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RESUMO GERAL

CASTRO, Tadeu Augusto van Tol. Relacdo estrutura-propriedade-bioatividade de
diferentes acidos humicos em plantas de arroz (Oryza sativa L.). 2019. 103f. Dissertacio
(Mestrado em Agronomia, Ciéncia do Solo). Instituto de Agronomia, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2019.

O estudo teve como objetivo estudar trés dcidos humicos (AH) extraidos de diferentes
materiais, de vermicomposto (AHVC), de horizonte superficial de um Organossolo
(AHSOLO) e de sedimentos do Rio Negro - AM (AHRN), avaliando suas estruturas,
propriedades e funcdes sobre o metabolismo e desenvolvimento de plantas de arroz em
condi¢des normais de crescimento e sob estresse hidrico. No capitulo I foram apresentados os
resultados referentes a caracterizagao fisico-quimica (ressonancia magnética nuclear no estado
sélido - *C NMR CP/MAS e espalhamento dindmico da luz - DLS) dos trés tipos de 4cidos
himicos. O AHSOLO apresentou caracteristicas mais aromaticas do que o AHRN e AHVC,
conferindo portanto maior hidrofobicidade. O AHVC apresentou o maior indice de polaridade
e menor hidrofobicidade. O AHSOLO e AHRN apresentaram as maiores populacdes de
particulas a pH 7,0 entre 0 e 500 nm de didmetro hidrodinamico, em relagdo ao dcido humico
proveniente de vermicomposto. Entretanto, o didmetro médio das particulas a pH=7
demonstra que o AHVC apresentou particulas de maior tamanho em compara¢do aos demais.
O objetivo do capitulo II foi avaliar e discutir os efeitos dos trés AH, anteriormente
caracterizados, na morfologia, crescimento e metabolismo de plantas de arroz (Oryza sativa
L.) da variedade BRS. Esmeralda, assim como estabelecer uma relagio entre a suas estruturas
e propriedades fisicas e quimicas com a bioativade exercida nas plantas. Foi observado
aumento no desempenho fotossintético das plantas tratadas com os AH extraidos de diferentes
materiais apos um decréscimo inicial, com a finalidade de acelerar as atividades metabdlicas
visando aclimatacdo e protecdo vegetal. De maneira geral, todos os dcidos himicos
estimularam o metabolismo e desenvolvimento das plantas, porém de forma diferenciada,
sendo a atividade exercida dependente das suas caracteristicas estruturais e propriedades dos
AH. Ocorreram modifica¢des diferenciadas nas estruturas presentes nas raizes por efeito dos
AH, associadas ao desenvolvimento da parede celular vegetal, como comprovado pela
caracterizacdo das raizes mediante °C NMR CP/MAS e técnicas quimiométricas (PCA-">C
NMR). O AHVC foi considerado o que exerceu uma maior bioatividade, uma vez que foi
responsavel pelo aumento mais intenso na producdo de biomassa fresca e seca nas raizes,
bainhas e folhas das plantas, além de apresentar maior estimulos na emissdo de raizes e no
aumento do volume radicular. Os teores de metabdlitos soliveis indicam que as plantas
tratadas com AHVC foram as mais eficientes no uso do nitrogénio para seu desenvolvimento.
O capitulo III mostra os resultados obtidos pela aplicacio do AHVC em plantas de arroz
(Oryza sativa L.) da variedade BRS. Esmeralda, submetidas a deficiéncia hidrica. O AHVC
preservou o indice de desempenho fotossintético em plantas sob estresse hidrico. O AH
também foi responsavel por estimular a quantidade, comprimento, drea, volume e diametro de
raizes das plantas cultivadas em condicdes de estresse hidrico, além das plantas tratadas com
AH+PEG apresentarem maior biomassa fresca dos que as tratadas apenas com PEG. Os teores
de metabdlitos soliveis e a massa seca dos diferentes 6rgaos vegetais demonstram que o AH
contribuiu para o balan¢o osmoético das plantas submetidas ao estresse.

Palavras-chave: Substincias humicas. Caracterizagdo. Atividade bioldgica. Estresse hidrico.



GENERAL ABSTRACT

CASTRO, Tadeu Augusto van Tol. Structure-property-bioacitivity relationship of
different humic acids and their effects in rice plants (Oryza sativa L). 2019. 103p.
Dissertation (Master Science in Agronomy, Soil Science). Instituto de Agronomia,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2019.

The study aimed to study three humic acids (HA) extracted from different source materials,
vermicompost (HAVC), surface horizon of a Histosol (HASOIL) and sediments from Rio
Negro - AM (HARN), evaluating their structures, properties and functions in the metabolism
and development of rice plants under normal growing conditions and under water stress.
Chapter I presents the results concerning the physicochemical characterization (solid state
nuclear magnetic resonance - °C NMR CP / MAS and dynamic light scattering - DLS) of the
three types of humic acids. HASOIL presented more aromatic characteristics than HARN and
HAVC, thus conferring greater hydrophobicity. HAVC had the highest polarity index and
lowest hydrophobicity. HASOIL and HARN showed the largest particle populations at pH 7.0
between 0 and 500 nm in hydrodynamic diameter, in relation to humic acid from
vermicompost. However, the average particle diameter at pH = 7 shows that HAVC had
larger particles compared to the others. The objective of Chapter II was to evaluate and
discuss the effects of the three HA, previously characterized, on the morphology, growth and
metabolism of rice (Oryza sativa L.) plants of the BRS Emerald variety, as well as establish a
relationship between their structures and physical-chemical properties with the bioactivity
they exert. An increase in photosynthetic performance was observed in plants treated with HA
extracted from different materials after an initial decrease in order to accelerate metabolic
activities aiming at acclimatization and plant protection. In general, all humic acids stimulated
the metabolism and development of plants, but in a different way, being the activity exerted
dependent on their structural characteristics and properties. There were different
modifications in the structures present in the roots by the effect of humic acids, associated
with the development of the plant cell wall. The HAVC was considered the best bioactivity,
as it was responsible for the most intense increase in the production of fresh and dry biomass
in the roots, sheaths and leaves of the plants, besides presenting greater stimuli in the
emission of roots and increase in root volume. The levels of soluble metabolites also indicate
that the plants treated with this HA were the most efficient in using nitrogen for its
development. Chapter III shows the results obtained by the application of vermicompost
humic acid in rice (Oryza sativa L.) plants of the BRS Emerald variety subjected to water
deficiency. HAVC preserved the photosynthetic performance index in plants under water
stress. HA was also responsible for stimulating the quantity, length, area, volume and
diameter of roots of plants cultivated under water stress conditions, besides the plants treated
with HA + PEG presented higher fresh biomass than those treated with PEG alone. Soluble
metabolite contents and dry mass of different plant organs show that HA contributed to the
osmotic balance of plants subjected to stress.

Keywords: Humic substances. Characterization. Biological activity. Hydrical stress.



LISTA DE ABREVIACOES E SIMBOLOS
AH - Acidos hiimicos
AHRN - Acido hiimico extraido de sedimentos do Rio Negro-AM
AHSOLO - Acido himico extraido de Organossolo
AHVC - Acido hiimico de vermicomposto
AF - Acidos filvicos

CP MAS"™ C RMN - Ressonancia magnética nuclear do isétopo do "*C em polarizacio
cruzada e rotagdo no angulo magico

DLS - Espalhamento dinamico de luz
EROs - Espécies reativas de oxigénio
MP - Membrana plasmatica

PEG - Polietilenoglicol

SH - Substancias humicas
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1. INTRODUCAO GERAL

O arroz (Oryza sativa L.) € um dos cereais de maior importancia social e econdmica
para o mundo, sendo o terceiro mais produzido. E responsavel pela alimentacio de dois tercos
da populagdo mundial e fornece aproximadamente 20% da energia e 15% da proteina
necessdrias ao ser humano. Estudos relacionados as alternativas que afetem positivamente a
producdo e desenvolvimento da cultura em diferentes condi¢des vém aumentando nas tltimas
décadas (LAFITTE, ISMAIL & BENNETT, 2004; CORDEIRO et al., 2010).

De acordo com Muscolo et al. (2007), as substancias humicas (SH) sdo geradas por
alteracdo quimica e bioldgica de material animal e vegetal, apresentando uma estrutura
supramolecular composta por moléculas heterogéneas, de coloragdo escura, e elevada
estabilidade e peso molecular, interagindo de acordo com seu tamanho, forma, afinidade
quimica e hidrofobicidade.

O interesse na utilizacdo de SH em dreas cultivadas vém aumentando entre os
agricultores. Essas supramoléculas possuem importancia ecoldgica, pois atuam na regulacao
de diversos processos quimicos e bioldgicos ocorridos em ecossistemas naturais. Nas plantas,
alteram a morfologia, crescimento e a arquitetura das raizes, atuam sobre o desenvolvimento
vegetal, aumentam a taxa respiratéria, e estimulam o ciclo de Krebs, a fotossintese, a
producdo de adenosina trifosfato e aminodcidos, alteram a expressao e/ou supressao de genes
e influenciam na atividade de determinadas enzimas. No solo, as reacdes dos dcidos humicos
resultam nas conhecidas melhorias dos aspectos fisicos, quimicos e biol6gicos do sistema,
como os aumentos da agregacdo, da porosidade, da capacidade de troca iOnica, da
complexacdo de ions toxicos e da fertilidade (TREVISAN et al., 2009; MORA et al., 2012;
JANNIN et al., 2012).

Os efeitos no desenvolvimento do sistema radicular de plantas pela aplicagao de
acidos humicos (AH) sd@o os mais observados e estudados por diversos autores (SILVA et al.,
2000; TREVISAN et al., 2009; CANELLAS et al., 2011; BALDOTTO et al., 2012;
TAVARES, 2014; GARCIA, 2016b; GARCIA, 2018). Autores como Trevisan et al. (2009) e
Muscolo, Sidari & Nardi (2013) relataram a presenca de auxinas na estrutura dos acidos
himicos, sendo uma possivel justificativa para o estimulo ao desenvolvimento radicular.
Garcia et al. (2016 a) obtiveram resultados indicando que as diferencas nas estruturas
predominantes dos dcidos hiimicos determinam diferentes efeitos nas raizes, observando o
estimulo a emissdao de novas raizes pelos AH em que predominam compostos alifdticos e
oxigenados e pelo estimulo ao desenvolvimento de raizes mais compridas pelo cardter mais
aromdtico dessas substancias.

A compreensdao das caracteristicas responsdveis pela atividade bioldgica das
substancias humicas € essencial para uma melhor explicacio dos mecanismos pelos quais
exercem seus efeitos no organismo vegetal. Diversos autores vém desenvolvendo trabalhos ao
longo dos anos envolvendo dcidos himicos em plantas sob diferentes tipos de estresses, como
o estresse salino, toxidez por metais pesados, por aluminio, por efeito de herbicidas e
pesticidas, estresse hidrico, entre outros (BURNS et al., 1986; CIMRIN et al., 2010; GARCIA
et al.,, 2012; OUNI et al., 2014; GARCIA et al., 2014; BUYUKKESKIN et al.,2015). Os
acidos himicos t€ém demonstrado, em alguns estudos, capacidade de reduzir os maleficios
resultantes da baixa disponibilidade de 4gua, através dos efeitos no sistema oxidativo, nos
teores de pigmentos fotossintéticos e nos teores de prolina (GARCIA et al., 2012, 2014;
AGUIAR et al., 2016).



Asli & Neumann (2010) propuseram que as substancias himicas desencadeiam suas
acoes em plantas através de interacdes com raizes, denominado estresse coloidal, onde
ocorrem modificacdes na taxa transpiratéria e na condutividade hidrdulica. Cordeiro et al.
(2011) observaram efeitos das SH nos mecanismos oxidativos, pela formacdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs). O papel regulatério nos niveis de EROs pelas SH vem sendo
elucidado em plantas de arroz, onde a aplicacdo de AH via radicular demonstra capacidade
em aumentar a expressdao de genes e a atividade de enzimas do sistema antioxidativo dessa
espécie (Garcia et al., 2012; 2014).

A utilizacdo de técnicas de caracterizagdo fisico-quimica referente a moléculas de
maior tamanho vem sendo implementada em trabalhos envolvendo substincias himicas. Os
estudos envolvendo essas supramoléculas vao desde a extragdo, fracionamento e purificacao
até a caracterizacao estrutural (CANELLAS et al., 2012). Segundo Garcia (2013), as técnicas
de caracterizacdo mais comuns para essas substdncias sdo: espectofotometria (UV-vis e
Fluorescéncia), espectroscopia (FTIR, RMN BC e 1H), espectrometria (de massas),
cromatografia (HPSEC) e microscopia (MEV).

Apesar das substancias hiimicas serem utilizadas desde o dltimo século, somente nas
ultimas décadas houve uma crescente atengao aos mecanismos pelos quais atuam. Devido a
elevada complexidade molecular, ainda ndo foram desenvolvidas técnicas produtivas capazes
de regular a atividade dessas substancias. O estabelecimento de relagdes entre estrutura e
atividade biolégica das SH é fundamental para desenvolver recursos que possam ser
utilizados na agricultura (CANELLAS et al., 2012; AGUIAR et al., 2013).

No capitulo I foram apresentados os resultados referentes a caracterizagao fisico-
quimica (ressonincia magnética nuclear no estado sélido - 13C NMR CP/MAS e
espalhamento dindmico da luz - DLS) dos trés tipos de acidos himicos (AHVC, AHSOLO e
AHRN). O objetivo do capitulo II foi avaliar e discutir os efeitos dos trés AH, anteriormente
caracterizados, na morfologia, crescimento e metabolismo de plantas de arroz (Oryza sativa
L.) da variedade BRS. Esmeralda, assim como estabelecer uma relagdo entre a suas estruturas
e propriedades fisico-quimicas com a bioativade exercida nas plantas. O capitulo III mostra os
resultados obtidos pela aplicacio do AHVC em plantas de arroz (Oryza sativa L.) da
variedade BRS. Esmeralda, submetidas a deficiéncia hidrica.

Assim, o presente trabalho tem como hipétese cientifica:

HO: ndo existe uma relacdo entre a estrutura dos AH e seus efeitos em plantas de arroz
(Oryza sativa L.), assim como ndo apresentam potencial para amenizar os prejuizos
decorrentes do estresse hidrico em plantas;

H1: 4cidos hdimicos regulam, em funcdo de sua estrutura, o crescimento,
desenvolvimento e metabolismo de plantas de arroz (Oryza sativa L.), além de exercer efeito
positivo em plantas submetidas a deficiéncia hidrica.

O objetivo geral proposto por este trabalho foi:

Estudar a relagdo entre as caracteristicas estruturais de acidos humicos extraidos de
diferentes fontes e os efeitos da aplicagdo em plantas de arroz (Oryza sativa L.) em condi¢des
normais de crescimento e sob estresse hidrico.

Os objetivos especificos da dissertacdo foram:
a. Isolar e purificar os 4cidos humicos de trés materiais de origem diferentes:
vermicomposto, Organossolo e sedimentos do Rio Negro — AM;



Caracterizar quimico-fisica e espectroscopicamente (Ressondncia magnética
nuclear no estado sélido e Espalhamento dindmico de luz) os trés dcidos hiimicos
que sdo objetos de estudo;

Avaliar o efeito dos dcidos himicos em plantas de arroz por meio da produgdo de
biomassa vegetal, modificagdes morfoldgicas e anatdmicas das raizes e alteragdes
no metabolismo fotossintético e nos metabdlitos soldveis;

Determinar, pelo comportamento morfo-fisiol6gico e pelo desenvolvimento
vegetal, os efeitos e mecanismos desencadeados pela aplicacdo de acidos hiimicos
em arroz sob condi¢do hidrica adversa induzida por PEG-6000;

Estabelecer relacao entre as estruturas e propriedades dos AH com a bioatividade
execida em plantas de arroz, através de resultados obtidos pela caracterizacao
estrutural mediante *°C NMR CP/MAS e DLS, e pelas andlises relacionadas a
morfologia, crescimento e metabolismo vegetal.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Arroz (Oryza sativa L.)

O arroz é o produto de maior importincia para economia de muitos paises em
desenvolvimento, sendo o principal alimento para mais da metade da populagio mundial. E a
terceira maior cultura cerealifera do mundo, sendo apenas ultrapassado pelo milho e trigo.
Desempenha papel estratégico, tanto em nivel social quanto econdmico, para as nacdes mais
populosas da Africa, Asia e América Latina (WALTER, MARCHEZAN & AVILA, 2008;
SANTOS, 2017).

A Asia é o continente com maior producio e consumo mundial de arroz, abrangendo
0s 0ito paises que mais o produzem. Na primeira posicao encontra-se a China, posteriormente
a India, Indonésia, Bangladesh, Vietnam, Tailandia, Myanmar e Filipinas. A nona posicdo ¢
ocupada pelo Brasil (CORDEIRO et al., 2010; SILVA, 2017).

A origem do arroz ainda ndo € certa, no entanto acredita-se que € origindrio do sudeste
da Asia (EMBRAPA Arroz e Feijdo, 2008). Segundo Lourengo (2009) “diversos cientistas e
historiadores classificam o sudeste da Asia como o local de origem do arroz. Alguns autores
apontam o Brasil como o primeiro pais a cultivar esse cereal no continente americano”. A
introducao no Brasil ocorreu por volta de 1530 pelos comandados de Cabral, disseminando-se
mais tarde por outras regides da costa litordnea brasileira, principalmente na regido do
Nordeste, em pequenos cultivos de subsisténcia (PEREIRA, 2002).

De acordo com a CONAB (Companhia Nacional de Abastecimento, 2015) “a
producdo mundial de arroz estimada € maior que 475 milhdes de toneladas, sendo 8,3 milhdes
de toneladas produzidas no pais”. “No Brasil hé trés principais polos produtivos: a regidao Sul,
com destaque para o Rio Grande do Sul; a regido Central, abrangendo Sdo Paulo, Minas
Gerais, Goids e Mato Grosso; € o Maranhdo” (FERREIRA, WANDER & SILVA, 2017).

Nacionalmente o arroz € cultivado em vdrios sistemas e diferentes ecossistemas,
destacando-se os de terras altas (sequeiro) e de varzea (irrigado). O cultivo de varzea ¢é
caracterizado pela condi¢do de desenvolvimento da raiz em anaerobiose. A maior parcela da
producdo € proveniente do sistema irrigado, responsdvel por aproximadamente 75% da
producdo nacional (EMBRAPA ARROZ E FEIJ A0, 2013; SANTOS, 2017).

O arroz é uma planta herbiacea da familia Gramineae, monocotiledonea da ordem
Glumifloreae, e que possui cerca de vinte espécies, tendo como a mais cultivada a Oryza
sativa (CONAB, 2015). E classificado como uma espécie de ciclo anual, pertencente ao grupo
das plantas C3, adaptada ao ambiente aquéatico devido a presenga de aerénquima no colmo e
nas raizes da planta, possibilitando assim a passagem de oxigénio do ar para a camada da
rizosfera (LOURENCO, 2009).

O ciclo da cultura pode durar em torno de trés a seis meses, dependendo da cultivar e
do ambiente de cultivo, sendo dividido em fase vegetativa 1 e 2 e fase reprodutiva. A primeira
fase compreende da semeadura até a emergéncia, a segunda fase vai da emergéncia até o
aparecimento do colar no colmo principal da ultima folha bandeira, e a terceira vai da
diferenciac@o da panicula a maturagao fisiolégica (COUNCE apud STRECK et al., 2007).

A cultura possui sistema radicular fasciculado, sendo o surgimento da radicula seguido
por uma ou duas raizes seminais secunddrias, que permanecerao por um curto periodo e serao
substituidas pelas raizes adventicias do sistema secunddrio. Estas ultimas raizes sdo fibrosas e
possuem muitas ramificacdes e pélos radiculares. A primeira folha difere do restante pelo
formato cilindrico e por nao apresentar 1amina. As folhas posteriores possuem disposicao
alternada no colmo, apresentando bainha, lamina, colar, auriculas e ligula. O caule é
composto por um colmo principal, que por perfilhamento origina uma quantidade variavel de
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colmos primdrios e secunddrios. A inflorescéncia da planta € do tipo panicula, localizada
sobre o ultimo entrend do caule e composta por raquis, de onde saem ramifica¢des primaérias e
secunddrias que dardo origem as espiguetas (HEINEMANN & PINHEIRO, 2017).

O arroz apresenta predominantemente carboidratos na sua constui¢do, possuindo
também proteinas, lipidios, vitaminas e minerais. As condi¢des de cultivos apresentam efeitos
diretos nas concentragdes de minerais encontradas nas plantas. As vitaminas B1, B2 e B3 sdo
encontradas em maior quantidade neste cereal, também havendo alteracdes em seus contetidos
pelas condi¢des de cultivo e trato pds-colheita (GRIST, 1978; NAVES, 2007).

A cultura do arroz demonstra caracteristicas particulares de susceptibilidade e
tolerancia a estresses abidticos quando comparado a outras culturas. Ha tolerincia a solos
encharcados e submersdao em niveis que matariam outras espécies, € tolerante em diferentes
niveis a salinidade e a acidez do solo dependendo da cultivar ou variedade, entretanto €
sensivel a seca e ao frio. Conhecimentos sobre como os genes de arroz respondem as
condi¢des adversas vém aumentando significativamente. Diversos estudos relatam alteragdes
na expressdo de genes quando a planta passa por estresses bidticos e abidticos (LAFITTE,
ISMAIL & BENNETT, 2004).

Conforme Cruz & Milach (2000) abordam, é dificil controlar a ocorréncia de estresse
por temperaturas em plantas de arroz, devido a imprevisibilidade e a natureza abidtica deste
fator. Temperaturas baixas no inicio do desenvolvimento podem causar problemas no
estabelecimento da lavoura e, posteriormente, podem resultar em espiguetas estéreis,
reduzindo o rendimento de graos.

Entre as alteracOes quimicas ocorrentes nos solos resultantes da reducdao do pH
destacam-se a solubilizacdo do aluminio (Al), manganés (Mn) e ferro (Fe) atingindo niveis
téxicos, e a complexacdo de elementos essenciais, sendo o fésforo (P) o mais afetado. Teores
de Al téxicos no solo inibem o crescimento € o desenvolvimento das raizes, modificando a
absor¢do de dgua e nutrientes. Em estudo com genétipos de arroz cultivados em sistema
hidropdnico sob tratamentos com Al, foi observado reducdo significativa na absor¢do dos
macronutrientes fosforo (P), magnésio (Mg), cédlcio (Ca) e potéassio (K). Determinadas
cultivares de arroz, tolerantes a toxidez por aluminio, sdo capazes de aumentar o pH da
solucdo nutritiva e, assim, reduzem a solubilidade deste elemento (FREITAS et al., 2006;
FERREIRA, MOREIRA & RASSINI, 2006; HARTWIG et al., 2007).

A cultura do arroz apresenta diferentes niveis de tolerancia a salinidade de acordo com
a cultivar ou variedade, sendo classificada como espécie glicéfita. Sob condi¢des de estresse
salino plantas de arroz acumulam diversos osmoprotetores, como a sacarose, frutose, glicose,
malato e ascorbato. Esses solutos organicos podem se concentrar em diferentes partes da
planta, apresentando efeitos distintos na fisiologia vegetal. Sendo assim, enquanto alguns
protegem enzimas e 0rgdo vegetais especificos, outros contribuem evitando o acimulo de sais
através de um balango osmético parcial na planta. (MARCONDES & GARCIA, 2009).

Em consequéncia ao estresse hidrico ocorre reducdo na condutancia estomatica, no
potencial hidrico da folha, na taxa de assimilagdo de CO; e na taxa de transpira¢do. Nesta
condi¢@o o arroz reage com reducdes na drea foliar e na producdo de biomassa, redu¢do na
altura da planta, abortamento de perfilhos, atraso do estddio reprodutivo e alteragdes na
profundidade de enraizamento e massa seca das raizes. Quando a deficiéncia hidrica ocorre de
forma gradual, a particdo de assimilados entre parte aérea e raiz nao é afetada. No entanto, a
parte aérea cessa o seu crescimento quando submetida a estresse severo (GUIMARAES et al.,
2011).

A Embrapa tem desenvolvido nas tultimas décadas diversas cultivares de arroz com
intuito de obter maior produtividade e tolerdncia a estresses. Uma das cultivares
desenvolvidas que apresentou destaque foi a BRS Esmeralda (Tabela 1), caracterizada pela
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alta produtividade, pela vigorosidade das plantas, arquitetura e senescéncia tardia. Seus graos
sdo longos e finos. Trata-se de uma cultivar de ampla adaptagdo e estabilidade nas principais
regides produtoras do Brasil, sendo registrada para plantio nos seguintes estados: GO, MT,
RO, PA, RR, TO, MA, PI, RJ e MG (CASTRO et al., 2014).

Tabela 1. Caracteristicas da cultivar BRS Esmeralda em comparagdo as testemunhas BRS
Primavera, BRS Sertaneja ¢ AN Cambard, avaliadas em 108 ensaios, conduzidos nos
anos agricolas 2003/2004 a 2011/12.

Caracteristica BRS BRS . .BRS AN .
Esmeralda Sertaneja Primavera Cambara

Produtividade de gros (kg ha™) 3985 a 3797 ab 3496 be 3245 ¢
Ciclo do plantio a floragdo (dias) 77 78 73 77
Altura da planta (cm) 103 106 110 102
Acamamento (notas 1 —9) * 2,1 2.4 3,9 2,0
Brusone nas paniculas (notas 1 —9) * 2,2 3,6 4,5 4,2
Mancha parda (notas 1 —9) * 0,7 0,7 0,7 0,7
Escaldadura (notas 1 —9) * 4,0 4,1 3,8 4,5
Mancha-dos-graos (notas 1 —9) * 2,9 2,8 2,9 3,0
E(f):r;cslgngfi:gt;)d;lz ug;ggs inteiros quando colhida Alto Alto Médio Alto
Pegajosidade dos graos cozidos aos 60 dias Solto Solto Solto Solto

apos a colheita

* notas de incidéncia/severidade, portanto notas menores indicam maior resisténcia. Fonte: Adaptado de
Castro et al. (2014).

