 1996).

Aquino (1991) avaliou a atividade reprodutiva das minhocas e constatou que o

substrato produzido com a mistura de esterco bovino e cana-de-agicar na proporcéo 1:1



(v/v) aumentou a populagdo de minhocas em até 30 vezes, apesar do bagaco de cana-de-
acucar ser um residuo resistente a transformagdo em funcéo da sua elevada relacéo C/N que
variaentre 100-200 (Orlando Filho et al., 1983).

Apesar dos beneficios proporcionados pela mistura de palha ao esterco, o produto
final € mais empobrecido em nitrogénio quando comparado ao esterco. Uma opg¢do para
obtencdo de vermicomposto com relacdo C/N mais estreita seria a incorporagéo de
leguminosas durante 0 processo de compostagem.

A adicdo de fitomassa de leguminosa no processo de vermicompostagem pode
servir como fonte de N de baixo custo para as minhocas e microrganismos e producéo de
vermicomposto mais rico neste elemento (Silva, 1992) uma vez que essas plantas se
associam a bactérias fixadoras de N».

O produto da vermicompostagem geralmente apresenta uma gquantidade maior de
carbono na forma humificada (Almeida, 1991; Albanell et al., 1988) e maior proporcéo de
compostos arométicos e polissacarideos (Loquet & Vincelas , 1987). Devido ao maior
estadio de humificacdo, os vermicompostos apresentam mineralizagdo secundéria mais
lenta do que os compostos produzidos sem minhocas. Os beneficios da utilizagcdo de um
material mais estabilizado como fertilizante organica incluem a diminui¢do da incidéncia
de plantas doentes (Szczech et al., 1993; Nakamura, 1996), assim como 0 aumento da
atividade de micorrizas arbusculares (Cavender et a., 1999). O vemicomposto aumenta a
disponibilidade de nutriente, melhorando a estrutura e a capacidade de reter agua.
(Landgraf et al., 1999), aém de incorporar substancias himicas ao solo.

As substancias humicas (SH) participam de reagdes importantes que ocorrem nos
solos, influenciando a fertilidade através da liberacdo de nutrientes (mineralizagdo), pela
detoxificacdo de elementos quimicos (complexagdo) e pela melhoria das condicbes fisicas e
bioldgicas (Santos & Camargo, 1999) além da producdo de substancias fisiologicamente
ativas (Vaugham & Malcolm, 1985). A reatividade das substancias hiimicas depende da sua
natureza quimica que pode ser geralmente caracterizada pela composicéo elementar e
através de técnicas espectroscopicas.

A composicdo elementar das SH é uma propriedade estavel que, segundo
Kuwatsuka et al. (1978), € o reflexo das condi¢es de formagdo, ou sgja, do ambiente e



varia pouco com manejo do solo (Ceretta, 1995). Os teores de C, H, N e O sdo obtidos
através de analisadores elementares disponiveis comercia mente.

A presenca dos diferentes grupamentos funcionais nas substancias hiimicas pode ser
facilmente avaliada através das técnicas espectroscopicas que utilizam diferentes regides do
espectro eletromagnético para obter informactes sobre a estrutura e funcionalidade dos
compostos organicos. As espectroscopias na regidao do infravermelho e do visivel sdo
especialmente Uteis para o estudo de grupamentos funcionais oxigenados, 0s grupamentos
mai s reativos presente nas substancias humicas.

A espectroscopia de infravermelho (1V) é um método analitico baseado na absor¢do
de radiacdo infravermelha pela vibracdo das ligagbes entre &omos com polaridades
diferentes. A fregliéncia de absorcéo é dependente do modo vibracional, do comprimento
das ligagOes, da massa dos &omos e da magnitude de diferenca de polaridade entre os
atomos envolvidos na ligacdo. A espectroscopia de IV € muito proveitosa para estudo de
ligacOes polares e € particularmente usada para 0 estudo da natureza do oxigénio nas
moléculas organicas. A espectroscopianaregiao do |V tem sido usada para a caracterizacdo
de substancias humicas, principalmente com o avanco de técnicas ndo dispersivas, como a
espectroscopia de infravermelho com transformada em Fourier (FT-IR). A energia de
infravermelho é utilizada mais eficientemente, o que permite alta sensibilidade na andlise e
obtencao de espectros de alta resolucdo, com baixarelacédo sinal/ruido.

Apesar da espectroscopiade IV ser utilizada amplamente para andlise qualitativa, a
técnica também pode ser aplicada a andlise semi-quantitaiva de alguns grupamentos
funcionais, principalmente os oxigenados. Freixo (2000), determinou o indice de
hidrofobicidade e de condensacdo de &cidos humicos, a partir da relacdo obtida pela
integracdo da area de banda correspondente aos grupamentos aliféticos (C-H)/grupamentos
polares (C-O).

A absorcéo de radiagdo na regido do ultravioleta (UV) e do visivel (Vis) resultam
das transicdes eletrbnicas de cromdéforos que apresentam elétrons livres como 0s
oxigenados. E observada forte absor¢io na regido do UV pelas substancias himicas que
contém uma variedade de grupos arométicos, carboxilicos, OH fendlicos que absorvem luz
no UV-Vis deixando o espectro com pouca resolugdo e diminuicdo gradativa da

absorbancia com o aumento do comprimento de onda resultando em pouca informagéo



sobre as caracteristicas estruturais das substancias himicas. No entanto, Kononova (1966)
verificou que arelacéo obtida entre a absorbancia em 465 nm e 665 nm além de ser
independente da concentracdo de C esta relacionada com o grau de evolugdo das
substancias humicas. Essa relagéo, denominada de E4/Eg apresenta valores entre 2 e 5 para
acidos humicos e entre 6 e 10 para &cidos fulvicos sendo, portanto, menor para substancias
himicas mais humificadas. Chen et a (1977) correlacionaram a relacdo E4/Es com a
aromaticidade, acidez total e carboxilica e distribui¢éo da massa molecular das substancias
himicas confirmando o uso desse indicador para avaliar o grau de humificacdo da matéria
organica.

A espectroscopia de fluorescéncia também é uma técnica sensivel para observar
transicoes eletronicas de grupamentos que quando excitados pela absor¢do de luz emitem
um quenching de luz proporcional e em comprimentos de ondas maiores que luz absorvida.
Estruturas com ligagbes p conjugadas como 0s compostos arométicos ou com el étrons
livres como grupos COO™ apresentam fluorescéncia e sdo os principais fluoréforos da
matéria organica. Sistemas mais conjugados (condensados) apresentam fluorescéncia mais
intensa e em menores comprimentos de ondas do que sistemas de ligages p de SH com
menor grau de evolugdo quimica.

Os é&cidos himicos tém maior comprimento de onda de fluorescéncia de excitagdo e
emissdo que os acidos fulvicos, devido ao aumento do grau de aromaticidade, o contelido
de grupos carboxilicos e arométicos policondensados e as estruturas conjugadas nos acidos
hdmicos. Assim, a matéria organica derivada de solos ou compostos com alta proporgao de
acidos hunicos e fulvicos ter& maiores comprimentos de onda de fluorescéncia de excitacdo
e emissdo gque aguelas com baixarazéo AH/AF (Baker & Genty, 1999).

A espectroscopia de fluorescéncia sincronizada possui um pico de melhor resolucéo
gue os obtidos pela fluorescéncia convenciona — emissao e excitagdo, desta forma, fornece
parametros distintos de diferenciacdo entra as amostras e a alta possibilidade para
identificagcdo de estruturas moleculares responsaveis pela fluorescéncia da amostra (Senesi,
1990).

As diferentes técnicas espectroscopicas sao eficientes para caracterizar a
funcionalidade quimica das SH e representam uma ferramenta essencial para o

estabelecimento de uma relagdo entre os aspectos funcionais da matéria orgénica e sua



reatividade quimicano solo. A relagdo entre a estrutura e a bioatividade das SH é ainda um
desafio paraa Ciénciado Solo.

