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RESUMO. O crescente mercado de produtos organicos tem atraido o interesse de novos produtores. Um dos principais problemas na transi¢ao
de areas de cultivo tradicionais para organico ¢ a mudanca no ciclo de producédo de cultivares tradicionais em resposta a adaptacdo ao novo
sistema de cultivo. Esse trabalho foi realizado a campo com o objetivo de acelerar o ciclo de cultivo de alface com aplicacdo foliar de subs-
tancias hiimicas. Foram avaliadas modifica¢Oes nas atividades das enzimas associadas ao metabolismo de nitrogénio. Os humatos isolados
(extratos alcalinos de matéria organica) de vermicomposto, produzido com esterco de curral (criacdo semi-extensiva de gado leitero), foram
aplicados nas folhas nas concentracdes de 1,6; 1,3 e 1,2 mmol C/L no estadio de 15 dias ap6s o transplante a taxa de 300 L-ha™. Foi observado
uma reducdo de 21 dias no ciclo de producdo da alface tratada com humato na concentragdo de 1,3 mmol C/L enquanto nas concentracdes
de 1,6 e 1,2 mmol C/L a reducdo no ciclo foi de 15 dias. Também foi observado um nimero maior de folhas por pés de alface com o uso dos
humatos. A promocéo do crescimento induzida pelos humatos foi consequiéncia da alteragdo no metabolismo vegetal. O uso de humatos dimi-
nuiu o conteddo de carboidratos totais nas folhas e promoveu aumento significativo no contetido de proteinas totais e nas atividades da nitrato
redutase e fenilalanina amonia liase. A ativacdo metabdlica induzida pelos humatos resultou em vantagens na produgéo de alface organica.

Palavras-chave: substancias himicas, efeitos fisiol6gicos, agricultura organica, metabolismo de nitrogénio.

ABSTRACT. The rising market for organic products has attracted attention of new farmers. One of the main problems related to the transition
from conventional to organic production management have been the changes on production cycles of traditional cultivars in response to plant
adaption to new tillage systems. This field work was conducted with the objective to evaluate the possibility to accelerate lettuce crop cycle
with foliar application of humic substances associated with changes on enzymatic activity related to the nitrogen metabolism. To perform it,
humates obtained from vermicompost produce with cattle manure were applied by leaf spray at 300 L-ha? rate under 1,6;1,3 and 1,2 mmol
C/L concentrations on the lettuce plantlets with x days after transplantation. It was observed that leaf spray with humate at 1,2 mmol C/L dose
reduce the ontogeny cycle of lettuce production in 21 days, while both 1,6 and 1,2 mmol C/L doses had shown a reduction of 15 days over
the yield cycle. Also, it was noted an increased number of leaves per plant. The plant growth promotion observed was followed by changes in
plant metabolism, since humate application reduced total foliar carbohydrates content while increased protein contents, nitrate reductase and
phenylalanine ammonialyase. Such metabolic activation promoted by humates resulted in increased lettuce yields and reduced time cycle with
benefits to lettuce under organic system of production.

Keywords: humic substances, physiological effects, organic agriculture, nitrogen metabolism.
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RESUMEN. El creciente mercado de productos orgénicos ha atraido la atencion de los nuevos agricultores. Uno de los principales problemas
relacionados con la transicion de convencional a la gestion de la produccion orgéanica ha habido cambios en los ciclos de produccion de culti-
vares tradicionales en respuesta a plantar adaptacion a nuevos sistemas de labranza. Este trabajo de campo se llevo a cabo con el objetivo de
evaluar la posibilidad de acelerar el ciclo de cultivos de lechuga con la aplicacion foliar de sustancias himicas asociadas con los cambios en
la actividad enzimaética relacionada con el metabolismo del nitrégeno. Para llevarlo a cabo, humatos Obtenidos a partir de estiércol de bovino
producir humus de lombriz con hoja fueron aplicados por aspersion a 300 L-ha* tasa de menos de 1,6; 1,3y 1,2 mmol C/L Las concentraciones
en las plantulas de lechuga con x dias después del trasplante. Se observo que la pulverizacién foliar con humato C a 1,2 mmol /L dosis Reducir
la ontogenia del ciclo de produccion de lechuga en 21 dias, mientras que ambones 1,6 y 1,2 mmol de dosis de C/L habian demostrado la re-
duccion de 15 dias durante el ciclo de produccion. Ademas, se trataba de un nimero creciente de Observo hojas por planta. La promocion del
crecimiento vegetal se observo Seguido por cambios en el metabolismo de la planta, ya que humato aplicacion foliar reducida carbohidratos
totales se incrementaron el contenido de proteinas, mientras que el contenido, la nitrato reductasa y amonialiasa fenilalanina. Dicha activacion
metabolica promovido por humatos result6 en rendimientos de lechuga y aumento de tiempo de ciclo reducido con beneficios para la lechuga

bajo el sistema orgéanico de produccion.

