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RESUMO GERAL

SOUZA, Andressa Fabiane Faria de. Vias de sinalizagdo envolvidas no estimulo do
crescimento radicular em plantas de arroz ativadas por acidos humicos. 2022. 79f. Tese
(Doutorado em Agronomia — Ciéncia do Solo). Instituto de Agronomia, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ. 2022.

O uso de bioestimulantes estd ganhando uma significativa visibilidade cientifica e comercial, e
é considerada uma técnica promissora na melhoria da sustentabilidade ecoldgica da producéo
agricola. Dentre as substancias bioestimulantes, inimeros estudos relatam o efeito dos acidos
hdmicos (AH) como promotor do crescimento radicular melhorando a aquisi¢do e 0 uso
eficiente de nutrientes, aumento da tolerancia a estresses abioticos e produtividade. Apesar das
evidéncias estabelecidas dos efeitos bioestimulante, muitos aspectos funcionais ainda precisam
ser elucidados. A pesquisa desenvolvida nessa tese busca contribuir para o entendimento dos
mecanismos fisioldgicos por trds dessas respostas utilizando abordagens fenotipicas e
moleculares associadas ao uso de inibidores de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) e de vias
hormonais. Nesse contexto, foram estabelecidas as seguintes hipoteses: (i) os AH isolados de
vermicomposto sinalizam para o crescimento do sistema radicular via regulacdo oxidativa; (ii)
0s AH isolados de vermicomposto sinalizam para o crescimento do sistema radicular via
regulacao hormonal; (iii) os AH isolados de vermicomposto sinalizam para o crescimento do
sistema radicular por meio da interagéo entre regulacdo das ERO e regulacdo hormonal. Para
verificar essas hipoteses, o objetivo geral da pesquisa foi elucidar os mecanismos de sinalizagdo
pelo qual o acido himico estimula o crescimento do sistema radicular em plantas de arroz.
Assim, a Tese foi dividida em 2 capitulos, sendo o objetivo do Capitulo I confirmar o efeito
bioestimulante proporcionado pela aplicacdo do AH em raizes de plantas de arroz aliado a
técnicas espectroscopicas para relacionar as propriedades do AH a sua bioatividade. Para isso,
foi utilizado o vermicomposto para extracdo e purificacdo do AH e realizada espectroscopia
RMN de 13C via CP/MAS e ATR-FTIR, e foram realizadas curvas de calibragio para o AH e
os inibidores (scavengers). Os dados obtidos sugerem que o AH oriundo do vermicomposto
possui maior predominio de fragmentos alifaticos e carbono carboxilico, que contribuem para
0 aumento da bioatividade. O objetivo do Capitulo Il foi elucidar os mecanismos de sinalizacdo
responsaveis pela indugdo do crescimento do sistema radicular em resposta a aplicacdo de AH.
Para isso, foi realizado um experimento de time-course para verificar o efeito da aplicacdo dos
inibidores sobre o sistema radicular ao longo do tempo e realizada a aplicagdo combinada do
AH e inibidor para verificar seu efeito sobre a morfologia radicular e expressao génica. Atraves
da abordagem fenotipica foi possivel verificar os efeitos da aplicacdo de AH sobre as
caracteristicas morfoldgicas de plantulas de arroz, sugerindo que a promocao do crescimento
radicular € um mecanismo dependente da producdo de ERO, e o efeito estimulatério do AH
parece ser dependente da producdo de HO*, O,™ e H20». Através da abordagem molecular foi
possivel observar alteracBes na regulacao génica ocasionadas pela aplicacdo do AH, sendo mais
expressiva em genes relacionados a enzimas antioxidantes. As conclusdes gerais deste estudo
foram que AH extraidos de vermicomposto desempenham um papel no estimulo do crescimento
radicular em plantas de arroz e sinalizam para o crescimento do sistema radicular via regulacéo
oxidativa e hormonal, apresentando um efeito protetivo no crescimento das plantas, explicando
em parte os mecanismos fisioldgicos do AH por tras das respostas na promocao do crescimento
radicular.

Palavras-chave: Bioatividade. Raiz. Inibidores. Espécies reativas de oxigénio. Oryza sativa.
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GENERAL ABSTRACT

SOUZA, Andressa Fabiane Faria de. Signaling pathways involved in root growth
stimulation in rice plants activated by humic acids. 2022. 79p. Thesis (Doctor in Agronomy,
Soil Science). Instituto de Agronomia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ. 2022.