As SH podem favorecer o crescimento das plantas e aumentar a eficiéncia na
absorcdo de nutrientes (Vaughan & Malcolm, 1985). A magnitude das respostas €
dependente da concentracéo das SH, da espécie e da idade das plantas (Kononova, 1982).
Chen & Avaid (1990), mostraram que a promocdo do desenvolvimento das plantas em
solucdo nutritiva é aumentada na presenca de SH. O crescimento das plantas, segundo esses
autores, poderia estar relacionado ao aumento da solubilidade de alguns elementos tracos
(e.g., Fe*) através da formacdo de um complexo soltivel com as SH. A magnitude dos
efeitos sobre o crescimento obtidos em meio minimo sugere, entretanto, acdo de
mecanismos adicionais sobre a nutricdo de plantas provocadas pelas SH, aém do
fornecimento de nutrientes.

As bombas de H*, enzimas transmembranares capazes de hidrolizar ATP (H'-
ATPases do tipo P e V localizadas na membrana plasmatica e no vacuol o, respectivamente,
e pirofosfato (pirofosfatases — PPiase — localizadas no vacltolo) geram um gradiente
eletrogquimico que esta diretamente envolvido em dois mecanismos fundamentais para o
desenvolvimento vegetal. Esse sistema primario de transporte de protons (i) energiza o
sistema secund&rio de translocagcdo de ions fundamental para absor¢do de macro e
micronutrientes e (ii) promove o aumento da plasticidade da parede celular através da
acidificagdo do apoplasto, fator fundamental para o processo de crescimento e elongacdo da
célula vegetal (Cosgrove, 1997). Esse Ultimo mecanismo esté relacionado com a teoria do
crescimento &cido que postula um aumento de extrusio de protons mediado pela H -
ATPase da membrana plasmatica promove a acidificagdo 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)

O incremento da absor¢do de nutrientes proporcionado pelas SH em solucédo tem
sido justificado pelo aumento da permeabilidade da membrana plasmética através da acéo
surfactante e ativagio da H'-ATPase da membrana plasmética por SH de baixo peso
molecular (essencialmente acidos fulvicos) (Nardi et a., 1991; Varanini et a. 1993). No
entanto seria improvavel que a perda de seletividade da membrana ocasionasse efeito

positivo sobre a nutricdo de plantas onde é necessaria a manutencéo da homeostase celular.



Recentemente Facanha et a. (2002), demonstraram que SH de massa molecular
elevada (essenciamente &cidos humicos) isolada de vermicomposto e lodo obtido da
estacdo de tratamento de esgoto promoveram desenvolvimento radicular de plantas mono e
dicotiled6neas (milho e café) e um estimulo proporcional na atividade da H*-ATPase de
membrana plasmética. Esses autores postularam que em fungdo da forte ateragdo na
distribuicdo de tamanho dos &cidos hiumicos apds o cultivo das plantas, peguenas
subunidades estruturais com uma possivel atividade hormonal poderiam acessar receptores
na superficie ou no interior das células das raizes desencadeando processos de estimulo do
desenvolvimento radicular. Canellas et a. (2002) confirmaram esses dados e, aém da
atividade de hidrdlise de ATP, verificaram que os &cidos humicos isolados de
vermicomposto promoveram aumento significativo do transporte de H® acoplado a
hidrélise de ATP. Esses autores observaram também uma superexpressio da enzima (H*-
ATPase de MP) evidenciada pela maior quantidade de H*™-ATPase detectada
imunol ogicamente. Esse efeito € tipico de agdo hormonal, ja que auxinas induzem aumento
do nimero de H*-ATPases expressas na membrana plasmética (Frias et al., 1996) e o
aumento no nimero de sitios de mitose e de raizes laterais emergidas. Pode se concluir
portanto que a ativagdo das diferentes bombas de H* sdo um importante marcador
metabdlico da bioatividade de substancias himicas.

O objetivo desse trabalho € de avaliar o efeito de humatos isolados de diferentes
tipos de vermicomposto sobre o desenvolvimento de plantulas de milho e alface, utilizando
a atividade de hidrélise de H+ -ATPase isoladas do sistema radicular como marcador
metabdlico, o nimero de sitios formadores de mitoses nas raizes como um indicador
morfoldgico e o crescimento radicular e foliar como indicadores fisiol6gicos da acdo das
SH.



2. MATERIAL E METODOS

2.1.Producéo do ver micomposto

O vermicomposto foi preparado em anéis de concreto de 50 cm de aturae 80 cm de
didmetro, utilizando esterco bovino, bagaco de cana-de-agUcar e fitomassa de leguminosa
(Gliricidia sepium). Cada anel recebeu 200 L do material misturado, com a seguinte
proporcao:

A —esterco

B — esterco + bagaco de cana-de-agUcar (1:1, v/v)

C —esterco + leguminosa (1:1, v/v)

D — esterco + bagaco de cana-de-aglcar + leguminosa (2:1:1, v/v)

O esterco foi obtido de gado de leite criado em regime semi-extensivo na area da
Pesagro — Rio, km 47, o0 bagago de cana-de-aglicar de um vendedor de caldo do comércio
local e a leguminosa da poda de éarvores localizadas no Campo Experimental da
EMBRAPA/Centro Naciona de Pesquisa em Agrobiologia (CNPAB). Na época da poda
foram colhidas apenas as folhas e hastes com diametro inferior a2 cm.

O esterco foi deixado em pousio por cerca de 30 dias, até atingir temperatura igual
ou inferior a 35°C. O bagaco da cana-de-aglicar e a leguminosa foram triturados em
picadeira.

Os anéis para a vermicompostagem foram instalados na érea do Sistema Integrado
de Producdo Agroecoldgica (SIPA- Fazendinha Agroecol6gica, km 47). A “Fazendinha’
representa um espago destinado ao exercicio da agroecologia, localizada no municipio de
Seropédica— RJ a uma latitude de 22°45' Sul, longitude de 43°42’ Norte e altitude média
de 33 metros, é conduzida em parceria entre o Centro Naciona de Pesguisa de
Agrobiologia — Embrapa Agrobiologia e o Centro Nacional de Pesguisa de Solos —
Embrapa Solos, a Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro e a Empresa de pesguisa
Agropecuériado Estado do Rio de Janeiro — Estagdo Experimental de Itaguai.

A regido caracteriza-se pela concomitante elevacdo da temperatura média do ar e
inicio do periodo chuvoso em outubro, estendendo-se até marco. Frequentemente uma



estiagem prolongada ocorre nos meses de janeiro e/ou fevereiro. Nos meses de junho, julho
e agosto geralmente ha uma queda na temperatura, mantendo-se amena.

A mistura dos materiais nos anéis foi feita com base em volume, corrigindo-se o
teor de umidade de cada material. No fundo de cada anel foi colocada uma camadade 5 cm
de pedra britada coberta com saco de rafia. Este procedimento teve como objetivo a
garantia da drenagem nos anéis. Os materiais foram misturados, colocados nos anéis e
irrigados, ficando em pousio por uma semana, a fim de manter a temperatura abaixo de 40°
C. Em seguida, foram colocadas 200 minhocas (Eisenia foetida) em cada anel e estes
cobertos com palha para sombrear e manter a umidade do ambiente.

A maturagdo dos vermicompostos foi acompanhada através do monitoramento da
temperatura até sua estabilizaco.

Apés a estabilizagdo, o vermicomposto foi peneirado para retirada das minhocas e

caracterizado quimicamente.

2.2- Caracterizacdo quimica do ver micomposto

O vermicomposto estabilizado foi caracterizado através da analise dos seguintes

parametros:

Ctotal (Brasil. Ministério da Agricultura, 1983).

N total (Bremmer et a, 1965)

pH (H.0): medido potenciometricamente, com eletrodos de vidro e calomelano na

relagcdo substrato/amostra 1:2,5 (Haimi & Huhta, 1987).

Ca pela digestéo nitroperclérica para preparacdo de extrato e leitura por absorcdo

atomica (Sarruge & Haag, 1974).

Mg pela digestéo nitropercldrica para preparacdo de extrato e leitura por absor¢éo

atomica (Sarruge & Haag, 1974).

K pela digestéo nitroperclérica para preparacdo de extrato e leitura em fotbmetro de

chama.

