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“Diz-se que antes de entrar no mar um rio treme de medo.

Ele olha pra trds, para o caminho que percorreu,

desde os picos das montanhas,

a longa estrada sinuosa que a atravessa florestas e aldeias.

E a sua frente, ele vé um oceano tdo vasto,

que entrar parece nada mais do que desaparecer para sempre.

Mas ndo outra maneira. O rio ndo pode voltar.

Ninguém pode voltar. Voltar é impossivel na existéncia

O rio precisa correr o risco de entrar no oceano porqué so assim o medo desaparecerd,
porque é ai que o rio saberd que ndo se trata de desaparecer no oceano,

mas de tornar-se oceano.”

Khalil Gibran



RESUMO GERAL

CASTRO, Tadeu Augusto van Tol. Potencialidades das susbtancias himicas, extratos de
algas e suas combinac¢oes como bioestimulantes em plantas: caracteristicas estruturais e
modo de acao. 2023. 177f. Tese (Doutorado em Agronomia, Ciéncia do Solo). Instituto de
Agronomia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2023.

A crescente demanda global por alimentos tem levado ao uso mais intensivo do solo. Nesse
contexto, surgiram novos € avangados bioinsumos, como os bioestimulantes e biofertilizantes,
com o objetivo de promover a integragdo harmoniosa entre a producao de alimentos € 0 manejo
sustentdvel do solo. O interesse na utiliza¢dao de bioestimulantes a base de substancias himicas
(SH) em éareas cultivadas ja é uma realidade entre os agricultores. Por outro lado, a economia
do mar vem sendo inserida cada vez mais na cadeia produtiva agraria de forma a gerar produtos
agricolas mais limpos e eficientes. Diante desta realidade, esta tese teve como objetivo avaliar
os efeitos bioestimulantes em plantas de pepino (Cucumis sativus) da variedade Ashley e de
arroz (Oryza sativa L.) da variedade nippombare, de fragdes himicas extraidas de
vermicomposto e leonardita, de extratos de algas extraidas de kappaphycus alvarezii, assim
como as suas combinagdes, aplicados via foliar e/ou radicular, previamente caracterizados. No
capitulo I foi apresentada a caracterizacdo fisico-quimica de dcido humico de vermicomposto
(AHVC), 4cido fulvico de vermicomposto (AFVC) e dcido himico de leonardita (AHCHECO)
e discutida a bioatividade e o modo de acdo dessas SH em plantas. No capitulo II, foi
apresentada a caracterizacdo fisico-quimica dos subprodutos da alga Kappaphycus alvarezii
(extrato aquoso e biomassa solida) in natura e avaliado o efeito dos modos de aplicacdo (foliar
e radicular) no crescimento e desenvolvimento, além dos diferentes modos de a¢do. No capitulo
3, foram avaliados e comparados os estimulos desencadeados pela aplicacdo foliar isolada e
conjunta de AFVC e extrato de Kappaphicus alvarezii em plantas, na regulacdo génica,
metabolismo, na absorcdo e assimilacio de nutrientes, no desempenho fotossintético,
desenvolvimento radicular e crescimento, para a obten¢do de bioestimulante foliar misto com
potencial agricola. As caracteristicas fisico-quimicas das substancias himicas e dos extratos de
Kappaphicus alvarezii resultaram em diferentes propriedades e bioativades exercidas em
plantas, com diferencas na expressao de genes, regulacdo hormonal, fotossintese, absor¢ao de
nutrientes, quantidades de metabdlitos soliveis, arquitetura radicular e acimulo de biomassa.
A aplicacdo de todos os compostos naturais resultou em plantas com maior desenvolvimento,
porém de forma diferenciada dependendo de suas caracteristicas estruturais. A aplicagao
radicular e foliar de AFVC e de extrato aquoso de Kappapphicus alvarezii (K-sap) resultou em
estimulos diferenciados sobre o crescimento radicular e producdo de biomassa, sendo as doses
de melhor resposta diferentes para cada composto e forma de aplica¢do. Tanto para AFVC
quanto para K-sap, foram necessdrias aplicagcdes em concentragcdes menores nas raizes do que
nas folhas para o estimulo de maior resposta. O bioestimulante foliar misto com AFVC a 80
mg L' + K-sap 2 2% mostrou potencial para uao comercial em cultivo de plantas de arroz,
aumentando sua producdo. Os custos associados a producdo e comercializacdo destes
bioestimulantes foliares sdo considerados baixos, uma vez que sao extraidos de compostos
naturais e pulverizados em pequenas doses, além do potencial para utilizacdo na conservacio e
no manejo de ecossistemas naturais e agricolas, pois sdo biodegradaveis e nao-téxicos.

Palavras-chave: Acido himico. Acido filvico. Kappaphicus alvarezii. Caracterizagio fisico-
quimica. Bioatividade.



GENERAL ABSTRACT

CASTRO, Tadeu Augusto van Tol. Potentialities of humic substances, algae extracts and
their combinations as biostimulants in plants: structural characteristics and mode of
action. 2023. 177p. Thesis (Doctor Science in Agronomy, Soil Science). Instituto de
Agronomia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2023.

The growing global demand for food has led to more intensive land use. In this context, new
and advanced bioinputs have emerged, such as biostimulants and biofertilizers, with the aim of
promoting a harmonious integration between food production and sustainable soil management.
The interest in using biostimulants based on humic substances (HS) in cultivated areas is
already a reality among farmers. On the other hand, the sea economy has been increasingly
inserted into the agrarian production chain with the aim of generating cleaner and more efficient
agricultural products. Given this reality, this thesis aimed to evaluate the biostimulant effects
on cucumber plants (Cucumis sativus) of the Ashley variety and rice (Oryza sativa L.) of the
nippombare variety, of humic fractions extracted from vermicompost and leonardite, of algae
extracts extracted from kappaphycus alvarezii, as well as their combinations, applied via foliar
and/or root, previously characterized. In chapter I, the physicochemical characterization of
vermicompost humic acid (HAVC), vermicompost fulvic acid (FAVC) and leonardite humic
acid (HACHECO) was presented and the bioactivity and mode of action of these SH in plants
were discussed. In chapter 2, the physical-chemical characterization of subfractions of the algae
Kappaphycus alvarezii (aqueous extract and solid biomass) in natura (without addition of
preservatives) was presented and the effect of application modes (foliar and root) on growth
and development was evaluated, in addition of the different resulting modes of action. In
chapter 3, the stimuli triggered by the isolated and joint foliar application of FAVC and
Kappaphicus alvarezii extract in plants were evaluated and compared, on gene regulation,
metabolism, absorption and assimilation of nutrients, photosynthetic performance, root
development and growth, aiming to obtaining a mixed foliar biostimulant with agricultural
potential. The physicochemical characteristics of humic substances and Kappaphicus alvarezii
extracts resulted in different properties and bioactivity exerted on plants, with differences in
gene expression, hormonal regulation, photosynthesis, nutrient absorption, amounts of soluble
metabolites, root architecture and accumulation of biomass. In general, the application of all
natural compounds resulted in plants with greater development, but with different forms
depending on their structural characteristics. The root and foliar application of FAVC and
aqueous extracted from kappaphycus alvarezii (K-sap) resulted in different stimuli on root
growth and biomass production, with the best response doses being different for each compound
and form of application. For both FAVC and K-sap, applications at lower concentrations were
necessary in the roots than in the leaves to stimulate a greater response. The mixed foliar
biostimulant with AFVC at 80 mg L' + K-sap at 2% showed potential to be used commercially
in the cultivation of rice plants, increasing their production. The costs associated with the
production and commercialization of these foliar biostimulants are considered low, since they
are extracted from natural compounds and sprayed in small doses, in addition to the potential
to be used in the conservation and management of natural and agricultural ecosystems, as they
are biodegradable and not -toxic.

Keywords: Humic acid. Fulvic acid. Kappaphycus alvarezii. Characterization. Bioactivity.
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1. INTRODUCAO GERAL

A crescente demanda global por alimentos tem levado a um uso mais intensivo do solo,
resultando no aumento do consumo de fertilizantes quimicos (MARTINS, 2021). No entanto,
o0 uso excessivo de fertilizantes e praticas inadequadas de manejo t€ém causado problemas como
erosao do solo, salinizacdo e a perpetuacdao de abordagens extrativistas. Isso ocorre em um
cendrio de crescente escassez de recursos naturais € preocupagdes com a contaminacao
ambiental (PAHALVI et al., 2021; NADARAJAN & SUKUMARAN, 2021). Nesse contexto,
surgiram novos e avangados bioinsumos, como os bioestimulantes e biofertilizantes, que estao
sendo adotados na agricultura com o objetivo de promover uma integracdo harmoniosa entre a
producdo de alimentos e um manejo sustentivel do solo, em respeito ao meio ambiente.
(AMMAR et al., 2022; SAVY & COZZOLINO, 2022).

Os bioestimulantes estdo sendo cada vez mais incorporados aos sistemas de producao
agricola com a finalidade de ajustar os processos fisioldgicos das plantas, visando aprimorar a
produtividade. Notavelmente, nos ultimos vinte anos, os bioestimulantes vegetais, que sao
derivados de materiais naturais, t€ém atraido uma atencao significativa tanto da comunidade
cientifica quanto das empresas comerciais. (KHAN et al., 2009; CRAIGIE, 2011; SHARMA et
al., 2014; DU JARDIN, 2015; YAKHIN et al., 2017; TRIVEDI et al. 2018; OLAETXEA et al.,
2019; GARCIA et al., 2019; TAVARES et al., 2020; CASTRO et al., 2021,2023). Segundo Du
Jardin (2015) um bioestimulante vegetal € definido como qualquer substidncia ou
microrganismo aplicado as plantas com a finalidade de aprimorar a eficiéncia nutricional,
aumentar a tolerancia ao estresse abidtico e/ou melhorar as caracteristicas de qualidade da
colheita, independentemente de seu teor de nutrientes.

Os bioestimulantes representam uma abordagem potencialmente inovadora para a
regulacdo e modificacdo dos processos fisioldgicos nas plantas, com o propdsito de estimular o
crescimento, atenuar os efeitos das limitacdes causadas pelo estresse e incrementar o
rendimento agricola (YAKHIN et al., 2017). Preferencialmente, os bioestimulantes devem ser
classificados de acordo com a respostas fisiologicas desencadeadas nas plantas, e nao de acordo
com sua composicdo. O foco dos estudos deve ser na compreensdao dos “mecanismos de
operacdo” dos bioestimulantes, como indicado pelos efeitos benéficos gerais na produtividade
das plantas. Esses efeitos incluem a melhoria de processos como a fotossintese, o retardamento
da senescéncia, a regulacdo de fitohormonios, a captacdo de nutrientes e dgua, a regulacdo
génica, alteragdes nos ciclos de crescimento e na estrutura das plantas (KHAN et al., 2009;
SHARMA et al., 2012; ERTANI et al., 2013).

O interesse na utilizacdo de bioestimulantes a base de substancias hiimicas (SH) em
areas cultivadas ja é uma realidade entre os agricultores. Estudos em plantas de arroz, milho,
pepino e arabidopsis, mostraram que as SH podem provocar uma série de estimulos, incluindo
alteracdoes na morfologia, crescimento e arquitetura das raizes, influenciando o
desenvolvimento das plantas. Elas também aumentam a taxa respiratéria, melhoram a
fotossintese e aumentam a produgao de adenosina trifosfato e aminodcidos. Além disso, podem
afetar a expressdo e/ou supressdo de genes, atuam na regulagdo hormonal e influenciam na
atividade de diversas enzimas. Quando aplicadas no solo, as reagdes das SH resultam em
melhorias nos aspectos fisicos, quimicos e bioldgicos do sistema, incluindo o aumento da
agregacdo do solo, da porosidade, da capacidade de troca idnica, da complexacdo de ions
téxicos e da fertilidade. (TREVISAN et al., 2009; MORA et al., 2012; JANNIN et al., 2012;
OLAETXEA, 2015; GARCIA et al; 2016; DE HITA, 2020; CASTRO et al., 2021, 2022).

Os custos associados as substancias humicas sao geralmente considerados baixos, uma
vez que sdo derivadas de compostos organicos e aplicadas em concentragdes relativamente
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baixas. O potencial dessas substancias para serem utilizadas na conservacdo e no manejo de
ecossistemas naturais e agricolas é promissor. No entanto, é necessdrio realizar estudos que
estabelecam as concentragdes ideais de aplicacdo, os métodos de aplicacdo adequados e as
propriedades a serem avaliadas para orientar a produ¢do e comercializagdo desses produtos
(ARANCON et al., 2006; AMERI & TEHRANIFAR, 2012).

Por outro lado, a economia do mar vem sendo inserida cada vez mais na cadeia produtiva
agriria com o objetivo de gerar produtos agricolas mais limpos e eficientes (TAN & LAMERS,
2021; CAKMAK et al., 2022). O extrato aquoso proveniente de Kappaphycus alvarezii é
considerado ambientalmente sustentdvel, biodegradédvel e nio téxico, ndo representando uma
fonte de poluicdo para o meio ambiente e sem riscos para seres humanos e animais. Sua
aplicacdo em plantas apresenta diversos beneficios, por meio de regulacOes génicas e
hormonais, estimulos no desenvolvimento radicular e na absor¢do de nutrientes, aumento na
producdo de biomassa e de produtividade. A maioria dos estudos e relatorios descreve os efeitos
benéficos do extrato de quando aplicado por pulverizacdo foliar (KARTHIKEYAN &
SHANMUGAM, 2017; PATEL et al., 2018; TRIVEDI et al., 2018; KUMAR et al., 2020;
TRIVEDI et al., 2021; CASTRO et al., 2023).

O bioestimulante derivado de K. alvarezii possui uma pegada de carbono extremamente
reduzida, o que pode desempenhar um papel crucial na mitigacdo do impacto das mudangas
climaticas globais causadas pelas emissdes agricolas. Isso o torna uma peca de grande
importancia, também no contexto das politicas ambientais. Atualmente, o uso de macroalgas
na agricultura, principalmente como biofertilizante ou bioestimulante, estd despertando um
interesse considerdvel entre os produtores, devido ao seu significativo potencial biotecnoldgico
para aprimorar o desempenho produtivo das plantas cultivadas (CHOJINACKA, SAEID &
MICHALAK, 2012; GHOSH et al. 2015; SINGH et al. 2018). Devido ao potencial das algas
para serem utilizadas em sistemas de produ¢do mais sustentdveis, como a agricultura organica
e a agricultura biodindmica, diversos estudos foram conduzidos para avaliar os efeitos dos
bioestimulantes a base de algas em diferentes culturas, incluindo pimenta, alho, arroz e tomate
(ZODAPE et al., 2011; PAUDEL et al., 2012; SHALABY & EL-RAMADY, 2014; TARRAF
et al., 2015; GARCIA-GONZALEZ & SOMMERFELD, 2015).

Para a utilizagdo dessas substancias, se faz necessario compreender os modos de acao
de produtos quimicos agricolas, o que se tornou um requisito fundamental tanto para a
comercializacdo eficaz quanto, muitas vezes, para a regulamentacao de produtos manufaturados
utilizados na agricultura. Os continuos investimentos realizados por entidades comerciais na
pesquisa de bioestimulantes e no desenvolvimento de produtos desempenhardo um papel critico
na descoberta continua neste campo. Esses investimentos inevitavelmente levardo a
identificacdo de novos fendmenos bioldgicos, vias e processos que talvez ndo tivessem sido
descobertos se a categoria de bioestimulantes nio existisse ou nao fosse considerada legitima
(YAKHIN et al., 2017).

Assim, o presente trabalho tem como hipétese cientifica:

HO: nao existe uma relagdo entre a forma de aplicagcdo, concentragdo e caracteristicas
fisico-quimicas de bioestimulantes provenientes de substincias hiimicas e extratos de
kappaphycus alvarezii com os estimulos e modos de ac@o sobre a regulagdo génica, fisiologia,
metabolismo, desenvolvimento e producdo de plantas;

H1: substancias himicas e extrato de kappaphycus alvarezii exercem diferentes
estimulos sobre os modos de a¢do, regulacdo génica, fisiologia, metabolismo, desenvolvimento
e producdo de plantas, de acordo com suas caracteristicas fisico-quimicas, forma de aplicacao
e concentracao, sendo aditivos com potencial para a produ¢do de um bioestimulante misto.



O estudo foi dividido em trés capitulos, identificados a seguir:

Capitulo I - Caracterizagdo, dose vs resposta e bioatividade de diferentes substancias humicas
em plantas;

Capitulo II - Caracterizagdo, dose vs resposta e bioatividade do extrato de kappaphycus
alvarezii;

Capitulo IIT - Potencialidades e efeitos da aplicacdo foliar de bioestimulante misto de acido
falvico e k-sap sobre a regulacdo metabdlica, desenvolvimento e crescimento vegetal.

O objetivo geral proposto por este trabalho foi:

Avaliar os efeitos bioestimulantes em plantas de pepino e arroz, de fracdes humicas
extraidas de vermicomposto e leonardita, de extratos de algas extraidas de kappaphycus
alvarezii, assim como as suas combinagdes, aplicados via foliar e/ou radicular, previamente
caracterizados.

Os objetivos especificos da tese foram:

Obter dcidos himicos a partir de vermicomposto e de leonardita, assim como 4cido filvico de
vermicomposto, purificados de acordo com a metodologia da IHSS;

Obter extratos aquosos a partir da macroalga Kappaphycus alvarezii (K-sap) cultivadas na baia
de I1ha Grande, Rio de Janeiro, Brasil;

Caracterizar a estrutura e a composi¢ao das fra¢cdes hiimicas e os extratos de kappaphycus
alvarezii (K-sap) mediante a utilizacdo de técnicas espectroscépicas de IVTF e RMN '*C PC
RAM, assim como como composi¢ao elementar e absor¢ao atémica;

Avaliar os modos de agdo e estimulos sobre regulacdes hormonais e génicas, concentragdes de
metabolitos soldveis, desempenho fotossintético, absorcdo e assimilacdo de nutrientes,
desenvolvimento radicular e producdo de biomassa em plantas, resultantes da aplicacdo
radicular e/ou foliar de diferentes doses e fragdoes de SH e K-sap;

Relacionar mediante técnicas de quimiométricas as estruturas e fragmentos quimicos nas SH e
K-sap que sdo responsaveis pela bioatividade em plantas, isolando e caracterizando as
estruturas em interacdo com as plantas;

Comprovar a eficiéncia de um bioestimulante misto contendo SH e K-sap, de aplicagcdo via
foliar ou radicular, com base em todas as informacdes obtidas, que seja capaz de melhorar a o
desenvolvimento geral das plantas.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Bioestimulantes

A definicdo de bioestimulante introduzida por KAUFFMAN et al. (2007) engloba a
seguinte classificacao: “Os bioestimulantes estdo disponiveis em uma variedade de formulacdes
e com ingredientes variados, mas geralmente sdo classificados em trés grupos principais com
base em sua fonte e conteiido. Esses grupos incluem substancias himicas, produtos contendo
hormonios e produtos contendo aminodcidos”. Em 2012, a Comissao Europeia atribuiu um
estudo sobre bioestimulantes vegetais para avaliar as substancias e materiais envolvidos, que
foi publicado por DU JARDIN (2012), aonde o autor afirma que bioestimulantes vegetais sao
substancias e materiais, com excecdo de nutrientes e pesticidas, que, quando aplicados para
plantas, sementes ou substratos de cultivo em formulacdes especificas, tém a capacidade de
modificar os processos fisiologicos das plantas de uma forma que proporcione beneficios
potenciais ao crescimento, desenvolvimento e/ou respostas ao estresse. Trés anos depois, uma
nova definicao foi proposta por DU JARDIN (2015), que foi apoiada por evidéncias cientificas,
em que os autores afirmam que um bioestimulante vegetal € qualquer substiancia ou
microrganismo aplicado as plantas com o objetivo de melhorar a eficiéncia nutricional, a
tolerancia ao estresse abidtico e/ou caracteristicas de qualidade da colheita, independentemente
do seu conteddo de nutrientes.

Outros autores afirmam que bioestimulantes sdo extratos obtidos de matérias-primas
orgadnicas contendo compostos bioativos, € que os componentes mais comuns dos
bioestimulantes sdo elementos minerais, substancias himicas, vitaminas, aminodcidos, quitina,
quitosana e poli e oligossacarideos (HAMZA & SUGGARS, 2001; KAUFFMAN et al. 2007,
BULGARI et al., 2015). Do ponto de vista legal, os bioestimulantes podem conter vestigios de
hormonios naturais das plantas, mas sua acdo bioldgica nao deve ser atribuida a eles; caso
contrério, devem ser registrados como reguladores do crescimento de plantas (BULGARI et al.,
2015). Segundo Du Jardin (2015), a palavra bioestimulante foi cunhada por especialistas em
horticultura para descrever as substancias que promovem o crescimento de plantas sem serem
nutrientes, melhoradores de solo ou pesticidas.

A composic¢ao dos bioestimulantes € parcialmente desconhecida devido a complexidade
dos extratos e a ampla gama de moléculas contidas na solucao, tornando dificil o entendimento
de quais s@o 0s compostos mais ativos. Os mecanismos ativados pelos bioestimulantes ainda
estdo sob investigacdo (ERTANI et al., 2011; GUINAN et al., 2013). Os bioestimulantes
devem, preferencialmente, serem classificados com base nas respostas fisioldgicas das plantas,
e nao com base na sua composicao (ERTANI et al., 2013). YAHKIN et al. (2017) afirmam que
existem poucos produtos bioestimulantes para os quais um local alvo bioquimico especifico,
um modo de a¢do e mecanismo de a¢do conhecidos tenham sido identificados. O “mecanismo
de acdo” descreve a integral de todos os eventos bioquimicos apds a aplicagdo do
bioestimulante, enquanto o “modo de a¢do” caracteriza as principais caracteristicas de uma
molécula bioativa e sua acdo bioquimica especifica que leva ao seu efeito nas plantas tratadas
(ALIFERIS & JABAIJI 2011). Portanto, o foco deve estar na identificagdo dos “mecanismos
de acdo” dos bioestimulantes, conforme indicado pelos impactos positivos gerais na
produtividade das plantas através do aprimoramento de processos como fotossintese,
senescéncia, modulacdo de fitohormodnios, absorcao de nutrientes e dgua, expressiao de genes
responsaveis pela tolerancia a estresses abidticos e alteragdes na arquitetura e fenologia das
plantas (KHAN et al., 2009; SHARMA et al., 2012).

Os bioestimulantes podem atuar diretamente na fisiologia e metabolismo das plantas ou
indiretamente pelas melhorias nas condi¢des do solo, podendo ser aplicados no solo ou nas
folhas, dependendo de sua composicdo e dos resultados desejados (NARDI et al., 2009;
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KUNICKI et al. 2010). Esses produtos sdo geralmente aplicados em adicao aos tratamentos de
fertilizacdo padrdo para melhorar a eficiéncia do uso de nutrientes e a qualidade dos produtos
(HECKMAN, 1994). Os bioestimulantes diferem dos fertilizantes porque atuam no
metabolismo das plantas, sendo capazes de modificar a fisiologia e morfologia vegetal (NARDI
et al., 2006; PETROZZA et al. 2013). O efeito de um bioestimulante pode ser diferente de
espécie para espécie, e até de cultivar para cultivar, e depende de fatores ambientais, da dose e
tempo de aplicacao (KUNICKI et al. 2010). A aplicacdo de bioestimulantes vegetais € capaz de
modificar o metabolismo primério e secundério das plantas (COLLA et al., 2015; ROUPHAEL
et al., 2015) levando a sintese e acimulo de moléculas antioxidantes (metabdlitos secundarios).

Estudos publicados sugerem que vdrios bioestimulantes melhoram a produtividade das
plantas através do aumento da assimilacdo de N, C e S (JANNIN et al., 2012, 2013), estimulo
na fotossintese, melhores respostas ao estresse, alteracio na senescéncia e melhor transporte de
fons (KHAN et al., 2009; PARADIKOVIC et al., 2011; BHUPENCHANDRA et al., 2020).
Também foi relatado que os bioestimulantes aumentam os teores de aminodcidos livres,
proteinas, carboidratos, compostos fendlicos, pigmentos e de vérias enzimas. O efeito protetor
de muitos bioestimulantes contra estresses bidticos e abidticos tem sido associado a regulagdo
nos niveis de espécies reativas de oxigénio induzidas pelo estresse, a ativacdo do sistema de
defesa antioxidante das plantas ou a0 aumento dos niveis de compostos fendlicos (ERTANTI et
al., 2011, 2013).

Os compostos bioativos presentes em alguns bioestimulantes sdo propostos para exibir
atividade de sinalizacdo em plantas ou induzir vias de sinalizacdo (FORDE & LEA, 2007;
IVANOV et al., 2010; ARBONA et al., 2013). Bioestimulantes desenvolvidos a partir de
substancias hdmicas, materiais organicos complexos, algas marinhas, antitranspirantes,
aminodcidos livres, extratos brutos de plantas inferiores e superiores t€ém demonstrado
frequentemente efeito no estado hormonal das plantas (RATHORE et al., 2009; DU JARDIN,
2012; YAKHIN et al., 2012; KUREPIN et al., 2014). Embora compostos semelhantes a
hormonios possam estar presentes em bioestimulantes, também € possivel que a sintese de
hormonios possa ser induzida em plantas tratadas (JANNIN et al., 2012), e que aminoécidos,
glicosideos, polissacarideos e acidos organicos estejam contidos em muitos bioestimulantes,
podendo atuar como precursores ou ativadores de hormdnios vegetais enddgenos
(PARADIKOVIC et al., 2011).

As substancias humicas (SH) ocorrem naturalmente em compostos organicos
poliméricos e sdo produzidos pela decomposicao de materiais organicos, sendo o seu uso como
bioestimulante bastante estudado nos ultimos anos (JANNIN et al., 2012; CANELLAS et al.,
2013; BALDOTTO & BALDOTTO, 2014; GARCIA et al., 2019; TAVARES et al., 2020;
CASTRO et al., 2021). O custo de producdo das SH € considerado baixo, uma vez que sao
extraidos de compostos organicos e aplicados em baixas concentracdes, indicando ser um
produto de alto potencial comercial (AMERI & TEHRANIFAR, 2012).

De acordo com um relatério da FAO (2006), uma quantidade substancial de algas (15
milhdes de t ano-1) € usada como condicionadores de solo, suplemento de nutrientes € como
bioestimulantes na agricultura. A aplicacdo ocorre principalmente por pulverizacdo foliar e
melhoram o crescimento das plantas, a tolerancia a salinidade, ao frio e a seca, a atividade
fotossintética e a resisténcia a fungos, bactérias e virus, melhorando o rendimento e a
produtividade de muitas culturas (NORRIE & KEATHLEY, 2006; GAJC-WOLSKA et al.,
2013; SHARMA et al., 2014).

Apesar de muitos estudos com bioestimulantes abordarem com um maior foco a
aplicacdo nas raizes de plantas, investigando seus modos de acdo e estimulos, principalmente
os envolvendo substancias himicas, a aplicag¢do direta nas folhas apresenta diversos beneficios
para as culturas, sendo necessdrios mais estudos envolvendo o modo de agdo dos
bioestimulantes aplicados via foliar (DE HITA et al., 2020; PATEL et al., 2023). Por exemplo,



Kishor et al. (2020) realizaram um estudo que demonstrou a eficécia da aplicagao conjunta de
acido humico tanto via foliar quanto no solo, juntamente com 100% da dose recomendada de
fertilizante (NPK) dividido em trés parcelas, acompanhada por uma pulveriza¢ao foliar
contendo uma mistura de nutrientes. Esse tratamento se destacou como o mais eficaz e rentavel
para plantas de café, resultando em um aumento significativo no rendimento das plantas, bem
como nos niveis de nutrientes presentes nas folhas, quando comparado com o grupo controle.

De acordo com Kritzinger e Lotze (2019), diversos elementos afetam o desempenho da
pulverizacdo foliar, e um deles esta relacionado com as caracteristicas inerentes a propria
planta, particularmente no que diz respeito as suas folhas. Devido as caracteristicas hidrofébicas
das superficies foliares, € essencial que haja permeabilidade cuticular para permitir o fluxo dos
bioestimulantes foliares. As cuticulas sdo, em sua esséncia, compostas por trés estruturas
distintas: a camada mais externa, onde as ceras epicuticulares predominam; a camada central
composta pela cutina e/ou cutana, e ceras intracuticulares; e, finalmente, a camada mais interna
que inclui, além dos biopolimeros mencionados, polissacarideos provenientes das paredes
celulares das células epidérmicas (MOURA et al., 2023).

Os estOmatos, lenticelas e tricomas sdo estruturas presentes nas superficies vegetais, que
tém a capacidade de facilitar a absorc@o de solugdes nutritivas e outros compostos quimicos.
Os estOmatos consistem em pequenos poros especializados formados por duas células-guarda,
cujo processo de abertura e fechamento regula as trocas gasosas entre a folha e a atmosfera. As
lenticelas sdo estruturas epidérmicas macroscopicas presentes em caules, pedicelos ou frutos,
que também podem absorver solu¢des aplicadas as partes aéreas das plantas. Os tricomas sao
apéndices unicelulares ou multicelulares que se projetam a partir da epiderme e podem facilitar
a absor¢ao de nutrientes devido a sua reduzida cutinizagdo. (GERARDIN et al. em 2018;
EGUIGUREN et al. em 2020).

Naturalmente ocorre a deposi¢do de compostos higroscépicos aplicados na superficie
foliar, no entanto, o molhamento e absor¢dao de solucdes neste 6rgdo podem também ser
estimulados pela inclus@o de adjuvantes, que sdo co-formulantes na solu¢@o de bioestimulantes
ou fertilizante a ser aplicada. Existem uma variedade de categorias desses produtos, dependendo
de como eles operam: adesivos (que aumentam a aderéncia da solugdo, garantindo maior
resisténcia a chuva), umectantes (que retardam a secagem da solucdo ao diminuir o ponto de
deliquescéncia da formulacdo na folha), surfactantes (que reduzem a tensdo superficial),
penetrantes (que melhoram a capacidade de penetracao nas folhas, facilitando a "solubiliza¢do"
dos componentes cuticulares), entre outros (MOURA et al. em 2013).

A absorcdo eficaz por via foliar requer a abertura adequada dos estomatos e
temperaturas moderadas, a fim de prevenir possiveis danos, como a queima das folhas. Além
disso, deve-se evitar aplicacdes foliares em dias ventosos e durante periodos de chuva até 4
horas apds a pulverizagdo, para ndo comprometer o molhamento e absor¢cdo pelas folhas.
Segundo Portu et al. (2015), apesar de todas as vantagens da pratica da pulverizacao foliar, é
dificil prever as respostas das plantas, uma vez que a eficicia deste procedimento depende de
diversos fatores, tais como: a espécie vegetal em questdo, a composicdo da cuticula foliar, o
tempo de aplicagdo, aspectos fenoldgicos, condigdes ambientais, dentre outros. Por tanto, sdo
necessarios mais estudos relacionados aos efeitos e modos de a¢ao de bioestimulantes aplicados
via foliar em plantas.



2.2 Substancias Hamicas

A matéria organica possui fundamentalmente dois grupos, o das substancias ndo-
humificadas e o das substancias humicas (SH). O primeiro é formado por compostos
quimicamente definidos, geralmente incolores, simples e de baixo peso molecular, utilizados
como substrato por microrganismos, sendo assim, de existéncia transitéria. Alguns exemplos
s30 os aminodcidos, proteinas, dlcodis, ligninas e aldeidos. As SH constituem aproximadamente
60% da matéria organica, sendo amplamente distribuidas no planeta, estando presentes no solo,
na dgua e nos sedimentos, e representam o maior reservatério de carbono organico da Terra
(MUSCOLO et al., 2007; MUSCOLO & SIDARI, 2009).

Muscolo et al. (2007) afirmam que as SH sdo formadas por transformacao quimica e
biologica de matéria vegetal e animal, e de metabolismo microbiano, resultando em uma
estrutura supramolecular composta por moléculas heterogéneas, de coloracdo escura e maior
estabilidade e peso molecular, interagindo em fung¢@o do seu tamanho, forma, afinidade quimica
e hidrofobicidade (Figura 1).

Piccolo (2016) caracteriza o processo de humificacdo como dindmico, ocorrendo
interacdo por forcas covalentes, forcas de de van der waals, ligagdes m-n e CH-m, entre
biomoléculas, lipideos, polissacarideos, DNA, RNA, entre outros, originando uma molécula
supraestrutural. Os principais componentes moleculares das substancias himicas sdo os dcidos
alifaticos, os éteres, os ésteres, os alcodis, os anéis aromadticos, os polissacarideos e o0s
polipeptideos. Embora as ac¢des funcionais dessas substancias sofram influéncia direta pela
configuragdo quimica que apresentam em solugdo, as relagdes entre atividade e estrutura ndao
sdo claras (MORA et al., 2010; CANELLAS et al., 2012) (Figura 1).

As substancias humicas sdo divididas classicamente em trés principais fracoes com
distintas caracteristicas fisico-quimicas, baseando-se em suas propriedades de solubilidade. Sao
usualmente classificadas como: acido falvico (AF), fracdo solivel em meios alcalino e 4cido;
acido humico (AH), fracdo solivel em meio alcalino e insolivel em meio dcido (pH<2); e
humina, frac@o insolivel em qualquer condi¢do de pH (BOTERO, 2010). No entanto, alguns
autores defendem que as huminas ndo satisfazem a defini¢ao classica de substancias hiimicas,
pois estas parecem estar compostas por uma mistura complexa de agregados estdveis de
biomoléculas e ndo de material humificado, podendo corresponder basicamente a fragmentos
de dcidos humicos fortemente ligados a fracdo mineral do solo (SIMPSOM et al., 2007;
GARCIA et al., 2019) (Figura 1).
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Figura 1. Esquema didatico para mostrar a formacao de estruturas himicas supramoleculares
a partir da deposi¢do de matéria organica no solo. 1) Deposicdo de detritos vegetais e
animais no solo. 2) Incorporacdo de moléculas organicas ao solo, produtos da
decomposicdo e 3) Formagdo de fragdes himicas e carbono organico dissolvido. Fonte:
retirado e adaptado de Moura et al., (2023).

A possibilidade de isolar a partir da matéria organica humificada as fracdes
fundamentais das substincias himicas, permitiu o avango no estudo e conhecimento sobre suas
estruturas, propriedades e fungdes, sendo os dcidos himicos e dcidos filvicos os maiores alvos
de interesse e pesquisa. As caracteristicas relacionadas a estrutura das fracdes himicas sdao
dependentes da fonte de origem e do periodo de formacdo ou transformacio (GARCIA, 2013).

Processos quimicos, fisicos e espectroscopicos aplicados com €xito em pesquisas
envolvendo macromoléculas tém sido utilizados para estudos com substancias himicas,
visando estabelecer a composi¢do e estrutura geral da molécula, assim como justificar as
diversas propriedades que elas apresentam. Os estudos dessas substancias vao desde os métodos
de extracdo, fracionamento e purificacdo até a caracterizagdo. Os métodos de extracdo mais
utilizados sdo Kononova, Dabin, Danneberg & Ullah, Schnitzer, Swift, Benites e os de
purificacdo sdo os com 4cido fluoridrico (HF), resina DAX-8 e didlise, além do processo de
liofilizacdo (PRIMO, MENEZES & SILVA, 2011; CANELLAS et al., 2012). Segundo Garcia
(2013) dentre as técnicas de caracterizacdo estruturais mais utilizadas estdo: as
espectrofotométricas (UV-vis e Fluorescéncia), as espectroscépicas (FTIR, RMN!*C e 'H), as



espectrométricas (espectrometria de massas), as cromatograficas (HPSEC) e as microscépicas
(MEV), assim como as diferentes combinagdes destas.

Mesmo com todas as contradi¢des existentes em relacdo ao modelo estrutural, algumas
caracteristicas das SH ja estdo esclarecidas: a) os dcidos himicos e 4dcidos filvicos sdo misturas
heterogéneas de moléculas polidifusas, com intervalos de massa molar variando de algumas
centenas até milhares (STEVENSON, 1982); b) existem alteracdes na razao entre dcido hiumico
e acido filvico em funcdo do material de origem. Essa razdo estd associada ao grau de
humifica¢do do mesmo (ROCHA, et al. 1998).

Segundo Sposito (2004), as substincias hdmicas possuem quatro principais
propriedades de acordo com a estrutura que apresentam: polifuncionalidade, caracterizada por
um grande nimero de grupos funcionais que proporcionam amplo espectro de reatividade;
carga macromolecular negativa, que permite maior reatividade com outras moléculas;
hidrofilicidade, que corresponde a tendéncia de formar fortes pontes de hidrogénio com a 4dgua;
e maleabilidade estrutural, que diz respeito a capacidade de associacdo intermolecular e
alterac@o na conformacdo da molécula em funcdo da variacao de pH, dos valores de redox, da
concentracdo eletrolitica e da ligacdo com grupamentos funcionais.

Baldotto & Baldotto (2014) afirmam que dentre as fontes mais comuns para a extracao
de dcidos humicos estdo “a leonardita, o carvao, o solo, os residuos de animais, 0s compostos
organicos feitos de himus de minhoca (vermicomposto), de torta de filtro, de esterco bovino,
de cama-de-frango, de residuos de alimentos, de lixo urbano, de lodo e de sedimentos”.
Independente da fonte utilizada, é comum observar que concentracdes menores de AH
apresentam atividade estimulante na fisiologia vegetal, e que elevadas concentracdes resultam
em inibi¢do do crescimento e desenvolvimento das plantas (BALDOTTO et al., 2009).

Diversos estudos relatam a capacidade de SH em estimular indiretamente o crescimento
e desenvolvimento de plantas, associado aos seus efeitos de melhoria nas caracteristicas
quimicas, fisicas e bioldgicas do solo, como pelo aumento da agregagdo do solo, retencdo de
agua, trocas i0Onicas e complexacdo de fons toxicos no solo. S@o substincias consideradas
bioestimulantes por promoverem o desenvolvimento vegetal por meio de pequenas
quantidades. Nas plantas modificam a morfologia, crescimento e a arquitetura das raizes, atuam
sobre o desenvolvimento da planta, aumentam a taxa respiratoria e estimulam o ciclo de Krebs,
a fotossintese e a produgdo de adenosina trifosfato e aminodcidos (MUSCOLO et al., 2007;
TREVISAN et al., 2009; JANNIN et al., 2012).

2.2.1 Efeitos das substancias hiimicas no sistema radicular de plantas

A raiz € o 6rgdo das plantas responsdvel pela absor¢ao de dgua e de nutrientes, pela
regulacdo de alguns hormodnios vegetais e pela exsudagdo de dcidos organicos e sintese de
aminodcidos. As raizes sdo, ainda, responsaveis pela sustentacdo das plantas, pela interacdo
com a rizosfera e pela deteccdo e resposta a sinais ambientais (MENG et al., 2019; TAVARES
et al, 2020).

Segundo Vaughan e Malcolm (1985), as modificacdes mais evidentes em espécies
vegetais por acdo das SH estao associadas ao crescimento e desenvolvimento de raizes. De fato,
os efeitos mais observados e relatados na literatura pela acdo das SH no sistema radicular de
plantas envolvem a emissao de raizes laterais e de pélos radiculares, o alongamento das raizes,
o aumento do diametro, da drea e do volume radicular. Estudos realizados por diversos autores
demonstraram a expressdo desses efeitos no desenvolvimento radicular com estimulos
diferenciados de acordo com a fonte, concentragdo e caracteristica fisico-quimicas da SH
adicionada (BALDOTTO et al., 2012; DOBBSS et al., 2007; CANELLAS et al., 2011;
GARCIA et al., 2016a; GARCIA et al., 2019b; TAVARES, 2014; TAVARES; 2020; CASTRO
et al., 2021; CASTRO et al., 2022) (Figura 2).
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Figura 2. Estimulos sobre o desenvolvimento de raizes de plantas de arroz tratadas via radicular
com 4cido humico extraido de organossolo (AHSOLO), de sedimentos do Rio Negro — AM
(AHRN) e de vermicomposto (AHVC), em trabalho realizado por Castro et al. (2021).
Fonte: préprio autor.

A fonte de onde foram extraidas e a concentragdao das SH sdo fatores que afetam
diretamente o tipo e a intensidade dos estimulos ao alongamento e emissao de raizes em plantas
de milho (Zea mays) (ZANDONADI et al., 2007) e de Arabidopsis (DOBBSS et al., 2010).
Canellas et al. (2002) também observaram aumento na emissao, no alongamento, na drea e nos
sitios mitéticos de raizes em plantas de milho com a aplicacdo de 4cidos himicos em diferentes
concentracdes. Observaram, porém, efeito prejudicial sobre estas varidveis quando foram
aplicadas altas concentragdes desses dcidos. Garcia et al. (2016) relataram efeitos sobre o
comprimento, emissdo, didmetro, drea e volume radiculares de plantas de arroz (Oryza sativa
L.) tratadas com diferentes concentracdes de acido huimico e substancia himica integra
extraidos de vermicomposto. Garcia et al. (2016b) e Tavares (2014) também observaram que
baixas concentragdes (40 e 60 mg L) de 4cidos hiimicos extraidos de vermicomposto
estimularam em maior intensidade o desenvolvimento de raizes de arroz.

O aumento da drea radicular por efeito das SH esta diretamente associado ao incremento
do comprimento e nimero de raizes em plantas de milho e café tratadas com SH extraida de
lodo da estacdo de tratamento (FACANHA et al., 2002). Schmidit et al. (2007) relataram
estimulos ao desenvolvimento radicular de Arabidopsis devido ao efeito das SH, expresso pelo
aumento da densidade e do comprimento dos pélos radiculares e da multiplicacao de células do
cortex e da epiderme. A aplicacdo de diferentes doses de dcido hiimico em plantas de arroz em
estagio inicial de desenvolvimento, durante um periodo de 144 horas, resultou em modificag¢des
diferenciadas do sistema radicular, mostrando estimulos mais estdveis em periodos mais longos
de interacdo das SH com as raizes da planta (TAVARES et al., 2020). OJWANG & COOK
(2013) sugerem que a interacdo SH-raizes é capaz de alterar a homogeneidade da membrana
radicular, podendo tornéd-la permedvel a fragmentos himicos de menor tamanho. Autores como
CANELLAS et al. (2012), AGUIAR et al. (2013), GARCIA et al. (2016, 2019) e CASTRO et
al. (2021) identificaram correlac@o entre as estruturas e propriedades encontradas no composto
humico com o tipo e intensidade do estimulo desencadeado no sistema radicular das respectivas
plantas estudadas.
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Todas as alteracdes na morfologia, fisiologia e genética molecular de raizes submetidas
ao contato com SH resultam em melhorias na eficiéncia de absor¢do de dgua e de nutrientes, €
em favorecimento a interacdo planta-microrganismo, devido ao aumento dos pontos de ligacdo
e colonizagdo das raizes (BALDOTTO & BALDOTTO, 2014). O mecanismo pelo qual as SH
interagem com o sistema radicular das plantas constitui um dos pontos mais desconhecidos
dentro desta area de estudo. No entanto, de acordo com DOBBS et al. (2007), estd claro que,
de maneira geral, o estimulo sobre o crescimento e desenvolvimento radicular ocorre pela
aplicacdo de baixas ou intermedidrias doses de SH, podendo ser observado até mesmo um efeito
inibitério em elevadas concentragdes.

2.2.2 Absorc¢ao de nutrientes pela acio das substancias hiimicas

Por mais que os mecanismos responsaveis pelo estimulo a absorc¢do de nutrientes pelas
plantas tratadas com SH ainda ndo estejam totalmente definidos, sdao evidentes os efeitos
benéficos dos compostos hiimicos na nutri¢cao vegetal. Dentre os efeitos positivos das SH sobre
a nutri¢ao mineral das plantas estd a capacidade de impulsionar a atividade da enzima H*-
ATPase da membrana plasmadtica radicular e a de estimular a absor¢ao de alguns macro e
micronutrientes (CANELLAS et al., 2015; JINDO et al., 2016b; TAVARES et al., 2019;
ZANIN et al., 2018). O efeito da SH no estimulo a absor¢ao de fons deve-se tanto a efeitos
diretos no metabolismo vegetal como também a alteracdes nas propriedades do solo.

Segundo NARDI et al. (2009), os efeitos das SH na absor¢do de nutrientes sdo,
possivelmente, mediados por estimulos na sintese e atividade de enzimas presentes na
membrana. Diversos autores observaram aumento na extrusao de H* em raizes tratadas com
SH, associado a melhorias no estado nutricional das plantas, demonstrando o envolvimento da
enzima H* - ATPase no aumento da absor¢@o de nutrientes por plantas tratadas com composto
himicos (FACANHA et al., 2002; JINDO et al., 2012; TAVARES, 2016; ZANDONADI et al.,
2007).

Segundo QUAGGIOTTI et al (2004), a aplicacdo de substancias himicas estimula a
absorc¢do de nitrato (NO3") por raizes de milho, possivelmente devido a regulacdo da sintese de
RNAm da principal enzima H*ATPase de milho, a Mha2. Jannin et al. (2012) também
verificaram estimulos na absor¢do e assimilacio de NOs3™ em Brassica napus L.,
concomitantemente a expressio de genes que codificam transportadores de NO3-. TAVARES
et al. (2019) e CASTRO et al. (2021) demonstraram que a aplicacdo de AH de vermicomposto
em plantas de arroz exerceu influéncia na nutri¢ao vegetal por meio de estimulos no influxo de
nitrogénio nas formas de N-NO3™ e de N-NH,4*.

H4 relatos do aumento da disponibilidade de fésforo (P) no solo e, consequentemente,
dos niveis desse nutriente nas folhas e raizes de plantas, devido a acdo de SH (URRUTIA et al.,
2013). Em estudo em que houve aplicacdo de AH em plantas de tomate (Solanum lycopersicum
L.), ocorreu a expressdo de genes que codificam para transportadores de P, além do aumento
da biomassa de raizes e dos teores de P foliar (JINDO et al., 2016b). Alguns estudos de
expressdo génica tém mostrado que SH aplicadas em plantas de canola (Brassica napus L.)
regulam componentes do metabolismo do enxofre (S) por meio da regulacdo dos genes
BnSultrl.1 e BnSultrl.2, referentes aos sistemas de transporte desse ion, contribuindo para o
aumento dos teores de S em raizes e folhas (JANNIN et al., 2012). Também foi verificado
aumento na disponibilidade de ferro (Fe) no solo, devido a formacao de complexos soluveis,
por efeito de compostos himicos (VARANINI; PINTON, 2006). Aguirre et al. (2009)
observaram que plantas de pepino (Cucumis sativus L.) tratadas com SH apresentaram aumento
na expressdo e atividade da enzima Fe*>-quelato redutase e do transportador de Fe de alta
afinidade (CsIRTI).
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2.2.3 Outros estimulos em plantas pela aplicacdo de substancias hiimicas

Além dos efeitos das SH no sistema radicular de plantas, pode-se destacar também
efeitos positivos na parte aérea. Os dcidos himicos exercem influéncia em niveis distintos de
organizacdo em diversas etapas relacionadas a fisiologia das plantas, como expressao de genes,
metabolismo primadrio e secunddrio, crescimento e desenvolvimento, producdo de flores, frutos
e sementes, e acimulo de biomassa (JANNIN et al., 2012; TREVISAN, 2011).

Segundo Nannipieri et al. (1993), os efeitos diretos do composto himico no
metabolismo vegetal sdo resultados: da influéncia positiva sobre o transporte de ions,
facilitando a absor¢@o de nutrientes; do aumento da respira¢do e da velocidade das reacdes
enzimaticas no ciclo de Krebs, aumentando a produc¢ido de ATP; do aumento do conteido de
clorofilas; do aumento da sintese de dcidos nucleicos; do efeito seletivo sobre a sintese proteica;
e do estimulo ou inibicdo da atividade de diversas enzimas.

A aplicacdo de SH em diferentes espécies de plantas também exerce influéncia na
regulagdo dos conteidos de N-NH4" e N-NOs', por meio de modificagbes na atividade das
enzimas nitrato redutase e glutamina sintetase (ZANNIN et al., 2018; 2019). As substincias
himicas e suas fracdes resultam em melhoria na eficiéncia fotossintética, estimulando a
biossintese de clorofilas e carotenoides (BALDOTTO & BALDOTTO, 2014; JANNIN et al.,
2012; MORA et al., 2010), além de atuarem no metabolismo do carbono por alteracdes nas
taxas de glicose, frutose e amido (CANELLAS et al., 2013) e por mudancas na atividade da
enzima invertase (PIZZEGHELLO et al., 2001). A aplicacdo de AH em plantas de trigo
(Triticum spp.) resultou em incremento no contetido de lipideos nos tilacoides e nas membranas
fotossintéticas (KULIKOVA et al., 2016).

Na literatura sdo encontrados diversos relatos que evidenciam o aumento no teor de
clorofilas a e b pela aplicacdo de diferentes tipos de 4cidos humicos em plantas de diversas
espécies de interesse econdmico, como o abacaxi, gramineas de clima frio, chicéria e alfafa
(BALDOTTO etal., 2009; GHOLAMI et al., 2019; KAMYABA et al., 2016; SOFI et al., 2018).
Baldotto et al. (2009) relatam que a sintese ou degradacio de carotenoides em plantas tratadas
com SH ndo segue um padrdo de estimulo, havendo aumento, reducio e estabilidade em seu
teor, de acordo com a fonte e dose de composto himico aplicada.

Estudos de expressdo génica, realizados mediante microarray, tém mostrado que AH
aplicados em Brassica napus regulam componentes do metabolismo de C, N e S por meio de
estimulo na expressao dos genes BnNRT2.1, BnSultrl.1 e BnSultrl.2 (JANNIN et al., 2012),
enquanto outros estudos revelam que AH podem regular a atividade de enzimas responsivas ao
metabolismo da glicose e dos 4cidos tricarboxilicos (NARDI et al., 2007). A aplicacdo de SH
em plantas de milho levou a redugdo nos teores de glicose e frutose nas folhas e ao aumento da
concentracdo de amido (CANELLAS et al.,, 2013). Pizzeghello et al. (2001) observaram
aumento na atividade da enzima invertase pela aplicacdo de SH em Fagus sylvatica L.,
favorecendo a formacdo de hexose a partir da hidrélise de sacarose, dando origem a um
substrato disponivel para células em desenvolvimento.

Mora et al. (2010) trataram plantas de pepino com AH, via radicular, e verificaram
alteracdes na distribuicdo de nitrato entre parte aérea e raiz. Os autores concluiram que o
aumento da concentracio de nitrato na parte aérea estd associado a0 aumento na concentracao
de citocininas e poliaminas, resultando em estimulos no crescimento.

De acordo com Olaetxea et al. (2018), as SH estimulam o crescimento vegetal por afetar
o balanco hormonal das plantas e ativar promotores de genes responsivos as auxinas
(TREVISAN et al., 2010). Pizzeghello et al. (2013) observaram que a aplicagao de SH extraidas
de leonardita resultou em atividade citocininica em plantas de rabanete (Raphanus sativus L.).
Além da conhecida influéncia das SH na sintese de AIA, estudos mostram que esse incremento
na atividade da H*-ATPase poderia ser desencadeado pela produgao de 6xido nitrico pela raiz,
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envolvendo consequentemente o AIA e vias dependentes ou as vezes ndo dependentes de
etileno (ZANDONADI et al., 2010; MORA et al., 2014; OLAETXEA et al., 2019). Mora et al.
(2014) mostram que a aplicacdo de SH causa um aumento na concentracdo de ABA radicular,
dependente de AIA e etileno (MORA et al. 2014). De Hita et al. (2020) mostrou que aplicagcdao
radicular e foliar de dcido himico estimula o desenvolvimento de plantas de pepino por meio
de regulacao hormonal envolvendo o 4cido jasmonico.

2.2.4 Acao das substancias himicas em condicoes de estresse vegetal

O estresse vegetal pode ser definido como uma condi¢do ambiental que impossibilita a
planta de atingir seu maximo potencial genético (TAIZ et al., 2017). O estresse corresponde a
causa primdria de decréscimo na taxa de crescimento e produtividade das plantas (LAWLOR
& CORNIC, 2002), podendo ser classificado como estresses abidticos (fatores edafoclimaticos)
e estresses bidticos (insetos fitoparasitas e microrganismos fitopatogénicos). Diversos estudos
tém demonstrado os efeitos positivos, diretos e indiretos, da aplicacdo de substancias hiimicas
em plantas cultivadas sob condi¢des adversas.

De acordo com Vellini et al. (2008), a disponibilidade de dgua € o fator ambiental que
mais limita a sustentabilidade dos sistemas agricolas, afetando cerca de 64% de toda regido
cultivavel do planeta (CRAMER et al., 2011). Segundo TAIZ et al. (2017), o déficit hidrico
pode ocasionar transtornos fisioldgicos e bioquimicos nas plantas em nivel primario
(diminuicdo do potencial hidrico e desidratacdo celular) e secundério (reducdo da expansao
celular e foliar, diminui¢do das atividades celulares e metabdlicas, fechamento estomatico,
inibicdo fotossintética, abscisdo foliar, alteracdo na particdio de carbono, cavitagdo,
desestabilizacdo de membranas e proteinas, producdo de EROs, citoxicidade idnica e morte
celular). Os dcidos himicos e fulvicos t€ém demonstrado capacidade de reduzir os efeitos
negativos resultantes da baixa disponibilidade de dgua em diferentes espécies de plantas. A
aplicacdo de SH em plantas submetidas a essas condi¢des exerce influéncia no sistema de defesa
oxidativo, no crescimento vegetal, nos teores de pigmentos fotossintéticos e nos teores de
prolina (AGUIAR et al., 2016; GARCIA et al., 2012; GARCIA et al., 2014b).

A aplicagdo de diferentes doses de AH no sistema radicular de plantas de arroz sob
déficit hidrico, demonstrou efeitos de prote¢do antiestresse, comprovado pelas alteracdes na
atividade das peroxidases (POX) e pelos baixos niveis de peréxido de hidrogénio e de
malondialdeido, quando comparadas as plantas sob estresse hidrico e sem aplicacdo de AH
(GARCIA, 2013). Aguiar et al. (2016) realizaram trabalho em que foi aplicado SH em plantas
de cana-de-agucar cultivadas sob déficit hidrico e observaram aumento da atividade das
enzimas superéxido dismutase, catalases e peroxidases no metabolismo oxidativo.

Os efeitos de protecdo das substancias humicas contra o estresse hidrico ocorrem por
meio da regulagdo das enzimas do sistema oxidativo, responsdveis por balancear os niveis
endégenos de EROs em folhas e raizes. As SH evitam que ocorra um acimulo de espécies
reativas de oxigénio ao ponto de desencadear peroxidacao e desnaturagdo dos tecidos vegetais.
As alteracdes nos niveis de EROs durante o estdgio inicial de resposta ao estresse levam a
fosforilagcdo e desfosforilagdo de fatores de transcric@o diferentes, podendo atuar como fator de
sinalizagdo para aclimatagio frente ao estresse (GARCIA et al., 2012; GARCIA et al., 2014b;
TAIZ et al., 2017).

Castro et al. (2022) realizaram experimento em que plantas de arroz foram submetidas
ao estresse hidrico e aplicacdo de dcido humico extraido de vermicomposto, os autores
observaram que plantas sob escassez hidrica tratadas com AHVC produziram maior biomassa
do que plantas apenas sobre estresse hidrico, por meio de alteracdes na arquitetura radicular e
regulacdes no metabolismo de N e C (Figura 3).
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Figura 3. Estimulo ao desenvolvimento em plantas de arroz pela aplicacdo de dcido himico de
vermicomposto (AH) em condi¢des de estresse hidrico induzido por polietilenoglicol
(PEG), em estudo conduzido por Castro et al. (2022). Fonte: Préprio Autor.