The use of biostimulants is gaining significant scientific and commercial visibility and is
considered a promising technique for improving the ecological sustainability of agricultural
production. Among biostimulant substances, numerous studies report the effects of humic acids
(HA) as promoters of root growth, improving nutrient acquisition and use efficiency, increasing
tolerance to abiotic stresses, and enhancing productivity. Despite the established evidence of
the biostimulant effects, many functional aspects remain to be elucidated. This thesis aims to
contribute to the understanding of the physiological mechanisms behind these responses by
using phenotypic and molecular approaches associated with the use of reactive oxygen species
(ROS) and hormonal pathway inhibitors. In this context, the following hypotheses were
established: (i) HA isolated from vermicompost signal root system growth via oxidative
regulation; (ii) HA isolated from vermicompost signal root system growth via hormonal
regulation; (iii) HA isolated from vermicompost signal root system growth through the
interaction between ROS regulation and hormonal regulation. To test these hypotheses, the
general objective of the research was to elucidate the signaling mechanisms by which humic
acid stimulates root system growth in rice plants. Thus, the thesis was divided into two chapters,
with Chapter | aimed at confirming the bio-stimulant effect provided by HA application in rice
plant roots combined with spectroscopic techniques to relate HA properties to its bioactivity.
For this, vermicompost was used for HA extraction and purification, and *C NMR via CP/MAS
and ATR-FTIR spectroscopy were performed, along with calibration curves for HA and
inhibitors (scavengers). The data suggest that HA from vermicompost has a greater
predominance of aliphatic fragments and carboxylic carbon, which contribute to increased
bioactivity. Chapter Il aimed to elucidate the signaling mechanisms responsible for the
induction of root system growth in response to HA application. For this, a time-course
experiment was conducted to verify the effect of inhibitors on the root system over time, and
combined application of HA and inhibitors was performed to assess their effects on root
morphology and gene expression. The phenotypic approach revealed the effects of HA
application on the morphological characteristics of rice seedlings, suggesting that root growth
promotion is a mechanism dependent on ROS production, and the stimulatory effect of HA
appears to depend on the production of HO*, O>*, and H202. The molecular approach observed
changes in gene regulation caused by HA application, being more expressive in genes related
to antioxidant enzymes. The overall conclusions of this study were that HA extracted from
vermicompost play arole in stimulating root growth in rice plants and signal root system growth
via oxidative and hormonal regulation, presenting a protective effect on plant growth and
partially explaining the physiological mechanisms of HA behind the responses in promoting
root growth.

Key words: Bioactivity. Root. Scavengers. Reactive Oxygen Species. Oryza sativa.
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Figura 22. AH afeta o crescimento radicular pela interacdo com o gene OsA7. (a) SB (benzoato
de sodio, inibidor de HO*: hidroxila). (b) TIRON (acido 4,5-dihydroxy-1,3-benzene
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Figura 23. AH afeta o crescimento radicular pela interacdo com o gene HXK5. (a) SB
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peréxido de hidrogénio). (d) DPIC (Diphenyleneiodonium chloride, inibidor de NADPH:
fosfato de dinucleotideo de nicotinamida e adenina). () PCIB (Acido 2-(p-
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plantas de arroz durante a exposi¢cdo ao AH. A anélise foi realizada utilizando o software
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acido humico, DAG: dias ap0s a germinacdo, PA: parte aérea, MS (g): massa seca em
gramas. Concentragdes utilizadas: 0, 2, 5, 10, 30, 50, 80, 100 e 150 mg de AH.L™......... 67

Figura 30. Curva de calibracdo das concentracdes de SB, inibidor de HO*. As plantas foram
coletadas aos 12 DAG. (a-c) Mensuragdo fisiologica de plantas de arroz durante a
exposicdo ao SB. (d-h). Morfologia radicular de plantas de arroz durante a exposi¢do ao
SB. A andlise foi realizada utilizando o software WinRhizo Arabidopsis. (i) Plantas
crescidas nas diferentes concentracdes de SB. SB: benzoato de sddio, HO*: hidroxila,
DAG: dias ap6s a germinacdo, PA: parte aérea, MS (g): massa seca em gramas.
Concentragdes utilizadas: 0, 0,05, 0,5, 1, 1,5,3,5,10,50 MM de SB.L L. .......cocvvvvrnnene 68

Figura 31. Curva de calibragio das concentracdes de TIRON, inibidor de Oz ™. As plantas
foram coletadas aos 12 DAG. (a-c) Mensuracdo fisioldgica de plantas de arroz durante a
exposicdo ao TIRON. (d-h). Morfologia radicular de plantas de arroz durante a exposi¢édo
ao TIRON. A andlise foi realizada utilizando o software WinRhizo Arabidopsis. (i) Plantas
crescidas nas diferentes concentracdes de TIRON. TIRON: Acido 4,5-dihydroxy-1,3-
benzene disulfonic, O, ": superdxido, DAG: dias apds a germinagdo, PA: parte aérea, MS
(9): massa seca em gramas. Concentracdes utilizadas: 0, 50, 100, 300, 500, 800, 1000,
1500, 2000 UM de TIRON.L™ . ..ottt 69

Figura 32. Curva de calibracdo das concentragdes de DMTU, inibidor de H2O. As plantas
foram coletadas aos 12 DAG. (a-c) Mensuracao fisioldgica de plantas de arroz durante a
exposicdo ao DMTU. (d-h). Morfologia radicular de plantas de arroz durante a exposigdo
ao DMTU. A analise foi realizada utilizando o software WinRhizo Arabidopsis. (i) Plantas
crescidas nas diferentes concentragdes de DMTU. DMTU: N N’-Dimethylthiourea, H20,:
peréxido de hidrogénio, DAG: dias ap6s a germinacdo, PA: parte aérea, MS (g): massa
seca em gramas. Concentrag¢Oes utilizadas: 0, 0,5, 1, 2,5, 5, 10, 20 e 50, 100 mM de
DIMTULL . ettt ettt neeeas 70

Figura 33. Curva de calibracdo das concentragdes de DPIC, inibidor de NADPH oxidase. As
plantas foram coletadas aos 12 DAG. (a-c) Mensuracdo fisiologica de plantas de arroz
durante a exposi¢do ao DPIC. (d-h). Morfologia radicular de plantas de arroz durante a
exposicdo ao DPIC. A analise foi realizada utilizando o software WinRhizo Arabidopsis.
(i) Plantas crescidas nas diferentes concentragdes de DPIC. DPI: Diphenyleneiodonium
chloride, NADPH: fosfato de dinucleotideo de nicotinamida e adenina, DAG: dias apés a
germinacdo, PA: parte aérea, MS (g): massa seca em gramas. Concentrac@es utilizadas: 0
(controle absoluto), 0 (controle contendo solvente, DMSO), 1, 5, 10, 25, 30 uM de DPIC.L"