P total pela digestdo nitroperclérica e dosagem colorimétrica em meio sulfdrico

utilizando &cido ascorbico como redutor (Murphy & Riley, 1962).
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2.3. Extragdo dos humatos de ver micomposto

A extragdo das substéncias humicas acalino sollveis dos vermicompostos foi
redlizada utilizando-se KOH 0,1 mol L™ na relacdo vermicomposto/extrator de 1:10 com
base em volume, por 16 horas. Em seguida, as substéancias humicas alcalino solliveis foram
separadas do residuo por decantacdo e sifonagdo. O excesso de ions foi retirado através do
uso de resina de troca de ions Amberlite IR — 120 (forma H") (Stevenson, 1994). Uma parte
do extrato contento as substéncias humicas alcalino solUveis foi seca por liofilizacdo para

posterior caracterizagdo quimica e outra permaneceu solvel para uso nos bioensaios.

2.4. Caracterizacao dos humatos

Analise da composicdo elementar: A determinagdo da composi¢ao elementar foi realizada
com analisador elementar automético Perkin Elmer 2400 em amostras de 10 mg de
humatos em duplicata. O contetido de O foi determinado por diferenca, descontado o teor
de cinzas obtidos com aincineracdo de trés amostras dos humato por tratamento em mufla
a700°C.

Acidez total: A acidez total foi obtida colocando amostras de 50 a 100 mg de SH em um
Erlemmeyer de 125 mL, adicionando-se 20 ml de Ba(OH), 0,25 N preparado com agua sem
CO,dissolvido. O ar dos frascos foi deslocado pela passagem de N, ou através de vacuo e o
sistema submetido a agitacdo por 24 horas a temperatura ambiente. A suspensdo foi filtrada
e 0 residuo lavado com &gua sem CO, (fervida). O filtrado foi titulado
potenciometricamente até pH 8,4 com HCI 0,5 N e o célculo realizado através da equacéo:
Acidez Total = (titulo do branco — titulo da amostra) x N do HCI x 1000/massa da amostra
em mg (Schinitzer & Gupta, 1965).

Determinacgéo da acidez carboxilica: As amostras de 50 a 100 mg de humato foram

colocadas em Erlenmeyer de 125 ml, adicionando-se 40 ml de &gua sem CO, e 10 ml de

Ca(OAC),; 1 N. O sistema € submetido a agitacéo por 24 horas, a temperatura ambiente.
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A suspensdo foi filtrada e o residuo lavado com agua sem CO.. O filtrado foi titulado
potenciometricamente até pH 9,8 com NaOH 0,1 N e o célculo realizado conforme a
equacao:

COOH = (titulo branco — titulo daamostra) x N do NaOH x 1000/massa da amostra em mg

Espectroscopia na regido do Ultravioleta-visivel: A relacdo E4/Es foi obtida através da
razéo da absorbancia de uma solucéo dos humatos (4 mg em 10 mL de NaHCO; 0,05 mol

L") em 465 nm e 665 nm num espectrofotdmetro Shimadzu.

Espectroscopia na regido do infravermelho (1V): Os espectros de IV dos humatos foram
obtidos na faixa de 400 cm™ a 4000 cm™®, utilizando-se pastilhas com 1 mg de amostra em
100 mg de KBr, num aparelho Schimadzu com correcéo da linha base com absorc¢éo igual a
zero em 4000 cm™ e em 2000 cm™. O indice de resisténcia (indice de hidrofobicidade) foi
estabelecido através da relagdo entre a banda de absorcdo em 2929cm™ e 1050 cm™
(grupamentos aliféti cos/polissacarideos) e indice de condensacdo pelarazéo entre 1660cm ™

e 2929 cm™ (grupamentos arométi cos/grupamentos aliféticos).

Espectroscopia de fluorescéncia: A intensidade de fluorescéncia foi determinada para
solucdo de 20 mg de C .L™ dissolvida en NaOH 0,05 mol L™, gjustado para pH 7,0. O
aparelho utilizado foi HITACHI F- 4500 com velocidade de scan de 1200 nm. min™. A
excitacdo foi fixada em 350 nm e a emissdo variou entre 290-500 nm para 0 espectro de

fluorescéncia sincronizada

indice de hidrofobicidade: E arelacio entre a absorv6ancia da banda de absorczo de 2929
cm ™, correspondente ao estiramento C-H do grupamento hidrofébico —CHs alifético, e a
absorvancia da banda entre 105 cm™, que corresponde ao estiramento C-O de grupamentos
hidrof ébicos de polissacarideos.

Abs 2929 cm™*

Abs 1050 cm™
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indice de condensacdo: E a razéio entre a absorvancia de grupamentos arométicos,
guinonas e/ou carboxilatos, com ato garu de condensac&o, correspondentes a banda de

absorcdo em 1660 cm™?, e grupamentos aliféticos.

Abs 1660 cm™

IC =
Abs 2929 cm™

2.5 -Ensaio |: Efeito dos humatos sobr e o desenvolvimento radicular de plantulas de
alface (Lactuva sativa L.) e sobre as bombas de pr6tons da fragéo microssomal isoladas

deraizes.

Obtencao das plantulas de alface

As sementes de alface (Lactuva sativa var - Regina), obtidas comercialmente foram
esterilizadas por imersdo numa solucdo de NaClO 0,5 % e mantidas em agua, por seis horas
apos a lavagem. Em seguida, as sementes foram acondicionadas em papel e germinadas no
escuro a 28°C. As plantulas foram transferidas para copos plésticos (dez plantas por vaso e
quatro vasos por tratamento) contendo meio minimo somente com CaCl, 2 mMol L™
(tratamento controle) e com meio minimo complementado com humatos obtidos de
vermicomposto de esterco (HV 1), de esterco + bagaco de cana-de-aclicar (HV 2), de esterco
+ leguminosa (HV3), esterco + bagaco de canade-aglUcar + leguminosa (HV4) na
concentracdo entre 20-25mg C L™. O pH da soluco foi gjustado para 6,0 com solucédo
diluida de NaOH ou HC e a aeracdo foi forcada. ApOs quinze dias de crescimento nestas
condigdes, as plantulas foram coletadas. Uma parte das amostras foi utilizada para
avaiacdo do desenvolvimento radicular e outra utilizada para obtencdo da fragdo

microssomal (membrana plasmaética + tonoplasto) através do fracionamento celular.

Avaliacéo do desenvolvimento radicular
As raizes dos tratamentos foram digitalizadas (300 dpi) e a area e comprimento
radiculares foram estimados pelo programa computaciona DeltaT-scan™ (versdo demo —

www.deltascan.com). Foram avaliadas também as massas fresca e seca das raizes.
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Deter minacdo do nimer o de sitios formador esderaizes laterais

Segmentos nodais de raizes de seis plantulas submetidas aos diferentes tratamentos,
foram coletados, lavados em agua destilada, e submetidos a clareamento, utilizando KOH a
5% solucdo agquosa, em banho-maria a 75 °C por 20 minutos, decorrido este periodo, o
material foi lavado em &gua destilada, e posta para corar por um periodo de 14-24 horas em
hematoxilina-férrica. Entdo, as raizes foram lavadas em agua destilada e a seguir clareadas
com solucdo aquosa de &cido latico a 80% em banho maria a 75 °C por 30 a 90 segundos.
Este material foi lavado em tampéo fosfato 50 mM pH 7,2 e em seguida observado em
microscopio esterioscopico para contagem dos sitios mitéticos, que aparecem como pontos
vermelhos em um fundo claro (Canellas et a., 2002).