O processo de salinizacao de um solo estd ligado a qualidade da 4gua usada na irrigacao,
a existéncia e nivel de drenagem natural e/ou artificial do solo, a profundidade do lengol freédtico
e a concentracdo original de sais no perfil do solo (VIEIRA, 2014). Os efeitos imediatos da
salinidade sobre os vegetais s@o a seca fisioldgica, proveniente do decréscimo do componente
osmoético do potencial hidrico do solo; o desequilibrio nutricional, devido ao aumento da
concentragdo de ions, inibindo a absorc¢do de outros nutrientes; e o efeito toxico de certos ions
em elevadas concentragdes, como o cloro, sédio e boro (ERTHAL et al., 2010; SILVA et al.,
2013). As SH podem melhorar os efeitos negativos do estresse salino em plantas, estimulando
o desenvolvimento de raizes, modificando a captacdo de minerais e reduzindo o tamanho da
membrana plasmética. Esse efeito foi observado em plantas de quiabo (Abelmoschus esculentus
L.) cuja aplicacdo de AH interferiu positivamente nos parametros de producdo das plantas
cultivadas em condi¢des salinas (PARKSOY et al., 2010).

Asik et al. (2009) relatam melhorias na absor¢do de nutrientes em plantas de trigo
(Triticum durum cv. Salihli) submetidas a estresse salino com a aplicagdo de SH, via raiz e
folhas, incluindo aumento na absorcao de macro e micronutrientes. A aplicacao de SH em solos
salinos (EC = 12,86 dS m-1) melhorou as respostas de defesa antiestresse do algodao
(Gossypium barbadense L.), resultando em melhor desenvolvimento das plantas devido a
efeitos indiretos (alteracdes favordveis nas propriedades quimicas do solo) e a efeitos diretos
(estimulo na absor¢ao de nutrientes, regulagao osmaotica nas plantas e a¢ao sobre o crescimento)
(RADY et al., 2016). Estimulos positivos a produ¢do de prolina, absor¢cdo de nutrientes,
estabilidade da membrana e crescimento de plantas de feijao (Phaseolus vulgaris L.) cultivadas
em condi¢des de elevada salinidade em resposta a aplicacdo de SH também ¢é relatado (AYDIN
et al., 2012).

Outra fonte de estresse para as plantas € a contamina¢do do solo por metais pesados,
sendo este também um sério problema que afeta o meio ambiente e intensificado ao longo dos
anos devido ao crescimento industrial (SILVA et al., 2014). Os sintomas de toxidez por metais
pesados em plantas sao resultados de alteracdes nos processos metabdlicos, sendo responsaveis
por perda de eficiéncia fotossintética e redu¢do do crescimento (ADRIANO et al., 1971;
PARMAR et al., 2013). As SH podem melhorar as propriedades de solos contaminados com
metais pesados devido as suas caracteristicas fisico-quimicas, que permitem a formacdo de
compostos complexos com fons metdlicos. Segundo Schnitizer (1978), maiores quantidades de
grupamentos funcionais oxigenados em SH sdo responsaveis pelo aumento da interacdo com
metais pesados. Devem ser ressaltados trés aspectos da interacdo SH-metal pesado: a
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diversidade de sitios de ligacdo presentes no composto hiimico, a variabilidade estereoquimica
das reacOes e a presenca de interacoes eletrostdticas (KOOPAL et al., 2001).

Os sistemas enddgenos de defesa das plantas a fitotoxidez por metais pesados podem
ser reforcados pela aplicacdo de SH. Para lidar com os efeitos negativos dos metais pesados nas
plantas, diversos antioxidantes enziméaticos e ndo-enzimaticos sao mobilizados para atuarem na
eliminacdo das espécies reativas de oxigénio (CANELLAS et al., 2015). Sergiev et al. (2013)
constataram que apds aplicacdo de SH em triticale (Triticosecale Wittmack) cultivado em solo
contaminado com metais pesados, a atividade de enzimas envolvidas na eliminacdo oxidativa
foi reduzida em comparacdo as plantas tratadas apenas com metal pesado, indicando que o
composto himico atuou sobre mecanismos regulatdrios de protegao.

2.2.5 Modos de ac¢io das substancias himicas

Existem muitos estudos mostrando os estimulos positivos das SH no metabolismo,
crescimento e desenvolvimento de plantas, no entanto ainda nao houve total consenso na
padronizacdo dos modos de acdo pelo qual essas substincias exercem seus efeitos. Diversos
autores propdem que o inicio de a¢do das SH esteja relacionado a dissociagcao da supraestrutura
himica e subsequente disponibilizacdo das fragdes bioativas e de fragmentos himicos que
mimetizam os hormonios vegetais, havendo interacdo destas moléculas com as raizes,
resultando na regulagdo das vias de sinalizacdo hormonal (RUSSEL et al., 2006; DOBBS et al.,
2010; MUSCOLO et al., 2013).

A concepgdo do arranjo supraestrutural das SH indica que compostos capazes de regular
e estimular o crescimento vegetal estejam unidos a estrutura himica (ROSA, 2001). Puglisi et.
al (2008) observaram aumento na exsudac¢do de dcido organico em plantas de milho submetidas
a aplicacdo de substancias himicas. A liberacdo de prétons e dcidos organicos na rizosfera
resultam em alteracdo de pH neste meio, possibilitando a dissocia¢do da supraestrutura himica
e subsequente disponibilizac¢do das fragdes bioativas, de outra forma indisponiveis (RUSSELL
et al., 2006). Estudos apontam, quanto a atuagao celular e molecular das SH, para um estimulo
na atividade e sintese de enzimas H*ATPases da membrana plasmatica, em um efeito
semelhante ao auxinico (FACANHA et al., 2002; JINDO et al., 2012).

A extrusdo de prétons pelas H*ATPases membranares estd envolvida diretamente em
dois mecanismos essenciais para o desenvolvimento das plantas: a energizacdo de sistemas
secundérios de transportes de ions, essencial para absor¢do de nutrientes; € o aumento da
plasticidade da parede celular, fator fundamental para o crescimento vegetal (RAYLE;
CLELAND, 1992). O segundo mecanismo esta relacionado com a teoria do crescimento dcido
por efeito auxinico, uma vez que o bombeamento de prétons pelas H*ATPases resulta na
acidificacdo e afrouxamento da parede celular por atividade enzimadtica, favorecendo a
expansao celular e o crescimento da planta (FACANHA et al., 2002).

Por outro lado, estudos demonstraram que a aplicacdo de SH resulta em um tipo de
“estresse brando” na planta, havendo aglomeracdo e deposicdo de fragmentos himicos na
superficie das raizes, sendo este nivel de estresse capaz de melhorar as fungdes metabdlicas por
meio de regulagdes no metabolismo oxidativo e de resposta antiestresse (ASLI & NEUMANN,
2010; GARCIA, et al., 2012; GARCIA et al., 2014b). Petrov et al. (2015) afirmam que alguns
niveis de estresse podem resultar em melhorias no metabolismo da planta, sendo esta condicao
denominada como “eustresse”. Castro et al. (2021, 2022) observou um distirbio inicial causado
pela aplicacao de acidos hiimicos extraidos de diferentes fontes, identificado por redugao do
desempenho fotossintético seguido dias ap6s por um aumento da efici€éncia fotoquimica,
justificado pelo estimulo das atividades metabdlicas da planta como forma de aclimatagdo ao
“estresse” detectado.
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Asli e Neumann (2010) classificam o tipo de estresse ocasionado pelas SH em espécies
vegetais como um “‘estresse coloidal”, uma vez que a deposi¢do da suspensao coloidal (SH) na
superficie das raizes resulta em alteracdes metabdlicas na planta. Garcia et al. (2012, 2014b)
observaram que a aplica¢cdo de 4cido himico extraido de vermicomposto em plantas de arroz
resultou em um estresse coloidal, afirmando que esse fendmeno possivelmente foi responsavel
pela regulacdo dos niveis de EROs, por meio da atividade de enzimas associadas ao
metabolismo oxidativo das plantas e pelo aumento do desenvolvimento radicular. Garcia et al.
(2014b) relataram que as SH influenciam na atividade das enzimas peroxidase e
superoxidodismutase do sistema oxidativo, regulando os niveis de espécies reativas de oxigénio
(EROs) e os efeitos na peroxidacio de lipideos (GARCIA et al., 2014b) (Figura 4).

A) C) “AH__+AH@0 L) +AHE maL)

Figura 4. (A) Intera¢des quimicas de dcidos hiumicos e membrana radicular; (B) Acimulo de
estruturas himicas nas raizes; (C) Aglomeramento de dcido himico nas concentragdes de
40 e 80 mg L-1 em raizes apds 24, 48 e 72 horas de aplicacdo. Fonte: Retirado e adaptado
de Garcia et al. (2019).

Os modos de acdo das SH na sinalizacdo, seja hormonal ou pela regulacdo dos niveis de
EROS, podem resultar em estimulos positivos no crescimento, desenvolvimento e no
metabolismo de defesa das plantas (BERBARA & GARCIA, 2014). Segundo Garcia et al.
(2018), as caracteristicas estruturais das SH podem explicar suas interagdes iniciais e seus
efeitos no metabolismo vegetal.

2.2.6 Relacao estrutura — propriedade — funcao de substancias himicas em plantas

As propriedades que as substincias himicas apresentam sdo dependentes de suas
estruturas e possuem influéncia direta na atividade biolégica que exercem em plantas
(BERBARA; GARCIA, 2014). As principais caracteristicas estruturais da supraestrutura
himica se encontram caracterizadas, no entanto, sao necessarios mais relatos sobre a relagao
existente entre as estruturas das SH e sua bioatividade (GARCfA et al., 2019) (Figura 5).
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Figura 5. Metodologia esquematica para estudo dos efeitos das substancias himicas (SH) nas
plantas com base na relagdo entre estrutura, propriedades e fun¢do. Fonte: retirado e
adaptado de Garcia et al. (2019).

Canellas et al. (2010) afirmam que a bioatividade das SH exercida sobre o sistema
radicular estd relacionada com a mobilidade e diversidade estrutural dessas substancias. Alguns
autores mostraram que o balango estrutural entre os componentes polares e apolares presentes
nas SH define propriedades como labilidade e recalcitrancia, e sdo os parametros que mais
influenciam a atividade bioldgica destes compostos em plantas (GARCIA et al., 2016a; 2019b).

Em trabalho realizado por Garcia et al. (2016a, 2016b) em plantas de arroz, os autores
observaram, entre outros fatores, que as estruturas de AH contendo predominio de cadeias
alifaticas nao funcionalizadas, carbonilas e carboxilas, estdo correlacionadas com o nimero e
alongamento de raizes de menor didmetro, enquanto estruturas aromadticas e cadeias alifaticas
funcionalizadas associaram-se ao alongamento de raizes de maior didmetro. Esses autores
também observaram, de maneira geral, estimulo a emissdo de novas raizes pelas SH em que
predominavam compostos alifaticos e oxigenados, e estimulo ao alongamento radicular pelo
carater mais aromadtico dessas substancias.

Garcia et al. (2012, 2014b) mostraram que estruturas alifdticas e funcionalizadas com
oxigénio em 4cidos himicos parecem ser responsaveis pelos efeitos protetores em plantas de
arroz sob baixa disponibilidade de d4gua. A melhoria na germinacdo de sementes de algumas
espécies foi observada pela aplicagdo de substancias humicas com maior teor de fendlicos,
hidroxilas e oxigénio (TRAVERSA et al., 2014).

Castro et al. (2021) aplicaram via radicular em plantas de arroz trés acidos hiimicos
extraidos de diferentes fontes (vermicomposto, organosolo e sedimentos do Rio Negro — AM)
com diferencas estruturais e, consequentemente, diferentes propriedades. Estes autores
observaram que a bioatividade desencadeada em plantas pela aplicac@o dos trés tipos de acidos
himicos resultou em estimulos diferentes sobre os teores metabdlitos soliveis, pigmentos
fotossintéticos, arquitetura radicular e produ¢do de biomassa.

Em estudo com plantas de cenoura (Daucus carota L.), Muscolo et al. (2007)
observaram que a fra¢do himica de baixo peso molecular, com maior presenca de carboxilas e
de menor aromaticidade, apresentou interacio com as membranas celulares. A aplicagao de
fragdes humicas de menor tamanho molecular e com alta flexibilidade estrutural em plantas de
milho aumentou a atividade de enzimas que atuam na glicélise (NARDI et al., 2007). Vaccaro
et al. (2009) relataram que plantas de milho (Zea mays L.) tiveram o crescimento e atividade de
enzimas do metabolismo do nitrogénio estimulados por fragmentos himicos mais hidrofilicos
e menos complexos.

17



Outro estudo de relacdo estrutura-fungdo realizado com SH em plantas de milho (Zea
mays) mostrou, mediante andlise quimiométrica, que a presenca de estruturas O-alkyl e
methoxyl/N alkyl, em conjunto com a propriedade de hidrofobicidade, sao determinantes para
promover a emissao de raizes laterais (CANELLAS et al., 2012). A utiliza¢do de quimiometria
e espectroscopia para estudar a relagdo entre estrutura e bioatividade mostraram uma correlagcao
positiva entre a presenca de grupamentos metoxi, cadeias aromadticas substituidas e carboxilas,
com o crescimento de plantas de milho (AGUIAR et al., 2013). Scaglia et al. (2016) relataram
que a atividade “auxinica” das SH em plantas de alface (Lactuca sativa L.) pode ser uma
consequéncia da presenca de aminodcidos e acidos carboxilicos em sua composicao.

A utilizacdo de técnicas de caracterizacdo fisico-quimica, referente a moléculas de
maior tamanho, vém sendo cada vez mais implementadas em trabalhos envolvendo substancias
himicas ao longo dos ultimos anos, objetivando estabelecer a estrutura e composi¢do geral da
molécula, assim como justificar as diversas propriedades que apresentam. A compreensao das
caracteristicas estruturais, responsaveis por determinada atividade biol6gica das SH, € essencial
para uma melhor explicagdo dos mecanismos pelos quais essas substiancias exercem seus
efeitos.

E indiscutivel a ocorréncia de diversos efeitos positivos acarretados pelas SH, tanto no
solo como nas plantas. Cada vez mais estudos t€m sido realizados nesta area, visando
compreender os mecanismos pelos quais os AH exercem sua bioatividade. A atividade
bioldgica destas supramoléculas estd diretamente associada a sua origem, tamanho molecular,
composicio, estrutura e concentracio. E essencial uma melhor compreensdo da relago entre a
bioatividade e as caracteristicas fisico-quimicas dessas substincias, para que assim haja uma
aplicacdo efetiva e objetiva na producgado e desenvolvimento agricola.

2.3 Algicultura

As algas marinhas podem ser classificadas, com base nos seus pigmentos
fotossintéticos, em trés grupos: algas verdes (Chlorophyta), algas marrons (Phaeophyta) e algas
vermelhas (Rhodophyta). Dentre elas, as algas vermelhas compreendem mais de 60% das 30
mil toneladas de algas cultivadas no mundo (FAO, 2018). As algas sdo responsaveis por
importantes fungdes no ambiente, compondo um grupo de organismos muito diversificado que
abrange as microalgas e macroalgas (AZEREDO, 2012), existem em um variado nimero de
classes e sdo distinguidas, principalmente, pela sua pigmentacdo, ciclo de vida e estrutura
celular (SCHMITZ et al., 2012), sendo uma importante fonte de alimento, principalmente em
paises asidticos como China, Japdao e Coreia (MARSHAM et al. 2007; RIOUX et al. 2009),
fertilizantes e combustiveis (MONDAL et al. 2017). Além disso, muitos relatos foram
publicados sobre compostos isolados de algas marinhas com vdrias atividades bioldgicas,
demonstrando sua capacidade de produzir metabdlitos diferentes daqueles encontrados em
espécies terrestres (CARDOZO et al. 2007; FERNANDES et al. 2014).

A algicultura marinha tem grande capacidade de producao de biomassa em curto espaco
de tempo, estudos mostram que esta macroalga cresce de 3,8% a 8,7% ao dia sem a utilizagcdao
quaisquer nutrientes. As algas também absorvem nutrientes e metais pesados em locais
poluidos, servem de abrigo a outros organismos marinhos, reduzem agdes de ondas em zonas
costeiras, retiram o gas carbonico da atmosfera, geram empregos, renda e negdcios para as
comunidades litordneas (UNICAMP, 2020). A atividade de cultivo de algas marinhas
transformou a vida de dezenas de milhares de produtores de algas como resultado de seus
ganhos econdmicos derivados da agricultura (VALDERRAMA et al. 2013) (Figura 6).

As algas vermelhas tem alta demanda por conta de seu polissacarideo de parede celular,
sendo a fonte mais importante de carragena no mundo (BIXLER & PORSE, 2011), com
aplicacdes comerciais incluindo gelificantes, espessantes e estabilizantes, especialmente em
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alimentos congelados e sobremesas como gelatinas, pudins, além de queijos e creme de leite.
Esse tipo de carragenina € usado em uma ampla gama de aplicacdes em alimentos processados,
cosméticos, produtos de higiene pessoal, ingredientes farmacéuticos e racdo animal
(CAMPBELL E HOTCHKISS, 2017; LOUREIRO et al. 2017). As carragenas possuem
estrutura semelhante a da celulose e estdo presentes tanto na parede celular quanto em espagos
intracelulares nesta espécie, tendo a fun¢do de proteger a alga de impactos da dgua, além de
proteger contra o ressecamento (MOZART et al., 2020) (Figura 6).

No entanto, apds quatro décadas de bons retornos econdmicos, a agronomia marinha de
algas produtoras de carragenina enfrenta uma série de novos desafios (ndo muito diferente da
histéria da agricultura terrestre), aprensentando gargalos e necessidades vitais da industria para
apoiar seu potencial de crescimento (BUSCHMANN et al., 2017). As razdes atribuidas ao
declinio da producio de algas marinhas incluiram a natureza intensiva das atividades agricolas,
ma gestdo agricola, introducdo de espécies ndo indigenas em novos locais agricolas e alteragdes
climéaticas (COTTIER-COOK, et al. 2016). O fato de que os volumes totais relatados de algas
vermelhas cultivadas continuaram a aumentar deveu-se a ainda mais fazendas de carragendfitas
sendo estabelecidas em todo o mundo (HAYASHI, et al. 2017) (Figura 6).

Figura 6. Cultivo de Kappaphicus alvarezii na baia de Ilha Grande, Rio de Janeiro, Brasil.
Foto: Andrés Calderin Garcia.

Atualmente, o uso de algas na agricultura terrestre, especialmente como biofertilizante
ou bioestimulante, tem despertado o interesse de muitos produtores pelo seu potencial
biotecnolégico, com o intuito de melhorar o desempenho produtivo de plantas cultivadas
(CHOJNACKA, SAEID & MICHALAK, 2012). Uma ampla gama de compostos
bioestimulantes foi identificada em extratos de macroalgas, incluindo aminodcidos,
polissacarideos, vitaminas, 4cidos graxos, elementos minerais, fendlicos e vestigios de
fitohormonios (KAPOORE et al., 2021). Devido ao potencial das algas para uso em sistemas
de producdo mais sustentdveis como a agricultura organica e a agricultura biodindmica, uma
série de trabalhos foram realizados com o objetivo de avaliar o efeito de bioestimulantes a base
de algas em algumas culturas (ZODAPE et al., 2011; PAUDEL et al., 2012; SHALABY & EL-
RAMADY, 2014; TARRAF et al., 2015; GARCIA-GONZALEZ & SOMMERFELD, 2015).
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2.3.1 Kappaphicus alvarezii

A macroalga Kappaphycus alvarezii é uma espécie Eukaryota pertencente ao Reino
Plantae, Subreino Biliphyta, Filo Rhodophyta, Subfilo Rhodophytina, Classe Florideophyceae,
subclasse Rhodymeniophycidae, Ordem Gigartinales, Familia Areschougiaceae e Género
Kappaphycus, podendo alcangar até 100 cm de comprimento (GUIRY & GUIRY, 2008). Seus
pigmentos fotossintéticos sdo as clorofilas a e d e as ficobilinas, com predominancia da
ficoeritrina. A cor das espécies varia desde rosa a negra, porém o predominio € da cor
avermelhada (LEE, 1989) (Figura 7A).

Os cultivos de Kappaphycus alvarezii iniciados nas Filipinas na década de 70
modificaram o cenario mundial da industria de ficocoléides em 10 anos (ARECES, 1995) e
empregaram mais de 60 mil familias. O sucesso da maricultura de Kappaphycus inspirou a
propagacao para diversas regides do mundo, como Estados Unidos, Japao, Cuba, Venezuela e
Brasil (PICKERING et al., 2007). Este sucesso foi devido principalmente as caracteristicas das
espécies cultivadas, como répido crescimento e metodologias simples de cultivo, com base na
propagacao vegetativa (MONDAL et al. 2014).

O extrato de Kappaphycus alvarezii (K-sap) é bem caracterizado (SINGH et al. 2016),
contendo micro e macronutrientes, especialmente potdssio, antioxidantes, fitohormonios,
compostos de amodnio quaterndrio como glicina betaina, colina, diversos aminodcidos e
provavelmente varias outras moléculas ainda ndo identificadas, possivelmente ativando vias de
sinalizacdo, que sinergicamente podem alterar os processos fisiologicos da planta (KUMAR et
al., 2020). Em geral, a Kappaphycus alvarezii ¢ composta em média por 50,8% de carboidratos,
3,3% de proteinas, 3,3% de lipidios, 15,6% de cinzas, 12,4% de grupos sulfatados e 3,0% de
aromaticos insoliveis (MASARIN et al., 2016; SOLORZANO-CHAVEZ et al., 2019). A
fragdo lipidica é maioritariamente composta por dcidos gordos saturados (64,28%). Além disso,
a Kappaphycus alvarezii apresenta aminodcidos essenciais, até 43% do teor total de
aminodcidos, em especial fenilalanina, leucina e treonina (PEZESHK et al., 2019) (Figura 7B).

Figura 7. (A) Kappaphicus alvarezzi recém colhida; (B) Extrato liquido de Kappaphicus
alvarezii (K-sap). Fotos: préprio autor.

A extracdo de compostos alvo de Kappaphicus alvarezii pode ser realizada por métodos
convencionais ou ndo convencionais. Os procedimentos convencionais sio métodos bem
estabelecidos, como maceracdo, percolacdo e Soxhlet, caso contrdrio, a extracdo liquida

20



pressurizada, extracao subcritica com dgua, extragdo com fluido supercritico, extragdo assistida
por micro-ondas e extragdo assistida por ultrassom, estdo dentro dos procedimentos ndo
convencionais. Esses métodos alternativos apresentam vérias vantagens sobre os
convencionais, como alto rendimento, uso restrito de solvente orginico, processo rapido e baixa
temperatura, seletividade e custo, que resultam principalmente em processos ecologicamente
corretos (RUDKE et al., 2020).

O extrato obtido de K. alvarezii tem uma pegada de carbono muito baixa (GHOSH et
al. 2015). Assim, pode ser determinante na redu¢do do impacto das mudancgas climéticas globais
que ocorrem por conta das emissdes agricolas e, portanto, assume uma enorme importancia
também no nivel das politicas (SINGH et al. 2018). Recentes pesquisas mostram que o extrato
de Kappaphicus alvarezii ttm potencial bioestimulante para promover o desenvolvimento e
crescimento geral das plantas, juntamente com maior tolerancia a estresses (SHARMA et al.,
2014; BLANKE & HINMAN, 2016; MICHALAK et al., 2017). Os extratos de algas marinhas
aumentam o desenvolvimento radicular (CROUCH E VAN STADEN, 1992; CASTRO et al.,
2023), o conteudo de clorofila foliar (BLUNDEN et al.,, 1996), o nimero de folhas
(RAYIRATH et al., 2008) e o conteudo de flavonoides das plantas tratadas (FAN et al., 2011).
Extratos liquidos obtidos de algas marinhas recentemente ganharam importancia com
pulverizagdes foliares para muitas culturas, incluindo vérias gramineas, cereais, flores e outras
espécies vegetais (KARTHIKEYAN & SHANMUGAM, 2017).

2.3.2 Bioatividade de K-sap em plantas

E bem conhecido que o extrato liquido obtido pela expulsdo mecanica da alga fresca
Kappaphycus alvarezii (K-sap) é um potente bioestimulante vegetal com capacidade
comprovada de aumentar o crescimento e a qualidade de varias culturas. Sua aplicagao em
plantas promove a germinagdo mais rdpida das sementes, aumenta o rendimento da colheita,
melhora qualidade das sementes, tem baixa emissdo de carbono e é de baixo custo. Até onde
sabemos, a maioria dos relatérios descreve o efeito de melhoria do K-sap quando aplicado como
pulverizagdo foliar, mas ndo como irrigagdo (TRIVEDI et al. 2018).

Karthikeyan e Shanmugam (2014) testaram a eficdcia em 27 hortali¢as diferentes com
a aplicacdo foliar da alga K. alvarezii. A aplicacdo de 3 a 4 aplicacdes foliares com base no
ciclo da cultura melhorou o crescimento, o rendimento e a qualidade do produto. Observou-se
um aumento de 11% a 52% nos niveis de rendimento para diferentes culturas horticolas.
Triverdi et al. (2018) relataram que K-sap aplicado foliarmente mostrou ser eficaz em melhorar
o efeito do estresse de umidade do solo de baixo a severo, com alteragdes associadas em varios
processos fisioldgicos relacionados a pigmentos, fotossintese, fotoinibicdo, peroxidagao
lipidica, sistema de defesa antioxidante e espécies reativas de oxigénio em plantas de milho.

Apoés extensos testes de aplicacdo foliar com a seiva de Kappaphicus alvarezii, foi
observado um aumento significativo nos rendimentos de batata (26%), cana-de-agicar (30—
40%), arroz em casca (15-30%) e milho (25-35%) (PRASAD et al. 2010; MONDAL et al.
2014; LAYEK et al. 2015). Estudos realizados por Shah et al. (2013) revelaram que o
rendimento de graos do trigo aumentou significativamente em 19,74% e 13,16% para plantas
que receberam concentracoes de 7,5% e 5,0% de Kappaphycus alvarezii e Gracilaria edulis
sap., respectivamente, sobre o controle pulverizado com 4dgua. A melhoria do rendimento e da
qualidade da grama verde foi relatada por Pramanick et al. (2013) com a aplicacdo de seiva de
algas marinhas na forma de pulverizacdao foliar em diferentes concentracdes. O maior
rendimento de grdos foi obtido com a aplicag¢do de 15% de seiva de Kappaphycus, seguido de
15% de seiva de Gracilaria resultando em um aumento de 38,97% e 33,58% de rendimento de
graos, respectivamente, em relacio ao controle. Leindah, Devi & Mani (2015) relataram
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aumento no rendimento de arroz em 11,80% e 9,52% para aplicacao de extrato de Kappaphicus
alvarezzi e Gracilaria edulis sap.

Melhorias na produtividade e qualidade de muitas culturas foram relatadas por meio da
aplicagdo foliar de seiva (extrato liquido de alga marinha) de K. alvarezii (ZODAPE et al. 2010;
SHAH et al. 2013). Rathore et al. (2009) relataram um aumento de 57% no rendimento da soja,
sob condi¢des de sequeiro em relacdo ao controle, apds a aplicacdo de 15% de extrato de algas
marinhas Kappaphycus. Dwivedi et al. (2014) relataram uma melhoria de 49,2 e 37,8% no
rendimento de grama preta em relacdo ao controle apds a aplicacdo de 15% de Kappaphycus e
Gracilaria seiva em combinagdo com fertilizantes minerais, respectivamente. Em cana-de-
actcar, o uso de K-sap a 1% aumentou a produtividade em cerca de 25% em quatro colheitas
(UNICAMP, 2021).

Diversas pesquisas atribuiram parte dos impactos dos extratos de Kappaphycus nas
plantas a presenca de fitohormonios em sua formulacao (CRAIG, 2011). Quando a seiva de K.
alvarezii € aplicada em plantas, ela desencadeia respostas de estimulo em planta¢des de arroz,
batata e milho, devido a presenca e concentracdes adequadas de AIA (PRAMANICK et al.,
2017; PRAMANICK et al., 2020; KUMAR et al., 2020; GARAI et al., 2021). E plausivel que
o estimulo proporcionado pela seiva de Kappaphicus alvarezii no crescimento das plantas
derive do equilibrio na quantidade de fitohormdnios, pois outras pesquisas confirmaram que a
exclusdo de giberelina (GA3) do extrato aprimora sua eficicia no milho (MONDAL et al.,
2015). Por outro lado, estudos recentes demonstraram uma caracterizacdo completa através de
perfis metabdlicos, nos quais foram identificados outros compostos responsaveis pela atividade
em plantas, como cinetina, sulfabenzamida, proteinas e lipidios, além de fitohormonios,
fotoprotetores, substiancias que conferem resisténcia a doencgas, antioxidantes, bem como
propriedades anti-herbivoria. Todos esses elementos, quando combinados, tém a capacidade de
estimular o crescimento e desenvolvimento das plantas (VAGHELA et al., 2022).

Em plantas de milho submetidas a condicdes de escassez de dgua e tratadas com um
extrato de Kappaphycus alvarezii a uma concentracao de 10%, observou-se a regulacdo de mais
de mil genes como resultado da influéncia do extrato de algas. Dentre esses genes, 380 genes
foram ativados, enquanto 631 genes foram inibidos. Essas respostas genéticas estdo
relacionadas ao metabolismo de nitrogénio (transporte de NO3-), fotossintese, H+-ATPase e
sintese de 4cido abscisico (ABA) (TRIVEDI et al., 2021). Em plantas de trigo expostas a
condicdes de estresse salino e tratadas com o extrato de Kappaphycus alvarezii, houve uma
protecdo da membrana celular, impedindo a fuga de eletrélitos. Isso resultou na reducao de
parametros de estresse, como a quantidade de espécies reativas de oxigénio, niveis de anion
superdxido e peréxido de hidrogénio (PATEL et al., 2018). No caso de plantas de milho que
receberam aplicagdes foliares de extratos aquosos de Kappaphycus alvarezii diluido a 10%,
observou-se um aumento no rendimento e nos parametros relacionados ao nimero de graos por
espiga e ao comprimento da espiga. Simultaneamente, ocorreu uma diminuicao das espécies
reativas de oxigénio (ROS) e um aumento na atividade enzimética de regulacdo redox nas
plantas (TRIVEDI et al., 2018).

E bastante claro que haverid muitas necessidades de insumos, como fertilizantes,
bioestimulantes e bio-pesticidas para o futuro, préticas sustentaveis se fazem cada vez mais
necessdrias, esta € a hora da agronomia de algas marinhas atingir seu potencial global méximo
(COTTIER-COOK et al. 2016; BUSCHMANN et al. 2017).
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3. CAPITULO1

CARACTERIZACAO, DOSE VS RESPOSTA E BIOATIVIDADE DE
DIFERENTES SUBSTANCIAS HUMICAS EM PLANTAS
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3.1 RESUMO

A atividade bioldgica das substancias himicas (SH) € influenciada pela matéria de origem,
tamanho molecular, concentragcdo, estrutura e composi¢do. Diversos métodos tém sido
empregados na pesquisa das SH, com o propdsito de desvendar sua estrutura molecular e
composi¢do, bem como justificar as propriedades e acdo bioativa que apresentam. Visto que
estudos de diferentes perspectivas sobre os mecanismos de ac¢do sdo conduzidos com SH
provenientes de fontes variadas, € desafiador concluir qual € o principal gatilho para todos esses
efeitos metabdlico-bioquimicos. Nesse contexto, este capitulo visou a caracterizacao do acido
himico de vermicomposto (AHVC), écido fulvico de vermicomposto (AFVC) e dcido himico
de leonardita (AHCHECO), por meio de andlises composicionais, espectroscopicas e de
absor¢do atdmica, bem como a discussdo dos impactos dessas SH na regulacdo génica e
hormonal, absor¢do e acumulacdo de nutrientes, crescimento radicular e produgdo de biomassa
em plantas de arroz (Oryza sativa L.) da variedade nippombare e de pepino (Cucumis sativus)
da variedade Ashley, No experimento 1, foram estudadas as doses mais promissoras de AFVC
aplicado via radicular no desenvolvimento de raizes (quantidade, comprimento, didmetro,
bifurcagdes, drea e volume radicular. No experimento 2, foram estudadas as doses mais
promissoras de AFVC aplicado via foliar no desenvolvimento radicular e acimulo de biomassa
fresca e seca de raizes, bainhas e folhas. No experimento 3, foram aplicados AHVC, AFVC e
AHCHECO via radicular em concentracdes de 50 e 100 mg L', e avaliadas a expressdo de
genes de raizes envolvidos na absorcdo e assimilacdo de nutrientes, teores de fitohormonios,
acimulo de nutrientes, desenvolvimento radicular e producdo de massa fresca e seca,
comparando com a literatura e elucidando diferentes modos de acdo desencadeados pelas SH
em plantas. O AFVC apresenta a menor relacio C/N, menor condensacdo aromética, maiores
quantidades de estruturas carboxilicas e menor hidrofobicidade, o que o classifica como uma
fracdo humica com propriedades quimicas mais reativas. Por outro lado, o AHCHECO exibe a
maior relacdo C/N, maior condensa¢do aromdtica, maiores quantidades de estruturas aromdticas
ndo funcionalizadas e maior hidrofobicidade, caracterizando-o como a fra¢cdo himica com
propriedades quimicas mais estaveis. A aplica¢do radicular do AFVC demonstrou um aumento
significativo no desenvolvimento das raizes nas doses de 40 e 60 mg L', especialmente nas 72-
96 horas ap6s o inicio dos tratamentos. A aplicacdo foliar de AFVC na dose de 80 mg L
contribuiu de maneira mais significativa para o desenvolvimento das raizes, bem como para a
producdo de biomassa fresca e seca das plantas. Em ambos os experimentos, doses mais
elevadas inibiram o desenvolvimento e crescimento das plantas. O AHVC, AFVC e
AHCHECO estimularam o crescimento vegetal, embora tenham agido de maneira distinta em
termos de intensidade e momento. A aplicacdo radicular do AFVC a 50 mg L' resultou em
plantas com um melhor desenvolvimento radicular e um maior acimulo de biomassa, mediado
pela regulac@o génica e hormonal, além de promover a absorcao de nutrientes. Ap6s 120 horas
da aplicagdo das substincias hiimicas via radicular a 50 mg L'! em plantas de pepino, os genes
CsSultrl.2, CsNRTI1.2A e CsIRTI, juntamente com as quantidades de acido salicilico e
citocininas nos tecidos vegetais, mantiveram-se em niveis semelhantes aos observados por
outros pesquisadores as 24 e 72 horas apds a aplicacao.

Palavras-chave: Acidos himicos. Acidos filvicos. Espectroscopia. Modo de acio.
Bioatividade.
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3.2 ABSTRACT

The biological activity of humic substances (HS) is influence by the source material, molecular
size, concentration, structure and composition. Several methods have been used in HS research,
with the purpose of unveiling their molecular structure and composition, as well as justifying
the properties and bioactive action they present. Since studies from different perspectives on
the mechanisms of action were conducted with HS from different sources, it is challenging to
conclude which is the main trigger for all these metabolic-biochemical effects. In this context,
this chapter aimed to characterize vermicompost humic acid (HAVC), vermicompost fulvic
acid (FAVC) and leonardite humic acid (HACHECO), through compositional, spectroscopic
and atomic absorption analyses, as well as, discussing the impacts of these HS on gene and
hormonal regulation, absorption and accumulation of nutrients, root growth and biomass
production in rice plants (Oryza sativa L.) of the nippombare variety and cucumber (Cucumis
sativus) of the Ashley variety, helping to understand the(s) mode(s) of action of humic
substances in plants. In experiment 1, the most promising doses of FAVC applied via root in
root development were studied (quantity, length, diameter, bifurcations, area and root volume.
In experiment 2, the most promising doses of FAVC applied via foliar development in
development were studied. root and accumulation of fresh and dry biomass of roots, sheaths
and leaves. In experiment 3, HAVC, AFVC and HACHECO were applied via the roots at
concentrations of 50 and 100 mg L™!, and the expression of root genes involved in absorption
was evaluated. assimilation of nutrients, phytohormone levels, nutrient accumulation, root
development and production of fresh and dry mass, comparing with the literature and
elucidating different modes of action triggered by HS in plants. FAVC presents the lowest C/N
ratio, lowest aromatic condensation, greater amounts of carboxylic structures and lower
hydrophobicity, which classifies it as a humic fraction with more reactive chemical properties.
On the other hand, HACHECO exhibits the highest C/N ratio, greater aromatic condensation,
greater amounts of non-functionalized aromatic structures and greater hydrophobicity,
characterizing it as the humic fraction with more stable chemical properties. Root application
of FAVC demonstrated a significant increase in root development at doses of 40 and 60 mg L
I, especially 72-96 hours after the start of treatments. Foliar application of FAVC at a dose of
80 mg L' contributed more significantly to root development, as well as to the production of
fresh and dry plant biomass. In both experiments, higher doses inhibited plant development and
growth. HAVC, FAVC and HACHECO stimulated plant growth, although they acted
differently in terms of intensity and moment. Root application of FAVC at 50 mg L™! resulted
in plants with better root development and greater biomass accumulation, mediated by gene and
hormonal regulation, in addition to promoting nutrient absorption. After 120 hours of
application of humic substances via roots at 50 mg L! in cucumber plants, the CsSultri.2,
CsNRTI1.2A and CsIRTI genes, together with the amounts of salicylic acid and cytokinins in
plant tissues, remained at levels similar to those observed by other researchers at 24 and 72
hours after application.

Keywords: Humic acids. Fulvic acids. Spectroscopy. Mode of action. Bioactivity.
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3.3 INTRODUCAO

Devido a sua organizacdo estrutural, as substancias himicas s@o caracterizadas como
supramoléculas, apresentando estruturas hidrofébicas e hidrofilicas. A organizacdo e arranjo
estrutural supramolecular destas substancias € o resultado da organizacdo desuniforme de
moléculas heterogéneas, interagindo de acordo com seu tamanho, forma, afinidade quimica e
hidrofobicidade (GARCIA, 2013). Segundo Baldotto & Baldotto (2014), o vermicomposto e a
leonardita estao entre as fontes mais utilizadas para a extracao de substancias himicas.

Diversos processos t€ém sido utilizados para estudos com substincias hudmicas,
objetivando estabelecer a estrutura e composi¢cdo molecular, assim como justificar as
propriedades e bioatividade que elas apresentam. Os estudos dessas substancias vao desde os
métodos de extracdo, fracionamento e purificacio até a caracterizagdo. Os métodos de extracao
mais utilizados sao Kononova, Dabin, Danneberg & Ullah, Schnitzer, Swift, Benites, e os de
purificacdo s@o os com acido fluoridrico (HF), resina DAX-8, didlise e liofilizagao (PRIMO,
MENEZES & SILVA, 2011; CANELLAS et al., 2012). Segundo Garcia (2013) dentre as
técnicas de caracterizacdo estruturais mais utilizadas estdo: as espectrofotométricas, as
espectroscopicas, as espectrométricas, as cromatograficas e as microscopicas, assim como as
diferentes combinagdes destas.

A atividade bioldgica das substancias humicas depende do material de origem, tamanho
molecular, concentragdo, estrutura e composi¢io (BALDOTTO & BALDOTTO, 2014).
Considerando a regulacdo transcricional de redes genéticas, alguns estudos afirmam que a
aplicacdo de SH afeta certos fatores de transcri¢do envolvidos na absor¢do radicular e
subsequente metabolismo de diferentes nutrientes, mostrando efeitos positivos no metabolismo
vegetal e no desenvolvimento radicular das plantas (AGUIRRE et al., 2009; OLAETXEA et
al., 2015; OLAETXEA et al., 2019; GARCIA et al., 2019; TAVARES et al., 2020; CASTRO
et al., 2021).

Os efeitos diretos das SH em plantas envolvem efeitos locais nas membranas das células
vegetais da raiz e/ou da parte aérea que, consequentemente, produzem alteracdes moleculares
e bioquimicas nos niveis transcricional e pds-transcricional dentro da planta (DE HITA et al.,
2020). Existem algumas visdes que tentam explicar a a¢ao das substancias himicas em plantas.
O primeiro ponto de vista considera que a acdo na raiz da planta, e portanto em toda a planta, é
mediada pela possivel presenca de concentragdes significativas de hormonios vegetais na sua
composi¢do (NARDI et al., 2002; CANELLAS et al., 2008; ZANDONADI et al., 2013) ou em
alguns casos pela presenga de moléculas com configuracio de grupo atdomico-funcional
semelhante a certos hormonios vegetais, principalmente auxinas, que poderiam desencadear o
mesmo efeito do hormdnio vegetal real (TREVISAN et al., 2010; CANELLAS et al., 2011).
Por outro lado, alguns estudos realizados por outros autores mostram que a aplica¢do de SH (de
origem sedimentar) sem a presenca de concentragdes detectdveis de hormonios vegetais em sua
estrutura também pode desencadear essas respostas moleculares e bioquimicas (MORA et al.
2010; 2012; 2014).

Outros autores mostraram que a aplicacdo de SH no sistema radicular de plantas resulta
em um tipo de “estresse brando”, havendo deposicao de fragmentos hiimicos na superficie
radicular, classificado como um estresse coloidal, sendo este nivel de estresse capaz de
melhorar as funcdes metabdlicas por meio de regulacdes dos niveis de EROs e atividade de
enzimas associadas ao metabolismo oxidativo das plantas (ASLI & NEUMANN, 2010;
GARCfA, et al., 2012; GARCIA et al., 2014). Castro et al. (2021, 2022) mostraram que
aplicacdo radicular de 4cido humicos extraidos de diferentes fontes desencadeia inicialmente
reducdo do desempenho fotossintético com posterior aumento, resultando em plantas com
maior desenvolvimento e acimulo de biomassa. Os autores classificaram este efeito como um
“euestresse”, uma vez que a reducdo inicial da eficiéncia fotossintética mostra um efeito
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estressante, levando a um aumento da atividade metabdlica como forma de adaptagcdo ao
“evento estressante’” detectado pela planta.

Estudos realizados por diversos autores também tém mostrado e comprovado que as
estruturas e propriedades das substincias himicas exercem efeito direto sobre a bioatividade
que desencadeiam em plantas. Garcia et al. (2012, 2014) mostraram que estruturas alifaticas e
funcionalizadas com oxigénio em &cidos himicos parecem ser responsaveis pelos efeitos
protetores em plantas de arroz sob déficit hidrico. A germinacdo de sementes de diferentes
espécies foi observada pela aplicacdo de substincias humicas com maior teor de fendlicos,
hidroxilas e oxigénio (TRAVERSA et al., 2014). Em trabalho realizado por Garcia et al. (2016a,
2016b) em plantas de arroz, os autores observaram que as estruturas de AH contendo
predominio de cadeias alifaticas ndo funcionalizadas, carbonilas e carboxilas, estdo
correlacionadas com o nimero e alongamento de raizes de menor didmetro, enquanto estruturas
aromdticas e cadeias alifaticas funcionalizadas associaram-se ao alongamento de raizes de
maior diametro. A aplicag¢do de 4cidos humicos, com diferentes estruturas e propriedades, em
plantas de arroz resultou em estimulos diferenciados sobre os metabdlitos soliveis, pigmentos
fotossintéticos, arquitetura radicular e produgdo de biomassa (CASTRO et al., 2021).

Considerando que as pesquisas que sustentam diferentes pontos de vista sobre o modo
de acdo sao realizadas com SH de diferentes origens € bastante dificil concluir qual € o principal
mecanismo que desencadeia todos estes efeitos metabdlico-bioquimicos. Por outro lado, pode
ser possivel que cada tipo de SH atue de sua prépria maneira ou de mais de uma maneira.

Dentro deste contexto, este capitulo teve como objetivo caracterizar composicional e
estruturalmente dcido hiimico de vermicomposto (AHVC), 4cido filvico de vermicomposto
(AFVC) e acido humico de leonardita (AHCHECO), utilizando técnicas de analises
composicional e espectroscopica, assim como discutir os efeitos dessas SH no metabolismo,
morfologia e desenvolvimento da cultura do arroz (Oryza sativa L.) da variedade nippombare
e do pepino (Cucumis sativus) da variedade Ashley, auxiliando na compreensao do(s) modo(s)
de acdo das substancias himicas em plantas.
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3.4 MATERIAL E METODOS
3.4.1 Caracterizacao fisico-quimica dos compostos hiimicos
a) Material de partida para obtencao das substancias himicas

As fragdes humicas utilizadas no estudo foram obtidas a partir de vermicomposto
(AHVC e AFVC) e de leonardita (AHCHECO). O 4cido humico de vermicomposto e o fulvico
de vermicomposto foram extraidos a partir do produto da vermicompostagem de esterco bovino
processado por minhocas vermelhas africanas (Eudrilus eugenae spp.) durante
aproximadamente 90 dias, na Fazendinha Agroecolégica do km 47, Seropédica-RJ. O
AHCHECO foi extraido na Facultad de Ciencias da Universidad de Navarra, obtido a partir de
leonardita de origem tcheca.

b) Fracionamento e purificacao das substincias himicas

As SH foram obtidas seguindo a metodologia da Sociedade Internacional de Substancias
Humicas (SISH) e de acordo com o protocolo metodologico descrito por Swift (1996).
Resumidamente, para a obtencdo das fragdes hiimicas a partir dos materiais de origem, apos
pré-tratamento com HCI, uma dissolu¢ao de NaOH 0,1 mol L ! foi adicionada & uma massa do
material em proporcdes de 10:1 (v:m) sob atmosfera de N> e em agitacao por 24 h. Em seguida
o material foi centrifugado a 10.000 g durante 30 minutos e recolhido o sobrenadante que
contém as fragdes de substincias himicas correspondentes aos dcidos himicos e aos acidos
falvicos. Para a separagdo por precipitacdo do AH, a um volume de SH (AF+AH) obtida no
passo anterior, lhe foi ajustado o pH até 2.0 mediante gotejamento de uma dissolu¢do de HCl
(6 mol L") e mantido em repouso durante 16 horas, apés este periodo o material foi centrifugado
a 5.000 g por 10 min e o sobrenadante (AF) foi sifonado e estocado para posterior purificagdo,
este processo foi repetido por trés vezes. Para remover os sélidos soliveis em suspensdo, os
AH foram redissolvidos em uma dissolu¢do de KOH (0,1 mol. L) e adicionado KCl até atingir-
se uma concentragio de 0,3 mol. L'! de K*, e em seguida centrifugado a 4.000 g durante 15
min.

Posteriormente, a purificacdo dos AH foi realizada mediante adicdo de uma dissolucdo
de HF (0,3 mol. L'!) + HCI (0,1 mol. L!) e agitacdo por 24 horas a 5.000 g, este processo foi
repetido até atingir um conteiido de cinzas menor que 1% (Schnitzer, 1982). Em seguida, os
AH foram dialisados utilizando 4gua deionizada usando membrana SPECTRA/POR®7 dialysis
tubing, 1 kD, até a condutividade eléctrica da 4gua deionizada nao apresentar valores superiores
a 1 uS. Apods este processo, os AH foram congelados em frezzer a -80 °C e posteriormente
liofilizados.

Para a purificacdo do 4cido filvico, o sobrenadante provenientes da extracdo da fracdo
de dcidos humicos foram submetidos a filtracao e posteriormente passados pela coluna de resina
ndo idnica XAD-7, que adsorve o acido fulvico. O contetdo retido na resina foi posteriormente
eluido com uma solug¢io NaOH 0,1 mol.L"!, seguida da adicdo de mais um volume da coluna
com a solu¢do alcalina. Lavou-se com 3 volumes de dgua deionizada e o eluido foi submetido
a uma resina de troca catidonica fortemente dcida, Amberlyst 15, na forma protonada. A solucdo
resultante foi armazenada em frezzer -80 °C e posteriormente liofilizada.
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¢) Caracterizacao espectroscopica por ressonancia magnética nuclear isétopo do 13C em
polarizacio cruzada e rotacio no Angulo magico (RMN"3C PC RAM)

As substancias humicas foram caracterizadas pela espectroscopia por ressonancia
magnética nuclear do isétopo do '*C em polarizacdo cruzada e rota¢io no angulo mégico (CP
MAS BC-NMR), realizada no aparelho Bruker AVANCE II RMN a 400 MHz, equipado com
probe de 4 mm Narrow MAS e operando em sequéncia de ressonancia de '*C a 100.163 MHz.
Para a obten¢do dos espectros, as amostras dos materiais humificados foram colocadas em um
rotor (porta-amostra) de Diéxido de zircénio (ZrO) com tampas de Kel-F sendo a frequéncia
de giro de 8 £ 1 kHz. Os espectros foram obtidos pela coleta de 2048 data points para 0 mesmo
nimero de scans a um tempo de aquisi¢cdo de 34 ms e com recycle delay de 5s. O tempo de
contato para a sequéncia em rampa de 1H ramp foi de 2 ms. A coleta e elaboragdo espectral
foram realizadas utilizando o Software Bruker Topspin 2.1. Os decaimentos livres de indugao
(DLI) foram transformados aplicando um zero filling igual a 4 k e posteriormente um ajuste
por func@o exponencial (line broadening) de 70 Hz.

As regides dos espectros foram integradas para a obtencdo da quantidade relativa de
estruturas, assim as regides foram divididas em: alquil — C (CAlg-H,R): 0-46 ppm; metoxilas e
N-alquil C (CAlg-O,N): 46-59 ppm; O-alquil C (CAlg-O): 59-91 ppm; di-O-alquil C
(carbono anoméricos) (CAlg-di-O): 91-110 ppm; carbono aromético (CAr-H,R): 110-142
ppm; O—aromatico C (CAr-O): 142-156 ppm; carboxila C (CCOO-H,R): 156-186 ppm e
carbonilas C (CC=0): 186-230 ppm.

A aromaticidade foi calculada segundo a férmula: (CAr-H,R) + (CAr-O) *100/ area
total, assim a alifaticidade foi calculada como: 100-Aromaticidade (%). O indice de
hidrofobicidade (HB/HI) foi calculado como segue: (0 ppm-46 ppm) + (110 ppm-156 ppm) /
(46 ppm-110 ppm) + (156 ppm-186 ppm). Para o indice de polaridade foi utilizada a formula a
seguir: (CCOO-H,R) + (CC=0) + (CAlg-O,N) / (CAr-H,R) + (CAlg-H,R). O trabalho com os
espectros foi realizado utilizando o Software ACD/Labs v.12.01.

d) Caracterizacao espectroscopica mediante reflexao total atenuada no infravermelho
com transformada de Fourier (IVTF)

Os espectros foram obtidos mediante registro na regido de nimero de onda de 400 a
4000 cm-1 com uma resolucdo espectral de 4 cm-1, coletando em cada medi¢ao 32
digitalizacdes. Para isto foi utilizado um espectrometro FTIR VERTEX 70/70v (Bruker
Corporation, Alemanha) acoplado a um dispositivo de reflexdo total atenuada (ATR) de platina
diamante, consistente em um disco de diamante que funciona como elemento de reflexdo
interna. Os materiais liofilizados foram colocados no cristal ATR para o registro do espectro.
Como espectro branco foi utilizado o registro espectral do ar antes de cada andlise. Os espectros
foram coletados em uma sala com temperatura proxima de 20°C. A obtencao e registro dos
espectros foi realizada mediante sofware OPUS-Bruker.Os tamanhos hidrodinamicos e o
potencial zeta ({-potencial) foram determinados usando uma nanoparticula SZ-100 (HORIBA,
Japdo). Para avaliar o efeito do pH nos tamanhos hidrodindmicos e {-potencial dos acidos
himicos, as amostras foram preparadas em dgua e ajustadas para diferentes valores de pH (2,0
-9,0), com uma concentracdo de dcido himico de 2 mg.mL-1. Os valores de pH foram ajustados
usando solucdes de HCl e NaOH (0,01 M).

e) Caracterizacao espectroscopica na regiao do ultravioleta visivel (UV-Vis)

Uma massa de 5 mg das substancias himicas foi dissolvida em 10 mL de uma solucdo
de NaHCO3 (0,05 mol L-1). Os espectros foram obtidos em um aparelho Shimadzu UV-1800
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UV/visible Scaning Spectrophotometer com medi¢des dos valores de absorbancia nas regides
de 465 nm e 665 nm, para determinar a relacdo E465/E665 (E4/E6).

f) Analise da composiciao elementar (CHNO)

A andlise do teor de carbono, hidrogénio e nitrogénio nas amostras foi realizada por um
FlashSmart CHNO. As amostras liofilizadas foram primeiramente trituradas.
Aproximadamente 1mg de amostra foi preparado para cada uma das medi¢des e foi repetido
duas vezes para cada réplica. O teor de oxigé€nio foi determinado por diferenca.

g) Determinacio do teor de nutrientes

As amostras liofilizadas de substancias humicas foram homogeneizadas em moinho e
as subamostras foram submetidas a uma mistura de: HNO3 (6,5 mL) e H20> (2 mL) e digeridas
em forno de micro-ondas (Milestone-Ethos). A concentracdo dos minerais nos tecidos vegetais
foi determinada por espectrometria ICP-OES (Thermo Scientific; série iCAB 6000).

3.4.2 Condicoes experimentais para os ensaios com aplicacao de substancias hiimicas

a) Experimento 1 — Dose vs resposta de acido filvico extraido de vermicomposto aplicado
via radicular

O experimento foi conduzido no Departamento de Solos da Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro, localizado, em Seropédica-RJ. A espécie utilizada no estudo foi o arroz
(Oryza sativa L.) da variedade nippombare, cultivado em camara de crescimento nas seguintes
condigdes: ciclo luminoso de 14/10 h (luz/escuro), fluxo de f6tons de 250 pmol m-2 s-1, 70%
de umidade relativa e temperatura de 26 °C. As sementes de arroz foram desinfestadas
previamente com hipoclorito de sédio (2%) por 10 minutos e posteriormente lavadas em dgua.
Em seguida, foram transferidas a potes com gaze que continham somente dgua destilada. Dois
dias apds a germinagdo das sementes, as plantulas receberam uma solu¢do de Hoagland
(HOAGLAND E ARNON,1950) modificada a 1/8 da forca i0nica total. Apds quatro dias foi
trocada a solucdo de Hoagland para 1/4 da forca ionica total. Trés dias apds a dltima troca de
solucdo, as plantas foram transplantadas para potes de 0,7 L contendo solu¢dao de Hoagland a
1/4 forga idnica total, sendo renovada a cada trés dias até o momento da coleta. Todas as
solugdes preparadas tinham como fonte de nitrogénio N-NO3- a 2mM e pH ajustado a 5,6.