Palabras clave: sustancias himicas, efectos fisiologicos, agricultura organica, metabolismo del nitrégeno.

INTRODUCAO

O mercado mundial de produtos organicos tem crescido
cerca de 20% ao ano chamando a atenc¢do de novos produtores.
A agricultura orgénica tem por principio estabelecer sistemas
de producdo com base em tecnologias de processos, ou seja,
um conjunto de procedimentos que envolvam a planta, o solo e
as condi¢es climéticas, produzindo um alimento sadio e com
suas caracteristicas e sabor originais, que atenda as expectativas
do consumidor. A adaptacdo das cultivares ao novo sistema é o
principal problema na transicéo de sistemas resultando, algumas
vezes, em aumento no ciclo produtivo.

As substancias himicas (SH) tém reconhecida capacidade
de estimular o crescimento vegetal modificando o metabolismo
e a absor¢do de nutrientes (NARDI et al., 2009). Essas mu-
dangas induzidas incluem aumento da atividade de enzimas
associadas a glicolise, ciclo de Krebs e assimilacdo de N (MUS-
COLO et al., 2007). RODDA et al. (2006) verificaram aumento
no crescimento radicular de alface associado ao estimulo na
atividade das H*-ATPases isoladas de raizes. O aumento da
sintese e da atividade das bombas de prétons membranares
pelas SH também estimula a absorgéo de NO,” (CANELLAS
et al., 2006).

A eficiéncia do uso do N em sistemas organicos de produ-
¢do depende da mineralizagdo dos fertilizantes organicos e da
atividade das enzimas que catalisam a absorcdo e a sua assimi-
lacdo. A medida da atividade da nitrato redutase (NR) nas folhas
fornece informagdes diretas sobre a eficiéncia do metabolismo
de N (VACCARO et al.,, 2009). Essa enzima também partici-
pa na catalise da reducdo do nitrato (NO,) a amonio (NH,")
(CAMPBELL, 1999). Outra enzima chave no metabolismo de
N é a fenilalanina aménia liase (PAL) que catalisa o primeiro
passo da biossintese de fenilpropandides pela conversao da
fenilalanina em &cido trans-cinamico (FERNANDEZ, 2003).
VACCARO et al. (2009) encontraram aumento da atividade
da NR em folhas de milho e LIMA et al. (2008) em folhas de
alface tratadas com SH e modificacdes na atividade da PAL
foram observadas por SCHIAVON (2010).

A alface é a hortalica folhosa mais consumida in natura no
mundo e a mais cultivada em sistemas organicos. Objetivou-se
como o presente trabalho avaliar o efeito da aplicagdo foliar
de humatos isolados de vermicomposto na producéo de alface

organico. As mudancas induzidas no metabolismo foliar foram
relacionadas com o aumento de producédo nas plantas tratadas
com 0s humatos.

METODOS

O experimento foi conduzido &rea de cultivo organico
de alface pertencente ao Movimento de Agricultura Urbana,
no municipio de Guines sudeste do Estado de Mayabeque,
Cuba. A variedade Black Seed Simpson foi semeada e cul-
tivada nos meses de setembro a dezembro de 2010 periodos
considerado 6timo para o cultivo de alface nas condigcbes
climatoldgicas de Cuba. O cultivo foi realizado em canteiros
de 40 m de comprimento e 1 m de largura com espacamento
de 0,15 m entre plantas e 0,25 m entre as linhas. Os canteiros
foram constituidos de uma mistura de terra e vermicomposto
(3:1, v:v) com as seguintes propriedades: pH (agua): 7,03; Car-
bono orgénico (dicromatometria): 306 g kg?; Potéssio, calcio,
magnésio e sodio (extracdo com KCI 1 mol-L* e determinacédo
por espectrometria de absorcdo atémica): 0,57; 14,9; 2,0 e
2,0 cmol-kg?, respectivamente; Fdsforo disponivel (extrator
Melich 1 e determinacéo por colorimetria do complexo fosfo-
molibdico formado): 1388 mg-kg™.