2.2 Matéria Organica Humificada

A matéria organica possui fundamentalmente dois grupos, o das substincias nao-
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 transitoria. Alguns exemplos
sd0 os aminodcidos, proteinas, &lcodis, ligninas e aldeidos. As SH constituem
aproximadamente 60% da matéria orginica, sendo amplamente distribuidas no planeta,
estando presentes no solo, na dgua e nos sedimentos, e representam o maior reservatorio de
carbono organico da Terra (MUSCOLO et al., 2007; MUSCOLO & SIDARI, 2009).

Muscolo et al. (2007) afirmam que as SH sdao 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 funcdo do seu tamanho, forma, afinidade
quimica e hidrofobicidade.

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 substincias hdmicas sdao os &dcidos
alifaticos, os éteres, os ésteres, os alcodis, os anéis aromadticos, os polissacarideos e o0s
polipeptideos. Embora as acdes funcionais dessas substincias sofram influéncia direta pela
configuragdo quimica que apresentam em solugdo, as relacdes entre atividade e estrutura nao
sdo claras (MORA et al., 2010; CANELLAS et al., 2012).
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Existem pelo menos quatro vias principais responsaveis pela formacgao das substancias
humicas: a partir de acucares, polifendis, lignina e ligninas modificadas; sendo o grau de
ocorréncia de cada uma dependente das caracteristicas predominantes do ambiente durante o
processo de decomposi¢ao. As quatro vias podem ocorrer simultaneamente, porém nio com a
mesma intensidade. Todos os mecanismos de formagao envolvem acdo microbiana sobre o
residuo inicial e posterior incorporagdo de compostos nitrogenados (Figura 1) (ROSA, 2001;

SANTOS, 2014).
Residuos Organicos \

TRANSFORMACAO POR MICROORGANISMOS LIGNINAS
: A ' AT MODIFICADAS

K_ f_ ¥ PRO_DEOS DE

. . : COMPOSTOS DECOMPOSICAO DA
ACUCARES POLIFENOIS NITROGENADOS LIGNINA

QUINONAS QUINONAS

SUBSTANCIAS HUMICAS

Figura 1. Principais vias de formagao das substancias humicas, adaptado de Stevenson, 1994.
Fonte: SANTOS, 2014.

A matéria organica humificada € dividida classicamente em trés principais fracdes
com distintas caracteristicas fisico-quimicas, baseando-se em suas propriedades de
solubilidade. Sao usualmente classificadas como: 4cido filvico (AF), fracdo solivel em meios
alcalino e acido; dcido humico (AH), fracdo solivel em meio alcalino e insolivel em meio
acido (pH<2); e humina, fracdo insolivel em qualquer condi¢ao de pH (BOTERO, 2010).

No entanto, alguns autores defendem que as huminas ndo satisfazem a definicao
classica de substincias himicas, pois estas parecem estar compostas por uma mistura
complexa de agregados estdveis de biomoléculas e nao de material humificado, podendo
corresponder basicamente a fragmentos de 4cidos hdmicos fortemente ligados a fracdo
mineral do solo (SIMPSOM et al., 2007; GARCIA et al., 2016Db).

A possibilidade de isolar a partir da matéria organica humificada as fracdes
fundamentais das substancias hiimicas, permitiu o avanco no estudo e conhecimento sobre
suas estruturas, propriedades e funcdes, sendo os dcidos himicos e dcidos filvicos os maiores
alvos de interesse e pesquisa. As caracteristicas relacionadas a estrutura das fragdes humicas
sdo dependentes da fonte de origem e do periodo de formagdo ou transformacio (GARCIA,
2013).

Processos quimicos, fisicos e espectroscopicos aplicados com éxito em pesquisas
envolvendo macromoléculas tém sido utilizados para estudos com substancias himicas,
visando estabelecer a composicdo e estrutura geral da molécula, assim como justificar as
diversas propriedades que elas apresentam. Os estudos dessas substancias vao desde os
métodos de extragdo, fracionamento e purificagdo até a caracterizacdo. Os métodos de
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extracdo mais utilizados sdo Kononova, Dabin, Danneberg & Ullah, Schnitzer, Swift, Benites
e os de purificagdo sdo os com é&cido fluoridrico (HF), resina DAX-8 e didlise, além do
processo de liofilizagdo (PRIMO, MENEZES & SILVA, 2011; CANELLAS et al., 2012).
Segundo Garcia (2013) dentre as técnicas de caracterizacdo estruturais mais utilizadas estio:
as espectrofotométricas (UV-vis e Fluorescéncia), as espectroscépicas (FTIR, RMN"C e lH),
as espectrométricas (espectrometria de massas), as cromatogrificas (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 humicos e &cidos filvicos sao
misturas heterogéneas de moléculas polidifusas, com intervalos de massa molar variando de
algumas centenas até milhares (STEVENSON, 1982); b) existem alteragdes na razdo entre
acido humico e 4cido falvico em funcdo do material de origem. Essa razao estd associada ao
grau de humificacdo do mesmo (ROCHA, et al. 1998).

Segundo Sposito (2004), as substancias humicas 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
agua; e maleabilidade estrutural, que diz respeito a capacidade de associac¢ao intermolecular e
alterac@o na conformacao da molécula em funcdo da variacdo de pH, dos valores de redox, da
concentracao eletrolitica e da ligacdo com grupamentos funcionais.

Diversos estudos relatam a capacidade de SH de diferentes origens em aumentar a
agregacao do solo, reten¢do de dgua, trocas idnicas e complexacdo de ions téxicos no solo.
Sao substancias 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 producdo de adenosina trifosfato e
aminodcidos (MUSCOLO et al., 2007; TREVISAN et al., 2009; JANNIN et al., 2012).

A aplicacdo de substincias himicas em cultivos e sua capacidade para atuarem como
promotores de crescimento em plantas t€ém criado progressivamente maior interesse na
agricultura. Essas moléculas possuem importancia ecoldgica, pois regulam uma série de
processos quimicos e bioldgicos ocorrentes em ecossistemas naturais. Ainda ndo foram
desenvolvidas, devido a complexidade molecular, técnicas de producdo capazes de controlar a
atividade dessas substancias. O estabelecimento de relacdes entre estrutura e bioatividadedas
SH ¢é fundamental para desenvolver recursos que possam ser utilizados na produgdo e
desenvolvimento agricola (MORA et al., 2012; CANELLAS et al., 2012; AGUIAR et al.,
2013).



2.3 Acidos Hiimicos

Os efeitos desencadeados pelos dcidos organicos, principalmente pelos &4cidos
himicos, direcionaram a aten¢do da comunidade cientifica a partir da década de 40, quando o
Dr. Leonard constatou as excelentes caracteristicas agronOmicas resultantes de minerais
lignitos, com elevado gau de oxidagdo, para o solo e plantas. Estes minérios apresentavam
abundancia na quantidade de 4cidos himicos, que posteriormente passou a ser conhecido
como leonardita (FILHO & SILVA, 2017).

Os 4cidos himicos (AH) englobam a maior fracdo das substancias himicas, sendo o
principal foco de estudos na darea. Estruturalmente, as trés fragdes humicas possuem
similaridades, diferindo principalmente em peso molecular e grupos funcionais. Os AH sao
insoliveis em meio fortemente dcido, pois com a protonagdo dos grupamentos funcionais
ocorre o colapso da estrutura e a precipitacdo das moléculas. Essa substancia representa a
fracdo reativa mais estdvel da matéria organica humificada (CANELLAS et al., 2001;
JANNIN et al., 2012).

A relacdo carbono/nitrogénio dos 4cidos humicos € superior em 50% a média
encontrada na matéria organica, o que lhe atribui maior estabilidade no ambiente. Possuem
maior contetido de carbono e nitrogénio e menor contetido de oxigénio quando comparados
aos acidos fulvicos, resultando em uma maior massa molecular (FILHO & SILVA, 2017). E
possivel constatar um estdgio de humificacdo mais avangado devido ao grau de polimerizagao
relativamente maior dos AH, como € demonstrado na Figura 2 através do esquema da
evolucdo continua das substincias himicas, demonstrando a menor estabilidade dos acidos
fulvicos e maior estabilidade das huminas quando comparados ao AH.

Figura 2. Esquema ilustrativo da evolu¢do continua das substincias himicas de acordo com
Stevenson (1994).

No contexto quimico, os dcidos hiimicos sao extremamente complexos, integrados por
polimeros compostos de cadeias aromdticas e alifaticas com alto peso molecular, e elevada
capacidade de troca cationica (FILHO & SILVA, 2017).

A composi¢do média de uma unidade bdsica para o acido himico, em termo de
férmulas quimicas médias € Cjg7 Higs Ogo No S. Esta composi¢do depende da origem, mas
geralmente estd nas faixas de 53,8 — 58,7% de carbono; 32,8 — 38,3% de oxigénio; 3,2 — 6,2%
de hidrogénio; 0,8 — 4,3% de nitrogénio; e 0,4 — 1,0% de enxofre. Apesar da estrutura dos AH
ndo estar completamente elucidada, sabe-se que sdo formados por agregados heterogéneos,
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estabilizados por ligacdes de hidrogénio e intera¢des hidrofébicas (Figura 3) (SANTOS &
CAMARGO, 1999; PICCOLO, 2001; PINHEIRO, 2010).

(CH3)p-3

(CH3)g-2

(CH30)g-3
{J\f.-(}
CH

{CH3)g-z — — (CH3)p-4

(CH3)g-z

CHzOH

OH
A
o {CH3)g—s
CH o7 ~0H

Figura 3. Estrutura bidimensional do acido hdmico elaborada por Schnitzer. Fonte:
PINHEIRO, 2010.

(CH3)p-5

A proeminéncia dos grupamentos funcionais carboxilicos e de OH-fendlicos exerce
significativa responsabilidade na acidez dos acidos htiimicos. Essas moléculas apresentam
saldo de carga negativo mesmo em pH &4cido, por conta principalmente da ocorréncia de
dissociacdo de grupos carboxilicos (pK < pH do solo). Sendo assim, a acidez total dos grupos
funcionais encontrados nos dcidos himicos é normalmente calculada pela soma dos
grupamentos carboxilicos e fendlicos (SUTTON & SPOSITO, 2005; SPOSITO, 2008).

Segundo Baldotto & Baldotto (2014) dentre as fontes mais comuns para a extragio de
acidos 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 concentragdes resultam
em inibi¢do do crescimento e desenvolvimento das plantas (BALDOTTO et al., 2009).

Devido a sensibilidade e alteragdes no sistema, relacionadas a concentracdo e as
caracteristicas quimicas, os 4cidos himicos tem sido predominantemente escolhidos para
avaliar a reatividade da matéria organica humificada no ambiente, através da qualidade e
quantidade de grupos funcionais presentes em sua estrutura e pela capacidade de prover
substancias bioativas (PICCOLO, 2001; NARDI et al., 2002; CANELLAS et al., 2008).

O custo dos AH ¢é considerado baixo, uma vez que sdo extraidos de compostos
organicos e aplicados em baixas concentragdes. Seu potencial de uso na conservagdo e
manejo dos ecossistemas naturais e agrdrios € promissor, sendo necessdrios estudos que
definam as concentracdes a serem aplicadas, os métodos de aplicacdo e as propriedades a
serem avaliadas para sua producdo e comercializacio (ARANCON et al., 2006; AMERI &
TEHRANIFAR, 2012).
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2.4 Bioatividade dos Acidos Himicos

Os acidos humicos possuem atividade biolégica bastante complexa, apresentando
diferentes efeitos sobre o metabolismo das plantas nos sistemas em que foram testados. Com
a decomposi¢do dos residuos organicos nao ocorre destrui¢do total das substincias bioativas,
podendo ocorrer modificacdo destas, e formagao de novas moléculas estabilizadas junto as
substancias hudmicas. Notadamente, os AH alteram o desenvolvimento das plantas. Estas
substancias interferem indiretamente nas plantas pelos efeitos ocasionados no solo, e
diretamente pelas alteragdes na arquitetura e no metabolismo vegetal (MUSCOLO et al.,
2007; BALDOTTO & BALDOTTO, 2014).

No solo, os 4cidos humicos interferem no matiz € no croma, fazendo com que
apresente coloraciao mais escura, o que auxilia na reten¢do de calor e favorece a germinagao, o
crescimento e a atividade microbiana. Atuam como agente cimentante formando complexos
organo-minerais com argilas, aumentando a estabilidade dos agregados e favorecendo a
aeracdo e manutencdo da estrutura do solo. Possuem elevada capacidade de retencdo de
umidade, auxiliando na protecdo contra a erosdo e beneficiando as plantas pela liberagcao
gradual de dgua. Ao ocorrer associacdo de AH com materiais minerais e sais soluveis,
formam-se estruturas insoliveis, evitando a perda de nutrientes por lixiviagdo. Apresentam
funcdo tamponante em amplos intervalos de pH, ajudando a manter o equilibrio da solucdo do
solo. A degradacdo destas substancias promove a liberagdo de fons e moléculas, fornecendo
nutrientes para o crescimento das plantas. Sdo responsdveis pelo incremento da capacidade de
troca catidnica e anidnica, protegendo e disponibilizando os fons para as plantas. Além de
exercerem fun¢do na formacdo de complexos com espécies metdlicas e nutrientes presentes
no solo, resultando na detoxificagdo de fons t6xicos e no aumento da mobilidade de ions
(CANELLAS & SANTOS, 2005; SANTOS, 2014; FILHO & SILVA, 2017).

No corpo da planta, os acidos humicos exercem influéncia em niveis distintos de
organizacdo e em diversas etapas envolvidas na fisiologia vegetal, como expressao de genes,
presenca de organelas, metabolismo primario e secunddrio, crescimento e desenvolvimento, e
producdo de flores, frutos e sementes (TREVISAN, 2011; JANNIN et al., 2012). Segundo
Nannipieri et al.(1993), os efeitos diretos dos AH sobre o metabolismo das plantas, que
estimulam o crescimento e desenvolvimento vegetal, sdo resultados: da influéncia positiva
sobre o transporte de {ons, facilitando a absor¢do de nutrientes; do aumento da respiragdo e da
velocidade das reacdes enzimadticas no ciclo de Krebs, aumentando a producdo de ATP; do
aumento do conteddo de clorofila; do aumento da sintese de acidos nucleicos; do efeito
seletivo sobre a sintese proteica; e do estimulo ou inibicdo da atividade de diversas enzimas.

Em estudos realizados por Ali & Neumann (2009) e Garcia et al. (2012, 2014) os
autores demostraram que apds a aplicacao de acidos himicos parece ocorrer um tipo de
“estresse coloidal”, havendo aglomeracdo de fragmentos humicos com estruturas mais
flexiveis, depositando-se na superficie das raizes e causando entupimento dos poros,
implicando assim em alteragdes metabodlicas na planta. Foi demonstrado que este processo
resulta na regulacao dos niveis de EROs e na atividade de enzimas associadas ao metabolismo
oxidativo.

Em consequéncia ao estresse ocasionado pela aglomeracdo das substancias himicas
em rafzes foram registrados aumento no desenvolvimento e crescimento radicular, e
interpretados como um processo de adaptacdo ao estresse (FERNANDES, SOUZA &
SANTOS, 2018). Petrov et al. (2015) afirmam que em determinadas situagdes alguns niveis
de estresse podem resultar em melhorias nas funcdes metabdlicas das plantas, fendmeno
conhecido como “eustresse’.
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Os efeitos mais observados dos AH nas plantas estdo associados ao sistema radicular,
através da formacdo de raizes laterais, adventicias e de pélos radiculares, e promoc¢do do
alongamento da raiz. Estudos realizados por diversos autores demonstraram a expressao
desses efeitos no desenvolvimento radicular pela aplicacido de substincias himicas (SILVA et
al., 2000; TREVISAN et al., 2009; CANELLAS et al., 2011; BALDOTTO et al., 2012;
TAVARES, 2014; GARCIA, 2016b; GARCIA, 2018). Todas essas alteragdes na morfologia
das raizes aumentam a massa e drea de superficie radicular, melhorando a eficiéncia na
absor¢do de dgua e nutrientes, além de favorecer a interagdo planta-microrganismo, devido ao
aumento dos locais de ligacdo e infec¢do das raizes. Os mecanismos de atuacdo dos acidos
hiimicos nas raizes ainda ndo foram totalmente esclarecidos (BALDOTTO & BALDOTTO,
2014).

A concepcdo do arranjo supraestrutural dos AH preconiza que compostos de
reconhecida capacidade em regular e estimular o crescimento vegetal estejam unidos a supra-
estrutura (ROSA et al., 2009). Puglisi et. al (2008) observaram aumento na exsudacdo de
acido organico em plantas de milho submetidas a aplicagdo de substidncias humicas. A
liberacao de prétons e dcidos organicos na rizosfera resultam em alteracdo de pH neste meio,
possibilitando a dissociagao das supraestruturas himicas e subsequente disponibilizacao das
fracOes bioativas, de outra forma indisponiveis (RUSSELL et al., 2006).

As propriedades que as substancias himicas apresentam sao dependentes de suas
estruturas, e possuem influéncia direta na atividade bioldgica que exercem em plantas
(BERBARA & GARCIA, 2014). Em trabalho realizado por Gércia et al. (2016a) em plantas
de arroz, os autores observaram, entre outros fatores, que as estruturas de AH contendo
cadeias alifaticas ndo funcionalizadas, carbonilas e carboxilas, estdo correlacionadas com o
nimero e alongamento de raizes de menor didmetro, enquanto estruturas aromadticas
funcionalizadas e ndo-funcionalizadas e cadeias alifaticas funcionalizadas associaram-se ao
alongamento de raizes de maior diametro.

Garcia et al. (2012, 2014) mostraram que estruturas alifaticas e funcionalizadas com
oxigénio em dcidos humicos de vermicomposto parecem ser responsaveis pelos efeitos
protetores em plantas de arroz submetidas a déficit hidrico. A melhoria na germinagdo de
sementes de algumas espécies foi observada pela aplica¢io de substancias himicas com maior
teor de fendlicos, hidroxilas e oxigénio (TRAVERSA et al., 2014).

Plantas de milho tiveram o crescimento radicular e atividade enzimdtica estimulados
por fragmentos himicos mais hidrofilicos € menos complexos (VACCARO et al., 2009). Ja
Canellas et al. (2012) constataram relacdo entre a hidrofobicidade dos dcidos himicos com
sua bioatividade. Uma correlacdo positiva foi observada entre a presengca de grupamentos
metoxi, cadeias aromaticas substituidas e carboxilas, com o efeito desencadeado em plantas
(AGUIAR et al., 2013).

Autores como Trevisan et al. (2009) e Muscolo, Sidari & Nardi (2013) relataram a
presenca de auxinas na estrutura dos acidos hiimicos. Porém, os estimulos ao crescimento e
desenvolvimento do sistema radicular, em resposta a aplicacdo de 4cidos hiimicos, ndo se
devem somente aos efeitos hormonais.

Estudos apontam, quanto a atuagdo celular e molecular dos dcidos hiimicos, para um
estimulo da atividade e sintese de enzimas H'-ATPases (bombas de prétons) da membrana
plasmética (MP), em um efeito semelhante ao auxinico (FACANHA et al., 2002; JINDO et
al., 2012). Facganha et al. (2002) demonstraram que a aplicacdo de 4cidos himicos promoveu
o desenvolvimento radicular e estimulou a atividade das bombas de prétons da MP em
plantas.

A extrusio de prétons pelas H'ATPases membranares, gerando um gradiente
eletroquimico entre o citosol e o apoplasto, estd envolvida diretamente em dois mecanismos
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essenciais para o desenvolvimento das plantas: a energizacdo de sistemas secunddrios de
transportes de fons, fundamental para absor¢do de nutrientes; e o aumento da plasticidade da
parede celular, fator essencial para o processo de alongamento celular. Relacionado ao
primeiro mecanismo, Nardi et al. (2002) constataram um incremento de mais de 89% no
transporte de nitrato, quando comparado ao controle, em plantas tratadas com SH. O segundo
mecanismo esté relacionado com a teoria do crescimento dcido, que postula que a acidificagcdao
do apoplasto, através do bombeamento de prétons pelas H'-ATPases da membrana
plasmadtica, ativa enzimas especificas que atuam sobre a parede celular, permitindo que ocorra
o alongamento (RAYLE & CLELAND, 1992; FACANHA et al. 2002; SONDERGAARD,
SCHULZA & PALMGREN, 2004).

Além dos efeitos dos AH nas raizes, pode-se destacar também efeitos positivos na
parte aérea, como aumento no teor de nutrientes nas folhas, estimulo na biossintese de
clorofilas e carotendides, e incremento na presenca de cloroplastos € no processo
fotossintético. Esses fatores contribuem para o aumento da biomassa vegetal e producdo de
flores, de frutos e de sementes (MORA et al., 2010; JANNIN et al., 2012; BALDOTTO &
BALDOTTO, 2014). Mora et al. (2010) trataram plantas de pepino com 4acido hdmico via
radicular e verificaram altera¢des na distribuicao de nitrato entre parte aérea e raiz. Os autores
concluiram que o aumento da concentragdo deste anion na parte aérea esté relacionado com o
aumento na concentragao de citocininas e poliaminas, estimulando o crescimento.

Enzimas ligadas a assimila¢do do nitrogénio, como a nitrato redutase e glutamina
sintetase, foram estimuladas por adi¢do de AH em diferentes condi¢des de cultivo. Apds
aplicacdo da SH houve diminui¢do pela metade no teor de carboidratos totais das folhas, em
comparacdo com as plantas controle. Enquanto nas plantas aplicadas com essa substancia
houve reducdo nas taxas de glicose e frutose, também ocorreu aumento na concentracao de
amido (CANELLAS et al., 2013). Pizzeghello, Nicolini & Nardi (2001) observaram aumento
na atividade da enzima invertase, favorecendo a formacdo de hexose a partir da hidrélise de
sacarose, originando um substrato disponivel para células em desenvolvimento.

A aplicacdo de diferentes doses de AH no sistema radicular de plantas de arroz sob
déficit hidrico, demonstrou efeitos de protecdo antiestresse, comprovando-se pela baixa
atividade das peroxidases (POX), baixo niveis de per6xido de hidrogénio e de malondialdeido
quando comparadas as plantas estressadas sem aplicacdo de AH. Os 4cidos humicos
influenciam na atividade das enzimas POX e superoxidodismutase do sistema antioxidativo,
regulando os niveis de EROs ¢ os efeitos na peroxidacdo de lipideos (GARCIA, 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. A aplicagdo de acido hiimico interferiu positivamente nos parametros
de producdo de plantas cultivadas em condicdes salinas (PARKSOY, TURKMEN &
DURSUN, 2010).

Os sistemas enddgenos de defesa das plantas podem ser refor¢ados pela aplicagdo de
SH. Para lidar com os efeitos negativos dos metais pesados nas plantas diversos antioxidantes
enzimaticos e ndo-enzimdticos sdo mobilizados, visando eliminar espécies reativas de
oxigénio (CANELLAS et al., 2015). Sergiev et al. (2013) constataram que apds aplicacao
simultinea de AH e metais pesados, a atividade de enzimas envolvidas na eliminacao
oxidativa foi diminuida, quando comparado a plantas tratadas apenas com metal pesado.

E indiscutivel a ocorréncia de diversos efeitos positivos acarretados pelas SH, tanto no
solo como nas plantas. Cada vez mais estudos t€ém sido realizados nesta drea, 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 compreensio da relagdo entre
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a bioatividade e as caracteristicas fisico-quimicas dessas substancias, para que assim haja uma
aplicacdo efetiva e objetiva na produgado e desenvolvimento agricola.

2.5 Déficit Hidrico

As condi¢des adequadas de crescimento vegetal podem ser descritas como aquelas que
possibilitam que a planta atinja o maximo crescimento e potencial de reprodu¢do, mensurados
através da massa, altura e nimero de sementes, que em conjunto compde a biomassa total da
planta. O estresse vegetal pode ser definido como uma condi¢cdo ambiental que impossibilite a
planta de atingir seu mdximo potencial genético (TAIZ et al., 2017).

Alguns outros autores caracterizam o estresse vegetal como um excesso de pressao
resultante de algum fator adverso que apresente tendéncia de inibicdo na funcionalidade
normal dos sistemas, ou ainda, como qualquer fator externo que influencie negativamente a
planta, desencadeando respostas reversiveis ou irreversiveis nos diferentes niveis do
organismo (LECHINOSKTI et al., 2007; SALAMONI, 2008).

Os estresses abidticos correspondem as causas primdrias de decréscimo na taxa de
crescimento e produtividade das plantas. Os mais frequentes estresses desse tipo sao
ocasionados por seca, temperatura, salinidade, alagamento, poluicdo, toxidez por aluminio e
radiacio (LAWLOR & CORNIC, 2002). 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).

Aproximadamente 90% da massa de material verde vegetal € composta por dgua,
sendo considerado o principal constituinte das plantas. Entre os diversos recursos que as
plantas utilizam para o crescimento e funcionamento, o mais abundante e limitante para a
produgdo agricola € a 4gua, uma vez que esta constitui a matriz e o meio onde ocorre a maior
parte dos processos quimicos necessarios para a vida (TAIZ & ZEIGER, 2004).

Segundo a teoria de Dixon (1894), existe uma coluna de dgua continua que vai desde o
sistema radicular até as folhas. Quando ocorre a transpira¢do vegetal a dgua, em forma de
vapor, difunde das folhas para a atmosfera via estdbmatos, gerando uma tensao foliar (pressao
hidrostatica negativa) responsavel por “puxar” a dgua das raizes pelo xilema, distribuindo-a
para as demais partes da planta e resultando em absor¢do da dgua presente na rizosfera (TAIZ
e ZIEIGER, 2009; SOUZA, 2014).

Em torno de 97% da agua absorvida pelas espécies vegetais sdo perdidos para a
atmosfera, principalmente por transpiracdo, 2% sao direcionados para incremento de volume
ou alongamento celular, e 1% para processos metabdlicos, predominantemente para a
fotossintese (TAIZ et al., 2017). Durante o estresse hidrico ocorre maior direcionamento de
energia para que a planta sobreviva do que para a producdo. Apds um primeiro periodo de
instabilidade, ocorrem eventos de sinalizacdo que estimulam processos de adaptacdo
fisiolégica (FERREIRA, 2017).