Doze dias ap6s a germinagao (DAG) ocorreu a aplicacdo dos tratamentos, repetida aos
vinte e dois DAG durante a troca de solucao. O experimento teve um total de sete tratamentos,
sendo doses crescentes de AFVC: 0, 10, 20, 40, 60, 80 e 100 mg L-1, com vinte repeticdes e
seis momentos de coleta. Ocorreram coletas a cada 24 horas apds o inicio dos testes, durante
seis dias.

b) Experimento 2 — Dose vs resposta de acido filvico extraido de vermicomposto aplicado
via foliar

O experimento foi conduzido no Departamento de Solos da Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro, localizado, em Seropédica-RJ. A espécie utilizada no estudo foi o arroz
(Oryza sativa L.) da variedade nippombare, cultivado em camara de crescimento nas seguintes
condicdes: ciclo luminoso de 14/10 h (luz/escuro), fluxo de fétons de 250 pmol m-2 s-1, 70%
de umidade relativa e temperatura de 26 °C. As sementes de arroz foram desinfestadas
previamente com hipoclorito de sédio (2%) por 10 minutos e posteriormente lavadas em 4gua.
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Em seguida, foram transferidas a potes com gaze que continham somente dgua destilada.
Dois dias apds a germinagdo das sementes, as plantulas receberam uma solu¢do de Hoagland
(HOAGLAND E ARNON,1950) modificada a 1/8 da forca i6nica total. Apds quatro dias foi
trocada a solucdo de Hoagland para 1/4 da forca i0nica total. Trés dias apds a dltima troca de
solucdo, as plantas foram transplantadas para potes de 0,7 L contendo solu¢ao de Hoagland a
1/4 forga idnica total. Trés dias apds o transplantio houve a troca de solugdo para %2 forca idnica
total, sendo renovada a cada trés dias até o momento da coleta. Todas as solu¢des preparadas
tinham como fonte de nitrogénio N-NO3™ a 2mM e pH ajustado a 5,6.

Dezenove DAG ocorreu a aplica¢do dos tratamentos, repetida aos vinte e dois DAG
durante a troca de solugdo. Foi aplicado um volume diretamente nas folhas até atingir o ponto
de gotejo, sendo de 8 mL (primeira aplicacdo) e 10 mL (segunda aplica¢do) por unidade
experimental. O experimento teve um total de seis tratamentos, sendo doses crescentes de
AFVC: 0, 20, 40, 60, 80 e 100 mg L' com quarenta repeticdes. A coleta aconteceus as 72 horas
apos a segunda aplicagdo, sendo 25 DAG.

¢) Experimento 3 — Mecanismos envolvidos na bioatividade de substancias hiimicas em
plantas

As sementes de pepino (Cucumis sativus L..) da variedade Ashley foram germinadas em
dgua com ImM de CaSOs, no escuro, sobre perlita e papel filtro umedecido em cimara de
germinacdo. Uma semana apds a germinagao, as plantas foram transferidas para recipientes de
7 L em soluc@o hidropénica. A solucdo nutritiva utilizada foi: 0,63 mM de K>SOq; 0,5 mM de
KH2PO4; 0,5 mM de CaSOy4; 0,30 mM de MgSOs4; 0,25 mM de KNO3; 0,05 mM de KCl e 0,87
mM de Mg(NO3)2; 40 uM de H3BOs; 4 uM de MnSOys; 2 uM de CuSOs; 4 uM de ZnSOs e 1,4
uM de NaMoOs. A solucao nutritiva continha 40 uM de ferro como EDDHA quelato (80% de
isdmero orto-orto). Nenhuma precipitacdo de espécies inorganicas de Fe foi observada ao longo
do experimento. O pH das solucdes nutritivas foi mantido em 6,0 e ndo se alterou
significativamente durante o experimento. Todos os experimentos foram realizados em camara
de crescimento a 28/21 °C, umidade relativa de 70-75% e fotoperiodo, dia/noite, de 15/9 h
(irradiancia: 250 umol m-2 s-1). Apés 10 dias de crescimento das plantas, foram aplicados seis
tratamentos por aplicacdo via radicular: tratamento controle, que recebeu apenas a solugdo
nutritiva, AHVC 50 mg L', AHVC 100 mg L', AFVC 50 mg L', AFVC 100 mg L,
AHCHECO 50 mg L' e AHCHECO 100 mg L. As plantas foram coletadas aos 22 DAG,
correspondente a 120 horas apds a aplicacdo dos tratamentos. Uma parte do material vegetal
foi pesada, para massa fresca da parte aérea e massa fresca da raiz, e seca (60 °C) para
determinacdo da massa seca da parte aérea e massa seca da raiz, e outra parte foi congelados
em nitrogénio liquido e armazenados a -80 °C para posterior andlise. Todas as determinacdes
foram realizadas com cinco repeti¢des.

d) Analises estatisticas

Os delineamentos experimentais adotados foram inteiramente casualizados. As anélises
estatisticas foram realizadas no programa Statgraphic plus v.5.5 e no software estatistico R. Os
testes de médias serdo feitos por tukey (p<0,05), e os graficos foram elaborados no programa
Sigmaplot 12.0 e Microsoft Excel 365. O trabalho com os espectros sera realizado utilizando o
Software ACD/Labs v.12.01.
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3.4.3 Avaliacoes morfoldgicas, fisiologicas e bioquimicas
a) Determinaciao da biomassa fresca e seca

Para avaliagdo da massa fresca foram separadas folhas, caules e o sistema radicular de
cada planta e pesadas utilizando balanca digital de precisdo. Em seguida, as amostras foram
armazenadas em envelopes de papel e transferidas para estufa secadora, permanecendo assim
por 72 horas a 60 °C. Passado esse periodo, foram pesadas as massas secas do sistema radicular
e das partes aéreas utilizando balancga digital de precisao.

b) Analise de desenvolvimento do sistema radicular

A avaliagdo do desenvolvimento das raizes das plantas mediante os diferentes
parametros foi realizada de acordo com Tavares (2014). Resumidamente, o sistema radicular
das plantulas de arroz foi quantificado mediante distribui¢cao uniforme em uma camada de 4gua
em bandeja transparente de acrilico (30 cm x 20 cm) para a digitalizagdo em resolug¢do de 600
dpi. Foi utilizado um sistema de digitalizacao Epson Expression 10000XL com uma unidade
de luz adicional (ULA) onde as imagens das raizes foram convertidas para um formato em tons
de cinza de oito bits. Os limites das imagens foram definidos e entdo importados para o software
WinRHIZO, 2012b (Régent Instruments, Quebec, Canadé Inc.) para andlise dos caracteres da
raiz e sua quantificacdo. As imagens foram analisadas usando um grid de calibragcdo com uma
escala de referéncia, e foram alteradas as configuracdes de entrada para raizes palidas em um
fundo preto (WinRhizo Arabidopsis 2012b). Em seguida os dados foram gerados através do
software XLLRhizo (Régent Instruments, Quebec, Canadd Inc.).

Foram analisados e quantificados diferentes parametros radiculares: nimero de raizes e
de bifurcacdes, comprimento médio (mm), drea de superficie (mm?2), didmetro médio (mm) e
volume (mm?3). Também serd definido e medido o nimero de raizes mediante classificacdo em
classes quanto ao diametro: finas (> 1,5 mm), médias (1,5 - 3,5 mm) e grossas (> 3,5 mm).

¢) Analise da composicao elementar (CHNQO) em raizes e parte derea das plantas

A andlise do teor de carbono, hidrogénio e nitrogénio nas amostras de raiz e parte aérea
foi realizada por um FlashSmart CHNS. As amostras secas foram primeiramente trituradas.
Aproximadamente 1mg de amostra foi preparado para cada uma das medi¢des e foi repetido
duas vezes para cada repeti¢do. O teor de oxigénio foi determinado por diferencga (base livre de
cinzas).

d) Determinacio dos nutrientes minerais em tecidos vegetais por ICP-OES

A parte aérea e as raizes secas foram homogeneizadas em moinho e as subamostras
foram submetidas a uma mistura de: HNOj3 (6,5 mL) e H>O2 (2 mL) e digeridas em forno de
micro-ondas (Milestone-Ethos). A concentracio dos minerais nos tecidos vegetais foi
determinada por espectrometria [CP-OES (Thermo Scientific; série iCAB 6000).

e) Analise das concentracoes de ABA, TAA, Acido Salicilico, Acido Jasménico em tecidos
vegetais

A determinagdo da concentracdo de hormonio nos tecidos vegetais foi realizada pela

aplicacdo da técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia-eletrospray-espectrometria de
massa precisa de alta resolucdo (HPLC-ESI-HRMS). Obtivemos o acido indol-3-acético (AIA)
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e o 4cido cis-trans-abscisico (ABA) e (-)-acido jasmonico (AJ) e da OlChemin Ltd ( Olomouc,
Republica Tcheca) e 4cido salicilico (AS) da Sigma-Aldrich (St Louis, EUA). Os padrdes
internos marcados com deutério Acido 2Hs-Indole-3-Acético (D-IAA), Acido 2He-(+)-cis,trans-
Abscisico (D-ABA), e dcido Hs-Salicilico (D-AS) também foram obtidos da OlChemin Ltd, e
4cido *Hs-Jasmonico (D-AJ) da CDN Isotopes (Pointe-Claire, Quebec, Canad4).

Aplicamos a seguinte metodologia para a extracdo e purificagdo dos hormodnios. As
amostras de plantas foram primeiramente moidas em um almofariz com nitrogénio liquido.
Uma amostra de 0,1g de tecido vegetal congelado moido foi homogeneizado com 1 mL de
metanol:dgua:HCOOH pré-resfriado (-20°C) (90:9:1, v/v/v, com Nadietilditiocarbamato 2,5
mM) e 10 pL de uma solucio estoque de 1000 ng-ml~!' de padrdes internos marcados com
deutério em metanol. As amostras foram primeiro agitadas em um agitador Multi Reax
(Heidolph Instruments, Schwabach, Alemanha) a temperatura ambiente por 60 minutos a 2.000
rpm. Em seguida, os sélidos foram separados por centrifugacdao a 13.000 rpm por 10 minutos
usando uma Biofuge pico Centrifuge (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
EUA) e reextraidos com 0,5 mL de mistura de extracdo fresca por agitacao por 20 minutos e
subsequente centrifugacdo. Usamos aproximadamente 1 mL do sobrenadante reunido para a
andlise. Foi separado e evaporado em evaporador RapidVap a 40°C. Finalmente, o residuo foi
redissolvido em 250 uL. de metanol/0,133% &cido acético (40:60, v/v) e centrifugado a 20.000
RCF por 10 min antes da inje¢ao no sistema HPLC-ESI-HRMS.

A deteccdo e quantificac@o final dos hormoénios foi realizada utilizando um dispositivo
Dionex Ultimate 3000 UHPLC acoplado a um Exploris 120 Mass Spectrometer (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA), equipado com uma fonte de ions OptaMax NG, um
filtro de massa quadrupolo, um C-Trap, um Ion-Routing Multipole e um High Field Orbitrap
Mass Analyzer. Foi utilizada uma coluna de fase reversa (Synergi 4 mm Hydro-RP 80A, 150 x
2 mm; Phenomenex, Torrance, CA). Um gradiente linear de metanol (A), dgua (B) e 2% de
acido acético em dgua (C) foi usado: 38% A por 3 min, 38% a 96% A em 12 min, 96% A por
2 min e 96% a 38% A em 1 min, seguido por um tempo de estabilizacdo de 4 min. A
porcentagem de C permanece constante em 4%. A vazdo foi de 0,30 mL min™!, o volume de
injecdo foi de 20 pL e as temperaturas da coluna e da amostra foram de 35 e 15 °C,
respectivamente. Os parametros de trabalho da fonte de ionizacdo foram otimizados e sdo
relatados na Tabela 10 (APENDICES, pag. 173 desta Tese).

A detec¢ao e quantificagdo de IAA, ABA, AS e JA foram realizadas usando varredura
de ion de produto no modo de fons negativos, empregando curvas de calibragao multinivel com
os padrdes internos. A resolucao foi definida em 30.000 FWHM, resolucdo Q1 (m/z) em 3, alvo
AGC padrao, modo de tempo maximo de injecdo Automitico e lente RF em 70%. A Energia
Absoluta de Colisao (CE) depende da molécula. Uma tolerancia de massa de 5 ppm foi aceita.
Para cada hormonio, trés fragmentos de ions foram analisados. O fragmento de fon com maior
intensidade (fragmento 1) foi utilizado para quantificacdo, e os outros dois (fragmento 2 e 3)
foram utilizados para confirmagdo da identidade dos alvos. No caso dos padrdes internos,
apenas o fragmento de fon de maior intensidade foi analisado. O controle do instrumento e o
processamento dos dados foram realizados pelo software TraceFinder 5.1 EFS. Massas precisas
dos fitohormonios e padrdes internos, e seus principais fragmentos, sdo relatados na Tabela 11
(APENDICES).
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f) Determinacao das concentracoes de citocinina em tecidos vegetais

A maioria das formas de bases livres e ribosideos de citocininas foram analisadas em
tecidos vegetais: trans- e cis-zeatina (tZ e cZ), di-hidrozeatina (DHZ), trans- e cis-zeatina
ribosideo (tZR e cZR), dihidrozeatina ribosideo (DHZR), isopenteniladenina (iP),
isopenteniladenosina (iPR). Quanto ao protocolo hormonal descrito acima, os padrdes internos
marcados com deutério Hs-trans-zeatina (D-tZ), *Hs-trans-zeatina ribosideo (D-tZR), *He-
isopenteniladenina (D-iP), 2He-isopenteniladenosina ( D-iPR), foram usados. Todos os padrdes
foram adquiridos da OlChemim Ltd.

Mais uma vez, aplicamos a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia-
eletrospray-espectrometria de massa precisa de alta resolucio (HPLC-ESI-HRMS). Sua
extracdo e purificacdo foram feitas utilizando o protocolo descrito por Dobrev e Kaminek
(2002) com algumas varia¢cdes. Uma amostra de 0,1 g de material vegetal congelado
(previamente triturado em almofariz com N2 liquido), foi homogeneizado com 1,75 mL de
metanol-dgua-adcido féormico (15:4:1, v/v/v) pré-resfriado (-20°C), e com 20 puL de solucdo
estoque de 100 ng/mL de cada padrdao marcado com deutério (em metanol). Uma extragdao
noturna a -20°C foi realizada, apds a qual os s6lidos foram separados (13.000 g, 10 min, 4°C).
Em seguida, foram reextraidos com 1,25 mL de extrator por agitacdao por 20 min em agitador
Multi Reax (Heidolph Instruments, Schwabach, Alemanha) e novamente centrifugados. Os
sobrenadantes foram passados por um cartucho Sep-Pak C18 (ref. WAT(054945, Waters Co.)
pré-condicionado com 2 ml de metanol e 1,5 ml de meio de extracdo. Mais 1 mL da mistura de
extracdo foi passado pelo cartucho Sep-Pak C18. O material eluido (aprox. 4mL) foi evaporado
até quase secar usando um RapidVap Evaporator (Labconco Co., Kansas City, MO), e o residuo
foi redissolvido em 1,5 ml de dcido férmico 1M e aplicado a uma coluna Oasis MCX (ref.
186000254, Waters Co., Milford, MA) pré-condicionado com 2 ml de metanol e 1,5 ml de 4cido
formico 1M. A coluna foi lavada sucessivamente com 1,5 ml de acido férmico 1M, 1,5 ml de
metanol e 1,5 ml de 0,35M NH4OH, e as formas de base livre de citocinina juntamente com 0s
ribosideos foram eluidas com 1,5 ml de 0,35M NH4OH em 60% de metanol (v/v). O eluido foi
evaporado até a secura no RapidVap Evaporator e redissolvido com 200 pl de metanol e 200 pl
de 4cido férmico a 0,04% e centrifugado a 20.000 RCF por 10 min antes da inje¢do no sistema
HPLC-ESI-HRMS.

A quantificacao de todas as formas de citocininas foi realizada utilizando um dispositivo
Dionex Ultimate 3000 UHPLC acoplado a um Exploris 120 Mass Spectrometer (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA), equipado com uma fonte de ions OptaMax NG, um
filtro de massa quadrupolo, um C-Trap, um Ion-Routing Multipole e um High Field Orbitrap
Mass Analyzer. Foi utilizada uma coluna de fase reversa (Tracer Excel 120 ODSA 3 pm,
200x4,6 mm, Teknokroma, Barcelona, Espanha). Foi utilizado um gradiente linear de metanol
(A), dgua (B) e 0,4% de acido féormico em dgua (C): tempo 0 min 45% A, 45% a 95% A em 14
min, 95% A por 0,5 min e 95% a 45% A em 0,5 min, seguido por um tempo de estabiliza¢do
de 6 min. A porcentagem de C permanece constante em 5%. A vazio foi de 0,40 mL min™!, o
volume de inje¢do foi de 20 uL e as temperaturas da coluna e da amostra foram de 30 e 15 °C,
respectivamente. Os parametros de trabalho da fonte de ionizacdo foram otimizados e sdo
relatados na Tabela 12 (APENDICES).

A detecc¢ao e quantificagdo de citocininas foram realizadas usando varredura de ion de
produto no modo de ions positivos, empregando curvas de calibragao multinivel com os padrdes
internos. A resolucdo foi definida em 60.000 FWHM, resolu¢dao Q1 (m/z) em 3, alvo AGC
padrdo, modo de tempo médximo de injecdo Automadtico e lente RF em 70%. A Energia Absoluta
de Colisao (CE) depende da molécula. Uma tolerancia de massa de 5 ppm foi aceita. Para cada
hormonio, trés fragmentos de {ons foram analisados. O fragmento de {on com maior intensidade
(fragmento 1) foi utilizado para quantificagdo, e os outros dois (fragmento 2 e 3) foram
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utilizados para confirmacao da identidade dos alvos. No caso dos padrdes internos, apenas o
fragmento de fon de maior intensidade foi analisado. O controle do instrumento e o
processamento dos dados foram realizados pelo software TraceFinder 5.1 EFS. Massas precisas
dos fitohormonios e padrdes internos, CE e seus fragmentos principais, sdo relatados na Tabela
13 (APENDICES).

g) Analise quantitativa em tempo real (QRT-PCR) de transcritos de RNA

O RNA total foi extraido de amostras pesadas (entre 50 e 90 mg). Amostras inteiras de
raizes foram previamente trituradas em N2 liquido. A extragdo foi conduzida pela adi¢ao de uma
mistura de 350 pl de tampao de lise guanidinio-tocianato e 3,5 ul de B- mercaptoetanol do
NucleoSpin RNA Plant Kit (Macherey- Nagel). Este kit incluiu um processo de digestao de
DNA com DNase. Finalmente, o RNA extraido foi lavado com membranas de silica seca
fornecidas pelo kit. A integridade e concentracdo de RNA foram quantificadas pelo kit Experion
RNA STdSens Analysis baseado em fluorescéncia. Fragmentos de cDNA complementares
foram sintetizados a partir do RNA total usando o iScript cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad
Laboratories) com aliquotas de 2mg de RNA. Para andlise de RT-qPCR, o seguinte protocolo
foi aplicado: 5 min a 25°C, 30 min a 42°C e, finalmente, por 5 min a 85°C. Foram utilizados
50 ng de cDNA e SYBR Green supermix contendo hot-start iTaq DNA polimerase e a reacao
foi realizada em um iCycler 1Q (Bio-Rad Laboratories). Os primers e suas correspondentes
sequéncias, utilizados neste estudo, estdo indicados abaixo.

Tabela 1. Sequéncias de nucleotideos (5' a 3") usadas para amplificar os scripts de cDNA na
andlise quantitativa em tempo real (QRT-PCR).

Sequéncias de nucleotideos (5' a 3")

Par de Primer Forward / Reverse

CsHA 9 AAA CCA GAA GTG CTG GAG Forward
CsHA 9 CTC AGC ACCCTC ACT AGT AA Reverse
CsHA 3 CTA CAG CTT GGT AAC ATA CATTC Forward
CsHA 3 GTT GTA GTC CAT GTA ATGTCCTC Reverse
CsAKT GCA TAC CCA CAA ACACAG Forward
CsAKT CCC AAATCC TGT ATC GAC GG Reverse
CsSKOR GGA GGT CGCCTTTGC ATCTT Forward
CsSKOR GAA TCG CCC CTT GAA ACT GC Reverse
CsIRT 1 TTC GCA GCA GGT ATC ATTCTCG Forward
CsIRT 1 CACCACTCACTACAGGCAACTC Reverse
CsFRO 2 AGC GGC GGC AGT GGA ATC Forward
CsFRO 2 GTT TGG AGG AGG TGG AGG AAGG Reverse
CsNRT 2.5 ACT ATG GGC TTT GTG GTT GGT TC Forward
CsNRT 2.5 CCT GTC ATC CCC GAT ATT ACT CC Reverse
CsNRT 1.2A ATG CAG TAC AAG TAC AGA CC Forward
CsNRT 1.2A CCC ATT TAA TCC CAT GCC Reverse
CsNRT 1.9 TTT ACT ACA AGG AGT TCCCTG A Forward
CsNRT 1.9 CGA TAC CAA GAA ATA GAAGTA ATCCA Reverse
CsSultr 2.2 TGT AGC CAG GTT CAT AGG GAG A Forward
CsSultr 2.2 GGC CTA CCG CAATAGCITCT Reverse
CsSultr 1.2 TGA TGC GCT CTG TTT GGA GT Forward
CsSultr 1.2 ACT GCT TCC GTA AGG CCA AT Reverse
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3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.5.1 Caracterizacao quimico-espectroscopica das fra¢oes hiimicas
a) Composicao elementar e relacao E4/E6 (UV-vis) do AHVC, AHFVC e AHCHECO

A composicao elementar dos dcidos himicos e fulvicos extraidos de vermicomposto e
do 4cido humico extraido de leonardita apresentou diferencas (Tabela 2). O contetido de
carbono e hidrogénio é maior no AHVC quando comparado ao AHCHECO e AFVC, seguindo
a ordem AHVC > AHCHECO > AFVC. Por outro lado, a quantidade de nitrogénio é maior no
AFVC do que nas outras substancias himicas, sendo AFVC > AHVC > AHCHECO. A
concentracdo de oxigénio foi semelhante no AFVC e AHCHECO, sendo estas quantidades
superiores ao observado em AHVC. O AHCHECO ¢ menos nitrogenado € o AHVC € menos
oxigenado, sendo potencialmente mais dificeis de assimilar € menos disponiveis quando
comparados ao AFVC.

A razdo atdmica mostra um valor elevado da relacdo C/N em 4cidos hiimicos obtidos
de leonardita (AHCHECO), a menor razao C/N aparece no AFVC. A relacao O/C atdmica
mostra que o AHVC apresentou os menores valores, enquanto o AFVC e AHCHECO
apresentaram valores semelhantes. As trés fracdes himicas ndo apresentaram diferencas
consideraveis narazao H/C. Estes resultados mostram que os dcidos himicos sao materiais mais
estdveis e provavelmente mais recalcitrantes do que o AFVC, principalmente o AHCHECO,
possuindo razdo C/N igual a 45,45. Garcia et al. (2016a) relataram que a composi¢ao elementar
e as relagdes atdmicas exercem influéncia sobre as propriedades e bioativade das substincias
himicas, associando uma maior relacdo C/N a compostos de menor labilidade.

O AFVC apresentou o maior valor de razdo E4+/E¢ em comparacdo com os 4cidos
himicos, sendo esta razao levemente maior no AHVC do que no AHCHECO. Quanto menor a
proporcdo E4/E¢ das substancias humicas, maior o grau de condensacdo de componentes
himicos aromadticos e maior o peso molecular (HADDAD et al., 2015). Este resultado corrobora
com a afirmacdo de que o AFVC é de mais f4cil assimilacdo e de maior disponibilidade do que
as fracdes de dcidos hiimicos. Assim como neste estudo, Srilatha et al. (2013) e Tahiri et al.
(2016) também relataram uma proporcao E4/E¢ ligeiramente maior em acido fulvico do que em
dcido himico.

Tabela 2. Composi¢ao elementar, relacdes atdmicas e relagdo E4/E6 (UV-vis) de AHVC,
AFVC e AHCHECO.

Amostras C H N (0] C/N H/C O/C  Eu4Es
%
AHVC 4998  4]5 2,16 39,41 23,14 0,09 0,78 3,97
AFVC 38,82 2,86 584 56,14 6,64 0,07 1,44 4,58
AHCHECO 40 3,07 0,88 56,05 4545 0,07 1,40 3,81

b) Caracterizacao mediante espectroscopia infravermelha com transformada de Fourier
(IVTF)

A Figura 8 mostra espectros obtidos mediante reflexao total atenuada no infravermelho
com transformada de Fourier do 4cido humico de vermicomposto, 4cido fulvico de
vermicomposto e dcido hiimico de leonardita. As trés fragdes hlimicas apresentaram bandas de
absorcdo nas posicdes entre 3265.09 cm-!, 3267.01 cm! e 3393.22 cm! para os AH, AF de
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vermicomposto e AH de leonardita respectivamente, que sdo atribuidas a estiramentos de
hidroxilas (O-H) pertencentes a carboxilas, dlcoois, fendis e/ou estiramentos N-H pertencentes
4 amino ou amida. As bandas entre 2980-2800 cm™! pertencem a vibracdes de estiramentos de
grupos alifaticos C-H, assimétricos e simétricos de -CHz e -CHj3 e estdo presentes em 2921.80
cm, 2939.16 cm! e 2923.73 cm™ nos AH e AF de vermicomposto e nos AH de leonardita
respectivamente. Apenas nos AH extraidos de vermicomposto, foi detectada uma banda de
absorciio em 1704.86 cm’!, correspondente com vibragdes de estiramentos de grupos C=0
(carboxilas, carbonilas e cetonas). As bandas presentes em 1596.86 cm™, 1587.22 cm™ e
1564.08 cm™! nas fragdes AH, AF de vermicomposto e AH de leonardita respectivamente,
correspondem a estiramentos C=C (aromdtico, estruturas ligninicas), deforma¢cdes N-H e
estiramento C-N (amidas II). Nos AH de vermicomposto, a banda de absor¢do presente em
1460 cm’!, indica a presenga de estiramentos assimétricos CH2, estiramentos simétricos de
COO- (carboxilatos), estiramentos C-O e deformagao O-H (fendis) e estiramentos C-H (CH3),
assim como bandas em 1213.08 cm™ e 1124.26 cm™ que correspondem a estiramento C-O de
ésteres, éteres e dlcoois secundarios. Os AH de vermicompost e AH de leonardita apresentam
bandas em 1380.86 cm-1 e 1369.29 cm’!, indicando a presenca de deformacdes angulares de
grupamentos -CH3. Nas trés fracdes humicas, estiveram presentes bandas nas posicdes de
1027.93 cm™!, 1064.58 cm™ e 1085.69 cm™'/1006.72 cm™! em AH e AF de VC, assim como AH
de leonardita respectivamente, indicando presenca de estiramentos de C-O, correspondentes a
carboidratos (KANG et al., 2011; GOMEZ-ORDONEZ & RUPEREZ 2011).

A Figura 8, partes B1 e B2, mostra os scores e loadings respectivamente nas andlises de
PCA-IVTF (100% da variancia total explicada). Na PC-1 nos scores (92% da variancia total
explicada) confirmaram as diferencas entre as fracdes hiumicas estudadas. A valores negativos
foi separada a fracdo de AHVC, enquanto a valores positivos foram separadas em quadrantes
diferentes, os AH de leonardita e AF de VC. Os loadings demostram a separagdo de AH e AF
de VC ocorre pela presenca mais intensa de bandas associadas a carbonos insaturados,
provavelmente de natureza aromadtica, enquanto, na PC-2 dos loadings, a valores positivos se
reafirma que os AH possuem bandas correspondentes a grupamento aromadticos mais
predominantes que a presentes nos AF.
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Figura 8. Espectros IVTR do 4cido hdmico de vermicomposto (Al), dcido filvico de
vermicomposto (A2) e 4cido himico de leonardita (A3). Andlise de componentes
principais PCA-IVTR, scores (B1) e loadings (B2) realizado com os espectros puros.

¢) Ressonancia magnética nuclear do is6topo de carbono de massa 13 com rotacio no
angulo magico e polarizacio cruzada (*C RMN RAM PC)

A Figura 9 mostra os resultados obtidos pela espectroscopia por ressondncia magnética
nuclear do isétopo do '*C em polarizacio cruzada e rotacio no angulo mégico do dcido himico
de vermicomposto, dcido fulvico de vermicomposto e dcido hiimico de leonardita. Nas trés
fracdes humicas houve presencga de picos que indicam fragmentos semelhantes na composi¢ao
molecular destes compostos. Os picos na regido entre 0 até 45 ppm, indicam a presencga de
estruturas alifaticas nao substituidas do tipo CAlifaticos—(H,R). Na regiao entre 45 até 60 ppm,
aparecem picos responsaveis pela presenga nos de estruturas alifaticas funcionalizadas do tipo
CAliféticos—(O,N). J4 na regido de 60 até 90 ppm, foram identificados picos de estruturas
alifaticas funcionalizadas do tipo CAlifdticos—O, assim como os picos presentes na regido de
90 até 110 ppm, reafirmam que nas fracdes hdmicas hd presenca de estruturas alifdticas
funcionalizadas do tipo CAlifdticos—di-O. Nos espectros, os picos presentes na regido de 110
até 140 ppm, indicam a presenca de estruturas aromadticas nao funcionalizadas do tipo
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CAromadticos — (H,R), assim como as estruturas aromdticas funcionalizadas do tipo
CAromaticos— (O,N), identificadas pelos presenca dos picos entre a regido de 140 até 160 ppm.
Nas trés fracdes himicas foram identificados picos na regiao de 160 até 185 ppm, indicando a
presenca de carbonos carboxilicos, ésteres e amidas (CCOOH-H,R,N), assim como 0s picos
identificados na regido de 185 até 230 ppm: Indicam a presenca nos AH de estruturas carbonos
carbonilicos, de aldeidos e cetonas (CC=0) (GARCfA et al., 2019).

A Figura 9, partes B1 e B2, mostra os scores e os loadings da anslise de PCA-3C NMR
realizada a partir do carregamento dos espectros puros (100% da variancia total explicada). Na
PC-1 (88% da variancia total explicada), foi possivel separar as fragdes humicas de acordo com
a sua fonte de origem, isto €, a valores negativos foram agrupados os AH e AF de VC, enquanto
a valores positivos foram agrupados os AH de leonardita. Os loadings na PC-1 comprovam que
a diferenca entre as fracOes himicas das diferentes fontes de origem consiste na maior presenca
de estruturas aromadticas nos AH de leonardita.

As figuras C1, C2, C3 e C4 mostram as quantidades de fragmentos e as propriedades
quimicas extraidas dos espectros. A figura C1 mostra maior presenca de estruturas pouco
funcionalizadas do tipo CAlifaticos—(O,N) e CAromdticos — (H,R) nos AH de leonardita
quando comparado com as fra¢des himicas de VC, estes ultimos, ricos em estruturas com alto
grau de funcionaliza¢do quimica, aromatica e alifatica.
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d) Caracterizacao quimica e nutricional do AHVC, AFVC e AHCHECO

A Tabela 3 mostra que as fragdes huimicas possuem diferentes quantidades de
macronutrientes, como K, P, Ca, Mg e S. Em relacao ao potassio, o AHVC apresentou a menor
quantidade deste elemento, enquanto AFVC mostrou quantidade 5,22 vezes maior. O
AHCHECO mostrou quantidade intermedidria de potdssio em comparacdo com as demais
substancias hdmicas, ainda assim, 3,65 vezes maior do que o observado no AHVC. As
quantidades de fésforo nas fracdes humicas extraidas de vermicomposto (AHVC e AFVC)
foram muito maiores do que as encontradas no &4cido huimico extraido de leonardita
(AHCHECO), sendo 32,53 vezes maior no AHVC e 22,24 vezes maior no AFVC. Os valores
de cdlcio apresentaram comportamento oposto ao de fosforo, uma vez que o AHCHECO
mostrou o maiores valores deste elemento, 20,48 vezes maior do que a quantidade de célcio
presente no AHVC e 50,32 vezes maior do que o observado no AFVC. Assim como para o
calcio, o maiores valores de magnésio foram encontrados no AHCHECO: 13,75 vezes mais do
que no AHVC e 17,40 vezes maior do que o observado em AFVC. As quantidades de enxofre
foram maiores nas fragdes himicas de vermicomposto quando comparado ao AHCHECO,
sendo 3,05 vezes maior no AHVC e 2,34 vezes maior no AFVC.

Quantidades de micronutrientes também foram detectadas nos diferentes tipos de
fracdes humicas. O Fe mostrou estar em maior quantidade no AHCHECO, com valor 8,42 vezes
maior do que o detectado em AHVC, e 112,92 vezes maior do que em AFVC. Por mais que o
AHCHECO tenha apresentado valores bem superiores, 0 AHVC também mostrou quantidade
de ferro consideravelmente maior do que o encontrado em AFVC (13,55 vezes mais). A
quantidade de zinco nao mostrou grandes diferencas de acordo com o tipo de substincia
himica, sendo maior para 0 AHVC, porém menos de 2 vezes superior aos teores em AFVC e
AHCHECO, os quais nao apresentaram grandes diferengas entre si. O Cobre foi detectado e
quantificado apenas no AHVC, indicando que as demais fracdes hiimicas ndo possuem niveis
expressivos deste elemento. O manganés e o molibdénio ndo foram detectados em nenhuma
fracdo humica. Por fim, apenas o AFVC mostrou quantidades de boro detectdveis na sua
composi¢ao.

De maneira geral, o AHVC apresentou as maiores quantidades de P, S, Zn e Cu, sendo
o ultimo detectado apenas nesta fracao himica. O AFVC apresentou os maiores valores de K e
B, cujo qual foi detectado apenas neste composto. O AHCHECO mostrou as maiores
concentracdes de Ca, Mg e Fe. Estes resultados mostram que ndo ha um padrdo bem definido
entre a composi¢do de macro e micro nutrientes entre diferentes substancias himicas, sendo
aqui influenciados tanto pelo material de origem de qual os compostos foram extraidos quanto
pelo tipo de fracdo himica avaliada.

Tabela 3. Composi¢do de macro e micronutrientes presentes nas diferentes fracdes himicas.

AHVC AFVC AHCHECO
gkg!

K 25,3 132,2 92,4

P 2,638 1,804 0,081095
Ca 0,425 0,173 8,705
Mg 0,081 0,064 1,114

S 8,824 6,743 2,8875
Fe 1,125 0,083 9,373

Continua...
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Continuagdo da Tabela 3.

AHVC AFVC AHCHECO
g.kg!
Zn 0,065 0,038 0,039105
Cu 0,069 nd nd
Mn nd nd nd
Mo nd nd nd
B nd 0,061 nd

* nd = A leitura do elemento, na solug@o obtida apds digestdo e diluicdo, ficou abaixo do limite de deteccdo ou de
quantificacdo do equipamento.

3.5.2 Experimento 1 - Dose vs resposta de acido fiilvico extraido de vermicomposto
aplicado via radicular

a) Influéncia de acido filvico de vermicomposto na morfologia radicular

Os dados experimentais de comprimento total radicular (Figura 10A), area total da raiz
(Figura 10B), volume total radicular (Figura 10C) e nimero total de raizes (Figura 10D) em
funcdo de doses crescentes de 4cido fulvico de vermicomposto (AFVC) aplicadas via radicular
e medidos nos intervalos de 24 h a 144 h apds o fornecimento de AFVC foram inicialmente
submetidos a uma andlise de regressdo quadratica a cada momento. A Figura 10 mostra que
ap6s 24 horas de inicio dos testes as doses 80 e 100 mg L™! resultaram em plantas com sistema
radicular menos desenvolvido do que os de plantas controle. Todos os parametros morfoldgicos
radiculares foram estimulados em menor intensidade até as primeiras 48 horas apds a aplicagao
radicular de AFVC em diferentes concentracdes, sendo as menores doses as que mais
aumentaram o comprimento, area, volume e quantidade de raizes neste momento. As 72 € 96
horas ap6s inicio dos tratamentos as respostas ficaram mais definidas, a partir destes momentos
as concentracdes de 40 e 60 mg L' foram as que mais estimularam o desenvolvimento radicular
de maneira geral, sendo que concentracdes maiores do que estas (80 e 100 mg L™! responsaveis
por menor desenvolvimento das raizes. Estes resultados mostram que as plantas apresentam
sensibilidade inicial a aplicacdo via radicular de AFVC, sendo notado at¢é mesmo redugdo do
desenvolvimento pela aplicacao da substacia himica por algum tipo de estresse, porém, com 0
passar das horas ocorrem estimulos responsaveis pelo desenvolvimento radicular.

Os efeitos sobre a morfologia e arquitetura radicular pela aplicacdo de substancias
himicas em plantas sdo os mais relatados na literatura e estdo entre os principais fatores que
influenciam a absorcdo de 4dgua e nutrientes pelas plantas, estimulando o desenvolvimento
(CANELLAS et al., 2015; GARCIA et a., 2016; OLAETXEA et al., 2018; DE HITA et al.,
2020; CASTRO et al., 2021). Alguns trabalhos mostram que a aplicacdo radicular de 4cido
fulvido aumentou o nimero e o alongamento radicular de plantas de milho, além de aumentar
a quantidade e comprimento das raizes laterais de Arabidopsis e tomate (DOBBSS et al. 2007;
EYHERAGUIBEL et al. 2008). De acordo com Dobbss et al. (2010) a melhor resposta sobre o
crescimento e desenvolvimento radicular € geralmente obtido sob aplicagdo de doses baixas ou
intermedidrias de substancias humicas, sendo até mesmo observado um efeito inibitério quando
aplicadas concentracdes mais elevadas, corroborando com os resultados do presente estudo.

Em trabalho com delineamento semelhante realizado por Tavares et al. (2020), porém
utilizando diferentes doses de dcido humico extraido de vermicomposto (AHVC), os autores
observaram que a as doses de 80 e 110 mgL™! foram as que mais estimularam o desenvolvimento
radicular de plantas de arroz, indicando que as doses de melhor resposta para aplicagdo radicular
de AHVC sao maiores do que as doses de maior resposta para aplicacdo radicular de AFVC.
Além disso, Tavares et al. (2020) observaram que os efeitos no sistema radicular comecam a
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aparecer de forma mais definida apds 96 e 120 horas de inicio da aplicacio do AHVC. Estes
resultados mostram que o AFVC apresenta sua dose de melhor resposta em concentracdes
menores e de maneira mais rdpida do que o AHVC. Diversos autores relatam que as
caracteristicas estruturais das substincias humicas sdo responsaveis por diferentes
comportamentos na rizosfera e na planta (CANELLAS et al., 2012; GARCIA et al., 2014;
GARCIA et al. 2019; CASTRO et al., 2021), indicando que as estruturas que resultaram em
uma menor recalcitrincia e maior labilidade do AFVC presente neste estudo, quando
comparado ao AHVC do trabalho realizado por Tavares et al. (2020), podem ser responsaveis
pelas diferencas nas doses e tempos de melhor resposta.
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Figura 10. Grafico de dispersdo dos dados observados e curva estimada pelo modelo de
regressao linear quadratica com faixas de confianca para a varidvel comprimento total da
raiz (a), drea total da raiz (b), volume radicular (c) e nimero total de raizes (d) em funcdo
das doses de acido filvico de vermicomposto (AFVC), medidas em intervalos de 24 h a
144 h ap6s o fornecimento, n=20.

Houve diferencas na area radicular pela aplica¢do dos tratamentos das 24 h as 144 h de
avaliacdo do ensaio (Figura 11), e um modelo polinomial de segunda ordem produziu um ajuste
satisfatério para os dados experimentais. A concentracio de 100 mg L' resultou em plantas
com a menor area radicular em todas as classes de didmetro, at€é mesmo do que as plantas
controle, nos primeiros momentos de coleta. A dose de 80 mg L' de AFVC também resultou
em area radicular de raizes finas menor do que observado em plantas controle nos momentos
iniciais. As doses de 40 e 60 mg L"! foram as que mais estimularam a drea radicular, independe
da classe de diametro (Figura 11).

Em estudo realizado por Conselvan et al. (2017), os autores observaram que mudas de
milho tiveram a drea de raizes finas significativamente afetadas pela aplicacdo de AHVC apés
48 horas. Uma maior drea de superficie radicular é benéfica para a absorcdo total de dgua e
nutrientes (HERDER et al., 2010; FERREIRA, 2017). Canellas et al. (2010) trataram mudas de
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milho com diferentes concentragdes ou tamanho molecular das fragdes de dcidos himicos e
observaram uma maior area de superficie radicular.
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Figura 11. Superficie de resposta e grifico de contorno, respectivamente. Area de superficie
radicular total (A, E), classes de raizes finas (B, F), médias (C, G) e grossas (D, H), de
plantas de arroz sob doses crescentes de dcido filvico de vermicomposto (AFVC) medidos
em intervalos de 24 h a 144 h ap6s a aplicacao.

O volume total das raizes também apresentou maior resposta ao estimulo desencadeado
pelas doses de 40 e 60 mg de AFVC L™! ao longo do tempo. Assim como para a 4rea radicular,
a dose de 100 mg L' de AFVC resultou em plantas com volume radicular menor do que o de
plantas controle nos momentos iniciais em todas as classes de diametro e, para as raizes finas,
o volume também foi menor na dose de 80 mg™! L quando comparado ao controle nos momentos
iniciais (Figura 12).

O volume dentro da classe das raizes grossas também apresentou esse aumento
quadratico, representando a classe que mais contribuiu para o volume total das raizes. Mesmo
que as raizes de todas as classes de didmetro tenham mostrado resposta a aplicacdo radicular de
AFVC, o volume de raizes finas foi o menos responsivo, sendo observado estabilidade apds
120 e 144 horas de tratamento. Assim como para a area radicular, apds 72 e 96 horas de inicio
dos testes, os efeitos sdo mais intensos (Figura 12).

Castro et al. (2022) observaram que a aplicacdo de dcido himico de vermicomposto via
radicular em plantas de arroz cultivadas em condi¢des normais e sob estresse hidrico, resultou
em efeitos semelhantes, havendo aumento da area e volume radicular, além de alterar os teores
de metabdlitos soliveis nas raizes e estimular a produgao de biomassa radicular.
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Figura 12. Superficie de resposta e grafico de contorno, respectivamente. Volume total de
raizes (A, E), classes de raizes finas (B, F), médias (C, G) e grossas (D, H), de plantas de
arroz sob doses crescentes de dcido filvico de vermicomposto (AFVC) medidos em
intervalos de 24 h a 144 h apés a aplicagao.

O ndmero de raizes foi o parametro morfolégico estimulado em maior intensidade pela
aplica¢do de AFVC, sendo a dose de 60 mg L'! a que teve maior efeito. A dose de 100 mg L!
de AFVC resultou em menor nimero de raizes do que o observado em plantas controle nos
momentos iniciais, com exce¢do do nimero de raizes médias, que nao diferenciou de plantas
controle. O nimero de raizes grossas foi o que mais aumentou pela aplicacao da dose de 60
mg L! de AFVC, sendo estimulado antes do que aumento da quantidade de raizes de menor
diametro. O nimero de raizes finas foi o que mais contribuiu para a quantidade total de raizes,
sendo bem superior aos demais (Figura 13).

Garcia et al. (2016b) relataram um aumento na multiplicagao de raizes laterais de plantas
de arroz que foram relacionadas a estruturas de substincias humicas menos complexas e mais
funcionalizada, associada a grupos carboxilicos Ccoon e alifaticidade, corroborando para o
observado neste estudo, uma vez que o AFVC apresenta estas caracteristicas e estimulou
intensamente a emissao de raizes. Os resultados deste trabalho estdo de acordo com os relatados
na literatura, em que substincias humicas extraidas de diferentes fontes aumentam a emissao
de raizes laterais em diversas culturas (DOBBSS et al., 2007; CANELLAS et al., 2012; MORA
et al., 2012; GARCIA et al., 2016; TAVARES et al. 2019; CASTRO et al., 2021).
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Figura 13. Superficie de resposta e grafico de contorno, respectivamente. Numero total de
pontas de raizes (A, E), classes de raizes superfinas (B, F), finas (C, G) e grossas (D, H),
de plantas de arroz sob doses crescentes de dcido filvico de vermicomposto (AFVC)
medidos em intervalos de 24 h a 144 h apds a aplicacgao.

O comprimento radicular foi estimulado em maior intensidade pelas doses de 40 e 60
mg L' de AFVC, sendo que a dose de 100 mg de AFVC L resultou em plantas com raizes
menos compridas do que o de plantas controle, nas primeiras 24 horas. Assim como para os
parametros anteriores, as 72 € 96 horas os estimulos ocorrem de maneira mais intensa e definida
(Figura 14).

Em outro estudo foi observado, apds 48 horas, aumento do comprimento radicular em
mudas de milho tratadas com diferentes concentragdes de substancias humicas (CONSELVAN
et al., 2017). Castro et al. (2022) relataram aumento do alongamento e da emissao de raizes de
plantas de arroz pela aplicacdo de AHVC, em um efeito semelhante ao que o déficit hidrico
causa nas raizes. As plantas desenvolvem estratégias para estimular a captacdo de 4gua e
nutrientes em profundidade, por meio do aumento na emissdo de raizes e do alongamento
radicular (HENRY, 2013; FERREIRA, 2017).
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Figura 14. Superficie de resposta e grafico de contorno, respectivamente. Comprimento total
das raizes (A, E), classes de raizes superfinas (B, F), finas (C, G) e grossas (D, H), de
plantas de arroz sob doses crescentes de dcido filvico de vermicomposto (AFVC) medidos
em intervalos de 24 h a 144 h ap6s a aplicacao.

Um modelo polinomial de segunda ordem produziu uma regressdo adequada para os
dados de bifurcacdo e diametro médio da raiz. O AFVC promoveu com maior intensidade a
bifurcacio do sistema radicular das mudas de arroz nas doses de 40 e 60 mg L!. A concentracdo
de 80 e 100 mg L™! resultou em menor niimero de bifurcacdes do que em plantas controle, na
primeiras 24 horas. Em outro estudo com mudas de arroz, observou-se que o nimero de
bifurcagdes pela aplicacao de AHVC apresentou resposta apds 24 horas de aplicacdo, sendo as
doses de 80 e 110 mg L' as que mais estimularam este parimetro neste momento, no entanto,
com o decorrer das 144 horas de ensaio, doses superiores de AHVC mostraram maior aumentou
no numero de bifurcacdes (TAVARES et al., 2020) (Figura 15A e 15C).

Em relagdo ao didmetro médio radicular, apds 24 horas de aplicagdo das diferentes doses
de AFVC, quanto maior a concentra¢do da substancia himica maior foi o didmetro. Porém,
com o decorrer do tempo, o diametro médio radicular foi reduzindo até ndo haver mais
diferencas entre os tratamentos. Tavares et al. (2020) observaram que apds 24 horas de
aplicacdo de diferentes doses de AHVC via radicular em plantas de arroz, a concentracdo de 80
mg L' foi a que mais estimulou o aumento do diAmetro radicular, porém, assim como no
presente estudo, com o decorrer do tempo houve progressiva redu¢do do didmetro médio
radicular até a tltima coleta (Figura 15B e 15D).
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Figura 15. Superficie de resposta e grafico de contorno, respectivamente. Numero de
bifurcagdes (A, C) e didmetro médio das raizes (B, D) de plantas de arroz sob doses
crescentes de acido filvico de vermicomposto (AFVC) medidos em intervalos de 24 h a
144 h apds a aplicacao.

As propriedades que as substincias himicas apresentam sdo dependentes de suas
estruturas e possuem influéncia direta na atividade biolégica que exercem em plantas
(BERBARA & GARCIA, 2014). Em trabalho realizado por Garcia et al. (2016a, 2016b) em
plantas de arroz, os autores observaram, entre outros fatores, que as estruturas de AH contendo
predominio de cadeias alifdticas ndo funcionalizadas, carbonilas e carboxilas, estdo
correlacionadas com o nimero e alongamento de raizes de menor didmetro, enquanto estruturas
aromdticas e cadeias alifaticas funcionalizadas associaram-se ao alongamento de raizes de
maior didmetro. Esses autores também observaram, de maneira geral, estimulo a emissao de
novas raizes pelas SH em que predominavam compostos alifaticos e oxigenados, e estimulo ao
alongamento radicular pelo cardter mais aromatico dessas substancias.

A hidrofobicidade e a hidrofilicidade sdo propriedades que possivelmente estdo
relacionadas a bioatividade do SH por meio de suas caracteristicas estruturais. O indice de
hidrofobicidade e os fragmentos hiimicos polares mostraram uma correlacdo direta com o
crescimento radicular e a atividade do tipo auxina de AH em plantas de milho (DOBBSS et al.
2010; JINDO et al. 2012; CANELLAS et al. 2012, 2015) e em plantas de arroz (GARCfA et
al., 2019; TAVARES et al., 2020; CASTRO et al., 2021).

O presente estudo da dose de melhor resposta de AFVC ao longo do tempo em plantas
por aplicacdo via radicular se trata de uma abordagem inédita. A propriedade de labilidade
presente no AFVC em estudo, resultante do seu balanco estrutural, com alto predominio de
Ccoon e baixo indice de hidrofobicidade, mostrou contribuir para o estimulo no
desenvolvimento radicular.

3.5.3 Experimento 2 — dose vs resposta de acido filvico extraido de vermicomposto
aplicado via foliar

a) Efeito da aplicacao foliar de AFVC na morfologia radicular

A Figura 16 mostra o efeito da aplicacdo foliar de doses crescentes de AFVC na
morfologia radicular. Em relag@o ao controle, a drea radicular aumentou significativamente pela
aplicacdo nas doses de 60, 80 e 100 mg L'!, sendo maior o estimulo na dose de 80 mg L
(aumento de 12%), porém nio diferiram estatisticamente entre si. As doses de 20 e 40 mg L!
nao diferiram significativamente do controle (Figura 16A). Todas as concentracdo de AFVC
aplicadas resultaram em aumento do volume radicular, porém a concentrag¢io de 100 mg L™ foi
a que mais estimulou, com aumento de 9% em comparacio ao controle. As doses de 20, 60 e
80 mg L' ndo diferiram significativamente da dose de maior resposta (Figura 16B). A Figura
16C mostra que aplicacao foliar de AFVC em todas as concentragdes resultou em plantas com
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raizes de menor didmetro. As plantas tratadas com AFVC na dose de 100 mg L' ndo
apresentaram diametro médio significativamente inferior ao controle. As doses de 20, 40, 60 e
80 mg L! resultaram em raizes com didmetro estatisticamente menor do que as plantas dos
outros dois tratamentos. A dose de 80 mg L' resultou em maior redugio do didmetro médio
radicular, sendo de 10% menor do que observado em plantas controle. Ferreira (2017) afirma
que raizes com maior drea superficial e de menor didmetro favorecem a absorcio de dgua e
nutrientes pelas plantas, contribuindo para o desenvolvimento geral das culturas.

O comprimento radicular foi estimulado em maior intensidade nas plantas tradas com
80 mg L' de AFVC, havendo aumento de 12%, seguido pela dose de 60 e 40 mg L', todas
resultando em plantas com raizes significativamente mais compridas do que as de plantas
controle. Os tratamentos com as doses de 20 e 100 mg L' de AFVC ndo diferiram
significativamente do controle (Figura 16D). A aplicacdo foliar de AFVC80 resultou na maior
quantidade de bifurca¢des radiculares (14% a mais do que em plantas controle), porém a dose
de 60 mg L' nio diferiu significativamente da dose de maior estimulo. As raizes de plantas
controle e tratadas com AFVC nas concentracdes de 20, 40 e 100 mg ! tiveram o menor niimero
de bifurcacdes, ndo diferindo estatisticamente entre si (Figura 16E). As raizes de plantas
tratadas com AFVC80 emitiram a maior quantidade total de raizes, com aumento de 14% em
relacdo ao controle. Assim como para o niimero de bifurcacdes, a dose de 60 mg L' nio diferiu
significativamente da dose de maior resposta. As plantas controle e que receberam AFVC na
concentracdo de 20 e 100 mg' foram as que tiveram a menor quantidade total de raizes, nio
diferindo significativamente entre si (Figura 16F).

As dose de 60 e 80 mg L' foram as que estimularam significativamente a emissdo de
raizes finas, aumentando em 9 e 14%, respectivamente, sem diferengas estatisticas entre si. As
plantas controle e as tratadas com AFVC nas doses de 20 e 100 mg L"! foram que tiveram o
menor nimero de raizes finas, sendo significativamente semelhantes (Figura 16G). A Figura
16H mostra o nimero de raizes médias, que foi significativamente mais responsivo a aplicagao
de AFVC na concentracdo de 20 mg L' (10% maior do que o controle). As plantas controle e
as plantas sob aplicacdo de AFVC nas doses de 60 e 100 mg L' ndio tiveram niimero de raizes
médias significativamente diferente do que observado em plantas sob aplicacdo de AFVC20.
As doses de 40 e 80 mg L' de AFVC resultaram em plantas com menor niimero de raizes
médias, ndo diferindo entre si e nem das plantas controle. O nlimero de raizes grossas foi maior
em plantas tratadas com AFVC via foliar na concentragio de 100 mg L', aumentando esta
quantidade em 18%. As plantas controle tiveram o menor nimero de raizes grossas, € O
tratamento com AFVC40 nao diferiu significativamente do controle.

Em termos gerais, podemos mais uma vez perceber que o estimulo ao crescimento das
raizes acontece quando sdo utilizadas quantidades reduzidas ou moderadas substancias
himicas, que em concentracdes elevadas podem até mesmo ocasionar em um efeito inibitorio,
assim como relatado por Dobbs et al. (2007). Os resultados obtidos no experimento anterior
mostraram que aplicacdo radicular de doses crescentes de AFVC resultaram em aumento do
diametro das raizes em todas as doses, no entanto, a aplicagado foliar resultou em reducao deste
diametro, mostrando que de acordo com a forma de aplicacdo de AFVC o estimulo sobre o
engrossamento ou afinamento das raizes serd diferente. Ainda em comparagdo com o
experimento em que houve aplicagdo de AFVC via radicular, a dose que mais estimulou o
desenvolvimento do sistema radicular por aplicacdo foliar foi superior (80 mg L") & observada
para aplicagio direta nas raizes (40 e 60 mg ).

Existem poucos relatos na literatura sobre o estimulo no desenvolvimento radicular pela
aplicacdo via foliar de substancias humicas, principalmente de acidos fulvicos. Nossos
resultados mostram que alguns estimulos na arquitetura radicular ocorrem de maneira
diferenciada em consequéncia dos efeitos do AFVC de acordo com a via de aplicacdo, sendo
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necessdrios mais estudos sobre os estimulos e modos de acdo pela pulverizacdo foliar deste

composto.
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Figura 16. Quantificacdo dos pardmetros morfolégicos das raizes de plantas de arroz tratadas
pela aplicagio foliar de doses crescentes de dcido fiilvico de vermicomposto. Area radicular
(A), volume radicular (B), didmetro médio radicular (C), comprimento radicular (D),
nimero de bifurcacdes radiculares (E), nimero total de raizes (F), nimero de raizes finas
(G), nimero de raizes médias (H) e nimero de raizes grossas (I), n=40.
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b) Aciimulo de biomassa fresca e seca em plantas sob aplicacao foliar de AFVC

A Figura 17 mostra o acimulo de biomassa fresca em raizes, bainhas e folhas de plantas
de arroz pela aplicacdo foliar de doses crescentes de dcido fulvico de vermicomposto. A massa
fresca radicular apresentou incremento significativo pela aplicacado de AFVC em todas as
concentracdes testadas, quando comparado ao controle. Entre as doses aplicadas, a de 80 mg L
'"de AFVC foi a que mais estimulou a produc¢iio de biomassa fresca das raizes, apresentando
um aumento em 11%, seguida pela concentracio de 100 mg L', que ndo diferiu
significativamente da dose de maior estimulo e nem das doses de 40 e 60 mg L. A dose de
AFVC que resultou no menor incremento de biomassa nas raizes foi a de 20 mg L' aumentando
apenas em 1% a massa fresca das raizes quando comparadas ao controle, ndo diferindo
significativamente das doses intermedidrias (40 e 60 mg L'!) (Figura 17A). Os maiores valores
de massa fresca das bainhas de plantas de arroz também foram observados pela aplicacdo de
AFVC a 80 mg L', sendo a tinica que mostrou diferencas significativas em comparaciio com o
tratamento controle, apresentando aumento de 9% . As doses de 20, 60 e 100 mg L' resultaram
em aumento de biomassa, porém com menor intensidade, ndo diferindo dos demais tratamentos.
O tratamento controle e as plantas submetidas a aplicagio com AFVC a 40 mg L! foram as que
tiveram menor producdo de biomassa fresca das bainhas, sendo de 1% o aumento na dose de
40 mg L' de AFVC em comparagdo com as plantas controle (Figura 17B). A Figura 17C
mostra, assim como para as raizes e bainhas, que a concentracdo de 80 mg L' foi a que mais
estimulou a produgdo de biomassa foliar, sendo significativamente superior ao controle e ao
estimulo observado pelas doses de 20, 40 e 60 mg L'. A dose de 80 mg L' de AFVC foi
responsavel por um aumento de 21% no acimulo de biomassa fresca das folhas. A dose de 100
mg L! resultou em producio de biomassa menor do que o observado pela aplicacio da dose de
80 mg L', porém sem diferir significativamente. A dose que menos estimulou a producio de
massa fresca das folhas foi a de 20 mg L porém, ainda assim, apresentou biomassa 10% maior.