Os tratamentos (trés concentragdes de humatos e o controle
sem aplicagdo) foram dispostos em blocos ao acaso com trés
repeticdes. Foi realizada a anélise da variancia (Anova) e teste
de comparacao de médias (Tukey, P<0,01) quando necessario.

Os humatos foram obtidos de vermicomposto de esterco
de curral com solugdo alcalina (KOH, 0,01 mol-L?) na pro-
porc¢do L:1 (m/v). O conteudo de carbono no extrato alcalino
foi determinado por dicromatometria e corrrespondeu a
82,5 mmol C. A condutividade elétrica foi 5,81 mS-cm™e pH
igual a 8,73. O humato de potéassio foi aplicado nas plantulas de
alface aos 10 e aos 15 dias ap6s o transplante em trés dilui¢des
(1:50; 1:60 e 1:70) equivalente a concentracdo de 1,6 mM C,
1,3 mM C e 1,2 mM correspondentes aos tratamentos T1, T2
e T3, respectivamente.

As analises bioquimicas das folhas de alface foram reali-
zadas cinco dias ap6s a Ultima aplicacdo dos humatos em 60
plantas (20 plantas em cada bloco compuseram uma repeticao).
O contetdo de pigmentos fotossintéticos foi realizado de acordo
com PLUMMER (1981) numa massa de 250 mg de tecido fresco
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de folhas macerado em acetona 85 % filtrado posteriormente
em papel filtro. O filtrado obtido foi submetido a analise da
absorbéanciaem 470, 646,8 e 663 nm. O contetdo de pigmentos
fotossintéticos foi expresso como equivalente a ug-mL™ do
extrato cetdnico. O conteudo total de carboidratos nas folhas
foi determinado de acordo com TANFORD (1961). A curva
de calibracdo foi realizada com padrao de glicose a 1 mg-L™.
A atividade foi expressa como pg de glicose g massa fresca
(MF). O conteudo total de proteinas foliares foi determinado
pelo método de Bradford.

A curva de calibracéo foi obtida com uma solucgéo padrédo
de BSA a 0,01 %. O conteldo de proteinas foi expresso como
ug de proteina g* MF. O contetdo de NO, foliar foi determi-
nado de acordo com CATALDO & MINGGUANG (1975) com
medida da absorbancia em 410 nm em espectrometro UV-VIS.
A curva padréo foi obtida a partir de uma solucédo padréo de
KNO, (Sigma Aldrich) e o conteddo de NO,” expresso como
mg NO,” kg* de MF. A atividade da nitrato redutase (NR)
(EC:1.6.6.1) in vivo foi realizada de acordo com a metodologia
proposta por JAWORSKI (1971) utilizando-se uma quantidade
de discos foliares até massa adequada retirados do limbo foliar
da Gltima folha completamente expandida. O material vegetal
foi incubado por uma hora a 30 °C. Foram retiradas aliquotas
do meio de incubacdo e a reacdo enzimatica foi parada com a
adicdo de sulfanilamida e N-naftiletilendiamida (NNDA). A
absorbancia foi medida em 540 nm num espectrémetro UV-VIS
para a determinagdo da concentragéo dee NO,".