Segundo TAIZ et al. (2017) o déficit hidrico pode ocasionar transtornos fisiolégicos e
bioquimicos em plantas em nivel primdrio e secundario. Os efeitos primdrios sdo a
diminui¢do do potencial hidrico, desidratacdo celular e resisténcia hidrdulica. J4 os efeitos
secundérios, desencadeados por consequéncia dos efeitos primérios, sdo reducdo da expansao
celular e foliar, diminuicdo das atividades celulares e metabdlicas, fechamento estomaético,
inibicdo fotossintética, abscisdo foliar, alteragdo na particdo de carbono, citorrise, cavitagao,
desestabilizacdo de membranas e proteinas, producdo de EROs, citoxicidade idnica e morte
celular.

Quando o déficit hidrico ocorre de forma leve, a queda na fotossintese é resultado do
aumento da resisténcia a difusdo de CO; pelos estobmatos e mesofilo. Ja nos casos em que o
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estresse € mais acentuado, a diminuicdo da taxa fotossintética passa a ser regulada pela
eficacia dos cloroplastos em fixar CO, (GALMES etal., 2011; BATISTA, 2012).

Visando a redugdo da perda de 4gua para atmosfera, as plantas desencadeiam algumas
respostas para adaptacdo frente ao estresse hidrico, como reducdo na taxa de crescimento,
diminui¢do no tamanho das folhas e senescéncia foliar. Em condi¢des de déficit hidrico as
plantas desenvolvem mecanismos fisiolégicos como o ajuste osmdtico, responsavel por
regular o acimulo de soluto nos diferentes 6rgaos, sendo uma estratégia adaptativa do vegetal.
A absor¢do e assimilacdo de nutrientes também € limitada pela disponibilidade de dgua no
meio, o que também interfere de forma indireta no processo fotossintético (PIMENTEL,
2004; CHAVES et al., 2009; BATISTA, 2012).

A reduc¢do na disponibilidade de dgua para a planta afeta o transporte de nutrientes via
xilema, e reduz a absorcdo de N e a taxa de CO, disponivel para a fotossintese, devido a
relacdo de condutancia estomatica com a oferta de 4gua no meio, resultando em alteragdes no
metabolismo do carbono e do nitrogénio (SINGH e GHOSH, 2013).

Ainda segundo Pimentel (2004), as raizes das plantas atuam como um sensor primadrio,
percebendo o estresse hidrico em razdo da reducdo de disponibilidade de 4gua, iniciando
assim os processos de sinaliza¢des que desencadeiam as respostas adaptativas. Na ocorréncia
de déficit hidrico, o sistema radicular das plantas pode sofrer modifica¢des, reduzindo,
aumentando ou mantendo o comprimento, a drea e o volume (SOUZA, 2014).

O déficit hidrico € responsdvel pelo aprofundamento das raizes em busca de dgua, pela
reducdo do indice de area foliar e, consequentemente, pela queda da captacdo de energia
luminosa e producgdo de fotoassimilados. Potenciais hidricos menores resultam em reducio na
alocacdo de biomassa para as folhas, restringindo o desenvolvimento foliar (FERNANDES,
2005; MENESES, 2006).

De acordo com Ferreira (2017), o estimulo ao crescimento radicular em profundidade
parece atuar como alternativa protetora ao estresse hidrico em plantas de arroz. Em estudo
realizado por JI et al. (2012), foi observado que a variedade de arroz IRAT 109 em condicdes
de deficiéncia hidrica durante 20 dias apresentou aumento no comprimento das raizes € nos
valores de massa seca. Desta forma as plantas podem melhorar a capacidade de absorver dgua
e, assim, diminuir as perdas de produtividade ocasionadas pelo déficit hidrico.

Diversos estudos vém sendo realizados visando entender o comportamento e o efeito
de algumas biomoléculas em plantas submetidas a estresse hidrico. Os &acidos htimicos e
falvicos tém 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¢Oes exerce influéncia no sistema de defesa oxidativo, nos teores de
pigmentos fotossintéticos e nos teores de prolina (GARCfA et al., 2012, 2014; AGUIAR et
al., 2016).

Os efeitos de protecao das substancias hiimicas contra o estresse em plantas ocorrem
por meio da regulagc@o 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 peroxidacdo e desnaturagdo dos tecidos
vegetais. As alteracdes nos niveis de EROs durante o estdgio inicial de resposta ao estresse
levam a fosforilagdo e desfosforilacio de fatores de transcricdo diferentes, podendo atuar
como fator de sinalizacdo para aclimatacdo frente ao estresse (TAIZ et al., 2017;
FERNANDES, SOUZA & SANTOS, 2018).

15



3. CAPITULO1

OBTENCAO E CARACTERIZACAO DOS ACIDOS HUMICOS DE DIFERENTES
AMBIENTES DE FORMACAO
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3.1 RESUMO

Diversos processos quimicos, fisicos e espectroscépicos vém sendo utilizados em estudos
envolvendo substancias himicas, com intuito de estabelecer a composi¢do e estrutura geral da
molécula, assim como justificar as diversas propriedades que estas apresentam. A
caracterizacdo das substincias himicas também se faz importante para o estabelecimento de
relacdes entre as caracteristicas estruturais dessas supramoléculas com as funcdes que
desencadeiam, tanto em solos quanto em plantas. Estas substiancias encontram-se vastamente
distribuidas no mundo, sendo as maiores constituintes da matéria organica e classificadas em:
acidos humicos (AH), acidos fulvicos (AF) e huminas, apresentando complexa estrutura
quimica e uma série de compostos heterogéneos. Sendo assim, este capitulo teve como
objetivo estudar algumas caracteristicas fisico-quimicas de &4cidos humicos extraidos de
vermicomposto (AHVC), de horizonte superficial de Organossolo (AHSOLO) e de
sedimentos do Rio Negro — AM (AHRN). Os AH foram obtidos seguindo a metodologia da
Sociedade Internacional de Substincias Humicas (SISH). Posteriormente, os AH foram
dialisados com dgua deionizada utilizando membrana SPECTRA/POR® 7 dialysis tubing, 1
kD, até a condutividade eléctrica da dgua deionizada nao apresentar valores superiores a 1 puS.
ApOs este processo, foram congelados em frezzer a -80°C e posteriormente liofilizados. A
caracterizacdo espectroscépica se deu por ressondncia magnética nuclear do isétopo do *C
em polarizacdo cruzada e rotacio no 4ngulo magico (CP MAS "“C-NMR), realizada no
aparelho Bruker AVANCE II RMN a 400 MHz. Foi realizada a caracterizac¢ao fisico-quimica
por espalhamento dindmico de luz, onde os tamanhos hidrodinamicos e o portencial zeta (-
potencial) foram determinados usando uma nanoparticula SZ-100 (HORIBA, Japao). O
AHRN apresentou predominio de carbonos alifdticos ndo substituidos e substituidos, elevada
quantidade de carbonilas e quantidade relativamente abundante de estruturas aromaticas
substituidas. O AHVC possui predominio de carbonos alifaticos funcionalizados, assim como
de carbono aromatico ligado a oxigénio. O AHSOLO apresentou predominio estrutural de
carbonos alifaticos ligado a oxigénio e de carbonos aromaticos ndo-substituidos, além de
apresentar uma elevada quantidade relativa de carboxilas. Os resultados obtidos sobre as
carateristicas estruturais dos AH revelam que o AHSOLO € mais aromdtico e mais
hidrofébico que os AHRN e AHVC, apresentando elevado grau de recalcitrancia. O AHRN
também possui uma elevada quantidade de estruturas recalcitrantes, porém com predominio
de carbonos alifdticos nao funcionalizados. J4 o AHVC € o mais polar, explicado pela elevada
funcionalizacdo dos carbonos alifdticos e aromaticos. Devido as diferentes caracteristicas
estruturais e propriedades dos AH, suas particulas se comportaram de maneira distinta em
solucdo, sendo que o AHSOLO e AHRN apresentaram maiores populacdes de particulas do
que o AHVC, a pH 7,0 na faixa de tamanho entre 0 ¢ 500 nm. O didmetro médio das
particulas a pH=7 demonstra que o AHVC apresentou particulas de maior tamanho em
comparagao aos outros dois.

Palavras-chave: Substancias humicas. Ressondncia magnética nuclear. Espalhamento
dindmico de luz.
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3.2 ABSTRACT

Several chemical, physical and spectroscopic processes have been used in studies involving
humic substances, in order to establish the composition and general structure of the molecule,
as well as justify the various properties they present. The characterization of humic substances
is also important for the establishment of relationships between the structural characteristics
of these supramolecules with the functions they trigger in both soils and plants. These
substances are widely distributed in the world, being the largest constituents of organic matter
and classified into: humic acids (HA), fulvic acids (FA) and humines, presenting complex
chemical structure and a series of heterogeneous compounds. Therefore, the objective of this
chapter was to study some physico-chemical characteristics of humic acids extracted from
vermicompost (HAVC), surface horizon of a Histosol (HASOIL) and Rio Negro - AM
sediments (HARN). The HA were obtained following the methodology of the International
Humic Substances Society (SISH). Subsequently, the HA were dialysed with deionized water
using SPECTRA / POR® 7 dialysis tubing membrane, 1 kD, until the electrical conductivity
of the deionized water did not show values greater than 1 uS. After this process, they were
frozen in frezzer at -80 °C and then lyophilized. The spectroscopic characterization was by
nuclear magnetic resonance of the '°C isotope in cross polarization and rotation in the magical
angle (CP MAS BC-NMR), realized in Bruker AVANCE II NMR apparatus at 400 MHz. The
physicochemical characterization was performed by dynamic light scattering, where
hydrodynamic sizes and zeta ((-potential) were determined using a SZ-100 nanoPartica
(HORIBA, Japan). HARN has a predominance of unsubstituted and substituted aliphatic
carbons, high amount of carbonyls and relatively abundant amount of substituted aromatic
structures. The HAVC has a predominance of functionalized aliphatic carbons, as well as
aromatic carbon bound to oxygen. HASOIL exhibits structural predominance of aliphatic
carbons bound to oxygen and unsubstituted aromatic carbons, in addition to having a high
relative amount of carboxylates. The results obtained on the structural characteristics of HA
reveal that the HASOIL is more aromatic and more hydrophobic than the HARN and HAVC,
presenting a high degree of recalcitrance. HARN also has a high amount of recalcitrant
structures, but with predominance of nonfunctionalized aliphatic carbons. HAVC is the most
polar, explained by the high functionalization of the aliphatic and aromatic carbons. Due to
the different structural characteristics and properties of HA, its particles behaved differently in
solution, with HASOIL and HARN having higher particle populations than HAVC, at pH 7.0
in the size range between 0 and 500 nm. The mean diameter of the particles at pH = 7 shows
that the HAVC showed larger particles compared to the other two.

Keywords: Humic substances. Nuclear magnetic resonance. Dynamic Light Scattering.
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3.3 INTRODUCAO

A matéria organica do solo possui fundamentalmente dois grupos, o das substancias
nao-himicas e o das substancias himicas (SH). As SH constituem aproximadamente 60% da
matéria organica e estdo amplamente distribuidas no planeta, estando presentes no solo, na
dgua e nos sedimentos, representando o maior reservatorio de carbono organico da Terra
(MUSCOLO et al., 2007; MUSCOLO & SIDARI, 2009).

Segundo Baldotto & Baldotto (2014), as fontes mais utilizadas para a extracdo de
substancias humicas sido “a leonardita, o carvao, o solo, os sedimentos, os residuos de animais
e 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 e de lodo”.

As substancias himicas, devido sua organizacdo estrutural, sdo caracterizadas como
supramoléculas, apresentando estruturas hidrofébicas e hidrofilicas. Se entende que o arranjo
estrutural supramolecular destas substincias € o resultado da organizacdo desuniforme de
moléculas heterogéneas, que interagem de acordo com seu tamanho, forma, afinidade quimica
e hidrofobicidade (GARCIA, 2013).

Os principais componentes moleculares das substiancias hdmicas sdao os &acidos
alifaticos, os éteres, os ésteres, os alcodis, os anéis aromadticos, os polissacarideos e o0s
polipeptideos. Embora as acdes funcionais dessas substancias sofram influéncia direta pela
configuragdo quimica que apresentam em solugdo, as relacdes entre atividade e estrutura nao
sdo totalmente claras (MORA et al., 2010; CANELLAS et al., 2012).

Diversos processos quimicos, fisicos e espectroscopicos aplicados com éxito em
pesquisas envolvendo macromoléculas tém sido utilizados para estudos com substincias
himicas, objetivando estabelecer a estrutura e composi¢do 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 caracterizacdo. Os métodos
de extracdo mais utilizados sdao Kononova, Dabin, Danneberg & Ullah, Schnitzer, Swift,
Benites, e os de purificacdo s@o os com &cido fluoridrico (HF), resina DAX-8, didlise e
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 espectroscopicas (FTIR, RMN"“C e 1H), as
espectrométricas (espectrometria de massas), as cromatograficas (HPSEC) e as microscépicas
(MEV), assim como as diferentes combinagdes destas.

Desde o ultimo século a matéria organica humificada vém sendo utilizada na
agricultura, porém apenas nas ultimas décadas houve maior atencdo para entender os
mecanismos pelos quais atuam, sendo necessario o desenvolvimento de técnicas produtivas
capazes de regular a atividade dessas substancias conforme o desejado. Identificar e
determinar as estruturas das SH € indispensavel para o desenvolvimento de recursos que
possam ser implementados no desenvolvimento agricola (MORA et al., 2012; CANELLAS et
al., 2012; AGUIAR et al., 2013).

E de suma importincia a caracterizacio estrutural das substincias hdmicas, dentre
outros fatores, para o maior esclarecimento da relacdo entre as suas caracteristicas fisico-
quimicas e a¢do que desencadeam. Desta maneira, o objetivo deste capitulo foi extrair e
caracterizar 4cidos himico provenientes de diferentes ambientes de formagdo, oriundos de
vermicomposto (AHVC), Organossolo (AHSOLO) e sedimentos do Rio Negro — AM
(AHRN).
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3.4 MATERIAL E METODOS
3.4.1 Material de partida para obtencao das substancias himicas

As fragdes humicas utilizadas no estudo foram obtidas a partir de vermicomposto
(AHVC), sedimentos do Rio Negro (AHRN) e material do horizonte superficial de um
Organossolo (AHSOLO). O AHVC foi obtido a partir de vermicomposto de esterco bovino
processado por minhocas vermelhas africanas (Eudrilus eugenae spp.) durante
aproximadamente 90 dias, na Fazendinha Agroecoldgica do km 47, Seropédica-RJ. O AHRN
foi obtido a partir de sedimentos organicos coletados de uma estacdo de tratamento de dgua do
Rio Negro — AM. O AHSOLO foi extraido de um Organossolo situado no bairro de Santa
Cruz —RJ.

3.4.2 Fracionamento e purificacdo das substancias hiimicas

Os AH foram obtidos seguindo a metodologia da Sociedade Internacional de
Substancias Himicas (SISH) e de acordo com o protocolo metodolégico descrito por Swift
(1996). Resumidamente, para a obtengdo das fracdes hdmicas a partir dos materiais de
origem, apds pré-tratamento com HCI, uma dissolucio de NaOH 0,1 mol L™ foi adicionada a
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 fracdes de substincias huimicas correspondentes aos acidos
himicos e aos 4cidos fulvicos. Para a separacdo 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 dissolucao de HCI (6 mol. L") e mantido em repouso durante 16 horas, apds este periodo
o material foi centrifugado a 5.000 g por 10 min e o sobrenadante foi sifonado, este processo
foi repetido por trés vezes. Para remover os sélidos soliveis em suspensiao, os AH foram
redissolvidos em uma dissolu¢do de KOH (0,1 mol. L") e adicionado KCI até atingir-se uma
concentracdo de 0,3 mol. L' de K", e em seguida centrifugado a 4.000 g durante 15 min
(Figura 4).
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Figura 4. Etapas de extracao dos 4cidos hiimicos utilizando KOH.

Posteriormente, a purificacdo foi realizada mediante adi¢do aos AH de uma dissolucio
de HF (0,3 mol. L) + HCI (0,1 mol. L") e agita¢do por 24 horas a 5.000 g, este processo foi
repetido até atingir um contetido 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 d4gua deionizada ndo apresentar valores
superiores a 1 uS. Apds este processo, os AH foram congelados em frezzer a -80 °C e
posteriormente liofilizados (Figura 5).
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Figura 5. Etapas de purificacdo dos dcidos himicos.

3.4.3 Caracterizacdo espectroscopica por ressonincia magnética nuclear em estado
sélido do isétopo do C em polarizacio cruzada e rotaciio no angulo magico (CP MAS
BC-NMR)

As substancias humicas foram caracterizadas pela espectroscopia por ressonancia
magnética nuclear do isétopo do BCem polarizacdo cruzada e rota¢do no angulo magico (CP
MAS *C-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 zirconio (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 o
mesmo nimero de scans a um tempo de aquisi¢ao 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 elaboragao
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 func¢io 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 (CAlqg-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
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(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.

3.4.4 Caracterizacao fisico-quimica por espalhamento dinimico de luz (DLS)

Os tamanhos hidrodinamicos e o potencial zeta ({-potencial) foram determinados
usando uma nanoparticula SZ-100 (HORIBA, Japao). Para avaliar o efeito do pH nos
tamanhos hidrodindmicos e {-potencial dos dcidos humicos, as amostras foram preparadas em
agua e ajustadas para diferentes valores de pH (2,0 - 9,0), com uma concentragdo de acido
hdmico de 2 mg.mL™". Os valores de pH foram ajustados usando solu¢des de HCl e NaOH
(0,01 M).
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3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.5.1 Caracteristicas estruturais dos acidos hamicos isolados de vermicomposto, solo
organico e sedimentos do Rio Negro mediante >C NMR-CP/MAS

A Figura 6 mostra os espectros °C NMR em estado sélido dos 4cidos hiimicos obtidos
a partir de diferentes materiais de origem: sedimentos do Rio Negro -AM, vermicomposto e
Organossolo. De maneira geral os AH apresentam semelhanca estrutural em termos de
presenca de fragmentos registrados nas diferentes regides dos espectros. A assinatura
espectral mostra a presenca de carbonos alifaticos funcionalizados e nio funcionalizados na
regido entre 0-110 ppm. Os carbonos aromaticos aparecem na regiao entre 110-156 ppm. Os
carbonos carboxilicos foram registrados na regido entre 156-186 ppm e os carbonos
carbonilicos na regiao de 186-230 ppm.

Os picos presentes em ~26 ppm e ~39 ppm, corresponde a presenca de carbonos
metilas -CH3 (*CH3-R, R=alquil) e metilenos -CH; (R-*CH,-R", RR "=alquil) respetivamente.
Os trés AH registraram picos em ~52 ppm, que sdo caracteristicos de carbonos metoxila -
CHj3-0 (*CH3-O-R, R=alquil). Os picos em volta de ~78 ppm pertencem a carbonos CH; (R-
*CH,0OH,R=monossacarideo) e os picos em ~114 ppm correspondem a carbonos anoméricos
de unidades de monossacarideo. Os picos entorno de ~124 ppm pertencem a carbonos de
anéis aromdticos com baixa funcionaliza¢do (fenil-R, R=H) e os picos entorno a 149 ppm
corresponde com carbonos aromdticos funcionalizados. Picos em ~167-170 ppm sado
atribuidos a COO (RO-*CO-R’, R=H e R’=arilo) e em ~204 ppm a C=0 (R-*CO-R’,
RR’=alquil) (Figura 6).

T T T T T T T T L e SRR nan e
250 200 150 100 50 0 -50
Chemical Shitt (ppm)

Figura 6. Espectros °C NMR CP MAS de 4cidos himicos obtidos de sedimentos do Rio
Negro - AM (AHRN: linha preta), vermicomposto (AHVC: linha vermelha) e
Organossolo (AHSOLO: linha azul).
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O AH de origem aquatica, extraido de sedimentos do Rio Negro (AHRN), apresenta
predominio de estruturas Caiquii-(H,R) (20%): carbonos alifaticos ndo substituidos, Caiquii-O:
metoxilas e Cajquii-di-O: carbonos anoméricos de carboidratos. Todas estas estruturas em seu
conjunto podem ser provenientes de lipideos de plantas, tecidos lenhosos e biopoliesteres,
assim como de estruturas ligninicas e carboidratos. O AHRN também apresenta elevada
quantidade de carbonos carbonilicos (C=0) e quantidade relativamente abundante de
estruturas Caromatico-O: carbono aromatico ligado a oxigénio (Tabela 2 e Figura 7).

O AH extraido a partir de vermicomposto (AHVC) possui predominio de estruturas
Cailqui-(O,N) e Caqui-di-O: carbonos aliféticos funcionalizados pertencentes a lipideos,
estruturas proteicas e carbonos anoméricos de carboidratos. A estrutura também possui
predominio de Caromaico-O: carbono aromatico ligado a oxigénio proveniente de estruturas
ligninicas (Tabela 2 e Figura 7).

O AH extraido de solo orginico (AHSOLO) apresenta predominio estrutural de Cajqui-
O: metoxilas pertencentes a estruturas de lignina. Sdo predominantes também as estruturas
Caromatico-(H,R): carbono aromatico nao substituido pertencentes também a estruturas de
lignina. Este AH apresenta também uma elevada quantidade relativa de carbonos carboxilicos
(-COOH) (Tabela 2 e Figura 7).

Tabela 2. Distribuicio relativa de tipos de carbono (%) nos espectros °C NMR CP MAS em
funcdo da drea total.
CAlk' CAlk' CAlk' CAlk'

CAr'H9R CAr'O CCOO'H9R CC=O

H,R O,N 0) di-O
0-46  46-59 5991 91-110  110-142  142-156 156-186 186-230
%
AHRN 20,00 9,00 11,00 13,00 20,00 10,00 13,00 4,00
AHVC 18,18 19,19 10,10 13,13 17,17 12,12 8,08 2,02
AHSOLO 18,69 12,15 11,21 6,54 28,04 5,61 16,82 0,93

AHRN AHVC AHSOLO
Aromat. 30,00 29,29 33,64
Alifat. 70,00 70,71 66,36
IP 0,65 0,83 0,62
HB/HF 0,66 0,54 0,87
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Figura 7. Quantidade relativa de estruturas e grau de propriedade obtidos a partir dos
espectros de °C NMR CP/MAS dos dcidos humicos de diferentes ambientes de
formagao. *HB/HL = Indice de hidrofobicidade.

A espectroscopia de 5C NMR CP/MAS permitiu observar que na formacdo dos
AHRN e AHVC hd uma elevada contribuicdo de material ligninico e de carboidratos,

enquanto, no AHSOLO houve preservacio de estruturas com caracteristicas
fundamentalmente ligninicas.

A ordem de aromaticidade comparada entre os AH resultou em:
AHSOLO>AHRN>AHVC, sendo grande responsdvel pela ordem no indice de

hidrofobicidade: AHSOLO>AHRN>AHVC. Isto pode se justificar pelo caracter aromatico
predominante em AHSOLO, como resultado da preservacdo de fragmento de lignina durante
o processo de humificacdo. Por outro lado, o AHVC apresentou um indice de polaridade
superior aos outros, seguido pelo AHRN. O predominio de carbonos alifaticos e arométicos
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funcionalizados na estrutura contribuiu para um rearranjo estrutural que gera uma propriedade
de maior polaridade nos AHVC.

Por mais que a quantidade relativa de cada estrutura encontrada nos acidos hiimicos
extraidos de sedimentos do Rio Negro — AM, de vermicomposto ¢ de Organossolo, sejam
diferentes, o padrdo estrutural proposto pela Sociedade Internacional de Substancias Himicas
(SISH) foi preservado. A SISH demonstra que 4dcidos himicos de diversas fontes de origem
apresentam predominio de estruturas com cadeias aromdticas e alifticas, substituidas e ndo
substituidas, além de carboxilas, condizendo com os picos espectrais observados pela técnica
de ressonancia magnética nuclear utilizada nos trés tipos de dcidos hiimicos avaliados neste
capitulo.

3.5.2 Caracteristicas fisico-quimicas dos diferentes acidos himicos pela dinimica das
particulas em solucao (Dynamic Light Scattering -DLS)

A Figura 8 mostra as caracteristicas quimico-fisicas dos diferentes AH, o que explica a
sua dindmica em solugéo. O comportamento da variagdo do potencial zeta ({) dos trés AH em
funcdo dos valores de pH foi semelhante (Figura 8A). O potencial { é uma medida da
estabilidade dos sistemas coloidais e depende da geracdo de carga superficial das particulas
coloidais (HUNTER, 1988), nos AH esta geracao de carga superficial € uma consequéncia da
presenca de grupamentos funcionalizados com carga relativa negativa e depende da
disposi¢do destes grupos funcionais para a superficie.

Neste sentido, o comportamento semelhante dos AH mostra que em valores de pH
entre 6-7, o sistema € estdvel (sem mudancas na distribuicdo de particulas dissolvidas), no
entanto o ponto de inflexao a pH=5 indica que neste valor acontecem mudancas estruturais
nas supramoléculas, presumivelmente, o aumento da concentra¢io de H' pode protonar
grupos mais superficiais e perturbar as caracteristicas coloidais do sistema. Em valores de
pH=4, o sistema alcangca a sua maior estabilidade, onde o AHVC apresentou a maior
estabilidade seguido pelo AHRN e AHSOLO, respetivamente. Valores mais negativos de
indicam que na solu¢do as forcas de repulsdo das particulas sdo elevadas superando a
agregacdo e, portanto, o sistema possui particulas dissolvidas. O potencial { foi menor em
valores de pH<4 e, portanto, as particulas experimentam uma tendéncia a floculacdo e
aglomeracdo, este resultado € 16gico tendo em conta que os AH precipitam em solucdo a
partir destes valores de pH (Figura 8A).

A Figura 8B mostra a populagdo de particulas com didmetro hidrodindmico entre 0 e
500 nm em solu¢do com valor de pH=7. O AHSOLO e AHRN possuem as maiores
populacdes de particulas com tamanho até 500 nm a pH=7, enquanto os AHVC possuem a
menor populacdo. No entanto, o didmetro médio das particulas a pH=7 indica que o AHVC
apresenta as particulas de maior tamanho enquanto os AHSOLO possuem particulas de
menores diametros (Figura 8C).