Obtencao da Fragao microssomal — Fracionamento Celular

A frac8o isolada das raizes de aface foi obtida através de centrifugacéo diferencial
essencialmente como descritas por De Michelis & Spanswich (1986). As raizes foram
cortadas e pesadas e entdo homogenei zadas em meio tamponado, usando grau e pistilo. O
tampéo de extracdo foi composto de sacarose 250 mM, glicerol a 10 %, DTT 3,3 mM, 5
mM EDTA, 0,5 % de PVP-40, KCI 150 mM, BSA 0,13 %, PMSF 1 mM, Tris-HCI (pH
8,0) 0,1 M, na relacdo peso de tecido/volume de tampéo de 1:2. As solugdes usadas na
preparacdo estavam geladas e toda a manipulagéo foi realizada de 0 a 4°C. O pH foi
monitorado durante a homogeneizagdo mantendo-se entre 7,6 e 8,0. O homogenato
resultante foi entdo filtrado através de quatro camadas de gaze e submetido a centrifugacéo
a 3000 x g durante dez minutos para a remocado de células ndo rompidas e nicleos. Para o
isolamento das mitocondrias o sobrenadante foi novamente centrifugado a 10.000 x g por
mais 15 minutos. O sobrenadante foi submetido a nova centrifugagdo, agora a 100.000 x g
por 40 minutos. O precipitado dessa segunda centrifugacéo foi solubilizado em solucéo
tampéo contendo: glicerol a 15 %, DTT 1 mM, PMSF 0,02 mM, Hepes-KOH 10 mM pH
7,6 eEDTA 1 mM, resultando numa concentracéo de proteinatotal de 8 a 12 mg/mL.
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Determinagdo da hidrdlise de ATP da fracdo microssomal isoladas de raizes de alface
vanadato sensivel

A atividade de hidrélise de ATP foi determinada através do Pi colorimetricamente,
segundo o método classico descrito por Fiske & Subbarrow (1925). A reacdo foi iniciada
com a adi¢do da proteina obtida da fracgo microssomal e parada através da adicdo de &cido
tricloroacético (gelado) para uma concentracéo final de 10 % (v/v). Composi¢cdo do meio
reacional: MOPS-Tris pH 6,5,0, 50 mM; MgCl, 3a5 mM, KCI 100 mM, ATP 1 mM e 50
nyg de proteina. A hidrélise de ATP representa a atividade sensivel a0,2 mM de vanadato.

Andlise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente causualizado com 8
repeticdes para andlise do desenvolvimento radicular (duas plantas por vaso). A preparacdo
microssomal foi obtida com a reunido do restante das raizes, em duas preparacOes
independentes. A andlise estatistica foi realizada através de anadlise da variancia (ANOVA)
e as médias testadas pelo teste de Duncan utilizando o programa SAEG for windows

(versdo demo da UFV —www.ufv.Br)

2.6 — Ensaio |1: Efeito da concentracdo de humatos isolados do vermicomposto de
ester co sobre o0 desenvolvimento radicular de plantulas de alface (Lactuva sativa L.) e

sobre asbombas de pr6tons da fracdo microssomal isoladas deraizes.

Obtencao das plantulas dealface

As mudas de alface foram semeadas em copo pléastico com substrato comercial sem
turfa. O substrato foi colocado em copos plasticos de 300 ml.

As mudas permaneceram em casa de vegetacdo com temperatura em torno de 22 a
28°C e irrigadas com solucdo contendo doses de humato de vermicomposto de esterco. As
doses de humato utilizadas foram de 0, 25, 50, 75, 100 mg de C.L™. O experimento teve 3
repeticoes em esquema fatorial de 3 X 5.

Apbs quinze dias de crescimento nestas condicles, as plantulas foram coletadas.
Uma parte das amostras foi utilizada para avaliagdo do desenvolvimento radicular e outra
utilizada para obtencdo da fragdo microssoma (membrana plasmatica) através do

fracionamento celular.
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Avaliacgéo do desenvolvimento radicular

O desenvolvimento radicular das plantulas de alface foi realizado através da
estimativa da érea e do comprimento pelo software SIARCS (Embrapa — Centro Nacional
de Pesquisa e Desenvolvimento de Instrumentacéo Agropecuéria).

A determinagdo dos sitios mitéticos formadores de raizes laterais a obtencéo da

fragéo microssomal foram determinados conforme descrito no Ensaio |.

Obtencao da Fragao microssomal — Fracionamento Celular
A obtengdo da fragdo microssomal e a determinacéo de ATP da frag&o microssomal
isoladas de raizes de aface a vanadato sensivel foram determinadas conforme a

metodologiado Ensaio l.

Andlise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente causualizado com 10
repeticdes para andlise do desenvolvimento radicular. A preparacéo microssomal foi obtida
com areunido do restante das raizes. A andlise estatisticafoi realizada através de andlise da
variancia (ANOVA) e as médias testadas pelo Tukey utilizando o programa SISVAR for

windows (versdo demo da UFLA —www.ufla.br).

2.7 — Ensaio I11: Efeito dos humatos sobre o desenvolvimento radicular de plantulas
de milho (Zea mays L.) e sobre as bombas de prétons (H*-ATPase de membrana

plasmatica e vacuolo e Pir ofosfatase de vactiolo) isoladas de vesiculas deraizes.

Obtencao das plantulas de milho

As sementes de milho (Zea mays L., var UENF — 506), obtidas na UENF
(Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro), Laboratério de Fitotecnia
(LFIT), foram esterilizadas por imersdo numa solucdo de NaClO 0,5 % e mantidas em
agua, por seis horas apds a lavagem. Em seguida, as sementes foram acondicionadas em
papel e germinadas no escuro a 28°C. As plantulas foram transferidas para um meio
minimo contendo somente CaCl, 2 mMol L™. O meio minimo foi complementado com
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humatos obtidos de vermicomposto de esterco (HV 1), de esterco + bagaco de cana-de-
acucar (HV?2), de esterco + leguminosa (HV3), esterco + bagaco de cana-de-aglcar +
leguminosa (HV4) na concentraggo entre 20 -25 mg C L™. O pH da solucdo foi ajustado
para 6,0 com solucéo diluida de NaOH ou HCI. Apos sete dias de crescimento nestas
solugdes, as plantulas foram coletadas. Uma parte das amostras foi utilizada para avaliagéo
do desenvolvimento radicular e outra utilizada para obtencéo de vesiculas enriquecidas de

membrana plasmética e tonoplasto através do fracionamento celular.

Avaliacéo do desenvolvimento radicular

O desenvolvimento radicular das plantulas de aface foi realizado através da
estimativa da area e do comprimento pelo programa computacional de forma descrita

anteriormente

Purificacao das vesiculas de membrana plasméatica e de tonoplasto:

A purificagdo das vesiculas de membrana plasmética foi realizada essencialmente
como descrito por Facanha e de Meis (1995), onde 4 mL da fragdo microsomal foram
aplicadas sobre um gradiente descontinuo trifésico de sacarose nas concentracdes de 30/46
% plv, para preparacdo de raizes contendo ainda: Tris-HCI 10 mM pH 7,6, EDTA 1 mM e
DTT 1 mM. O gradiente com a fragdo microssomal foi submetido a uma centrifugacéo de
100.000 x g num rotor SW40 (Beckman), durante 3 horas. As bandas contendo MP e
tonoplasto foram coletadas e diluidas 3 vezes em agua gelada e novamente centrifugadas a
100.000 x g por 40 minutos. O precipitado foi ressuspenso num tampéo contendo: glicerol
al0%, DTT 1 mM , 10 mM de Tris-HCI pH 7,6 e EDTA 1 mM . A proteinatotal contida
na preparacdo foi dosada pelo método classico descrito por Lowry et al., (1951).

Determinacéo da atividade AT Pasica de Membrana Plasmatica:

A atividade ATPasica foi avaliada pelo Pi colorimetricamente, segundo o método
cléssico descrito por Fiske & Subbarrow (1925). A reacdo foi iniciada com a adicdo da
proteina e parada através da adi¢ao de écido tricloroacético (gelado) para uma concentracdo
final de 10 % (v/v). Composi¢do do meio reaciona: MOPS-Tris pH 7,0, 50 mM; MgCl, 3 a
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5 mM, KCI 100 mM, ATP 1 mM e 50 ng de proteina. A hidrélise de ATP representa a
atividade sensivel a0,2 mM de vanadato.

Determinagéo da atividade AT Pasica de Vacuolo:

A atividade ATPasica foi determinada pelo Pi colorimetricamente, segundo o
método cléssico descrito por Fiske & Subbarrow (1925). A reacdo foi iniciada com a adi¢do
da proteina e parada através da adicdo de acido tricloroacético (gelado) para uma
concentragdo final de 10 % (v/v). Composi¢do do meio reacional: MOPS-Tris pH 7,0 50
mM; MgCl, 3a5mM, KCl 100 mM, ATP 1 mM e 50 ng de proteina. A hidrdlise de ATP

representa a atividade sensivel a bafilomicina50 nM.