A curva de calibracdo foi obtida com solucdo padrao de
Na,NO, (Sigma-Aldrich). A atividade da NR foi expressa em
mmoL de NO, h*g™. Aatividade da enzima fenilalanina amo-
nia liase (PAL) (EC:4.3.1.5) foi determinada de acordo com a
metodologia proposta por HAROLD et al. (2007) com algumas
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pequenas modificacdes descritas a seguir. Foram tomados
0,5 g de tecido foliar fresco e macerados em banho de gelo com
acetona até a secagem do tecido. Foram adicionados 2 mL de
tampdo borato (H,BO,0,1 mol-L*e Na,B,0, 10H,0 0,1 mol-L™)
pH 8,8. Aliquotas de 1 mL do extrato foram adicionadas em
tudos de ensaio com 0,9 mL de L-fenilalanina e incubados a
40°C por 30 min. Foram adicionados posteriormente 250 puL de
HCL 5 mol-L* e os tubos foram colocados em banho de gelo por
30 min. Apos esse tempo foi adicionado 5 mL de H,O e repouso
por 15 min. O material foi filtrado e a absorb&ncia medida em
290 nm. A curva de calibracao foi obtida com acido cinamico
e a atividade enzimatica foi expressa como em mmol de acido
cinamico min?-g* massa seca ou mmol de acido cinamico min-
L.g* de proteina (atividade especifica).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1A mostra a aceleracdo no ciclo de producdo da
alface com uso dos humatos. Nas plantas tratadas com a dilui¢do
de 1:60 (T?2) foi possivel observar um encurtamento de 21 dias
entre o transplante e a colheita, enquanto que as diluices de
1:50 e 1:70 (T1 e T3) promoveram uma redugdo de 15 dias no
ciclo de producdo. O nimero de folhas também foi significati-
vamente modificado com a utilizacéo dos humatos (Figura 1B).
Foi observado maior nimero de folhas com padréo comercial
em relagdo as plantas controle. O T2 apresentou 0 maior nd-
mero de folhas por pé de alface. A promogdo do crescimento
vegetal induzida pela acéo fisiolégica dos humatos resultou
tanto em reducdo do ciclo de produgdo como no aumento do
ntmero de folhas por unidade de alface. Modificagdes bioqui-
micas significativas nas plantas também foram encontradas e
discutidas a seguir.
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FIGURA 1. Producao de alface em sistema organico conduzido com e sem a aplicacdo de humatos em diferentes concentragoes (0s tratamentos controle, T1,
T2 e T3 correspondem a concentracdo de humatos de 0, 1,6;, 1,3; e 1,2 mmol C-L?, respectivamente). A: Duragdo em dias do ciclo de producéo da alface.
B: nimero de folhas aos 20 dias ap6s o transplante. CV=9,33%. Letras diferentes correspondem a médias significativamente diferentes pelo teste de Tukey
(P<0.01)

O contetdo equivalente de clorofilaa e b ndo foram modificados significativamente com a aplicagdo dos humatos (Figura 2A).
Jé& o conteudo de carotenos foi menor nas maiores diluigdes aplicada. Resultados anteriores com a aplicacdo de SH mostraram tanto
estimulo como inibicéo no contetdo de pigmentos fotossintéticos em diferentes plantas (MARTINEZ, 2006; PFLUGMACHER et
al. 2008) sugerindo que a resposta € dependente do tipo de planta mais do que da concentragdo de SH utilizadas. Nesse trabalho
ndo foram observadas modificagGes importantes no conteddo de pigmentos fotossintético exceto uma reducéo estatisticamente

significativa no contetido de carotenos totais.
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FIGURA 2. Contetdo de pigmentos e de carboidratos em folhas de alface tratadas com humatos isolados de vermicompostos em diferentes concentracdes
(os tratamentos controle, T1, T2 e T3 correspondem a concentragdo de humatos de 0, 1,6, 1,3, e 1,2 mmol C L™, respectivamente) aos 15 dias apés o plantio.
As avaliagOes foram realizadas aos 20 DAP. Médias seguidas de letras diferentes sdo diferentes pelo teste de Tukey (P<0,01).

O conteldo de carboidratos totais € mostrado na Figura 2B.
Foi observada a diminuigéo estatisticamente significativa dos
carboidratos com o au mento da diluicdo do humato aplicado.
A mobilizacdo de agucares redutores das folhas para as raizes,
incorporacdo em diferentes vias metabdlicas para crescimento e
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desenvolvimento e, ainda, a utilizacdo para sintese de proteinas
sdo processos que contribuem para diminuicdo do contetido
total de carboidratos foliares. O contetdo de proteinas totais
aumentou com a aplicagdo dos humatos. N&o foram observadas
diferencas entre os T1 e T3 (Figura 3A).
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FIGURA 3. Contetdo de proteinas totais (A), nitrato (B) e atividades da nitrato redutase (NR) (C) e fenilalanina aménia liase (PAL) (D) em folhas de alface
tratadas com humatos isolados de vermicompostos em diferentes concentragdes (0s tratamentos controle, T1, T2 e T3 correspondem a concentracdo de
humatos de 0; 1,6; 1,3 e 1,2 mmol C-L*, respectivamente) aos 15 dias ap6s o plantio. As avaliacdes foram realizadas aos 20 DAP. Médias seguidas de letras

diferentes séo diferentes pelo teste de Tukey (P<0,01).
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De modo geral foi verificado que o aumento da dilui¢do do
humato aplicado nas folhas resultou em diminuic&o no contetido
de carboidratos redutores e em aumento nas proteinas totais.
Resultados similares foram observados por HUELVA et al.
(2004). Outros trabalhos também reportaram estimulacdo na
biossintese protéica com aplicacdo de SH isoladas de diferentes
fontes (uma sintese desses trabalhos pode ser encontrada na
revisdo de NARDI et al., 2009).