As caracteristicas quimicas e fisicas dos AH em solucdo s@o o resultado das suas
estruturas. A maior estabilidade dos AHVC em solu¢do pode ser o resultado da maior
quantidade de estruturas funcionalizadas, que geram propriedades acentuadas de maior
polaridade e menor hidrofobicidade. Contrariamente, 0 AHSOLO que possui propriedades
hidrofébicas e apolares mais acentuadas, podem apresentar em solucdo seus fragmentos
termodinamicamente mais repelidos pela dgua e, por tanto, maior possibilidade a agregacgao.
Isto foi registado na elevada populacdo de particulas mostradas a pH=7, assim, as intera¢des
hidrofébicas que regem estas agregacdes parecem produzir particulas de menor tamanho,
porém abundantes em quantidade, de maneira geral.
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Figura 8. Determinagdes por espalhamento dindmico de luz (DLS) realizadas nos diferentes
tipos de dcidos himicos. A) Potencial zeta () dos trés dcidos hiimicos em solugio aquosa
em funcdo do valor de pH. B) Populacdo de particulas com didmetro hidrodindmico entre
0 - 500 nm em uma solucdo aquosa a valores de pH=7. C) Diametro médio das particulas
em solugdo aquosa a valores de pH=7.
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3.6 CONCLUSOES

O AH extraido de solo organico é mais aromético do que os AH extraidos de
sedimento do Rio Negro e de vermicomposto, conferindo-o maior hidrofobicidade. O AH de
vermicomposto € o mais polar e menos hidrofébico. O AHSOLO foi formado por estruturas
predominantemente provenientes de fragmentos de lignina enquanto os AHRN e AHVC
possuem, além da lignina, contribuicao de fragmentos de carboidratos.

Em valores de pH da soluc¢do situados entre 6-7, o sistema nao apresenta mudangas na
distribuicdo de particulas dissolvidas. O AHSOLO e AHRN apresentaram as maiores
populacdes de particulas a pH 7,0 na faixa de tamanho avaliada, em relacdo ao dcido himico
proveniente de vermicomposto. O diametro médio das particulas a pH=7 demonstra que o
AHVC apresentou particulas de maior tamanho em comparacio aos demais.
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4.CAPITULO II

RELACAO ESTRUTURA-PROPRIEDADE-FUNCAO DE ACIDOS HUMICOS DE
DIFERENTES ORIGENS EM PLANTAS DE ARROZ (ORYZA SAT/VALL.)
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4.1 RESUMO

E reconhecida na literatura a influéncia das substancias himicas no desenvolvimento vegetal,
seja de forma direta pelos efeitos desencadeados na arquitetura e no metabolismo vegetal, ou
indiretamente pelas melhorias no solo. Os efeitos mais observados e estudados dos dcidos
himicos nos udltimos anos estdo principalmente correlacionados ao sistema radicular das
plantas, porém também foram registrados por alguns autores modificagdes nos teores de
pigmentos fotossintéticos, na produ¢do de biomassa, no metabolismo de nitrogénio e na
fotossintese de espécies submetidas a aplicacdo dessas substancias. A bioatividade destas
supramoléculas estd diretamente associada a sua origem, composi¢do, estrutura, tamanho
molecular e concentragdo, portanto a caracteriza¢do das substincias himicas é um processo
de suma importancia para o entendimento das diferentes fungdes e propriedades destes
compostos. Neste contexto, o objetivo deste capitulo foi avaliar os efeitos de AH extraidos de
diferentes fontes de origem: Organossolo (AHSOLO), vermicomposto (AHVC) e sedimento
do Rio Negro-AM (AHRN) na morfologia, crescimento e metabolismo de plantas de arroz,
além de se obter um maior entendimento entre a relagdo da atividade bioldgica dessas
substancias com suas estruturas e propriedades fisico-quimicas. A espécie utilizada no estudo
foi o arroz (Oryza sativa L.) da variedade BRS Esmeralda, cultivado em camara de
crescimento localizada no Departamento de Solos da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro. Visando estabelecer a concentragdo a ser aplicada dos diferentes AH foram testadas
doses crescentes (0, 2, 5, 10, 30 e 50 mg de AH.L'I), e avaliada qual resultou no maior
estimulo ao desenvolvimento das plantas, sendo 5 mg.L"' para o AHVC, 2 mg.L"' para o
AHSOLO e 30 mg.L"' AHRN. As plantas de arroz foram cultivadas em solugdo nutritiva de
Hoagland a %2 forca idnica e N-NO3 a 2 mM, com pH ajustado a 5,6. Doze dias apds o
transplantio se iniciou a aplicacdo dos 4cidos huimicos, apds nove dias de tratamento as
plantas foram coletadas. Foram adotados quatro tratamento (Controle; AHVC; AHSOLO;
AHRN) e vinte repeti¢des, em um delineamento experimental inteiramente casualizado. As
andlises estatisticas foram realizadas no programa Statgraphic plus v.5.5 e no software
estatistico R, os testes de médias foram feitos por tukey (p<0,05) e a ordenacdo dos dados foi
realizada pela andlise de componentes principais. Foram avaliados parametros do
metabolismo fotossintético, desenvolvimento radicular, acimulo de biomassa, pigmentos
fotossintéticos, metabdlitos soliveis e anatomia radicular. Foi perceptivel, apds um
decréscimo inicial, a ocorréncia de aumento no desempenho fotossintético das plantas tratadas
com os diferentes tipos de AH, com a finalidade de acelerar as atividades metabdlicas visando
aclimatacdo e protecdo vegetal. De maneira geral, os trés dcidos humicos estimularam a
producdo de biomassa, o desenvolvimento radicular, o metabolismo fotossintérico e os teores
de metabdlitos soliveis nas plantas, no entanto diferenciadamente, de acordo com as suas
caracteristicas estruturais e das propriedades que apresentam. Houve modificacdes
diferenciadas nas caracteristicas anatdomicas das raizes por efeito dos dcidos humicos,
associadas ao desenvolvimento da parede celular vegetal. Pelo conjunto dos efeitos
desencadeados e pelo desenvolvimento das plantas, o AHVC foi considerado o que melhor
exerceu bioatividade em arroz da variedade BRS Esmeralda.

Palavras-chave: Substancias himicas. Bioativade. Morfologia. Metabolismo.
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4.2 ABSTRACT

The influence of humic substances on plant development is undeniable, either directly by the
effects triggered on plant architecture and metabolism, or indirectly by soil improvements.
The most observed and studied effects of humic acids in the last years are mainly correlated to
the root system of the plants, but some authors have also registered changes in the
photosynthetic pigment content, biomass production, nitrogen metabolism and photosynthesis
of submitted species. the application of these substances. The bioactivity of these
supramolecules is directly associated with their origin, composition, structure, molecular size
and concentration, so the characterization of humic substances is a process of paramount
importance for understanding the different functions and properties of these compounds. In
this context, the objective of this chapter was to evaluate the effects of HA extracted from
different sources of origin: Histosol (HASOIL), vermicompost (HAVC) and Rio Negro-AM
sediment (HARN) on the morphology, growth and metabolism of rice plants. besides
obtaining a better understanding between the relation of the biological activity of these
substances with their structures and physicochemical properties. The species used in the study
was rice (Oryza sativa L.) of the BRS Esmeralda variety, grown in a growth chamber located
in the Soil Department of the Federal Rural University of Rio de Janeiro. In order to establish
the concentration to be applied of the different HA, increasing doses were tested (0, 2, 5, 10,
30 and 50 mg of HA.L-1), and evaluated which resulted in the greatest stimulus to plant
development, being 5 mg.L"' for HAVC, 2 mg.L"' for HASOIL and 30 mg.L"' HARN. Rice
plants were grown in Hoagland nutrient solution at %2 ionic strength and 2 mM N-NO3™ with
pH adjusted to 5.6. Twelve days after transplanting, humic acids were applied, after nine days
of treatment the plants were collected. Four treatments (Control; HAVC; HASOIL; HARN)
and twenty replications were adopted in a completely randomized experimental design.
Statistical analyzes were performed using Statgraphic plus v.5.5 software and R statistical
software, averaging tests were performed by tukey (p <0.05) and data ordering was performed
by principal component analysis. Photosynthetic metabolism parameters, root development,
biomass accumulation, photosynthetic pigments, soluble metabolites and root anatomy were
evaluated. It was noticeable, after an initial decrease, the increase in photosynthetic
performance of plants treated with different types of HA, in order to accelerate metabolic
activities aiming at acclimatization and plant protection. In general, the three humic acids
stimulated biomass production, root development, photosynthetic metabolism and soluble
metabolite levels in plants, however differentially, according to their structural characteristics
and their properties. There were different modifications in the anatomical characteristics of
the roots by the effect of humic acids, associated with the development of the plant cell wall.
Due to the set of effects triggered and the development of plants, HAVC was considered the
one that best exerted bioactivity in rice of the BRS Esmeralda variety.

Keywords: Humic substances. Bioactivity. Morphology. Metabolism.

32



4.3 INTRODUCAO

As substancias humicas possuem atividade bioldgica bastante complexa, apresentando
diferentes efeitos sobre o desenvolvimento das plantas, interferindo indiretamente nas plantas
pelos efeitos ocasionados no solo, e diretamente pelas alteragcdes na arquitetura € no
metabolismo vegetal MUSCOLO et al., 2007; BALDOTTO & BALDOTTO, 2014).

No corpo da planta, os acidos humicos exercem influéncia em niveis distintos de
organizacdo e em diversas etapas envolvidas na fisiologia vegetal, como expressao de genes,
presenca de organelas, metabolismo primdrio, metabolismo secunddrio, crescimento e
desenvolvimento, e producao de flores, frutos e sementes (TREVISAN, 2011; JANNIN et al.,
2012).

Os efeitos mais observados dos AH nas plantas estdo associados ao sistema radicular,
por alteragdes na quantidade, comprimento, didmetro, drea e volume de raizes. Estudos
realizados por diversos autores demonstraram a expressdo desses efeitos no desenvolvimento
radicular pela aplicacdo de substancias himicas (SILVA et al., 2000; TREVISAN et al., 2009;
CANELLAS et al., 2011; BALDOTTO et al., 2012; TAVARES, 2014; GARCIA, 2016b;
GARCIA, 2018).

Além dos efeitos dos AH nas raizes, pode-se destacar também efeitos positivos na
parte aérea, como aumento da taxa de nutrientes nas folhas, estimulo na biossintese de
clorofilas a e b e carotendides, e incremento na presenga de cloroplastos e fotossintese. Esses
fatores contribuem para o aumento da biomassa vegetal e da producido de flores, de frutos e de
sementes (MORA et al., 2010; JANNIN et al., 2012; BALDOTTO & BALDOTTO, 2014).
Mora et al. (2010) trataram plantas de pepino com 4cido himico em seu sistema radicular e
verificaram alteracdes na distribui¢do de nitrato entre parte aérea e raiz.

As estruturas que as substancias himicas possuem determinam suas propriedades,
sendo responsaveis pelos efeitos dessas supramoléculas em plantas (BERBARA & GARCIA,
2014). Garcia et al. (2016 a) observaram em plantas de arroz que a aplicacdo de 4cidos
himicos com predominio estrutural de cadeias alifaticas ndo funcionalizadas, carbonilas e
carboxilas, estdo associadas ao estimulo na quantidade de raizes de menor didmetro, enquanto
estruturas aromdticas substituidas e ndo-substituidas e cadeias alifdticas substituidas
associaram-se ao comprimento de raizes de maior diametro. Canellas et al. (2012)
constataram uma correlagdo entre a hidrofobicidade dos dcidos himicos com sua atividade
bioldgica. Foi observada por Aguiar et al. (2013) associacdo positiva entre a presenga de
grupamentos metoxi, cadeias aromadticas funcionalizadas e carboxilas, com a bioatividade
dessas moléculas.

Ainda nao foram desenvolvidas, devido a complexidade molecular, técnicas de
producdo capazes de controlar a atividade dessas substincias. A atividade bioldgica destas
supramoléculas estd diretamente associada a sua origem, tamanho molecular, composicao,
estrutura e concentracdo. O estabelecimento de relagdes entre estrutura e bioatividade das SH
¢ fundamental para desenvolver recursos que possam ser utilizados no desenvolvimento da
agricultura (MORA et al., 2012; CANELLAS et al., 2012; AGUIAR et al., 2013).

Dentro deste contexo, este capitulo teve como objetivo discutir os efeitos dos dcidos
himicos de vermicomposto (AHVC), de Organossolo (AHSOLO) e do Rio Negro — AM
(AHRN) na morfologia, crescimento e metabolismo de plantas de arroz (Oryza sativa L.) da
variedade BRS. Esmeralda, assim como estabelecer uma relacdo entre a suas estruturas e
propriedades com a bioativade nas plantas.
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4.4 MATERIAL E METODOS
4.4.1 Localizacao e caracterizacio do experimento

O experimento foi conduzido no Departamento de Solos da Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, localizada em Seropédica-RJ. As atividades ocorreram no
Laboratério de Quimica Biolégica do Solo, no Laboratério de Nutricio Mineral de Plantas e
no Laboratério de Estudos das Relagdes Solo-Planta. A espécie utilizada no estudo foi o arroz
(Oryza sativa L.) da variedade BRS Esmeralda, cultivado em camara de crescimento nas
seguintes condi¢des: ciclo luminoso de 14/10 h (luz/escuro), fluxo de fétons de 250 umol m”
s, 70% de umidade relativa e temperatura de 26 °C (Figura 9).

Figura 9. Ensaio experimental na cAmara de crescimento.

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. Quatro dias apds a germinagdo das
sementes, as plantulas receberam uma solucdo de Hoagland (Hoagland e Arnon,1950)
modificada a 1/8 da for¢a i0nica total. Apds dois dias foi trocada a solugdo de Hoagland para
1/4 da forga idnica total, e novamente trocada depois de dois dias para 1/2 for¢a idnica total.
Dois dias ap6s a ultima troca de solugdo, as plantas foram transplantadas para potes de 0,7L
contendo solucdo de Hoagland a 1/2 forca idnica total. Todas as solucdes preparadas tinham
como fonte de nitrogénio N-NO3™ a 2mM e pH ajustado a 5,6. Doze dias apds o transplantio
se iniciou a aplica¢do dos 4cidos himicos, apds nove dias de tratamento as plantas foram
coletadas.

4.4.2 Aplicacao dos acidos himicos de diferentes ambientes de formacao

Foi realizado um ensaio experimental ocorrendo aplicacdo de dcidos himicos (AH) de
diferentes origens, caracterizados por técnicas espectroscopicas e fisico-quimicas discutidas
no capitulo anterior, via sistema radicular de plantas de arroz da var. BRS Esmeralda, sendo:
AH extraido de vermicomposto (AHVC), de solo organico (AHSOLO) e de sedimento do Rio
Negro — Amazonas (AHRN)).
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Para estabelecer a concentragdo a ser utilizada dos diferentes dcidos himicos foram
aplicadas, durante nove dias, doses crescentes (0, 2, 5, 10, 30 e 50 mg de AH.L'I), em
experimentos prévios, e selecionada a dose de cada AH que mais estimulou o
desenvolvimento de plantas de arroz da var. BRS Esmeralda. De acordo com a andlise dos
resultados obtidos pelos experimentos de dose vs. resposta dos trés diferentes tipos de acidos
himicos, tem-se que a dose de 5 mg de AH.L' para o AHVC (Figura Al e A2), de 2 mg de
AH.L" para o AHSOLO (Figura A3 e A4) e de 30 mg de AH.L™"' para o AHRN (Figura A5 e
A6), foram as que estimularam em maior intensidade o desenvolvimento das plantas e,
portanto, as concentracdes selecionadas e utilizadas neste experimento.

Os AHVC (5 mg.L'"), AHSOLO (2 mg.L") ¢ AHRN (30 mg.L'"), apés o inicio do
tratamento foram dissolvidos diariamente durante nove dias na prdpria solu¢do nutritiva de
Hoagland a V2 for¢a idnica e N-NO3s™ a 2 mM, o pH foi ajustado a 5,6. A cada trés dias ocorreu
a troca de solugdo nutritiva acrescida com os respectivos AH.

4.4.3 Avaliacao da cinética de emissao da fluorescéncia transiente da clorofila a

A fluorescéncia transiente da clorofila @ 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 20
minutos apos a adaptacdo das folhas ao escuro. A emissdao de fluorescéncia foi induzida em
uma drea de 4mm de diametro 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 ps
(fluorescéncia inicial - F0), 100, 300us, 2 e 30 ms e FM (fluorescéncia médxima), foram
utilizadas para o cdlculo dos parametros estabelecidos pelo Teste JIP (STRASSER &
STRASSER, 1995) (Tabela 3).

Tabela 3. Principais parametros do teste JIP (Adaptada de YUSUF et al.,2010).

Parametros de fluorescéncia calculados a partir dos dados primarios obtidos

Fv=Fu-F, Fluorescéncia variavel
Fyv/Fum Rendimento quantico maximo do FSII

V.V Fluorescéncia varidvel relativa em um tempo “t”

cH Fluorescéncia varidvel relativa em relacio ao nivel J
Vi Fluorescéncia varidvel relativa em relagao ao nivel I
Declive inicial aproximado (em ms™) da fluorescéncia transiente

V=1f()

Area total normalizada complementar correspondente apenas a
fase OJ (reflete um tinico volume de eventos de reducao de Q,)

M, = 4(F300us —F,)/(Fm—Fo)

Ss = V]/M()

Area total normalizada complementar acima da curva OJIP
(reflete muiltiplos eventos de reducao da Qa)
Numero total de elétrons transferidos para a cadeia de transporte
de elétrons entre o tempo de O et (necessdrio para atingir Fyy)

Sm = (Area)/(Fy — Fy)

N = S,/S;

Continua...
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Continuagdo da Tabela 3.
Atividade especifica por centro de reacao (RC)

Medida do tamanho aparente do sistema antena ou o fluxo de
absorcao por RC

Maixima taxa pela qual um éxciton € capturado pelo RC
resultando em uma redugao da plastoquinona (QA")

ETy/RC =M, (1/V;) ¥, Reoxidacdo da QA via transporte de elétrons em um RC ativo
DIy/RC = (ABS/RC) —

ABS/RC =M, (1/V)) (1/¢Po)

TRy/RC =M, (1/Vy)

Razio de dissipacio total de energia de excitagdo ndo capturada
do total de RC, sendo a dissipagdo neste caso a perda de energia

(TRYRC) na forma de calor
RE/RC Redugdo do aceptor/final de elétrons no lado do aceptor de
elétrons do FSI por RC
Rendimentos energéticos ou taxas de fluxo
¢P0 = TR(/ABS = Fy/Fy Rendimento quantico maximo fotoquimico

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

¢DO0 =1 — ¢Po = (Fy/Fy) Rendimento quéntico para dissipacdo de energia
¢RO = REy/ABS

¢EO0 = ET/ABS

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

Eficiéncias

Eficiéncia com que um éxciton capturado no RC pode mover um
\VE() = ET()/T R() 2 - . . 2
elétron de Q, para o intersistema de aceptores de elétrons
Eficiéncia com que um éxciton capturado no RC pode mover um
po = REy(/TR, elétron dentro da cadeia de transporte de elétrons de Q™ para os
aceptores finais de elétrons do FSI
Eficiéncia com que um elétron pode mover o intersistema de
O0Ry = REy ET, aceptores de elétrons reduzidos no intersistema para o aceptor
final de elétrons do FSI

Indices de desempenho

Pl gs = (RC/ABS) B . o
] Indice de desempenho fotossintético
(0ro/10Sp0) 0Si (Po/ 10%,) = p

(RC/ABS) B (TRy/DI,) x (conservacdo de energia a partir do éxciton para a reducao dos
(ET,/1TSET,) 0 aceptores de elétrons do intersistema)
0

Indice de desempenho fotossintético total (conservacio de energia

Pl = Plaps BS (30/1B30) a partir de éxciton para a redug@o de aceptores finais do FSI)

4.4.4 Avaliacao da massa fresca e seca da parte aérea e radicular

Para avaliagdo da massa fresca das plantas, apds a coleta foram separadas e pesadas as
folhas, bainhas e o sistema radicular de cada planta individualmente, utilizando balanca
digital de precis@do. Em seguida, as plantas foram armazenadas em envelopes de papel e
transferidas para estufa secadora, permanecendo assim por 72 horas a 60 °C. Passado esse
periodo, pesou-se a massa seca do sistema radicular e das partes aéreas de cada planta em
balanca digital de precisdo.
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4.4.5 Analise da morfologia e desenvolvimento radicular

A avaliagdo do desenvolvimento das raizes das plantas mediante os diferentes
parametros foi realizada de acordo com a metodologia descrita por Tavares (2014).
Resumidamente, o sistema radicular das plantulas de arroz foi uniformemente distribuido em
uma camada de 4gua em bandeja transparente de acrilico (30 cm x 20 cm) para a digitalizacdao
em resolucdo de 600 dpi. Utilizou-se um sistema de digitalizacdo 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 entao
importados para o software WinRHIZO, 2012b (Régent Instruments, Quebec, Canad4 Inc.)
para andlise das varidveis morfoldgicas das raizes e sua quantificacdo. As imagens foram
analisadas usando um grid de calibracio com uma escala de referéncia, e alteraram-se as
configuragdes de entrada para raizes palidas em um fundo preto (WinRhizo Arabidopsis
2012b). Em seguida os dados foram gerados por meio do software XLRhizo (Régent
Instruments, Quebec, Canada Inc.).

Foram analisados e quantificados cinco pardmetros radiculares: nimero de raizes,
comprimento médio (mm), drea de superficie (mmz), didmetro médio (mm) e volume (mm?3).
Também foi definido e medido o nimero de raizes mediante classificacdo em classes quanto
ao diametro: superfinas (< 0,5 mm), finas (0,5 - 1,5 mm), médias (1,5 - 3,5 mm) e grossas (>
3,5 mm).

4.4.6 Determinacao dos teores de pigmentos fotossintéticos

A determinagdo dos teores de clorofilas a e b e de carotendides ocorreu de acordo com
Lichtenthaler (1987). Em frascos tipo falcon contendo 10 mL de acetona 80%, foram
adicionados 100 mg de folhas frescas fragmentadas. Os tubos foram levados para agitagdo sob
baixa temperatura durante 72 horas, sempre no escuro. Apds esse periodo, as amostras foram
levadas para a leitura espectrofotométrica, sendo o espectrofotometro zerado com a solucao
cetonica. Os comprimentos de onda utilizados para a leitura foram de 661,6 nm para clorofila
a (Ca), 644,8 nm para clorofila b (Cb) e de 470 nm para carotendides (caroteno + xantofilas).

O célculo da concentracdo da clorofila a, da clorofila b e dos carotendides foi
realizado de acordo com as equagdes abaixo, e expressas em ug por mL de extrato: Clorofila a
= 11,24 [A661,6] - 2,04 [A644.,8]; Clorofila b = 11,24 [A661,6] - 2,04 [A644.8]; e
Carotendides = (1000 [A470] - 1,90Ca - 63,14Cb)/214.

Considerando o volume total colocado nos 0,100 g iniciais de material fresco sendo 10
mL, cada mL de extrato corresponde a 0,01 g (0,100/10,00) de massa fresca (MF). Nesse caso
o resultado final foi em pg/mL x 0,01 = ng/g MF.

4.4.7 Extracao alcodlica do material fresco e dosagem das fracoes soluveis

A extracdo alcodlica e particdo com cloroférmio foram realizadas segundo Fernandes
(1984), como descritas a seguir:

Apo6s 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
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 separagdo das fragdes por
polaridade, a fracdo apolar foi descartada. A fragdo polar (sobrenadante) foi recolhida e
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elevada a um volume final de 25 mL com etanol 80%, sendo em seguida armazenada para as
andlises posteriores conforme descrito a seguir.

4.4.8 Determinacio dos teores de N-NO;3"

A determinacdo dos teores de N na forma de nitrato foi realizada segundo Miranda et
al. (2001) e Doane & Horwath (2003). Para uma maior precisido na determinacao 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
determina¢do simultanea de nitrato e nitrito em plasma sanguineo. A técnica é baseada na
reducdo de nitrato a nitrito pelo cloreto de vanadio IIT (VCL3), combinado com a detec¢ao
por meio da reacdo de Griess.

Foram realizados vdrios testes (dentre eles testes alterando a concentragao dos
reagentes, das amostras, etc) até que os devidos ajustes foram feitos para uma melhor
eficiéncia na determinagao de nitrato. Em uma microplaca de 96 pogos, foram pipetados 30uL
da amostra e 60 pL. de uma solugdo resultante da mistura de VCL3 0,5% (m/v) em HCl 1M +
sulfanilamida 0,4% (m/v) em HCI 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 coloragdo, apds o
aquecimento foram adicionados 110 pLL de H,O ultrapura e realizada a leitura a 540nm.

4.4.9 Determinacio dos teores de N-NH,"

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 sédio, e a “solugdo B” composta de 3% de NaOH e
0,062% de dicloroisocianurato de s6dio. Uma aliquota de 0,5 mL da solu¢do obtida do extrato
alcodlico (diluida quando necessaria) foi acrescentada a 2,5 mL de cada solugdo, apds
homogeneizacdo e descanso por 1h 30min, as amostras foram lidas em espectrofotdmetro. O
NH,4CI (0,0; 10; 25; 50; 100; 200; 300; 400 nmoles de NH4" / 0,5 mL) foi utilizado para
confec¢do da curva padrao.

4.4.10 Determinacio dos teores de acuicares soliveis

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 H,;SO, 5:2), e apds 5 minutos de repouso,
adicionou-se lentamente 1 mL da solu¢do obtida do extrato alcodlico (diluida quando
necessdario), 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 coloracio
esverdeada caracteristica. Apds resfriamento em dgua corrente, as leituras
espectrofotométricas foram realizadas. A glicose (0, 20, 40, 50, 80 e 100ug mL'l) foi utilizada
como padrao.
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4.4.11 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 necessdrio); 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 4dgua corrente durante 5 minutos, quando entio 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.

4.4.12 Caracterizacdo espectroscopica das raizes mediante ressonancia magnética
nuclear do isétopo do B¢ por polarizacao cruzada com rotacao no angulo magico

As amostras de raizes foram coletadas e armazenadas separadamente em frascos tipo
falcon, em seguida foram congeladas em frezzer a -80 °C e posteriormente submetidas a
liofilizagao, até as amostras estarem preparadas para a caracterizacdo espectroscopica.