......................................................................................................................................... 71

Figura 34. Curva de calibracdo das concentracdes de PCIB, inibidor de agdo da auxina. As
plantas foram coletadas aos 12 DAG. (a-c) Mensuracdo fisiologica de plantas de arroz
durante a exposi¢do ao PCIB. (d-h). Morfologia radicular de plantas de arroz durante a
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1 INTRODUCAO GERAL

Devido ao crescente aumento no consumo global de cereais nos ultimos anos, 0s
Objetivos de Desenvolvimento Sustentivel 2 e 12 da Organizacao das NagOes Unidas preveem
que ate 2030 sera necessario dobrar a produtividade agricola, tornando-se crucial a adocdo de
novas técnicas no cultivo de arroz para aumentar sua producdo de forma sustentavel
(SUSTAINABLE DEVELOPMENT GOALS, 2015). Tendo em vista esse cenario, 0 uso de
bioestimulantes esta ganhando uma significativa visibilidade cientifica e comercial, e €
considerada uma técnica promissora na melhoria da sustentabilidade ecoldgica da producao
agricola por contribuir significativamente na reducéo de fertilizantes e pesticidas (EUROPEAN
BIOSTIMULANT INDUSTRY COUNCIL, 2020; ROUPHAEL & COLLA, 2020). Dentre as
substancias bioestimulantes, diversos estudos mostram que a aplicacdo exdgena de substancias
himicas (SH) tem efeito direto na produtividade das plantas, bem como, no metabolismo
primario e secundario, desencadeando complexa interacdo entre vias de sinalizagdo hormonal
e 0 metabolismo das Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) (NARDI et al., 2007; TREVISAN
et al., 2011; ROOMI et al., 2018; NUNES et al., 2019). Apesar das evidéncias estabelecidas
dos efeitos bioestimulante, muitos aspectos funcionais das SH ainda precisam ser elucidados.
Assim, surge 0 seguinte questionamento: quais sdo 0s mecanismos atuantes por tras dessas
respostas que promovem o crescimento radicular?

Baseado nesse contexto, nessa tese se buscou contribuir para entendimento dos
mecanismaos fisiologicos por tras dessas respostas usando abordagens fenotipicas e moleculares
associadas ao uso de inibidores de ERO e de vias hormonais. Os seguintes pressupostos foram
levantados: (i) se 0 AH for capaz de estimular o crescimento do sistema radicular na presenca
de um inibidor especifico, é porque a rota interrompida pelo determinado inibidor ndo € a rota
preferencial no mecanismo de acdo do AH; (ii) por outro lado, se 0 AH ndo estimular o
crescimento do sistema radicular na presenca de determinado inibidor, é porque essa rota é a
preferencial no mecanismo de acdo do AH. As seguintes hipdteses foram levantadas: (i) os AH
isolados de vermicomposto sinalizam para o crescimento do sistema radicular via regulagédo
oxidativa; (ii) os AH isolados de vermicomposto sinalizam para o crescimento do sistema
radicular via regulacdo hormonal; (iii) os AH isolados de vermicomposto sinalizam para o
crescimento do sistema radicular por meio da interacdo entre regulacdo das ERO e regulacao
hormonal.

Para verificar essas hipdteses, o objetivo geral foi elucidar os mecanismos de sinalizacao
pelo qual o &cido hdmico estimula o crescimento do sistema radicular em plantas de arroz. Os
objetivos especificos foram: a) estabelecer a concentracdo 6tima de &cido humico para 0 maior
estimulo ao crescimento do sistema radicular; b) estabelecer a concentracao ideal dos inibidores
(scavengers) de espécies reativas de oxigénio e inibidores de acdo hormonal que resultem em
prejuizo ao desenvolvimento do sistema radicular, sem contudo, apresentar toxidez severa as
plantas; c) combinar a aplicagdo dos inibidores e acido humico e verificar o efeito sobre o
desenvolvimento do sistema radicular de plantas de arroz. Nesse caso sera possivel verificar
qual ERO e/ou horménio ¢ a via preferencial de acdo dos acidos humicos; d) por meio da
abordagem fenotipica e molecular, elucidar os mecanismos de sinalizagdo ativados pela
aplicacdo do AH.

A tese foi dividida em 2 capitulos, sendo o objetivo do Capitulo I confirmar o efeito
bioestimulante proporcionado pela aplicacdo do AH em raizes de plantas de arroz aliado a
técnicas espectroscdpicas para relacionar as propriedades do AH a sua bioatividade. E o
objetivo do Capitulo 11 foi elucidar os mecanismos de sinalizacao responsaveis pela inducéo do
crescimento do sistema radicular em resposta a aplicacdo de AH.



2 REVISAO DE LITERATURA GERAL

2.1 Importéncia da Cultura do Arroz para os Estudos Biotecnol6gicos

O arroz (Oryza sativa L.) é um dos cereais mais consumidos e produzidos ao redor do
mundo (FAO, 2022), sendo o cereal de maior importancia econémica e social para muitos
paises em desenvolvimento, constituindo a alimentacao basica de mais da metade da populagédo
mundial. E um cereal de grande importancia na dieta alimentar da populacio brasileira,
fornecendo 20% da energia e 15% da proteina total necessaria (LAM-SANCHEZ et al., 1994).