O acimulo de biomassa fresca em todos os 6rgdos da planta foi estimulado em maior
intensidade pela dose de 80 mg L' de AFVC aplicado via foliar. Suh et al. (2014) relataram
que a aplicacdo foliar de dcido falvico melhorou o crescimento de plantas de tomate com um
aumento significativo na altura das plantas e no peso fresco e seco, e aumentando o rendimento
na producdo.
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Figura 17. Producdo de biomassa fresca das raizes (A), bainhas (B) e folhas (C) e de plantas
de arroz (Oryza sativa L.) pela aplicacao foliar de doses crescentes de dcido fulvico de
vermicomposto. Conjunto de dados de um tratamento com a mesmas letra ndo sdo
significativamente diferentes de acordo com o teste de Tukey (p<0,05), n=40.

A Figura 18 mostra o acimulo de biomassa seca em raizes, bainhas e folhas de plantas
de arroz devido a aplicag¢do foliar de doses crescentes de acido filvico de vermicomposto.
Houve incremento significativo na massa seca radicular pela aplicacio de AFVC em todas as
doses testadas, quando comparadas ao controle. Entre as doses avaliadas, a de 80 mg L' de
AFVC foi a que mais estimulou a producdo de biomassa seca das raizes, com aumento de 18%
em relacio ao controle, seguida pela concentracdio de 100 mg L', que ndo diferiu
significativamente da dose de maior resposta e nem das doses de 20, 40 e 60 mg L' (Figura
18A). O maior acimulo de massa seca das bainhas de plantas de arroz foi observado pela
aplicagdo de AFVC a 80 e 100 mg L', sendo significativamente superior ao controle e as outras
doses de AFVC, que ndo diferiram entre si. A dose de 80 mg L"! resultou no maior aumento de
massa seca das bainhas, sendo de 15% em comparagdo com o controle. As doses de 20, 40 e 60
mg L! ndo resultaram em plantas com biomassa das bainhas significativamente diferentes ao
controle (Figura 18Bl). A Figura 18C mostra que todas as concentracdes de AFVC resultaram
em aumento na producio de biomassa seca das folhas, em relagdo ao controle, porém a dose de
20 mg L' ndo diferiu significativamente das plantas ndo tratadas com AFVC. Independente da
dose de AFVC, houve aumento da seca foliar em relagdo ao controle, sendo a concentracio de
80 mg L a que mais estimulou o acimulo de biomassa (14%), seguida pela dose de 100 mg L-
!, ndo diferindo significativamente entre si. As doses intermedidrias (40 e 60 mg L!) nio
diferiram das concentracdes de 20 e 100 mg L'!. A dose de 20 mg L' ndo diferiu
significativamente das plantas controle.

Assim como para os resultados de produ¢do de biomassa fresca, o acimulo de massa
seca em todos os 6rgdos da planta foi estimulado em maior intensidade pela aplicacao foliar de
AFVC na dose de 80 mg L. Em estudo realizado com fava, em que houve a aplicacio foliar
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de 4cido fulvico em quatro concentragdes diferentes, foi observado aumento no peso total
fresco, seco e da area foliar (ABDEL-BAKY et al. 2019).

Olaetxea et al. (2017) afirmam que deve se considerar que as substancias himicas atuam
majoritariamente no 6rgao vegetal onde sdo aplicadas. Os dados de produgdo de massa fresca
corroboram com esta afirmacao, uma vez que aplicacdo foliar de AFVC na melhor dose resultou
em aumento de 11% da biomassa fresca das raizes e de 21% da biomassa fresca das folhas,
mostrando um maior estimulo no acimulo envolvendo a parte aérea. Porém, para a producao
de biomassa seca o comportamento foi diferente, aumentando a massa seca das raizes em 18%
e a das folhas em 14%. Os resultados indicam que a aplicagao foliar de AFVC favoreceu a
manuten¢do dos niveis de dgua nas folhas, contribuindo para um balanco do potencial hidrico
foliar, além de estimular a concentrac@o de solutos nas raizes. Taiz et al. (2017) afirmam que o
baixo potencial hidrico na folha pode ocasionar em transtornos fisiolégicos e bioquimicos em
plantas em nivel primdrio e secunddrio, como desidratacdo celular sdo reducdo da expansao
celular e foliar, diminui¢do das atividades celulares e metabdlicas, fechamento estomatico,
inibicao fotossintética, desestabilizacdo de membranas e proteinas e producao de EROs.

Sendo assim, estes resultados sugerem que houve estimulo a absorcao e translocagdo de
agua e solutos pela planta, correlacionado com o estimulo sobre o desenvolvimento radicular
pela aplicagdo foliar de 4cido fulvico de vermicomposto, resultando em aumento da biomassa
fresca e seca de raizes, bainhas e folhas.
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Figura 18. Producdo de biomassa seca das raizes (A), bainhas (B) e folhas (C) de plantas de
arroz (Oryza sativa L.) pela aplicacao foliar de doses crescentes de acido fulvico de
vermicomposto. C. Conjunto de dados de um tratamento com a mesmas letra ndo sio
significativamente diferentes de acordo com o teste de Tukey (p<0,05), n=40.
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3.5.4 Experimento 3 — mecanismos envolvidos na bioatividade de substancias himicas

a) Efeito da aplicacido de acido hiimico e fialvico de vermicomposto e de acido hiimico de
leonardita na expressao relativa de diferentes genes de raizes de pepino

A expressao relativa de diferentes genes em raizes de plantas de pepino que codificam
para proteinas responsaveis pela absorcao e fluxo de transportes de diferentes fons em relagao
ao controle, quando aplicado 4cido hiimico de vermicomposto a 50 mg L', é mostrada na
Figura 19. As 120 horas apés aplicagio de AHVC via radicular apenas o gene CsSultrl.2,
responsdvel pelo transporte de alta afinidade de enxofre e com sua expressdo associada a
eventos de estresse (ZANGH et al., 2021), mostrou expressao superior ao controle, porém sem
superioridade significativa. Os genes CsHA3 e CsHA9, que codificam para duas isoformas de
H*-ATPase transmembranar, envolvidas na absor¢do de nutrientes, transporte de fons e a
adaptacdo a estresses abidticos (JANICKA-RUSSAK et al., 2012), foram os mais reprimidos
em relacdo ao controle as 120 horas apés aplicagdo, porém sem diferir estatisticamente.

Os genes restantes ndo apresentaram expressdo ou repressdo com diferencas
considerdveis em relacdo ao controle, estando todos envolvidos no transporte e fluxo de
nutrientes pela planta. No que diz respeita a absor¢do de nitrogénio, os genes CsNRT1.2A e
CsNRT1.9 codificam para transportadores que operam em um sistema de baixa afinidade para
NO3 (ANWAR et al., 2019), ja o gene CsNRT2.5 codifica para um transportador de alta
afinidade por NO3" (LI et al., 2018). Sobre os genes que codificam para proteinas envolvidas
no transporte e fluxo de potassio, o CsAKTI € responsdvel por um canal de baixa afinidade
envolvido na absor¢ao de K* de forma ativa, ja o CsSKOR codifica para um canal de potéssio
tipo shaker no arroz, relacionado ao carregamento de K* no xilema e que também pode facilitar
a passagem de cdlcio (GAYMARD et al., 1998; PENG et al., 2022). Diferentemente do gene
que codifica para o transportador de alta afinidade de enxofre, o gene CsSultr 2.2, envolvido no
transporte baixa afinidade de enxofre (ZANGH et al., 2022), ndo apresentou diferengas com o
controle pela aplicacdo de AHVC via radicular. Por fim, também foram avaliados a expressao
relativa dos genes associados a absor¢do e translocacao de ferro, sendo o CsFRO?2 responsével
por codificar para enzima Fe*’-quelato redutase, que reduz Fe** a Fe*?, enquanto o CsIRTI é
responsavel pelo transportador do ferro reduzido, que também pode transportar Zn, Mn, Co e
Ni (WATERS et al., 2007; MORRISSEY & GUERINOT, 2009) (Figura 19).

Estes resultados mostram que neste momento de avaliacdo apenas o gene CsSultri.2
apresenta expressao superior ao controle, podendo indicar que a sinaliza¢do de algum evento
estressante, como relatado por alguns autores na literatura pela aplicacdo de AHVC via
radicular (GARCIA et al., 2016; CASTRO et al., 2021, 2022).
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Figura 19. Expressao relativa normalizada de diferentes genes em raizes de plantas de pepino
submetidas a aplicacdo de dcido himico extraido de vermicomposto 2 50mg L', em relagiio
ao controle, n=4.

A Figura 20 mostra a expressao relativa de diferentes genes em raizes de plantas de
pepino que codificam para proteinas responsaveis pelo transporte de diferentes {ons em relagao
ao controle, quando aplicado AFVC na concentragio de 50 mg L. As 120 horas apés aplicacio
de AFVC via radicular o gene CsNRT1.9 foi o que apresentou maior expressao entre todos,
seguido pelos genes CsNRT1.2A, CsSultrl.2 e CsIRT1, respectivamente, todos com expressao
significativamente superior ao de plantas controle. Estes resultados mostram que até este
momento havia sinalizagdo para codificacdo de transportadores de nitrogénio de baixa
afinidade, ferro e de alta afinidade de enxofre, que também estd associado a eventos de estresse,
sendo a expressao do gene CsIRT1 um efeito observado também pela aplicacdo de AHVC.

Quaggiotti et al. (2004) mostraram que o metabolismo do nitrogénio € influenciado pela
atividade das substancias humicas. Em culturas de milho, as SH de menor massa molecular
promovem a captacdo e a incorporagdo do nitrogénio na forma de nitrato (N-NO3),
desencadeando a ativacdo de genes responséveis pela codificacdo de transportadores de nitrato
nas raizes (ZmNrt2.1 e ZmNrtl.1) e de diferentes isoformas de H*-ATPase (Mhal € Mha?2). ().

Estudos revelaram que as substincias humicas desempenham um papel regulatério nos
genes relacionados ao sistema de transporte e assimilacdao do enxofre. A aplicacdo de AH por
via radicular estimulou a expressao dos transportadores de membrana plasmatica BnSultrl.l e
BnSultrl.2, resultando em um incremento de 30,8% no teor de enxofre nas folhas e de 13,7%
nas raizes. (JANNIN et al.; 2012).

Aguirre et al. (2009), em trabalho realizado com cultura de pepino, mostraram que 0s
4cidos hiimicos extraidos de leonardita tém a capacidade de elevar a expressdo da Fe**- quelato
redutase (CsFROI) e do transportador de ferro de alta afinidade (CSIRT1), a0 mesmo tempo
que promovem o aumento da atividade da Fe**- quelato redutase e da H*-ATPase.
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A aplicacdo de AFVC a 50 mg L™! via radicular resultou na supressio dos genes CsHA3,
CsHA9, CsAKTI e CsNRT2.5, sendo que os dois ultimos ndo apresentaram diferencas
significativas com o controle. Os genes que codificam para isoformas de H*-ATPases (CsHA3
e CsHAY) apresentaram repressdo da expressao génica significativamente inferior ao de plantas
controle. E interessante ressaltar que a aplicacio de AHVC, assim como a aplicacio de AFVC,
resultou em uma maior repressao dos genes (CsHA3 e CsHA9) dentre todos os avaliados, porém
sem diferir estatisticamente do controle. A expressao relativa dos genes CsSKOR, CsSultr2.2 e
CsFRO2 nio foi alterada.
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Figura 20. Expressao relativa normalizada de diferentes genes em raizes de plantas de pepino
submetidas 2 aplicacdio de dcido filvico extraido de vermicomposto 2 50 mg L™!, em relagio
ao controle, n=4.

A Figura 21 apresenta os efeitos da aplicacdo radicular de AHCHECO na expressao
relativa de vérios genes nas raizes das plantas de pepino, os quais codificam proteinas
responsaveis pelo transporte de diversos fons, em comparacdo com o controle. Observou-se
que, 120 horas ap6s a aplicacio de AHCHECO via radicular, apenas os genes que codificam
para transportadores de alta afinidade de NOs3  (CsNRT1.9 e Cs.NRTI.2A) apresentaram
expressao significativamente maior do que em raizes de plantas controle.

Em estudo conduzido por Tavares et al. (2016), os autores observaram que os acidos
himicos extraidos de vermicomposto causaram alteracdes nos parametros cinéticos de absor¢ao
do nitrogénio na forma de N-NOjs. Conforme relatado nesse estudo, os dcidos humicos
induziram a expressao dos transportadores de alta e baixa afinidade de NOz™ (OsNRT2.1-2.2 e
OsNRT1.1), bem como de diversas isoformas da H*-ATPase presentes na membrana plasmatica
das raizes (OsA1-AS8).

Os efeitos na reducdo da expressdo génica, neste momento de avaliacdo, foram bem
semelhantes aos observados pela aplicagdio de AFVC, havendo supressdo estatisticamente
significativa dos genes CsHA3, CsHA9, CsAKT1 e CsNRT2.5. Com isto, observamos que todas
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as substancias himicas aplicadas via radicular resultaram em redug@o na expressao dos genes
associados as H*-ATPases ap6s 120 horas de inicio dos tratamentos, porém com intensidades
diferentes. Os genes CsSKOR, CsIRT1, CsFRO2, CsSultrl.2 e CsSutr2.2 ndo tiveram sua
expressao alterada pela aplicacio de AHCHECO.
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Figura 21. Expressao relativa normalizada de diferentes genes em raizes de plantas de pepino
submetidas 2 aplicacdo de 4cido hiimico extraido de leonardita & 50 mg L', em relagio ao
controle n = 4.

As SH estimulam a absorcao e assimilagdo de nutrientes pelas plantas por efeitos tanto
diretos quanto indiretos, sendo a assimilagdao de nutrientes influenciada pela capacidade dos
compostos hiimicos de regular a expressdo de genes que codificam transportadores de macro e
micronutrientes (QUAGGIOTTI et al., 2004; AGUIRRE et al., 2009; JANNIN et al., 2012;
MORA et al., 2014; TAVARES et al., 2016).

Jannin et al. (2012) documentaram ac¢des do dcido himico derivado de turfa em Brassica
napus a nivel genético. As modificacdes na expressdo gé€nica foram detalhadamente
caracterizadas e relacionadas aos eventos fisiolégicos. E notdvel que quatro vias metabdlicas
especificas foram particularmente impactadas, tanto na parte aérea quanto nas raizes, em
decorréncia do tratamento com &4cido himico: o metabolismo celular geral (compreendendo
10,6% do total de genes com expressao diferencial), o metabolismo de nitrogénio e enxofre
(representando 6,6% do total de genes com expressao diferencial), o metabolismo de carbono
e a fotossintese (abrangendo 6,1% do total), além dos genes relacionados as respostas ao
estresse (constituindo também 6,1% do total).

De maneira geral, os estudos envolvendo a expressao de genes pela aplicacio radicular
de SH sao avaliados nas horas iniciais (24 e 48 horas) ap6s inicio dos tratamentos. Porém, nosso
trabalho avaliou a expressao relativa dos genes as 120 horas apds inicio dos testes (momento
da coleta), com o objetivo de verificar a existéncia e tipos de regulacdo génica que ocorrem
apos os estdgios iniciais de sinalizacdo desencadeadas pelas SH. Este fato justifica certas
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diferencas na expressdao génica pela aplicagdo de compostos hiimicos aqui observada, em
relacdo a outros estudos relatados na literatura.

Por exemplo, alguns estudos mostram que nos momentos iniciais apds a aplicacdo de
substancias himicas via radicular ha estimulo na expressdo de genes codificantes para bombas
de prétons da membrana plasmatica (H*-ATPase), assim como aumento de sua atividade
(QUAGGIOTTTI et al., 2004; CANNELLAS et al., 2015; TAVARES et al., 2016). A aplicacio
de substancias humicas via radicular é responsdvel por uma modulagdo positiva da atividade e
da expressdo das H"-ATPase, estimulando o bombeamento de H* para o apoplasto, sendo uma
das respostas principais para o desenvolvimento radicular de plantas. Esse processo resulta na
hiperpolarizagdo da membrana e no aumento do influxo de fons Ca?" para o citosol,
desempenhando o papel de segundo mensageiro que desencadeia uma resposta em cascata
(CANELLAS et al., 2002). Porém, os resultados do nosso trabalho mostram que os genes
relacionados as H*-ATPases foram os que apresentaram maior supressao génica, podendo ser
um indicativo de que apds o estimulo inicial sobre as bombas de prétons desencadeado pelas
substancias humicas, resultando em aumento da expressao e atividade de outros transportadores
de fons, hd uma tendéncia para um fase de homeostase génica, indicada pela supressdo dos gene
que codificam para as H"-ATPases as 120 horas apds aplicagdo dos tratamentos.

No presente estudo, foi possivel observar alteragdes na regulacdo génica, porém, de
maneira diferenciada de acordo com a substancia himica aplicada. Podemos afirmar que o
material de origem e o tipo de fracdo humica influenciam nos tempos e intensidades de
expressao e supressao génica. De maneira geral, as 120 horas apds aplica¢do dos tratamentos,
o AFVC apresentou maior quantidades de genes diferencialmente expressos em relacdo ao
controle, enquanto o AHVC resultou nas menores quantidades, ndo havendo diferencas
significativas com o controle e indicando que os estimulos sobre a rede genética ocorreram
primeiro, tendendo mais rapidamente a um estado de equilibrio na expressao dos genes.

No que diz respeito a regulacdo transcricional das redes genéticas, como discutido
anteriormente, existem pesquisas evidenciando que a aplicacdo de substincias himicas tém
efeito sobre a atividade de fatores de transcricdo especificos associados a absorcao pelas raizes
e ao subsequente metabolismo de vérios nutrientes. Isso, por sua vez, pode levar a beneficios
significativos no metabolismo das plantas e no crescimento das suas raizes (AGUIRRE et al.,
2009; TREVISAN et al., 2010; AZCONA et al., 2011).

b) Concentracoes de AIA, ABA, acido salicilico, acido jasmonico e citocininas em tecidos
vegetais de plantas de pepino submetidas a aplicacao radicular de SH

A Figura 22 mostra os teores de dcido indolacetico (AIA), 4cido abscisico (ABA), dcido
salicilico (AS), acido jasmoénico (AJ) e citocininas em raizes e folhas de plantas de pepino
submetidas a aplicacdo via radicular de AHVC, AFVC e AHCHECO, na concentracdo de 50
mg L', O teor de AIA nas raizes foi significativamente menor pela aplicacio de todos os tipos
de substancias himicas, em comparagao ao controle, nao diferindo estatisticamente entre si. J&
o teor de AIA nas folhas foi significativamente menor do que o observado em plantas controle
pela aplicacdo de AHVC, enquando a aplicagdo do AFVC e AHCHECO nao resultaram em
diferencas significativas com o controle e nem entre si (Figura 22A).

Mora et al. (2010) afirmam que estimulos na expressao de genes, no metabolismo e
desenvolvimento de plantas sdo associados a efeitos complementares na concentragdo
hormonios vegetais nas raizes e na parte aérea das plantas. Dentre as concentragdes enddgenas
de reguladores de crescimento vegetal que podem ser alteradas nas raizes devido a influéncia
das substancias humicas, destaca-se uma relacdo significativa com as auxinas e suas
caracteristicas ou atividades bioldgicas nas raizes. Essa relagdo € respaldada por uma extensa
base de evidéncias provenientes de numerosas pesquisas (ZANDONADI et al., 2007;
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TREVISAN et al., 2010; CANELLAS et al., 2011; MORA et al., 2014; OLAETXEA et al.,
2017,2019). Os efeitos primordiais desencadeados pelas substancias himicas, por meio da
influéncia do Acido Indolacético (AIA), estdo associados a morfologia das raizes e 2 promogio
da proliferacdo lateral das mesmas (CANELLAS et al., 2002; MORA et al., 2010; MUSCOLO
et al., 2013).

A heterogeneidade e a complexidade estrutural das substincias himicas tém dado
suporte a hipotese de que essas substancias podem conter grupos ou estruturas quimicas
similares aquelas encontradas nas auxinas. Esses componentes tém a capacidade de interagir
com os receptores hormonais nas plantas, desencadeando uma cascata de eventos que resulta
no aumento da ativacdo da enzima H*-ATPase. Esse processo, por sua vez, estimula os
mecanismos relacionados ao crescimento das raizes laterais em plantas de milho (CANELLAS
et al., 2002). MUSCOLO et al. (2013) observaram que a presenca de estruturas semelhantes as
auxinas dentro da composi¢ao das substancias himicas nao € o tnico fator capaz de explicar os
efeitos que essas substincias exercem nas plantas. A capacidade das substancias himicas (SH)
de agir de maneira semelhante a auxina tem sido associada a sua habilidade de interagir com as
membranas em culturas de células de cenoura (Daucus carota). Nesse contexto, a presenga de
grupos carboxilicos nas SH de baixo peso molecular tem sido identificada como um fator que
favorece essa interagdo (MUSCOLO et al, 2007).

A Figura 22B mostra que os teores de ABA foi significativamente menor em raizes de
plantas tratadas com todos os tipos de substincias hiimicas apds 120 horas de inicio dos testes,
quando comparado com o controle. O AHCHECO resultou nos menores teores de ABA nas
raizes, sendo estatisticamente menor do que o observado em raizes tratadas com AHVC e
AFVC. Nas folhas, a aplicagdo de AFVC nao resultou em diferenca significativa do teor de
ABA em relacdo ao controle, enquanto o AHVC foi responsédvel pelo menor teor observado,
diferindo significativamente do controle e do AFVC. O AHCHECO mostrou teor de ABA nas
folhas com valores intermedidrios, ndo apresentando diferencas estatisticas com os demais
tratamentos.

Mora et al. (2012, 2014) observaram que a aplicacao de dcido himico obtido a partir de
leonardita estimula a sintese ABA por meio de vias que dependem do AIA, do 6xido nitrico
(ON) e do etileno. Olaetxea et al. (2015, 2017, 2019) demonstraram que os efeitos positivos do
dcido humico extraido de leonardita no crescimento da parte aérea das plantas estdo
relacionados a interagdes fisicas entre o dcido himico e as raizes, que provocam um estado
fisiologico semelhante ao estresse devido a alteracdes na condutividade hidrdulica radicular.
Essas mudancas parecem ser reguladas pelo aumento na sintese de ABA e AIA-ON.

O teor de 4dcido jasmonico nas raizes foi significativamente reduzido apds 120 horas da
aplicacdo das substancias humicas, em comparagdo com as raizes controle, ndo mostrando
diferenca estatistica entre si. A resposta nas folhas foi semelhante ao observado em raizes, os
teores de AJ também foram significativamente menor em folhas nos tratamentos com
substancia himica em relacdo ao controle, independente do tipo, ndo resultando em teores com
diferencas significativas entre si (Figura 22C).

De Hita et al. (2020) realizaram estudo em que houve aplicacdo radicular de acido
himico extraido de leonardita em plantas de pepino, os autores observaram que as 24 e 72 horas
ap6s aplicacdo, houve regulacdo hormonal que resultou em aumento nos teores de dcido
jasmonico nas raizes de plantas tratadas com a substancia himica naquele momento.

Os teores de AIA, ABA e AJ em raizes de plantas de pepino tratadas com AHVC, AFVC
e AHCHECO via radicular foram significativamente menores do que os observados em raizes
de plantas controle, tal como os teores nas folhas, que foram menor ou igual ao controle. Assim
como para os estudos envolvendo expressao génica, grande parte dos estudos envolvendo o
efeito de aplicacdo radicular de substancias himicas sobre a regulagdo hormonal realizam
avaliacdes em momentos iniciais, até 72 horas, havendo aumento nos teores de AIA, ABA e
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AJA em relacdo ao controle (MORA et al. 2014; OLAETXEA et al., 2019; DE HITA et al.,
2020). Nossos resultados mostram que 120 horas apds aplicacdo de diferentes tipos de
substancias himicas, o estimulo sobre o balan¢o hormonal da planta resultou em teores de AIA,
ABA e AJ menores do que de plantas controle. Por mais que hajam semelhancas entre os efeitos
sobre as quantidades de AIA, ABA e AJ em folhas e raizes de plantas tratadas com substancias
himicas, que apresentam distintas propriedades fisico-quimicas, também foram observadas
diferencas, como discutidas anteriormente.

A Figura 22D mostra que todas as substancias humicas resultaram em teor de acido
salicilico nas raizes, as 120 horas, significativamente menor do que o observado em plantas
controle, sendo a aplicacdio de AHCHECO responsével pela maior reduciao no teor de AS nas
raizes, estatisticamente inferior ao obsrvado pela aplicacio de AHVC e AFVC. Nas folhas, foi
possivel observar reducdo no teor de AS pela aplicacio de todos os tipos de composto
humificados, porém sem diferencgas significativas.

De Hita et al. (2020) também observaram que a aplicacao de dcido humico extraido de
leonardita em plantas de pepino via radicular resultou em reducdo ou manutencao do teor de
AS as 24 e 72 horas. Nossos resultados mostram que as 120 horas apds aplicacdo dos
tratamentos o teor de AS na raiz continua menor do que o observado em plantas sem aplicagao
de SH.

A aplicacdo de dcidos humicos, independete do material de origem, foi responsavel por
teor de citocininas nas raizes significativamente menor do que o encontrado em plantas controle
e nas tratadas com AFVC. As raizes que nao receberam substancias himicas e as tratadas com
AFVC ndo apresentaram teor de citocininas significativamente diferente entre si. Nas folhas, o
teor de citocininas foi significativamente superior pela aplicacio de &4cidos himicos,
independente da fonte, quando comparado com o observado em plantas controle e nas tratadas
com AFVC, que ndo diferiram com significancia entre si (Figura 22E).

Mora et al. (2010) observaram que a aplicagdo de 4cido humico (AH) obtido de
leonardita via radicular em plantas de pepino resultou em um aumento dos teores de citocininas
e poliaminas nas folhas, porém, houve uma reducao desses compostos nas raizes, até as 72
horas apds aplicacdo. Além disso, observaram que essa aplicagdo regulou a absor¢cdo de
diversos nutrientes pelas plantas.

Os resultados obtidos por Mora et al. (2010) em relag@o a aplicacdo de dcidos himicos
sao semelhantes aos encontrados neste trabalho, mesmo que a determinacdo dos teores tenha
sido realizada em tempos diferentes. Assim como no trabalho discutido, observamos que a
aplicacdo de 4cido hiimico, tanto o AHVC quanto o AHCHECO, resultaram em reducao dos
teores de citoticinina nas raizes e aumento nas folhas. Porém, a aplicagdo de AFVC néo alterou
o teores de citocinina nas folhas e raizes, em relagao ao controle, podendo indicar que o acido
falvico atue ao longo do tempo na regulacdo dos niveis de citocinina por vias diferentes das
exercidas pelos dcidos himicos.

Os estimulos sobre a regulacdo hormonal desencadeados pela aplicacdo das diferentes
substancias humicas apresentou alguns padrdes, porém a peculariedades pada cada SH, de
acordo com a sua fonte e tipo de SH, resultando em caracteristicas fisico-quimicas e
comportamentos diferentes.
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Figura 22. Concentragdo de 4cido indolacético (AIA), dcido abscisico (ABA), acido salicilico
(AS), acido jasmonico (AJ) e de citocininas, em raizes e folhas de plantas de pepino sob
aplicagdo via radicular de diferentes substancias humicas a 50 ppm. Barras com a mesmas
letra ndo sdo significativamente diferentes de acordo com o teste de Tukey (p<0,05), n=4.

¢) Composicao elementar de tecidos radiculares e foliares de plantas de pepino apos
aplicacao radicular de diferentes substancias himicas

A Tabela 4 mostra a composicdo elementar de raizes e folhas de plantas de pepino
submetidas a aplicacdo radicular de AHVC, AFVC e AHCHECO a 50 ppm. A aplicagdo de
todos os tipos de substancias himicas resultou em aumento significativo na quantidade de
carbono radicular, sendo que o teor em raizes tratadas com AHCHECO ainda
significativamente superior aos de outras SH. Nas raizes, apenas a aplicacdo de AFVC resultou
em teor de C estatisticamente superior aos demais tratamentos.

Em relagdo ao teor de hidrogénio, assim como para o percentual de C, a aplicacdo de
AHVC, AFVC e AHCHECO resultou em aumento significativo nas raizes quando comparado
com o controle, sendo que as tratadas com AHCHECO mostraram quantidade de C
estatisticamente superior ao estimulo resultante do AHVC. Nas folhas, apenas a aplicacdo de
AFVC resultou em quantidade de carbono significativamente superior ao controle.

O teor de nitrogénio nas raizes ndo sofreu altera¢des significativas devido a aplicacdo
de substancias humicas via radicular. A quantidade de N nas folhas aumentou
significativamente somente pela aplicacdo de AFVC. O teor de oxigénio na raizes reduziu
significativamente independentemente do tipo de substancia himica aplicada em comparacao
com o controle, porém, 0 AHCHECHO resultou em quantidade de O significativamente inferior
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aos observado pela aplicacdo de AHVC e AFVC. Nas folhas apenas a aplicacdo de AFVC
resultou alteragdes significativas com o controle, reduzindo o teor de oxigénio neste 6rgdo.

Os resultados mostram claramente que héd diferengas nos efeitos sobre a composi¢ao
elementar de raizes e folhas de plantas, sendo de um tipo para dcidos himicos e de outro para
acido fulvico. De maneira geral, os estimulos nas quantidades de C, H, N e O das raizes foram
semelhantes, havendo aumento ou reducio conjunta pelo efeito das substancias himicas, porém
com intensidades diferentes, sendo o AHCHECO o que resultou nas alteracdes mais abruptas,
como discutido anteriormente. No entanto, nas folhas, as quantidades de C, H, N e O sofreram
alteracoes significativas apenas pela aplicacdo de AFVC, havendo aumento na quantidade de
C,HeN, e reducido do teor de O.

Tabela 4. Composi¢do elementar de raizes e folhas de plantas de pepino submetidas a aplicacao
radicular de AHVC, AFVC e AHCHECO a 50 ppm.

Controle AHVC 50 AFVC 50 AHCHECO 50
%o
C Raiz 36,07 ¢ 38,25b 38,51b 39,61 a
Folha 39,36 b 38,57 b 60,54 a 37,07 b
H Raiz 4,63 c 5,22b 5,27 ab 5,39 a
Folha 5,75b 5,49 b 8,70 a 5,43 b
N Raiz 5,55a 5,57 a 5,46 a 5,47 a
Folha 5,68 b 5,24 b 8,86 a 5,30b
0) Raiz 53,75 a 50,96 b 50,76 b 49,53 ¢
Folha 49,21 a 50,70 a 21,89 b 52,20 a

* valores na mesma linha com letras semelhantes néo diferiram siginificativamente por tukey p<0,05; n=4.
d) Concentracoes de ions nas raizes e folhas de pepino

A Tabela 5 apresenta o teor de elementos em raizes e folhas de pepinos tratados com
AHVC, AFVC e AHCHECO 4 50 e 100 mg L!. O teor de K nas raizes foi significativamente
maior que o controle apenas em plantas tratadas com AFVC 50, porém AHVC 50 e AHCHECO
50 ndo diferiram estatisticamente dela. Nas folhas, por mais que a maior quantidade fosse
observada pela aplicagdo de AFVC50, ndo houve diferencgas significativas entre os tratamentos.
O teor de P nas raizes aumentou significativamente pela aplicacdo de AHVC 50 e AFVC 50
em comparacao com o controle. Nas folhas, assim como para o K, a aplicagdo de AFVC resultou
no maior teor de P, porém ndo foi detectada diferenca estatistica entre os tratamentos. Em
relacdo aos niveis de cdlcio nas raizes, foram observadas alteragdes significativas pela aplicagdao
da AHVC 100 e AHVC 100, que resultaram em reducdo de Ca neste 6rgdo vegetal. A
quantidade de Ca nas folhas ndo sofreu alteracdes significativas. Os teores de Mg e S, tanto em
raizes como em folhas, ndo sofreram alteragdes significativas pela aplicacdo das diferentes
fontes e doses de substancias humicas.

Os teores de macronutrientes analisados (K, P, C, Ca, Mg e S) aumentaram com maior
intensidade nas plantas tratadas com substincias hiimicas na concentra¢io de 50 mg L!. Os
bioestimulantes aplicados a 100 mg L' resultaram na manutencdo ou redugio dos teores de
macronutrientes, dependendo da fonte aplicada e do macronutriente avaliado. De modo geral,
o tratamento com AFVC 50 foi o que mais favoreceu o acimulo de macronutrientes, tanto nas
folhas quanto nas raizes.

O impacto das substancias humicas na promocdo da absor¢do de ions pelas plantas
ocorre devido a uma combinagdo de efeitos diretos no metabolismo das plantas e alteragdes na
rizosfera. Embora os mecanismos subjacentes que estimulam a absor¢do de nutrientes nas
plantas tratadas com SH ainda ndo estejam completamente compreendidos, os beneficios desses
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compostos na nutricao das plantas s@o notaveis (VARANINI & PINTON, 2006; JANNIN et
al.; 2012; MORA et al., 2014; TAVARES et al., 2016). Entre os efeitos positivos das SH na
absor¢ao mineral das plantas, destaca-se a capacidade de aumentar a atividade da enzima H*-
ATPase na membrana plasmatica das raizes, o que, por sua vez, estimula a captacdo de certos
macro e micronutrientes (ZANIN et al., 2019; TAVARES et al. , 2019).

O acumulo de ferro nas raizes diminuiu em todos os tratamentos contendo substancias
himicas, quando comparado ao controle, havendo redugdo significativa por efeito do AHVC
100, AFVC 100 e AHCHECO 100. Por sua vez, o acimulo de Fe nas folhas ndo foi
significativamente alterado com a aplicac@o dos bioestimulantes. Os teores de Zn e Mn, tanto
nas raizes quanto nas folhas, ndo mostraram alteracdes significativas em plantas tratadas com
SH, quando comparado com o controle. O teor de cobre nas raizes reduziu significativamente
pela aplicacdo de AHVC 100 e AFVC 100, em relagdo ao controle. Ja nas folhas ndo houveram
alteracdes significativas nas quantidades de Cu. O teor de boro nas raizes reduziu
significativamente por meio da aplicacio de AHVC 100 e AHCHECO 100, em relagdo ao
controle. Nao houve diferengas significativas nos teores de B das folhas. Os teores de
molibdénio da raizes e folhas diferiram significativamente entre os tratamentos.

De maneira geral, assim como para os teores de macronutrientes, 0 micronutrientes
analisados (Fe, Zn, Mn, Cu, B e Mo) mostraram um balanco em suas quantidades em folhas e
raizes de plantas de pepino mais favorecido pela aplicacdo de substancias himicas na
concentracdo de 50 mg L',

Diversos estudos documentam que as substancias himicas e suas fracdes, provenientes
de diversas fontes, ttm a capacidade de aprimorar a absor¢do e a assimilagdo tanto de
micronutrientes (como boro, cobre, ferro, molibdénio, manganés, zinco e cobalto) quanto de
macronutrientes (Nitrogénio, Fésforo, Potéssio, Célcio, Magnésio e Enxofre) (NIKBAKHT et
al., 2008; VERLINDEN et al., 2010; JANNIN et al.; 2012; TAVARES et al., 2016).

A quantidade de silicio nas raizes mostrou aumento significativo apenas pela aplicacao
de AFVC 50, enquanto os teores de Si nas folhas aumentaram significativamente em plantas
tratadas com AFVC 50 e AFVC 100. Os teores de sédio e aluminio ndo sofreram alteracdes
significativas com o controle, devido a aplicacdo de diferentes tipos e doses de substincias
hdmicas.

O silicio exerce efeitos positivos em plantas por meio de maior resisténcia a seca,
salinidade, além de contribuir para a melhora no estado nutricional, transpiracdo e,
possivelmente, em alguns aspectos da eficiéncia fotossintética das plantas (MENEGALE et al.,
2015). O aumento no teor de Si em raizes e folhas de plantas tratadas com AFVC 50 pode ser
um indicio que este tipo de substincia humica esteja associado a um estimulo ao estresse, de
maneira mais intensa ou em momento diferente, em comparagdo com as demais substancias
humicas. De modo geral, o AFVC 50 foi o tratamento que mais estimulou o acimulo de
nutrientes em raizes e folhas de plantas de pepino. Diversos autores relataram sinalizacoes,
desencadeadas pela aplicacdo de substancias hiimicas via radicular, semelhantes as observadas
por respostas ao estresse vegetal, alterando condutividade hidrdulica radicular (ASLI &
NEUMANN, 2010), o sistema oxidativo (GARCfA et al., 2014) e o desempenho fotossintético
(CASTRO et al., 2021, 2022).

Os acidos fulvicos tém maior acidez total, maior ntimero de grupos carboxila e maiores
capacidades de adsorcdo e troca cationica do que os 4cidos himicos, podendo desempenhar
papéis como quelantes naturais na mobilizacdo e transporte de nutrientes (BOCANEGRA et
al., 2006).
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Tabela 5. Concentracdo de nutrientes em raizes e folhas de plantas de pepino tratadas com
AHVC, AFVC e AHCHECO 4 50 e 100 mg L.

AHVC AFVC  AHCHECO AHCHECO
Controle AHVC 50 100 AFVC 50 100 50 100

ug g'! de massa seca
Raiz 202,36 b 364,52 ab 250,52 b 547,66 a 297,72 b 348,56 ab 253,94 b

K Folha 30969ab 2777,1b 2360,3 b 4625,0a  3440,3 ab 3590,5 ab 2975,7 ab
P Raiz 152,15¢  213,62ab 160,57 ¢ 256,92 a 187,93 bc 179,74 be 158,57 ¢
Folha 117647a 1138,01a 1190,57a 1522,84a 1289,01a 1308,94 a 1032,02 a
C Raiz 133,60 a 132,01 a 76,77 b 14522a 110,77 ab 117,14 ab 84,70 b
a Folha 1098,0ab 1543,0ab  10399Db 1902,8a 12034 ab 1451,4 ab 1099,7 ab
Mg Raiz 47,43 abc 51,52 abc 28,14 ¢ 66,71 a 50,55 abc 53,47 ab 40,73 bc
Folha 444,12ab 608,11 ab  357,35D 713,30 a 488,93 ab 599,38 ab 489,33 ab
S Raiz 33,79 ab 51,17 ab 24,29 b 46,75 ab 41,96 ab 56,74 a 34,81 ab
Folha 37548 ab 454,09ab  357,89b 551,43 a 382,75 ab 426,03 ab 361,20 b
Fe Raiz 12,00 a 11,34 ab 5,32d 9,17 abc 7,50 bed 9,96 abc 6,67 cd
Folha 6,71 a 10,91 a 7,87 a 8,29 a 7,65 a 10,63 a 9,21 a
Raiz 4,64 ab 4,19b 3,18b 7,91 ab 340b 9,69 a 4,71 ab
Zn Folha 8,78 a 895a 8,85a 11,12 a 7,65 a 10,31 a 8,61 a
Mn Raiz 2,88 abc 4,32 ab 1,75 ¢ 2,80 abc 2,33 be 4,64 a 2,45 be
Folha 3,52 a 471 a 3,77 a 4,99 a 471 a 5,61 a 3,96 a
C Raiz 0,796 a 0,627 abc 0,473 bc 0,776 a 0,371 ¢ 0,671 ab 0,522 abc
4 Folha 0,742 a 0,929 a 0,756 a 0,979 a 0,700 a 0,884 a 0,695 a
B Raiz 0,4683a 02968 bc  0,1953¢ 0,3676 ab  0,2781 bc 0,4134 ab 0,3621 ab
Folha  1,2708 a 1,5383 a 1,2355a 1,6580 a 1,3271 a 1,4524 a 1,1504 a
Raiz 0,0600a  0,0444ab 0,0366b 0,0416ab  0,0462 ab 0,0438 ab 0,0249 b
Mo Folha 0,3318ab 0,3883ab 0,3587ab  0,4456a 0,3339 ab 0,3465 ab 0,2458 b
. Raiz  1,2584bc  1,0837bc  0,9706 c 2,2359a  1,5088 bc 1,7175 ab 1,0841 be
St Folha  4,1420b 6,2781Db 5,5145b 12,356 a 10,497 a 5,5956 b 3,5306 b
Raiz 47,43 a 47,38 a 36,65 a 51,86 a 38,92 a 51,13 a 44,70 a
Na Folha 80,93 a 95,82 a 74,88 a 97,41 a 92,18 a 83,82 a 90,28 a
Al Raiz 7,14 ab 7,19 ab 5,76 b 7,41 ab 6,71 ab 8,81 a 8,11a
Folha 5,75a 6,29 a 7,11 a 6,93 a 7,34 a 6,69 a 7,54 a

* valores na mesma linha com letras semelhantes nio diferiram siginificativamente por tukey p<0,05; n=4.
¢) Estimulo no desenvolvimento radicular

A aplicacdo de AHVC, AFVC e AHCHECO por via radicular modificou a morfologia
das raizes de plantas de pepino (Figura 23). A drea radicular ndo foi significativamente alterada
pela aplicagdao de nenhum tratamento em relagdo ao controle, porém foi possivel observar um
aumento maior da 4rea pela aplicacdo das substincias himicas 2 100 mg L' do que na dose
inferior (Figura 23A). Todos os tratamentos com substincias hiimicas resultaram em reducio
do volume radicular em relacdo ao controle, porém sem diferenca significativa, com excecao
do AHVC100, que apresentou valores semelhantes ao controle (Figura 23B). O comprimento
radicular foi estimulado por todos os tratamentos com substancias himicas, independente da
concentracdo, porém, a aplicacio de AFVC50 e AHCHECOS50 foram os tdnicos que
estimularam significativamente o alongamento radicular em relagdo ao controle (Figura 23C).
O ndmero bifurcacdes nas raizes também foi estimulado pela aplicagdo de substancias himicas
quando comparado ao controle, porém sem diferencas estatisticas, sendo que a aplicacao
AHVCI100 foi o tratamento que mais aumentou o nimero de bifurcacdes radiculares, enquanto
a aplicacdo AFVC50 foi a que menos estimulou (Figura 23D).
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O diametro médio das raizes reduziu devido a aplicagdo de tratamentos com substancias
himicas independentemente do tipo e dose, mas o unico que resultou em reducao significativa
quando comparado ao controle foi a aplicacdo de AFVC50 (Figura 23E). A Figura 23F mostra
que a quantidade total de raizes foi estimulada mais intensamente pela aplicacio de substincias
hiimicas na concentracdo de 50 mg L', sem diferenca significativa, sendo o AFVC50 o que
mais aumentou o nimero de raizes. Por sua vez, os tratamentos AHVC100 e AHCHECO100
resultam em reducdo, estatisticamente ndo diferente, do nimero de raizes em relacdo a
testemunha. A aplicacdo de AFVC 50 foi a que mais estimulou o aumento na quantidade de
raizes finas, médias e grossas, em comparagao com o controle. No entanto, apenas a quantidade
de raizes médias mostrou superioridade estatisticamente significativa quando comparado ao
controle (Figura 23G-1).

Os efeitos sobre a morfologia e arquitetura radicular pela aplicacdo de substancias
himicas em plantas sdo os mais relatados na literatura, principalmente pelos estimulos sobre a
quantidade, comprimento e espessamento das raizes, alterando assim o volume e drea de
superficie radicular (CANELLAS et al., 2015; GARCIA et al., 2016; GARCIA et al., 2019:;
TAVARES et al., 2020; CASTRO et al., 2021), influenciando na absorc@o de 4gua e nutrientes
pelas plantas (JANNIN et al., 2012; OLAETXEA et al., 2015; TAVARES et al., 2019). De
acordo com Dobbs et al. (2007), é evidente que, de forma geral, o impulso no crescimento e
desenvolvimento das raizes resulta da administracdo de doses baixas ou moderadas de SH,
podendo-se até notar um efeito inibidor em concentracdes elevadas, assim como observado no
presente estudo.

Asli & Neumann (2010) propuseram que as SH exercem seus estimulos nas plantas por
meio de interacdes com as raizes, o que é chamado de estresse coloidal, levando a modificag¢des
na taxa de transpiragc@o e na condutividade hidraulica. A aplicag@o radicular de AH via raizes
demonstrou a capacidade de aumentar a expressao de genes, a atividade das enzimas do sistema
oxidativo e os niveis de EROs em plantas, podendo ser resultado do “estresse” causado pela
interacio das substincias himicas com o sistema radicular (GARCIA et al., 2014, 2019;
OLAETXEA et al., 201).

Ojwang e Cook (2013) indicam que a interag¢do entre substincias hlimicas e raizes pode
modificar a uniformidade da membrana radicular, tornando-a potencialmente permedvel a
fragmentos himicos de menor tamanho. Diversos pesquisadores destacaram a existéncia de
uma relacao entre as estruturas e propriedades presentes nas SH e a natureza e intensidade do
estimulo provocado no sistema radicular de diferentes culturas (CANELLAS et al., 2012;
AGUIAR et al., 2013; GARCIA et al., 2016, 2019; CASTRO et al., 2021). Muscolo et al. (2007)
constataram que uma fracdo himica de peso molecular reduzido, caracterizada por uma maior
quantidade de grupos carboxila e menor hidrofobicidade, demonstrou uma interacdo mais
intensa com as membranas celulares de plantas de cenoura (Daucus carota L.).

Garcia et al. (2016a,b) e Castro et al. (2021) observaram incremento na emissio de
raizes laterais em plantas de arroz, o que foi associado a caracteristicas de substancias himicas
menos complexas e mais funcionalizadas, incluindo a presenca de grupos carboxilicos e menor
hidrofobicidade. Essas constatacdes sustentam as observacdes deste estudo, uma vez que o
AFVC apresenta essas mesmas caracteristicas e promoveu de maneira mais intensa a emissao
de raizes na dose de 50 mg L™!.
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Figura 23. Estimulos radiculares em plantas de pepino submetidas a aplicagdo via radicular de
AHVC, AFVC e AHCHECO 250 e 100 mg L. Area radicular (A), volume radicular (B),
comprimento radicular (C), nimero de bifurcac¢des radiculares (D), didmetro radicualar (E),
numero total de raizes (F), nimero de raizes finas (G), nimero de raizes médias (H) e
nimero de raizes grossas (I), n=3.
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f) Efeito da aplicacao de diferentes fontes e doses de substancias himicas na producao de
biomassa fresca e seca de plantas

As trés substancias himicas (AHVC, AFVC e AHCHECO) estimularam de forma
diferente o acimulo de biomassa fresca e seca nas folhas e raizes de plantas de pepino, de
acordo com a concentra¢do do bioestimulante (50 e 100 mg L!) (Figura 24). A Figura 24A
mostra a producdo de biomassa fresca em folhas de pepino, que foi significativamente superior
ao controle devido a aplicacio de AHVC 50, AFVC 50 e AHCHECO 50,sendo maior o
acimulo de biomassa foliar pela aplicagio de AHCHECO 50, no entanto sem diferirem
estatisticamente entre si. O tratamento com AFVC 100 resultou em massa fresca das folhas
significativamente igual ao observado pela aplicacio das trés SH 4 50 mg L!, porém também
ndo diferiu significativamente do controle. Os tratamentos utilizando as outras substincias
hiimicas 2 100 mg L' (AHVC 100 e AHCHECO 100) também nio resultaram em biomassa
fresca das folhas estatisticamente diferente ao observado em plantas controle. A produc¢do de
massa fresca radicular foi significativamente maior, quando comparado com o controle, em
plantas tratadas com AHVC 50, AFVC 50 e AHCHECO 50, sendo que plantas tratadas com
AFVC 100 nao apresentaram diferencga significativa com as plantas submetidas a aplicacao de
qualquer SH na dose de 50 mg L'!. A aplicacdo de AHVC 100, AFVC 100 e AHCHECO 100
nao resultou em plantas com produgdo de biomassa radicular significativamente diferente do
que o observado em plantas controle (Figura 24B).

A Figuras 24C mostra a producao de biomassa seca de folhas de plantas pepino devido
a aplicagdo de diferentes concentracdes e tipos de substancias himicas. Conforme observado
no acumulo de biomassa seca das folhas, a aplicacio de AHVC 50 e AFVC 50 resultou em
estimulo significativamente superior ao controle. As folhas de plantas tratadas com AHVC 100,
AFVC 100 e AHCHECO 50 ndo mostraram valores de biomassa seca estatisticamente
diferentes dos tratamentos de maior estimulo, assim como ndo diferiram significativamente do
controle. A massa seca das folhas de plantas submetidas a aplicagio de AHCHECO 100
também nao mostrou diferencas em nivel significativo com o controle. A producdo de biomassa
seca das raizes, apresentada na Figura 24D, foi significativamente superior ao controle pela
aplicacdo de AHVC 50, AFVC 50 e AFVC 100, sendo maior devido a aplicagdo de AFVC 50.
Os tratamentos restantes ndo resultaram em massa seca radicular significativamente diferente
do controle.

E possivel observar que os estimulos na producio de biomassa fresca e seca ocorreram
de maneira diferenciada de acordo com o tipo de substancia hiimica e dose aplicada. No geral,
quando comparadas as doses entre a mesma SH, observamos que o AHVC 50, AFVC 50 e
AHCHECO 50 resultaram em maior producdo de biomassa fresca e seca de folhas e raizes,
quando comparado ao controle e as plantas tratadas com SH 2 100 mg L', O actimulo de massa
fresca, tanto foliar quanto radicular, foi mais estimulado pelo AFVC 50 e AHCHECO 50,
enquanto a biomassa seca radicular foi maior pela aplicacdo de AHVC 50 e AFVC 50.

No estudo de Asli e Neumann (2010), foi estabelecida uma conexao entre a inibi¢ao do
crescimento da parte aérea, induzida por concentragdes elevadas de dcidos humicos, e a acdo
primordial dessas substancias na superficie radicular. A aplicacdo de alta concentracdo de
acidos himicos resultou em uma espécie de obstrucao dos poros nas células da parede da raiz,
levando a redugdes na condutividade hidrdulica radicular e no crescimento da parte aérea das
plantas.

O aumento da biomassa fresca e seca de plantas tratadas com diferentes substancias
himicas via radicular foi observado por varios autores nos tltimos anos, que atribuiram esse
acimulo de biomassa a regulagdo génica e hormonal, estimulo na absor¢ao de nutrientes,
alteracdes no sistema oxidativo, alteracdes fotossintéticas e desenvolvimento radicular (MORA
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etal ., 2014; GARCIA et al., 2016; OLAETXEA et al., 2017; TAVARES et al., 2019; DE HITA
et al., 2020; CASTRO et al., 2021).
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Figura 24. Actimulo de biomassa fresca das folhas (A) e das raizes (B) e de biomassa seca de
folhas (C) e de raizes (D) em plantas de pepino sob aplica¢do via radicular de AHVC,
AFVC e AHCHECO a 50 e 100 mg L. Barras com a mesmas letra ndo sdo
significativamente diferentes de acordo com o teste de Tukey (p<0,05), n=5.
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3.6 CONCLUSOES

O AFVC possui a menor razdo C/N, menor condensacdo aromatica, maiores
quantidades de estruturas do tipo carboxila e menor hidrofobicidade, portanto, se trata de uma
fracdo himica com propriedades quimicas de maior labilidade. O AHCHECO mostrou a maior
razdo C/N, maior condensacdo aromadtica, maiores quantidades de estruturas aromadticas nao
funcionalizadas e maior hidrofobicidade, sendo a fragdo himica com propriedades quimicas de
maior recalcitrancia.

A aplicacdo radicular de AFVC mostrou maior estimulo sobre o desenvolvimento das
raizes nas doses de 40 e 60 mg L™! e &s 72-96 horas apés o inicio dos tratamentos. A aplicacio
foliar de AFVC na dose de 80 mg L™! foi a que mais contribuiu para o desenvolvimento radicular
e para a produgdo de biomassa fresca e seca das plantas. Em ambos os experimentos as maiores
doses inibiram o desenvolvimento e crescimento das plantas.

O AHVC, AFVC e AHCHECO estimularam o crescimento vegetal por meio de
estimulos, intensidades e momentos diferentes. A aplicagdo radicular de AFVC 50 resultou em
plantas com melhor desenvolvimento radicular e maior acimulo de biomassa, por meio de
regulacdo génica e hormonal, além de estimulos na absor¢do de nutrientes.