O orgdo das plantas de arroz da var. BRS Esmeralda foram caracterizadas pela
espectroscopia por ressonincia magnética nuclear do isétopo do *C em polarizagdo cruzada e
rotacao no angulo magico (*C NMR CP/MAS), realizada no aparelho Bruker AVANCE 11
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 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 igual nimero de scans a um tempo de aquisicao de 34 ms e
com recycle delay de 5s. O tempo de contato para a sequéncia em rampa de 'H ramp foi de 2
ms. A coleta e elaboragdo espectral foram realizadas utilizando o Software Bruker Topspin
2.1. Os decaimentos livres de indu¢ao (DLI) foram transformados aplicando um zero filling
igual a 4 k e posteriormente um ajuste por fun¢do 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 como segue: alquil — C (Cajg-nr): 0-46 ppm;
metoxilas e N—alquil C (Caiq-0n): 46-59 ppm; O-alquil C (Caig-0): 59-91 ppm; di—O-alquil C
(carbono anoméricos) (Caig-dgi-o0): 91-110 ppm; carbono aromatico (Car.pr): 110-142 ppm; O-
aromatico C (Caro): 142-156 ppm; carboxila C (Ccoo.ur): 156-186 ppm e carbonilas C
(Cc=0): 186-230 ppm. A aromaticidade foi calculada segundo a férmula: (Cargr) + (Caro0)
*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-nr) + (Cc=0) + (Caig-oN) / (Carur) + (Caig-HRr)-

4.4.13 Analises estatisticas

O delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado, utilizando um total
de quatro tratamentos (Controle, AHVC, AHSOLO e AHRN) e vinte repeti¢des, sendo quatro
plantas por pote. As andlises estatisticas foram realizadas no programa Statgraphic plus v.5.5
e no software estatistico R, os testes de médias foram feitos por tukey (p<0,05) e a ordenacao
dos dados foi realizada pela andlise de componentes principais, os graficos foram elaborados
no programa Sigmaplot 10.0 e Microsoft Excel 2016. O trabalho com os espectros foi
realizado utilizando o Software ACD/Labs v.12.01.
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4.5 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.5.1 Avaliacao da cinética de emissao da fluorescéncia transiente da clorofila a

Com a avaliacdo da cinética de emissdo da fluorescéncia transiente da clorofila a é
possivel inferir sobre a vitalidade de plantas submetidas a diversas condi¢des ambientais
desfavoraveis. O estresse a que uma planta € submetida, direta ou indiretamente, afeta o seu
metabolismo fotossintético que, consequentemente, ird alterar o rendimento da fluorescéncia
da clorofila a (BAKER, 2008; GOVINDIJEE, 2011; KALAJI et al., 2014). Foram observadas
alteracoes significativas nos parametros estabelecidos pelo Teste-JIP (Figura 10 e Tabela 4)
derivados da fluorescéncia transiente da clorofila a (STRASSER & STRASSER, 1995).
Apesar do AHSOLO ter provocado um aumento significativo no indice de desempenho
fotossintético (Piabs e Pitotal) 24 horas apos ter sido aplicado, todos os dcidos humicos
provocaram uma redu¢do do desempenho fotossintético da planta até as 96 horas apds a sua
aplicacdo. Devido aos processos de emissdo da fluorescéncia, dissipacao de calor e producao
de energia fotoquimica ocorrerem em competicao direta, o aumento da perda de energia na
forma de calor (DIo/RC) levou a uma intensa reducdo do desempenho fotossintético
provocado pelo AHVC e pelo AHSOLO. Em decorréncia, esses tratamentos foram os que
apresentaram aumento estatistico significativo no tamanho do sistema antena (ABS/RC)
quando comparado com o controle. Contudo, apés 144 horas de aplicacdo dos dcidos
humicos, as plantas demonstraram um incremento significativo do indice de desempenho
fotossintético (Piabs e Piabs total), e uma redugado significativa na perda de energia na forma
de calor (Dio/RC) e no tamanho aparente do sistema antena (ABS/RC), quando comparado ao
controle. Apdés 196 horas da aplicacio de AH nas plantas, observou-se que estas
reestabeleceram suas atividades fotossintéticas, ndo diferindo estatisticamente do controle em
nenhum dos parametros analisados (Figura 10 e Tabela 4).

As alteracOes fotossintéticas observadas quatro dias apds a aplicagdo dos AHs (96
horas) demonstram que, inicialmente, essas substancias atuaram como um fator de estresse na
planta. Oukarroum et al. (2007) salienta que os indices de desempenho fotossintético sdao
considerados mais sensiveis a detec¢do e quantificacdo de estresse nas plantas do que o
proprio rendimento quantico maximo do PSII (Fv/Fm ou ¢Po). Isto ocorre, porque os indices
de desempenho relacionam a eficiéncia de absorcdo, captura e transferéncia de energia de
excitacdo pelo fotossistema II proporcionando uma visao maior do grau de efeito do ambiente
estressante (GONCALVES, 2005). A diminui¢ao nos indices de desempenho, indicam perda
de eficiéncia fotoquimica pelas plantas (THACH et al., 2007). Entretanto, esse estresse ndao
foi intenso o suficiente para causar injurias na planta. Pelo contrdrio, com a finalidade de
acelerar suas atividades metabodlicas provavelmente visando ativar algum mecanismo de
aclimatac@o e de protecdo da planta, foi observado incremento do desempenho fotossintético
seis dias ap0s o tratamento (144 horas) (Figura 10 e Tabela 4).
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Figura 10. Parametros do Teste JIP obtidos de arroz (Oryza Sativa L.) da var. BRS

Esmeralda

submetido a trés

acidos

hdmicos de diferentes fontes

de origem

(vermicomposto, Organossolo e sedimentos do Rio Negro-AM), em relagdo aos valores
do tratamento controle.

Tabela 4. Parametros da fluorescéncia transiente da clorofila a obtidos de arroz (Oryza Sativa
L.) da var. BRS Esmeralda submetida a trés acidos humicos de diferentes fontes de
origem (vermicomposto, Organossolo e sedimentos do Rio Negro-AM.

Tratamento | ABS/RC | TR(/RC | ETy/RC | Diy/RC PI 4ps PI torar,
Controle 2,25 a 1,78 a 1,0 NS | 0,47 NS 2,23Db 1,60 b
AHVC 2,27 a 1,80 a 1,01 0,47 2,22b 1,73 b
24 AHRN 2,23 ab 1,77 a 1,00 0,46 2,27b 1,67 ab
Horas SOLO 2,11b 1,67 b 0,97 0,44 2,54 a 1,89 a
CV (%) 4,77 4,52 3,63 6,03 11 12,21
Controle 2,27 NS 1,79NS | 1,0BNS | 0,48 NS 2,27 NS 1,83 NS
AHVC 2,31 1,83 1,02 0,49 2,1 1,67
H:fas AHRN 2,29 1,81 1,03 0,49 2,17 1,88
SOLO 2,22 1,75 1,02 0,47 2,35 1,94
Continua...
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Continuacdo da Tabela 4.
Tratamento | ABS/RC | TRYRC | ETy/RC | Diy/RC PI g5 PI toraL
48 CV (%) 5,74 5,5 4,05 6,9 11,76 13,06
Horas Controle 230NS | 1,82NS | 1,06 NS | 0,48 NS 2,29 NS 1,93 NS
AHVC 2,22 1,76 1,03 0,46 2,47 2,1
AHRN 2,26 1,8 1,05 0,47 2.4 2,11
H(7)12'as SOLO 2,22 1,75 1,02 0,47 2,35 1,94
CV (%) 5,57 5,36 3,95 6,65 12,8 14,7
Controle 2,17b 1,72 b 1,01 b 0,45c¢ 2,51 a 2,03 a
AHVC 2,45 a 1,92 a 1,06 a 0,53 a 1,86 b 1,54 ¢
AHRN 2,30 ab 1,82ab | 1,03 ab 0,48 bc 2,15b 1,86 b
H?)fas SOLO 2,35a 1,84 a 1,04 ab 0,49 ab 2,11b 1,71 be
CV (%) 5,67 5,48 3,22 6,5 12,39 13,16
Controle 2,22 NS 1,75ab | 1,00ab | 0,48 NS 2,21 NS 1,84 NS
AHVC 2,27 1,79 a 1,02 ab 0,48 2,22 1,88
AHRN 2,13 1,68 a 0,98 b 0,46 2,46 2,08
Hlozr(:ls SOLO 2,24 1,76 ab 1,03 a 0,47 2,38 1,93
CV (%) 5,41 5,35 3,64 5,88 12,31 10,74
Controle 2,27 a 1,79 a 1,02 ab 0,48 a 2,19b 1,85b
AHVC 2,03b 1,61b 0,96 b 0,41Db 2,88 a 2,47 a
AHRN 2,08b 1,65b 0,98b 0,43 b 2,75a 2,38 a
Hl(i:‘s SOLO 2,08 b 1,65b 0,99 b 0,43 b 2,73 a 2,25a
CV (%) 4,54 4,53 2,96 4,81 9,92 13,65
Controle 2,0/NS | 1,64NS | 0,99NS | 0,43 NS 2,82 ab 2,35 ab
AHVC 2,13 1,69 1,01 0,44 2,71 ab 2,29 ab
AHRN 2,05 1,63 0,99 0,42 2,96 a 2,59 a
Hloizs SOLO 2,13 1,68 1,00 0,44 2,65b 2,18b
CV (%) 4,26 4,18 2,96 491 8,95 12,73
Controle 2,JONS | 1,6SNS | 097 NS | 0,45NS 2,55 NS 2,17 NS
AHVC 2,08 1,65 0,97 0,43 2,62 2,27
AHRN 2,07 1,64 0,97 0,43 2,71 2,42
Hlogrzas SOLO 2,08 1,65 0,98 0,44 2,70 2,31
CV (%) 5,45 5,43 4,3 6,31 11,49 13,65
Controle 2,I5NS | 1,6ONS | 1, 00NS | 0,45NS 2,55 NS 2,07 NS
AHVC 2,12 1,68 0,99 0,44 2,6 2,1
216 AHRN 2,11 1,68 0,99 0,43 2,7 2,22
Horas SOLO 2,10 1,66 0,99 0,44 2,65 2,17
CV (%) 6,26 6,29 421 6,43 12,49 15,31

4.5.2 Producio de massa fresca e seca das plantas

Os trés acidos humicos de diferentes origens aplicados via radicular estimularam o
aumento na producdo de biomassa fresca (g) em pelo menos um dos Orgdos vegetais
avaliados. O AHVC foi o que resultou em maior inducao no aumento de massa fresca (g) das
raizes, bainhas e folhas, diferindo dos demais tratamentos. Os 6rgdos vegetais das plantas
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tradadas com AHRN apresentaram valores estatisticamente maiores do que as do controle,
porém quando comparado ao observado pela aplicacgio de AHSOLO ocorreu alteragdao
signifivativa apenas na massa fresca (g) foliar, havendo maior acimulo de biomassa (g). As
plantas tratadas com AHSOLO nao diferiram do controle em massa fresca (g) de raizes e
bainhas, apresentando incremento significativo na producdo de biomassa apenas nas folhas
(Figura 11A).

De acordo com a Figura 11B € possivel afirmar que as plantas submetidas aos AHVC
e AHRN apresentaram valores de massa seca(g) das raizes estatisticamente superiores aos
obtidos pelos demais tratamentos, ndo diferindo entre si. A massa seca (g) das raizes tratadas
com AHSOLO foi a tnica que ndo apresentou superioridade significativa em comparacio ao
controle. O estimulo na massa seca (g) das bainhas e das folhas pela aplicagdo dos AH foram
similares, 0 AHVC foi o que apresentou maior estimulo na massa seca (g) desses orgaos,
sendo estatisticamente superior aos demais tratamentos. O AHRN resultou em valores
maiores que os observados em plantas sem aplicacdo de AH, porém ndo diferiu do tramento
com AHSOLO. E por fim, o AHSOLO foi tinico que nao resultou em diferencas na massa
seca (g) de bainha e de folhas em relacdo ao controle.

Os efeitos positivos no crescimento vegetal pela aplicacdo de acidos humicos, por
meio do aumento da massa fresca e seca de plantas de arroz, também foram observados por
diversos autores nesta década, que atribuem o acimulo de biomassa em plantas tratadas com
AH como resposta aos efeitos estimulantes que exercem na absor¢do de nutrientes, nos
pigmentos fotossintetizantes, no desenvolvimento radicular, no aumento na atividade de H'-
ATPases radiculares e no processo fotossintético (MORA et al., 2010; GARCIA, 2013;
WANGEN et al., 2013; BALDOTTO et al., 2014).

Através do exposto pela Figura 11, constatou-se que embora todos os dcidos himicos
estimularam em pelo menos um 6rgao vegetal a producao de biomassa, a intensidade desse
efeito variou entre eles. Aparentemente, substancias hlimicas que apresentaram maior grau de
labilidade, resultante do balanco da quantidade relativa de estruturas responsaveis por gerar
maior polaridade, exerceram efeitos mais significativos no aumento da biomassa de plantas de
arroz, sendo o AHVC o que mais estimulou esses parametros. J4 dcidos hudmicos com
propriedades mais recalcitrantes e maior hidrofobicidade, parecem ser os que induzem em
menor intensidade a producdo de biomassa, como observado pelo AHSOLO. Estes resultados
contradizem o observado por Canellas et al. (2012).
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Figura 11. A) Massa fresca (g) em diferentes 6rgaos vegetais de plantas arroz da var. BRS
Esmeralda submetidas a aplica¢do de diferentes dcidos himicos. B) Massa seca (g) em
diferentes 6rgdos vegetais de plantas arroz da var. BRS Esmeralda submetidas a aplicacio
de diferentes dcidos himicos.

Figura 12. Parte aérea e raizes de plantas de arroz da variedade BRS Esmeralda cultivadas
sem e com diferentes tipos de dcidos himicos.

4.5.3 Indicadores morfoldgicos radiculares

A Figura 13 demonstra os efeitos observados em alguns parametros radiculares pela
aplicacdo dos d4cidos huimicos de diferentes origens. Analisando o primeiro indicador
morfolégico, todos os AH estimularam a quantidade média de raizes em relagdo ao controle,
porém os AHVC e AHRN apresentaram valores significativamente maiores do que o
AHSOLO. O comprimento médio (mm) radicular também foi estimulado pela aplicacao de
todos os tipos de AH, no entanto para este indicador o AHSOLO foi o que apresentou os
maiores valores, diferindo estatisticamente dos outros dois.

O AHRN ndo apresentou alteracoes na drea superficial radicular (mm?) quando
comparado ao tratamento testemunha e ao AHVC. Os tratamentos com AHSOLO e AHVC
resultaram em aumento da drea superficial em relacdo ao controle, sendo ainda o valor
observado para o AHSOLO significativamente maior do que para o AHVC. Apenas o AHVC
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mostrou um estimulo significativo no volume (mm®) radicular em comparacio ao controle
(Figura 13).

Os trés acidos humicos aplicados resultaram em efeitos distintos para o didmetro
médio das raizes (mm/10). O AHVC foi o tnico que ndo diferiu do controle, enquanto o
AHRN e o AHSOLO reduziram e aumentaram, respectivamente, os valores de didmetro
médio (mm/10) (Figura 13).

E indiscutivel a ocorréncia de diversos beneficios no sistema radicular de plantas
submetidas a aplicacdo de dcidos humicos. A bioatividade dessas substancias sobre raizes
correspondem aos efeitos mais abordados e estudados na literatura, exercendo estimulos em
diversos parametros radiculares de acordo com as caracteriscas das fracdes humicas (SILVA
et al., 2000; TREVISAN et al., 2009; CANELLAS et al., 2011; BALDOTTO et al., 2012;
TAVARES, 2014; GARCIA, 2016b; GARCIA, 2018).

As diferencgas nos efeitos observados pela aplicagdo dos trés tipos de dcidos hiimicos
no sistema radicular de plantas de arroz, parecem ser dependentes das caracteristivas
estruturais dessas substancias. Os 4cidos himicos que apresentaram maior alifaticidade e
menor aromaticidade (AHVC e AHRN) estimularam em maior intensidade a emissao
radicular, resultando em aumento no numero de raizes. Ja o acido humico de maior
aromaticidade e menor alifaticidade (AHSOLO) foi responsdvel por apresentar maior
estimulo no alongamento das raizes (mm), na drea superficial (mmz) e no didmetro médio
radicular (mm/10).

Garcia et al. (2016 b) obtiveram resultados que corroboram com o observado neste
trabalho, indicando que as diferencas nas estruturas predominantes dos 4cidos humicos
determinam diferentes efeitos nas raizes. Estes autores observaram estimulo a emissdo de
novas raizes pelos AH em que predominam compostos alifaticos e oxigenados e pelo estimulo
ao desenvolvimento de raizes mais compridas pelo cardter mais aromadtico dessas substancias.

O AHVC foi a supramolécula que apresentou propriedade de maior polaridade e
menor hidrofobicidade, responsavel pelo maior volume radicular (mm3 ) observado entre as
plantas, sem alterar o didmetro médio das raizes (mm/10) em relacio ao controle. A
substincia mais hidrofébica (AHSOLQO) resultou no maior didmetro médio radicular
(mm/10). O AHRN foi responsdvel pelo menor diametro médio (mm/10), podendo este efeito
estar relacionado ao predominio de estruturas Cc-o (carbonilas) e Caiqui—H,R (carbono
alifatico ndo funcionalizado), em comparagdo as outras substancias himicas.
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Figura 13. Efeitos dos dcidos hiimicos provenientes de diferentes ambientes de formacao em
alguns parametros do desenvolvimento radicular de plantas de arroz da var. BRS
Esmeralda.

Nas plantas em que foram aplicadas o AHSOLO a quantidade de raizes de menor
diametro (superfinas e finas) ndo diferiu significativamente do tratamento controle. O
tratamento com AHRN foi o que resultou em maior estimulo na emissdo de raizes de menor
diametro (mm/10), seguido pelas plantas tratadas com AHVC, que também apresentaram
valores significativamente superiores ao controle. A quantidade de rdizes superfinas nao
diferiu entre as plantas tratadas com AHSOLO e AHVC (Figura 14).

A quantidade de raizes médias, pela aplicacio de AHVC e AHSOLO, foram
superiores ao encontrado em raizes de outros tratamentos. As plantas tratadas com AHRN nao
apresentaram diferencas no nimero de raizes médias em comparag¢do ao controle. O AHVC
foi o unico que apresentou valores significativamente maiores no nimero de raizes grossas,
quando comparado as plantas testemunha (Figura 14).

Analisando separadamente a quantidade de raizes detectadas por classes de diferentes
diametros, € possivel inferir sobre o comportamento contrastante no didmetro médio (mm/10)
pelos efeitos dos diferentes dcidos himicos. E provdvel que o AHRN tenha resultado no
menor didmetro radicular médio (mm/10) e o AHSOLO no maior didmetro radicular médio
(mm/10) devido ao fato do primeiro ser o que resultou em maior estimulo de raizes superfinas
e finas, enquanto o segundo ndo diferiu do controle na emissdo de raizes nestas duas classes
(superfinas e finas). O diametro médio (mm/10) também foi influenciado pela quantidade de
raizes de maior didmetro, uma vez que o AHRN ndo resultou em incremento no nimero de
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raizes médias e grossas, jd o AHSOLO apresentou valores maiores no nimero de raizes
médias.

A emissdo de raizes de maior didmetro (mm/10) em plantas sob aplicagdo de
AHSOLO parece ter sofrido influéncia do carater mais aromético deste dcido himico, sendo
definido principalmente pelo predominio de Caromaico-H,R (carbonos aromaticos nao
funcionalizados). Todavia, o estimulo na emissao de raizes de menor didmetro (mm/10) pelo
efeito do AHRN indica ser responsivo a abundéncia de estruturas Cc—o (carbonilas) e Caiquir-
H,R (carbonos alifdticos ndo substituidos). Resultados similares aos observados entre o efeito
na emissdao de raizes de diferentes didmetros (mm/10) e o predominio estrutural e
propriedades dos dcidos humicos foram encontrados por Garcia et al. (2016a), onde os autores
avaliaram os efeitos de dcidos hiimicos de vermicomposto extraidos por diferentes métodos,
apresentando relagdes estruturais distintas, sobre o sistema raidular de plantas de arroz.
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Figura 14. Efeitos dos dcidos himicos provenientes de diferentes ambientes de formagao na
quantidade de raizes de arroz da var. BRS Esmeralda de diferentes didmetros (mm/10).
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Figura 15. Sistema radicular de plantas de arroz da variedade BRS Esmeralda cultivadas sem
e com diferentes tipos de dcidos himicos.

4.5.4 Teores de pigmentos fotossintéticos

Analisando os resultados obtidos sobre os pigmentos fotossintéticos presentes nas
folhas € possivel observar que todos os tratamentos com dcidos humicos apresentaram
incremento significativo no teor de clorofila a. O teor de clorofila b nas folhas de arroz foram
significativamente maiores em plantas submetidas a aplicagdo de AHRN e AHSOLO quando
comparados ao controle. O AHVC ndo resultou em teor de clorofila b significativamente
maior do que o teor encontrado nas plantas controle, no entanto também ndo diferiu dos
outros tratamentos com dcido himico (Figura 16).

O teor de carotendides foi o que apresentou o comportamento mais diferenciado.
Enquanto as plantas em que foram aplicados AHRN tiveram aumento significativo no teor, as
plantas sob efeito do AHVC tiveram reducdo do teor de carotendides, em relagdo ao controle.
O teor de carotendides em folhas de arroz tratado com AHSOLO néo diferiu do observado nas
plantas controle e nas plantas submetidas ao AHVC (Figura 16).

Em trabalho realizado por Baldotto et al. (2009) foram observados incrementos nos
teores de clorofila a e b em folhas de abaxizeiro ‘Vitoria’ submetidas a aplicacdo de acidos
humicos. No entanto, os autores notaram que o teor de carotendides em folhas de plantas
tratadas com componentes himicos sofreram tanto aumento quanto redu¢do em comparagao
as plantas controle, dependendo da concentragdo e do material de origem do AH. Os
resultados obtidos por estes autores reforcam os aqui observados.
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Figura 16. Teores de pigmentos fotossintéticos (ug. g'1 de massa fresca) em folhas de arroz da
var. BRS Esmeralda submetidos a aplicacao de diferentes dcidos hiimicos.

4.5.5 Teores de metabolitos solaveis

A Figura 17 mostra que o teor de N-NH," presente nas raizes de plantas de arroz foi
significamente maior pela aplicacdo de AHRN. As plantas controle e as tratadas com AHVC
foram as que apresentaram os menores teores neste 6rgio, e ndo diferiram entre si. O teor
encontrado em raizes sob aplicacio de AHSOLO foi o dudnico que ndo diferiu
significativamente de nenhum outro.

O teor de N-NH4" na bainha sofreu redugfio significativa nas plantas em que foram
aplicados AHSOLO e AHVC, ja em plantas que se encontravam sob aplicacdo de AHRN nao
houve alteracdes com significancia, quando comparadas as plantas controle (Figura 17).

Nas folhas, o teor de N-NH,4" apresentou 0 mesmo comportamento observado nas
raizes. O AHRN resultou em aumento do teor nas folhas em relagdo ao controle, as plantas
submetidas a0 AHVC foram as que apresentaram o menor efeito sob o teor de N-NH4" das
folhas. As folhas de plantas tratadas com AHSOLO ndo apresentaram teor de N-NH,"
siginificativamente diferente do observado por qualquer outro tratamento (Figura 17).

Os 4cidos himicos exerceram diferentes efeitos sobre o teor de N-NH4" observado
nos Orgdos vegetais. O AHRN, talvez pelas suas diferencgas estruturais, contribuiu para a
manutencao ou aumento do teor nos 6rgaos vegetais em relagdo ao controle. Este efeito pode
estar associado a expressdo de algum transportador de baixa afinidade para amonio,
resultando em maior influxo, ou associado a baixa atividade da enzima glutamina sintetase,
responsavel pela reducio de NH4" a glutamina (TAIZ et al., 2017).

O AHVC resultou em plantas com os menores teores de N-NH4" observados, como
estas plantas apresentaram maior crescimento € biomassa em relagc@o as outras, € possivel que
tenha ocorrido uma maior taxa de assimilacdo de amdnio. O observado neste estudo reforca os
resultados encontrados por Tavares (2014), onde o autor observou que apenas quando as
plantas eram submetidas a maiores doses de NH4" (2,0 mM), o 4cido hdimico de
vermicomposto foi responsdvel por aumentar o influxo de amonio.
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Figura 17. Teores de N-NH,* (umoles.g” de massa fresca) em tecidos de plantas de arroz da
var. BRS Esmeralda submetidas a aplicacdo de diferentes dcidos himicos.

O teor de N-NOs;™ nas raizes foi menor em nivel de significancia nas plantas tratadas
com AHRN e AHSOLO, as raizes tratadas com AHVC apresentaram teor maior do que as
plantas controle, no entanto sem diferenca significativa (Figura 18).

Na bainha, houve incremento no teor de N-NO3" siginificativamente apenas em
plantas tratadas com AHVC. Os outros acidos humicos ndo exerceram bioatividade que
resultasse em alteracdes significativas no teor de N-NOs™ neste 6rgao vegetal (Figura 18).

A aplicacdo de AHSOLO aumentou o teor de N-NO3™ de maneira siginificativa nas
folhas, enquanto os AHRN e AHVC reduziram este teor nas folhas em relagdo ao controle,
porém, sem diferenca estatistica com o controle (Figura 18).

Diferentemente do observado para os teores de amonio, a aplicacdo de AHVC resultou
nos maiores teores de N-NO3™ em raizes e bainhas, quando comparado as plantas submetidas
aos demais 4cidos humicos. Este efeito pode ser explicado pelo observado por Tavares
(2014), em que o autor constatou que a aplicagcdo de dcido humico de vermicomposto aumenta
a expressao de transportadores de NOj3 e isoformas de H+-ATPase, contribuindo para ou
aumento na absorcao deste anion.

O maior teor de N-NOj™ encontrado nas folhas de plantas de arroz pela aplicacdo de
AHSOLO provavelmente estd associado a alguma deficiéncia na assimilagdo desta molécula
na folha, sendo uma justificativa para estas plantas terem apresentado o menor incremento de
biomassa (g) entre as plantas tratadas com substancias hiimicas.
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Figura 18. Teores de N-NO;™ (umoles.g” de massa fresca) em tecidos de plantas de arroz da
var. BRS Esmeralda submetidas a aplicac¢do de diferentes dcidos himicos.