O contetdo de NO," foliar foi significativamente maior nos
tratamentos T2 e T3 em relagdo ao controle e a menor dilui¢do
de humato aplicada (Figura 3B). A absorcdo de NO, nas raizes
pode ser favorecida pelo aumento no sistema radicular. Além
disso, a absorcdo de NO, necessita de energia e o transporte
do anion é realizado via simporte (2H*: NO, com prétons
(GLASS et al., 1992). A estimulagdo no transporte de prétons
para 0 meio externo em plantas tratadas com acidos himicos
foi previamente demonstrada por CANELLAS et al. (2002).
SANTI et al. (2003) e QUAGGIOTTI et al. (2004) verificaram
que SH aumentaram a absorcéo de NO," e o transporte para a
parte aérea via estimulacéo da expressao do RNAmM de ZmNtr
2,1, uma familia de genes que codifica um tipo de transportador
de NO," de alta afinidade em milho.

A atividade da NR nas folhas de alface é mostrada na Figura
3C. Foi possivel observar maior estimulagdo na atividade da
NR nas folhas com o T2. Além disso, T1 e T3 aumentaram a
atividade da NR em 18 e 52%, respectivamente, em relacéo ao
controle. De um modo geral, a atividade da NR esta relacionada
com a disponibilidade de NO,, ja que a atividade € induzida
na presenca do substrato. LIMA et al. (2008) trabalhando com
alface em diferentes sistemas de cultivo encontraram correla-
cdes entre a estimulacdo da atividade da NR e o contelido de
NO, acumulado nas folhas.

A atividade da PAL é mostrada na Figura 3D. Foi possivel
observar que o T2 estimulou mais a atividade da PAL. Esse
resultado esta de acordo com o maior contetdo de proteinas
verificado nas plantas tratadas com os humatos nessa dilui¢do
sugerindo a sintese de metabdlitos precursores dessa enzima.
A partir da eritorse-4-P e do acido fosfoenolpirdvico é inicia-
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do uma seqliéncia de reagdes que conduz a sintese do acido
chiquimico e seus derivados, os aminoacidos aromaticos (fenil
alanina, triptofano e tirosina). O menor conteudo de carboidra-
tos totais (Figura 2B) nas plantas tratadas com humatos sugere
o direcionamento metabdlico para biossintese de compostos
do metabolismo secundario. A PAL (EC 4.3.1.5) esta situada
num ponto de ramificacdo entre 0 metabolismo primario e se-
cundario e a reacdo catalisa uma importante etapa reguladora
na formacdo compostos fendlicos como parte da estratégia
desenvolvida pelas plantas para evitar a infec¢do de patdgenos
(SALDANA, 2007). Atualmente sdo conhecidos dois tipos de
resisténcia sistémica: a resisténcia sistémica adquirida ou a
induzida (RSA e RSI, respectivamente).

A RSA pode ser induzida por agentes bioticos (tais como
pat6genos atenuados) ou abidticos (compostos quimicos) e esta
associada a concentracdo do horménio salicilato e producéo
de proteinas relacionadas a patogénese. A aplicacéo foliar
dos humatos resultou em maior quantidade de alface com
padrdo comercial mais elevado, ou seja, menos danificadas. A
polifuncionalidade e composicao estrutural heterogénea das
substancias himicas em solucdo pode conter os compostos
abidticos estimuladores da atividade da PAL.

CONCLUSAO

» As modificacGes metabolicas encontradas nas folhas de
alface tratadas com os humatos em diferentes diluicdes,
tais como, diminui¢do no contetdo de carboidratos totais,
aumento de proteinas e atividade da NR e PAL resultaram
em maior producdo e no encurtamento significativo do ci-
clo de producéo. Os humatos sdo eficientes promotores de
crescimento vegetal.
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