As 120 horas apés aplicacdo das substincias hdmicas via radicular 2 50 mg L' em
plantas de pepino, os genes CsNRT1.9, CsSultrl.2, CsNRT1.2A e CsIRTI e as quantidades de
acido salicilico e citocininas nos tecidos vegetais permanecem em niveis semelhantes ao
observado por outros autores as 24 e 72 horas apds aplicagao.
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4. CAPITULO II

CARACTERIZACAO, DOSE VS RESPOSTA E BIOATIVIDADE DO
EXTRATO DE AAPPAPHYCUSALVAREZI]
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4.1 RESUMO

A maioria dos produtos derivados de extratos de algas marinhas encontra aplicagdo no setor
agricola e na horticultura, devido aos beneficios que proporcionam as plantas. Os extratos de
macroalgas, com destaque para o de Kappaphycus alvarezii, t¢m sido amplamente empregados
na fabricacdo de fertilizantes e bioestimulantes. Esses efeitos positivos dos extratos de
Kappaphycus alvarezii (K-sap) parecem estar relacionados a sua composicdo quimica e
estrutural. Cada vez mais € necessdrio a realizacdo de pesquisas com o propdsito de estabelecer
uma ligacdo entre as caracteristicas fisico-quimicas dos extratos de Kappaphycus alvarezii e a
sua atividade benéfica nas plantas. Portanto, o objetivo deste capitulo consistiu em realizar a
caracterizacdo, tanto em termos composicionais quanto estruturais, além da caracterizacdo
nutricional, de diferentes fracdes da alga Kappaphycus alvarezii, incluindo o extrato aquoso e
a biomassa sélida, sem adicdo de conservantes. Além disso, o estudo avaliou o efeito da
aplicacdo dos extratos (tanto via foliar quanto radicular) no crescimento e desenvolvimento das
plantas de arroz, investigando as vias de regulacdo génica, metabdlica e fisioldgica que
justificam o estimulo proporcionado ao crescimento vegetal. No experimento 1, foram
estudadas as doses mais promissoras de K-sap aplicado via radicular no desenvolvimento de
raizes (quantidade, comprimento, didmetro, bifurcacdes, drea e volume radicular), na produgao
de biomassa fresca e secas, e no acimulo de K* e Na*. No experimento 2, foram estudadas as
doses mais promissoras de K-sap aplicado via foliar no desenvolvimento radicular e acimulo
de biomassa fresca e seca de raizes, bainhas e folhas. No experimento 3, foram aplicados K-
sapR2% (viaradicular), K-sapF2% (via foliar) e K-sapF10% (via foliar) e avaliadas a expressao
de genes de raizes e folhas envolvidos na absor¢ao e assimilagdo de N e K* e relacionados ao
sistema oxidativo, teores de metabdlitos soldveis, acimulo de nutrientes, desempenho
fotossintético, desenvolvimento radicular e producao de massa fresca e seca. O extrato K-sapLL
obtido neste estudo, manteve componentes organicos ricos em lipideos, proteinas e k-carragena,
além de conter uma composi¢do de macro e micronutrientes abundante em Ca, Mg, K e P, com
uma relagdo C:N baixa. A sua composicdo organica e mineral torna-o um material com a
capacidade de estimular o crescimento das plantas. A aplicacdo radicular do K-sap resultou em
melhorias na nutri¢do das plantas, aumentando a concentracido de K e N, sobretudo nas folhas.
Isso ocorreu durante um estdgio em que os genes envolvidos no transporte e assimilacdo de N
ainda estavam ativos, contribuindo para uma melhoria significativa na eficiéncia fotossintética.
Como resultado, houve um aumento na producdo de biomassa, um maior crescimento das
plantas em altura e um maior desenvolvimento do sistema radicular. Por outro lado, as
aplicacdes foliares do K-sap levaram a um menor acimulo de N e K, principalmente nas raizes
e bainhas. No entanto, durante esse estdgio, os transportadores de N e K foram estimulados,
resultando em um aumento no contetido de N-NO3™ e N-amino livre. Embora a eficiéncia
fotossintética tenha melhorado de forma menos expressiva, a aplicagdo foliar a uma
concentracdo de 2% promoveu o crescimento das plantas, aumentando a produ¢do de biomassa
e estimulando o crescimento e desenvolvimento do sistema radicular. O K-sap demonstra ser
uma op¢ao vidvel como bioestimulante, tanto para aplicagdo foliar quanto radicular, resultando
em um aumento na biomassa seca em raizes, bainhas e folhas, bem como no desenvolvimento
radicular aprimorado.

Palavras-chave: Extratos de alga. K-sap. Caracterizacdo. Modo de acdo. Bioatividade.
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4.2 ABSTRACT

Most products derived from seaweed extracts find application in the agricultural and
horticultural sectors, due to the benefits they provide to plants. Macroalgae extracts, especially
Kappaphycus alvarezii, have been widely used in the manufacture of fertilizers and
biostimulants. These positive effects of Kappaphycus alvarezii (K-sap) extracts appear to be
related to their chemical and structural composition. It is increasingly necessary to carry out
research with the purpose of establishing a link between the physicochemical characteristics of
Kappaphycus alvarezii extracts and their beneficial activity in plants. Therefore, the objective
of this chapter was to carry out the characterization, both in compositional and structural terms,
in addition to atomic absorption, of different fractions of the alga Kappaphycus alvarezii,
including the aqueous extract and solid biomass, without the addition of preservatives.
Furthermore, the study evaluated the effect of applying extracts (both foliar and root) on the
growth and development of rice plants, investigating the gene, metabolic and physiological
regulation pathways that justify the stimulus provided to plant growth. In experiment 1, the
most promising doses of K-sap applied via the roots were studied in root development (quantity,
length, diameter, bifurcations, area and root volume), in the production of fresh and dry
biomass, and in the accumulation of K* and Na™*. In experiment 2, the most promising doses of
K-sap applied via foliar use on root development and accumulation of fresh and dry biomass of
roots, sheaths and leaves were studied. In experiment 3, K-sapR2% (root route), K-sapF2%
(foliar route) and K-sapF10% (foliar route) were applied and the expression of root and leaf
genes involved in the absorption and assimilation of N and K* and related to the oxidative
system, soluble metabolite levels, nutrient accumulation, photosynthetic performance, root
development and fresh and dry mass production. The K-sapL obtained in this study maintained
organic components rich in lipids, proteins and k-carrageenan, in addition to containing a
composition of macro and micronutrients abundant in Ca, Mg, K and P, with a low C:N ratio.
Its organic and mineral composition makes it a material with the ability to stimulate plant
growth. The root application of K-sap resulted in improvements in plant nutrition, increasing
the concentration of K and N, especially in the leaves. This occurred during a stage when genes
involved in N transport and assimilation were still active, contributing to a significant
improvement in photosynthetic efficiency. As a result, there was an increase in biomass
production, greater plant growth in height and greater development of the root system. On the
other hand, foliar applications of K-sap led to a lower accumulation of N and K, mainly in the
roots and sheaths. However, during this stage, N and K transporters were stimulated, resulting
in an increase in free N-NOs3™ and N-amino content. Although photosynthetic efficiency
improved less significantly, foliar application at a concentration of 2% promoted plant growth,
increasing biomass production and stimulating the growth and development of the root system.
K-sap proves to be a viable option as a biostimulant, for both foliar and root application,
resulting in an increase in dry biomass in roots, sheaths and leaves, as well as improved root
development.

Key words: Algae extracts. K-sap. Characterization. Mode of action. Bioactivity.
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4.3 INTRODUCAO

A producdo de algas marinhas mediante a maricultura tem aumentado mais de 50% nos
ultimos anos e cresce em uma razao de 6,2% ao ano. Tal disponibilidade, em especial as de
macroalgas, tem promovido o seu uso como fertilizantes, bioestimulantes, protetores de estresse
em plantas e condicionadores de solo. Os extratos de macroalgas, especialmente Kappaphycus
alvarezii vém sendo amplamente utilizados na produgao de fertilizantes e bioestimulantes, tanto
em formulagdo liquida como sélida, uma vez que tem mostrado estimulos sobre a absorcao de
agua e nutrientes pelas plantas (FAO, 2018; FAO, 2020; KHOLSSI et al., 2022).

De acordo com a FAO (2021), Kappaphycus alvarezii ¢ uma das cinco espécies de algas
mais cultivadas no mundo. Uma das razdes para o cultivo de algas vermelhas (Kappaphycus
alvarezii) em grande escala estd relacionada com a facilidade de crescimento e seu elevado
conteido de carboidratos, principalmente carragena, com quantidade entre 40 e 50% da sua
massa seca (RUDKE et al., 2020). Em geral, a alga vermelha Kappaphycus alvarezii possui
uma composicao além dos carboidratos, de 3,3% de proteinas, 3,3% de lipideos, 3,0% de
compostos aromdticos insoldveis, 15,6% de cinzas e 12,4% de sulfatos (SOLORZANO-
CHAVEZ et al., 2019).

A alga Kappaphycus alvarezii possui potencialidades como bioestimulantes vegetais
pois promovem o aumento dos rendimentos de diversos cultivos, seja em substituicdo dos
fertilizantes sintéticos ou em suplementacdo a estes, isto porque, além da sua riqueza na
composi¢do, sua fabricacdo € considerada sustentavel por ter uma pegada de baixo carbono
(GHOSH et al., 2015). A acao bioestimulante dos extratos de Kappaphycus alvarezii em plantas
se da a partir de bases cientificas consideradas determinantes para promover seus efeitos; uma
delas relacionada com a aplicagdo exdgena do extrato na sua forma pura, o que garante a
preservacdo de compostos bioativos e, a segunda, relacionada as baixas concentracdes aplicadas
aos vegetais, o que promove potencialidades para sua utilizacio em uma ampla gama de
espécies de plantas (VAGHELA et al., 2023).

Os efeitos benéficos dos extratos de Kappaphycus alvarezii parecem ser o resultado da
sua riqueza composicional, sendo ricos em compostos bioativos como fendis, flavonoides,
esteroides, carboidratos, proteinas, lipideos, carotenoides e antioxidantes, além de uma elevada
quantidade de elementos minerais como K, P, Fe, Zn, entre outros (VAGHELA et al., 2022). A
aplicacdo de extratos de Kappaphycus alvarezii em concentragdes de 7.5%, contribuiu para a
melhoria da producdo em cultivos de batata, com aumento do rendimento e quantidade de
tubérculos por planta (PRAMANICK et al., 2017). Em cana de agtcar, a aplicacdo de 1% de
bioestimulantes a base de Kappaphycus alvarezii promoveu aumentos de até 26.16% dos
rendimentos agricolas, melhorando ainda a qualidade interna do suco (KARTHIKEYAN &
SHANMUGAM, 2017). Expressivos aumentos no rendimento do cultivo da banana (56.58%),
numero de frutos por toneladas (até 29.68%) e qualidade interna dos frutos, tem sido relatada
quando aplicados via foliar extratos de Kappaphycus alvarezii em concentracdes de 5%
(KARTHIKEYAN & SHANMUGAM., 2014). Em plantas de arroz, a producdo de graos
também aumentou em até 11.80% quando aplicado o extrato de Kappaphycus alvarezii via
foliar a concentracdes de 15% (DEVI & MANI, 2015).

Em plantas de milho que receberam aplicacdes via foliar de extratos aquosos de
Kappaphycus alvarezii diluido a 10%, houve um aumento do rendimento e dos parametros
relacionados com nimero de graos por espiga e comprimento da espiga, a0 mesmo tempo em
que houve uma diminuicdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e aumento da atividade
enzimatica de regulacdo redox nas plantas (TRIVEDI et al., 2021). Os estudos de
sequenciamento em larga escala (RNAseq), realizados em ensaios com a aplicac¢do de extratos
aquosos de Kappaphycus alvarezii a 2,5% também em plantas de milho, mostrou que hd um
estimulo no crescimento do sistema radicular e do aumento na absorcao de nutrientes, tais
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efeitos mediante uma regulacdo de genes que codificam para sinalizacdo hormonal,
metabolismo no nitrogénio, regulacio oxidativa e atividade peroxidase (KUMAR et al., 2020).
Em plantas de trigo (Triticum durum) aplicagdes de Kappaphycus alvarezii promoveram
estimulos do crescimento e desenvolvimento das plantas, diminuindo os danos na
permeabilidade das membranas, reduzindo o extravasamento de eletrélitos, reduzindo as EROs
e aumentando a atividade das enzimas superéxido dismutase, a0 mesmo tempo, osmoprotetores
como prolina, agticares e fitohormonios sdo também regulados pelo extrato aplicado (PATEL
et al., 2018).

A maior parte dos produtos obtidos a partir de extratos de algas marinhas é
comercializada para uso na agricultura e horticultura devido aos seus efeitos positivos nas
plantas e a capacidade de mitigar estresses causados por fatores tanto ambientais quanto
bioldgicos (CRAIGIE, 2011; BHATTACHARY YA et al., 2015), mas muito poucos modos de
acdo foram elucidados. Seria altamente relevante investigar a natureza dos compostos de
sinalizacdo/ativacdo presentes em extratos de algas marinhas e, assim, compreender como esses
elementos podem ter fungdes semelhantes ou andlogas em plantas terrestres (HURTADO &
CRITCHLEY, 2018).

Diante deste cendrio, se fazem necessdrias cada vez mais pesquisas que visem
estabelecer uma relacdo entre a composicao quimica-estrutural dos extratos de Kappaphycus
alvarezii e sua bioatividade. Sdo escassos os estudos sobre os modos de acdo de extratos de
Kappaphycus alvarezii em plantas, especialmente aqueles mecanismos utilizados pelos extratos
de Kappaphycus alvarezii quando aplicados via foliar ou radicular.

Sendo assim, o objetivo deste capitulo foi caracterizar composicional e estruturalmente
subfracdes da alga Kappaphycus alvarezii (extrato aquoso e biomassa sélida) in natura (sem
adicao de conservantes) utilizando técnicas de anélises composicional e espectroscopica e pela
avaliacdo do efeito dos modos de aplicacdo (foliar e radicular) no crescimento e
desenvolvimento de plantas de arroz por meio de vias de regulacdo génica, metabdlica e
fisiologica que justifiquem a agdo de estimulo no desenvolvimento de plantas de arroz.
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4.4 MATERIAL E METODOS

4.4.1 Caracterizacao fisico-quimica dos extratos aquosos de Kappaphicus alvarezii obtidos
de diferentes maneiras

a) Material de partida e obtencao do extrato de Kappaphicus alvarezii

Uma massa de 20 Kg de alga fresca de Kappaphycus alvarezii crescida em condi¢des
naturais mediante pratica de algicultura na baia de lha Grande, Paraty RG, foi levada ao
laboratorio para processamento. A alga fresca foi obtida em parceria com o Laboratério de
Tecnologia de Alimentos, Departamento de Engenheira Bioquimica - Escola de Quimica, da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). As caracteristicas quimicas composionais da
biomassa integra da alga Kappaphycus alvarezii sio apresentadas na Tabela 14 (APENDICES).
O extrato que foi objeto de estudo de caracterizacdo e bioatividade em plantas foi obtido
mediante extragdo sem adi¢do de qualquer solugdo extratora. As amostras de alga foram
congeladas em -20°C durante trés dias, posteriormente foram descongeladas, havendo
extravasamento da seiva, que em seguida foi filtrada em papel de filtro Whatman No.2. Este
processo produziu o sobrenadante, que consiste na seiva de Kappaphycus alvarezii (K-sap) e
rendeu uma biomassa sé6lida residual insolivel (K-msr). Para fins de comparagdo da integridade
composicional e estrutural, o processo de secagem, tanto do extrato K-sap como do sélido
residual K-msr foi realizado mediante liofilizacdo e mediante aplicacdo de temperatura em
estufa. Para a liofilizagc@o, o K-sap e o K-msr foram armazenados em Ultra freezer CL200-86V
ColdLab a -80 °C e levados a liofilizador L101 LioTop durante 72 horas. Para a secagem por
aplicacdo de temperatura, o extrato K-sap e K-msr foram levados a estufa e mantidos durante
72 horas a 60 °C.

b) Caracterizacdo espectroscépica por ressonincia magnética nuclear do isétopo do *C
em polarizacio cruzada e rotacio no angulo magico (RMN 13C PC RAM)

As amostras foram caracterizadas pela espectroscopia por ressonancia magnética
nuclear do isétopo do >C em polarizacio cruzada e rotacdo no angulo magico (CP MAS 3C-
NMR), realizada no aparelho Bruker AVANCE II RMN a 400 MHz, equipado com probe de 4
mm Narrow MAS e operando em sequéncia de ressonancia de '*C a 100.163 MHz. Para a
obtencdo dos espectros, as amostras dos materiais humificados foram colocadas em um rotor
(porta-amostra) de Di6xido de zircénio (ZrO2) com tampas de Kel-F sendo a frequéncia de giro
de 8 + 1 kHz. Os espectros foram obtidos pela coleta de 2048 data points para 0 mesmo nimero
de scans a um tempo de aquisi¢do de 34 ms e com recycle delay de Ss. O tempo de contato para
a sequéncia em rampa de 1H ramp foi de 2 ms. A coleta e elaboracgao espectral foram realizadas
utilizando o Software Bruker Topspin 2.1. Os decaimentos livres de inducdo (DLI) foram
transformados aplicando um zero filling igual a 4 k e posteriormente um ajuste por fungao
exponencial (line broadening) de 70 Hz.

As regides dos espectros foram integradas para a obtencdo da quantidade relativa de
estruturas, assim as regides foram divididas em: alquil — C (CAlg-H,R): 0-46 ppm; metoxilas e
N-alquil C (CAlg-O,N): 46-59 ppm; O-alquil C (CAlg-O): 59-91 ppm; di—O-alquil C (carbono
anoméricos) (CAlg-di-O): 91-110 ppm; carbono aromético (CAr-H,R): 110-142 ppm; O-
aromatico C (CAr-O): 142-156 ppm; carboxila C (CCOO-H,R): 156-186 ppm e carbonilas C
(CC=0): 186-230 ppm.

A aromaticidade foi calculada segundo a féormula: (CAr-H,R) + (CAr-O) *100/ area
total, assim a alifaticidade foi calculada como: 100-Aromaticidade (%). O indice de
hidrofobicidade (HB/HI) foi calculado como segue: (0 ppm-46 ppm) + (110 ppm-156 ppm) /
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(46 ppm-110 ppm) + (156 ppm-186 ppm). Para o indice de polaridade foi utilizada a formula a
seguir: (CCOO-H,R) + (CC=0) + (CAlg-O,N) / (CAr-H,R) + (CAlg-H,R). O trabalho com os
espectros foi realizado utilizando o Software ACD/Labs v.10.1.1

¢) Caracterizacao espectroscopica mediante reflexdo total atenuada no infravermelho
com transformada de Fourier (IVTF)

Os espectros foram obtidos mediante registro na regido de nimero de onda de 400 a
4000 cm-1 com uma resolucdo espectral de 4 cm’!, coletando em cada medicio 32
digitalizagdes. Para isto foi utilizado um espectrometro FTIR VERTEX 70/70v (Bruker
Corporation, Alemanha) acoplado a um dispositivo de reflexdo total atenuada (ATR) de platina
diamante, consistente em um disco de diamante que funciona como elemento de reflexdo
interna. Os materiais liofilizados foram colocados no cristal ATR para o registro do espectro.
Como espectro branco foi utilizado o registro espectral do ar antes de cada andlise. Os espectros
foram coletados em uma sala com temperatura préxima de 20°C. A obtencdo e registro dos
espectros foi realizada mediante sofware OPUS-Bruker.Os tamanhos hidrodindmicos e o
potencial zeta ({-potencial) foram determinados usando uma nanoparticula SZ-100 (HORIBA,
Japdo). Para avaliar o efeito do pH nos tamanhos hidrodinamicos e (-potencial dos dcidos
himicos, as amostras foram preparadas em dgua e ajustadas para diferentes valores de pH (2,0
-9,0), com uma concentracio de 4cido himico de 2 mg.mL!. Os valores de pH foram ajustados
usando solucdes de HCl e NaOH (0,01 M).

d) Analise da composicao elementar (CHNO)

A andlise do teor de carbono, hidrogé€nio e nitrogénio nas amostras foi realizada por um
FlashSmart CHNO. As amostras liofilizadas foram primeiramente  trituradas.
Aproximadamente 1mg de amostra foi preparado para cada uma das medi¢des e foi repetido
duas vezes para cada réplica. O teor de oxigé€nio foi determinado por diferenca.

e) Determinacao dos teores de nutrientes nos diferentes extratos

Para a determinacdo dos teores dos elementos as amostras secas foram pesadas em
triplicata e submetidas a digestdo nitrica adotando-se o método 3050, postulado pela USEPA
(1996). Para isso, foram pesados em balanca digital de precisdo 0,250g de cada amostra, sendo
as mesmas colocadas em tubo de digestdo tipo pyrex com funil de vidro sobre, para evitar perda
de gases, sendo os tubos levados para bloco digestor sob temperatura de 95 + 5 °C onde foram
adicionados 5 ml de HNO3 (VETEC 65%), permanecendo por aproximadamente 15 minutos.
Em seguida, foram adicionados mais 10 ml de HNO3; (VETEC 65%) lavando-se as paredes do
tubo de digestao, deixando-as por 2 horas no bloco digestor a 95 £ 5 °C. Apés este tempo as
amostras foram retiradas do bloco digestor e, quando frias, foram adicionados 8 ml de H,O>
(VETEC 30%), avolumando-se com dgua destilada e deionizada para 50 ml apds o término da
efervescéncia promovida pelo H>O», sendo os extratos filtrados em papel filtro (filtragdo lenta)
e armazenados em frascos de polietileno devidamente identificados.
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4.4.2 Condicoes experimentais para os ensaios com aplicacao do K-sap
a) Experimento 1 — Dose vs resposta de K- sap aplicado via radicular

O experimento foi conduzido no Departamento de Solos da Universidade Federal Rural

do Rio de Janeiro, localizada em Seropédica-RJ. A espécie utilizada no estudo foi o arroz
(Oryza sativa L.) da variedade nipponbare. O experimento foi realizado em casa de vegetacao
climatizada nas seguintes condicdes: 70% de umidade relativa e temperatura de 26 °C. As
sementes de arroz foram desinfestadas previamente com hipoclorito de sédio (2%) por 10
minutos e posteriormente lavadas com 4gua destilada. Em seguida, as sementes foram
transferidas a potes com gaze que continham somente dgua destilada. Dois dias apds a
germinacdo das sementes, as plantulas receberam uma solu¢do de Hoagland (HOAGLAND E
ARNON,1950) modificada a 1/8 da for¢a idnica total. Apds quatro dias foi trocada a solucdo
de Hoagland para 1/4 da forca i0nica total. Trés dias apds a ultima troca de solucdo, as plantas
foram transplantadas para potes de 0,7L contendo solucao de Hoagland a 1/4 forca idnica total.
Trés dias apds o transplantio houve a troca de solugdo para %2 forca idnica total, sendo renovada
a cada trés dias até o momento da coleta. Todas as solu¢des preparadas tinham como fonte de
nitrogénio N-NOs- a 2mM e pH ajustado a 5,6.
Dezenove DAG ocorreu a aplicacdo dos tratamentos, repetida aos vinte e dois DAG durante a
troca de solucdo. O experimento teve um total de seis tratamentos, sendo doses crescentes do
K-sap, preparados e aplicados invidualmente em conjunto com a solug¢do nutritiva: 0%
(tratamento controle, contendo apenas solucdo nutritiva) (898 ps cm™), 1% (1529 ps cm™), 2%
(2203 ps cm™), 3% (2670 ps cm™), 5% (3650 us cm™) e 10% (7100 ps cm™), com quarenta
repeti¢des. Vinte e cinco DAG ocorreu a coleta para posteriores andlises.

b) Experimento 2 — Dose vs resposta de K- sap aplicado via foliar

O experimento foi conduzido no Departamento de Solos da Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro, localizado, em Seropédica-RJ. A espécie utilizada no estudo foi o arroz
(Oryza sativa L.) da variedade nippombare, em casa de vegetacdo climatizada nas seguintes
condi¢des: 70% de umidade relativa e temperatura de 26 °C. As sementes de arroz foram
desinfestadas previamente com hipoclorito de sédio (2%) por 10 minutos e posteriormente
lavadas com 4gua destilada. Em seguida, foram transferidas a potes com gaze que continham
somente dgua destilada. Dois dias apds a germinagao das sementes, as plantulas receberam uma
solucdo de Hoagland (HOAGLAND E ARNON,1950) modificada a 1/8 da forc¢a idnica total.
Ap6s quatro dias foi trocada a solugao de Hoagland para 1/4 da forca idnica total. Trés dias
apos a ultima troca de solugdo, as plantas foram transplantadas para potes de 0,7 L contendo
solucdo de Hoagland a 1/4 forca idnica total. Trés dias apds o transplantio houve a troca de
solugdo para Y2 forga i0nica total, sendo renovada a cada trés dias até o momento da coleta.
Todas as solugdes preparadas tinham como fonte de nitrogénio N-NO3™ a 2mM e pH ajustado a
5,6.

A aplicagdo dos tratamentos ocorreu aos 19 e 22 DAG mediante pulverizacao do K-sap
por via foliar. Foi aplicado um volume diretamente nas folhas até atingir o ponto de gotejo,
sendo de 8 mL (primeira aplicacdo) e 10 mL (segunda aplicacdo) por unidade experimental.
Foram adotadas seis diferentes concentracdes de K-sap: 0% (0.0 ms cm™), 5% (3.65 ms cm™),
10% (7.10 ms cm™), 15% (8.80 ms cm™), 20% (11.82 ms cm™) e 25% (14.48 ms cm™). A
primeira coleta ocorreu aos 22 DAG e a segunda coleta aos 25 DAG.
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¢) Experimento 3 — Mecanismos envolvidos na bioatividade de K- sap em plantas

A espécie utilizada no estudo foi o arroz (Oryza sativa L.) da variedade nipponbare. Os
experimentos foram realizados em casa de vegetacao climatizada nas seguintes condi¢des: 70%
de umidade relativa e temperatura de 26 °C. As sementes de arroz foram desinfestadas
previamente com hipoclorito de sédio (2%) por 10 minutos e posteriormente lavadas com dgua
destilada. Em seguida, as sementes foram transferidas a potes com gaze que continham somente
dgua destilada. Dois dias apds a germinacao das sementes, as plantulas receberam uma solucao
de Hoagland (HOAGLAND E ARNON,1950) modificada a 1/8 da forca idnica total. Apds
quatro dias foi trocada a solu¢cdo de Hoagland para 1/4 da forca i0nica total. Trés dias apds a
ultima troca de solugdo, as plantas foram transplantadas para potes de 0,7L contendo solugao
de Hoagland a 1/4 forga i6nica total. Trés dias apds o transplantio houve a troca de solugdo para
5 forca idnica total, sendo renovada a cada trés dias até o momento da coleta. Todas as solug¢des
preparadas tinham como fonte de nitrogénio N-NOs- a 2mM e pH ajustado a 5,6.

A aplicagdo dos tratamentos contendo k-sap por diferentes vias e doses ocorreu aos 19
e 22 DAG. As doses utilizadas foram selecionadas de acordo com resultados obtidos
previamente e com o interesse do estudo. Foram adotados quatro tratamentos: controle, K-
sapR2% (aplicacdo via radicular na dose de 2% preparada em solucdo nutritiva), K-sapF2%
(aplicagdo via foliar na dose de 2%) e K-sapF10% (aplicacdo via foliar na dose de 10%). Para
a pulverizacgdo foliar, foi aplicado um volume diretamente nas folhas até atingir o ponto de
gotejo, sendo de 8 mL (primeira aplicacdo) e 10 mL (segunda aplicacao) por unidade
experimental. A coleta ocorreu aos 25 dias apds a germinacao, as 144 horas apds o inicio dos
tratamentos.

d) Analises estatisticas

Os delineamentos experimentais adotados foram inteiramente casualizados. As anélises
estatisticas serdo realizadas no programa Statgraphic plus v.5.5 e no software estatistico R. Os
testes de médias serdo feitos por tukey (p<0,05), e os grificos serdo elaborados no programa
Sigmaplot 12.0 e Microsoft Excel 365. O trabalho com os espectros sera realizado utilizando o
Software ACD/Labs v.12.01.

4.4.3 Avaliacoes morfoldgicas, fisiologicas e bioquimicas
a) Determinacdo da biomassa fresca e seca

Para avaliagdo da massa fresca foram separadas folhas, caules e o sistema radicular de
cada planta e pesadas utilizando balanga digital de precisdo. Em seguida, as amostras foram
armazenadas em envelopes de papel e transferidas para estufa secadora, permanecendo assim
por 72 horas a 60 °C. Passado esse periodo, foram pesadas as massas secas do sistema radicular
e das partes aéreas utilizando balanca digital de precisao.

b) Analise do desenvolvimento da parte aérea e do sistema radicular

Ao final do experimento foram medidos o nimero de folhas por planta e altura de cada
planta. A avaliacdo do desenvolvimento das raizes das plantas mediante os diferentes
parametros foi realizada de acordo com Tavares (2014). Resumidamente, o sistema radicular
das plantulas de arroz foi quantificado mediante distribui¢cao uniforme em uma camada de 4gua
em bandeja transparente de acrilico (30 cm x 20 cm) para a digitalizagdo em resolug¢do de 600
dpi. Foi utilizado um sistema de digitalizacao Epson Expression 10000XL com uma unidade
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de luz adicional (ULA) onde as imagens das raizes foram convertidas para um formato em tons
de cinza de oito bits. Os limites das imagens foram definidos e entdo importados para o software
WinRHIZO, 2012b (Régent Instruments, Quebec, Canada Inc.) para andlise dos caracteres da
raiz e sua quantificacdo. As imagens foram analisadas usando um grid de calibracdo com uma
escala de referéncia, e foram alteradas as configura¢des de entrada para raizes palidas em um
fundo preto (WinRhizo Arabidopsis 2012b). Em seguida os dados foram gerados através do
software XLLRhizo (Régent Instruments, Quebec, Canadd Inc.).

Foram analisados e quantificados diferentes pardmetros radiculares: nimero de raizes e
de bifurcacdes, comprimento médio (mm), area de superficie (mm?2), didmetro médio (mm) e
volume (mm?3). Também serd definido e medido o nimero de raizes mediante classificacdo em
classes quanto ao diametro: finas (> 1,5 mm), médias (1,5 - 3,5 mm) e grossas (> 3,5 mm).

¢) Avaliacao da cinética de emissao da fluorescéncia transiente da clorofila a

A fluorescéncia transiente da clorofila a foi medida utilizando-se um fluorémetro
portatil (HandyPEA, Hanstech, King’s Lynn, Norkfolk, UK). Os clipes utilizados para estas
medi¢des foram colocados no terco médio de folhas jovens completamente expandidas, durante
nove dias apds o inicio dos tratamentos, as 7:00, e as medi¢des foram realizados 30 minutos
apos a adaptagdo das folhas ao escuro. A emissao de fluorescéncia foi induzida em uma area de
4mm de diametro da folha pela exposi¢cdo da amostra a um pulso de luz saturante numa
intensidade de 3.000pumol m™ s™!, sendo o intervalo entre os pulsos de 500 ms. A partir da curva
de emissdo de fluorescéncia transiente obtida, as intensidades determinadas a 50 ps
(fluorescéncia inicial - F0), 100, 300us, 2 e 30 ms e FM (fluorescéncia méxima), foram
utilizadas para o cdlculo dos parametros estabelecidos pelo Teste JIP (STRASSER et al., 2004)
(Tabela 15, APENDICES).

d) Extracao alcodlica do material fresco e dosagem das fracoes soliveis

A extragdo alcodlica e particio com cloroférmio foram realizadas segundo
FERNANDES (1984), como descritas a seguir. Apds determinar a massa fresca, um grama de
material vegetal foi colocado em 20 mL de etanol 80% e armazenado em frascos do tipo falcon
para posterior extracdo das fracdes soldveis. As amostras armazenadas em etanol foram
fragmentadas em um triturador (TECNAL TE-102), e filtradas em camadas de gaze e papel
filtro. Posteriormente, foram transferidas para funil de separacdo onde se adicionou igual
volume de cloroférmio. Apds agitacdo suave, permaneceu em repouso por 40 minutos até a
separacdo das fracdes por polaridade, a fracdo apolar foi descartada. A fragdo polar
(sobrenadante) foi recolhida e elevada a um volume final de 25 mL com etanol 80%, sendo em
seguida armazenada para as anélises posteriores conforme descrito a seguir.

e) Determinacao dos teores de N-NO3-

A determinagdo dos teores de N na forma de nitrato foi realizada segundo MIRANDA
et al. (2001) e DOANE & HORWATH (2003). Para uma maior precisdo na determinacdo de
nitrato a partir de solugdes com baixas concentragdes foi utilizado o protocolo proposto por
Miranda et al. (2001), sendo necessdrios ajustes pois o protocolo foi inicialmente proposto para
a determinac@o simultdnea de nitrato e nitrito em plasma sanguineo. A técnica é baseada na
reducdo de nitrato a nitrito pelo cloreto de vanddio III (VCL3), combinado com a detec¢do por
meio da reacdo de Griess.

Foram realizados vdrios testes (dentre eles testes alterando a concentracdo dos
reagentes, das amostras, etc) até que os devidos ajustes foram feitos para uma melhor eficiéncia
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na determinagdo de nitrato. Em uma microplaca de 96 pocos, foram pipetados 30uL. da amostra
e 60 pL de uma solucdo resultante da mistura de VCL3 0,5% (m/v) em HCI 1M + sulfanilamida
0,4% (m/v) em HC1 1M + N°(1- naftil) etilenodiamnino dihidroclorido (0,02% (m/v) em H>O
ultrapura), na propor¢do de 2:1:1. Em seguida as amostras foram colocadas em estufa a 40°C
por 50 minutos para acelerar o desenvolvimento da coloracdo, apds o aquecimento foram
adicionados 110 pL. de H>O ultrapura e realizada a leitura a 540nm.

f) Determinacao dos teores de N-NH4*

A determinacdo de N na forma de amonio foi realizada pelo método de FELKER (1977).
Na determinagdo foram utilizadas duas solucdes, sendo a “solucdo A” constituida de 1% de
fenol e 0,005% de nitroprussiato de sddio, e a “solu¢do B” composta de 3% de NaOH e 0,062%
de dicloroisocianurato de sédio. Uma aliquota de 0,5 mL da solu¢do obtida do extrato alcodlico
(diluida quando necesséria) foi acrescentada a 2,5 mL de cada solucdo, apés homogeneizacao
e descanso por 1h 30min, as amostras foram lidas em espectrofotometro. O NH4Cl (0,0; 10; 25;
50; 100; 200; 300; 400 nmoles de NH4* / 0,5 mL) foi utilizado para confec¢ao da curva padrio.

g) Determinacao dos teores de aciicares solaveis

A determinacdo dos teores de acucares soliveis foi realizada segundo YEMM &
WILLIS (1954). Em tubos de ensaio de 2,5 cm de didmetro imersos em banho de gelo, foram
adicionados 5 mL do reagente de antrona (2% em H>SO4 5:2), e apds 5 minutos de repouso,
adicionou-se lentamente 1 mL da solu¢do obtida do extrato alcodlico (diluida quando
necessario), deixando-se em repouso por 5 minutos a 0°C. Em seguida, as amostras foram
colocadas em banho-maria a 100°C por 10 minutos para o desenvolvimento da coloracdo
esverdeada caracteristica. Apds resfriamento em dgua corrente, as leituras espectrofotométricas
foram realizadas. A glicose (0, 20, 40, 50, 80 e 100ug mL) foi utilizada como padrao.

h) Determinacio dos teores de N-amino livre

A determinacao foi realizada de acordo com YEMM & COCKING (1955). Em tubo de
ensaio foi adicionado 0,5 mL de tampao citrato a 0,2 M, com pH 5,0; 1 mL da solucdo obtida
do extrato alcodlico (diluida quando necessario); e 1,2 mL do reagente metil celossolve 100%
+ 0,01M KCN + Ninidrina 5%. A mistura foi agitada e todos os tubos foram fechados com
papel aluminio e aquecidos em banho-maria a 100°C por 15 minutos. Apds esse periodo, os
tubos com as amostras foram resfriados em dgua corrente durante 5 minutos, quando entao se
adicionou 3 mL de etanol 60%. A mistura foi homogeneizada e levada para a leitura
espectrofotométrica. A leucina (0; 0,04; 0,08; 0,16; 0,20; 0,24; 0,32 mM) foi utilizada como
padrao.

i) Determinacao dos teores nutricionais em tecido vegetal

Para a determinagdo dos teores dos elementos N, K e P, as raizes, colmos e folhas secas,
foi realizada a digestdo sulfurica de cada parte da planta de acordo com o protocolo de Tedesco
(1995), onde uma massa de 0,2 g de amostra foi pesada e colocada em tubo para digestdo.
Foram adicionados 7 g de mistura catalisadora (sulfato de sddio, sulfato de cobre e selénio), 1
ml de peréxido de hidrogénio e 2 ml de 4cido sulftrico. Os tubos foram inseridos no bloco
digestor a 170 °C durante 1h, posteriormente, a temperatura foi elevada para 350 °C e
permaneceu por mais 2 h. Para determinacao de nitrogénio, foi retirado uma aliquota de 10 mL
do extrato digerido e transferido para o tubo de destilacdo de nitrogénio, sendo adicionado 5
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mL de NaOH 10M. O produto da destilacdo foi coletado em Erlenmeyer contendo 5 mL de
indicador de 4cido borico. Apds o resfriamento da amostra, ocorreu a titulagio com H>S04
0,025M até o momento da viragem. Para a determinacao de potdssio foi retirada uma aliquota
de 1 mL do extrato digerido, diluido em 10 mL de dgua destilada e determinada a concentragc@o
em fotdmetro de chama). A determinacdo de fésforo foi feita por espectrofotometria numa
aliquota de ImL do extrato digerido, sendo adicionados 2 mL de dgua destilada, 3 mL de
molibdato de amodnio, 3 gotas de dcido 1-amino-2-naftol-4-sulfonico, esta mistura foi agitada e
apo6s 15 minutos realizada a leitura.

j) Extracao de RNA total

O RNA total foi extraido utilizando tampao NTES (Tris-HCI (0,2 M) pH 8,0; EDTA
(25 mM) pH 8,0; NaCl (0,3 M) e SDS (2%)). Amostras de raizes e folhas foram maceradas em
N- liquido e homogeneizadas por 10 minutos em vértex numa mistura contendo 800 uL de
tampao NTES e 600 uL de solucdo fenol:cloroférmio:alcool isoamilico. O homogenato foi
centrifugado a 18.000 x g. por 20 minutos a 4°C e o sobrenadante transferido para um novo
tubo e novamente centrifugado por 20 minutos com 500 uL de fenol:cloroférmio:éalcool
isoamilico. Apds o procedimento, o RNA total foi precipitado pela adi¢do de 1/10 volume de
acetato de sédio 3M (NaOAcpepc) pH 4,8 (70 uL) e 1 volume de isopropanol puro (700 uL). A
seguir a mistura foi mantida a -80°C por 1 hora seguida de centrifugacio a 18.000 x g. por 20
min a 4°C. Descartado o sobrenadante o precipitado foi lavado em etanolpepc (70%) e
centrifugado a 18.000 x g. por 10 minutos. O precipitado foi solubilizado em 600 uL. H>Opgpc
e novamente precipitado com 600 uL de cloreto de litio 4M (LiClpgpc), pH 4,8 durante 16 horas
a 4°C. Decorrido esse periodo a solucdo foi centrifugada a 18.000 x g. por 20 minutos a 4°C e
o precipitado foi novamente solubilizado em 450 uLL HoOpgpc. Apds a completa dissolugdo foi
adicionado acetato de sédio 3M (NaOAc pepc) pH 4,8 (50 uL) e etanol absoluto (1000 uL). A
mistura foi mantida por 45 minutos a -80°C e centrifugada a 18.000 x g. por 20 min a 4°C. O
precipitado foi lavado com etanol (70%) e ap6ds a secagem do solubilizado com H>Opepc (50
puL), para armazenamento a -80°C. O RNA total foi quantificado com uso de fluoréforo
especifico para RNA no fluorimetro Qubit 2.0 (Invitrogen). Apds a quantificacdo, 3 ul. de
amostras de cada extragdo foram corridas em gel de agarose (1%) e coradas com gel red, para
deteccao de possiveis sinais de degradacao do RNA.

k) Tratamento com DNAse I, sintese do cDNA e PCR em tempo real

Amostras de 0,5 pg de RNA total foram tratadas com DNase (“DNase I Amplification
Grade — Invitrogen™”) seguindo as instru¢des do fabricante. Inicialmente foi preparada uma
solucdo estoque de 30 pL com concentracdo de 0,125 ug. uL!, para aumentar a aliquota a ser
pipetada. Quatro microlitros de solugdo representado 0,5 pug de RNA foram misturados com
0,5 uLL do tampao de reagdo da DNase I (10X), 0,5 uL da DNase I. A incubag¢do da reacao foi
conduzida a 25°C por 15 min., seguida da adi¢do de 0,5 uL de EDTA (25 mM) e posterior
inativacao da DNase I a 70°C por 10 minutos. A reacao de sintese do cDNA foi realizada com
o kit “High Capacity RNA-to-cDNA” (Life Technologies) seguindo as instrucdes do fabricante.

O gene do fator de alongamento 1-a de arroz (eEF1-a) foi utilizado como controle
endégeno para normalizacdo da expressdo génica (JAIN, 2009). As reacdes foram feitas no
aparelho “StepOne Plus Real-Time PCR System” (“Applied Biosystems”) utilizando o “kit
Power SYBR® Green PCR Master Mix” (“Applied Biosystems”) seguindo as recomendacoes
do fabricante. Todas as reacdes foram feitas em duplicata. A reag¢do foi montada em placas de
PCR da seguinte maneira: 6 pL do tampao “Power SYBR Green PCR Master Mix” (2X), 3
pL de uma solucao de “primers” (3,6 uM) cada e 3 uLL. do cDNA diluido, com volume final
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de 12 puL. A placa foi selada com filme 6tico apropriado, agitada por trés minutos em vortex
proprio e centrifugada a 3.000g por 3 min a 25°C. Cada reagdo foi realizada da seguinte
maneira: dez minutos a 95°C, quarenta ciclos de amplificacdo com 95°C por 15 segundos e
60°C por um minuto. Uma curva de dissociagcdo (“melting”) foi adicionada a programacado
para identificar possiveis amplificacdes inespecificas.

1) Desenho dos iniciadores (‘“primers”) para os estudos de expressio génica

Para confeccdo dos primers foi utilizada a plataforma do NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov), os quais foram testados quanto a especificidade através do -
alinhamento de sequéncias neste mesmo site (Tabela 6). Experimentalmente foram testados
quanto a especificidade, ao fim da reacdo de PCR, durante a “curva de melting”. Todos os
“primers” apresentaram especificidade.

Tabela 6. Sequéncias de nucleotideos (5' a 3') usadas para amplificar os scripts de cDNA na
andlise quantitativa em tempo real (QRT-PCR).

Par de Primer Sequéncias de nucleotideos (5' a 3') Forward / Reverse
OsA 2 GCAGAAGAGGCCCGTAGGA Forward
OsA 2 CAGGGTGGTCAGCTCTCTCAA Reverse
OsA 7 TCGACACGATCCAGCAGAAC Forward
OsA 7 GCTGATGACGATCTCTCGTTGA Reverse
OsNRT 1.1 AGGGGGTACGTCTACAAGGA Forward
OsNRT 1.1 AGCTTGCGTATGTCATGCTG Reverse
OsNRT 2.1 CCACGGTGCAAGTCTCAAGT Forward
OsNRT 2.1 GTCGCAGAATTGTTTACGCCT Reverse
OsGS 1.2 TCCTCGAGAGGGTCACAGAG Forward
0sGS 1.2 GAGCTTGTCGATCGCCTTCT Reverse
OsGS 2 AGGCGAAGGGAAAAGGCTAC Forward
OsGS 2 GAGGGTTGGCTCCCAAAGAA Reverse
OsFD-GOGAT ATGCAGCTGAAGGGCTTGAT Forward
OsFD-GOGAT GGCACAAGCTTCAGGAGAGT Reverse
OsNADH-GOGAT TGCAGACGTGGACAATCACT Forward
OsNADH-GOGAT CCGAGGGGGTTATGTCCTCT Reverse
OsNOX 1 CGATGCTCGTTCTGCTCTCA Forward
OsNOX 1 TAGGTCGTGCGAAATGGGTC Reverse
OsNOX 9 TACCTTCGGGCAGACACGGAT Forward
OsNOX 9 GCGGGTTGCTGTCACTAAG Reverse
OsAKT 1 TACAGCCGACAATGTGGTGAAT Forward
OsAKT 1 GTCAAGAACAAGCCATGTGGTA Reverse
OsAKT 2 CTACCTCATCGGCAACATGAC Forward
OsAKT 2 CGAAATTGGAGGCAGCACGAA Reverse
OsKAT 1 GATGCACAACACACCAGCAA Forward

Continua...
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Continuagdo da Tabela 6.

Par de Primer

Sequéncias de nucleotideos (5' a 3')

Forward / Reverse

OsKAT 1
OsKAT 2
OsKAT 2
OsHKT 1.1
OsHKT 1.1
OsHAK 5
OsHAK 5
OsNHX 1
OsNHX 1
OsSKOR
OsSKOR
OsSOS 1
OsSOS 1

CAGGCTCCTTCTGTGGACTG
GGACCAGGAATTTTAGGGACAC
CCTTGGGGAGACTATCCAATGT

TTGCTGGTTTCCTTGCTCTGA

TCAGAACCCAGAGTTGCCTG

CAGACCAACACACGACGGAA
AAATCGGCGTTTGGTTCTGC
ACATAGATGCGGCTGTCGTT
CATAAGGGCAACCTCACGGT
CCTTACGGCATAGTTGGCGA
TCAGAAGGCTGCAAAGCTCA
AGCGTGCTAGTGATGCAGTT
AACACGATGCCACCAGTGAA

Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
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4.5 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.5.1 Caracterizacao Quimico-Espectroscopica da seiva extraida de Kappaphicus alvarezii
a) Composicao elementar dos extratos de Kappaphicus alvarezii

A Tabela 7 mostra a composicao elementar das diferentes fragdes de algas. A maior
quantidade de carbono foi encontrada nos subprodutos de biomassa seca residual (K-msr), com
quantidade ligeiramente maior nas amostras secas em estufa (KmsrE). As quantidades de
carbono nas subfracdes do extrato foram inferiores as das biomassas, com valores menores para
o extrato seco em estufa do que para o extrato liofilizado. As quantidades de H e N nas
subfracdes de biomassa também foram superiores as dos extratos. Entre as subfracdes de
biomassa, K-sapE (seca em estufa) apresentou valores ligeiramente superiores a biomassa
liofilizada, e entre as subfracOes de extrato, K-sapL (extrato liofilizado) apresentou valores
ligeiramente superiores a K-sapE.

A relac@o C:N, que influencia no grau de estabilidade do composto, apresentou valores
maiores para as subfragdes de biomassa do que para as subfracdes de extrato. A biomassa seca
em estufa (K-msrE) apresentou a maior relagdo C:N, seguida pela biomassa liofilizada (K-
msrL), e entre os extratos, K-sapL teve um valor ligeiramente superior ao K-sapE (extrato seco
em estufa).

Tabela 7. Composi¢ao elementar, relacdes atomicas dos diferentes extratos de Kappaphicus

alvarezii.
Amostras C H N C/N
%
K-sapL 2,825 1,530 0,290 11,364
K-sapE 1,580 0,650 0,175 10,533
K-msrL 23,890 4,545 0,485 57,467
K-msrE 25,74 4,645 0,420 71,500

b) Caracterizacao mediante espectroscopia infravermelha com transformada de Fourier
(IVTF)

A Figura 25 mostra a preseng¢a de grupamentos funcionais das diferentes fracdes de
algas obtidas durante o processo de extracdo de k-sap e com diferentes formas de secagem
mediante espectroscopia infravermelha com transformada de Fourier. Os espectros em Figura
25A e 25al-3 mostram os efeitos das formas de secagem na biomassa residuais das algas. A
aplicacdo de calor modifica a composi¢do quimica de K-msr e K-sap quando comparado com
a liofilizacdo. Bandas em 3346.11 cm™! e 3349.46 cm™ foram menos intensas e mais estreitas
em K-msrE e K-sapE respectivamente, quando comparadas com K-msrL (3342.25 cm™) e K-
sapL (3330.68 cm™), respectivamente. Isto indica que grupamentos -OH e -NH, pertencentes a
carboxilas ou amidas sdao fortemente diminuidos pela secagem em estufa. Grupamentos -CH,
pertencentes a fragmentos -CHs em K-msrE (2964.25 cm™ e 2900.6 cm™) e K-sapE (2965.05
cm! e 2906.39 cm™!) foram praticamente imperceptiveis ap6s aplicagio de temperatura quando
comparados com K-msrL (2900.12 cm™ e 2883.24 cm™) e K-sapL (2901.12 cm™ e 2883.24 cm
. As bandas em 1643.16 cm™, 1643.16 cm™!, 1641.23 cm™ e 1643.16 cm™! em K-msrE, K-
msrL, K-sapE e K-sapL respectivamente foram mais intensas nas fragdes liofilizadas, o que
indica que aplicagao de temperatura na secagem das fragdes também impacta os grupamentos
-COO, C=0. Bandas em 1224.66 cm™, 1225.33 cm™, 1224.66 cm™' e 1203.44 cm™! em K-msrE,
K-msrL, K-sapE e K-sapL respectivamente que pertencem a -CO e ésteres -S=0 permaneceram
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visiveis em todas as fracdes independente da forma de secagem. No entanto, as bandas em
1151.37 cm™! nas fracdes liofilizadas K-msrL e K-sapL estdo mais bem resolvidas e ausentes
nas fracdes secas a temperatura K-msrE e K-sapE, podendo indicar melhor preservagao dos
fragmentos de carboidratos e k-carragena quando liofilizadas as fracdes. A elevada visibilidade
das bandas em 1072.3 cm™ em K-msrL revelou que grupamentos especificos como -CO
pertencentes a fragmentos 3,6-anidrogalatose somente sio preservados mediante liofiliza¢do da
biomassa. Por outro lado, as bandas em 1033.72 cm™!, 1072.3 cm™!, 1033.72 cm™ e 1037.58 cm”
! pertencentes a grupamentos -C-O-C de carboidratos foram persistentes em todas as fracdes
independente da forma de secagem (PEREIRA et al., 2009; GOMEZ-ORDONEZ & RUPEREZ
2011; KANG et al.,, 2011).

A Figura 26B mostra a andlise quimiométrica de PCA-ATR-FTIR (PC-1 + PC-2=100%
da variancia total explicada) das fracdes de Kappaphycus. Os scores confirmaram uma forte
diferenciacdo composicional entre os extratos aquosos de Kappaphycus (K-sapLe K-sapE)
agrupados a valores negativos da PC-1 (53% da variancia total explicada) e as fracdes de
biomassa residual da extracdo (K-msrE e K-msrL), agrupados a valores positivos. Os scores
indicam que a aplicagdo de temperatura como forma de secagem impacta mais intensamente a
biomassa residual, separando essas duas fracdes na PC-2 (47% da variancia total explicada),
com a biomassa liofilizada (K-msrL) agrupada a valores negativos e a seca mediante estufa (K-
msrE) a valores positivos. Os loadings (Figura 26bl) da PC-1 confirmam que a liofilizacao
preserva melhor os fragmentos de carboidratos, enquanto a aplicacdo de temperatura impacta
grupamentos como -OH e -NH.

No melhor de nosso conhecimento, sdo escassos 0os estudos onde se comparam as
metodologias de obtengdo de extratos de Kappaphycus e seu impacto no crescimento das
plantas. Nesse sentido, os resultados mostrados aqui sdo altamente relevantes uma vez que
existem relatos sobre a variabilidade dos efeitos sobre as vias de sinaliza¢do e genes expressos
em plantas quando tratadas com extratos aquosos de alga (GONI et al., 2016). Estudos mais
recentes sobre os efeitos dos extratos de Kappaphycus em plantas utilizam preservativos na sua
composi¢ao (KUMAR et al., 2020), o que pode modificar a quantidade de estruturas organicas
originais nos extratos assim como quantidades de nutrientes como o K. No presente estudo
propomos formas de preservagdo das estruturas integras baseado na liofilizacao e, portanto, na
sua forma soélida, preservando os fragmentos responsaveis pelos seus efeitos nas plantas.

A espectroscopia vibracional tem sido amplamente utilizada para a caracterizagao de
compostos extraidos de macroalgas como Kappaphycus alvarezii, especialmente aquelas
substancias tipo carragenas (PEREIRA et al. 2013). Grupos funcionais como -NH, estiramentos
de estrutura CHs3, COO e -C-O de carboidratos encontradas na biomassa de Kappaphycus
alvarezii foram identificados no extrato aquoso K-sapL quando liofilizado (KANG et al. 2011).
Bandas especificas indicativas da presenca de bandas pertencentes a carboidratos (1037 cm™),
lipideos (2850 cm™!) e aldeidos (1637 cm™) foram também observadas neste estudo (SUMAYA
& MURUGAN, 2017).
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Figura 26. Espectros IVTR das fracdes de algas, biomassa residual da extracdo das algas seca
mediante aplica¢do de calor em estufa A), liofilizacdo al) e do extrato aquoso seco em
estufa a2), liofilizagdo a3). Andlise de componentes principais PCA-IVTR, scores B) e
loadings b1) realizado com os espectros puros.

¢) Ressonancia magnética nuclear do isétopo de carbono de massa 13 com rotacio no
angulo magico e polarizacio cruzada (RMN 13C PC RAM)

A Figura 27 mostra a caracteriza¢io mediante RMN '*C PC RAM das fracdes de algas
secas utilizando temperatura ou liofilizagdo. Nos espectros de todas as fragdes de algas ha
presenca de sinais entre ~14 ppm e 40 ppm, correspondentes a estruturas (-CH»), de fragmentos
lipidicos. Picos mais intensos e resolvidos de fragmentos lipidicos (16.51 ppm, 20.34 ppm,
25.90 ppm, 28.36 ppm) estiveram presentes na fracdo aquosa liofilizada (K-sapL). Todas as
fragdes apresentaram em seus espectros sinais entre 59 ppm e 105 pmm correspondentes a
estruturas de carboidratos, presumivelmente, residuos de k-carragena. As estruturas das
biomassas K-msrE e K-msrLL sdo semelhantes, no entanto, a liofilizacdo parece preservar
estruturas ldbeis como a-D-glucopiranosas (59.99 ppm). Em ambas as fracoes K-msrE e K-
mstE estdo presentes picos em 62.09 ppm e 62.23 ppm respectivamente, caracteristicos de
residuo de galatopiranosa . Os picos em 69.81 ppm e 69.52 ppm em K-msrE e K-msrL
respectivamente indicam a presenca de residuos de galactopiranosa e anidrogalactopiranosa em
ambas as fracdes. Picos bem resolvidos sdo também observados em 80.72 ppm e 80.65 ppm
para K-msrE e K-msrL respectivamente, indicando a presenca de residuos, assim como os sinais
em 102.39 ppm e 101.31 ppm que indicam a presencga de carbonos anoméricos de carboidratos
(EHA et al., 2021; JAIN et al., 2015). Os sinais em 132.50 ppm e 150.48 ppm em K-msrE assim
como em 132.07 ppm e 150.27 ppm em K-msrL pertencem a carbonos aromaticos (aminodcidos
aromaéticos) e olefinas (=C-H de lipideos) com e sem funcionalizag¢do respectivamente. Ja os
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sinais em 171.36 ppm e 173.02 ppm presentes em K-msrE e K-msrL respectivamente
correspondem com estruturas -COO e NC=0 de peptideos e lipideos (MAO et al., 2007;
KEELER et al., 2006) (Figuras 27A e al).

A secagem em estufa do extrato K-sapE ocasionou a decomposicao e perda de estruturas
mais lébeis (e.g. lipideos: 22.65 ppm — 35.94 ppm, peptideos e metoxilas: 54.07 ppm, 59.70
ppm) e em consequéncia, a preservacao de estruturas que se resultaram mais termoestéveis (e.g.
residuos de k-carragena: 62.74 ppm -109.97 ppm e carbonos arométicos: 150.92 ppm). J4 a
liofilizacdo do extrato aquoso K-sapL mostrou uma assinatura espectral diferentes com as
restantes fracdes estudadas (K-msrE, K-msrL, K-sapE). A liofiliza¢do de K-sapL. mostrou picos
resolvidos e intensos entre 15.51 ppm — 28.36 ppm, correspondentes a estruturas alifdticas de
lipideos e proteinas. Estruturas e fragmentos peptideos se mostraram mais bem preservados
pela liofilizacdo em K-sapL, uma vez que os picos em 49.37 ppm e 57.68 ppm sdo intensos €
caracteristicos destes fragmentos ausentes nas outras fracdes. Os picos em 68.08 ppm, 70.46
ppm, 96.54 ppm e 100.87 ppm correspondentes a estruturas de carboidratos como residuo k-
carragena também estdo presentes em K-sapL. O pico em 169.55 ppm, correspondente a
estruturas -COO e NC=0O de peptideos e lipideos foi o mais intenso entre todos quando
comparado com o resto das fragdes (Figuras 27 a2 e a3).