Os diferentes acidos himicos aplicados reduziram o teor de N-amino nas raizes, no
entanto a reducdo no teor por efeito do AHRN ndo foi o suficiente para diferir
significativamente do controle. O teor de N-amino nas raizes de plantas submetidas ao AHVC
foi siginificativamente menor do que o das plantas controle, mas nio diferiram das raizes de
plantas com AHRN. O AHSOLO resultou no menor teor neste 6rgao, apresentando diferenca
significativa com todos os outros tratamentos (Figura 19). Como as raizes de plantas tratadas
com o AHSOLO apresentaram as menores biomassas, pode ser que os aminoacidos presentes
nas raizes foram utilizados para sintese de proteinas necessdrias para regulacdo de algum
processo metabdlico.

O efeito no teor de N-Amino na bainha das plantas de arroz foi similar para todos os
acidos humicos aplicados. Os trés tipos diferentes de dcidos himicos resultaram em reducao
deste teor em relagdo com o encontrado na bainha de plantas em condi¢des normais (Figura
19).

Nas folhas houve reducdo significativa no teor de N-Amino apenas em plantas
cultivadas sob aplicacdo de AHVC, nao diferindo os demais tratamentos com acidos hiimicos
das plantas testemunhas (Figura 19). O menor teor em folhas pela aplicacdo deste acido
himico pode estar associado ao maior crescimento e desenvolvimento destas plantas, sendo
um indicio de que houve maior consumo de aminodcidos para produ¢do de biomassa.
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Figura 19. Teores de N-amino livre (umoles.g”' de massa fresca) em tecidos de plantas de
arroz da var. BRS Esmeralda submetidas a aplicacao de diferentes dcidos hiimicos.

O teor de agucares soldveis na raiz apresentou 0 mesmo comportamento em todas as
plantas submetidas a aplicacdo de dcidos himicos, onde todos os tratamentos com presenca
dessas substancias resultaram em aumento no teor deste 6rgao (Figura 20). Segundo Souza
(1999), os teores de acucares soliveis nos tecidos de plantas sdo indicadores de energia
prontamente disponivel para o metabolismo das células, sendo assim é possivel que haja uma
correlagdo entre o teor encontrado em raizes de plantas tratadas com 4cidos himicos com o
seu maior desenvolvimento do sistema radicular.

Na bainha os efeitos desencadeados pelos dcidos hiimicos foram distintos, os AHRN e
AHSOLO resultaram em dimuicdo no teor de agucares soliveis, enquanto o AHVC
desencadeou aumento (Figura 20).

Em relacdo ao controle, o teor de agucares soliveis nas folhas de plantas tratadas com
AHRN foi o tnico que apresentou aumento significativo. O AHVC apresentou o menor
incremento neste teor entre os acidos humicos, nao diferindo estatisticamente das folhas de
plantas controle. O AHSOLO nio resultou em diferencas significativas quando comparado
com os demais tratamentos, apresentando teor maior do que em plantas com AHVC e menor
do que em plantas com AHRN (Figura 20).
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Figura 20. Teores de acucares soliveis (umoles.g” de massa fresca) em tecidos de plantas de
arroz da var. BRS Esmeralda submetidas a aplicagcdo de diferentes dcidos himicos.

4.5.6 Caracterizacao espectroscopica das raizes de plantas de arroz mediante 3C NMR
CP/MAS submetidas a diferentes tipos de acidos himicos

Através dos resultados obtidos pela ressonancia magnética nuclear das raizes, pode-se
observar que os espectros das diferentes amostras tiveram picos em regides similares,
indicando que no geral ndo houve alteragdes perceptiveis nos tipos de carbono presentes nas
estruturas radiculares pela aplicagdo dos dcidos himicos, havendo entdo um padrdo estrutural
nas raizes. No entanto, a quantidade relativa das diferentes estruturas encontradas nestas
raizes sofreu alteracdo (Figura 21 e Tabela 5).

As raizes de plantas tratadas com AHSOLO apresentaram as menores quantidades de
estruturas de Caiquii-H,R (carbonos alifaticos ndo funcionalizados) e de Cajquii-O,N (carbonos
alifaticos funcionalizados), sendo os ultimos relacionados a estruturas proteicas. O AHVC
também levou a um decréscimo na quantidade de carbonos alifaticos ndo substituidos. As
quantidades de Caiquii-O (metoxilas associadas a estruturas ligninicas), foram menores em
raizes tratadas com AHRN e AHVC, enquanto as expostas ao AHSOLO mativeram as
mesmas quantidades que as plantas controle. A aplicagdo de AHSOLO foi responsavel pelas
raizes com as maiores quantidades de Cajqui-di-O (carbono alifdtico funcionalizado)
associados a lipideos, Caromatico-H,R (carbono aromético ndo funcionalizado) e Caromatico-O
(carbono aromatico funcionalizado), pertencentes predominantemente a estruturas ligninicas.
Também foi observado relativo aumento na quantidade de carbonos aromadticos nao
substuidos em raizes submetidas ao AHVC. As quantidades de carboxilas ndo sofreram
alteracoes pelos diferentes testes aplicados (Figura 21 e Tabela 5).

Umas das mais importantes caracteristicas da célula vegetal é a presenca da parede,
que envolve externamente a membrana plasmatica e o contetiido celular, sendo as principais
substancias organicas encontradas na parede celular a lignina, proteinas e lipideos. A parede
primadria possui alto teor de dgua, cerca de 65% e o restante, correspondente a matéria seca, €
de 90% de polissacarideos (30% celulose, 30% hemicelulose e 30% pectina) e 10% de
proteinas. Ja a parede secunddria possui um teor de dgua reduzido devido a deposicdo de
lignina que € um polimero hidrofébico, sua matéria seca é constituida de 65 a 85% de
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polissacarideos (50 a 80% de celulose e 5 a 30% de hemicelulose) e entre 15 e 35% de lignina
(GLORIA & GUERREIRO, 2006).

Desta maneira € possivel inferir, através das diferentes quantidades de estruturas
observadas no sistema radicular, que 0 AHRN e AHVC resultaram em raizes com maior
propor¢ao de proteinas e maior permeabilidade em relacdo as demais, sendo provavelmente a
formacdo da parede celular primdria favorecida por essas duas substincias. Por sua vez, o
AHSOLO parece ter originado raizes com maiores quantidades de estruturas ligninicas,
resultando em menor permeabilidade e em maior rigidez radicular, favorecendo
provavelmente a formagdo da parede secundéria. O incremento de lignina e o estimulo ao
desenvolvimento da parede secundaria em raizes submetidas ao AHSOLO podem estar
associados aos maiores didmetros radiculares observados em plantas tratadas com este acido
himico.

Figura 21. Espectros 3C NMR CP MAS de raizes de plantas de arroz (Oryza sativa L.) da
var. BRS Esmeralda tratadas com 4cidos hiimicos extraidos de sedimentos do Rio Negro-
AM (AHRN), vermicomposto (AHVC) e Organossolo (AHSOLO).
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Tabela 5. Distribuicdo relativa de tipos de carbono (%) nos espectros °C NMR CP MAS em
raizes de plantas de arroz (Oryza sativa L..) submetidas a diferentes dcidos himicos.

CAlq' H,R CAlq' O,N CAlq' (0] CAlq' di-O CAr' H,R CAr' (0] CC()()-H,R

0-46 46-59 59-91 91-110 110-142  142-156 156-186
ppm
CONTROLE 13,0208 5,2083 52,0833 12,5000 5,7292 3,1250 8,3333
AHRN 13,1579 5,7895 51,5789 12,1053 5,7895 3,1579 8,4211
AHVC 12,3711 5,1546 51,5464 12,3711 6,7010 3,6082 8,2474
AHSOLO 10,4167 4,1667 52,0833 13,5417 7,2917 4,1667 8,3333

A Figura 22A foi elaborada a partir da andlise qualitativa dos espectros puros
trabalhados no Software ACD/Labs v.12.01 e obtidos pela 5C NMR CP MAS de raizes de
plantas de arroz (Oryza sativa L.) da var. BRS Esmeralda cultivadas em condi¢do normal
(controle) e sob aplicacio de AHRN, AHVC e AHSOLO. Este grifico demonstra as
diferencas existentes entre os espectros das amostras submetidas aos diferentes tratamentos,
as quais ndo sdo totalmente perceptiveis apenas observando os picos espectrais.

A andlise das componentes principais, representada na Figura 22A, explicou 85% da
variabilidade total dos dados. A primeira componente principal (CP-1) foi responsavel por
explicar 70% da variac@o, enquanto a segunda componente (CP-2) explicou 15%. A média
amostral das raizes tratadas com o AHRN correlacionou-se negativamente com as duas
primeiras componentes, enquanto em contrapartida, a média das amostras radiculares
submetidas ao AHVC correlacionou-se positivamente com ambas as dimensdes. J4 as raizes
controle apresentaram correlagdo positiva com a segunda componete, porém negativa com a
primeira, sendo o oposto observado na média das raizes em que foram aplicadas AHSOLO.

Pela andlise geral desta Figura, fica evidente as alteracdes no perfil metabdlico das
raizes mediante os diferentes dcidos himicos aplicados. E possivel perceber, apesar das
diferencas, que as raizes de plantas submetidas ao AHSOLO e AHVC apresentaram espectros
que demonstram certa semelhanca nos seus perfis metabolicos, uma vez que estas estdo
associadas positivamente a primeira componente principal, responsdvel por explicar o maior
percentual de variabilidade dos dados. Enquanto as raizes tratadas com AHRN aparecem
como as que apresentaram os espectros menos distintos em comparagao aos obtidos em raizes
de plantas sem aplicacdo de 4cido humico.

A andlise das componentes principais baseada distribuicdo relativa dos tipos de
carbono em raizes de plantas de arroz (Oryza sativa L.) da var. BRS Esmeralda cultivadas em
condi¢cdo normal (controle) e sob aplicacio de AHRN, AHVC e AHSOLO, representada na
Figura 22B, justificou 86% da variabilidade nas duas primeiras componentes, sendo 76% da
variagdo justificada pela componente principal 1 (CP-1). J4 a componente principal 2 (CP-2)
explicou 10% da variabilidade dos dados.

As estruturas de carbono Caquii-H,R € Caiquii-O,N apresentam alta correlagdo entre si,
estando positivamente correlacionadas ao primeiro componente e correlacionadas de maneira
negativa ao segundo componente. As estruturas anteriormente citadas apresentam correlacao
negativa com as estruturas do tipo Caquii-O, sendo esta positivamente correlacionada com a
segunda componente, e negativamente correlacionada com a primeira componente. Ja os tipos
de carbono responsdveis por estrutruras aromdticas (Carom-O,N € Carom-H,R) possuem elevada
correlagdo entre si, e estdo associados negativamente tanto ao primeiro quanto ao segundo
componente.

As raizes de plantas que ndao foram submetidas a aplicacdo de dcidos hiumico
apresentam as correlagdes positivas mais baixas com as quantidadades de estruturas de
carbono analisadas. As raizes de plantas tratadas com AHRN apresentam forte correlacdo
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positiva com as estruturas Capy-H,R € Canyi-O,N. A aplicacio de AHVC e de AHSOLO
resultou em raizes que apresentam alta correlacdo com as estruras de carbono do tipo Cajquir-
O, Caiquirdi-O, Carom-O,N € Carom-H,R, demonstrado as similaridades observadas no perfil
metabodlico dessas raizes. Porém, as raizes tratadas com AHSOLO estdo mais fortemente
correlacionas as estruturas aromadticas observadas, enquanto as tratadas com AHVC
apresentam maior correlacdo com as estruturas alifaticas funcionalizadas (Figura 22B).

A B

Figura 22. A) Anilise das componentes principais dos espectros puros obtidos por *C NMR
CP MAS de raizes de plantas de arroz (Oryza sativa L.) da var. BRS Esmeralda
cultivadas em condicao normal (controle) e sob aplicacdo de AHRN, AHVC e AHSOLO.
B) Anélise das componentes principais para a distribuicao relativa de tipos de carbono em
raizes de plantas de arroz (Oryza sativa L.) da var. BRS Esmeralda cultivadas em
condi¢@o normal (controle) e sob aplicagdo de AHRN, AHVC e AHSOLO.

4.5.7 Analises de componentes principais

A andlise de componentes principais baseada nos parametros morfoldgicos
radiculares, na biomassa fresca e seca de raizes, bainhas e folhas, explicou 62,4 % da
variabilidade total nas duas primeiras componentes, sendo que 41,9% da variancia foi
explicada pela componente principal 1 (Diml), estando positivamente ligado a maioria das
varidveis. A componente principal 2 (Dim2) explicou 20,5% da variabilidade dos dados,
sendo o diametro radicular positivamente correlacionado a esta componente, € negativamente
correlacionado a primeira componente (Figura 23).

As varidveis comprimento, drea e, principalmente, didmetro radicular sdo as mais
positivamente correlacionadas ao tratamento com AHSOLO. O didmetro radicular esta
negativamente associado as varidveis: quantidade de raizes finas, massa seca radicular e
quantidade geral de raizes. O volume e quantidade de raizes e a massa fresca e seca de todos
os Orgdos vegetais estdo correlacionados de forma positiva a aplicacio de AHVC. As
variaveis massa fresca de raizes e de folhas, e massa seca de bainhas e de folhas, estio
correlacionadas de forma extremamente positiva. A maioria das varfaveis estao negativamente
relacionadas as amostras sem aplicacdo de dcido humico (Figura 23).
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Figura 23. Andlise das componentes principais para as nove varidveis radiculares mensuradas
e para as massas frescas e secas (g) das raizes, bainhas e folhas de arroz da var. BRS
Esmeralda em condi¢do normal (controle) e sob aplicacio de AHRN, AHVC e AHSOLO.

A partir da Figura 24, € possivel afirmar que as duas primeiras componentes principais
explicaram 67,4 % da variabilidade total dos dados, baseados nos teores de metabdlitos
soliveis em raizes, bainhas e folhas, e nos teores de pigmentos fotossintéticos. A primeira
componente principal (Diml) foi responsavel por explicar 39,2% da variagdo, enquanto a
segunda componente (Dim2) explicou 28,2% da variancia.

O controle estd associado fortemente, de forma positiva, a componente principal 2,
estando os teores de amino livre em bainhas e raizes correlacionados positivamente a este
tratamento. Os teores de clorofila a e b, e o teor de agucares soliveis em raizes, estdo
correlacionados positivamente ao teste com AHSOLO. O AHRN esté positivamente ligado ao
teor de carotendides e ao teor de NH;" em raizes e folhas. J4 o teor de NOs3™ e de agucares
soliveis na bainha apresentou correlagdo positiva com o teste contendo AHVC (Figura 24).

Os teores de amino livre nas raizes e bainhas apresentam uma alta correlagdo positiva
entre si, estando relacionados de forma negativa aos teores de agucares soliveis em raizes, e
de clorofilas a e b. Os teores de NH4" e de NO5 nas bainhas, assim como os teores de NO3
nas raizes e de NH," nas folhas e raizes, correlaionaram-se de maneira negativa (Figura 24).
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Figura 24. Andlise das componentes principais para os teores de metabdlitos soliveis e de
pigmentos fotossintéticos de arroz da var. BRS Esmeralda em condicdo normal (controle)
e sob aplicacdo de AHRN, AHVC e SOLO.
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4.6 CONCLUSOES

As plantas tratadas com os AH extraidos de diferentes materiais apresentaram
aumento no desempenho fotossintético 144 horas apds aplicacdo, tendo ocorrido inicialmente
um decréscimo. A reducdo inicial na eficiéncia fotossintética atuou como um fator de
sinalizacdo para as plantas, o que posteriormente levou ao aumento do desempenho vegetal.

Os dcidos himicos com maior alifaticidade, AHVC e AHRN, foram responsaveis por
um maior incremento na producdo de biomassa fresca e seca das plantas, assim como no
nimero de raizes. J4 o 4dcido himico que apresentou maior grau de aromaticidade estimulou
em maior intensidade o aumento do comprimento e do didmetro médio das raizes.

Houve modificagdes diferenciadas nas caracteristicas estruturais das raizes por efeito
dos acidos humicos, associadas ao desenvolvimento da parede celular vegetal. O AHSOLO,
mais hidrofébico, resultou em raizes de plantas com maior quantidade de estruturas
associadas a presenca de lignina, havendo estimulado o aumento na quantidade de raizes de
maior didmetro.

O AH de maior polaridade foi responsdvel pelo maior teor de NOj3 nas raizes,
enquanto os demais resultaram em maior teor de NH,*. As plantas tratadas com o AH mais
hidrofébico apresentaram o menor teor de aminodcidos livres nas raizes, enquanto o mais
polar apresentou o menor teor deste metabolito solivel nas folhas.
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5. CAPITULO III

EFEITO DE ACIDO HUMICO DE VERMICOMPOSTO EM PLANTAS
DE ARROZ (ORYZA SAT/VAL.) SOB CONDICAO HIiDRICA
ADVERSA
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5.1 RESUMO

As substancias humicas sao responsdveis por diversos efeitos positivos em condig¢des
adversas, tanto no solo quanto nas plantas. Diversos estudos tém sido realizados nesta area,
visando compreender os mecanismos pelos quais os AH exercem sua bioatividade. Os acidos
himicos extraidos de vermicomposto tém sido os mais utilizados e promissores, sendo uma
alternativa para a producao vegetal sustentdvel. A disponibilidade de dgua é o fator ambiental
que mais limita a sustentabilidade dos sistemas agricolas, uma vez que a maior parte da
biomassa fresca das plantas € composta por dgua, correspondendo ao principal constituinte
vegetal. Devido aos efeitos benéficos evidenciados dos dcidos himicos em condigdes de
menor disponibilidade de dgua, o objetivo deste capitulo foi avaliar os efeitos de AH extraido
vermicomposto (AHVC) no desenvolvimento, morfologia e metabolismo de plantas de arroz
submetidas a estresse hidrico. A espécie utilizada no estudo foi o arroz (Oryza sativa L.) da
variedade BRS Esmeralda, cultivado em casa de vegetacdo climatizada, localizada no
Departamento de Solos da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. Visando estabelecer
a dose de melhor resposta do AH, foram previamente testadas concentracdes crescentes (0, 2,
5, 10, 30 e 50 mg de AH.L'I), e avaliada qual a que mais estimulou o desenvolvimento das
plantas, sendo a de 5 mg de AHVC.L'. As plantas foram cultivadas em solucdo nutritiva de
Hoagland a Y2 forga i6nica e N-NOs a 2 mM, e o pH ajustado a 5,6. Quinze dias apds o
transplantio se iniciou a aplica¢do do 4cido himico de vermicomposto, apds cinco dias de
tratamento as plantas foram coletadas. O delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado, com quatro tratamentos (Controle; AH; PEG-6000; AH+PEG-6000)
e vinte repeti¢des, sendo o estresse hidrico induzido de forma gradual. As analises estatisticas
foram realizadas no programa Statgraphic plus v.5.5 e no software estatistico R, os testes de
médias foram feitos por tukey (p<0,05) e a ordenacdo dos dados foi realizada pela anélise de
componentes principais. Foram avaliados parametros do metabolismo fotossintético,
desenvolvimento radicular, acimulo de biomassa, pigmentos fotossintéticos e metabdlitos
soliuveis. A aplicacio de AHVC em plantas sob estresse hidrico foi eficiente para a
manuten¢do do indice de desempenho fotossintético, impedindo que o desempenho fosse
abaixo do observado em plantas cultivadas em condicdes normais e ao de plantas submetidas
ao PEG-6000. O 4cido himico desencadeou efeito protetor no metabolismo e crescimento
vegetal em condicoes de baixa disponibilidade de d4gua, amenizando as redu¢des na biomassa
das plantas, e na emissdo, comprimento, drea, volume e didmetro das raizes, uma vez que as
plantas tradatas com AH+PEG apresentaram valores maiores de biomassa fresca e de todos os
paramétros relacionados ao sistema radicular do que as plantas submetidas apenas ao PEG-
6000. Os teores de metabdlitos soliveis, assim como a biomassa seca das plantas,
demonstraram que este AH atuou na regulacdo osmotica das plantas, auxiliando na protecao
ao estresse.

Palavras-chave: Substancia himica. Bioatividade. Protec¢do. Estresse Hidrico.
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5.2 ABSTRACT

Humic substances are responsible for several positive effects on soil and plants under adverse
conditions. Several studies have been conducted in this area, aiming to understand the
mechanisms by which HA exert their bioactivity. Humic acids extracted from vermicompost
have been the most used and promising, being an alternative for sustainable crop production.
Water availability is the environmental factor that most limits the sustainability of agricultural
systems, since most of the fresh plant biomass is composed of water, corresponding to the
main plant constituent. Due to the evidenced beneficial effects of humic acids in conditions of
less water availability, the objective of this chapter was to evaluate the effects of
vermicompost extracted HA (HAVC) on the development, morphology and metabolism of
water stress-conditioned rice plants. The species used in the study was the rice (Oryza sativa
L.) of the BRS Esmeralda variety, grown under a greenhouse, located in the Department of
Soils of the Federal Rural University of Rio de Janeiro. In order to establish the dose of better
AH response, increasing concentrations (0, 2, 5, 10, 30 and 50 mg of HA.L'I) were previously
tested, and the most stimulated the development of the plants was evaluated, with 5 mg of
HAVC.L". The plants were cultured in Hoagland nutrient solution at %2 ionic strength and 2
mM N-NOs-, and the pH adjusted to 5.6. Fifteen days after transplanting, the humic acid of
vermicompost was started, after five days of treatment the plants were collected. The
experimental design was completely randomized, with four treatments (Control, HA, PEG-
6000, HA + PEG-600) and twenty repetitions, with water stress being gradually induced.
Statistical analyzes were performed in the Statgraphic plus v.5.5 program and in the R
statistical software, mean tests were done by tukey (p <0.05) and the ordering of the data was
performed by principal components analysis. The parameters of photosynthetic metabolism,
root development, biomass accumulation, photosynthetic pigments and soluble metabolites
were evaluated. The parameters of photosynthetic metabolism, root development, biomass
accumulation, photosynthetic pigments and soluble metabolites were evaluated. The
application of AHVC in plants under water stress was efficient to maintain the photosynthetic
performance index, preventing the performance to be below that observed in plants grown
under normal conditions and those submitted to PEG-6000. Humic acid triggered a protective
effect on metabolism and plant growth under conditions of low water availability, softening
reductions in plant mass, and on emission, length, area, volume and diameter of roots, since
plants traded with AH + PEG showed higher values of fresh biomass and all root system
related parameters than plants submitted only to PEG. The soluble metabolites contents, as
well as the dry biomass of the different plant parts, demonstrated that this HA acted in the
osmotic regulation of the plants, helping in the protection against stress.

Key words: Humic substance. Bioactivity. Protection. Water stress.
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5.3 INTRODUCAO

As substancias hudmicas influenciam diretamente a estrutura fisica, quimica e
microbioldgica dos ambientes onde estdo presentes, assim como afetam o metabolismo e o
crescimento das plantas. Uma das principais vantagens dessas substiancias € que sdo
compostos produzidos como resultado de processos naturais. As SH obtidas a partir de
vermicomposto constituem as mais usadas e promissoras, € seu uso na producdo de plantas
pode ser uma via para o desenvolvimento sustentidvel (CANELLAS et al., 2005).

Entender as relacdes entre estrutura-propiedade-fungao das substincias humicas se faz
importante para explicar os mecanismos pelos quais atuam no organismo vegetal. Os efeitos
dos 4cidos hiimicos no sistema de defesa das plantas t€ém sido grande alvo de pesquisas nas
dltimas décadas (GARCfA, 2013). Diversos estudos demonstram os beneficios dos acidos
himicos em plantas submetidas a diferentes estresses, como o estresse salino, toxidez por
metais pesados, por aluminio, por efeito de herbicidas e pesticidas, estresse hidrico, entre
outros (BURNS et al., 1986; CIMRIN et al., 2010; GARCIA et al., 2012; OUNI et al., 2014;
GARCIA et al., 2014; BUYUKKESKIN et al.,2015).

De forma geral, os estresses abidticos tém grande influéncia negativa nos rendimentos
vegetais, ainda mais se acontecerem combinagdes destes, 0 que em muitos casos sdo fatais
para o desenvolvimento das culturas (MITTLER, 2006). Em consequéncia da baixa
disponibilidade de dgua ocorre reducdo na condutincia estomadtica, alteracdo no potencial
hidrico dos 6rgdos vegetais, na taxa de assimilacdo de CO, e na taxa de transpiracio (TAIZ et
al., 2017). Assim como outras espécies, o arroz reage ao déficit hidrico com reducdes na area
foliar e na producdo de biomassa, reducdo na altura da planta, abortamento de perfilhos,
atraso do estdgio reprodutivo, e alteracdes na profundidade de enraizamento e massa seca das
raizes (GUIMARAES et al., 2011).

Sabe-se que o estresses hidrico acelera a producdao de EROs nas plantas. As EROs
nem sempre constituem espécies nocivas pois naturalmente as plantas produzem quantidades
de O,.- de 140 pM.s'1 e 0,5 pM.s'1 de H,O, em cloroplastos. No entanto, a presenca de um
estresse quebra a homeostase e acrescenta esses conteddos até 720 uM.s™' de O, e 15 pM.s’1
de H,O, (MITTLER, 2002; MITTLER et al., 2004).

Os é4cidos humicos tém demonstrado capacidade de reduzir os efeitos negativos
resultantes da baixa disponibilidade de 4gua em diferentes espécies de plantas. A aplicac¢do de
SH em plantas submetidas a essas condi¢des exerce influéncia no sistema de defesa oxidativo,
nos teores de pigmentos fotossintéticos e nos teores de prolina. Foi demonstrado que o
“estresse coloidal” resultante do acimulo de 4cidos humicos nas raizes, o que causa
entupimento dos poros, é responsdvel por alteracdes metabdlicas e pela regulacdo dos niveis
de EROs e atividade de enzimas anti-oxidativas (ALI & NEUMANN, 2009; GARCIA et al.,
2012, 2014; AGUIAR et al., 2016).