Recentemente foi publicado World Population Prospects (2022) em que as Nagdes
Unidas estimam um aumento populacional de cerca de 1,7 bilhdes até 2050, podendo atingir
9,7 bilhdes de pessoas no planeta, sendo esperado que mais da metade desse aumento ocorra
principalmente em paises em desenvolvimento como india, Nigeria, Paquistdo e Filipinas, que
de acordo com Zhang et al. (2020) séo locais onde o arroz é o alimento basico para a populagéo,
colocando assim uma pressao para atender a demanda ndo somente em quantidade mas também
em qualidade nutricional do gréo.

Dados publicados recentemente pela FAO (2022) estimam que ocorrerd um aumento
global no consumo de cereais acompanhando o aumento continuo da popula¢do mundial, porém
as perspectivas para a producao de cereais em 2022 apontam um decréscimo de 16 milhdes de
toneladas, sendo o primeiro declinio em quatro anos. Entre 0s principais cereais, 0 maior
declinio esté previsto para o milho, seguido pelo trigo e arroz em decorréncia da guerra da
Ucrania, escassez hidrica e o elevado custo de insumos.

Devido ao crescente consumo nos ultimos anos, o Objetivo de Desenvolvimento
Sustentavel 2 e 12 preveem que até 2030 sera necessario dobrar a produtividade agricola,
tornando-se necessario 0 emprego de técnicas mais adequadas no cultivo de arroz, com o intuito
de melhorar a qualidade e aumentar a sua producdo de forma mais sustentavel (Sustainable
Development Goals, 2015).

Ciéncia e tecnologia podem contribuir significativamente para a seguranca alimentar,
incluindo melhorias no rendimento da cultura, abordagens ecologicamente corretas para
protecdo das culturas, e o0 uso eficiente de agua e fertilizantes (WAN, 2018). Nas ultimas trés
décadas, diversos institutos de pesquisa/universidades em todo o0 mundo publicaram inimeras
pesquisas realizadas com arroz, e a maior parte delas tinha como premissa principal a melhoria
no rendimento de forma sustentavel frente o desafio dos estresses abiéticos (BIN RAHMAN &
ZHANG, 2022), que pode piorar com as mudangas climaticas.

A plasticidade fenotipica é uma habilidade das plantas em mudar seu fenétipo em
respostas as variagdes ambientais, podendo ser uma resposta de curta ou longa duragéo (TOPP,
2016). Dependendo das condi¢Bes ambientais, plantas que apresentam caracteristicas de maior
plasticidade em fisiologia e morfologia podem ter maior acesso a recursos limitantes ou
melhorar seu uso eficiente (HODGE, 2004).

A distribuicdo espacial da arquitetura do sistema radicular depende da distribuicdo da
agua e nutrientes no solo, e possui grandes implicaces na performance das plantas quanto a
tolerancia a estresses abiéticos, e especificos componentes da arquitetura podem apresentar
uma plasticidade nas respostas as variages ambientais (KOEVOETS et al., 2016). Em
condicdes de seca, a plasticidade do comprimento total das raizes, comprimento das raizes
laterais e sua densidade, melhoram a biomassa da parte aérea, absorcdo de dgua e fotossintese
em arroz (LOBET et al., 2019).

Por exemplo, um sistema radicular mais profundo pode ser benéfico durante periodos
de seca (YU et al., 2013, 2016), alem de favorecer na absorcdo de nitrato, um nutriente que
apresenta alta mobilidade, e pode ser facilmente lixiviado para as camadas mais profundas do
solo (KIBA & KRAPP, 2016), enquanto que um sistema radicular mais curto favorece a
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exploragdo de nutrientes mais em superficie do solo, investindo em um maior crescimento de
raizes laterais, e pode ser util na absorcdo de nutrientes com menor mobilidade no solo,
especialmente o fosforo (HERRERA et al., 2015).

O sistema radicular da cultura do arroz € moldado de acordo com a textura do solo, a
disponibilidade hidrica, compactacéo do solo, e 0 método de cultivo, sendo caracterizado por
um sistema radicular mais curto comparado com outros cereais (GOWDA et al., 2011). Quando
comparado com outras culturas de interesse agricola, o arroz possui um sistema radicular menos
eficiente para captacdo de agua e nutrientes, possivelmente por ser uma cultura considerada
semiaquética, condicdo em que ndo ha limitacdo hidrica e os nutrientes estdo mais
homogeneamente distribuidos na solucdo do solo (EMBRAPA, 2004). Isso explica a baixa
produtividade do arroz quando se usa o sistema de cultivo em terras altas (sequeiro). Programas
modernos de melhoramento tém buscado a selecdo de caracteristicas radiculares que melhorem
a produtividade das plantas se baseando nos fen6tipos (TRACY et al., 2020).

Em estudo recente, Zhang et al. (2022) ao avaliar o potencial agronémico de uma
cultivar de arroz perene que passou por sucessivos processos de melhoramento entre uma
variedade asiatica domesticada (Oryza sativa ssp. indica RD23) que foi hibridizada com uma
variedade africana perene ndo domesticada (Oryza longistaminata), observaram que apds
quatro anos de cultivo resultou em um aumento no acumulo de carbono organico no solo,
melhoria na absorgéo de nitrogénio resultando em maiores rendimentos, que pode ter ocorrido
devido a um extensivo sistema radicular e maior reserva de fotoassimilados.

Portanto, acredita-se que melhorar o sistema radicular dessa cultura seja relevante para
alcancar produtividades satisfatorias no cultivo de sequeiro, método de cultivo que tende a
crescer mais que o sistema irrigado, devido a crescente limitacdo de uso da &gua na agricultura.