A anilises quimiométrica PCA-*C RMN RAM PC (PC-1+PC-2 =98% da variancia
total explicada) permitiu confirmar a diferenca entre as fracdes e a integridade de seus
componentes (Figura 27B). Trés grupos de amostras se organizaram ao longo da PC-1 (53% da
variancia total explicada), a valores positivos se agruparam a repeti¢cdes de K-sapE e com
maiores semelhancas, as fracdes de K-msrE e KmsrL. A valores negativos da PC-1 se
agruparam somente as repeti¢des das fragdes de K-sapL (Figuras 27B). Os loadings (PC-1)
reafirmam que a diferenca entre K-sapL e restante das fracdes consiste em uma preservacado de
fragmentos peptideos. Assim os landings da PC-2 confirmam que aplicac¢do de temperatura nas
fracdes aquosas de K-sapE preserva fundamentalmente carbonos aromaticos (Figura 27 b2).

A quantificacdo das estruturas presentes nas fracdes permite entender as modificacdes
na composi¢ao de acordo com a extragao e secagem (Figuras 27C, cl, c2 e ¢3). Quantidades
superiores de Caiyl-H,R € Ccoon (28% e 16% respectivamente) na fragdo K-sapL, confirmam
a preservacao de estruturas lipidicas e proteicas durante a liofilizagdo. A secagem em estufa
reduz a quantidade relativa de estruturas peptidicas (Caiy-O,N) em até 8% em comparacio
com a liofiliza¢do. Fragmentos de carboidratos (Caiky-O; Caiky-di-O) e estruturas aromaticas
(Caromatic-H,R; Caromatic-O,N) estdo em maior quantidade (7-15%) e 3-5% respectivamente
superior quando comparado com K-sapL (Figura 27C). As distintas quantidades de estruturas
nas fracdes das algas geram diferentes propriedades (Figura 27 c1, c2 e c3). As fra¢des K-sapE
e K-msrE, secas mediante aplicacdo de temperatura mostraram maior aromaticidade (Figuras
27 cl) e por tanto, as fragdes K-sapE e K-msrE, liofilizadas apresentam maior alifaticidade
(Figura 27 c2). Dentre todas as fracdes, o K-sapL apresentou maior indice de hidrofobicidade,
presumivelmente pela elevada preservagdo de estruturas mais alifaticas (Figura 27 c3).

Sao praticamente inexistentes os estudos que mostrem os resultados que aqui foram
obtidos. Este estudo é pioneiro na utilizagio de RMN '3C PC RAM aliada a técnicas
quimiométricas para caracterizar as biomassas e extratos obtidos de Kappaphycus alvarezii e
sua relacdo com a bioatividade em plantas. Foram identificados nos espectros de K-sapL, sinais
que pertencem a residuos de k-carragena, lipideos e peptideos, ja confirmados na literatura
(MASARIN et al., 2016; WEBBER et al., 2012; VAGHELA et al., 2022). Embora muitos dos
efeitos dos extratos de Kappaphycus relatados na literatura tenham sido justificados pela sua
composi¢do nutricional, a fragdo organica pode justificar os efeitos encontrados nas plantas de
arroz quando aplicados o K-sapL tanto foliar como radicular. Isto porque existem relatos na
literatura que demostram que carragenas extraidas de Kappaphycus possuem bioatividade nas
plantas, estimulando o crescimento, multiplicagc@o celular e a capacidade de defesa das plantas
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em condig()es, normais e diante eventos de estresse (LEMONNIER-LE PENHUIZIC et al.,
2001; GONZALEZ et al., 2012; VERA et al., 2012; HASHMI et al., 2012; GUO et al., 2022).
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Figura 27. Espectros RMN '°C PC RAM das fracdes de algas, biomassa residual da extracdo
das algas seca mediante aplicacao de calor em estufa A), liofiliza¢do al) e do extrato aquoso
seco em estufa a2), liofilizacao a3). Andlise de componentes principais -PCA, scores B) e
loadings bl) realizado com os espectros puros. Quantidade relativa dos tipos de carbono
), aromaticidade c1), alifaticidade c2) e indice de hidrofobicidade c3).

d) Determinacio dos teores de macro e micronutrientes e de metais pesados nos extratos
e biomassa residual de K-sap
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A Tabela 8 mostra a composicdo de macro, micronutrientes e metais pesados presentes
nas fracdes de extratos aquoso de algas e da biomassa residual da extracdo das algas.
Quantidades de macronutrientes foram detectados nas subfracdes de algas. O Ca mostrou estar
em maior quantidade no extrato liofilizado K-sapL, seguido pela subfra¢do de biomassa K-sapE
e em menor quantidade nas subfragdes K-msrL e K-sapE respectivamente. A quantidade Mg
foi superior no extrato liofilizado K-sapLL quando comparado com o extrato seco em estufa (K-
sapE), sendo as biomassas secas com estufa e liofilizada as de menores quantidades de Mg na
sua composicao respectivamente. A presenca de K mostrou-se elevada em todas as subfracdes,
sendo o componente maioritario entre todos os presentes. A quantidade de K foi superior na
fracdo de extrato liofilizado K-sapL, seguido da fragdo de extrato seco com estufa K-sapE,
ambos os extratos com quantidades superiores as biomassas das algas. O P também apresentou
quantidades superiores nos extratos aquoso K-sapL e K-sapE quando comparado com as
biomassas das algas.

As subfragoes de algas mostraram quantidades importantes de micronutrientes como Fe,
Mn, Zn e Cu. As quantidades de Fe foram maiores nas biomassas solidas, com valores
superiores na biomassa liofilizada quando comparada com a biomassa seca em estufa. As
subfracdes dos extratos apresentaram valores de até 8.65 vezes inferior as biomassas, com
quantidades levemente superior no extrato liofilizado (K-sapL). A quantidade de Mn foi
superior na biomassa liofilizada (K-msrL), enquanto na subfracdo do extrato K-sapE resultou a
menor entre todas, para as subfragdes de K-sapL e K-msrE as quantidades de Mn foram
semelhantes. A presenca de Zn foi superior na subfracdo do extrato liofilizado K-sapL e
semelhante nas subfragcdes restantes. A quantidade de Cu mostrou ser superior nas subfracdes
das biomassas, quando comparadas com as subfracdes dos extratos. A biomassa K-msrL
apresentou quantidades de Ni, diferente com a biomassa seca em estufa onde nao foi possivel
detectar esse cation. Os extratos de alga (K-sapL e K-sapE) ndo mostraram quantidades de
niquel.

A composi¢cao das subfragdes de extratos de algas ndo mostrou presenca de metais
pesados e potencialmente toxicos para as plantas como Cd, Pb, Cr e Ni. As subfracoes de
biomassa K-msrL e K-msrE ndo apresentaram quantidades detectaveis de Cd e Pb, no entanto,
ambas apresentaram quantidades elevadas de Cr, principalmente K-msrL. As quantidades de
Na nas biomassas das algas foi semelhante tanto em K-msrL quanto em K-msrE, em ambas as
sub fragdes, inferiores aos extratos de algas, onde K-sapL apresentou as maiores quantidades
de Na, seguidos da fracao K-sapE.

A composi¢do de macro e micronutrientes no K-sapL também foi relatada em outros
estudos considerando extratos de Kappaphycus. PAL et al. (2015) observaram quantidades
substanciais de K, Ca, Mg e P na composicdo do extrato de Kappaphycus, entretanto,
diferentemente deste estudo, os autores também relataram a presenca de metais pesados como
Pb e Cr. PRAMANICK et al. (2017) também relataram extratos de Kappaphycus com
composicdo mineral semelhante ao Kai-sapL, mas com mais Na* do que K* ¢ alta quantidade
de Mg. SINGH et al. (2016) obtiveram um extrato de Kappaphycus (Kan-sap) que também
continha grandes quantidades de K, Na, Mg, Fe e Zn, além de metais pesados como Pb, Ni e
Cr.
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Tabela 8. Composi¢ao de macro, micronutrientes e metais pesados presentes nas fracdes de
extratos aquoso de algas e da biomassa residual da extragdo das algas.

K-sapL K-sapE K-msrLL K-msrE
g kg
K 450,000 390,000 170,000 150,000
P 2,5227 2.1250 0,9318 0,4962
Ca 4,3540 1,0652 1,6822 2,7780
Mg 5,3602 4,8089 3,2482 3.5714
Fe 0,0395 0,0260 0,4143 0,1526
Mn 0,0070 0,0052 0,0176 0,0077
Zn 0,0313 0,0216 0,0266 0,0223
Cu 0,0058 0,0053 0,0084 0,0064
Ni nd" nd 16.2 nd
Pb nd nd nd nd
Cr nd nd 53,93 7,53
Cd nd nd nd nd
Na 3,5000 0,8000 0,6500 0,7000

*A leitura do elemento, na solucido obtida apds digestdo e diluic@o, ficou abaixo do limite de detec¢do ou de
quantificacdo do equipamento.

4.5.2 Experimento 1 - Dose vs Resposta do K-sap Aplicado Via Radicular
a) Acumulo de biomassa fresca e seca em plantas

O efeito da aplicacdo de K-sap via radicular na producao de biomassa seca e fresca nas
raizes, bainhas e folhas das plantas aos 22 e 25 dias sdo apresentados na Figura 28. A massa
fresca das raizes foi estatisticamente estimulada por todas as concentragdes de K-sap aplicadas.
Aos 22 dias o maior estimulo da massa fresca foi encontrado nas raizes das plantas sob
tratamento com 3% de K-sap, estatisticamente superior ao controle em até 50%. Um
comportamento semelhante foi observado aos 25 dias, onde 3% de K-sap promoveu um
aumento significativo de massa fresca das raizes em até 60%. De forma semelhante, a massa
seca das raizes das plantas foram também estimuladas por todas as concentracdes de K-sap. A
concentracdo de 2% foi a que mais estimulou a massa seca aos 22 dias, sendo superior
estatisticamente ao controle em até 25%, enquanto aos 25 dias o tratamento de 3% estimulou a
massa seca radicular em até 28% estatisticamente superior ao controle (Figura 28).

A massa fresca das bainhas foi levemente estimulada apenas pela aplicacao de K-sap a
2%, os tratamentos restantes ndo mostraram nenhum efeito aos 22 dias de aplicacdo. Aos 25
dias de aplicacgao, tdo pouco houve efeitos na massa fresca das bainhas plantas pelos tratamentos
aplicados. Contrariamente ao observado para massa fresca, a aplicacdo radicular do K-sap
promoveu estimulo da producio de massa seca da bainha. Aos 22 dias, a massa seca da bainha
foi estimulada por todos os tratamentos de K-sap, especificamente o tratamento mais
concentrado 10%, superou significativamente ao controle em até 13%. Aos 22 dias os
tratamentos de 3%, 5% e 10% foram estatisticamente superiores ao controle, especialmente, a
aplicacdo de K-sap a 3%, estimulou a massa seca em até 43% (Figura 28).

A aplicacdo radicular de 2%, 3%, 5% e 10% estimularam a producdo de massa fresca
das folhas das plantas aos 22 dias. A concentra¢do de 2% promoveu um aumento de massa
fresca nas folhas estatisticamente superior ao controle em até 10%. Aos 25 dias, somente a
concentracdo de 2% mostrou aumento da producdo de massa fresca das folhas, superior ao
controle em até 11%. A produgao de massa seca foliar foi estimulada por todas as concentragdes
aplicadas de K-sap aos 22 e 25 dias. A concentracdo de 10% de K-sap aplicada via radicular
nas plantas aos 22 dias, promoveu o maior estimulo de producdo de massa seca das folhas,
induzindo um acréscimo estatisticamente superior ao controle de até 60%. Ja aos 25 dias, K-
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sap na concentragdao de 3% promoveu um acréscimo na massa seca das folhas das plantas
estatisticamente superior em até 14%, quando comparado ao controle (Figura 28).
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Figura 28. Producdo de biomassa fresca e biomassa seca das raizes, bainhas e folhas das plantas
de arroz avaliada em dois momentos, pela aplicac¢do radicular de K-sapL. a concentragdes
de 1%, 2%, 3%, 5% e 10% (v:v).

b) Estimulo da aplicacao radicular de K-sap no desenvolvimento de raizes

A aplicacdo radicular K-sap promoveu intensas modificagdes da morfologia radicular
nas plantas de arroz (Figura 29). A drea total das raizes foi estimulada por todas as
concentracdes de K-sap aplicadas via radicular. A concentragdo de 2% de K-sap estimulou tanto
aos 22 dias quanto aos 25 dias a area total das raizes, com valores estatisticamente superiores
ao controle em 42% e 30%, respectivamente (Figura 29). A area das raizes superfinas foi
estimulada pela concentracdo de 2% em até 60% e 42% estatisticamente superiores ao controle
aos 22 e 25 dias, respectivamente. Embora menos intensas, a drea das raizes finas nos
tratamentos de 2% também foi estatisticamente superior ao controle, tanto aos 22 dias como
aos 25 dias, com aumentos de 22% e 6%, respectivamente. A area das raizes grossas resultou
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também em superioridade estatistica ao controle, a concentragdo aplicada de 1% e 3% aos 22
dias e 25 dias, com aumentos respectivos de 70% e 20% (Figura 29).

A aplicacdo radicular de K-sap promoveu aumentos no comprimento total das raizes
(Figura 29). A concentracdo de 2% promoveu comprimentos estatisticamente superiores ao
controle em até 50% tanto aos 22 dias como aos 25 dias. As raizes superfinas parecem ter sido
a classe mais estimulada pelo K-sap a concentragdo de 2%, tanto aos 22 dias quanto aos 25 dias,
com aumentos estatisticamente superiores ao controle em 80% e 50%, respectivamente.
Também menos intensos, mas com aumentos significativos o comprimento das raizes
classificadas como finas, também foi estimulo a concentra¢do de 2%, tanto aos 22 dias como
aos 25 dias, os aumentos foram de 15% e 18%, respectivamente. O comprimento das raizes
mais grossas resultou em aumentos de 22% e 18% nas concentragdes de 1%, aos 22 dias e 25
dias, respectivamente, quando comparados ao controle (Figura 29).

Os efeitos da aplicacdo radicular de K-sap sobre o nimero de pontas (quantidade total
de raizes) foi menos homogéneo (Figura 29). A quantidade total de pontas foi estatisticamente
superior nos tratamentos de 2% de K-sap aos 22 e 25 dias em até 44% e 19%, respectivamente.
A quantidade de pontas nas raizes superfinas mostra um estimulo estatisticamente superior ao
controle, apenas para os tratamentos de 2%, 5% e 10%. Especificamente para o tratamento de
10% aos 18 dias, o estimulo foi significativamente superior ao controle em 61%. Aos 25 dias,
a quantidade de pontas foi levemente superior ao controle no tratamento de 2%, porém sem
diferencas estatisticas. A quantidade de pontas de raizes classificadas como finas aos 22 dias
foi significativamente superior ao controle em até 61% e de 23% aos 25 dias, para as
concentracdes de 10%. As pontas das raizes classificadas como grossas foram estimuladas em
até 25%, com diferenca estatistica quando comparada com o controle, na concentragdo de K-
sap de 2%. Aos 25 dias, nenhuma concentragdo de K-sap promoveu estimulos significativos
nas pontas das raizes grossas das plantas (Figura 29).

O volume total das raizes foi também estimulado pela aplicacido de K-sap via radicular.
Aos 18 dias, a concentracdo de 2% estimulou significativamente em 15% o volume total,
enquanto aos 22 dias, 3% de K-sap estimulou significativamente o volume total em até 12%. A
concentracdo de 2% de K-sap, promoveu nas plantas aumentos significativos do volume
radicular das raizes superfinas de 25% e 31% aos 22 dias e 25 dias, respectivamente. O volume
das raizes finas também foi estatisticamente estimulado pelo tratamento na dose de 2% em até
8% e 11% aos 22 e 25 dias, respectivamente. Por outro lado, o volume das raizes grossas foi
estatisticamente superior ao controle aos 22 dias em até 6% para o tratamento de 1%, enquanto
aos 22 dias, o tratamento de 3% promoveu um acréscimo do volume de 37% (Figura 29).

O parametro nimero de bifurcacdes, que oferece informacdes sobre a ramificacdo das
raizes mostrou intensas modifica¢des pela aplicacdao radicular do K-sap. Aos 22 dias, a
aplicacdo radicular de 2% e 3% de K-sap provocou aumentos significativos nas ramificagdes
das raizes das plantas de até 80%. Aos 25 dias, o tratamento de 2% ocasionou aumentos
significativos nas ramificagdes do sistema radicular, superiores ao controle em até 60% (Figura
29). Ao mesmo tempo, o didmetro das raizes mostrou pouca resposta para os estimulos pelos
tratamentos de K-sap. Aos 22 dias, apenas o tratamento de 3% mostrou um efeito de inibi¢dao
de desenvolvimento do didmetro, enquanto aos 25 dias, as maiores concentracoes de 5% e 10%,
promoveram aumentos do didmetro entre 33% e 35% respectivamente (Figura 29).
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Figura 29. Quantificagdo dos parametros morfolégicos das raizes das plantas de arroz tratadas
via radicular a concentracdes de 1%, 2%, 3%, 5% e 10% (m:m) de K-sap, avaliados em
dois momentos.
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¢) Contetiido de K+ e Na+ na parte aérea de plantas pela aplicacao radicular de K-sap

A contetido de Na* e K* nos tecidos foliares das plantas tratadas com o extrato de K-sap
sao mostrados na Figura 30. Todos os tratamentos promoveram um acumulo significativo de
Na™ nos 6rgéos foliares aos 22 dias. Interessantemente, a concentragio de K-sap a 2% promoveu
a maior remocao e alocagcdo de Na* na parte aérea das plantas. Tais resultados parecem 16gicos
uma vez que hd presenca importante de Na* na composi¢ao de K-sap como quantificado acima.
Aos 25 dias, houve aumento da quantidade de Na* na parte aérea com o aumento da
concentracao de K-sap aplicada, sendo maior o acimulo nas plantas tratadas com 10%. Aos 25
dias a quantidade de Na* acumulada na parte aérea duplicou (0,24 mg) quando comparado ao
acumulado aos 22 dias (0,10 mg) (Figura 30).

Por outra lado, a quantidade de K* presente na parte aérea das plantas também foi
superior em todos os tratamentos com K-sap. Semelhante aos resultados observados para o
acimulo de Na*, o K* foi mais acumulado no tratamento de 2% aos 22 dias enquanto o
tratamento de 3% foi aquele que mais promoveu acimulo significativo de K* aos 25 dias.
Apesar do comportamento dos tratamentos terem sido diferentes em ambos os momentos, tanto
para 2% quanto para 3%, o acimulo de K* na parte aérea da planta permaneceu constante (6
mg) (Figura 30).

Os resultados obtidos aqui sdo especialmente importantes, isto porque apesar de haver
uma quantidade importante de Na* no extrato K-sap, quando comparado com a quantidade K*
presente, a relagdo Na*/K* aplicada nos tratamentos é baixa (0,007). Esta baixa relacdo também
contribui para entender o baixo acimulo de Na* na parte aérea da planta em relacdo com a
quantidade acumulada de K* aos 22 dias (0,016) ¢ aos 25 dias (0,04) e por tanto, as plantas sob
tratamento de K-sap translocam incialmente até 60 vezes mais K* que Na* e posteriormente até
25 vezes a mais. Layek et al. (2015) mostraram anteriormente que a aplicac@o de extratos de K.
alvarezii em plantas de milho promove aumento na mobiliza¢do de K do solo para a planta.
Dwivedi et al. (2014) também relataram aumentos no conteido de K em tecidos de plantas de
feijao apds aplicagdo de extrato de Kappaphycus.
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Figura 30. Contetido de Na+ e K+ na parte aérea das plantas tratadas com diferentes
concentracdes de K-sap: 1%, 2%, 3%, 5% e 10% (v:v) aos 22 e 25 dias, n=5.

4.5.3 Experimento 2 — Dose vs resposta do K-sap por aplicacao foliar
a) Acamulo de biomassa fresca e seca em plantas sob aplicacao foliar de K-sap
A aplicacgdo foliar de K-sap modificou a massa fresca nas plantas de arroz dependendo

da concentracdo aplicada (Figura 31). As concentragdes entre 10% e 25% estimularam a
producdo de massa fresca nas raizes, especificamente as plantas tratadas com as concentracdes
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de 10% e 15% produziram até 10% a mais de biomassa fresca radicular, quando comparadas
com o controle. Na bainha, todos os tratamentos de K-sap estimularam significativamente a
massa fresca, no entanto, o aumento nao superou o 5% quando em comparagdo ao controle. Ja
para as folhas, apenas os tratamentos de K-sap com concentracdes de 5% e 10% mostraram
estimulos significativos e superiores ao controle, no entanto, os aumentos de massa fresca nao
superam o 6%.

O efeito estimulador na biomassa seca pela aplicacao de K-sap foi mais intenso do que
o observado na biomassa fresca (Figura 31). As raizes das plantas foram significativamente
estimuladas pelo K-sap a concentracdes de 5%, 10% e 25%, especialmente o tratamento de
10% estimulou a biomassa em até 33%. De forma semelhante, a bainha foi estimulada em até
13% pela aplicagao foliar de 10% de K-sap. A mesma concentraciao de 10% aplicada via foliar
estimulou significativamente até 10% da massa seca das folhas quando comparada com o
controle.
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Figura 31. Producdo de biomassa fresca e biomassa seca das raizes, bainhas e folhas e de
plantas de arroz pela aplicacao foliar de K-sap a concentracdes de 5%, 10%, 15%, 20% e
25% (m:m).
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b) Estimulo da aplicacao foliar de K-sap no desenvolvimento de raizes

A morfologia radicular foi regulada nas plantas de arroz pela aplicagdo foliar de K-sap,
onde em geral, concentracdes mais elevadas promoveram efeitos prejudiciais ao crescimento e
desenvolvimento (Figura 32). A 4rea das raizes foi estimulada pelas concentracdes de 5% e
10%, o aumento foi estatisticamente superior ao controle em até 11%. A aplicagdo de
concentracdes a 20% e 25% provocaram diminui¢do significativa da drea radicular em até 10%.
Efeitos de inibi¢ao da area radicular pela aplicac@o de concentracdes elevadas foram intensos
para as classificagdes das raizes superfinas, finas e grossas.

O comprimento total das raizes das plantas foi também prejudicado pela aplicacdo de
elevadas concentragdes de K-sap (15%, 20% e 25%) (Figura 32). A inibi¢ao significativa do
comprimento radicular para os tratamentos de 15%, 20% e 25% foi de 5%, 11% e 8%,
respectivamente. As concentragdes de 5% e 10% nao modificaram o comprimento das raizes,
e por tanto ndo experimentaram diferengas estatisticas com o tratamento controle. Esse
resultado foi constante e semelhante nas classes de raizes avaliadas: raizes finas, médias e
grossas. Nesta mesma linha, a quantidade de bifurcacdes radiculares, um pardmetro relacionado
com o crescimento radicular, também foi inferior nos tratamentos com K-sap quando
comparado com o controle. As bifurcagcdes nas raizes das plantas diminuiram entre 4% e 40%
com o aumento da concentracdo aplicada de K-sap.

Por outro lado, parametros como o didmetro radicular, quantidade de raizes e volume
radicular experimentaram estimulos em fun¢ao da concentracao de K-sap aplicadas (Figura 32).
O K-sap aplicado via foliar a concentracdoes de 10%, 15%, 20% e 25% estimularam
significativamente o diametro das raizes em até 19%. O nimero de pontas totais foi
estatisticamente superior nas plantas tratadas via foliar com 10% de K-sap, tendo seu maior
efeito nas raizes classificadas como finas, estatisticamente superior ao controle em até 40%
(Figura 32). O ndmero de pontas das raizes classificadas como grossas também foi
estatisticamente estimulado pelo K-sap (10%) em até 9% enquanto as raizes superfinas foram
inibidas concentracdes de 15%, 20% e 25% (Figura 32). O volume total das raizes foi
estimulado para todas as concentragdes de K-sap, especialmente para o tratamento de 10%,
resultando em superioridade estatistica quando comparado ao controle em até 11%. O volume
das raizes classificadas como grossas mostraram um leve aumento quando comparado ao
controle também para o tratamento de 10%, embora sem diferencas estatisticas, raizes
superfinas e finas ndo mostraram um aumento de seus volumes, quando comparado ao
tratamento controle (Figura 32).

Virios estudos atribuiram parte dos efeitos dos extratos de Kappaphycus nas plantas a
presenca de fitohormonios em sua composicao (CRAIG, 2011). A seiva de K. alvarezii quando
aplicada em plantas promove respostas de estimulo as plantas de arroz, batata e milho pela
presenca e concentragdes, respectivamente, de AIA iguais a 27 mg L', 23,36 mg L™}, 26,52 mg.
L!; a presenca de Zeatina igual a 19,65 mg L', 31,91 mg L"!; 20,0 mg L'!. As concentracdes
de GAj3 equivalem a 27,9 mg. L', 24 mg L' e 27,8 mg L' (PRAMANICK et al., 2017;
PRAMANICK et al., 2020; KUMAR et al., 2020; GARAI et al., 2021). E provéivel que o
estimulo da seiva Kappaphicus alvarezii no crescimento das plantas seja devido ao equilibrio
da quantidade de fitohormonios porque outros estudos comprovaram que a eliminacdo do
fitohormdnio GA3 do extrato melhora sua a¢do no milho (MONDAL et al., 2015). Por outro
lado estudos recentes mostraram uma caracterizacdo completa através de perfis metaboldomicos
onde foram identificados outros compostos responsdveis pela atividade em plantas como
cinetina sulfabenzamida 1-fosfatidil-1D-mioinositol dodecanamida, proteinas e lipidios
(VAGHELA et al., 2022).

Neste estudo, os compostos fitohormonais do KAlv-sapL. ndo foram identificados e
quantificados, mas estudos futuros devem ser desenvolvidos com o objetivo de homogeneizar
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a composi¢cdo dessas substincias nos extratos de K. alvarezii e estabelecer relacdo com o
crescimento das plantas. Do ponto de vista tecnoldgico, a bioatividade do Kai-sapL nas plantas
observada neste estudo, tanto para aplicacdo foliar quanto radicular, reafirma o potencial deste
extrato para ser utilizado como bioestimulante e/ou biofertilizante. Do ponto de vista
académico, este estudo é um passo a frente na compreensdo da relacio estrutura-fung¢do dos
extratos de Kappaphycus. Até onde sabemos, praticamente ndo existem estudos que
demonstrem os efeitos dos extratos de Kappaphycus na morfologia das raizes das plantas. No
entanto, alguns estudos relatam efeitos estimulatérios em parametros como massa da planta,
nimero de perfilhos por planta e tamanho da espiga (SHAH et al., 2013). David e Mani (2015)
também estudaram a aplicacdo de um extrato aquoso de Kappaphycus alvarezii em arroz e
observaram efeitos estimuladores na producdo de massa seca, tamanho e taxa de crescimento
da planta.
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Figura 32. Quantificagdo dos parametros morfoldgicos das raizes das plantas de arroz tratadas
pela aplica¢do foliar de K-sap a concentracdes de 5%, 10%, 15%, 20% e 25% (m:m), n=40.

96



4.5.4 Experimento 3 — mecanismos envolvidos na bioatividade de K-sap aplicado por
diferentes vias e concentracoes

a) Efeito das vias de aplicacao e doses de K-sap na expressao relativa de genes envolvidos
no metabolismo de nitrogénio e resposta a estresse

A Figura 33 mostra a expressao relativa de genes que codificam para isoformas de H*-
ATPases, transportadores e enzimas de assimilacdo de nitrogénio e de regulacdo do sistema
oxidativo nas plantas ap6s aplicag¢do dos diferentes tratamentos com K-sap via foliar e radicular.
A expressdo de duas isoformas de H*-ATPases da membrana plasmatica de arroz (OsA2 e
OsA7), cuja fungdes envolvem regulacao do pH celular, a absor¢do de nutrientes, o transporte
de ions e a adaptacdo a estresses ambientais (TODA et al., 2016), foi alterada de acordo com
os tratamentos. Em raizes, a expressao do gene OsA2 foi significativamente suprimida pela
aplicacdo dos tratamentos foliares de Kav-sap em relacdo ao controle. Nas folhas, apenas a
aplicacdo radicular (2%) aumentou a expressio do gene OsA2, embora sem diferenca
significativa em relacdo ao controle. As aplicacdes foliares, independente da concentracio
suprimiram a expressao do gene (Figura 33A).

O gene que codifica a isoforma OsA7 ndo apresentou expressiao estatisticamente
diferente ao controle nas raizes pela aplica¢do dos diferentes tratamentos. Por outro lado, nas
folhas, a aplicacdo via radicular de Kaw-sap a 2%, aumentou significativamente a expressao do
gene OsA7 quando comparado com o controle. Os tratamentos de aplicag¢ao foliar em ambas as
concentracdes ocasionaram a supressdo da expressdo do gene OsA7, ndo diferindo
estatisticamente do controle (Figura 33B).

A expressdo do gene que codifica para o transportador OsNRT 1.1, que estd relacionado
a um transportador de NO3™ de baixa afinidade (PLETT et al., 2010), foi estimulada, embora
ndo significativamente, nas raizes quando aplicado o Kai-sap via foliar em relag@o ao controle.
A aplicacdo radicular de Kan-sap ocasionou supressdo significativa da expressdo do
transportador OsNRT1.1 em raizes quando comparado ao controle. Nas folhas, a aplicagao
foliar de Kaw-sap em ambas as concentracdes (2% e 10%) aumentou significativamente a
expressao de OsNRT1.1 quando comparado ao controle. Por outro lado, a expressao do gene
que codifica para o transportador OsNRT2.1, que envolve um transportador de NO3™ de alta
afinidade (ZHOU et al., 2000) foi suprimida nas raizes quando aplicado o Kai-sap, tanto via
foliar como radicular (Figura 33C).

A expressao dos genes que codificam para as enzimas do metabolismo de assimilacao
de N é mostrada na Figura 33E- H. A expressdao do gene da glutamina sintetase citosélica
OsGS1.2 mostrou uma superexpressao quando aplicado o Kai-sap tanto foliar como radicular.
Especialmente, o tratamento via radicular a 2% estimulou significativamente a expressao do
OsGS1.2 em até 4 vezes quando comparado ao controle (Figura XE), por outro lado, a expressao
dos genes OsGS2 mostrou supressdo tanto para as aplicacdes foliares quanto radiculares,
especialmente para as aplicacdes foliares, a resposta na diminui¢do da expressao foi
estatisticamente diferente ao controle (Figura xF). Ambos os genes codificam para isoformas
de glutamina sintetase, estando envolvidos na assimila¢do de NH4* (TABUCHI et al., 2007),
porém o OsGS1.2 é expresso exclusivamente nas raizes enquanto o OsGS2 € expresso
exclusivamente nas folhas. A expressao dos genes OsNADH-GOGAT (exclusiva das raizes) e
OsFd-GOGAT (exclusiva das folhas), que codificam para a enzima Glutamato sintase,
responsavel pela assimilacdo de glutamina a glutamato (WANG et al., 2012), mostrou uma
supressdo em ambos os casos para todos os tratamentos aplicados as plantas (Figura xG e H).
A supressdo dos genes OsNADH-GOGAT nao mostrou diferenca estatistica quando comparado
ao controle, enquanto, o gene OsFd-GOGAT mostrou supressao com diferencga estatistica pelos
tratamentos aplicados foliarmente, em relacdo ao controle.
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A expressao dos genes de NADPH oxidades OsNOXI e OsNOX9, responsaveis pela
oxida¢do do NADPH ou NADH e regulacao dos niveis de EROs nas plantas (KAUR & PATI,
2016) sao mostrados na Figura 331 e 33J. Nas raizes, a expressao dos genes OsNOXI sofreu
supressdo estatisticamente significava, exceto para K-sapF 10%, quando aplicado o extrato
tanto foliar como radicular em relag@o ao controle. Nas folhas, a aplicacao de Kaiy-sap via foliar
promoveu uma supressdo dos genes OsNOXI, sendo o efeito da aplicacdo de K-sapF 2%
estatisticamente diferente ao controle, enquanto a aplicacdo radicular de Kan-sap aumentou a
expressao do gene OsNOX1, embora sem diferencas estatisticas quando comparado ao controle
(Figura xI). Por outro lado, nas raizes, a expressao dos genes OsNOX9 foram suprimidos para
as aplicacoes foliares e levemente aumentada para a aplicacdo radicular de Kan-sap, embora
sem diferencas significativas em relagdo ao controle. Nas folhas, tanto as aplica¢des radiculares
como as foliares, promoveram aumentos da expressdao dos genes OsNOX9, havendo aumento
significativo pelas aplicacoes foliares, especialmente a aplicagdo foliar de Kaw-sap (2%)
aumentou significativamente em até cinco vezes a expressdo quando comparada ao controle
(Figura xJ).

Os resultados obtidos aqui mostram um envolvimento do metabolismo do N na a¢do de
Kaw-sap nas plantas de arroz, principalmente quando aplicados via radicular a 2%. E bem
estabelecido na literatura que as isoformas de H"-ATPase OsA2 e OsA7 sdo induzidas na
presenca de N-NOs3 e, portanto, estdo relacionadas com o crescimento das plantas
(SPERANDIO et al., 2021). O comportamento de aumento na expressao dos genes OsNRT1.1
em folhas e a sua relagdo com a expressdo de genes H*-ATPase observado neste estudo, foi
também comprovado nos estudos de SPERANDIO et al. (2011). A influéncia da aplicacdo de
Kaiv-sap no metabolismo do N se confirma pela expressdo nas raizes dos genes OsGS1.2, isto
porque tais genes sdo chaves para a assimilacdo de fons NH4* absorvidos pelas raizes
(FUNAYAMA et al., 2013), assim como participa no balan¢o adequado do metabolismo do N
e do C (BAO et al., 2014).

Houve diminui¢do ndo significativa da expressio do gene OsNADH-GOGAT e,
significativa, da expressdo do gene OsFd-GOGAT , mostrando modificagdes no ciclo de
assimilacdo do nitrogénio. Apesar da literatura relacionar a expressdo de genes NOXs a uma
condicdo fisioldgica de estresse nas plantas (CHANG et al., 2016), também tem sido relatado
uma relacdo direta entre as NOXs/RBOHs e as H-ATPases, mostrando um papel importante
para o desenvolvimento de raizes laterais (HU et al., 2020; MAJUMDAR & KAR, 2018).
Embora neste estudo ndo houve evidéncias visuais de danos ao crescimento e desenvolvimento
das plantas pelos tratamentos, nas folhas houve aumento da expressdo das OsNOX9 quando
tratadas tanto via foliar como radicular, isto porque estas proteinas sdo responsdveis pela
regulagdo da EROs em condicdes tanto normais como de estresse nas plantas (WANG et al.,
2013).
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Figura 33. Expressdo relativa de genes relacionados a bombas de prétons, metabolismo de
nitrogénio e sistema oxidativo em plantas de arroz (Oryza sativa L.) cultivadas sob
diferentes condic¢des. Barras com a mesma letra ndo foram significativamente diferentes de
acordo com teste de Tukey (p < .05), n=4.

b) Teores de metabdlitos soliveis pelo estimulo a aplicacao de K-sap (N-NH4+, N-NO3-,
N- amino livre e acgiicares soliveis)

A Figure 34 mostra os valores de concentragdo de N-NOj3", N-NH4*, N-amino livre e
acucares soluveis em raizes, bainhas e folhas. Nas raizes e nas bainhas das plantas, a aplica¢ao
radicular de Kan-sap 2%, promoveu uma reducgdo significativa de N-NO3™ enquanto a aplicagdo
de Kaw-sap via foliar aumentou significativamente a concentragdo de NOs". Nas folhas, os

99



teores de N-NO3™ ndo mostraram diferengas estatisticas entre os tratamentos e com relagdo ao
controle (Figura 34A). Por outro lado, o teor de N-NH4" nos tecidos das plantas ndo mostrou
diferencas significativas para os tratamentos de aplicacdo de Kai-sap, tanto foliar como
radicular, em nenhum dos 6rgaos analisados (Figura 34B).

A Figura 34C mostra que a aplica¢do de Ka-sapF 2% aumentou significativamente a
concentracdo e N-amino nas raizes em comparacao aos demais tratamentos. Na bainha, todos
os tratamentos contendo Kaiy-sap reduziram o teor de N-amino, porém, apenas o tratamento
com Kaw-sapF 2% resultou em reducdo significativa quando comparado ao controle. A
concentracdo de N-amino livre nas folhas foi significativamente superior em plantas tratadas
com Kaw-sapF 2%, com uma reducdo nao significativa nas plantas sob aplicacdo de Kaw-sapF
10%.

A aplicacdo de K-sapR 2% reduziu significativamente o teor de acticares soliveis nas
raizes e aumentou com diferencas significativas o teor de acucares soliveis na bainha, em
comparacdo ao controle. A aplicacido de K-sap via foliar, independente da concentragdo, ndo
resultou em teores de agucares soltiveis significativamente diferentes ao controle. A aplicag¢do
de K-sapF 2% e K-sapF 10% diminuiu os teores de acgucares soluveis nas folhas, enquanto o
tratamento com K-sapR 2% nio diferiu estatisticamente, em relacao ao controle (Figura 34D).

Estes resultados indicam que a aplicacdo de Kan-sap regula o metabolismo do N nas
plantas. Aos 25 dias, as aplicacoes de Kan-sap estimulam a absor¢do de N-NO3™ via
transportador OsNRT 1.1, um transportador de baixa afinidade (FAN et al., 2015). Este resultado
€ importante porque ha relatos sobre o transportador OsNRTI.1 como centro de processo de
sinalizacdo nas plantas, regulador do crescimento radicular € como transportador de auxinas
(MAGHIAOUT et al., 2020). A regulagcao no metabolismo de N ainda se confirma pelo aumento
da expressdao de OsGSI.2, gene que codifica para GS citosélica, envolvida na assimilagcdo
primaria de NH4" na raiz, e isto coincidiu com o aumento de N-amino formado nos tecidos das
raizes e folhas, principalmente para o tratamento de aplicacdo foliar de 2% (FUNAYAMA et
al., 2013).
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Figura 34. Concentragdao de N-NO3™ (A), concentragdo de N-NH4" (B), concentracdo de N-
amino (C) e concentracdo de actcares soliveis (D) em raizes, bainhas e folhas de arroz
plantas (Oryza Sativa L.) cultivadas em diferentes condi¢cdes. Barras com a mesma letra
ndo diferiram significativamente de acordo com o teste de Tukey (p<0,05), n=4.

¢) Efeito das vias de aplicacao e doses de K-sap na expressao relativa de genes envolvidos
no transporte de potassio

A expressdo de genes que codificam para transportadores de K*, em resposta a aplicagido
de Kaw-sap sdo mostrados na Figura 35. Tanto nas raizes como nas folhas, o gene OsAKTI que
codificam para um canal de baixa afinidade envolvido na absor¢do de K* (AHMAD et al.,
2016), teve sua expressdo suprimida pela aplicacdo foliar de Kan-sap a 10%, quando
comparado ao tratamento controle. Nas folhas, o tratamento de aplicacdo foliar de Kan-sap a
2%, mostrou um leve aumento da expressao de OsAKT 1, embora sem diferencas estatisticas em
relacdo ao controle (Figura 35A). O gene OsAKT?2 localizado no floema e envolvido na
redistribuicdo de K* da parte aérea a raiz e na tolerdncia a salinidade (TIAN et al., 2021),
também mostrou respostas a aplica¢do de K-sap (Figura 35B). Nas raizes, a aplicacdo foliar de
Kan-sap a 2% aumentou significativamente em até duas vezes a expressao de OsAKT2 quando
comparado ao controle. Contrariamente, nas folhas, o mesmo tratamento Kan-sap a 2%
ocasionou uma supressio da expressao de OsAKT?2 estatisticamente diferente em relagdo ao
controle (Figura 35B).

Tanto nas raizes como nas folhas, a expressdo do gene OsKATI nao diferiu
significativamente ao tratamento controle, porém foi possivel observar supressao do gene em
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raizes pela aplicacdo de K-sapR 2% e aumento da expressao em folhas pela aplica¢do de K-
sapF 10% (Figura 35C). OsKAT]1 foi caracterizado como um canal do tipo shaker de potassio
que confere tolerancia a salinidade no arroz (OBATA et al., 2007). Por outro lado, nas folhas,
a expressao do gene OsKAT2, também caracterizado como um canal do tipo shaker de potdssio
(HWANG et al., 2013) foi levemente estimulada pela aplicagdo radicular Kai-sap 2%, embora
sem diferenca estatistica em relacdo ao controle. Contrariamente, as aplicagdes foliares de Kaiv-
sap ocasionaram uma diminuicdo da expressdao do gene OsKAT2 quando comparados ao
controle, embora sem diferencas estatisticas (Figura 35D). O transportador de alta afinidade
OsHKTI.1 (IMRAN et al., 2019) foi induzido nas raizes pela aplicagao foliar de Kan-sap a 2%.
Nas folhas, os tratamentos de aplicacdo foliar de Kaw-sap reprimiram significativamente a
expressao de OsHKTI1.I em relagdao ao controle (Figura 35E). Ao mesmo tempo, a expressao
de OsHAKS, que codifica para um transportador de alta afinidade de K* envolvido no seu
transporte desde as raizes até as folhas (JING et al., 2022), ndo mostraram respostas claras aos
efeitos da aplicacdo de Kaw-sap em ambos os orgaos (Figura 35F).

A expressao do gene OsSKOR, um canal de potdssio tipo shaker no arroz (KIM et al.,
2015) que estd envolvido no transporte de K+ para o xilema (GAYMARD et al., 1998), foi
reprimido em plantas tratadas por aplicacdo foliar e radicular de K-sap, especialmente a
aplicacdo foliar a 2%, que promoveu uma repressdo estatisticamente significativa em
comparacao ao controle (Figura 35G). Ao mesmo tempo, o gene OsNHX1, que codifica para
um transportador do tipo antiporte K*-Na*/H* (FUKUDA et al., 2011), apresentou expressao
ndo significativamente menor nas raizes quando comparado ao tratamento controle. Nas folhas,
a expressdo de OsNHX1 foi ligeiramente superior a do tratamento controle em plantas tratadas
com aplicacdo radicular e foliar de 2% e 10% de K-sap, respectivamente, embora as diferencas
ndo tenham sido significativas (Figura 35H). A expressdo do transportador antiporte Na*/H* da
membrana plasmética OsSOSI (ZHU et al., 2003) foi reduzida nas raizes apds a aplicacdo de
todos os tratamentos em comparacdo ao controle, enquanto nas folhas a expressdo foi mais
reprimida pela aplicagdo foliar de K-sap 2%. Em ambos os casos, ndo houve diferencga
significativa em relagc@o ao tratamento controle (Figura 35I).

Os resultados obtidos aqui mostram que a aplica¢do de Kai-sap promove estimulos de
genes relacionados ao transporte de K*, mas também relacionados com a regulacdo a estresse.
E possivel que aplicacdes de K-sap regulem os mecanismos de defesa a estresse salino, uma
vez que OsAKTI e OsKATI sao sensiveis a condi¢des de estresse e o aumento da sua expressao
confere tolerancia (OBATA et al., 2007). Tal andlise pode ser também observada pela elevada
expressdo de OsHKTI.1, um transportador de K* de alta afinidade que também regula entrada
de Na* via radicular IMRAN et al., 2019; CAMBELLet al., 2017), o que também coincide com
a expressao de transportadores de NO3™ observados neste estudo (WANG et al., 2012). Neste
momento de avalia¢do, a regulagdo dos niveis K*/Na* para manuten¢ido da homeostase parece
acontecer via regulacdo transcricional com a participacdo de OsAKT, OsHAK, OsSKOR,
OsHKT e OsSOS, em linha com o relatado por Li et al. (2020).
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Figura 35. Expressdo relativa de genes relacionados a absor¢ado e translocacdo de potdssio em
plantas de arroz (Oryza sativa L.) cultivadas sob diferentes condi¢des. Barras com a mesma
letra ndo foram significativamente diferentes de acordo com teste de Tukey (p < 05), n=4.

d) Acimulo de nitrogénio, fosforo e potassio em plantas devido a via e dose de aplicacao

K-sap

A Figura 36 mostra os teores de N, P e K nos tecidos das plantas tratadas com Kan-sap
via radicular e foliar. Todos os tratamentos de aplicacio com Kan-sap promoveram uma
diminui¢do de N nas raizes independente da forma e concentracio de aplicacdo. No entanto, as
aplicagdes foliares de Kan-sap mostraram os menores teores de N nas raizes. Na bainha, o
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acumulo de N foi diferente de acordo com cada tratamento. A aplicagdao de Kaw-sapR 2%
aumentou mais expressivamente o teor de N na bainha, havendo por parte do tratamento Kan-
sapF 2% um leve aumento, e uma reducdo no tratamento Kai-sapF 10%. Nas folhas, todos os
tratamentos com Kan-sap aumentaram o teor de N, no entanto, Kaw-sapF 10% promoveu um
aumento mais expressivo quando comprado aos outros tratamentos e, com menor intensidade,
os tratamentos com Kaw-sapR 2% e Kan-sapF 2%, quando comparado ao controle (Figura
36A).

O teor de K* nas raizes mostrou aumento pela aplicagao radicular de Kaiy-sap, a0 mesmo
tempo em que houve uma reducgido do K* quando aplicado o Kan-sap via foliar. Na bainha, os
teores de K* foram similares entre os tratamentos, porém foi observada ligeira reducdo pela
aplicacdo do Kan-sap, independente da forma de aplicagdo e da concentragcdo. Nas folhas, as
aplicagdes de Kaw-sap promoveram um aumento do teor de K*, levemente menores para as
aplicacoes de Kaiy-sap via foliar (Figura 36B).

As concentragdes de P nas raizes das plantas foram superiores ao tratamento controle
quando aplicados os tratamentos de Kaiy-sapR e Kan-sapF a 2% e 10%, respectivamente,
enquanto o tratamento Kaiy-sapF 2% promoveu uma leve diminui¢@o do teor de P. Na bainha,
todos os tratamentos de Ka-sap promoveram diminui¢ao do teor de P. Nas folhas, a aplicag¢do
de Kan-sap exerceu um efeito semelhante com o obtido na bainha, promovendo uma reducgdo
no teor de P tanto pela aplicagao foliar como radicular (Figura 36C).

Os resultados sdo consistentes com as analises discutidas anteriormente, onde estimulos
na expressao de transportadores de N e K pela aplicagdo de Kaw-sap, promovem aumento de N
e K. O aumento de N, P e K nos tecidos das plantas pela aplicacdo de extratos aquosos de
Kappaphycus alavarezii obtido aqui estd em linha com diferentes estudos na literatura, em um
deles foi relatado que a aplicagdo radicular em plantas de milho promove acimulo nos tecidos
de N, K e P (KUMAR et al., 2019). Nesta linha, os estudos realizados por Pramanick et al.,
(2020) também relataram que aplicacOes foliares de extratos aquosos de Kappaphycus
alavarezii em plantas de arroz sdo capazes de induzir um balanco positivo na tomada e
assimilacdo de N. Um comportamento semelhante no aumento da eficiéncia na tomada de N,
K e P, foi relatado por Garai et al. (2021), aplicando extratos de Kappaphycus alvarezii e
Gracilaria edulis via foliar em plantas de batata.
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Figura 36. Teor de N, K e P em raizes, bainhas e folhas nas plantas de arroz (Oryza sativa L.)
tratadas com Kay-sap via radicular e foliar. Barras com a mesma letra ndo diferiram
significativamente de acordo com o teste de Tukey (p<0,05), n=4.
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e) Efeito das diferentes formas e doses de aplicacao de K-sap na emissao da fluorescéncia
transiente da clorofila a

Os parametros fotossintéticos obtidos pela andlise Jip-test da fluorescéncia transiente da
clorofila a normalizados, usando como referéncia o controle, das plantas de arroz tratadas com
extrato de alga a 2% via radicular (Kaw-sapR 2%), com aplicacdo foliar a 2% (Kaw-sap2%) e
com aplicacdo foliar a 10% (Kaiv-sapF10%) sao mostrados na Figura 37 e na Tabela 16
(APENDICES). Apés 24 horas da aplicacio dos tratamentos com Kan-sap, ocorreu uma
resposta fotossintética inicial de todas as plantas com incremento nos indices de desempenho
fotossintético, na conservagdo de energia de excitacdo para reducao dos aceptores de elétrons
do intersistema (Plags) e do indice de desempenho na conservacao de energia de excitagao para
reducdo dos aceptores finais do PSI (fotossistema I) (PltoraL), sendo o incremento no
desempenho fotossintético mais intenso pela aplicacao de Kanv-sapR 2% (Figure 37A).

Apo6s 48 horas, as plantas que receberam aplicacdao de K-sap, independente da via ou
dose, apresentaram reduc@o na conservagao de energia de excitac@o para redugao dos aceptores
de elétrons do intersistema (PIass) em comparacdo com controle, ja o indice de desempenho na
conservacgao de energia de excitacdo para redugao dos aceptores finais do PSI (fotossistema I)
(PItoraL) ndo sofreu alteragdes neste momento (Figure 37B).

Depois de 72 horas a resposta fotossintética das plantas retornaram a normalidade, sendo
observada estabilidade na etapa fotoquimica da fotossintese quando comparados os indices de
desempenho fotossintético entre os tratamentos (Figure 37C). Apenas as 96 horas apds
aplicacdo dos tratamentos, as plantas que receberam Kaw-sap apresentaram novamente aumento
da taxa fotossintética, com incremento ainda mais expressivo do PIags € do Plrorar do que o
observado apds 24 horas, sendo novamente o incremento do desempenho fotossintético mais
intenso nas plantas tratadas com Ka-sapR 2%. Além disso, o tratamento com Kaiy-sapR 2%
apresentou um incremento expressivo no parametro de rendimento @Ro (rendimento quantico
de transporte de elétrons da QA™ para o aceptor final de elétrons do FSI), no respectivo
parametro de eficiéncia de redu¢ao um éxciton capturado no RC (centro de ragcdo) (0Ro) e um
aumento na reducao dos aceptores finais de elétrons do FS1 (REo/RC), sendo consistente com
o aumento da performance fotossintética das plantas que receberam este tratamento (Figura
37D).

Ap6s 120 horas do inicio da aplicagdo dos tratamentos, novamente o desempenho
fotossintético se mostra estavel entre os tratamentos, ndo havendo diferencas em comparagdao
com o controle (Figure 37E). O melhor desempenho fotossintético das plantas que receberam
o tratamento Kan-sapR 2% é confirmado apds 144 horas, com um incremento ainda mais
expressivo do Plags € do PltoraL e reducdo da perda de energia na forma de calor (DIo/RC) e
do tamanho aparente do sistema antena (ABS/RC). Nesse ultimo momento de avaliacdo
observa-se que o tratamento que apresentou menor desempenho fotossintético (Plags € Pltorar)
foi o Kaw-sapF 10% (Figura 37F).

Os estimulos no desempenho fotossintético ao longo de seis dias apds inicio de
aplicacdo do Kanr-sap, por diferentes vias e concentracdes, ocorreram de maneira diferenciada.
Foram observadas respostas logo apds 24 horas da aplicagdo dos extratos de alga,
principalmente via radicular, ja nos dias seguintes houve manutencdo do desempenho
fotossintético, havendo estabilidade do sistema. Apds 96 horas, as plantas tratadas com Kayy-
sap apresentaram novamente aumento da taxa fotossintética, seguida mais uma vez por
estabilidade da taxa fotossintética. Por fim, apds 144 horas de inicio da aplicagao dos
tratamentos, o tratamento com Kan-sapR 2% resultou em plantas com o maior desempenho
fotossintético, enquanto plantas tratadas com Kan-sapF 2% mostraram fotossintese semelhante
ao controle, j4 o tratamento com Kan-sapF 10% resultou em plantas com menor desempenho
fotossintético.
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Figura 37. Parametros fotossintéticos de plantas de arroz cultivadas em diferentes condi¢des
deduzidos pela andlise do teste JIP de transientes de fluorescéncia normalizados usando o
controle como referéncia. Indice de desempenho fotossintético (PIABS), indice de
desempenho fotossintético total (PITOTAL), rendimento quantico mdximo da fotoquimica
primaria (¢P0), rendimento quantico do transporte de elétrons de Q (¢RO), rendimento
quantico do transporte de elétrons (¢EQ), eficiéncia com a qual um elétron pode mover o
intersistema de aceptores de elétrons reduzidos em o intersistema para o aceptor final de
elétrons FSI (8Rv), eficiéncia com a qual um éxciton capturado no centro de reacio (RC)
pode mover um elétron de QA — para o intersistema de aceptores de elétrons (OEQ), reducdo
do aceptor final de elétrons no elétron FSI lado do aceptor por RC (REO/RC), fluxo de
transporte de elétrons por RC (ET0O/RC), fluxo de energia dissipada por RC (DIO/RC), fluxo
de absorcao por RC (ABS/ RC), fluxo de energia aprisionada por RC (TRO/RC), complexo
de evolugao de oxigénio (OEC). (A) 24 horas; (B) 48 horas; (C) 72 horas; (D) 96 horas;
(E) 120 horas; (F)144 horas. n=11.

Na Figura 38 sdo apresentados os graficos de andlise de fluorescéncia da clorofila a
normalizada como curva de fluorescéncia varidvel relativa OJIP (os pontos Osous, Joms, [30ms, €
Pis estdo marcadas no grafico) (Wt) (Figuras 38A, 38D, 38G, 38J, 38M e 38P), os graficos de
fluorescéncia varidvel relativa normalizados entre os pontos Osops € I3oms (Wor) (Figuras XB,
XE, XH, XK, XN e XQ), e os graficos de fluorescéncia varidvel relativa normalizados entre os
pontos Izoms € P1s (Wip) (Figuras 38C, 38F, 381, 38L, 380 e 38R). Observa-se na Figura XJ,
associado ao incremento do desempenho fotossintético 96 hrs apds a aplicagc@o do tratamento
K-sapR 2%, uma reducdo da emissdo de fluorescéncia pelas plantas que receberam esse
tratamento. Os graficos Wip demonstram a sequéncia de eventos de transferéncia de elétrons a
partir do PSI (comegando em PQHb>) para os aceptores finais desse fotossistema da planta.

A Figura 50 (APENDICES) demonstra que as plantas que receberam o tratamento K-
sapR 2% apresentaram um aumento na sequéncia de eventos da transferéncia de elétrons
conduzida pelo PSI para os aceptores de elétrons finais no lado do aceptor do PSI, comecando
em PQH2 (plastoquinol) (WIP) (Wip). As avaliacdes de cinética ndo demonstraram a presenca
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de bandas-L. (AWok) (Figura 50, APENDICES). A auséncia de banda-L positiva sugere a
estabilidade do sistema com a manuten¢do da conectividade energética e um consumo eficiente
da energia de excitacdo (SOUZA et al., 2020). Variac¢des nas bandas-K (AWoy) estao associados
ao desacoplamento do complexo de evolucao do oxigénio (CEO) (DABROWSKI et al., 2016).
Entretanto, ndo foram observadas a presenca de banda K positiva, apenas banda-K negativa 144
hrs ap6s aplicacio de K-sapR 2% (Figura 50, APENDICES), sugerindo que nio houve
permeabilidade do CEO a elétrons nao provenientes de moléculas de dgua (SOUZA et al.,
2020).
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Figure 38. Fluorescéncia transiente da clorofila a de folhas de plantas de arroz (Oryza Sativa
L.) adaptadas ao escuro, cultivadas em diferentes condicdes. Fluorescéncia relativa varidvel
entre as etapas O e P (Wt; A, D, G, J, M, P) em tempo logaritmico; Fluorescéncia relativa
varidvel entre os passos O e [ (WOI; B, E, H, K, N, Q) em tempo logaritmico; Fluorescéncia
relativa varidvel entre as etapas [ e P (WIP; C, F, I, L, O, R) e WOI na inser¢ao. n=11.
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f) Estimulos na morfologia radicular pela aplicacao de K-sap por diferentes vias

A aplicagdo de K-sap via radicular e foliar em diferentes concentracdes modificou a
morfologia radicular de plantas de arroz (Figura 39). A drea radicular ndo sofreu alteragdes
significativas pela aplica¢ao de K-sap, no entanto, foi possivel observar aumento da drea pela
aplicacdo de K-sapF 2% e reducdo pela aplicagdo de K-sapF 10%, quando comparados ao
controle (Figura 39A). A aplicacdo de K-sapR 2% resultou em aumento significativo do volume
radicular em relacdo ao controle. Plantas submetidas a K-sapF 2% também apresentaram
estimulo no volume de raizes, porém sem diferir estatisticamente de plantas controle. As raizes
de plantas tratadas com K-sapF 10% mostraram uma reducio no volume radicular, porém, sem
diferencgas estatisticas (Figura 39B).