Deter minagéo da atividade Pir ofosfatasica:

A atividade pirofosfatasica foi determinada pelo Pi colorimetricamente, segundo o
método cléssico descrito por Fiske & Subbarrow (1925). A reacdo foi iniciada com a adi¢cdo
da proteina e parada através da adicdo de acido tricloroacético (gelado) para uma
concentragdo final de 10 % (v/v). Composi¢céo do meio reacional: MOPS-Tris pH 7,0 50
mM; MgCl, 3a5mM, KCI 100 mM, PPi 1 mM e 50 nyg de proteina.

Andlise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente causualizado com 10
repeticdes para andlise da érea e comprimento radicular e seis repeticdes para andise da
freqUéncia dos sitios de mitose. A preparacdo microssomal foi obtida com a reunido do
restante das raizes, em duas preparacdes independentes. A andlise estatistica foi realizada
através de andlise da variancia (ANOVA) e as médias testadas pelo teste de Duncan
utilizando o programa SAEG for windows (versdo demo da UFV —www.ufv.Br)
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4. RESULTADOSE DISCUSSAO

4.1 — Car acterizacaéo dos ver micompostos

A Quadro 1 evidencia que a maioria das caracteristicas quimicas dos diferentes
vermicompostos € similar, indepentente do tipo de material organico utilizado na
vermicompostagem.

Quadro 1 — Caracterizagdo quimica dos vermicompostos de esterco de curral (V1); esterco
de curra + bagaco de cana-de-aclicar (V2); esterco de curral + leguminosa
(V3) eesterco de curral + bagaco de cana-de-agUcar + leguminosa (V4).

Vermicomposto pHem C N CIN Ca Mg P K
agua gkg1 cmolc.dm’3 mg.dm?3
V1 6,3 197 149 1322 16,0 138 1064 1140
V2 6,4 288 112 257 20,3 19,1 2005 1320
V3 6,5 212 153 13,85 16,3 19,7 1883 1340
V4 6,4 259 139 18,63 155 154 2284 1920

A relacdo C/N dos vermicompostos variou de acordo com a fonte do material
organico utilizado. O V2 obteve uma maior relacdo C/N devido a quantidade de lignina no
bagaco de canade-agUcar, enquanto o V1 e V3 tiveram menores relactes C/N, devido ao
menor teor de carbono, ja que a quantidade de N foi similar em todos 0s vermicompostos.

No Quadro 2 encontra-se a caracterizacdo quimica da matéria prima utilizada na
vermicompostagem.

Quadro 2. - Caracterizagdo quimica da matéria prima dos vermicompostos.

Matériaprima N Ca Mg P K
gkg”
Gliricidia 28,81 17,73 5,94 10,84 10,84
Cana-de-agUcar 3,829 0,81 0,78 4,37 4,37
Estercodecurral 20,90 20,36 8,36 17,09 17,09
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Aquino (1991), misturando esterco bovino e bagaco de cana-de-aglicar na propor¢ao
de 1:1 e 1:3, constatou uma relagdo C/N de 22 e 37,8, respectivamente e Albanell et al.
(1988), encontraram a relacdo C/N de vermicomposto de esterco bovino igua a 9,
corroborando com os dados encontrados.

Silva (1992), verificou que a utilizacdo da mistura para vermicompostagem de
esterco bovino + paha de cana-de-aclcar + leucena, na propor¢cdo de 1:1:1 (v/v),
incrementou o material em 30% de N, reduzindo 56% o0 uso de esterco, Aquino et al.
(1996), verificaram gque a mistura contendo esterco bovino + bagaco de cana-de-agUcar +
leucena, na proporgédo de 2:1:1, aumentou somente 2% o valor de N.

Os vaores de Ca, Mg, P, K foram similares para todos os vermicompostos. Atiyeh
et a. (2002), encontraram para humatos extraidos de vermicomposto de esterco de porco
7.7 cmol..dm’3, 14,00 cmol..dm3, 2,19 g.kg? e 15,46 g.kg?, respectivamente.

Os teores de substancias humicas extraidas dos vermicompostos estdo apresentados

na Figura 1, mostrando que as diferencas observadas ndo sdo significativas.

12 4

10 +

% de humato

V2 V3 V4

T ratamentos de vermicomposto

Figura 1 — Humatos (%) extraidos do vermicomposto de esterco de curral (V1); de esterco
de curra + bagaco de cana-de-aglcar (V2); de esterco de curral + leguminosa
(V3) e de esterco de curral + bagaco de cana-de-agUcar +leguminosa (V4).
Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de
Tukey (P<0,05).
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4.2 — Caracterizacdo quimica dos humatos

Composicéo e ementar

No Quadro 3 estéo apresentados os dados de composi¢cdo elementar das relactes
atdbmicas e grau de oxidagdo das substéncias humicas extraidas de vermicomposto de
esterco de curral (HV1), esterco de curral + bagago de cana-de-agucar (HV2), esterco de
curral + leguminosa (HV3) e esterco de curral + bagaco de cana-de-agUcar + leguminosa
(HVA4).

Pode-se observar que a composicdo elementar dos humatos é bastante similar,
independente do residuo organico utilizado para a vermicompostagem. Os teores de C, H,
N e O obtidos nos diferentes humatos estéo dentro dos limites normal mente encontrados
nas SH alcalino soluveis (AH e AF) por Schnitzer & Khan (1978).

O HV2 apresentou maior contetido de carbono e menor de oxigénio em relacdo aos
demais vermicompostos.

As relacbes atdmicas H/C, O/C e C/N podem ser usadas para descrever
caracteristicas estruturais das SH. Assim, HV2 e HV 3 obtiveram valores mais elevados na
relacdo H/C, indicando presenca de C em grupos aliféticos em maior proporcéo do que C
em grupos aromaticos (Steelink, 1985).

As teorias sobre o processo de humificagdo foram resumidas por Stevenson (1994)
na policondensacéo de grupos fendlicos oriundos dos residuos orgéanicos, polimerizacéo de
acucares provenientes do metabolismo microbiano e transformagéo das ligninas. O bagaco
de cana-de-agUcar € residuo enriquecido em ligninas e a formagdo de SH com maior grau
de evolucdo pode ser consequiéncia direta da maior presenca de precursores primarios para
asuaformagéo.

Razao E4/E; (espectroscopia na regido do visivel)
A andlise de UV-Vis é amplamente utilizada na caracterizacdo das SH. A razéo

E4/Es pode ser usada como parametro do grau de humificagdo. H& uma relagdo inversa

entre arazédo e o grau de humificagdo e a massa molecular. Assim pode-se confirmar que 0s
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humatos extraidos do vermicomposto produzidos a partir da mistura de bagaco de canacom
esterco apresenta 0 maior grau de evolugdo uma vez que apresenta 0 menor valor para a
razéo E4/Es. (Quadro 4). Era de se esperar uma relagdo direta entre os valores da razéo
E4/Es e os valores da relagdo atbmica H/C uma vez que a presenca de estruturas alifaticas
conferem valores maiores para a relacéo atdmicaindicando menor grau de humificagéo.
Chen et a. (1977) demonstraram que o parametro mais relacionado com a razéo
E4/Es foi a massa molecular das substncias hiimicas, mais do que a sua composiGao
elementar. No entanto, foi observado que o humato com maior relacio E4/Eg foi o que
apresentou maior valor para relagdo C/N indicando que o humato produzido com esterco
pode apresentar SH com menor grau de evolugdo. Nessa linha pode-se indicar o humato
produzido com mistura de esterco + bagago de cana (fonte de lignina) + leguminosas (fonte
de N) como o mais humificado devido a sua menor relagio C/N, H/C e E4/Eg. Presenca de

precursores fendlicos de ligninas e N para reacfes de polimerizacao.
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Quadro 4. Andlise de composi¢ao elementar, das relagdes atémicas e acidez de substancias

himicas extraidas de vermicomposto de esterco (HV1), vermicomposto de
esterco + bagaco de canade-agUcar (HV2), vermicomposto de esterco +

leguminosa (HV3) e vermicomposto de esterco + bagaco de cana-de-aglcar +
leguminosa (HV4).