Devido a série de efeitos benéficos evidenciados dos dcidos himicos em plantas sob
condicdes adversas, este capitulo teve como objetivo discutir as respostas morfologicas,
metabodlicas e no crescimento de plantas de arroz (Oryza sativa L.) da variedade BRS.
Esmeralda pela aplicac¢do de dcido himico de vermicomposto submetidas a estresse hidrico.
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5.4 MATERIAL E METODOS
5.4.1 Localizacao e caracterizacao do experimento

O experimento foi conduzido no Departamento de Solos da Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, localizada em Seropédica-RJ. As atividades ocorreram no
Laboratério de Quimica Biolégica do Solo, no Laboratério de Nutricdo Mineral de Plantas e
no Laboratério de Estudos das Relagdes Solo-planta. A espécie utilizada no estudo foi o arroz
(Oryza sativa L.) da variedade BRS Esmeralda, cultivado em casa de vegetacdo climatizada
(Figura 25).

Figura 25. Ensaio experimental na casa de vegetacio.

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. Quatro dias apds a
germinacdo das sementes, as plantulas receberam uma solucdo de Hoagland (Hoagland e
Arnon,1950) modificada a 1/8 da forca idnica total. Apds dois dias foi trocada a solucdo de
Hoagland para 1/4 da forca idnica total, e novamente trocada depois de mais dois dias para
1/2 forca idnica total. Dois dias apds a ultima troca de solucdo, as plantas foram
transplantadas para potes de 0,7L contendo solucdo de Hoagland a 1/2 forca idnica total.
Todas as solugdes preparadas tinham como fonte de nitrogénio N-NO3™ a 2mM e pH ajustado
a 5,6. Quinze dias apds o transplantio foi iniciada a aplicacdo dos tratamentos, e cinco dias
apos o inicio dos testes ocorreram as coletas.

5.4.2 Aplicacio dos tratamentos

Foi realizado um ensaio experimental onde ocorreu aplicagdo de 4dcido himico via
sistema radicular em plantas de arroz da var. BRS Esmeralda sob condi¢des normais e de
déficit hidrico induzido por polietileno glicol (PEG-6000). Adotaram-se quatro tratamentos:
controle; AH (5 mg.L"); PEG-6000; AH (5 mg.L’l) + PEG-6000. As plantas foram submetidas
ao estresse hidrico de forma gradual, no inicio dos tratamentos a inducdo ao estresse se deu
por PEG-6000 aos 15%, um dias ap6s a aplicagdo do PEG a concentragdo foi alterada para
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20%, e passados mais dois dias foi aplicado PEG aos 25%, permanecendo nesta concentraciao
até o momento da coleta.

O 4cido humico selecionado e utilizado foi o extaido de vermicomposto, uma vez que
pela avaliacdo dos dados e resultados obtidos no capitulo 2 deste documento, de uma forma
geral, este AH apresentou os melhores efeitos no desenvolvimento e metabolismo das plantas
de arroz da var. BRS Esmeralda em comparacdo com as demais substancias hiimicas testadas.
A dose de AHVC aplicada neste experimento foi a mesma utilizada anteriormente,
selecionada por ser a melhor concentragdo obtida em resultados de experimento prévio
(Figura Al e A2), sendo 5 mg de AHVC.L", diluida diariamente na soluco.

5.4.3 Avaliacio da cinética de emissao da fluorescéncia transiente da clorofila a

A fluorescéncia transiente da clorofila a foi medida utilizando-se um fluordmetro portatil
(HandyPEA, Hanstech, King’s Lynn, Norkfolk, UK). Os clipes utilizados para estas medicoes
foram colocados no terco médio de folhas jovens completamente expandidas, durante os cinco
dias apds o inicio dos tratamentos, as 7:00, e as medi¢des foram realizados 20 minutos apds a
adaptacdo das folhas ao escuro. A emissao de fluorescéncia foi induzida em uma érea de 4
mm de didmetro da folha pela exposi¢cdo da amostra a um pulso de luz saturante numa
intensidade de 3.000 pmol m™ s, sendo o intervalo entre os pulsos de 500ms. A partir da
curva de emissdo de fluorescéncia transiente obtida, as intensidades determinadas a 50us
(fluorescéncia inicial - F0), 100, 300us, 2 e 30 ms e FM (fluorescéncia médxima), foram
utilizadas para o cdlculo dos parametros estabelecidos pelo Teste JIP (STRASSER e
STRASSER, 1995) (Tabela 6).

Tabela 6. Principais parametros do teste JIP (Adaptada de YUSUF et al., 2010).
Parametros de fluorescéncia calculados a partir dos dados primarios obtidos
Fv=Fu-F, Fluorescéncia variavel.
Fyv/Fum Rendimento quantico maximo do FSII.
Fluorescéncia varidvel relativa em um tempo “t”.
VeV Fluorescéncia varidvel relativa em relaga ivel J
¢do ao nivel J.
Vi Fluorescéncia varidvel relativa em relagdo ao nivel 1.
. e . . 1 A .
M = 4(F300us —Fo)/(FarFo) E:rclllixte1{1}1021afl(t)2‘1pr0x1mado (em ms) da fluorescéncia
Area total normalizada complementar correspondente apenas a
S, = Vi/M, fase OJ (reflete um dnico volume de eventos de reducdo de
Qu).
Area total normalizada complementar acima da curva OJIP
(reflete miltiplos eventos de reducdo da Qa).
Nuimero total de elétrons transferidos para a cadeia de
N = S./S; transporte de elétrons entre o tempo de O et (necessario para
atingir Fy).
Atividade especifica por centro de reacao (RC)
ABS/RC = M, (1/V;) (1/4Po) Medidfil do tamanho aparente do sistema antena ou o fluxo de
absorcao por RC.

S, = (Area)/(Fy — Fy )

Continua...
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Continuacdo da Tabela 6.
Atividade especifica por centro de reacao (RC)

Miéxima taxa pela qual um éxciton é capturado pelo RC
resultando em uma redugao da plastoquinona (QA").

ETy/RC =M, (1/V;) ¥, Reoxidacdo da QA" via transporte de elétrons em um RC ativo.

Razdo de dissipacdo total de energia de excitacdo ndo

DIy/RC = (ABS/RC) — (TR(/RC)  capturada do total de RC, sendo a dissipag@o neste caso a perda
de energia na forma de calor.
Reduc¢do do aceptor final de elétrons no lado do aceptor de

TRy/RC =M, (1/Vy)

RE/RC elétrons do FSI por RC.
Rendimentos energéticos ou taxas de fluxo
¢P0O = TR(/ABS = Fy/Fy Rendimento quantico maximo fotoquimico.

Rendimento quintico de transporte de elétrons de QA" para o
intersistema de aceptores de elétrons.
¢DO0 = 1 — ¢Po = (Fy/Fy) Rendimento quantico para dissipag¢do de energia.
Rendimento quantico de transporte de elétrons de QA para o
RO = RE/ABS aceptor final (c]le elétrons do FSE AP
Eficiéncias
Eficiéncia com que um éxciton capturado no RC pode mover
um elétron de Q, para o intersistema de aceptores de elétrons.
Eficiéncia com que um éxciton capturado no RC pode mover
po = REy(/TR, 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
O0Ry =REy/ ET) aceptores de elétrons reduzidos no intersistema para o aceptor
final de elétrons do FSI.
Indices de desempenho
PIsgs = (RC/ABS) B (9po/10S@p) Indice de desempenho fotossintético (conservagdo de energia a
0Si (Yo/10¥,) = (RC/ABS) B partir do éxciton para a redugdo dos aceptores de elétrons do
(TRy/Dly) x (ET¢/1TSET),) intersistema).
Indice de desempenho fotossintético total (conservagdo de

Plio.1 = PIags BS (060/1Bd) energia a partir de éxciton para a reducdo de aceptores finais
do FSI).

¢EO0 = ET/ABS

\VE() = ET()/T R()

5.4.4 Avaliacao da massa fresca e seca da parte aérea e radicular

Para avaliacdo da massa fresca das plantas, apds a coleta foram separadas e pesadas as
folhas, bainhas e raizes de cada planta individualmente, utilizando balanca digital com
precisdo de quatro casas decimais.

Em seguida, as plantas foram armazenadas em envelopes de papel e transferidas para
estufa secadora, permanecendo assim por 72 horas a 60 °C. Passado esse periodo pesou-se a
massa seca do sistema radicular e dos 6rgdos da parte aérea de cada planta, utilizando balanca
digital de precisao.

5.4.5 Analise da morfologia e desenvolvimento radicular

A avaliagdo do desenvolvimento do sistema radicular das plantas mediante os
diferentes caracteres morfoldgicos foi realizada de acordo com a metodologia descrita por
Tavares (2014). Resumidamente, o sistema radicular das plantulas de arroz foi uniformemente
distribuido em uma camada de d4gua em bandeja transparente de acrilico (30 cm x 20 cm) para
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a digitalizac@o em resolugdo de 600 dpi (Figura 9. C). Utilizou-se um sistema de digitaliza¢ao
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, Canadd Inc.) para andlise dos caracteres da raiz e para sua
quantificacdo. As imagens foram analisadas usando um grid de calibracdo com uma escala de
referéncia e alteraram-se as configuragdes de entrada para raizes palidas em um fundo preto
(WinRhizo Arabidopsis 2012b). Em seguida os dados foram gerados através do software
XLRhizo (Régent Instruments, Quebec, Canada Inc.).

Foram analisados e quantificados cinco parametros radiculares: nimero de raizes,
comprimento médio (mm), drea de superficie (mmz), didmetro médio (mm) e volume (mm?3).
Também foi definido e medido o nimero de raizes mediante classificacdo em classes quanto
ao diametro: superfinas (< 0,5 mm), finas (0,5 - 1,5 mm), médias (1,5 - 3,5 mm) e grossas (>
3,5 mm).

5.4.6 Determinacao dos teores de pigmentos fotossintéticos

A determinagdo dos teores de clorofilas a e b e de carotendides ocorreu de acordo com
Lichtenthaler (1987). Em frascos tipo falcon contendo 10 mL de acetona 80%, foram
adicionados 100 mg de folhas frescas fragmentadas. Os tubos foram levados para agitagdo sob
baixa temperatura durante 72 horas, sempre no escuro. Apds esse periodo, as amostras foram
levadas para a leitura espectrofotométrica, sendo o espectrofotdmetro zerado com a solugdo
cetonica. Os comprimentos de onda utilizados para a leitura foram de 661,6 nm para clorofila
a (Ca); 644,8 nm para clorofila b (Cb); e de 470 nm para carotendides (caroteno + xantofilas).

O célculo da concentracdo da clorofila a, da clorofila b e dos carotendides foi
realizado de acordo com as equagdes abaixo, e expressas em ug por mL de extrato: Clorofila a
= 11,24 [A661,6] - 2,04 [A644.,8]; Clorofila b = 11,24 [A661,6] - 2,04 [A644.8]; e
Carotendides = (1000 [A470] - 1,90Ca - 63,14Cb)/214.

Considerando o volume total colocado nos 0,100 g iniciais como sendo 10 mL, cada
mL de extrato corresponde a 0,01 g (0,100/10,00) de massa fresca (MF). Nesse caso o
resultado final foi em pg/mL x 0,01 = pg/g MF.

5.4.7 Extracao alcodlica do material fresco e dosagem das fracgoes soltiveis

A extracdo alcodlica e particdo com cloroférmio foram realizadas segundo Fernandes
(1984), como descritas a seguir:

Apo6s 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
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 separagdo das fragdes 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
andlises posteriores conforme descrito a seguir.
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5.4.8 Determinacao dos teores de N-NO3’

A determinacao 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 concentragdes 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 reacao 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 na determinacdo de nitrato em solucdo. Em uma microplaca de 96 pogos, foram
pipetados 30uL. da amostra e 60 uLL de uma solucdo resultante da mistura de VCL; 0,5%
(m/v) em HCI 1M + sulfanilamida 0,4% (m/v) em HCl IM + N'(1- naftil) etilenodiamnino
dihidroclorido (0,02% (m/v) em H2O ultrapura), na propor¢cdao de 2:1:1. Em seguida as
amostras foram colocadas em estufa a 40°C por 50 minutos, para acelerar o desenvolvimento
da cor, e apds o aquecimento foram adicionados 110 pL de H,O ultrapura e realizada a leitura
a 540 nm.

5.4.9 Determinacio dos teores de N-NH,"

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 sédio e a “solucdo B” composta de 3% de NaOH e
0,062% de dicloroisocianurato de s6dio. Uma aliquota de 0,5 mL da solucdo obtida do extrato
alcoodlico (diluida quando necessdria) foi acrescentada a 2,5 mL de cada solugdo, apds
homogeneizacdo e descanso por 1h 30min, as amostras foram lidas em espectrofotdmetro. O
NH,4CI (0,0; 10; 25; 50; 100; 200; 300; 400 nmoles de NH4" / 0,5 mL) foi utilizado para
confec¢do da curva padrao.

5.4.10 Determinacio dos teores de acgicares soliveis

A determinacdo dos teores de agucares soluveis foi realizada segundo Yemm & Willis
(1954). Em tubos de ensaio de 2,5 cm de diametro imersos em banho de gelo foram
adicionados 5 mL do reagente de antrona (2% em H,;SO, 5:2), e apds 5 minutos de repouso,
adicionou-se lentamente 1 mL da solu¢do obtida do extrato alcodlico (diluida quando
necessdario), 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 coloracio
esverdeada caracteristica. Apds resfriamento em dgua corrente, as leituras
espectrofotométricas foram realizadas. A glicose (0, 20, 40, 50, 80 e 100ug mL'l) foi utilizada
como padrao.

5.4.11 Determinacao dos teores de N-amino livre

A determinagdo foi realizada de acordo com Yemm & Cocking (1955). Em tubo de
ensaio foi adicionado 0,5 mL de tampao citrato 0,2 M com pH 5,0; 1 mL da solugdo 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 colocados para aquecer em banho-maria a 100°C por 15 minutos. Apds esse
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periodo, os tubos com as amostras foram resfriados em 4dgua corrente por 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.

5.4.12 Analises estatisticas

O delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado, utilizando um total
de quatro tratamentos (Controle, AH, PEG e AH+PEG) e vinte repeticdes, contendo quatro
plantas por pote. As andlises estatisticas foram realizadas no programa Statgraphic plus v.5.5
e no software estatistico R, os testes de médias foram feitos por tukey (p<0,05) e a ordenacao
dos dados foi realizada pela andlise de componentes principais, os graficos foram elaborados
no programa Sigmaplot 10.0 e Microsoft Excel 2016.
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5.5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.5.1 Avaliacio da cinética de emissao da fluorescéncia transiente da clorofila a

Nas primeiras 24 horas apds o inicio dos testes ndo foram observadas alteragdes
significativas nos parametros fotossintéticos avaliados. Apos 48 horas foi observado reducdo
no indice de desempenho fotossintético (PIabs e PItotal) em plantas submetidas a aplicagao de
acido humico de vermicomposto, em relagdo aos tratamentos controle, PEG e AH+PEG.
Provavelmente este comportamento das plantas tratadas com AH foi influenciado pelo
aumento na perda de energia na forma de calor (DIo/RC) e redugdo na taxa de reoxidacdo da
plastoquinona (ETo/RC), também observados neste momento (Tabela 7 e Figura 26).

A partir das 72 horas ap6s aplicacdo dos testes, as plantas tratadas com AH passaram a
apresentar o maior indice de desempenho fotossintético total (Pltotal), enquanto as plantas
submetidas ao estresse hidrico (PEG-6000) tiveram os menores valores desse indice, assim
como a maior perda de energia na forma de calor (DIo/RC) e a maior taxa de reducdo da
plastoquinona (TRo/RC), resultando em diferencas significativas entre esses dois tratamentos.
O teste contendo AH+PEG proporcionou estabilizacio no desempenho fotossintético em
relac@o ao controle (Tabela 7 e Figura 26).

Depois de 96 horas sob as condicdes experimentais, a aplicacio de AH em plantas
submetidas ao estresse hidrico (AH+PEG) resultou no maior indice de desempenho
fotossintético (Plabs e Pltotal), enquanto as plantas que se encontravam em condicdes de
baixa disponibilidade de dgua (PEG-6000) apresentaram os menores valores, ocasionando em
diferencas significativas entre esses tratamentos. As plantas em que foram aplicadas apenas
AH tiveram diminui¢do no desempenho em relacdo ao registrado no momento anterior,
ficando mais préximo ao visto em plantas controle (Tabela 7 e Figura 26).

Por fim, ap6s 120 horas de contato das plantas com os testes, o estresse hidrico
continuou resultando no menor desempenho fotossintético total (Pltotal) observado entre as
plantas, diferindo significativamente das amostras que receberam substancia hiimica. Ambos
tratamentos contendo dcido hiimico de vermicomposto apresentaram indice de desempenho
fotossintético similares, sendo maiores do que o encontrado em plantas controle (Tabela 7 e
Figura 26).

Com os resultados obtidos, pode-se verificar que a partir das 72 horas apds inicio dos
tratamentos houve uma tendéncia no aumento do complexo antena (ABS/RC) de plantas
submetidas ao déficit hidrico (PEG), sendo provavelmente uma resposta com objetivo de
aumentar a captacdo luminosa visando aumentar a taxa fotossintética. Também foi observado,
aumento na perda de energia em forma de calor (DIo/RC), aumento na taxa de reoxidagao da
plastoquinona (ETo/RC) e dimuicdo na taxa de redugdo da plastoquinona (TRo/RC).

Inicialmente a aplicacdo do AH desencadeou um estresse no metabolismo vegetal,
sendo detectado primeiro do que o estresse desencadeado pelo déficit hidrico. Apds o estresse
inicial originado pela substancia himica de vermicomposto foi observado aumento no
desempenho fotossintético das plantas, sendo um indicio que este distdrbio inicial possa ter
resultado em aumento e melhoria do metabolismo vegetal, tendo a planta acelerado e
estimulado suas atividades metabdlicas como forma de aclimatacdo frente ao ‘“‘estresse”
detectado, alguns autores denominam esse processo como eustresse (PETROV et al., 2015).

A aplicacio de AH de vermicomposto em plantas sob condi¢des de baixa
disponibilidade hidrica (AH+PEG) preservou o indice de desempenho fotossintético,
resultando em protecdo contra o estresse hidrico, impedindo que o desempenho fosse abaixo
do observado nas plantas testemunha, e resultando em maior desempenho do que o observado
em plantas tratadas apenas com PEG-6000.
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Figura 26. Parametros do Teste JIP obtidos de arroz (Oryza Sativa L.) da var. BRS
Esmeralda submetido a aplicagdo de dcido himico de vermicomposto (AH), estresse
hidrico (PEG-6000) e dcido himico em conjunto com estresse hidrico (AH+PEG), em
relacdo aos valores do tratamento controle.

Tabela 7. Parametros da fluorescéncia transiente da clorofila a obtidos de arroz (Oryza Sativa
L.) da var. BRS Esmeralda submetido a aplicacdo de dcido himico de vermicomposto
(AH), estresse hidrico (PEG-6000) e 4cido humico em conjunto com estresse hidrico
(AH+PEG).

Tratamento PHIPo ABS/RC TRo/RC ETo/RC DIo/RC Piabs Pltotal

Controle 0,795 225N 1,78 1,00 047 222 16™

AH + PEG 0,79 2,25 1,78 0,99 0,47 2,16 1,59
H(Z):as PEG 0,79 2,21 1,75 0,99 0,46 2,3 1,72
AH 0,79 2,27 1,8 1,01 0,47 2,19 1,71
C.V (%) 0,64 5,79 5,39 4.1 7,5 13,16 15,82
Controle 0,78 ab 2,46 ab 1,92 ab 1,11 a 0,54 ab 2,06 ab 2,02 a
AH + PEG 0,79 a 2,42 ab 1,90 ab 1,12 a 0,52b 2,38 a 2,11 a
H?)?as PEG 0,79 a 2,30b 1,82 b 1,10 a 0,48 b 2,56 a 2,24 a
AH 0,76 b 2,75a 2,08 a 1,04 b 0,67 a 1,43 b 1,05b
CvV 2,27 11,23 9,03 3,48 19,45 29,78 29,63
Continua...
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Continuacdo da Tabela 7.
Tratamento PHIPo ABS/RC TRo/RC ETo/RC DIo/RC Piabs  Pltotal
Controle 0,77 242 ¢ 1,85¢ 1,07 ¢ 0,56 ¢ 1,87a 1,87 ab
AH + PEG 0,76 2,71b 207b 1,18ab 0,64b 1,57b 1,89ab

Horas PEG 0,76 2,93 a 223a 120a 0,70a 126c¢c 134b
AH 0,77 2,51 ¢ 193¢ 1,12bc  0,59c¢ 1,84a 220a

C.V 1,03 4,62 4,39 4,71 6,31 9,1 22,45
Controle 0,787 ¢ 2,47 a 195b 1,13 ab 0,52 a 2,11b 2,61 ab
AH+PEG 0/797ab  221b 1,76¢  1,07¢  045b 276a 3,07a

Hzfas PEG  0792bc 259a  206a 117a 054a 199b  214b
AH 0,800a 228D 1,83¢c  1,09bc  045b 2,64a 243 ab

C.V 0,61 4,34 4,14 2,83 5,57 10,9 21,57
Controle 0,78  246ab 193ab 1,08b 0,553ab 1,93b 244ab

AH + PEG 0,79 2,25¢ 1,77¢  1,090b  047c¢ 266a 284a

thr(;s PEG 0,78 2,60 a 204a 1,18a 0,56a 193b 2,07b
AH 0,79 232bc  1.84bc  1,10b  048bc 248a 275a

C.V 1,09 5,29 4,86 4.8 8,22 14,04 18,66

5.5.2 Producao de massa fresca e seca das plantas

A Figura 27A mostra as alteracdes na producdo de biomassa fresca (g) das plantas de
arroz submetidas a diferentes tratamentos. A aplicacdo de AHVC ocasionou em aumento
significativo da massa fresca vegetal (g) das raizes, enquanto o estresse hidrico levou a
reducdo. Em plantas submetidas ao estresse com aplicacdo concomitante de dcido humico
(AH+PEG) ndo houve raizes com massa fresca(g) significativamente diferentes das avaliadas
em plantas testemunha.

As bainhas e folhas apresentaram o mesmo comportamento, todos os tratamentos
resultaram em Orgdos vegetais com massa fresca (g) estatisticamente diferentes entre si.
Assim como para as raizes, a aplicacdo de 4cido humico resultou nos maiores valores de
massa fresca (g) dos outros 6rgdos. O déficit hidrico resultou nos menores valores de
biomassa fresca (g) na bainha e nas folhas. O tratamento contendo o 4cido himico e o indutor
de estresse hidrico (AH+PEG) foi responsdvel por uma producdo de massa fresca (g)
significativamente menor do que a de plantas controle, porém maior do que o observado em
plantas submetidas apenas ao estresse (Figura 27A).

A Figura 27A demonstra claramente o efeito protetor do 4cido huimico de
vermicomposto na manuten¢do hidrica das plantas submetidas ao estresse, principalmente nas
raizes, onde ndo houve diferencas na massa fresca (g) em relac@o ao controle, indicando que a
absocdo de dgua em condi¢des de baixa disponibilidade hidrica foi favorecida pela aplicacao
do AHVC.

Em relacdo a massa seca (g) das raizes, as plantas tratadas com PEG apresentaram
estatisticamente os maiores valores. O dcido hiimico proporcionou o aumento da massa seca
(g), porém sem diferir significativamente dos valores observados nas raizes dos demais testes.
O estresse em conjunto com o &4cido himico (AH+PEG) ndo resultou em diferencas
significativas com o controle (Figura 27B).

As plantas submetidas a aplicacio do AHVC foram as tnicas que apresentaram
aumento significativo na massa seca (g) da bainha em relagdo ao controle. O tratamento com
PEG e com AH+PEG ndo resultaram em bainhas com massa seca (g) significativamente
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diferente dos outros testes, porém os valores foram maiores do que os encontrados em bainhas
controle (Figura 27B).

A massa seca (g) das folhas apresentou o mesmo efeito observado para a massa fresca
(g) deste 6rgao. Comparado ao controle, o déficit hidrico resultou nos menores valores de
biomassa seca das folhas, ja o AH resultou em aumento significativo. O tratamento contendo
acido himico e o indutor de estresse hidrico (AH+PEG) resultou em massa fresca (g)
significativamente menor do que das plantas testemunha, porém maior do que o observado em
plantas submetidas apenas ao estresse (Figura 27B).

O efeito dos tratamentos sobre a massa seca (g) das plantas estd provavelmente
associado a um processo denominado ajuste osmotico, sendo uma regulacdo fisioldgica
desencadeada pela planta visando adaptacdo frente ao déficit hidrico (TAIZ et al., 2017).
Como observado na Figura 27B, as raizes de plantas submetidas ao estresse por PEG-600
apresentaram os maiores valores de massa seca, possivelmente influenciado pela quantidade
de solutos concentrados neste orgdo. Uma vez que o potencial hidrico da solugdo de cultivo
encontrava-se reduzido por efeito do PEG, ocorreu acimulo de solutos visando a reducao do
potencial osmético e, consequentemente, hidrico das raizes no intuito de gerar um gradiente
favoravel a absorcao de dgua.

Por sua vez, é provavel que tenha acorrido remobilizacdo dos solutos presentes nas
folhas para as raizes, justificando a menor massa seca nesta parte da planta. Segundo Batista
(2012), agumas respostas desencadeadas por plantas sob estresse hidrico sdo redu¢d@o no
crescimento, diminui¢do na drea foliar e senescéncia das folhas, sendo mecanismos que
diminuem a perda de dgua para a atmosfera.

Ao observar os efeitos dos diferentes testes na massa seca (g) das folhas também fica
nitido o efeito de protecdo e regulacdo desencadeado pelo dcido humico de vermicomposto
em plantas submetidas a condi¢des de baixa disponibilidade de dgua (AH+PEG).

A B

Figura 27. A) Massa fresca (g) produzida em diferentes 6rgdos vegetais de plantas de arroz
da var. BRS Esmeralda submetidas a aplicacao de dcido humico de vermicomposto (AH),
estresse hidrico (PEG-6000) e &4cido humico em conjunto com estresse hidrico
(AH+PEG). B) Massa seca (g) produzida em diferentes 6rgios vegetais de plantas de
arroz da var. BRS Esmeralda submetidas a aplicagao de acido himico de vermicomposto
(AH), estresse hidrico (PEG-6000) e 4cido humico em conjunto com estresse hidrico
(AH+PEG).
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Figura 28. Parte aérea e raizes de plantas de arroz da variedade BRS Esmeralda cultivadas
em condi¢des normais e sob estresse hidrico, com e sem aplicacdo de dcido himico de
vermicomposto.