A Figura 39C mostra que o comprimento radicular foi estimulado por todos os
tratamentos com K-sap, no entanto, a aplicacdo de K-sapF 2% foi o tnico que resultou em
alongamento radicular significativo em relagdo ao controle. Por outro lado, o diametro médio
das raizes aumentou significativamente em plantas tratadas com K-sapR 2%, j4 os tratamentos
com K-sap aplicados via foliar resultaram em redugdo do didmetro médio, sem diferencas
estatisticas quando comparado ao controle (Figura 39D).

O numero de bifurcacdes nas raizes aumentou significativamente quando comparado ao
controle, em plantas tratadas com K-sapF 2%. Os tratamentos com K-sapR 2% e K-sapF 10%
resultaram em aumento do ndmero de bifurcacdes radiculares, porém, sem diferencas
significativas em relagdo ao controle (Figura 39E). A Figura 39F mostra que a quantidade total
de raizes foi estimulada de maneira semelhante por todos os tratamentos com K-sap, uma vez
que todos resultaram em ndmero de raizes significativamente superior ao de plantas controle.

As Figuras 39G-I mostram que o niimero de raizes de acordo com classes de didmetro
(finas, médias e grossas) foi diferente para cada tratamento aplicado de K-sap. A quantidade de
raizes finas aumentou significativamente em todas as plantas tratadas com K-sap,
independentemente da forma e concentracdo de aplicacdo. A quantidade de raizes médias
aumentou significativamente em plantas tratadas com K-sapR 2% e K-sapF 10%, em relac@o
ao controle. Por outro lado, a aplicacdo de K-sapF 2% nao resultou em diferencas estatisticas
com os demais tratamentos. A quantidade de raizes grossas nido foi modificada em nivel
estatisticamente significativo quando comparado ao controle. Os estimulos diferenciados na
quantidade de raizes finas, médias e grossas justificam as diferencas observadas nos valores de
didmetro radicular médio, sendo os maiores didmetros observados em raizes tratadas com K-
sapR 2%, justificado pela maior quantidade de raizes médias e grossas quando comparado aos
demais tratamentos, € os menores didmetros observados em raizes tratadas com K-sapF 2%,
justificado pela menor quantidade de raizes grossas dentre todos os tratamentos.

Nao s@o muitos os estudos onde se demostrem os efeitos das aplicacdes de K-sap na
morfologia das plantas. Em estudos prévios foi demostrado que as aplicagdes foliares e
radiculares de K-sap exercem efeitos de estimulo nos diferentes parametros morfolégicos das
plantas de arroz, porém, tais efeitos sdo dependentes das concentragdes aplicadas (CASTRO et
al., 2023). Outros estudos mostraram modificar a morfologia radicular das plantas de arroz e
milho quando aplicado o K-sap via foliar (DAVI & MANI 2015; SHAH ET AL., 2013).
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Figura 39. Parametros radiculares modificados em plantas de arroz pela aplicagado foliar (2% e
10%) e radicular (2%) de K-sap. Area (A), volume (B), comprimento (C), diametro (D),
bifurcacdes (E), quantidade total de raizes (F), quantidade de raizes finas (G), quantidade
de raizes médias (H) e quantidade de raizes grossas (I). Barras com a mesma letra nio
diferiram significativamente de acordo com o teste de Tukey (p<0,05), n=20.

g) Producao de biomassa fresca e seca, niimero de folhas e alturas das plantas por efeito
da aplicacido de K-sap por diferentes vias

O acuimulo de biomassa fresca e seca em plantas de arroz foi alterado pela aplicacao
foliar e radicular de K-sap. As Figuras 40A e 40B mostram que a aplicacdo de K-sapF 2%
resultou nos maiores valores de massa fresca e seca de raizes, bainhas e folhas, quando
comparado com os demais tratamentos e ao controle. A produc¢do de massa fresca na raiz foi
significativamente superior ao controle em plantas tratadas com K-sapF 2% e K-sapR 2%, nao
diferindo estatisticamente entre estes dois tratamentos. A aplicacdo de K-sapF 10% nao resultou
em valor de massa fresca radicular significativamente superior ao controle. A massa fresca da
bainha ndo diferiu significativamente entre os tratamentos. Nas folhas, os tratamentos contendo
K-sapF 2% e K-sapF 10%, promoveram valores de massa fresca superiores ao controle. A
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aplicacdo de K-sapR 2% nao estimulou significativamente a massa fresca em folhas (Figuras
40A). A massa seca radicular e da bainha tiveram aumento significativo, em comparagdo ao
controle, apenas no tratamento com K-sapF 2%. Os demais tratamentos contendo K-sap
também estimularam o acumulo de massa seca em raizes e bainhas, porém sem diferir
estatisticamente das plantas controle. A massa seca foliar foi significativamente superior ao
controle em plantas tratadas com K-sapF 2% e K-sapF 10%, enquanto o tratamento com K-
sapR 2% nao resultou em aumento significativo de massa seca das folhas em relagdo ao controle
(Figura 40B).

A Figura 40C mostra o efeito dos diferentes tratamentos sobre a altura das plantas.
Todas as aplicagdes de K-sap estimularam significativamente a altura das plantas quando
comparado ao controle. A aplicacdo de K-sapF 2% promoveu o maior estimulo da altura da
planta, enquanto a aplicacdo de K-sapR-2% exerceu um estimulo inferior. Neste sentido, parece
haver uma coeréncia entre os resultados obtidos para a altura das plantas e a produ¢ao de massa
fresca e seca nos diferentes tratamentos de K-sap, isto porque quanto maior o acimulo de massa
estimulado pela aplicag¢do do extrato liquido, maior foi a altura das plantas. A aplica¢do de K-
sap também mostrou um efeito estimulador na quantidade de folhas por planta (Figura 40D). A
aplicacdo de K-sapF 2% e K-sapF 10%, resultou em numero de folhas por planta
significativamente superior ao controle, sem diferencas estatisticas entre os tratamentos. A
aplicacdo de K-sapR 2% mostrou um leve aumento, porém sem diferengas significativas
quando comparado ao controle.

E bem conhecido na literatura o papel do K* na melhoria das funcdes metabélicas e
fisioldgicas das plantas para seu crescimento, desenvolvimento e defesa a estresse (SARDANS
& PENUELAS, 2021). Ao mesmo tempo, hd relatos que mostram que um adequado balanco
entre N e K* na nutricdo vegetal promove uma melhoria do vigor das plantas e um aumento da
capacidade para assimilar outros nutrientes (GUO et al., 2019). O aumento na absor¢io de K*
e N pela aplicacdo K-sap obtida neste estudo estd em linha com outros estudos na literatura.
Um aumento no actimulo de K e N de até 5% e 7%, respectivamente, foi obtido pela aplicacao
foliar de extratos de Kappaphycus alvarezii (K-sap) em plantas de trigo (SHAH et al., 2013).
Um comportamento semelhante foi obtido quando aplicado K-sap via foliar a plantas de milho,
promovendo aumento dos rendimentos devido as melhorias na absor¢ao de nutrientes
(BASAVARAIJA et al., 2018).
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Figura 40. Producdo de biomassa fresca (A) e seca (B), altura das plantas (C) e nimero de
folhas por planta (D) de arroz pela aplicacao foliar (2% e 10%) e radicular (2%) de K-sap.
Barras com a mesma letra nao diferiram significativamente de acordo com o teste de Tukey
(p<0,05), n=20.
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4.6 CONCLUSOES

A liofilizacao do extrato aquoso extraido da alga Kappaphycus alvarezii constituiu uma
alternativa eficiente para a obtenc¢do de bioestimulante capaz de aumentar o crescimento e
desenvolvimento de plantas sem a necessidade de conservantes quimicos. O extrato aquoso
liofilizado (K-sapL) obtido neste estudo preservou fragmentos organicos ricos em lipideos,
proteinas e k-carragena além de uma composi¢dao de macro e micronutrientes rica em Ca, Mg,
K e P e uma baixa relagao C:N. A composi¢ao organo-mineral em K-sapL o torna um material
com capacidade para exercer efeitos de estimulo nas plantas. O extrato K-sap pode ser utilizado
como um bioestimulante de aplicac@o via foliar e radicular, produzindo maior biomassa seca
em raizes, bainhas e folhas e maior desenvolvimento radicular.

As aplicacdes radiculares de Kan-sap estimulam o crescimento de plantas de arroz em
momentos mais tardios quando comparado com as aplicacdes foliares. A utilizacdo do K-sap
(2%-3%) via radicular garantiu uma alocacdo de elevada quantidade K para o interior das
plantas. Melhorias na eficiéncia da nutricdo K promovido pela utilizacdo de K-sap significa
uma alternativa para a fertilizacdo potdssica de origem extrativista. A implementacdo de um
biofertilizante com origem na algicultura permitird a insercao das atividades da bioeconomia
na cadeia produtiva agricola, fortalecendo a produgdo limpa de insumos para a agricultura.

O modo de agdo do extrato aquoso de Kappaphycus alvarezii (K-sap) que promove
estimulos no crescimento e desenvolvimento das plantas de arroz, ocorre mediante a regulacao
da expressdo de genes relacionados ao transporte de N, K e de resposta adaptativa a estresse na
fase inicial de crescimento de plantas de arroz. Aplica¢des radiculares de K-sap promovem
melhorias na nutricdo das plantas, aumentando a quantidade de K e N, principalmente em
folhas, momento em que ainda ha genes expressos envolvidos no transporte e assimilacdo de
N, assim como uma intensa melhoria da eficiéncia fotossintética. Melhores condicdes
nutricionais e fotossintéticas induziram aumentos na producao de biomassa, plantas de maior
altura e com maior quantidade de raizes. Contrariamente, as aplicacdes foliares promovem
menor acimulo de N e K, principalmente em raizes e bainhas, embora neste momento, os
transportadores de N e K estejam sendo estimulados, levando a aumento de N-NO3™ e N-amino.
Mesmo com uma melhoria menos expressiva na eficiéncia fotossintética, a aplicacdo foliar a
2% induz o crescimento das plantas, aumento da producdo de biomassa, do crescimento e
desenvolvimento radicular.
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5. CAPITULO III

POTENCIALIDADES E EFEITOS DA APLICACAO FOLIAR DE
BIOESTIMULANTE MISTO DE ACIDO FULVICO E K-SAP SOBRE A
REGULACAO METABOLICA, DESENVOLVIMENTO E
CRESCIMENTO VEGETAL
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5.1 RESUMO

O setor agricola enfrenta um desafio duplo: a necessidade de aumentar a eficiéncia para
sustentar a crescente populacdo global e, a0 mesmo tempo, aprimorar a gestdo de recursos,
reduzindo o impacto ambiental nos ecossistemas e na saide humana. Uma abordagem
inovadora e ecologicamente sustentdvel envolve a utilizacdo de bioestimulantes naturais, que
promovem o crescimento e a produtividade das plantas. Os bioestimulantes atuam de diversas
maneiras, podendo ter efeitos gerais ou especificos. A eficicia de um bioestimulante, em geral,
resulta da interacdo de diferentes substiancias ativas presentes em sua composi¢do. Vale
ressaltar que, embora os efeitos dos bioestimulantes nas raizes sejam amplamente estudados,
os mecanismos de promoc¢do das partes aéreas das plantas sdo menos explorados.
Bioestimulantes a base de extratos de algas marinhas e substancias himicas sio amplamente
empregados para melhorar a producdo agricola. No entanto, na literatura, ndo foram
encontrados estudos sobre bioestimulantes que combinem 4cidos fulvicos e extratos de
Kappaphycus alvarezii. Portanto, o objetivo deste capitulo consistiu em avaliar e comparar os
estimulos desencadeados pela aplicacdo foliar isolada e conjunta de 4cido filvico de
vermicomposto e extrato de Kappaphycus alvarezii em plantas de arroz (Oryza sativa L.) da
variedade nippombare. O estudo abordou a regulacdao génica, o metabolismo, a absor¢ao de
nutrientes, a fotossintese, o desenvolvimento do sistema radicular e o crescimento, visando
desenvolver um bioestimulante foliar misto com potencial de aplicacdo na agricultura. A
aplicacdo de todos os bioestimulantes resultou em plantas com um desenvolvimento mais
robusto, porém, a pulverizacdo foliar do bioestimulante misto composto por AFVC + K-sap
demonstrou estimular o crescimento e a produ¢do vegetal de forma mais acentuada. O aumento
da producdo de biomassa vegetal foi atribuido aos efeitos observados na melhoria do
desempenho fotossintético, na regulacao génica, na absor¢do de nutrientes, no metabolismo de
nitrogénio e carbono, bem como no desenvolvimento do sistema radicular. Os estimulos iniciais
na etapa fotoquimica da fotossintese e as regulacdes fisioldgicas diferiram com base no
bioestimulante aplicado. A aplicag¢do de K-sap resultou em plantas com um maior acimulo de
biomassa foliar, enquanto a aplicacdo de AFVC promoveu um maior acimulo de biomassa nas
raizes, quando comparadas individualmente. Por outro lado, a aplicagdao conjunta de AFVC +
K-sap resultou em plantas com a maior produ¢do de biomassa tanto nas raizes quanto na parte
aérea, superando os outros tratamentos. O modo de acdo desencadeado pelos bioestimulantes
quando aplicados foliarmente parece ser distinto daquele normalmente relatado na literatura em
relac@o as aplicagdes radiculares, o que ressalta a necessidade de investigacOes adicionais. A
pulverizagdo foliar dos bioestimulantes, como AFVC, K-sap e AFVC + K-sap, demonstrou um
grande potencial como agentes de estimulo vegetal, promovendo tanto o crescimento radicular
quanto da parte aérea. Além disso, essa abordagem pode ser mais econdmica do que a aplicag@o
no solo e aumentar a eficiéncia na absor¢do e assimilacdo de nutrientes, possivelmente
resultando em uma redu¢do do consumo de fertilizantes ao longo do ciclo da cultura.

Palavras-chave: Substancias humicas. Kappaphicus alvarezii. Pulverizacdo foliar.
Bioatividade.
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5.2 ABSTRACT

The agricultural sector faces a dual challenge: the need to increase efficiency to support the
growing global population while at the same time improving resource management, reducing
the environmental impact on ecosystems and human health. An innovative and ecologically
sustainable approach involves the use of natural biostimulants, which promote plant growth and
productivity. Biostimulants act in different ways and can have general or specific effects. The
effectiveness of a biostimulant, in general, results from the interaction of different active
substances present in its composition. It is worth mentioning that, although the effects of
biostimulants on roots are widely studied, the promotion mechanisms in the aerial parts of
plants are less explored. Biostimulants based on seaweed extracts and humic substances are
widely used to improve agricultural production. However, in the literature, no studies were
found on biostimulants that combine fulvic acids and Kappaphycus alvarezii extracts.
Therefore, the objective of this chapter was to evaluate and compare the stimuli triggered by
the isolated and combined foliar application of vermicompost fulvic acid and Kappaphycus
alvarezii extract on rice plants (Oryza sativa L.) of the nippombare variety. The study addressed
gene regulation, metabolism, nutrient absorption, photosynthesis, root system development and
growth, aiming to develop a mixed foliar biostimulant with potential for application in
agriculture. The application of all biostimulants resulted in plants with a more robust
development, however, the foliar spraying of the mixed biostimulant composed of AFVC + K-
sap demonstrated to stimulate plant growth and production more markedly. The increase in
plant biomass production was attributed to the effects observed in improving photosynthetic
performance, gene regulation, nutrient absorption, nitrogen and carbon metabolism, as well as
root system development. The initial stimuli in the photochemical step of photosynthesis and
physiological regulations differed based on the biostimulant applied. The application of K-sap
resulted in plants with a greater accumulation of leaf biomass, while the application of AFVC
promoted a greater accumulation of biomass in the roots, when compared individually. On the
other hand, the joint application of AFVC + K-sap resulted in plants with the highest biomass
production in both roots and shoots, surpassing the other treatments. The mode of action
triggered by biostimulants when applied foliarly appears to be different from that normally
reported in the literature in relation to root applications, which highlights the need for additional
investigations. Foliar spraying of biostimulants, such as AFVC, K-sap and AFVC + K-sap,
demonstrated great potential as plant stimulation agents, promoting both root and shoot growth.
Furthermore, this approach can be more economical than soil application and increase
efficiency in nutrient absorption and assimilation, possibly resulting in a reduction in fertilizer
consumption throughout the crop cycle.

Key words: Humic substances. Kappaphicus alvarezii. Foliar spray. Bioactivity.
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5.3 INTRODUCAO

O setor agricola encara simultaneamente o desafio de ampliar a eficiéncia para sustentar
a crescente populacdo global e aprimorar o uso de recursos, enquanto diminui o impacto
ambiental em ecossistemas e na saide humana (ROUPHAEL & COLLA, 2020). Alguns dos
principais motivos que contribuiram para a diminui¢do dos rendimentos das colheitas na
agricultura estdo principalmente associados a pressao bidtica, como enfermidades fungicidas e
bacterianas, e a restricao no uso de fertilizantes quimicos e pesticidas (PONISIO et al. 2015;
PARADIKOVIC et al. 2019). Uma inovac@o promissora e ecologicamente amigavel envolve a
aplicacdo de bioestimulantes naturais, que aprimoram o crescimento e a produtividade das
plantas (COLLA E ROUPHAEL,; 2015).

A composi¢do dos bioestimulantes permanece parcialmente desconhecida devido a
complexidade dos extratos e a ampla variedade de moléculas presentes na solucio, o que torna
desafiador compreender quais sdo 0s compostos mais ativos, sendo que os mecanismos
desencadeados pelos bioestimulantes ainda estdo sob investigacio (ERTANI ET AL., 2011;
GUINAN et al., 2013). Preferencialmente, a classificacao dos bioestimulantes deve ser baseada
nas respostas fisioldgicas das plantas, em vez de sua composicao (ERTANI et al., 2013).

O mercado de bioestimulantes estd experimentando um crescimento acelerado na
industria agricola. De fato, o mercado de ingredientes ativos, que inclui extratos de algas
marinhas, corretivos microbianos, aminoécidos e substancias hiimicas, tem a projecao de atingir
cerca de 5,6 bilhdes de ddlares até 2026, com uma taxa de crescimento anual de 12,1%
(KANABAR & NANDWANI, 2023). Os modos de a¢do dos bioestimulantes sdo diversos e
podem ser gerais ou especificos, mas a maioria deles estimula o crescimento e a producdo,
aumentando a biossintese de clorofila, aprimorando a fotossintese, estimulando o
desenvolvimento das raizes e melhorando a absor¢do de dgua e nutrientes no solo (BULGARI
etal.,2015; YAKHIN et al., 2017; LANGOWSKI et al., 2019). A eficacia de um bioestimulante
geralmente se manifesta por meio do efeito combinado das diferentes substancias ativas
presentes em sua formulacdo (ROUPHAEL & COLLA, 2018).

E importante notar que embora os efeitos mediados por bioestimulantes nas raizes sejam
extensivamente estudados, os mecanismos de promoc¢ao destas moléculas na parte aérea sao
pouco abordados (MORA et al.,, 2010). Ao contrario dos estimulos desencadeados pela
aplicacdo de bioestimulantes via radicular (aumento da sintese e atividade de H*-ATPase,
transportes de fons na membrana plasmética, respostas do tipo hormonal, dentre outros), os
efeitos e modos de acdo pela aplicagdo foliar sao pouco explorados (DE HITA et al., 2020).

O 4cido fulvico representa uma fracdao himica encontrada na matéria organica do
solo que tem sido empregada como um bioestimulante para plantas. E caracterizado por
seu baixo peso molecular, elevado teor de compostos fendlicos e grupos carboxilicos, e
uma menor quantidade de estruturas aromadticas, o que resulta em uma melhor solubilidade
em agua e maior capacidade de interacdes (PASCUAL et al. 1999; CANELLAS et al.,
2014). A aplicacao foliar do 4acido fulvico é associada a diversos efeitos benéficos,
incluindo o estimulo ao crescimento de raizes, folhas e brotos, o aumento da taxa de
respiracdo, fotossintese e teor de clorofila, além de promover a absor¢do de ifons e a
producdo de ATP (CALVO et al., 2014; CANELLAS et al., 2014; ABDEL-BAKY et al.,
2019; KANABAR & NANDWANI, 2023). Além disso, os dcidos fulvicos sdo compostos por
aminodcidos, vitaminas, oligoelementos e hormdnios vegetais, e todos esses compostos podem
estimular a divisdo celular, o crescimento das raizes e a absorc¢ao de nutrientes (DE PASCALE
et al.,2018; QIN & LESKOVAR,2020).

Os extratos da alga Kappaphycus alvarezii também demonstraram potencial como
bioestimulantes de pulverizagdo foliar, uma vez que promovem o aumento dos rendimentos em
varias culturas (GHOSH et al., 2015). Os efeitos benéficos desses extratos parecem ser
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atribuidos a sua rica composi¢do, que inclui compostos bioativos, como fendis, flavonoides,
esteroides, carboidratos, proteinas, lipideos, carotenoides, fitohormonios e antioxidantes, além
de conter uma elevada quantidade de elementos minerais, como potéssio, fésforo, ferro, zinco
e outros (VAGHELA et al., 2022). A aplicacdo foliar de extratos de Kappaphycus alvarezii
contribuiu para o aumento do rendimento e quantidade de tubérculos por planta em cultivos de
batata (PRAMANICK et al., 2017), promoveu melhoria da qualidade do suco e aumento de
rendimento agricola na cultura da cana-de-agicar (KARTHIKEYAN & SHANMUGAM,
2017), aumentou o rendimento do cultivo da banana e qualidade interna dos frutos
(KARTHIKEYAN & SHANMUGAM., 2014) e estimulou a producdo de graos de arroz (DEVI
& MANI, 2015). Em plantas de milho que foram submetidas a aplica¢des foliares de extratos
aquosos de Kappaphycus alvarezii, observou-se um aumento na producdo da cultura. Além
disso, houve uma redugdo na presenca de espécies reativas de oxigénio € um aumento na
atividade enzimatica de regulacdo redox nas plantas (TRIVEDI et al., 2021). A aplicacdo do
mesmo tipo de extrato também em plantas de milho, mostrou que hd um estimulo no
crescimento do sistema radicular e do aumento na absorc¢ao de nutrientes, tais efeitos mediante
uma regulacdo de genes que codificam para sinaliza¢cdo hormonal, metabolismo no nitrogénio
e regulacdo oxidativa (KUMAR et al., 2020).

Billard et al. (et al., 2013) realizaram um estudo comparativo entre um bioestimulante a
base de substancia hlimica e outro a base de extrato de alga, aplicados via radicular, observando
respostas semelhantes sobre o crescimento e absor¢do de nutrientes de plantas de colza
(Brassica napus L.). A aplicagdo foliar de dcido himico e de extrato de alga em plantas de trigo
(Triticum aestivum L.), em conjunto com adubacdo nitrogenada, mostrou maior efeito no
aumento da produtividade (NAZIROLESMANI et al., 2021). Rosa et al. (2021) observaram
que o uso de bioestimulante de pulverizacdo foliar a base de extrato de alga Ascophyllum
nodosum L. e dcidos fulvicos induziu melhor recuperacdo das plantas de soja apds déficit
hidrico por proporcionar mais rdpido restabelecimento do potencial hidrico celular e atividade
fotossintética. Wadas e Dziugil (2019) constataram aumento no rendimento comercial de
tubérculos de batata de colheita precoce com a aplicacdo foliar de extratos de algas marinhas
Ascophyllum nodosum e Ecklonia maxima e 4dcidos humicos e fulvicos de leonardita.

Bioestimulantes a base de extratos de algas marinhas e de substancias himicas tém sido
amplamente utilizados para melhorar a produgdo agricola. No entanto, nao foram encontrados
estudos contendo &cidos fulvicos e extratos de Kappaphicus alvarezii, faltando relatos dos
efeitos de produtos compostos por esses dois componentes na fisiologia e produgdo das culturas.

Deste modo, o objetivo deste capitulo foi avaliar e comparar os estimulos desencadeados
pela aplicagdo foliar isolada e conjunta de acido filvico de vermicomposto e extrato de
Kappaphicus alvarezii em plantas de arroz, sobre a regulacdo génica, metabolismo, absor¢ao
de nutrientes, fotossintese, desenvolvimento radicular e crescimento, visando a obten¢do de um
bioestimulante foliar misto com potencial agricola.
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5.4 MATERIAL E METODOS

5.4.1 Condicoes experimentais para o ensaio com aplicacao dos potenciais bioestimulantes
mistos

A espécie utilizada no estudo foi o arroz (Oryza sativa L.) da variedade nipponbare. Os
experimentos foram realizados em casa de vegetacao climatizada nas seguintes condi¢des: 70%
de umidade relativa e temperatura de 26 °C. As sementes de arroz foram desinfestadas
previamente com hipoclorito de s6dio (2%) por 10 minutos e posteriormente lavadas com dgua
destilada. Em seguida, as sementes foram transferidas a potes com gaze que continham somente
agua destilada. Dois dias apds a germinagao das sementes, as plantulas receberam uma solucao
de Hoagland (HOAGLAND E ARNON,1950) modificada a 1/8 da forca idnica total. Apds
quatro dias foi trocada a solu¢cdo de Hoagland para 1/4 da forca ionica total. Trés dias apds a
ultima troca de solugdo, as plantas foram transplantadas para potes de 0,7L contendo solugdo
de Hoagland a 1/4 forga idnica total. Trés dias apds o transplantio houve a troca de solugdo para
15 forca i0nica total, sendo renovada a cada trés dias até o momento da coleta. Todas as solucdes
preparadas tinham como fonte de nitrogénio N-NO3  a 2mM e pH ajustado a 5,6.

A aplicacdo dos tratamentos com diferentes tipos de bioestimulantes ocorreu aos 22 e
25 DAG, mediante aplicagdo por pulverizagdo via foliar. As doses utilizadas foram selecionadas
de acordo com resultados obtidos previamente. Foram adotados quatro tratamentos: controle
(pulverizagio foliar apenas com dgua destilada), AFVC (80 mg L), K-sapF (2%) e AFVC (80
mg L) + K-sapF (2%). Foi aplicado um volume diretamente nas folhas até atingir o ponto de
gotejo, sendo de 8 mL (primeira aplicacdo) e 10 mL (segunda aplicacdao) por unidade
experimental. A coleta ocorreu aos 28 dias apds a germinacao, as 144 horas apds o inicio dos
tratamentos.

Os delineamentos experimentais adotados foram inteiramente casualizados. As anélises
estatisticas serdo realizadas no programa Statgraphic plus v.5.5 e no software estatistico R. Os
testes de médias serdo feitos por tukey (p<0,05), e os graficos serdo elaborados no programa
Sigmaplot 12.0 e Microsoft Excel 365. O trabalho com os espectros serd realizado utilizando
o Software ACD/Labs v.12.01.

5.4.2 Avaliacoes morfoldgicas, fisiologicas e bioquimicas
a) Determinaciao da biomassa fresca e seca

Para avaliagdo da massa fresca foram separadas folhas, caules e o sistema radicular de
cada planta e pesadas utilizando balancga digital de precisdo. Em seguida, as amostras foram
armazenadas em envelopes de papel e transferidas para estufa secadora, permanecendo assim
por 72 horas a 60 °C. Passado esse periodo, foram pesadas as massas secas do sistema radicular
e das partes aéreas utilizando balancga digital de precisao.

b) Analise do desenvolvimento da parte aérea e do sistema radicular

Ao final do experimento foram medidos o nimero de folhas por planta e altura de cada
planta. A avaliacdo do desenvolvimento das raizes das plantas mediante os diferentes
parametros foi realizada de acordo com Tavares (2014). Resumidamente, o sistema radicular
das plantulas de arroz foi quantificado mediante distribui¢ao uniforme em uma camada de dgua
em bandeja transparente de acrilico (30 cm x 20 cm) para a digitalizagao em resolug¢do de 600
dpi. Foi utilizado um sistema de digitalizacdao Epson Expression 10000XL com uma unidade
de luz adicional (ULA) onde as imagens das raizes foram convertidas para um formato em tons
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de cinza de oito bits. Os limites das imagens foram definidos e entdo importados para o software
WinRHIZO, 2012b (Régent Instruments, Quebec, Canadé Inc.) para andlise dos caracteres da
raiz e sua quantificacdo. As imagens foram analisadas usando um grid de calibragcdo com uma
escala de referéncia, e foram alteradas as configuracdes de entrada para raizes palidas em um
fundo preto (WinRhizo Arabidopsis 2012b). Em seguida os dados foram gerados através do
software XLLRhizo (Régent Instruments, Quebec, Canadd Inc.).

Foram analisados e quantificados diferentes parametros radiculares: nimero de raizes e
de bifurcacdes, comprimento médio (mm), drea de superficie (mm?2), didametro médio (mm) e
volume (mm?3). Também serd definido e medido o nimero de raizes mediante classificacdo em
classes quanto ao diametro: s ( > 1,5 mm), médias (1,5 - 3,5 mm) e grossas (> 3,5 mm).

¢) Avaliacao da cinética de emissao da fluorescéncia transiente da clorofila a5

A fluorescéncia transiente da clorofila a foi medida utilizando-se um fluorémetro
portatil (HandyPEA, Hanstech, King’s Lynn, Norkfolk, UK). Os clipes utilizados para estas
medicdes foram colocados no terco médio de folhas jovens completamente expandidas, durante
nove dias apos o inicio dos tratamentos, as 7:00, e as medicdes foram realizados 30 minutos
apos a adaptacgdo das folhas ao escuro. A emissdo de fluorescéncia foi induzida em uma area de
4mm de didmetro da folha pela exposi¢do da amostra a um pulso de luz saturante numa
intensidade de 3.000pmol m™?s™!, sendo o intervalo entre os pulsos de 500 ms. A partir da curva
de emissdo de fluorescéncia transiente obtida, as intensidades determinadas a 50 us
(fluorescéncia inicial - F0), 100, 300us, 2 e 30 ms e FM (fluorescéncia méxima), foram
utilizadas para o cdlculo dos parametros estabelecidos pelo Teste JIP (STRASSER et al., 2004)
(Tabela 15).

d) Extracao alcodlica do material fresco e dosagem das fracoes soliveis

A extragdo alcodlica e parti¢do com cloroférmio foram realizadas segundo Fernandes
(1984), como descritas a seguir:

Ap6s determinar a massa fresca, um grama de material vegetal foi colocado em 20 mL
de etanol 80% e armazenado em frascos do tipo falcon para posterior extracao das fracdes
soliveis. As amostras armazenadas em etanol foram fragmentadas em um triturador (TECNAL
TE-102), e filtradas em camadas de gaze e papel filtro. Posteriormente, foram transferidas para
funil de separacdo onde se adicionou igual volume de cloroférmio. Apds agitacdo suave,
permaneceu em repouso por 40 minutos até a separacdo das fragdes por polaridade, a fracdo
apolar foi descartada. A fracao polar (sobrenadante) foi recolhida e elevada a um volume final
de 25 mL com etanol 80%, sendo em seguida armazenada para as andlises posteriores conforme
descrito a seguir.

e) Determinacao dos teores de N-NO3-

A determinacdo dos teores de N na forma de nitrato foi realizada segundo Miranda et
al. (2001) e Doane & Horwath (2003). Para uma maior precisdo na determinacdo de nitrato a
partir de solu¢gdes com baixas concentracdes foi utilizado o protocolo proposto por Miranda et
al. (2001), sendo necessdrios ajustes pois o protocolo foi inicialmente proposto para a
determinagdo simultanea de nitrato e nitrito em plasma sanguineo. A técnica é baseada na
reducdo de nitrato a nitrito pelo cloreto de vanddio III (VCL3), combinado com a detec¢do por
meio da reacdo de Griess.

Foram realizados vdrios testes (dentre eles testes alterando a concentragdo dos
reagentes, das amostras, etc) até que os devidos ajustes foram feitos para uma melhor eficiéncia
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na determinagdo de nitrato. Em uma microplaca de 96 pocos, foram pipetados 30uL. da amostra
e 60 pL de uma solucdo resultante da mistura de VCL3 0,5% (m/v) em HCI 1M + sulfanilamida
0,4% (m/v) em HC1 1M + N°(1- naftil) etilenodiamnino dihidroclorido (0,02% (m/v) em H>O
ultrapura), na propor¢do de 2:1:1. Em seguida as amostras foram colocadas em estufa a 40°C
por 50 minutos para acelerar o desenvolvimento da coloracdo, apds o aquecimento foram
adicionados 110 pL. de H>O ultrapura e realizada a leitura a 540nm.

f) Determinacio dos teores de N-NH4*

A determinacdo de N na forma de amonio foi realizada pelo método de Felker (1977).
Na determinagdo foram utilizadas duas solucdes, sendo a “solucdo A” constituida de 1% de
fenol e 0,005% de nitroprussiato de sddio, e a “solu¢do B” composta de 3% de NaOH e 0,062%
de dicloroisocianurato de sédio. Uma aliquota de 0,5 mL da solu¢do obtida do extrato alcodlico
(diluida quando necesséria) foi acrescentada a 2,5 mL de cada solucdo, apés homogeneizacao
e descanso por 1h 30min, as amostras foram lidas em espectrofotometro. O NH4Cl (0,0; 10; 25;
50; 100; 200; 300; 400 nmoles de NH4* / 0,5 mL) foi utilizado para confec¢ao da curva padrio.

g) Determinacao dos teores de aciicares solaveis

A determinacdo dos teores de agucares soluveis foi realizada segundo Yemm & Willis
(1954). Em tubos de ensaio de 2,5 cm de didmetro imersos em banho de gelo, foram adicionados
5 mL do reagente de antrona (2% em H2SO4 5:2), e apds 5 minutos de repouso, adicionou-se
lentamente 1 mL da solucdo obtida do extrato alcodlico (diluida quando necessario), deixando-
se em repouso por 5 minutos a 0°C. Em seguida, as amostras foram colocadas em banho-maria
a 100°C por 10 minutos para o desenvolvimento da coloracdo esverdeada caracteristica. Apds
resfriamento em dgua corrente, as leituras espectrofotométricas foram realizadas. A glicose (0,
20, 40, 50, 80 e 100ug mL) foi utilizada como padrdo.

h) Determinacao dos teores de N-amino livre

A determinacgdo foi realizada de acordo com Yemm & Cocking (1955). Em tubo de
ensaio foi adicionado 0,5 mL de tampao citrato a 0,2 M, com pH 5,0; 1 mL da solucdo obtida
do extrato alcodlico (diluida quando necessario); e 1,2 mL do reagente metil celossolve 100%
+ 0,01M KCN + Ninidrina 5%. A mistura foi agitada e todos os tubos foram fechados com
papel aluminio e aquecidos em banho-maria a 100°C por 15 minutos. Apds esse periodo, os
tubos com as amostras foram resfriados em dgua corrente durante 5 minutos, quando entdo se
adicionou 3 mL de etanol 60%. A mistura foi homogeneizada e levada para a leitura
espectrofotométrica. A leucina (0; 0,04; 0,08; 0,16; 0,20; 0,24; 0,32 mM) foi utilizada como
padrdo.

i) Determinacao dos teores nutricionais em tecido vegetal

Para a determinacgdo dos teores dos elementos N, K e P, as raizes, colmos e folhas secas,
foi realizada a digestao sulfurica de cada parte da planta de acordo com o protocolo de Tedesco
(1995), onde uma massa de 0,2 g de amostra foi pesada e colocada em tubo para digestao.
Foram adicionados 7 g de mistura catalisadora (sulfato de sddio, sulfato de cobre e selénio), 1
ml de peréxido de hidrogénio e 2 ml de acido sulfurico. Os tubos foram inseridos no bloco
digestor a 170 °C durante 1h, posteriormente, a temperatura foi elevada para 350 °C e
permaneceu por mais 2 h. Para determinacao de nitrogénio, foi retirado uma aliquota de 10 mL
do extrato digerido e transferido para o tubo de destilacdo de nitrogé€nio, sendo adicionado 5
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mL de NaOH 10M. O produto da destilagdo foi coletado em Erlenmeyer contendo 5 mL de
indicador de 4cido borico. Apds o resfriamento da amostra, ocorreu a titulagio com H>S04
0,025M até o momento da viragem. Para a determinacao de potdssio foi retirada uma aliquota
de 1 mL do extrato digerido, diluido em 10 mL de dgua destilada e determinada a concentragc@o
em fotdmetro de chama). A determinacdo de fésforo foi feita por espectrofotometria numa
aliquota de ImL do extrato digerido, sendo adicionados 2 mL de dgua destilada, 3 mL de
molibdato de amodnio, 3 gotas de dcido 1-amino-2-naftol-4-sulfonico, esta mistura foi agitada e
apo6s 15 minutos realizada a leitura.

j) Extracao de RNA total

O RNA total foi extraido utilizando tampao NTES (Tris-HCI (0,2 M) pH 8,0; EDTA
(25 mM) pH 8,0; NaCl (0,3 M) e SDS (2%)). Amostras de raizes e folhas foram maceradas em
N- liquido e homogeneizadas por 10 minutos em vértex numa mistura contendo 800 uL de
tampao NTES e 600 uL de solucdo fenol:cloroférmio:alcool isoamilico. O homogenato foi
centrifugado a 18.000 x g. por 20 minutos a 4°C e o sobrenadante transferido para um novo
tubo e novamente centrifugado por 20 minutos com 500 uL de fenol:cloroférmio:éalcool
isoamilico. Apds o procedimento, o RNA total foi precipitado pela adi¢do de 1/10 volume de
acetato de sédio 3M (NaOAcpepc) pH 4,8 (70 uL) e 1 volume de isopropanol puro (700 uL). A
seguir a mistura foi mantida a -80°C por 1 hora seguida de centrifugacio a 18.000 x g. por 20
min a 4°C. Descartado o sobrenadante o precipitado foi lavado em etanolpepc (70%) e
centrifugado a 18.000 x g. por 10 minutos. O precipitado foi solubilizado em 600 uL. H>Opgpc
e novamente precipitado com 600 uL de cloreto de litio 4M (LiClpgpc), pH 4,8 durante 16 horas
a 4°C. Decorrido esse periodo a solucdo foi centrifugada a 18.000 x g. por 20 minutos a 4°C e
o precipitado foi novamente solubilizado em 450 uLL HoOpgpc. Apds a completa dissolugdo foi
adicionado acetato de sédio 3M (NaOAc pepc) pH 4,8 (50 uL) e etanol absoluto (1000 uL). A
mistura foi mantida por 45 minutos a -80°C e centrifugada a 18.000 x g. por 20 min a 4°C. O
precipitado foi lavado com etanol (70%) e ap6ds a secagem do solubilizado com H>Opepc (50
puL), para armazenamento a -80°C. O RNA total foi quantificado com uso de fluoréforo
especifico para RNA no fluorimetro Qubit 2.0 (Invitrogen). Apds a quantificagdo, 3 ul. de
amostras de cada extragdo foram corridas em gel de agarose (1%) e coradas com gel red, para
deteccao de possiveis sinais de degradacao do RNA.

k) Tratamento com DNAse I, sintese do cDNA e PCR em tempo real

Amostras de 0,5 pg de RNA total foram tratadas com DNase (“DNase I Amplification
Grade — Invitrogen™” ) seguindo as instru¢des do fabricante. Inicialmente foi preparada uma
solucdo estoque de 30 pL com concentracdo de 0,125 ug. uL!, para aumentar a aliquota a ser
pipetada. Quatro microlitros de solugdo representado 0,5 pug de RNA foram misturados com
0,5 uLL do tampao de reagdo da DNase I (10X), 0,5 uL da DNase I. A incubag¢do da reacao foi
conduzida a 25°C por 15 min., seguida da adi¢do de 0,5 uL de EDTA (25 mM) e posterior
inativacao da DNase I a 70°C por 10 minutos. A reacao de sintese do cDNA foi realizada com
o kit “High Capacity RNA-to-cDNA” (Life Technologies) seguindo as instrucdes do fabricante.

O gene do fator de alongamento 1-a de arroz (eEF1-a) foi utilizado como controle
endégeno para normalizacdo da expressdo génica (JAIN, 2009). As reacdes foram feitas no
aparelho “StepOne Plus Real-Time PCR System” (“Applied Biosystems”) utilizando o “kit
Power SYBR® Green PCR Master Mix” (“Applied Biosystems”) seguindo as recomendacoes
do fabricante. Todas as reacdes foram feitas em duplicata. A reag¢do foi montada em placas de
PCR da seguinte maneira: 6 uL do tampao “Power SYBR Green PCR Master Mix” (2X), 3
pL de uma solucao de “primers” (3,6 uM) cada e 3 uLL. do cDNA diluido, com volume final
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de 12 puL. A placa foi selada com filme 6tico apropriado, agitada por trés minutos em vortex
proprio e centrifugada a 3.000g por 3 min a 25°C. Cada reagdo foi realizada da seguinte
maneira: dez minutos a 95°C, quarenta ciclos de amplificacdo com 95°C por 15 segundos e
60°C por um minuto. Uma curva de dissociagcdo (“melting”) foi adicionada a programacado
para identificar possiveis amplificacdes inespecificas.

1) Desenho dos iniciadores (‘“primers”) para os estudos de expressio génica

Para confeccdo dos primers foi utilizada a plataforma do NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov), os quais foram testados quanto a especificidade através do -
alinhamento de sequéncias neste mesmo site (Tabela 9). Experimentalmente foram testados
quanto a especificidade, ao fim da reacdo de PCR, durante a “curva de melting”. Todos os
“primers” apresentaram especificidade.

Tabela 9. Sequéncias de nucleotideos (5' a 3") usadas para amplificar os scripts de cDNA na
andlise quantitativa em tempo real (QRT-PCR).
Par de Primer Sequéncias de nucleotideos (5' a 3')

Forward / Reverse

OsA 1 TGGGCACATGCACATAGGA Forward
OsA'1 GCTCACTGTAGCCGGTCTTCTC Reverse
OsA 2 GCAGAAGAGGCCCGTAGGA Forward
OsA 2 CAGGGTGGTCAGCTCTCTCAA Reverse
OsNRT 1.1 AGGGGGTACGTCTACAAGGA Forward
OsNRT 1.1 AGCTTGCGTATGTCATGCTG Reverse
OsAMT2.1 CACGCGCGTTTGTACTGTTT Forward
OsAMT2.1 TCACCCTTCACCTTGCAGTC Reverse
0sGS 1.2 TCCTCGAGAGGGTCACAGAG Forward
OsGS 1.2 GAGCTTGTCGATCGCCTTCT Reverse
OsGS 2 AGGCGAAGGGAAAAGGCTAC Forward
OsGS 2 GAGGGTTGGCTCCCAAAGAA Reverse
OsFD-GOGAT ATGCAGCTGAAGGGCTTGAT Forward
OsFD-GOGAT GGCACAAGCTTCAGGAGAGT Reverse
OsNADH-GOGAT TGCAGACGTGGACAATCACT Forward
OsNADH-GOGAT CCGAGGGGGTTATGTCCTCT Reverse
OsAAP 1 GGTGGCGTTCTCGGTCATAA Forward
OsAAP 1 GCTTGGCCGTAGGTGTAGTT Reverse
OsAAP 4 ACATCTACCCTCCTCGCCAA Forward
OsAAP 4 GCACACCCACACAACATCAC Reverse
OsAAP6 GTCAGAACAGGAACGGTATGG Forward
OsAAP 6 TAGTAGGTGATGTAGGCGCAGA Reverse
OsLHT 1 TTGGCCTCATCGCAAGAACA Forward
Continua...

121



Continuagdo da Tabela 9.

Par de Primer

Sequéncias de nucleotideos (5' a 3')

Forward / Reverse

OsLHT 1
OsAKT 2
OsAKT 2
OsKAT 2
OsKAT 2
OsHKT 1.1
OsHKT 1.1
OsNHX 1
OsNHX 1
OsSKOR
OsSKOR
CuZnSOD 1
CuZnSOD 1
POX 2
POX 2
APX 1
APX 1
OsNOX 9
OsNOX 9

AGCCACATGATGCAGGGAAG
CTACCTCATCGGCAACATGAC
CGAAATTGGAGGCAGCACGAA
GGACCAGGAATTTTAGGGACAC
CCTTGGGGAGACTATCCAATGT
TTGCTGGTTTCCTTGCTCTGA
TCAGAACCCAGAGTTGCCTG
ACATAGATGCGGCTGTCGTT
CATAAGGGCAACCTCACGGT
CCTTACGGCATAGTTGGCGA
TCAGAAGGCTGCAAAGCTCA
AGATTCCAAACCAGCAGGAGT
AAGCACAACAACAGCCTTCAC
GGCAAATACCGACCTCCCT
TCGTTGTAGATCCTGTCCCTGA
AAGGGTTCTGACCACCTAAGGC
GGGCAACAATGTCCTGATCACT
TACCTTCGGGCAGACACGGAT
GCGGGTTGCTGTCACTAAG

Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
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5.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.5.1 Experimento final — potencialidades de diferentes bioestimulantes aplicados via
foliar

a) Efeito da aplicacio de diferentes bioestimulantes na expressao relativa de genes
envolvidos no metabolismo de nitrogénio

A Figura 41 mostra a expressdo relativa de genes que codificam H*-ATPases,
transportadores e enzimas envolvidas no metabolismo de nitrogénio em plantas de arroz apds
aplicacdo via foliar de AFVC, K-sap e AFVC + K-sap. Foram modificadas, de acordo com os
tratamentos, a expressdo de duas isoformas de H*-ATPases presentes na membrana plasmatica
do arroz, OsAl e OsA2, que desempenham um papel crucial na regulacdo do pH intracelular,
na captac¢do de nutrientes, no transporte idnico e na adaptacdo a condicdes ambientais adversas,
conforme relatado por Toda et al. (2016). O gene OsAl, em raizes, teve sua expressao
significativamente reduzida pela aplicacao foliar de AFVC + K-sap, quando comparado com
os demais tratamentos. J4 nas folhas, por mais que tenha sido possivel observar menor
expressdo génica nos tratamentos com AFVC e AFVC + K-sap, ndo ocorreram diferencas
significativas (Figura 41A). O gene OsA2, em comparacdo com os demais tratamentos,
apresentou expressao estatisticamente superior em plantas tratadas com AFVC + K-sap, tanto
nas raizes como nas folhas (Figura 41B).

A expressio do gene que codifica para o transportador OsNRTI.I em raizes
(transportador de NOs3™ de baixa afinidade, PLETT et al. (2010), ndo mostrou diferencas
significativas com os demais tratamentos, porém, foi possivel observar um maior estimulo pela
aplicacdo de K-sap. Nas folhas, a aplicagdo de AFVC + K-sap aumentou significativamente a
expressao de OsNRT1.1, em relacdo ao controle. Aplicacao de AFVC e de K-sap, nao resultou
em expressao de OsNRT1.1 nas folhas, significativamente diferente dos demais tratamentos. O
gene OsAMT2.1, responséavel pela absorc¢do e translocagdo de amodnio pela planta (LI et al.,
2012) mostrou redugdo na expressado relativa em raizes e folhas devido a aplicacio de todos os
tratamentos com bioestimulantes, porém sem diferir significativamente do controle (Figura 41C
e 41D).

Os genes OsGS1.2 e OsGS2 codificam para isoformas de glutamina sintetase,
responsaveis pela assimilagdo de NH4* (TABUCHI et al., 2007), sendo o OsGSI1.2 expresso
exclusivamente em raizes e 0 OsGS2 expresso exclusivamente em folhas. A aplicacdo de AFVC
+ K-sap via foliar mostrou o maior aumento na expressao do gene OsGS1.2, significativamente
superior ao controle e ao tratamento que recebeu apenas K-sap. A aplicacao isolada de AFVC
resultou em expressdo de OsGSI.2 nas raizes significativamente igual ao observado pela
aplicacio de AFVC + K-sap, porém também nao diferiu estatisticamente dos demais
tratamentos. Por outro lado, a expressdo do gene OsGs2 em folhas foi significativamente
superior aos demais tratamentos devido a aplicacdo de K-sap (Figura 41E e 41F).

A expressdo dos genes OsNADH-GOGAT (presente em raizes) e OsFd-GOGAT
(presente em folhas), que regulam a sintese da enzima Glutamato sintase, encarregada da
assimilacdo de glutamina (WANG et al., 2012), mostrou comportamento diferente de acordo
com o tipo de bioestimulante utilizado. O gene OsNADH-GOGAT teve sua expressao diminuida
significativamente devido a aplicacdo de K-sap e de AFVC + K-sap, quando comparado com
os demais tratamentos. De maneira diferente, o gene OsFd-GOGAT em plantas tratadas com
AFVC e AFVC + K-sap mostrou expressdo estatisticamente superior ao observado em plantas
submetidas a aplicag¢do de K-sap (Figura 41G e 41H).

Os genes OsAAPI, OsAAP6 e OsLHTI, envolvidos no transporte e distribuicdo de
aminoacidos (LU et al., 2012; ZHAO et al., 2012; JI et al., 2020), ndo foram diferencialmente
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expressos em raizes pela aplicacdo foliar dos diferentes tratamentos. No entanto, em folhas, a
aplicacdo de K-sap e de AFVC + K-sap foi responsédvel por aumento significativo na expressao
do gene OsAAPI, em comparacao as plantas tratadas com AFVC. A expressao do gene OsAAP6
em folhas de plantas submetidas a pulverizacdo isolada de AFVC e de K-sap, foi
significativamente superior ao observado no controle. Por fim, a aplica¢do de K-sap e de AFVC
+ K-sap foi responsével por folhas de arroz com expressdo do gene OsLHT1 significativamente
maior do que de plantas controle. O tratamento contendo AFVC nio resultou em expressao de
OsLHTI significativamente diferente do controle, porém, também foi estatisticamente
semelhante ao observado pela aplicacdo de K-sap (Figura 411-K).

Em plantas de milho e de arroz, a aplicacdo de substancias hiimicas estimulou a absor¢ao
e a assimila¢do de N-NOs3', induzindo a expressao de genes que codificam para transportadores
de nitrato e de isoformas de H* - ATPase em raizes e folhas (QUAGGIOTTI et al., 2004;
TAVARES et al. 2016). Em plantas de milho cultivadas em condi¢des de estresse hidrico e
tratadas com 10% de extrato de Kappaphycus alvarezii via foliar, mais de mil genes forma
regulados com resultado da a¢ao do extrato de algas, 380 genes foram expressos enquanto 631
genes foram inibidos, havendo genes responsivos ao metabolismo de N (transporte de NO3),
fotossintese, transporte de membrana e sintese de dcido absicico (ABA) (TRIVEDI et al., 2021).

Os resultados mostram que aplicacdo conjunta de AFVC e de K-sap (AFVC + K-sap)
resultou em maior regulacdo sobre a expressdo de genes relacionados a bombas de prétons da
membrana plasmadtica, indicando que as H* - ATPases exerceram atividade mais intensa devido
a aplicacdo deste tratamento. A aplicacdo de todos os tipos de bioestimulantes foliares resultou
em estimulo sobre os transportadores de NO3 nas folhas, porém com maior intensidade devido
a aplicacdo de AFVC + K-sap. O metabolismo de N, especificamente a rota GS-GOGAT, teve
regulacdes génicas diferentes em raizes e folhas, pela aplicagdo de cada bioestimulante. A rota
GS-GOGAT radicular mostrou maior regulagao pela aplicacdo de AFVC + K-sap, enquanto a
GS-GOGAT foliar foi mais regulada pela aplicacdo de K-sap. Os genes responsdveis pela
absor¢do e distribuicdo de aminoécidos pela planta foram modificados apenas em folhas,
mostrando que a pulverizacdo foliar dos bioestimulantes exerceu seus estimulos sobre este
grupo de genes no 6rgdo vegetal em que foram aplicados. Porém, os efeitos ocorreram de
maneira diferenciada, sendo o K-sap o tinico bioestimulante que resultou em aumento relativo
da expressao nas folhas dos genes OsAAP1, OsAAP6 e OsLHT1, demonstrando o forte estimulo
deste bioestimulante sobre o transporte e distribuicao de aminodcidos.
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Figura 41. Expressdo relativa de genes relacionados a bombas de prétons e metabolismo de
nitrogénio em plantas de arroz (Oryza sativa L.) tratadas com diferentes bioestimulantes
foliares. Barras com a mesma letra ndo foram significativamente diferentes de acordo com
teste de Tukey (p < .05), n=4.

b) Teores de metabélitos soliveis pelo estimulo a aplicacao de bioestimulantes foliares
distintos (N-NH4*, N-NO3", N- amino livre e actiicares soliveis)

A Figura 42 mostra os teores de N-NOs3", N-NH4*, N-amino livre e agucares soliveis em
raizes, bainhas e folhas de arroz sob pulverizacao foliar de AFVC, K-sap e AFVC + K-sap. O
teor de N-NO3™ nas raizes aumentou significativamente devido a aplicacdo de AFVC em relagdo
ao controle, enquanto a aplicacdo de K-sap e de AFVC + K-sap ndo resultou em teores
estatisticamente diferentes do observado em raizes de plantas controle e de tratadas com AFVC.
Nas bainhas, o teor de N-NO3™ ndo apresentou diferengas significativas com o controle pela
aplicacdo de qualquer bioestimulante, porém o tratamento com AFVC resultou em teor na
bainha significativamente maior do que em plantas tratadas com AFVC + K-sap. O teor de N-
NOs nas folhas diminuiu significativamente em plantas submetidas a pulverizagdo foliar de
AFVC e AFVC + K-sap, quando comparado com o controle. O AFVC resultou no menor teor
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de NOs™ nas folhas, sendo significativamente inferior ao K-sap, que por sua vez nao diferiu com
significancia do bioestimulante contendo AFVC + K-sap (Figura 42A).

A Figura 42B mostra que o teor de amdnio na raiz nao diferiu significativamente entre
os tratamentos. Na bainha, em relagcdo ao controle, a aplicacdo de AFVC + K-sap resultou em
teor de NH4* significativamente superior, enquanto a aplicacio separada de AFVC e de K-sap
resultou em reducdo significativa. O teor de NH4* nas folhas foi significativamente maior
devido a aplicagcao de AFVC e de K-sap, quando comparado ao controle, sendo mais estimulado
pelo K-sap.

O teor de N-amino livre nas raizes ndo teve alteracOes significativas entre os
tratamentos. A aplicacdo de AFVC e de K-sap, separadamente, resultou em teores de N-amino
nas bainhas significativamente inferior ao observado pelos demais tratamentos, que nao
diferiram estatisticamente entre si. Nas folhas, a aplicacdo foliar de todos os tipos de
bioestimulantes resultaram em teor de N-amino significativamente superior ao controle, sendo
que o tratamento com AFVC foi responsdvel por teor estatisticamente maior do que o
encontrado devido a aplicacdo de K-sap e de AFVC + K-sap (Figura 42C).