2.2 Papel do Acido Himico como Bioestimulante para as Plantas

Devido a crescente preocupacdo em reduzir o uso de pesticidas e fertilizantes,
principalmente os nitrogenados que resultam em aumentos significativos nos custos de
producdo e nos impactos ambientais, tém sido adotadas novas técnicas no cultivo agricola para
atender a um sistema de producao que seja mais ecologicamente correto.

Tendo em vista esse cenario, o uso de bioestimulantes esta ganhando uma significativa
visibilidade cientifica e comercial, e é considerada uma técnica promissora na melhoria da
sustentabilidade ecoldgica da producdo agricola por contribuir significativamente na reducéo
de fertilizantes e pesticidas (European Biostimulant Industry Council, 2020; ROUPHAEL &
COLLA, 2020). O mercado global de vendas de bioestimulante atingiu 3,2 bilh6es de délares
em 2021, e estima-se que alcance 5,6 bilhdes de dolares até 2026, com uma taxa de crescimento
anual em torno de 10-12% (Market and Markets, 2021; Market Data Forecast, 2022).

E notdrio que bioestimulantes elicitam uma resposta nas plantas que pode influenciar
caracteristicas fenotipicas e melhorar o rendimento através da tolerancia a estresses abioticos,
e absorcéo e assimilacdo de nutrientes (ROUPHAEL et al., 2018; 2020). Nas ultimas décadas
tem sido abordado na literatura os beneficios da aplicagdo tanto foliar quanto radicular,
ocasionando efeitos positivos em muitas espécies no numero de folhas e area foliar, eficiéncia
fotossintética, incremento em biomassa de raiz e parte aérea, bem como, na florescéncia,
numero de frutos e rendimento de gréos, especialmente sob condigdes adversas (OLAETXEA
etal., 2018; AHMAD et al., 2018; ERTANI et al., 2018; CASTRO et al., 2021).

Dentre as substancias bioestimulantes, diversos estudos mostram que a aplicagédo
exogena de substancias humicas (SH) tem um efeito direto na produtividade das plantas,
melhorando a aquisicdo de nutrientes, aumentando a tolerncia a estresses abioticos, e
estimulando o crescimento do sistema radicular (CONSELVAN et al., 2017; GARCIA et al.,
2019).



As substancias humicas (SH) sdo as moléculas organicas de maior abundancia na Terra
(SUTTON & SPOSITO, 2005), e correspondem aproximadamente 60-80% da matéria organica
do solo, sendo consideradas 0s componentes organicos mais estaveis devido os processos de
humificacdo (PICCOLO, 2001; NARDI et al., 2002). Elas sdo de ocorréncia natural nos solos,
e surgem da decomposicdo e transformacédo de residuos vegetais, animais e microrganismos, e
estdo diretamente ligadas a fertilidade do solo, além de melhor crescimento e nutricdo mineral
das plantas (OLAETXEA et al., 2016).

Notoriamente, as SH influenciam o desenvolvimento de plantas, tanto pelos efeitos
diretos na arquitetura e no metabolismo vegetal como pelos efeitos indiretos ocasionados no
solo (NARDI et al., 2002). Os efeitos indiretos da aplicacdo exdgena de SH estdo relacionados
a produtividade de plantas melhorando as caracteristicas do solo, como estrutura, agregacao do
solo, melhoria na capacidade de troca de cations, maior capacidade de retencdo de agua e
disponibilidade de nutrientes iméveis no solo (CHEN et al., 2004; ROSE et al., 2014). Enquanto
os efeitos diretos da acdo das SH ocorrem sobre a morfologia e arquitetura do sistema radicular
(CANELLAS & OLIVARES, 2014; OLAETXEA et al, 2018), fisiologia e metabolismo
(VACCARO et al., 2015; CORDEIRO et al., 2017), e na expressao de genes que codificam
transportadores de nutrientes nas plantas (TAVARES et al., 2017).

Em trabalho realizado por Garcia et al. (2016b) em plantas de arroz, os autores
observaram que estruturas mais labeis e funcionalizadas das fracbes himicas sdo responsaveis
pela emissao de raizes, enquanto as estruturas mais recalcitrantes e menos funcionalizadas estao
relacionadas ao crescimento radicular.

Inimeros trabalhos mostram que a atividade bioldgica das substancias humicas depende
do tamanho da molécula, em que fragmentos de baixo peso molecular correspondem a fracéo
mais ativa das SH, com estruturas menos complexas com predominio de carbonos alifaticos e
com elevado grau de substituicdo (CANELLAS et al., 2010; GARCIA et al., 2012), enquanto
que fragmentos maiores atuam como reguladores do crescimento radicular, isso porque ocorre
uma fragmentacédo da estrutura de SH devido a exsudacdo de acidos organicos e o decréscimo
do pH na rizosfera, favorecendo a entrada de pequenos fragmentos nas plantas exercendo um
efeito semelhante ao efeito hormonal, além de regular o conteido de ERO (DOBBS et al., 2010;
PIZZEGHELLO et al., 2020).

Inimeros estudos relatam as mudancas que as substancias humicas induzem tanto no
metabolismo primario quanto secundario, desencadeado por uma complexa interagdo entre vias
de sinalizacdo hormonal e 0 metabolismo das Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) (NARDI
etal., 2007; TREVISAN et al., 2011; ROOMI et al., 2018; NUNES et al., 2019).