Propriedade HV1 HV2 HV3 HV4
C (%) 482+0,08" 532+015 47,3+006 483+0,23
H (%) 4,84+0,003 571+0,024 5,05+0,034 4,40+0,30
N (%) 244+004 301+017 254+0034 32,1+0,11
O (%) 445+ 0,043 38,0+0,003 451+0,0043 47,3+0,42
C/IN 23,0 20,6 21,7 17,6
H/C 1,20 1,29 1,28 1,09
O/H 0,69 0,54 0,71 0,73
W2 -0,76 -1,17 -0,89 -0,91
E/Es 7,55 573 594 574
Acidez Total (cmolc.kg?) 454,76 188,60 488,10 784,09
Acidez carboxilica (cmol¢.kg™) 337,50 122,73 112,27 70,51
Acidez fendlica (cmol..kg™) 305,36 285,47 375,82 713,58

'Erro padréo damédia; “W = grau de oxidacio

Espectroscopia de IV

A espectroscopia de IV foi usada para caracterizar a presenca de grupamentos

funcionais nos humatos obtidos dos diferentes vermicompostos. Na Figura 2 sdo

apresentados os espectros de |V gue sdo bastante semelhantes entre si e caracteristicos de
sushtancias himicas do tipo 2 (Stevenson, 1994) No Quadro 5 estdo apresentadas as

possiveis atribuicdes das bandas de absor¢do dos espectros de IV dos humatos de
vermicomposto.
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Quadro 5 — Principais atribuic¢des das bandas de absor¢do dos espectros de IV dos humatos

de vermicopmposto.

Bandas de absor ¢&o (cm™) Possiveis atribuigdes

3490 - 3470 %2 O —H (H ligado a grupos OH) e/ou N —H

3090 - 3080 ?sC — H de anel aromatico

2990 - 2900 7. C—H alifético

1680 — 1640 ? C=0 de amida (banda 1), quinona e C=0
conjugado, ? C=C aromatico e/ou ? assimétrico
- COO

1570 - 1530 ? simétrico COOQ.

1397 — 1387 d OH e ? OH fendlico, d smétrica C — H de
grupos CH; e CH3, ? assimétrico COOH

1275- 1260 75C-0

1134 - 1095 ? C -0 de polissacarideos

Em todos os espectros foi observada uma banda de absor¢éo na regido de 3400—
3500 cm™, que pode ser atribuida a estiramentos assimétricos de ligagdes OH e/ou N-H
livre. A largura da banda de absor¢do é consequéncia das interagGes dos sistemas O-H
através de pontes de hidrogénio entre moléculas diferentes (pontes intermoleculares) e na
mesma molécula (intramolecular). Assim, a presenca de bandas de absorcdo menos
definidas e mais alargadas nesta regido indica a formagdo mais intensa de pontes de
hidrogénio e intramoleculares, o que pode caracterizar maior complexidade estrutural.

Os espectros de 1V dos humatos HV 1 e HV 2 apresentaram uma absor¢&o adicional
(ombro alargado) entre 3080-3090 cm™ que pode ser atribuido provavelmente a presenca de
estruturas arométicas. A banda de absorcdo em 2900 cm™, atribuida ao estiramento
assimétrico de ligagdes C-H em sistemas alifaticos, também esteve presente em todos os
ESPECtros.

A banda de absorcdo em torno de 1630-1600 cm™ pode ser atribuida & presenca de
grupos C-C aromatico em conjugacdo com grupos C=0, COO e/ou quinonas e esteve

presente em todos os humatos. A presenca de absorcdes em 1380 e 1260 cm™ indica a
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possivel participacdo de OH fendlicos e C-O de &cidos carboxilicos (Nakanishi et a.,
1962).

A regido entre 1300 e 1000 cm * é denominada como regido de “impressdo de
digital“ da molécula, podendo ser usada para comparacdes inequivocas entre os diferentes
humatos (Garcés, 1987), indicando que as diferenntes fontes de matéria organica podem
produzir compostos de mesma natureza quimica..

O Quadro 6 revela que HV 2 possui baixa relacdo entre as estruturas aliféticas e as
de polissacarideos (IH), sendo que os grupamentos aliféticos sdo mais hidrofébicos e
menos suscetivels a oxidagdo, quando comparados comos polissacarideos. Assim, o HV2 é
0 humato menos resistente a degradacéo e o HV 4 é o humato de maior resisténcia.

O IC representa a relagdo entre grupamentos aromaticos e alifaticos. Os
grupamentos aromaticos caracterizam moléculas mais condensadas e os aliféticos
moléculas com cadeias saturadas. O HV2 possui maior IC, indicando maior grau de
humificacdo, ja os outros humatos possuem grau de humificagdo menor. Esses dados

refor¢cam a analise de composi¢céo elementar e de espectroscopia naregido do UV-vis.

Quadr o 6 — indices de hidrofobicidade e de condensag&o dos humatos de vermicomposto.

Amostras I ndice de hidrofobicidade I ndice de condensacéo
HV1 1.31 1.42
HV2 0.51 2.17
HV3 0.99 147
HV4 1.71 0.81
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HV3

HV2

HV1

Figura 2 — Espectros de Infravermelho dos humatos. HVI (vermicomposto de esterco);
HV2 (vermicomposto de esterco + bagaco de cana-de-aglcar); HV 3 (esterco

+ leguminosa); HV4 (esterco + bagago de cana-de-acUicar + leguminosa).
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Espectroscopia de Fluorescéncia

A Figura 3 mostra os espectros de fluorescéncia sincronizada obtidos de humatos de
vermicomposto com excitagéo fixa em 350 nm e a faixa de emisséo entre 290 — 500 nm. Os
humatos de HV2, HV3 e HV4 apresentaram espectros similares, caracterizando um pico
principal na regido de comprimento de onda intermediéria, acompanhado por outro ombro
fraco naregido de comprimento de ondamais curta. O HV 1 obteve um Unico pico naregido
intermediaria.

A elevada intensidade de fluorescéncia encontrada nos espectros e 0 curto
comprimento de onda indicam a presenca de componentes estruturais simples e de baixo
peso molecular, baixo grau de policondensagdo aromatica, baixos niveis de croméforos
condensados e baixo grau de humificacéo.

Ghosh & Schinitzer (1974) extrairam substancias humicas de diferentes fontes e
observaram que a espetroscopia de fluorescéncia de excitagdo revelou bandas
caracteristicas naregido de 465 nm independente da origem.

Visser (1983) concluiu que a espectroscopia de fluorescéncia traz informagoes sobre
as caracteristicas estruturais das SH e gque a intensidade de fluorescéncia aumenta com o
decréscimo da massa molecular e com o aumento do pH.

Miano et a (1988) observaram que a técnica de fluorescéncia sincronizada serviu
para distinguir &cidos himicos de fulvicos e mostrar diferengas entre suas origens, apesar
de serem fortemente dependentes de pH. O pH pode mudar as caracteristicas fluorescentes
dos grupos funcionais acidos (fendis) na molécula organica e/ou mudar a conformagéo da
mol écula organica que expde diferentes grupos funcionais na solugéo.

Apesar da espectroscopia de fluorescéncia possuir maior seletividade e combinar
propriedades de espectros de emissdo e excitagdo, outras técnicas, cOmo COMpOSi¢ao
elementar, espectroscopia de infravermelho, ressonancia magnética nuclear, devem ser
utilizadas em conjunto para caracterizar as SH extraidas dos humatos.
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Figura 3 — Espectros de Fluorescéncia dos humatos: HVI (vermicomposto de
esterco); HV 2 (vermicomposto de esterco + bagaco de cana-de-agucar);
HV 3 (esterco + leguminosa); HV4 (esterco + bagaco de cana-de-agUcar

+ leguminosa).
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4.3 —Ensaio | - Efeito dos humatos sobre desenvolvimento radicular de plantulas de
alface e sobre a atividade de hidrdlise de ATP vanadato sensivel da fracéo

microssomal isolada deraizes.

Na Figura 4 estdo apresentados os incrementos de area e comprimento radiculares
de plantulas de alface tratadas com humatos de vermicomposto de esterco de curral (HV 1),
esterco de curral + bagaco de cana-de-agUcar (HV 2), esterco de curral + leguminosa (HV 3)
e esterco de curral + bagaco de cana-de-agUcar + leguminosa (HV4).

Pode-se observar que as plantulas de aface tratadas com humatos mostraram
desenvolvimento radicular significativamente superior em relacéo ao controle (agua).