A Figura 42D mostra que o teor de agucares soltiveis nas raizes ndo foi alterado pela
aplicacdo foliar dos diferentes bioestimulantes. Na bainha, todos os tratamentos resultaram em
quantidades de agucares soltveis estatisticamente superior ao controle, sendo que a aplicacdo
de AFVC + K-sap foi também significativamente maior do que o observado em plantas tratadas,
separadamente, com AFVC e com K-sap. O teor de acticares soluveis em folhas de plantas
tratadas com K-sap e com AFVC + K-sap foi significativamente maior do que o encontrado nos
outros tratamentos.

De maneira geral, foram observados maiores estimulos nos niveis de metabdlitos
soliveis nas folhas, principalmente em comparacio com as raizes, indicando novamente que os
bioestimulantes foliares exerceram maior efeito no 6rgdo vegetal em que foram aplicados.
Castro et al. (2021) avaliaram os estimulos de trés diferentes dcidos hiimicos aplicados via
radicular sobre os teores de N-NO3", N-NH4*, N-amino livre e aglicares soliveis em raizes,
bainhas e folhas de plantas de arroz, observando que os teores de metabdlitos soliveis sofreram
maior alteracdo no sistema radicular, quando comparado com as bainhas e folhas.

A aplicacdo dos compostos naturais resultou em menores teores de NO3 e maiores
teores de NH4" nas folhas, associado ao aumento na expressdo de OsNRTI.I e reducgdo na
expressdo de OSAMT2. 1, mostrando que os niveis de N-NOs3™ e de N-NH4* foliar exercem efeito
sobre a regulacdo de genes codificantes para transportadores de nitrato e amonio nas folhas.
Porém, este comportamento foi diferente em relacdo aos teores de N-amino livre, sendo
observados teores nas folhas significativamente superiores ao controle e aumento na expressao
dos genes OsAPPI, OsAPP6 e OsLHTI, mostrando que estes bioestimulantes exercem
estimulos mais intensos sobre o transporte, distribuicao e acimulo de aminodacidos.
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Figura 42. Concentracdo de N-NOs™ (A), concentragdo de N-NH4* (B), concentracdo de N-
amino livre (C) e concentracdo de agucares soluveis (D) em raizes, bainhas e folhas de
arroz plantas (Oryza Sativa L.) tratadas com diferentes bioestimulantes foliares. Barras com
a mesma letra ndo diferiram significativamente de acordo com o teste de Tukey (p<0,05),
n=4.

¢) Efeito da aplicacao de diferentes bioestimulantes na expressao relativa de genes
envolvidos no transporte de potassio e no sistema oxidativo

A expressdo de genes que codificam para transportadores de potédssio e enzimas do
sistema oxidativo em resposta a aplicacdo de AFVC, K-sap e AFVC + K-sap sao mostrados na
Figura 43. A expressdo do gene OsAKT?2 em raizes, cujo qual estd envolvido na redistribui¢ao
de K* da parte aérea a raiz (TIAN et al., 2021), mostrou redug@o significativa devido a aplicagio
de AFVC e de AFVC + K-sap, quando comparado aos demais tratamentos. Nas folhas, apenas
a aplicacao de AFVC + K-sap resultou em expressao deste gene significativamente menor do
que o observado em plantas controle (Figura 43A). O canal de potédssio do tipo shaker,
codificado pelo gene OsKAT2, exclusivo de folhas (HWANG et al., 2013), teve seu gene
significativamente mais expresso em plantas tratadas com K-sap e com AFVC + K-sap do que
em plantas sob AFVC (Figura 43B). O gene OsHKT1.1, que codifica para um transportador de
alta afinidade de potdssio (IMRAN et al., 2019), ndo sofreu alteracdes significativas na
expressdo em raizes pela aplicacdo dos tratamentos. Nas folhas, apenas aplicacdo de K-sap
resultou em expressdo deste gene significativamente diferente do controle, havendo reducdo.
Porém, a aplicacdo de AFVC + K-sap apresentou expressdo de OsHKTI.I nas folhas
significativamente maior do que o observado pela aplicacdo de AFVC, que por sua vez também
resultou em expressdo estatisticamente maior do que de plantas tratadas apenas com K-sap
(Figura 43C). A Figura 43D mostra que a pulverizacio foliar dos diferentes bioestimulantes
ndo resultou em diferencgas estatisticas na expressdo do gene OsNHX1 em raizes e folhas, cuja
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fungdo € codificar para um transportador antiporte K*-Na*/H* (FUKUDA et al., 2011). No
entanto, nas folhas, a aplicagio AFVC + K-sap resultou em expressio deste gene
significativamente maior do que o observado em plantas tratadas com AFVC. A expressao do
gene OsSKOR, um canal de potdssio tipo shaker envolvido no transporte de K* para o xilema
(GAYMARD et al., 1998; KIM et al., 2015), presente apenas em raizes, mostrou supressiao
significativa devido a aplicagdo de AFVC + K-sap, quando comparado com os demais
tratamentos.

A expressdao do gene OsNOXI, envolvido na codificacdo para a enzima NAD(P)H
oxidase que regula os niveis de EROs na planta (KAUR & PATI, 2016), teve sua expressao em
raizes significativamente aumentada apenas pela aplicacao foliar de K-sap, quando comparado
com o controle. Nas folhas, a pulverizacdo com K-sap resultou em expressiao do gene OsNOX1
significativamente superior ao observado em plantas tratadas com AFVC (Figura 43F). As
Figura 43G-I, mostram a expressdo relativa de genes que codificam para outras enzimas do
sistema oxidativo, responsdveis pela regulacdo dos niveis de EROs, sendo OsPOX2
(peroxidases), OsAPXI (ascorbato peroxidases) e OsCuZnSODI (super6xido dismutase)
(GARCIA et al., 2014; 2019), os quais ndo apresentaram alteracdes na expressdo génica em
raizes pela aplicac@o dos diferentes tratamentos. Em folhas, o gene OsPOX2 mostrou expressao
significativamente maior em plantas tratadas com AFVC e AFVC + K-sap quando comparado
as plantas pulverizadas com AFVC. O gene OsAPX1 também nao foi diferencialmente expresso
em folhas. O gene OsCuZnSODI teve expressdo génica suprimida pela aplicagdao de AFVC +
K-sap.

Assim como para as andlises anteriores, o 6rgao vegetal em que foram aplicados os
bioestimulantes (folhas) mostraram receber maiores estimulos sobre a regulacdo de genes
envolvidos no transporte de potassio e no sistema oxidativo. Por mais que os maiores estimulos
sobre a regulacdo génica tenham sido observados em folhas, devido a aplicagdo de todos os
bioestimulantes, os efeitos ocorreram de maneira diferenciada de acordo com o tipo de
composto aplicado. Independentemente do tratamento aplicado, a regulacdo dos niveis de
potdssio visando manter a homeostase parece ocorrer por meio de regulacao transcricional, com
a contribuicdo de diversos transportadores e canais de potdssio, semelhante ao descrito por
outros autores (LI et al., 2020). A aplicacdo foliar de extrato de Kappaphycus alvarezii em
plantas de milho mostrou estimular o crescimento do sistema radicular e aumentar a absor¢ao
de nutrientes. Esses efeitos parecem estar relacionados a regulacio de genes que codificam para
a sinalizagdo hormonal, o metabolismo do nitrogénio, a regulacdo oxidativa e a atividade da
peroxidase. (KUMAR et al., 2020). Alguns autores afirmam que a aplicacdo de substancias
himicas resultam em um nivel de estresse na planta capaz de melhorar as funcdes metabdlicas
por meio de regulagdes dos niveis de EROs e atividade de enzimas associadas ao metabolismo
oxidativo (ASLI & NEUMANN, 2010; GARCIA, et al., 2012; GARCIA et al., 2014; GARCIA
et al., 2019).

128



A) 1.2 B . C
(A) OsAKT 2 ] (B) 16 OsKAT 2 & (€ 25 TOSHKT 1.1
— —~ 14 —_
g 101 G l 5
2 < a = 2,0 1 a
P h 3 1,2 b
o ab? N ab ™ I
o 08 b b T = o
2 I > 101 g 15 a
- | — 7
= b K b k] a i § a
@ 051 T 08 S
£
3 & 06 - g 101 AR
@ 4 - wg
a O ® A
2 e 04 @
o a ’Q-. C
X 02 x s 057
ww w g2 w
0,0 - = 0,0 T 0,0 !
Raiz Folhas (E) Folhas Raiz Folhas
(D) 1.4 1OsNHX 1 12 10sSKOR (F) 16 JosNOX 1
= - a 14 a i
1,2 4 = = 14
5 2,22 ab f o5 1o e ab ab
| T b a 9 52 BT M
™ 10 abi [ T & (2} T ab
p o 08 = b .
2 | b 2 2 191 T
g os & g
o ® 061 o 081
0,6 4
o Y ] [=]
s E
b B 04 b ® 06
8 041 3 o
2 bt = 04
= % s 3
X 02 w W g
0,0 - 0,0 T 0,0 - B ——
Raiz Folhas Raiz Raiz Folhas
G) 15 - H . 1 .
(G) 15 105pox 2 o M) e oiamxy W 141 0scuznsops
a2
—~ 14 I — a —_ a
5 5 121 I a 5 121 -|'_
a a I = a
T 412 ab 9 a1 a T a g
o a a & 10 N 1,0 L
© a ah = f P a
= 107 L 2 2 T
s os & 081 s 0.8 4
g = . e g " b
° o 06 6 1
g 0,6 1 uT uou
8 3 i
2 04 B 08 ¥ 5
a
x >< s
w g2 w 0.2+ w 02+
0,0 = — 0,0 - = 0.0 -~ -
Raiz Folhas Raiz Folhas Raiz Folhas

EEE Controle [0 AFVC HEEE K-sap [— AFVC+K-sap

Figure 43. Expressdo relativa de genes relacionados a absor¢do e translocacio de potdssio e
sistema oxidativo em plantas de arroz (Oryza sativa L.) tratadas com diferentes
bioestimulantes foliares. Barras com a mesma letra ndo foram significativamente diferentes
de acordo com teste de Tukey (p < .05), n=4.

d) Acamulo de nitrogénio, fésforo e potassio devido a aplicacdo de bioestimulantes mistos

A Figura 44 mostra os teores de nitrogénio, fosforo e potdssio em raizes, bainhas e folhas
de plantas submetidas a pulverizagado foliar de AFVC, K-sap e AFVC + K-sap. O teor de N nas
raizes foi significativamente menor devido a aplicacdo separada de AFVC e de K-sap, quando
comparado com os demais tratamentos. Nas bainhas, a pulverizacdo com K-sap resultou em
teor de N significativamente superior ao de plantas controle e de plantas tratadas com AFVC.
A aplicacdo de AFVC + K-sap ndo resultou em teores de N na bainha estatisticamente diferente
ao encontrado pela aplicagdo dos demais tratamentos. O teor de N nas folhas foi
significativamente superior devido a aplicacdo de todos os bioestimulantes, quando comparado
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ao controle, sendo o AFVC o que resultou em maior aumento, seguido pelo AFVC + K-sap e
pelo K-sap, nesta ordem (Figura 44A).

O teor de P nas raizes das plantas foi estatisticamente menor em plantas tratadas com
K-sap, em comparacio com os outros tratamentos. Na bainha, todos os tratamentos contendo
bioestimulantes promoveram diminui¢@o significativa do teor de P, porém com intensidades
diferentes. A pulverizacao foliar com AFVC + K-sap resultou nos menores teores de P nas
bainhas, sendo ainda significativamente menor do que o de plantas pulverizadas apenas com
K-sap. As bainhas de plantas tratadas com AFVC nao mostraram teor de P significativamente
diferente ao observado pela aplicacdo dos demais compostos naturais (Figura 44B). Assim
como nas bainhas, o teor de P nas folhas foi significativamente menor devido a aplicacao de
todos os bioestimulantes, em compara¢do com o controle, porém com a mesma intensidade,
uma vez que ndo diferiram significativamente entre si.

A Figura 44C mostrou que houve estimulo diferenciado no teor de K* radicular por meio
da pulverizacdo foliar dos diferentes bioestimulantes. Quando comparado as raizes de plantas
controle, a aplicagdo de AFVC resultou em aumento significativo dos teores de K*, a aplicacdo
de K-sap ndo resultou em alteragdes significativas deste teor e a pulverizacdo com AFVC + K-
sap foi responsédvel por redu¢do em nivel estatistico. Nas bainhas, apenas a aplicacdo de AFVC
+ K-sap resultou em aumento significativo do teor de K*, quando comparado ao controle. A
aplicacdo, separadamente, de AFVC e de K-sap nio foi responsavel por teor de K* nas bainhas
estatisticamente diferentes dos demais tratamentos. O teor de K* nas folhas ndo apresentou
diferencas significativas entre os tratamentos.

Independentemente do tipo de bioestimulante pulverizado por via foliar, foram
observadas regulacdes nos niveis N, P e K em raizes, bainhas e folhas de plantas de arroz. Os
resultados estdo em consonancia com as andlises discutidas anteriormente, indicando que os
estimulos na expressao dos transportadores de nitrogénio e potdssio, resultantes da aplicacdo
de diferentes bioestimulantes, promovem o aumento na absor¢do destes nutrientes. Garai et al.
(2021) observaram aumento da efici€éncia na absorcdo de N, P e K devido a aplicacdo foliar de
extratos de Kappaphycus alvarezii em plantas de batata. Shah et al. (2013) relataram aumento
no aciumulo de K e N de até 5% e 7%, respectivamente, devido a aplicagdo foliar de extratos de
Kappaphycus alvarezii em plantas de trigo. Outros autores relataram que as fra¢des hiimicas
obtidas de diferentes materiais de origens sao capazes de melhorar a aquisi¢@o e a assimilacdo
de nitrogénio, fésforo e potassio (NIKBAKHT et al., 2008; VERLINDEN et al., 2010; JANNIN
et al, 2012; ROSE et al., 2014; TAVARES et al., 2016).
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Figura 44. Teor de N, K e P em raizes, bainhas e folhas nas plantas de arroz (Oryza sativa L.)
tratadas com diferentes bioestimulantes foliares. Barras com a mesma letra nao diferiram
significativamente de acordo com o teste de Tukey (p<0,05), n=4.
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e) Efeito da aplicacdo dos bioestimulantes mistos na emissao da fluorescéncia transiente
da clorofila a

Os parametros fotossintéticos obtidos pela andlise JIP da fluorescéncia transiente da
clorofila a, normalizados usando como referéncia o controle, de plantas de arroz tratadas com
pulverizagdo foliar de AFVC, K-sap e AFVC + K-sap, sdo mostrados na Figura 45 e na Tabela
17 (APENDICES). Ap6s 24 horas da aplicacio dos tratamentos, ocorreram diferentes respostas
fotossintéticas iniciais, de acordo com o tipo de bioestimulante pulverizado. A aplicacdo de
AFVC resultou em incremento nos indices de desempenho fotossintético (Plags € PlroraL),
enquanto as plantas tratadas com K-sap e com AFVC + K-sap mostraram reduc¢do inicial no
desempenho fotossintético. Neste momento também foi observado que o tratamento com
AFVC resultou em reducao do fluxo de dissipac@o de energia por centro de reacdo (DIo/RC),
enquanto que plantas tratadas com K-sap e com AFVC + K-sap mostraram aumento do DIy/RC,
indicando que houve maior dissipacdo de energia na forma de calor, estando associado ao
desempenho fotossintético das plantas (Figura 45A).

Apés 48 horas, as plantas que receberam os bioestimulantes foliares,
independentemente do tipo, apresentaram reduc¢do na conservagao de energia de excitagcao para
reducdo dos aceptores de elétrons do intersistema (Plags), j4 o indice de desempenho na
conservacgao de energia de excitacdo para redugao dos aceptores finais do PSI (fotossistema I)
(PItoraL) mostrou diferentes estimulos. Neste momento, as plantas que receberam pulveriza¢ao
foliar com AFVC passaram a mostrar Pltorar semelhante ao observado em plantas controle. A
aplicacdo com K-sap resultou em aumento do PlroraL apds 48 horas, enquanto o tratamento
com AFVC + K-sap manteve a redu¢do do Plrorar. Em relagdo ao fluxo de dissipacao de
energia por centro de reacdo (DIo/RC), apenas o AFVC + K-sap resultou em aumento nas
plantas, enquanto os demais bioestimulantes mostraram valores semelhantes ao controle
(Figura 45B).

Depois de 72 horas a resposta fotossintética das plantas tenderam a normalidade, sendo
observada maior estabilidade na etapa fotoquimica da fotossintese. Porém, ainda assim foram
observadas novamente redu¢des nos indices de desempenho fotossintéticos (PItorar e Plags),
principalmente pelo tratamento com AFVC + K-sap (Figura 45C). As 96 horas apés aplicacio
dos tratamentos, todas as plantas que receberam aplicacdo de bioestimulantes passaram a
mostrar incremento expressivo na conservacdo de energia de excitacdo para reducdo dos
aceptores de elétrons do intersistema (Plass) € no indice de desempenho na conservacido de
energia de excitagdo para reducao dos aceptores finais do PSI (fotossistema I) (PItorar), sendo
mais intenso em plantas pulverizadas com AFVC + K-sap, seguido pelas plantas tratadas com
K-sap e pelas tratadas com AFVC, nesta ordem. Neste momento, todos os tratamentos contendo
bioestimulantes resultaram em reducao do fluxo de dissipacdo de energia por centro de reagdo
(DIo/RC), sendo as plantas pulverizadas com AFVC as que apresentaram menor reducio
(Figura 45D).

Ap6s 120 horas do inicio da aplicac@o dos tratamentos, as plantas tratadas com AFVC
+ K-sap apresentaram estabilidade no desempenho fotossintético, mostrando valores de Plags
e PItorarL semelhantes ao controle, enquanto plantas submetidas a AFVC e a K-sap continuaram
apresentando maior desempenho fotossintético do que plantas controle. Ap6s 144 horas todas
as plantas pulverizadas com algum tipo de bioestimulante tiveram desempenho fotossintético
superior ao de plantas controle, sendo maior em plantas tratadas com AFVC + K-sap, seguido
pelas pulverizadas apenas com K-sap e, por fim, pelas tratadas com AFVC.

Os estimulos no desempenho fotossintético na etapa fotoquimica da fotossintese, ao
longo de seis dias apds inicio da aplicacdo foliar de AFVC, K-sap e AFVC + K-sap ocorreram
de maneira diferenciada. Foram observadas respostas logo ap6s 24 horas da aplicagcdo havendo
aumento do desempenho fotossintético pela aplicagdo AFVC e reducdo devido a aplicag¢ao dos
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demais tratamentos. As 48 e 72 horas, a aplicacio de AFVC + K-sap continua mostrando
reducdo no desempenho fotossintético, assim como os demais tratamentos também
apresentaram ligeiras redu¢des no desempenho fotossintético as 72 horas. No entanto, as 120
horas todos os bioestimulantes resultaram em aumento do desempenho fotossintético, sendo
mais intenso pela pulverizacdo de AFVC + K-sap, sendo estes resultados repetidos ao final do
experimento (144 horas).

De maneira geral, a aplicagdo de AFVC + K-sap resultou, nos momentos mais tardios,
em maior eficiéncia fotossintética, enquanto nos momentos iniciais desencadeou respostas que
reduziram o desempenho fotossintético. Nas primeiras 24 horas hd aumento da eficiéncia
fotossintética pela aplicacdo de AFVC, enquanto apenas as 48 horas esse aumento é observado
de maneira mais nitida pela aplicacdo de K-sap. Apesar dos estimulos iniciais ocorrerem de
maneira e intensidades diferentes, todos os bioestimulantes resultaram, com suas devidas
proporg¢des, o aumento do desempenho fotossintético.

Em estudo realizado por Castro et al. (2021), os autores observaram que a aplicacdo de
acidos humicos de diferentes origens resultou inicialmente em estresse leve na etapa
fotoquimica da fotossintese. Nos momentos mais tardios foi detectado aumento do desempenho
fotossintético pela aplicacdo de AH. Esses autores associaram esse efeito a uma condi¢ao de
eustresse exercida pelo AH, funcionando como um sinal para alteracdes fotossintéticas que
resultaram em maior desenvolvimento vegetal. No presente trabalho a aplicacdo de AHVC +
K-sap mostrou estimulos semelhantes na fotossintese aos observados por Castro et al. (2021).

Wang et al. (2019) realizaram aplicacdo foliar de 4cido fulvico em plantas de alface
(Lactuca sativa L.), observando aumento do desempenho fotossintético na etapa fotoquimica
da fotossintese e reducdo na perda de energia na forma de calor. Rosa et al. (2021) observaram
que a utilizacdo de um bioestimulante de pulverizacdo foliar, composto por extrato de alga
Ascophyllum nodosum L. e 4cidos fulvicos, resultou em uma recuperacao mais eficiente das
plantas de soja apds um periodo de escassez de dgua, devido ao restabelecimento mais rapido
da atividade fotossintética, dentre outros fatores.
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Figura 45. Parametros fotossintéticos de plantas de arroz (Oryza Sativa L.) cultivadas sob
pulverizacdo foliar de AFVC, K-sap e AFVC + K-sap, pela andlise do teste JIP de
transientes de fluorescéncia normalizados usando o controle como referéncia. Indice de
desempenho fotossintético (PIABS), indice de desempenho fotossintético total
(PITOTAL), rendimento quantico maximo da fotoquimica primdria (¢P0), rendimento
quantico do transporte de elétrons de Q (¢RO), rendimento quantico do transporte de
elétrons (@EO0), eficiéncia com a qual um elétron pode mover o intersistema de aceptores
de elétrons reduzidos em o intersistema para o aceptor final de elétrons FSI (6Rv),
eficiéncia com a qual um éxciton capturado no centro de rea¢do (RC) pode mover um
elétron de QA — para o intersistema de aceptores de elétrons (0OEQ), reducdo do aceptor
final de elétrons no elétron FSI lado do aceptor por RC (REO/RC), fluxo de transporte de
elétrons por RC (ET0/RC), fluxo de energia dissipada por RC (DIO/RC), fluxo de absorcao
por RC (ABS/ RC), fluxo de energia aprisionada por RC (TRO/RC), complexo de evolucao
de oxigénio (OEC). (A) 24 horas; (B) 48 horas; (C) 72 horas; (D) 96 horas; (E) 120 horas;
(F)144 horas. n=5.

Os gréficos de andlise de emissao de fluorescéncia transiente da clorofila @ normalizada
como curva de fluorescéncia varidvel relativa OJIP sdo apresentados na Figura 46 (pontos
marcados no grafico: Osous, Joms, I3oms, € P1s) (Wt) (Figuras 46A, 46D, 46G, 46], 46M e 46P),
assim como os graficos de fluorescéncia varidvel relativa normalizados entre os pontos Osoyus €
Loms (Wor) (Figuras XB, XE, XH, XK, XN e XQ), e os graficos de fluorescéncia varidvel
relativa normalizados entre os pontos I3oms € P1s (Wip) (Figuras 46C, 46F, 461, 46L, 460 e 46R).
Os gréaficos Wip demonstram a sequéncia de eventos de transferéncia de elétrons a partir do PSI
(comecando em PQH>) para os aceptores finais desse fotossistema da planta.

A Figura 51 (APENDICES) mostra que as plantas tratadas com os diferentes
bioestimulantes foliares apresentaram aumento na sequéncia da transferéncia de elétrons
conduzida pelo PSI para os aceptores finais de elétrons. As avaliacdes de cinética nao
demonstraram a presenca de bandas-L (AWok). Segundo Souza et al. (2020), a auséncia de
banda-L positiva sugere a estabilidade do sistema com a manuten¢do da conectividade
energética e um consumo eficiente da energia de excitacdo. Variagdes nas bandas-K (AWoy)
estdo associados ao desacoplamento do complexo de evolugao do oxigénio (DABROWSKI et
al., 2016).
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Figura 46. Fluorescéncia transiente da clorofila o em folhas adaptadas ao escuro de plantas de
arroz (Oryza Sativa L.) cultivadas sob pulverizacdo foliar de AFVC, K-sap e AFVC + K-
sap. Fluorescéncia varidvel relativa entre o O e P (Wt; A, D, G, J, M, P) em escala
logaritmica; Fluorescéncia varidvel relativa entre 0 O e I (WOIL; B, E, H, K, N, Q) em
escala logaritmica; Fluorescéncia varidvel relativaentre o I e P (WIP; C, F, I, L, O, R) e
WOI no gréfico. n = 5.

f) Estimulo dos diferentes bioestimulantes na morfologia radicular

A pulverizacido foliar de AFVC, K-sap e AFVC + K-sap estimulou a arquitetura
radicular de plantas de arroz (Figura 47). A drea radicular ndo sofreu alteragdes significativas
devido a aplicacdo dos bioestimulantes (Figura 47A). A aplicacdo de K-sap e de AFVC + K-
sap resultou em raizes com redug¢ao significativa de volume, quando comparado ao observado
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pela aplicacdo dos demais tratamentos, que ndo diferiram significativamente entre si (Figura
47B). A Figura 47C mostra que pulverizagdo de todos os bioestimulantes resultou em aumento
significativo de mesmo nivel, em comparacdo com o controle.

A aplicagdo de K-sap e de AFVC + K-sap foi responsdvel por significativa redug¢do do
diametro médio radicular, quando comparado com as raizes dos outros tratamentos, justificando
o menor volume radicular observado anteriormente. A aplicagdo de AFVC nao resultou em
raizes com diametro significativamente diferente do controle (Figuran47D). O nimero de
bifurcacdes radiculares aumentou significativamente, em relagdo ao controle, apenas pela
pulverizagao foliar de K-sap, no entanto ndo diferiu significativamente do estimulo resultante
da aplicacdo de AFVC + K-sap (Figura 47E). A quantidade total de raizes de plantas tratadas
com AFVC + K-sap foi significativamente maior do que de plantas controle. A aplicagao,
separadamente, de AFVC e de K-sap ndo resultou em nimero de raizes estatisticamente
diferentes dos demais tratamentos (Figura 47F).

A Figura 47G mostra que a quantidade de raizes finas foi significativamente maior em
plantas pulverizadas com K-sap e com AFVC + K-sap do que em plantas controle. A aplicagao
de AFVC ndo resultou em niimero de raizes finas estatisticamente diferente do controle e nem
dos demais tratamentos com bioestimulantes. O nimero de raizes médias foi significativamente
menor em plantas tratadas com AFVC + K-sap, quando comparado ao observado em plantas
controle e as pulverizadas com AFVC, que nao diferiram estatisticamente entre si. A aplicacdo
de K-sap foi responsdvel por numero de raizes médias significativamente igual ao de plantas
submetidas a AFVC + K-sap, assim como também nao diferiu em nivel de significancia dos
demais tratamentos (Figura 47H). O ntimero de raizes grossas foi significativamente menor em
plantas submetidas a aplica¢do de K-sap e de AFVC + K-sap, sendo ainda menor em plantas
tratadas com AFVC + K-sap, do que o observado em plantas controle. A aplicacdo de AFVC
ndo foi responsdvel por quantidade de raizes grossas estatisticamente diferente do controle e de
plantas pulverizadas com K-sap (Figura 471).

A aplicacdo de todos os tipos de bioestimulantes resultou em aumento semelhante do
comprimento radicular. O nimero total de raizes foi mais estimulado pela aplicacao de AFVC
+ K-sap, enquanto o nimero de bifurcacdes pela pulverizacdo com K-sap. A quantidade de
raizes de diferentes classes de didmetro mostrou respostas diferentes, havendo maior
quantidade de raizes finas pela aplicacdo dos dois bioestimulantes contendo K-sap (K-sap e
AFVC + K-sap), e maior quantidade de raizes médias e grossas devido a aplicagao de AFVC.
Os estimulos na quantidade de raizes de diferentes classes de didmetro sdo os principais
responsaveis pelas raizes de plantas pulverizadas com K-sap e AFVC+K-sap apresentarem
menor didmetro médio radicular e, consequentemente, menor volume radicular.

Nao sdo muitos os estudos que investiguem os efeitos da aplica¢do de bioestimulantes
foliares na morfologia radicular das plantas. Castro et al. (2023) demostraram que a aplicacdo
foliar de K-sap em plantas de arroz apresenta efeitos estimulantes em diversos parametros
morfoldgicos, os quais variam de acordo com as concentracdes aplicadas. A aplicacdo de
substancias humicas aumenta a quantidade, comprimento e espessamento das raizes, alterando
o volume e drea radicular (GARCIA et al., 2016; GARCIA et al., 2019; TAVARES et al., 2020;
DE HITA et al., 2020; CASTRO et al., 2021). A aplicacao foliar de AFVC, de K-sap e de
AFVC + K-sap resultou em desenvolvimento radicular, influenciando na absorcdo de dgua e
nutrientes pelas plantas.
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Figura 47. Parametros radiculares modificados em plantas de arroz (Oryza sativa L.) tratadas
com diferentes bioestimulantes foliares. Area (A), volume (B), comprimento (C), didmetro
(D), bifurcagdes (E), quantidade total de raizes (F), quantidade de raizes finas (G),
quantidade de raizes médias (H) e quantidade de raizes grossas (I). Barras com a mesma
letra ndo diferiram significativamente de acordo com o teste de Tukey (p<0,05), n=20.

g) Producao de biomassa fresca e seca, nimero de folhas e alturas das plantas por efeito
da aplicacao foliar de diferentes bioestimulantes mistos

O acimulo de biomassa fresca e seca em plantas de arroz foi alterado de forma
diferenciada devido a aplicagao foliar de AFVC, K-sap e AFVC + K-sap (Figura 48) A Figura
48A mostra que a aplicacdo de todos os tipos de bioestimulantes resultou em aumento
significativo da massa fresca de raizes, bainhas e folhas, quando comparado com plantas
controle. A actimulo de massa fresca radicular foi maior em plantas tratadas com AHVC + K-
sap, sendo ainda significativamente superior ao observado pela pulverizacio de K-sap. A
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biomassa fresca de raizes de plantas sob aplicagdo de AFVC nao diferiu significativamente do
observado pela aplicacdo dos demais tratamentos com bioestimulantes. A massa fresca da
bainha apresentou valores estatisticamente semelhantes devido a aplicacdo dos diferentes
bioestimulantes. Nas folhas, o acimulo de biomassa fresca foi mais intenso por meio da
aplicacdo AFVC + K-sap, sendo significativamente superior ao observado pela pulverizacdo
com AFVC. O tratamento com K-sap ndo resultou em producdo de biomassa fresca foliar
significativamente diferente do observado em plantas tratadas com AFVC e com AFVC + K-
sap.

A producdo de biomassa seca de raizes, bainhas e folhas de plantas de arroz foi
estimulada pela aplicacdo de todos os tipos de bioestimulantes, porém em alguns casos sem
diferir estatisticamente do controle. A massa seca radicular foi significativamente maior em
plantas tratadas com AFVC e AFVC + K-sap, quando comparado com o controle. A aplica¢dao
foliar de K-sap nado resultou em massa seca de raizes significativamente diferente do que o
observado em plantas controle. A massa seca das bainhas foi significativamente maior do que
a de plantas controle devido a aplicacdo de todos os tipos de bioestimulantes, no entanto, com
intensidades diferentes. A aplicacdo de AFVC resultou na maior producdo de biomassa seca
das bainhas, sendo significativamente superior ao observado em plantas tratadas com K-sap. A
pulverizagdo com AFVC + K-sap mostrou valores de massa seca das bainhas estatisticamente
semelhantes aos demais tratamentos com bioestimulantes. A biomassa seca das folhas foi
significativamente maior em plantas tratadas com K-sap e AFVC + K-sap, quando comparado
com o controle. A pulverizacdo foliar de AFVC nao resultou em massa seca de folhas
significativamente diferente do que o observado em plantas controle, porém também nao teve
diferenca significativa com plantas tratadas com K-sap (Figura 48B).

A Figura 48C mostra que a aplicacio de AFVC + K-sap resultou em plantas
significativamente maiores do que o controle. A pulverizacio com AFVC e com K-sap,
separadamente, ndo resultou em altura das plantas estatisticamente diferente aos demais
tratamentos. O nimero de folhas por planta mostrou superioridade significativa ao controle em
plantas tratadas com K-sap e com AFVC + K-sap, sendo este ultimo tratamento o que mais
estimulou o aumento. A aplicagdo de AFVC nio resultou em plantas com nimero de folhas
significativamente diferente do observado em plantas controle, assim como também nao diferiu
estatisticamente de plantas pulverizadas com K-sap (Figura 48D).

De modo geral, aplicagdo foliar de todos os tipos de bioestimulantes resultou em
aumento na produ¢do de massa fresca e seca de plantas de arroz, porém, os resultados mostram
que a mistura contendo os dois bioestimulantes (AFVC + K-sap) foi responsavel pelo maior
acimulo de biomassa em todos os 6rgdos vegetais, pela maior altura das plantas e niimero de
folhas por planta. Ao comparar isoladamente os estimulos desencadeados pelo AFVC e pelo
K-sap, observamos que a pulverizacdo com AFVC favoreceu com maior intensidade a producao
de biomassa radicular, enquanto a aplicacdo de K-sap resultou em maior produgao de biomassa
foliar, provavelmente associado ao maior nimero de folhas por planta observados neste
tratamento.

A literatura relata que a aplicacdo de 4cidos humicos e filvico aumentou a absor¢do de
nutrientes e a produgdo de biomassa em plantas de gérbera, berinjela tomate, pimenta e alface
(NIKBAKHT et al., 2008; KAMEL et al.,, 2014; SUH et al.,, 2014; AKLADIOUS &
MOHAMED, 2018; WANG et al., 2019). Outros estudos mostram que a aplicac¢do foliar de
extratos de Kappaphycus alvarezii contribuiu para o aumento do crescimento e rendimento em
cultivos de banana, arroz, batata e cana-de-agicar (KARTHIKEYAN & SHANMUGAM.,,
2014; DEVI & MANI, 2015; KARTHIKEYAN & SHANMUGAM, 2017; PRAMANICK et
al.,, 2017). Alguns autores relataram que aplicacdo de conjunta de substincias himicas e
extratos de algas marinhas desencadearam diferentes estimulos em plantas de colza, batata,
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trigo e soja (BILLARD et al., 2013; WADAS & DZIUGIL, 2019; NAZIROLESMANI et al.,
2021; ROSA et al., 2021).
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Figura 48. Producdo de biomassa fresca (A) e seca (B), altura das plantas (C) e ndmero de
folhas por planta (D) de arroz (Oryza sativa L.) tratadas com diferentes bioestimulantes
foliares. Barras com a mesma letra nao diferiram significativamente de acordo com o teste
de Tukey (p<0,05), n=20.

h) Anélise de componentes principais

A andlise de componentes principais baseada nos parametros morfolégicos radiculares
e na biomassa fresca e seca de raizes, bainhas e folhas, explicou 88% da variabilidade total nas
duas primeiras componentes, sendo que 66,7% da variancia foi explicada pela componente
principal 1 (Diml), estando positivamente associada a todas varidveis. A componente principal
2 (Dim2) explicou 21,3% da variabilidade dos dados, sendo o diametro médio radicular (DMR),
volume radicular (VR), nimero de raizes grandes (N°RG), nimero de raizes média (N°RM),
area radicular (AR) e massa seca radicular (MR), positivamente correlacionado a esta
componente (Figura 49).

Analisando os resultados € possivel observar que os estimulos sobre a arquitetura
radicular e produgao de biomassa foram maiores em plantas pulverizadas com AFVC + K-sap,
havendo correlagdo positiva com os estimulos desencadeados pela aplicacao somente de K-sap,
resultando em plantas mais desenvolvidas. No entanto, em relacdo a producdo de biomassa seca
radicular, a aplicacdo de AFVC resultou em maior aciimulo, justificado pelo maior nimero de
raizes médias e grossas, assim como pelo maior didmetro médio, drea e volume radicular.
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Sendo assim, plantas de arroz submetidas a pulverizagdao foliar de AFVC + K-sap
tiveram maior desenvolvimento radicular e producao de biomassa, seguidas pelas tratadas com
K-sap e, por fim, pelas pulverizadas com AFVC. O maior desenvolvimento das plantas tratadas
com o bioestimulante misto € resultado do maior desempenho fotossintético, da regulacdo
génica diferenciada e de altera¢des nos teores de metabdlitos soliveis e nutrientes na planta.

Em estudo realizado por Olaetxea et al. (2018), os autores destacaram que os efeitos
benéficos dos bioestimulantes aplicados nas folhas provavelmente sdo regulados por
mecanismos distintos daqueles desencadeados pela aplicacdo radicular desses compostos
naturais. De acordo com Chen & Aviad (1990), a pulverizagdo foliar de bioestimulantes tem a
capacidade de estimular o desenvolvimento tanto das raizes quanto da parte aérea das plantas
tratadas, e esse método pode ser mais econdmico em comparacao a aplicagdo ao solo, devido a
demanda de quantidades relativamente pequenas de produtos. Além disso, um estudo
conduzido por Kishor et al. (2020) constatou que a aplicagcdo combinada de substancias humicas
via foliar e ao solo, juntamente com 100% da dose recomendada de fertilizante (NPK),
representou o tratamento mais eficiente e rentdvel em plantas de café, resultando em um
aumento significativo no rendimento.

PCA - Biplot

Tratamento
AFVC

A AFVC +K-sap

W Controle

Dim2 (21.3%)

K-sap

Dim1 (66.7%)

Figura 49. Andlise das componentes principais da produgao de biomassa fresca e seca de raizes,
bainhas e folhas, altura das plantas, nimero de folhas por planta e morfologia radicular de
plantas de arroz sob aplicacao de diferentes bioestimulantes foliares.
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5.6 CONCLUSOES

A aplicagdo de todos os bioestimulantes resultou em plantas mais desenvolvidas, porém,
a pulverizagao foliar do bioestimulante misto composto por AHVC + K-sap estimulou em maior
intensidade o crescimento e produgdo vegetal. O aumento da producdo de biomassa vegetal foi
resultado de efeitos sobre o incremento do desempenho fotossintético, regulacdo génica,
absor¢do de nutrientes, metabolismo de N e C e desenvolvimento radicular.

Os estimulos iniciais na etapa fotoquimica da fotossintese e de regulagdes a nivel
fisiolégico foram diferentes devido a aplicagdo de cada bioestimulante. A aplica¢do de K-sap
resultou em plantas com maior actimulo de biomassa foliar, enquanto a aplicagdo de AFVC foi
responsavel por plantas com maior acimulo de biomassa radicular, quando comparadas entre
si. J4 a aplicagdo de AFVC + K-sap resultou em plantas com a maior producdo de biomassa
radicular e de parte aérea entre todas. O modo de a¢do desencadeado pelos bioestimulantes
aplicados foliarmente parece ser diferente do que € relatado na literatura como resultado de
aplicacdes radiculares, sendo necessarias mais investigagoes.

A pulverizacdo foliar de AFVC, K-sap e AFVC +K-sap mostrou potencialidades em
ter seu uso como bioestimulantes vegetais, aumentando tanto o desenvolvimento de raizes
quanto da parte aérea, podendo ser mais econdmico do que a aplicag@o ao solo, e aumentando
a eficiéncia na absorc¢ao e assimilagcao de nutrientes, o que pode resultar em menor consumo de
fertilizantes durante o ciclo da cultura.
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6. CONCLUSOES GERAIS

As caracteristicas fisico-quimicas das substancias humicas e dos extratos de
Kappaphicus alvarezii resultaram em diferentes propriedades e bioativade exercida em plantas,
havendo diferengas sobre a expressdo de genes, regulagdo hormonal, fotossintese, absorcao de
nutrientes, quantidades de metabdlitos, arquitetura radicular e acimulo de biomassa. De
maneira geral, a aplicacdo de todos os compostos naturais resultou em plantas com maior
desenvolvimento, porém de formar diferenciada dependendo de suas caracteristicas estruturais.

A aplicacdo radicular e foliar de AFVC e de K-sap resultou em estimulos diferenciados
sobre o crescimento radicular e producdo de biomassa, sendo as doses de melhor resposta
diferentes para cada composto e forma de aplicacdo. Tanto para AFVC quanto para K-sap,
foram necessdrias aplicacdes em concentragdes menores nas raizes do que nas folhas.

Os custos associados a produgdo e comercializagdo destes bioestimulantes foliares sdo
considerados baixos, uma vez que sao extraidos de compostos naturais e pulverizados em doses
consideradas baixas, além do potencial para serem utilizadas na conservacdo e no manejo de
ecossistemas naturais e agricolas, pois sdo biodegradéaveis e nao-téxicos.

O bioestimulante foliar misto com AFVC a 80 mg L! + K-sap 2 2% mostrou
potencialidades para ser usado comercialmente em cultivo de plantas de arroz, sendo
necessarios novos estudos em que haja realizagcdo de cultivos mais longos e continuos, visando
a validag¢do final do produto.
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8. APENDICES

Tabela 10. Parametros instrumentais usados para a fonte de fons OptaMax NG para a
determinac¢do das concentracdes de ABA, IAA, Acido Salicilico e Acido.

Parametros Instrumentais Valor

Vazao de gis de bainha 50 au

Taxa de fluxo de gés auxiliar 10 au

Taxa de fluxo de gds de varredura 1 au
Tensdo de pulverizacio 2900 V
Temperatura do tubo de transferéncia de fons 320 °C
Temperatura do vaporizador 300 °C

Tabela 11. Precisdo m/z dos fitohormdnios e padrdes internos, Energia de Colisao e seus
principais fragmentos para determinacdo das concentracdes de ABA, IAA, Acido
Salicilico, Acido Jasmonico e Jasmonoil Isoleucina.

Analito [M-H] Hormone CE (V) Fragmentol Fragmento2 Fragmento3

TAA 174.05605 8 130.0660 131.0697 128.0506
ABA 263.12888 8 153.0921 219.1389 204.1156
AS 137.02442 18 93.0346 65.0396 75.0240
JA 209.11832 10 59.0139 165.1285 97.0661
D-IAA 179.08744 8 135.0976
D-ABA 269.16654 8 159.1297
D-AS 141.04952 18 97.0598
D-JA 214.14970 10 62.0327

Tabela 12. Parimetros instrumentais usados para a fonte de fons OptaMax NG para a
determinac¢do das concentragdes de citocinina em tecidos vegetais.

Parimetros Instrumentais Valor

Vazdo de gis de bainha 46 au

Taxa de fluxo de gas auxiliar 13 au

Taxa de fluxo de gas de varredura 0 au
Tensdo de pulverizacio 3500 V
Temperatura do tubo de transferéncia de fons 320 °C
Temperatura do vaporizador 320 °C

Tabesa 13. Precisdao m/z dos fitohormonios e padrdes internos, Energia de Colisdo e seus
principais fragmentos para determinacdo das concentracdes de citocininas em tecidos

vegetais.
Analito [M-H]- Hormone CE (V) Fragmento1 Fragmento2 Fragmento 3
tZ 220.11929 15 136.0618 202.1087 185.0822
cZ 220.11929 15 136.0618 202.1087 185.0822
tZR 352.16155 18 220.1193 136.0618 202.1087
cZR 352.16155 18 220.1193 136.0618 202.1087
Continua...
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Continuagdo da Tabela 13.
Analito [M-H] Hormone CE (V)

Fragmento1l Fragmento2 Fragmento 3

Dz 222.13494 18 136.0618 148.0618 204.1244
DZR 354.17720 20 222.1349 136.0618 148.0618
iP 204.12437 14 136.0618 69.0699 148.0618
iPR 336.16663 18 204.1244 136.0618 148.0618
D-tZ 225.15067 15 137.0681
D-tZR 357.19293 18 225.1507
D-iP 210.16203 14 137.0681
D-iPR 342.20429 18 210.1620

Tabela 14. Caracterizacdo quimica composicional da massa integra de algas de Kappaphycus

alvarezii.
Parametro Valores
Material Seco (%) 13,25 (x0,10)
Umidade (%) 86,75 (£0,10)
Cinzas (%)* 25,42 (£ 1,73)
MgO 10,27
ALO; 7,17
SiO; 32,76
K.O 44,41
CaO 4,10x
FCQO3 1,16
Carboidratos Totais (%)* 57,23 (£2,45)
Celulose (%) 3,72 (£2,45)
Fragao insoldvel em acido (%)* 3,48 (£2,45)
Lipideos (%)* 0,68 (+0,12)
Material Organico (%) 24.43
Carbono total (%) 11.86
Carbono Organico (%) 11.68
MO/CO 2.09
Estimativa de N (%) 0.58
C/N 20.30

Tabela 15. Principais parametros do teste JIP (Adaptada de YUSUF et al., 2010).

Parametros de fluorescéncia calculados a partir dos dados primarios obtidos

Fv=Fu-Fo Fluorescéncia varidvel
Fv/Fm Rendimento quantico mdximo do FSII
V.V, Fluorescéncia valriével /relativa em um tempo “t” Fluorescéncia varidvel
relativa em relacdo ao nivel J
Vi Fluorescéncia varidvel relativa em relagdo ao nivel I

My = 4(F300us —Fo)/(Fu—Fy)  Declive inicial aproximado (em ms™) da fluorescéncia transiente V = f (t)
Area total normalizada complementar correspondente apenas a fase OJ (reflete

S5 = ViMo um Unico volume de eventos de reducao de Qa)

Contiuna...
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Continuagdo da Tabela 15.

Parametros de fluorescéncia calculados a partir dos dados primarios obtidos

Sm = (Area)/(Fm —Fo)

N = Su/Ss

Area total normalizada complementar acima da curva OJIP (reflete multiplos
eventos de reducdo da Qa)

Nuimero total de elétrons transferidos para a cadeia de transporte de elétrons
entre o tempo de O et (necessario para atingir Fu)

Atividade especifica por centro de reacio (RC)

ABS/RC =My (1/V)y) (1/¢Po)

TRo/RC =My (1/Vy)

ETo/RC = M, (1/V)) ¥,
DIWRC = (ABS/RC) —
(TRy/RC)

REo/RC

Medida do tamanho aparente do sistema antena ou o fluxo de absor¢@o por
RC
Maixima taxa pela qual um éxciton € capturado pelo RC resultando em uma
reducgdo da plastoquinona (QA")
Reoxidag@o da QA" via transporte de elétrons em um RC ativo
Razao de dissipacdo total de energia de excitacdo ndo capturada do total de
RC, sendo a dissipacdo neste caso a perda de energia na forma de calor

Reducido do aceptor final de elétrons no lado do aceptor de elétrons do FSI por
RC

Rendimentos energéticos ou taxas de fluxo

©P0 = TRy/ABS = Fy/Fy
¢EO0 = ET/ABS

¢DO = 1 — ¢Po = (Fo/Fu)
@RO = RE/ABS

Rendimento quantico maximo fotoquimico

Rendimento quéntico de transporte de elétrons de QA™ para o intersistema de
aceptores de elétrons

Rendimento quéntico para dissipacdo de energia

Rendimento quantico de transporte de elétrons de QA" para o aceptor final de
elétrons do FSI

Eficiéncias

\|IE() = ET()/T Ro

po = REW/TRy

O0Ro = REy/ ETy

Eficiéncia com que um éxciton capturado no RC pode mover um elétron de
Qa4 para o intersistema de aceptores de elétrons

Eficiéncia com que um éxciton capturado no RC pode mover um elétron dentro
da cadeia de transporte de elétrons de Qa™ para os aceptores finais de elétrons
do FSI

Eficiéncia com que um elétron pode mover o intersistema de aceptores de
elétrons reduzidos no intersistema para o aceptor final de elétrons do FSI

Indices de desempenho

Plags = (RC/ABS) B
((ppo/lOS(ppo) 0Si (‘1’0/10%)
= (RC/ABS) B (TR(/Dlp) x

(ETo/1TSETo)

Pliotal = PIaps BS (60/1Bdo)

Indice de desempenho fotossintético (conservacio de energia a partir do
éxciton para a reducdo dos aceptores de elétrons do intersistema)

Indice de desempenho fotossintético total (conservacio de energia a partir de
éxciton para a reducdo de aceptores finais do FSI)

Tabela 16. Parametros da fluorescéncia transiente da clorofila a de Oryza Sativa L. var.
nippombare submetida a diferentes doses e formas de aplicacdo de k-sap.

Tratamento ABS/RC TRo/RC ETo/RC Dio/RC PI aBs PI roraL
Controle 2,291 1,81m 1,00 0,48 2,04 1 1,63°
K-sapR 2% 2,22 1,76 0,98 0,46 2,24 1,95
H(z)jas K-sapF 2% 2,25 1,78 0,99 0,46 2,14 1,80%
K-sapF 10% 2,25 1,79 0,99 0,47 2,12 1,85
CV (%) 5,76 5,23 4,97 8,39 1,71 14,78
Controle 2,09 1,66 0,97 0,43 2,602 1,841
H:fas K-sapR 2% 2,21 1,75 0,98 0,46 223" 1,75
K-sapF 2% 2,14 1,70 0,97 0,44 2,39® 1,69
Continua...
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Continuagdo da Tabela 16.

Tratamento ABS/RC TRo/RC ETo/RC Dio/RC PI aBs PI toraL
K-sapF 10% 2,17 1,71 0,97 0,45 2,30° 1,71
H:fas CV (%) 5,07 4,73 5,51 6,70 9,75 16,34
Controle 2,12m 1,69 0,991 0,43™ 2,65m 2,041
K-sapR 2% 2,18 1,72 1,00 0,45 2,41 2,01
72 K-sapF 2% 2,15 1,71 0,99 0,44 2,48 1,87
Horas K-sapF 10% 2,18 1,73 1,00 0,45 2,43 2,00
CV (%) 5,59 5,16 5,42 7,81 11,67 15,73
Controle 1,98 1,55m 0,88 0,43 2,421 1,46°
K-sapR 2% 2,00 1,59 0,92 0,41 2,70 2,262
Hzfas K-sapF 2% 1,99 1,57 0,91 0,42 2,59 1,77°
K-sapF 10% 1,94 1,53 0,88 0,41 2,65 1,87%®
CV (%) 5,29 4,95 5,66 7,33 13,17 20,65
Controle 2,20" 1,721 0,93 0,47 s 1,97 1,750
120 K-sapR 2% 2,08 1,64 0,90 0,44 2,30 1,87
Horas K-sapF 2% 2,10 1,65 0,92 0,45 2,37 1,93
K-sapF 10% 2,10 1,65 0,93 0,45 2,31 1,95
CV (%) 9,40 9,13 5,66 10,61 23,76 14,45
Controle 2,10 1,65 0,92 0,45% 223" 1,76
144 K-sapR 2% 1,85° 1,47° 0,87° 0,38" 3,052 2,072
Horas K-sapF 2% 2,08* 1,63° 0,91 0,45 226" 1,75°
K-sapF 10% 2,18 1,70 0,92+ 0,48* 1,96° 1,48°
CV (%) 5,18 4,54 2,86 8,28 13,81 16,09

* Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna sdo significativamente diferentes, de acordo com teste de Tukey (p <
.05). * ns = sem diferenca estatistica, de acordo com teste de Tukey (p <.05), n =11.
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Figura 50. Fluorescéncia transiente da clorofila o de folhas adaptadas ao escuro de plantas de

arroz (Oryza Sativa L.) submetida a diferentes doses e formas de aplicacdo de k-sap.
Fluorescéncia varidvel relativa entre as etapas O e J (WOJ; A, B, C, D, E, F) e cinética
média (eixo vertical direito) representada entre as etapas O e J (AWO)J), revelando a banda
K; Fluorescéncia varidvel relativa entre as etapas O e K (WOK; G, H, I, J, K, L) e cinética
média (eixo vertical direito) representada entre as etapas O e K (AWOK), revelando a banda
L. (A, G) = 24 horas; (B, H) = 48 horas; (C, I) = 72 horas; (D, J) = 96 horas; (E, K) = 120
horas; (F, L) = 144 horas. n=11.
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Tabela 17. Parametros da fluorescéncia transiente da clorofila a de Oryza Sativa L. var.
nippombare submetida a pulverizacdo foliar de diferentes bioestimulantes.

Tratamento ABS/RC TR¢RC ET¢RC Diy/RC PI ags PI roraL
Controle 2,71 2,11m™ 1,08 ™ 0,60 1,45™m™ 1,28
AFVC 2,57 2,02 1,06 0,55 1,66 1,45
Hifas K-sap 2,78 2,13 1,03 0,65 1,10 0,89
AFVC + K-sap 2,69 2,06 1,03 0,64 1,24 0,98
CV (%) 6,46 5,32 6,66 11,52 26,21 52,41
Controle 2,85 2,21 1,08 0,64" 1,182 1,43
AFVC 2,86 2,21 1,06 0,652 1,092 1,43
H:fas K-sap 2,83 2,18 1,03 0,65 1,09 ® 1,56
AFVC + K-sap 3,04 2,31 1,07 0,732 0,91° 1,25
CV (%) 4,30 3,68 4,56 7,30 13,22 14,01
Controle 2,45 1,94 0,99 0,50 1,64 " 1,60
AFVC 2,53 1,99 1,00 0,53 1,50 1,48
Hle‘as K-sap 2,50 1,99 1,00 0,52 1,56 1,48
AFVC + K-sap 2,50 1,98 0,98 0,52 1,54 1,42
CV (%) 5,51 5,23 4,57 7,02 12,09 15,84
Controle 2,747 2,16 1,11 0,57 1,47° 1,26°
AFVC 2,71 2,15 1,12 0,56 1,55% 1,37
Hzfas K-sap 2,59 2,07 1,10 0,52 1,73% 1,51%
AFVC + K-sap 2,63 2,09 1,12 0,54 1,722 1,602
CV (%) 3,98 3,61 3,07 5,44 8,38 11,55
Controle 241" 1,93 1,02 0,48" 1,87 1,34
AFVC 2,28 1,83 0,99 0,45 2,09 1,49
Hlozr(:ls K-sap 2,34 1,88 1,01 0,46 2,05 1,46
AFVC + K-sap 2,39 1,91 1,02 0,48 1,92 1,32
CV (%) 4,12 3,76 2,90 5,92 9,56 13,00
Controle 2,38 1,88™ 0,94 0,49 " 1,61 1,221
AFVC 2,40 1,92 0,97 0,49 1,67 1,23
Hl(:“:ls K-sap 2,37 1,88 0,96 0,48 1,74 1,31
AFVC + K-sap 2,33 1,86 0,96 0,47 1,82 1,38
CV (%) 3,57 3,27 2,66 4,71 8,61 12,04

* Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna sio significativamente diferentes, de acordo com teste de Tukey (p <

.05). * ns = sem diferenca estatistica, de acordo com teste de Tukey (p < .05), n =5.
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Figura 51. Fluorescéncia transiente da clorofila a de folhas adaptadas ao escuro de plantas de
arroz (Oryza Sativa L.) submetida a pulverizacdo foliar de diferentes bioestimulantes.
Fluorescéncia varidvel relativa entre as etapas O e J] (WOJ; A, B, C, D, E, F) e cinética
média (eixo vertical direito) representada entre as etapas O e J (AWOJ), revelando a banda
K; Fluorescéncia varidvel relativa entre as etapas O e K (WOK; G, H, I, J, K, L) e cinética
média (eixo vertical direito) representada entre as etapas O e K (AWOK), revelando a banda
L. (A, G) = 24 horas; (B, H) = 48 horas; (C, I) = 72 horas; (D, J) = 96 horas; (E, K) = 120
horas; (F, L) = 144 horas. n=5.
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