Recentes estudos evidenciam o efeito semelhante das SH ao efeito hormonal, do termo
em inglés hormone-like, e tem sido relatado diversas evidéncias de respostas hormonais e
estruturas nao lignificantes dentro da estrutura das SH, demonstrando que estas podem
estimular a atividade e promover a sintese das bombas de prétons na membrana plasmatica,
intensificando a aquisigéo de nutrientes pelas plantas (TREVISAN et al., 2010; ZANDONADI
etal., 2010; MUSCOLO etal., 2013; TAVARES et al., 2017; NARDI et al., 2018).

Em raizes de arabidopsis tratadas com auxina, na mesma concentragdo encontrada nas
substancias hamicas, Conselvan et al. (2018) verificaram que néo induziu a mesma resposta
daquelas raizes tratadas somente com substancias hdmicas, confirmando a hipdtese que a
atividade da SH hormone-like ndo ocorre somente pela presenca de auxina nas moléculas da
SH, mas também, devido a presenca de outras moléculas com atividade similar, justificando o
efeito de bioestimulante.

O aumento da emissdo de pelos radiculares e raizes laterais em resposta as SH
geralmente esta relacionado as interacdes hormonais (TREVISAN et al., 2010; OLAETXEA et
al., 2015, 2018; SOUZA et al., 2022) e espécies reativas de oxigénio (Garcia et al.; 2016a;
CORDEIRO et al., 2017). Evidéncias recentes mostram a relacdo entre a aplicacdo de acido
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hdmico e o aumento da producéo interna de ERO (ROOMI et al., 2018; NUNES et al., 2019),
indicando uma possivel acdo dessas ERO como moléculas sinalizadoras no mecanismo de acéo
das substancias humicas.

Diversos estudos relatam que as SH podem regular os niveis enddgenos de ERO em
plantas de arroz (GARCIA et al., 2016a; GARCIA et al., 2018). A aplicagio exdgena de SH no
sistema radicular pode ativar enzimas do sistema antioxidativo, como APX, CAT, POX e SOD,
que atuam no citosol das células das raizes controlando os niveis de ERO, diminuindo a
peroxidacdo de lipideos favorecendo na conservacdo da permeabilidade da membrana
(GARCIA et al., 2016a; CORDEIRO et al., 2017; HERNANDEZ et al., 2018).

O inicio da interacdo SH-plantas tem sido explicado como sendo uma aglomeracao dos
fragmentos himicos nas superficies das raizes, que ocasiona um possivel entupimento dos
poros radiculares, modificando a condutividade hidraulica e o funcionamento das raizes (ASLI
& NEUMANN, 2010; GARCIA et al. 2012; OLAETXEA et al., 2015). Essa aglomeragéo de
AH em raizes de plantas de arroz tem mostrado regular o metabolismo oxidativo, em que
fragmentos himicos de AH de vermicomposto ao se aglomerarem nas raizes, formando uma
espécie de incrustacdo humica radicular, causam um tipo de “pseudoestresse” ou “euestresse”
que leva um aumento na concentracdo de ERO, desencadeando também um aumento na
atividade de enzimas do metabolismo oxidativo (GARCIA et al. 2012, 2016a). Contudo, esse
mecanismo de atuacdo das enzimas antioxidantes dependera do tipo de planta avaliada, o tempo
de exposicdo ao AH e diferentes concentra¢fes do AH. Aguiar et al. (2016) ao avaliarem plantas
de cana submetidas ao déficit hidrico relataram uma baixa atividade das enzimas antioxidantes,
exceto naqueles tratamentos que foram expostos ao AH, sendo necessario mais estudos para
um melhor entendimento desse mecanismo das plantas quando sdo submetidas ha algum tipo
de estresse abidtico e tratadas com AH.

2.3 Papel Regulatorio das ERO nas Vias de Sinalizacdo em Plantas

Uma das primeiras respostas das plantas as variagdes ambientais envolve a formacéo de
Espécies Reativas de Oxigénio (ERO, do termo em inglés ROS — Reactive Oxygen Species),
que sdo subprodutos do metabolismo celular, porém em excesso podem causar danos oxidativos
irreversiveis as proteinas, lipideos e acidos nucleicos, levando a morte celular (TRIPATHY &
OELMULLER, 2012; KUSHWAHA et al., 2019). Por outro lado, somente nos Gltimos anos
que se tornou evidente o importante papel das ERO nas vias de sinalizacdo em plantas (DAS &
ROYCHOUDHURY, 2014). Além disso, recentes estudos sugerem que a manutencdo de um
nivel basal de ERO é necessaria para processos bioldgicos basicos, como a proliferacdo e
diferenciacdo celular, atuando como mensageiros secundarios no controle de processos como
crescimento, desenvolvimento e especialmente adaptacdo as diferentes condi¢cdes ambientais
(MITTLER etal., 2011; MITTLER, 2017; MITTLER et al., 2022).

As espécies reativas encontradas nas plantas podem ser radicais livres, por exemplo,
superoxido (O2™) e hidroxila (OH"), e ndo radicais, oxigénio singleto (*O2) e peroxido de
hidrogénio (H20,) (TRIPATHY & OELMULLER, 2012; DAS & ROYCHOUDHURY, 2014),
que podem ser geradas na membrana plasmatica, pela atuacdo das NADPH oxidases (NOX), e
em diferentes organelas, incluindo cloroplasto, mitocéndria, peroxissomo e reticulo
endoplasmatico (PEREZ-PEREZ et al., 2012). As ERO séo constantemente geradas devido a
reducdo parcial do oxigénio (O2) ou como um resultado da transferéncia de energia.

O anion superoxido (O2™) é gerado como um produto da cadeia de transporte de elétrons
sendo rapidamente convertido em H20. nos cloroplastos através de reacBes quimicas e
enzimaticas, e & uma das primeiras ERO que se formam, com moderada reatividade e
apresentando uma meia-vida de 2-4 ps (PEREZ-PEREZ et al., 2012; DAS &
ROYCHOUDHURY, 2014).