5.5.3 Indicadores morfologicos radiculares

A Figura 29 revela que o efeito resultante dos diferentes testes foi similar nas
alteracoes de quantidade e de comprimento radicular (mm), havendo diferencas significativas
entre as raizes de todos os tratamentos. Ambos os parametros foram estimulados em maior
intensidade pelo teste com aplicacdo de AH, apresentando superioridade significativa aos
demais tratamentos. O estresse hidrico também resultou em aumento significativo na
quantidade e comprimento (mm) das raizes em relacdo ao controle, no entanto com menor
intensidade. As raizes tratadas com AH+PEG apresentaram nudmero e comprimento
significativamente maiores que o tratamento com PEG, porém inferiores aos obtidos em
raizes submetidas apenas ao AH.

A drea radicular (mm?) e o didmetro médio (mm/10) apresentaram comportamento
semelhante frente aos diferentes testes. As plantas submetidas ao déficit hidrico foram as
Unicas que ndo apresentaram diferencas significativas com o controle para estes indicadores
morfolégicos. Assim como para a quantidade e compimento (mm) de raizes, a aplicacdo de
AH resultou nos maiores valores de area (mmz) e didmetro médio (mm/10) radicular. As
plantas submetidas ao teste contendo AH+PEG demonstraram maior estimulo para estes
parametros do que as raizes de plantas controle e de plantas submetidas somente ao estresse
hidrico, todavia demostraram menor estimulo do que as plantas tratadas somente com AH
(Figura 29).

As raizes de plantas tratadas com PEG e com AH+PEG apresentaram volume (mm?)
estatisticamente diferente entre si, porém ambas nao diferiram do controle, embora o
tratamento com estresse tenha resultado em menor volume e o tratamento com AH+PEG em
maior volume do que as plantas testemunhas. A aplicacdo do dcido himico de vermicomposto
resultou em valores significativamente maiores deste pardmetro em comparacdo aos outros
testes (Figura 29).

Analisando a Figura 29 fica evidenciado que o estresse hidrico levou ao aumento da
quantidade e comprimento (mm) de raizes em comparacdo com plantas cultivadas em
condi¢cdes normais. A explicacdo para este efeito pode ser atribuida ao exposto por alguns
autores, onde afirmam que para evitar o estresse hidrico as plantas desenvolvem estratégias
para aumentar a captacdo de d4gua em profundidade, através do aumento na emissao de raizes
e do alongamento radicular (HENRY, 2013; FERREIRA, 2017).
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A aplicacdo de AHVC em condig¢des de estresse (AH+PEG) resultou em plantas com
quantidade e comprimento (mm) de raizes maiores do que em plantas apenas sob estresse
hidrico, além de apresentarem maior area (mmz), volume (mm3) e didmetro (mm/10)
radicular. Logo, a substancia himica contribuiu para o desenvolvimento do sistema radicular
de plantas nesta condi¢do adversa.
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Figura 29. Efeitos da aplicacdo de acido himico de vermicomposto (AH), estresse hidrico
(PEG-6000) e acido hiimico em conjunto com estresse hidrico (AH+PEG) em alguns
parametros do desenvolvimento radicular de plantas de arroz da var. BRS Esmeralda.

As plantas de arroz submetidas ao tratamento com AH apresentaram o maior estimulo
na emissdo de raizes em todas as classes de didmetro observadas. As raizes superfinas e
médias foram estimuladas de maneira similar pelos diferentes testes utilizados, nestas classes
de diametro as raizes submetidas ao estresse por PEG foram as tinicas que nao diferiram das
raizes controle. A aplicagdao do acido hiimico em plantas submetidas ao estresse (AH+PEG)
resultou em aumento significativo na quantidade de raizes superfinas e médias quando
comparado as raizes controle e sob estresse hidrico (PEG), sendo significativamente menores
apenas do que as encontradas em plantas sob aplicacao de AH (Figura 30).

O ndmero de raizes finas foi significativamente distinto em todos os testes adotados,
sendo o controle aquele que apresentou a menor quantidade dessas raizes. A ordem crescente
do ndmero de raizes finas observado pelos efeitos dos tratamentos foi: Controle < PEG <
AH+PEG < AH. Nas raizes de maior diametro (grossas), os dois tratamentos onde havia
inducdo ao estresse hidrico pela presenca de PEG nao resultaram em ntimero radicular
siginificativamente diferente do controle. As plantas submetidas ao AH foram as dnicas que
apresentaram respostas significativas no aumento da quantidade de raizes grossas (Figura 30).
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De acordo com Herder et al. (2010), o desenvolvimento de raizes mais finas é um
mecanismo desencadeado por plantas em situacdo de estresse hidrico com objetivo de
aumentar a absor¢do de dgua, uma vez que raizes de menor didmetro sao mais eficientes neste
processo. A afirmacdo do autor corrobora com os resultados observados na Figura 30, em que
apenas a emissao de raizes finas foi estimulada pelo déficit hidrico, em relacdo as raizes de
plantas testemunha, sendo um indicio de que as raizes com diametro (mm/10) entre 0,5 e 1,5
sdo importantes para a absorcdo de dgua. As raizes de plantas sob condi¢cdes de estresse e
aplicacdo de AHVC (AH+PEG) apresentaram melhores respostas no estimulo a emissdao de

raizes de todos os didmetros, com excessao das raizes grossas, evidenciando o efeito protetor
do acido humico.
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Figura 30. Efeitos da aplicacdo de acido himico de vermicomposto (AH), estresse hidrico
(PEG-6000) e acido himico em conjunto com estresse hidrico (AH+PEG) na quantidade
de raizes de arroz da var. BRS Esmeralda de diferentes didmetros (mm/10).

Figura 31. Sistema radicular de plantas de arroz da variedade BRS Esmeralda cultivadas em
condi¢des normais e sob estresse hidrico, com e sem aplicacdo de 4cido himico de
vermicomposto.
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5.5.4 Teores de pigmentos fotossintéticos

Como demonstrado na Figura 32, os pigmentos fotossintéticos avaliados apresentaram
diferentes respostas em seus teores pela aplicacdo dos testes. Um efeito ocorrido nos teores de
todos os pigmentos foi o valor significativamente maior em plantas tratadas com AH+PEG
em comparagdo ao controle.

O teor de clorofila a das plantas controle foi o menor entre todos, nao diferindo
significativamente apenas das plantas sob estresse hidrico (PEG). As plantas submetidas a
aplicacdo de AH apresentaram folhas com teor deste pigmento significativamente maior que o
controle, porém ndo resultou em diferencas com as plantas tratadas com PEG. O teste
contendo AH+PEG resultou no maior teor de clorofila a, sendo significativamente maior do
que o observado nos demais testes (Figura 32).

As plantas controle apresentaram o menor teor de clorofila b, porém sem diferir com
significancia das plantas tratadas com AH e das plantas sob déficit hidrico (PEG). O
tratamento de AH+PEG resultou no maior teor de clorofila b entre todos os testes, diferindo
significativamente apenas das plantas controle (Figura 32).

A aplicacdo de AH resultou em folhas com o menor teor de carotendides, no entanto,
estatisticamente sem diferencas com o controle. Os teores de carotendides encontrados nas
plantas tratadas com PEG e com AH+PEG nao apresentaram diferencgas significativas entre si.
Os tratamentos onde ocorreram indugdo ao estresse hidrico (PEG e AH+PEG) resultaram em
teores de carotendides significativamente maiores do que os observados nos outros testes
(Figura 32).

Autores como Marques et al. (2011), Oliveira et al. (2015) e Moro, Broetto & Moro
(2015), observaram que plantas em estidgio de desenvolvimento avancado e submetidas a
estresse hidrico de forma prolongada apresentaram reducdes nos teores de pigmentos
fotossintéticos. No entanto, foi observado no presente trabalho que as plantas de arroz em
estdgio inicial de desenvolvimento e submetidas a curto periodo de déficit hidrico tiveram
aumento nos teores de pigmentos fotossintetizantes, podendo esta ser uma resposta fisioldgica
inicial, desencadeada pelas plantas como forma de melhorar a eficiéncia fotossintética em
condic¢ao adversa.

No geral, os maiores teores de pigmentos foram observados em plantas submetidas
concomitantemente ao dcido himico de vermicomposto e ao estresse hidrico (AH+PEG). Este
efeito pode estar associado aos maiores valores no indice de desempenho fotossintético em
plantas sob este tratamento, sendo um possivel mecanismo para melhoria da taxa
fotossintética de plantas em condi¢des hidricas desfavoraveis.
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Figura 32. Teores de pigmentos fotossintéticos (ug. g'1 de massa fresca) em folhas de arroz da
var. BRS Esmeralda submetidas a aplicagdo de acido himico de vermicomposto (AH),
estresse hidrico (PEG-6000) e &4cido himico em conjunto com estresse hidrico
(AH+PEG).

5.5.5 Teores de metabolitos solaveis

A Figura 33 mostra que nas raizes, todos os testes adotados promoveram reduc¢io no
teor de N-NH4" quando comparado ao tratamento testemunha. As rafzes submetidas a
aplicacdo de AH e as raizes sob estresse por PEG ndo apresentaram teores de N-NH4" que
diferissem entre si, sendo significativamente menores do que o controle. J4 o teor de N-NH,"
nas raizes tratadas com AH+PEG diferiu de todos os outros observados, sendo o0 menor entre
0s tratamentos.

Na bainha apenas a aplicacio de AH+PEG resultou em teor que diferisse
estatisticamente do controle, havendo reducgdo significativa também quando comparado aos
demais tratamentos. Os outros testes adotados ndo apresentaram rafzes com teor de N-NH4"
significativamente diferente ao controle (Figura 33).

Nas folhas, todos os tratamentos envolvendo dcido himico de vermicomposto e/ou
estresse hidrico (AH, PEG e AH+PEG) resultaram em dimuni¢io do teor de NH,", em
comparacdo com as folhas de plantas controle, no entanto a aplicacdo de AH e de AH+PEG
ndo ocasionaram em teores significativamente diferentes do observado nas folhas controle. O
teor de N-NH4" das folhas de plantas sob estresse hidrico (PEG) foram os menores
observados, diferindo estatisticamente do controle (Figura 33).
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Figura 33. Teores de N-NH4* (umoles.g” de massa fresca) em tecidos de plantas de arroz da
var. BRS Esmeralda submetidas a aplicagdo de acido himico de vermicomposto (AH),
estresse hidrico (PEG-6000) e &4cido himico em conjunto com estresse hidrico
(AH+PEG).

De acordo com a Figura 34, os tratamentos em que houve inducdo ao estresse hidrico (PEG e
AH+PEG) resultaram em reducdo significativa do teor de N-NO;3 das raizes quando
comparado ao controle. Por mais que a a aplicagdo de AH foi responsdvel por um aumento no
teor de N-NOs', comparando com as raizes de plantas do tratamento testemunha, nio foi o
suficiente para apresentar diferencas significativas.

O 4cido huimico de vermicomposto exerceu efeito significativo na bainha das plantas,
aumentando o teor de N-NOs; em relacio ao observado em plantas ndo tratadas. Os
tratamentos de PEG e AH+PEG ndo resultaram em teores radiculares de N-NOj
estatisticamente diferentes do controle, porém, mesmo assim € possivel notar que houve
reducdo (Figura 34).

Nas folhas, o teste contendo AH ndo apresentou mudancas significativas no teor de N-NOj5
quando equiparado as plantas controle. J4 os tratamentos em que houve indugdo ao estresse
hidrico, contendo 4cido himico ou ndao (PEG e AH+PEG), levaram a reducdo neste teor de
maneira estatisticamente relevante (Figura 34).
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Figura 34. Teores de N-NO;™ (umoles.g” de massa fresca) em tecidos de plantas de arroz da
var. BRS Esmeralda submetidas a aplicagdo de dcido himico de vermicomposto (AH),
estresse hidrico (PEG-6000) e &4cido himico em conjunto com estresse hidrico
(AH+PEG).

A aplicacdao de AH resultou no menor teor de N-amino observado nas raizes, porém
sem diferir significantemente das plantas controle e das plantas em que foram aplicados
AH+PEG. As raizes de plantas submetidas ao estresse hidrico (PEG) apresentaram o maior
teor de N-amino, entretanto, também ndao houve mudancas com significancia estatistica em
relacdo as raizes controle e as tratadas com AH+PEG. A inducdo ao estresse hidrico (PEG) e
o teste contendo dcido humico (AH) foram os dnicos que resultaram em raizes com teores
significativamente diferentes entre si (Figura 35).

Na bainha, assim como nas raizes, as plantas que sofreram aplicacdo de AH tiveram o
menor teor de N-amino, enquanto as que passaram pelo déficit hidrico (PEG) demonstraram o
maior teor. A bainha de plantas submetidas ao AH ndo apresentaram teor de N-amino
significativamente diferente do observado nas plantas ndo tratadas. Foi possivel observar um
aumento no teor da bainha pela adog¢do do teste contendo AH+PEG, porém sem que houvesse
alteracdes significativas com o controle. A aplicacdo apenas de dcido himico (AH) resultou
em teor de N-amino na bainha estatisticamente superior ao encontrado no controle, todavia
sem diferir do observado em plantas que receberam &acido humico associado ao estresse
hidrico (AH+PEG) (Figura 35).

A inducdo ao estresse hidrico por PEG foi responsdvel pelo maior teor de N-amino
observado em folhas, significantemente diferente do observado em plantas controle. Os
tratamentos com AH e AH+PEG resultaram em plantas com teor de N-amino nas folhas em
que ndo houve diferencas significativas com os demais testes, mesmo apresentando valores
menores do que o observado em plantas sob estresse hidrico (PEG), e maiores do que os
encontrados em plantas testemunha (Figura 35).

Os menores teores observados nas amostras dos tratamentos com AH, de maneira
geral, € um indicio de que essas plantas utilizaram maior quantidade de aminodacidos livres
para o seu desenvolvimento, o que reflete em uma maior producdo de biomassa.
Possivelmente, as plantas submetidas ao estresse hidrico apresentaram os maiores teores de
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N-Amino livre devido a ocorréncia de um ajuste osmético. De acordo com Lisar et al. (2012),
o acimulo de solutos pela planta € uma resposta adaptativa de algumas espécies em condicao
de inadequada disponibilidade de dgua. Grant (2012) afima que vdarias moléculas estdo
associadas ao mecanismo de ajuste osmotico, incluindo diversos tipos de aminoécidos.

Figura 35. Teores de N-amino livre (umoles.g™' de massa fresca) em tecidos de plantas de
arroz da var. BRS Esmeralda submetidas a aplicagdo de dcido himico de vermicomposto
(AH), estresse hidrico (PEG-6000) e acido himico em conjunto com estresse hidrico
(AH+PEG).

A Figura 36 mostra que todos os testes com acido hiimico e/ou estresse hidrico (AH,
PEG e AH+PEG) resultaram em aumento significativo no teor de agucares soldiveis das raizes
em relacdo ao controle. Os tratamentos em que houve inducdo ao estre hidrico, com e sem
acido himico (PEG e AH+PEG), resultaram em valores no teor de acucares soliveis das
raizes significativamente maiores aos demais, ndo diferindo entre si. Assim como 0os outros
testes, a aplicagdo de AH levou a um aumento significativo no teor das raizes em relacdo ao
controle, porém também resultou em teor significativamente menor do que o resultante dos
testes contendo estresse hidrico (PEG e AH+PEG).

Na bainha, a aplicacdo de AH ndo exerceu alteracdes significativas no teor de agucares
soliveis, quando equiparado ao de plantas testemunha. As plantas submetidas ao estresse
hidrico induzido por PEG apresentaram bainhas com o maior teor entre todos, diferindo
significativamente dos demais tratamentos. Jd nas plantas onde houve aplicagdo de acido
himico concomitante ao estresse hidrico (AH+PEG), o teor dos agucares soliveis foi
significativamente menor do que o encontrado em plantas submetidas apenas ao estresse
hidrico e maior do que o observado nos outros testes (Figura 36).

As plantas controle apresentaram o menor teor de acucares soldveis foliar,
apresentando diferenca estatistica quando comparado aos demais tratamentos. O estresse
hidrico ao qual as plantas foram submetidas resultou no maior teor de agucares soliveis
verificado nas folhas, diferindo do teor das folhas nos demais testes. Os tratamentos contendo
acido humico, com e sem estresse hidrico (AH e AH+PEG), ndo resultaram em diferencas
entre si no teor de acucares, porém foram significativamente distintos aos demais (Figura 36).
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O ajuste osmético por meio do acimulo de solutos organicos nas plantas, entre eles
carboidratos, ¢ uma forma de assegurar a turgescéncia e o conteido de dgua nas células
(PAIXAO et al., 2014), sendo esta uma resposta observada nas plantas em condicdes de
déficit hidrico. Também € possivel observar que houve contribuicio do AH para o balango

osmotico em plantas sob estresse.

Figura 36. Teores de acucares soliveis (umoles. g'1 de massa fresca) em tecidos de plantas de
arroz da var. BRS Esmeralda submetidas a aplicagao de dcido himico de vermicomposto
(AH), estresse hidrico (PEG-6000) e 4cido humico em conjunto com estresse hidrico
(AH+PEG).

5.5.6 Analises de componentes principais

A andlise de componentes principais baseada nos parametros morfolégicos radiculares
e na massa seca radicular explicou 86,9 % da variabilidade total nas duas primeiras
componentes, sendo que 75,1% da variancia foi explicada pela componente principal 1
(Dim1), estando correlacionada positivamente a todas as varidveis envolvendo os parametros
radiculares. Ja a componente principal 2 (Dim2) explicou 11,8% da variabilidade dos dados,
sendo a massa seca das raizes positivamente correlacionada a esta componente, e
negativamente correlacionada a primeira componente (Figura 37).

O tratamento com 4cido himico de vermicomposto apresentou a maior correlacdo com
as variaveis radiculares, evidenciando o estimulo dessa substincia no desenvolvimento
radicular. Através da andlise também fica evidente o efeito protetor do AH no
desenvolvimento e morfogia das raizes sob estresse (AH+PEG), estando relacionado a estas
varidveis. O teste no qual foi induzido o estresse hidrico (PEG) estd associado as plantas com
maior massa seca de raizes (Figura 37).
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Figura 37. Andlise das componentes principais para as nove varidveis radiculares mensuradas
e para as massas seca (g) das raizes de arroz da var. BRS Esmeralda em condi¢do normal
(controle) e sob aplicagdo de dcido himico de vermicomposto (AH), estresse hidrico
(PEG) e 4cido himico em conjunto com estresse hidrico (AH+PEG).

A partir da Figura 38, € possivel afirmar que as duas primeiras componentes principais
explicaram 93,1% da variabilidade total dos dados, baseados nas massas frescas de todos os
orgdos vegetais € nas massas frescas de raizes e folhas. A primeira componente principal
(Dim1) foi responsavel por explicar 72,8% da variagdo, enquanto a segunda componente
(Dim2) explicou 20,3%.

Todas as varidveis estdo associadas positivamente a componente principal 1, e
correlacionaram-se positivamente com o teste contendo AH. Os tratamentos envolvendo
estresse hidrico (PEG e AH+PEG) correlacionaram-se negativamente as variaveis, no entanto,
€ possivel observar que esta correlacdo negativa entre as varidveis e o teste de AH+PEG foi
menos intensa do que quando comparada ao observado com o PEG, indicando que por mais
que a aplicacdo de 4cido humico em plantas sob estresse (AH+PEG) resultou em massa
vegetal abaixo do encontrado em plantas controle, ainda assim, o AH exerceu um efeito
positivo em plantas submetidas ao estresse hidrico.

83



Figura 38. Andlise das componentes principais para a massa seca (g) das bainhas e folhas e
para a massas fresca (g) das raizes, bainhas e folhas de arroz da var. BRS Esmeralda em
condicdo normal (controle) e sob aplicacdo de dcido himico de vermicomposto (AH),
estresse hidrico (PEG) e 4cido himico em conjunto com estresse hidrico (AH+PEG).

A andlise de componentes principais, representada na Figura 39, baseada nos teores de
metabolitos soliveis em raizes, bainhas e folhas, e nos teores de pigmentos fotossintetizantes
justificou 71,3% da variabilidade nas duas primeiras componentes, estando 54% da variacao
justificada pela componente principal 1 (Dim1). J4 a componente principal 2 (Dim2) explicou
17,3% da variabilidade dos dados.

Os maiores teores de NOsz em raizes, bainhas e folhas, estdo correlacionados a
aplicacdo de AH de vermicomposto. As plantas referentes ao tratamento contole
correlacionaram-se positivamente aos teores de NH4 em todos os 6rgaos vegetais. O estresse
hidrico (PEG) estd associado aos teores de amino em raizes e bainhas, de agucares soliveis
em bainhas e de carotendides. J4 o teste contendo AH+PEG estd ligado de forma positiva aos
teores de clorofila a e b, de N-amino em folhas e de agucares soliveis em raizes e folhas. Os
teores de amonio em todas as partes das plantas estdo fortemente correlacionados de forma
negativa aos teores de clorofila a e b, assim como os teores de NO3  em todos os Orgaos
vegetais também estdo negativamente correlacionados aos teores de amino em raizes e
bainhas, de acucares soltiveis em bainhas e de carotendides (Figura 39).
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Figura 39. Andlise das componentes principais dos teores de metabdlitos soliveis e
pigmentos fotossintéticos de arroz da var. BRS Esmeralda em condi¢do normal (controle)
e sob aplicag@o de dcido himico de vermicomposto (AH), estresse hidrico (PEG) e acido
hiimico em conjunto com estresse hidrico (AH+PEG).
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5.6 CONCLUSOES

A aplicacdo de AH de vermicomposto em plantas sob estresse hidrico preservou o
indice de desempenho fotossintético. O AH foi responsdvel por uma queda inicial no
desempenho antes de haver aumento. Os mecanismos de sinalizacdo para o AH foram mais
rapidos do que os mecanismos de sinalizacio para o estresse hidrico.

O déficit hidrico exerceu grande influéncia na redu¢ao de biomassa das plantas, sendo
este efeito amenizado pela aplicacdo da substincia himica. O AH também foi responsavel por
estimular a quantidade, comprimento, drea, volume e didmetro de raizes das plantas cultivadas
em condicdes de estresse hidrico.

A massa seca e os teores de metabdlitos soliveis dos diferentes orgios vegetais
demonstram que o AH contribuiu para o balan¢o osmético das plantas submetidas ao estresse
hidrico.
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6. CONCLUSOES GERAIS

As caracteristicas relacionadas as estruturas e propriedades dos dcidos himicos
diferiram de acordo com o material de origem de onde foram extraidos. Sendo a ordem de
aromaticidade: AHSOLO>AHRN>AHVC, resultando na ordem do indice de hidrofobicidade
em: AHSOLO>AHRN>AHVC. Desta maneira, o AHVC apresentou grau de alifaticidade e
indice de polaridade superiores aos demais.

Os écidos himicos de diferentes ambientes de formacdo exerceram seus efeitos no
metabolismo, morfologia e desenvolvimento de plantas de arroz (Oryza sativa L.) da
variedade BRS. Esmeralda, de forma e intensidade distintas, variando de acordo com o
predominio estrutural e as propriedades resultantes deste.

O AHVC foi responsavel pelo aumento mais intenso na producdo de biomassa dos
diferentes 6rgdos vegetais, assim como estimulou em maior grau a emissdo de raizes e o
volume radicular. Os teores de metabdlitos soliveis demonstram as que plantas tratadas com
AHVC foram mais eficientes na absorcao e assimilag¢do de nitrogénio.

O 4cido humico de vermicomposto exerceu efeito protetor e regulatério em plantas de
arroz (Oryza sativa L.) da variedade BRS. Esmeralda sob condicdo de estresse hidrico, sendo
uma alternativa vidvel e sutentdvel para melhorar a produciao vegetal neste tipo de ambiente
desfavoravel, contribuindo para o metabolismo fotossintético, biomassa, desenvolvimento
radicular e regulagdo osmética de plantas cultivadas em baixa disponibilidade de dgua.
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8. ANEXOS

8.1 Resultados de diferentes doses de acido humico
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Figura 40. Efeito de diferentes doses de dcido himico obtido de vermicomposto (AHVC) em
alguns pardmetros do desenvolvimento radicular em plantas de arroz da var. BRS

Esmeralda.
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Figura 41. Efeito de diferentes doses de 4cido himico obtido de vermicomposto (AHVC) no
aumento do nimero de raizes de diferentes didmetros.

101



800

780 -
760
740 -
720 -
700 A
680 -
660 -

Comprimento (mm)

840 A
620 -

600 -

4.5
4 4
3,5 4
3 -
2,5
2 4
1,5

1 4

Diametro (mm/10)

0,5

0o -
~ N,
e S S

Gl
R

N ~
S ~S
At «Y o

() N
ey >
el <&

Area Radicular (mm?)

Volume (mm?)

9S00

700

™ *
800
600 -
700 $
500 -
i N
600 S
, 400 4
500 S
<400 - '8 2300 4
<
300 S L.
200 = |
s
100 - & 100 -
0 o -
53¢ o~ s ™ o & ~ . N ~
o 5 ~ N =) N N S NS
& o o o © & > S ~ > .
K D O & @ O O O O
A A - RS S T AT ey et et
70
*x
60 -
50 -
40 -
30
20 -
10
O -4
= & o o o .
o 4T T g g o

Figura 42. Efeito de diferentes doses de dcido himico obtido de Organossolos (AHSOLO)
em alguns parametros do desenvolvimento radicular em plantas de arroz da var. BRS

Esmeralda.
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Figura 43. Efeito de diferentes doses de dcido himico obtido de Organossolo (AHSOLO) no
aumento do ndmero de raizes de diferentes didmetros.
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Figura 44. Efeito de diferentes doses de dcido himico obtido de sedimento do Rio Negro

(AHRN) em alguns parametros do desenvolvimento radicular em plantas de arroz da var.
BRS Esmeralda.
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Figura 45. Efeito de diferentes doses de dcido himico obtido de sedimento do Rio Negro
(AHRN) no aumento do nimero de raizes de diferentes diametros.
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