As plantulas tratadas com humatos extraidos de esterco de curral (HV 1) e esterco de
curral + bagaco de cana-de-agUcar (HV?2) foram as que melhor desenvolveram a parte
radicular em relagdo ao controle. O HV 1 apresentou estimuo de 180% para area e 150%
para o comprimento total radicular e 0 HV2 estimulo em 190% e 140%, respectivamente,

em relagdo ao controle.
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Figura 4 - Incremento na area radicular (A) e no comprimento total de raizes (B) de
plantulas de aface tratadas com 20 mg C L™ de humatos extraidos de
vermicomposto de esterco de curral (HV1), de esterco de curra + bagaco de
cana de agUcar (HV2), esterco de curral + folhas de leguminosas (HV3) e de
esterco de curral + bagaco de cana de aglicar + folhas de leguminosas (HV 4).
Os valores representam a média de doze repeticdes (n=12). Médias seguidas

de mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Duncan (P<0,05).
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Uma das explicacfes para o estimulo do desenvolvimento de pléantulas sob SH é
baseado em duas hip6teses: i) acéo direta dos humatos nas plantas, funcionando como um
horménio natural, juntamente com a ii)acéo indireta no metabolismo dos microrganismos
do solo, na dindmica de absor¢do de nutrientes do solo e nas condi¢es fisicas do solo
(Cacco & Dell’ Agnola, 1984; Nardi et a., 1988; Albuzio et a., 1989; Chen & Aviad, 1990;
Muscolo et a., 1993, 1996, 1999).

Nardi et a. (1999), observaram que a atividade hormonal das substancias himicas é
maior quando ha elevadas quantidades de grupos carboxilicos, corroborando com as
caracteristicas encontradas paraHV 1 (Quadro 4).

A Figura 5 mostra o estimulo da atividade a vanadato sensivel de hidrélise de ATP
da fracBo microssomal extraidas de raizes de dface tratadas com humatos de
vermicomposto.

A atividade hidrolitica da fragdo microssomal a vanadato sensivel do HV1, que
corresponde em grande parte a atividade de P-ATPase porém ndo em estrito senso,
demonstraram forte estimulo em relagdo ao controle, porém o HV2 e HV3 inibiram a
atividade hidroliticade ATP. O maior estimulo em HV 1 pode ser atribuido a maior relacéo
Es/Es, que indica maior grau de humificac@o e estabilizagdo comparado com os outros

humatos.
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Figura 5 — Estimulo da atividade vanadato sensivel de hidrélise de ATP da fracéo
microssomal extraida de raizes de aface tratadas com 20 mg C L™ de
humatos extraidos de vermicomposto de esterco de curral (HV 1), de esterco
de curral + bagaco de cana de aglcar (HV2), esterco de curral + folhas de
leguminosas (HV3) e de esterco de curral + bagaco de cana de agUcar +
folhas de leguminosas (HV4). Os valores das médias sdo referentes a quatro
repeticdes (n=4). As médias seguidas de mesma letra ndo diferem
significativamente pelo teste t (P<0,05).

Para Varanini et al. (1993) o efeito estimulatério das substancias himicas na
nutricdo e crescimento de plantas pode ser baseado na acdo direta apenas das moléculas
himicas de baixo peso e neste trabalho ndo houve a purificacdo das substancis himicas.

Porém, para Nardi et a (2002) as SH influenciam no crescimento e no metabolismo
das plantas, sendo exclusivamente dependentes de sua concentragcdo, fonte e peso
molecular. Essas influéncias sdo reflexo da capacidade quelante das substancias e
principalmente da sua atividade hormonal ., ja que o estimulo das SH sobre a H-ATPase é
tido como conclusdo simplista quando comparado com a complexa natureza das SH.

As avaliagbes do desenvolvimento das raizes de plantulas de aface associado ao
estimulo da hidrélise de ATP corroboram para demonstrar a influéncia das substancias

himicas na extrusao de prétons.

32



4.4 —Ensaio Il — Efeito das doses de humato de esterco de curral (HV1) sobre
desenvolvimento radicular de plantulas de alface e sobre a atividade de hidrdlise de

ATP vanadato sensivel da fracdo microssomal isolada deraizes.

No ensaio | a melhor resposta para o desenvolvimento radicular e estimulo da
atividade a vanadato sensivel de hidrélise de ATP da fragdo microssmal foi com humato
extraido de vermicomposto de esterco de curral, a partir deste humato foram testadas cinco
diferentes doses em plantulas de alface.

A Figura 6 revela que o incremento da area e comprimento radiculares das pléantulas
de alface em diferentes concentragdes.

O melhor incremento foi observado na concentragdo de 25 mg C.L ™, decrescendo
exponencialmente até 0s 100 mg C.L™

As curvas de respostas de crescimento de plantas tratadas com SH encontradas por
Chen & Avaid (1990) mostraram progressivo aumento das concentragdes, porém quando
muito elevadas o crescimento diminui.. Este fato pode ser explicado pelainducéo da sintese

de etileno a altas concentragdes de auxina, inibindo o crescimento.

500 - @ comp. rad
A a O area doses
400 - B
300 b B B b
b
200 ~
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Doses de humato (mg C/L)

Figura 6— Incremento do comprimento e da &rea radicular da alface em relagéo ao controle.
Os valores representam a médias de cinco repeticdes (n=5). Médias seguidas da
mesma letra ndo diferem significativamente pel o teste Tukey (P<0,05).
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O acumulo de massas fresca e seca das raizes das plantulas de alface tratadas com
doses de humato foi maior que o controle, apesar de ndo terem diferido entre s
significativamente (Figura 7). O nimero de sitios mitéticos e de raizes emergidas mostra a
inducgdo do crescimento radicular pelas SH (Figura 8).

0.3 B M. fresca
0.25 _ O M. seca

0.2
0.15 -
0.1 ~
0.05 -

Massa (g)

0 25 50 75 100
Doses de humatos (mg C/L)

Figura 7 — Massas fresca e seca das raizes de alface em relagdo ao controle. Os valores

representam a médias de cinco repeti¢des (n=5).
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Figura 8 - NUmero de raizes laterais emergidas (A) e de sitios de mitose (B) em pléantulas
de aface tratadas humatos extraidos de vermicomposto de esterco de curral
(HV1) nas doses de 0, 25, 50, 75, 100 mg de C. L™. Os valores representam a
média de trés repeticbes (n=3). Médias seguidas da mesma letra ndo diferem
significativamente pelo teste Tukey (P<0,05).
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O efeito das doses de humatos no estimulo da atividade & vanadato sensivel da
hidrélise de ATP mostrado na Figura 9, revela a forte inducéo em torno de 25 mg C.L™" e
um declinio a maiores doses. Pinton et a (1997) aumentaram a concentragdo das SH nas
raizes de aveia de 10 para 50 ng de C. ml™ e observaram que o estimulo da acidificacdo
extracelular diminuiu, afetando a nutricdo das plantas, ja que a acidificagdo do apoplasto

possui forte interagdo com a absorc&o dos ions
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Figura 9 — Estimulo da atividade vanadato sensivel de hidrélise de ATP da fracéo
microssomal extraida de raizes de aface tratadas com humato de de
vermicomposto de esterco de curral (HV1) em diferentes doses. As médias

com mesma letra ndo diferem significativamente pel o teste Tukey (P<0,05).

Adani et a (1998) testaram acidos humicos comercias no crescimento e nutri¢ao
mineral de plantas de tomate e observaram que houve aumento na absor¢éo de N, P, Fe e
Cu e estimulo no crescimento nas concentracdes de 20 e 50 mg .L ™.

Masciandro et al. (1999) usaram substéncias humicas extraidas de vermicomposto e
observaram que os estados nutricional e bioguimico do solo e a produtividade de tomate e
aveia foram afetados positivamente.

A matéria organica extraida de vermicompostagem possui um produto final com
atividade hormonal (Muscolo et al., 1999) . A atividade hormonal é devido, principal mente,
a presenca de microrganismos no trato digestivo das minhocas, que aceleram o processo de
humificagdo, melhoram a qualidade dos humatos (Dell’ Agnola & Nardi, 1987) e podem
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atuar indiretamente no crescimento das plantas, inibindo a AIA oxidase, protegendo a
auxina da degradacdo (Mato & Mendez, 1970, Mato et a., 1971, 1972) e pela extruséo de
protons.