O perdxido de hidrogénio (H202), uma espécie de moderada reatividade com meia-vida
de 1 ms, é formado pela reducdo, bem como, protonacao do O,". Dentre os diferentes tipos de
ERO, o0 H20; é considerado a molécula mais estavel, e que se difunde através da membrana via
aquaporinas (PEREZ-PEREZ et al., 2012). Assim como 0 1O, também pode desempenhar um
papel como mensageiro secundario nas plantas, além de regular inmeros processos, tais como,
divisdo celular, diferenciacdo e crescimento, bem com, apresenta um papel chave no
desenvolvimento das plantas e na adaptacdo a estresses abidticos e bidticos (FOYER &
NOCTOR, 2009; MITTLER et al., 2011).

Dentre as ERO, o radical hidroxila (OH") é considerado o mais reativo e tdxico, sendo
ele o principal responsavel pela peroxidacdo de lipideos na membrana. Ele é gerado em pH
neutro pela reagéo de Fenton entre H.O2 e O2". Devido a da sua alta reatividade e curta meia-
vida de 1 ps, ainda ndo ha registros de sistemas enzimaticos capazes de degradar este radical
toxico, somente flavonoides e prolinas, levando a morte celular (PINTO et al., 2003).

Na regulacdo das ERO existe um balanco entre a producdo, degradacdo (scavenging) e
0 transporte, que pode ser alterado devido a diferentes fatores como, salinidade, extremas
temperaturas, metais pesados, dentre outros (MITTLER et al., 2022). Muitos dos eventos
celulares sdo baseados nas reagdes redox e, portanto, estdo diretamente ligadas as ERO
(TRIPATHY & OELMULLER, 2012).

A homeostase redox em plantas durante uma condicdo de estresse é mantida
principalmente por sistemas antioxidantes enzimaticos, que compreende superdxido dismutase
(SOD), ascorbato peroxidase (APX), guaiacol peroxidase (GPX), glutationa-S-transferase
(GST), e catalase (CAT), enquanto gque nos processos ndo enzimaticos estdo presentes
componentes de baixo peso molecular como, acido ascorbico (AA), glutationa reduzida (GSH),
a-tocoferol, carotenoides, fendlicos, flavonoides e prolina (MITTLER, 2017).

O aumento da producdo de ERO induz a atuacdo dos mecanismos de defesa das plantas
(FRANCA et al., 2018), ocasionando um aumento dos sistemas antioxidantes que atuam no
sistema de defesa oxidativo no citosol das células radiculares, controlando os niveis de ERO,
diminuindo a peroxidacdo de lipideos, conservando assim, a permeabilidade da membrana
celular (GARCIA et al., 2016a).

Evidéncias recentes demonstram um papel importante na sinalizagdo molecular das
ERO regulando o desenvolvimento das plantas (KUSHWAHA et al., 2019), pois embora sejam
potencialmente prejudiciais, um dos papéis das ERO ¢é favorecer o desenvolvimento radicular
através da modificacdo da parede celular (GARCIA et al., 2018). E conhecido que as ROS
participam dos processos de emissdo de raizes laterais, polarizacdo da membrana e sinalizacdo
via Ca?* (FOREMAN et al., 2003). Varios estudos relatam que na regido de emissio de raizes
laterais ha um acimulo e producdo de ROS (TSUKAGOSHI, 2016), onde um aumento de H20-
no citosol pode levar a um aumento na diferenciacéo celular e ativar os canais de Ca?* na regido
de alongamento celular (TSUKAGOSHI, 2016) e posteriormente estimular NADPH oxidases
(FOREMAN et al., 2003; ORMAN-LIGEZA et al., 2016), além de induzir as MAPK quinases
(proteinas quinases ativada por mitogeno) (NOCTOR et al., 2018).

As plantas possuem uma complexa interagdo entre vias de sinalizagdo hormonal e o
metabolismo das ERO (BAXTER et al., 2014; MHAMDI & VAN BREUSEGEM, 2018). O
acido abscisico (ABA), por exemplo, esta envolvido em diversas fung¢Ges bioldgicas e possui
uma relagdo com ERO no mecanismo de sinalizacao para regulacéo do fechamento estomatico,
germinacdo de sementes, crescimento radicular e homeostase celular sob estresse salino
(MITTLER & BLUMWALD, 2015). Enquanto a auxina que esta envolvida principalmente em
alteracfes no meristema apical das raizes, induz a producéo de ERO para regular o ciclo celular
e a propria homeostase das ERO (TSUKAGOSHI, 2016).