Esses resultados evidenciam a hipotese das bombas de prétons serem estimuladas
pela acdo das auxinas presentes nas SH sobre 0 desenvolvimento radicular das plantulas. Os
grupamentos auxinicos presentes nas SH aumentam a atividade da enzima responsavel pelo
funcionamento das bombas, a H-ATPase, e excercem forte efeito sobre a acidificagio do
apoplasto e sobre os sistemas de transportes de ions. Porém, os efeitos das SH sobre as

raizes das plantas dependem da concentracao.
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4.5 - Bioensaio |11 — Efeito dos humatos sobr e desenvolvimento radicular de plantulas

de milho e sobre a atividade das bombas de prétonsisoladas de raizes.

A Figura 10 apresenta os incrementos de area e comprimento radiculares do milho
cm a utilizado de humatos de ermicomposto de estrco de curral (HV 1), esterco de curral +
bagaco de cana-de-aclcar (HV 2), esterco de curral + leguminosa (HV 3), esterco de curral +
bagaco de cana-de-agUcar + leguminosa(HV 4).

O estimulo promovido pelo humato isolado do vermicomposto de esterco de curral
foi de 420% para area radicular e de 380% no comprimento total das raizes em relacéo ao
controle. Foi verificado nesse ensaio um estimulo provocado pelos humatos no nimero de
raizes laterais emergidas. No entanto, o nimero de sitios de mitose s6 foi maior que o
controle no tratamento com humato de esterco. Canellas et al. (2002) observaram um forte
estimulo no nimero de sitios de mitose em raizes de plantulas de milho por &cidos himicos
isolados de vermicomposto. Esses autores verificaram que o estimulo € dependente do
tempo de exposic¢ao da plantula a solucéo de substancia himica sendo maior aos quatro dias
de exposicdo. Aos sete dias, 0 nUmero de sitios mitéticos foi menor com concomitante
aumento do nimero de raizes emergidas. Esse efeito foi observado também nesse ensaio.
Porém, o HV1 aém do maior nUmero de raizes laterais emergidas aos sete dias de
tratamento promoveu também maior nimero de sitios de mitose, que indica um potencial
de crescimento maior do sistema radicular das plantul as tratadas com esse humato (Figura
11).
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As substancias humicas influenciam os mecanismos bioquimicos das plantas, como
a permeabilidade da membrana plasmética, proteinas carregadoras, ativacao da respiracéo e
ciclo de Krebs (Vaughan & Malcolm, 1985), afetam a fotossintese, formacédo de ATP,
aminoacidos, carboidratos e proteinas, sintese de &cidos nucléicos e possui efeito seletivo
na atividade enzimatica (Vaaughan & Malcolm, 1985), porém ha possibilidade das SH se
comportarem como reguladora de crescimento das plantas (Bottomley, 1917; Cacco &
Dell’ Agnolla, 1984; Nardi et al, 1996).

O efeito dos humatos sobre a hidrolise de ATP pelas H-ATPases de membrana
plasmética e de tonoplasto e hidrélise de pirofosfato pela PPiase de tonoplasto é mostrado
nas Figuras 13 e 14, onde foi verificado forte estimulo sobre a hidrdlise de ATP e de
pirofosfato pelos humatos, indicando que as bombas de H* sd um dos principais alvos
moleculares envolvidos na acdo das substancias himicas sobre o crescimento das plantas
(Faganhaet al., 2002).

A forca protomotriz gerada pela atividade das bombas de prétons € responsavel
pela energizacdo de transportadores de ions fundamentais para absor¢do de micro e
macronutrientes necessarios para crescimento vegetal. Além disso, a hidrélise de ATP ou
pirofosfato gera uma acidificagdo necessé&ria para 0 aumento da plasticidade da parede
celular, fendbmeno fundamental para a elongacéo celular.

Assim, hd uma possivel regulagio nas bombas de H* pelos humatos. O humato
isolado de esterco apresentou maior estimulo na H*-ATPase de tipo P do que os outros
humatos. Entretanto foi o que menos estimulou a atividade do H-ATPase do tipo V e da
PPase ainda que o estimulo foi maior que no tratamento controle. Dessa forma parece haver
uma certa compensacdo na atividade das bombas (Figura 13 e 14).

Os efeitos de promocgado de area radicular, nimero de raizes emergias e estimulo na
atividade da H'-ATPase do tipo P € caracteristico da agdo de hormonios vegetais como as
auxinas (Frias et al., 1996). A presenca de AlA nas substéncias himicas foi detectada por
Muscolo (1998) e Faganha et al (2002) .
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Nardi et al. (1994) reportaram que material himico produzido por Apporectodea
rosea e A. caliginosa exibiram atividades hormonais parecidas com auxinas, giberelinas e
citocininas e Muscolo (1999) extraiu substancias himicas da vermicompostagem com A.
rosea e tratando células de cenoura obteve aumento do crescimento das células e indugédo
de mudancas morfolégicas, similar com as obtidas com AlA.

Peltier & Rossegnol (1996) demonstraram “in vitro” que a auxina estimulou a
atividade da bomba de prétons isolada de vesiculas da M P de tabaco em 20% e 0 aumento
foi observado quando as células vivas foram tratadas com AIA antes da membrana ser
isolada, sugerindo que a AIA estimula a ATPase pré-existente. A H+-ATPase e a extrusdo
de prétons sdo os mecanismos mais afetados pelo AIA (Frankenberger & Muhammad
Arshad, 1995).

Exsudados de raizes podem mobilizar nutrientes minerais diretamente pela
acidificaco da rizosfera, pela solubilizacgo de cations absorvidos ou precipitados e pela
secrecdo de substancias quelantes (&cidos organicos) que podem aumentar a absor¢cdo de
nutrientes.

Acidos organicos simples adicionadas a macromoléculas hiimicas podem produzir
molécula de peso reduzido e liberar ion metdlico adsorvido. Moléculas de baixo peso
molecular obtidas pelo tratamento de material himico com &cido acético estimularam a
absorcéo de nitrato bem como a ATPase e atividade hormonal. (Nardi et al, 1991).

Resultados mostram que os écidos organicos entrar nas micelas himicas e alteram o
arranjamento estereoquimico hidrofébico (Piccolo et al, 1996). Em condi¢des alcalinas, a
carga negativa desenvolvida rompe a configuracéo aparente da molécula de elevado peso e
dispersa o material himico nas micelas de tamanhos menores (Nardi et al. ,1997). Essas
subunidades podem apresentar grupamentos auxinicos, que ao entrarem em contato com as
raizes podem ativar aH+-ATPase (Facanhaet a, 2002).

Com o estimulo da H* - ATPase e a acidificagio das paredes celulares, decorrente
da extrusdo de prétons para a solugdo do apoplasto, as enzimas que quebram ligacdes entre
polissacarideo da parede celular, permitem a liberagdo e o deslizamento das microfibrilas e
conseguentemente a expansao da parede celular.

Neste bioensaio, foram apresentados resultados que ressaltam a possivel acdo

bioquimica das substancias himicas sobre o sistema de transporte priméario da membrana



plasmatica e sobre os ef eitos fisiol 6gicos no desenvol vimento das raizes, corroborando com

as evidéncias encontradas por Faganhaet al. (2002).



5.CONCLUSOES

As avaliagOes dos vermicompostos mostraram que o esterco bovino, em sendo um
material nobre para a agricultura, pode ser parcia mente substituido por outro material sem
gue haja alteragdes relevantes em suas caracteristicas quimicas. Entretanto, a substituicdo
do materia organico pode diminuir alguns processos metabdlicos.

Os ensaios I, 1l e Il com humatos de vermicompostos demonstraram que as
substancias humicas influenciam o desenvolvimento radicular e a hidrélise de ATP a
vanadato sensivel, porém as respostas sao dependentes da espécie de planta e das
concentragoes.

A faixa 6tima de concentracgo de humatos foi entre 20— 25 mg de C.L™.

O ensaio |1l mostrou que as bombas do vacuolo tratadas com humatos ndo séo bons
indicadores biogquimicos, devido ao fato das respostas encontradas por cada uma delas.

Mais estudos devem ser feitos na tentativa de encontrar outros indicadores

bioquimicos e principalmente de saber 0 modo exato de agdo dos humatos.
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