3. CAPITULO1

CARACTERIZACAO ESPECTROSCOPICA E ATIVIDADE
BIOLOGICA DOS AH EM PLANTAS DE ARROZ



3.1 RESUMO

O uso de técnicas espectroscopicas para relacionar estrutura-propriedade a bioatividade do AH
€ um conhecimento necessario para o desenvolvimento de produtos bioativos cada vez mais
eficientes para uso na agricultura comercial, sendo essencial uma abordagem que favoreca a
producdo de substancias bioativas que resultem em melhorias no crescimento das plantas. Com
base no exposto, a seguinte hipotese foi levantada para este Capitulo I: os AH isolados de
vermicomposto sinalizam para o crescimento do sistema radicular devido suas propriedades
bioativas. Assim, este primeiro capitulo teve por objetivo confirmar o efeito bioestimulante
proporcionado pela aplicacdo do AH em raizes de plantas de arroz aliado a técnicas
espectroscopicas para relacionar as propriedades do AH a sua bioatividade. Este primeiro
capitulo teve por objetivo confirmar o efeito bioestimulante proporcionado pela aplicacdo do
AH em raizes de plantas de arroz aliado a técnicas espectroscopicas para relacionar as
propriedades do AH a sua bioatividade. Neste estudo foram utilizadas as técnicas
espectroscopicas de infravermelho com reflectincia atenuada (ATR-FTIR) e ressonédncia
magnética nuclear do is6topo do 3C via polarizaco cruzada com rotagdo em torno do angulo
magico (*C RMN CP/MAS). Foram realizadas curvas de calibragdo para determinar a
concentracdo 6tima de acido humico para 0 maior estimulo ao crescimento do sistema radicular,
bem como, a concentracdo ideal de cada inibidor que resultem em prejuizo ao desenvolvimento
do sistema radicular, sem, contudo, apresentar toxidez severa as plantas. Com relacdo a ATR-
FTIR, bandas de absorcdo intensas foram observadas em aproximadamente 3660-3284 cm
indicando a presenga de —OH e/ou —NH, que correspondem aos grupos funcionais: alcool,
acidos carboxilicos e/ou aminas, sugerindo uma caracteristica estrutural mais alifatica e
funcionalizada. A partir da integragdo das diferentes regides no RMN de **C via CP/MAS foi
possivel observar que o AH oriundo de vermicomposto possui um maior predominio de
fragmentos alifaticos e carbono carboxilico em detrimento a quantidade de carbonos
aromaticos, indicando a presenca de propriedade hidrofébica e hidrofilica, caracteristica
presente em amostras de AH oriundas de diferentes origens, influenciando na labilidade e
recalcitrancia das estruturas. A bioatividade foi avaliada através da capacidade do AH em
induzir melhorias nas caracteristicas morfolégicas. Quando avaliada a producdo de biomassa
na raiz e parte aérea e a morfologia radicular foi possivel verificar que ocorreu um maior
estimulo no crescimento nas concentragdes intermediarias ocasionada pelo efeito do AH, sendo
a concentracdo que apresentou uma melhor resposta foi de 80 mg.L™*. Dessa forma, foi possivel
validar o modelo experimental ao associar as propriedades do AH que contribuiram para o
aumento da bioatividade.

Palavras-chave: Espectroscopia ATR-FTIR. Espectroscopia RMN. Bioatividade. Acido
hamico.



3.2 ABSTRACT

The use of spectroscopic techniques to relate structure-property to HA bioactivity is a necessary
knowledge for the development of increasingly efficient bioactive products for use in
commercial agriculture, and an approach that favors the production of bioactive substances that
result in improvements in plant growth is essential. In this context, the following hypothesis
was raised for this Chapter I: HA isolated from vermicompost signal root system growth due to
their bioactive properties. This first chapter aimed to confirm the biostimulant effect provided
by the application of AH to rice plant roots combined with spectroscopic techniques to relate
the properties of AH to its bioactivity. In this study, the infrared spectroscopic (ATR-FTIR) and
solid-state nuclear magnetic resonance via cross-polarization with rotation around the magic
angle (3C NMR CP/MAS) spectroscopic techniques were used. A calibration curve was
performed to determine the optimum concentration of humic acid for the greatest stimulus to
root system growth, as well as the optimum concentration of each inhibitor that would result in
impaired root system development without severe toxicity to the plants. Intense absorption
bands were observed at approximately 3660-3284 cm™ indicating the presence of -OH and/or -
NH, which correspond to the functional groups: alcohol, carboxylic acids and/or amines,
suggesting a more aliphatic and functionalized structural feature. Based on the integration of
the different regions in the 3C NMR CP/MAS it was possible to observe that the HA from
vermicompost has a greater predominance of aliphatic fragments and carboxylic carbon in
detriment of the amount of aromatic carbons, indicating the presence of hydrophobic and
hydrophilic properties, a characteristic present in samples of HA from different sources,
influencing the lability and recalcitrance of the structures. Bioactivity was assessed through the
ability of AH to induce improvements in morpho-physiological characteristics. When root and
shoot biomass production and root morphology are evaluated, it is possible to see that there was
a greater growth stimulus at intermediate concentrations caused by the effect of AH, and the
concentration that showed the best performance was 80 mg.L™. Thus, it was possible to validate
the experimental model by associating the properties of AH that contributed to the increased
bioactivity.

Key words: ATR-FTIR spectroscopy. NMR spectroscopy. Bioactivity. Humic acid.



3.3 INTRODUCAO

As substancias humicas (SH) representam o maior componente da matéria organica do
solo e estdo amplamente distribuidas na natureza (SUTTON & SPOSITO, 2005). Estas sao de
ocorréncia natural nos solos, que surgem da decomposi¢cdo e transformacgdo de residuos
vegetais, animais e microrganismos. Notoriamente influenciam o desenvolvimento de plantas,
tanto pelos efeitos diretos na absorcdo de nutrientes e arquitetura radicular, melhorando o
crescimento e a nutricdo de plantas, como pelos efeitos indiretos ocasionados no solo,
melhorando a fertilidade e reduzindo a compactacéo do solo (NARDI et al., 2002; OLAETXEA
etal., 2016).

Nos Ultimos anos o interesse por produtos de uso na agricultura que sejam
ecologicamente corretos vem aumentando. O uso de vermicomposto tem sido uma alternativa
viavel por restaurar propriedades quimicas e fisicas do solo e melhorar o crescimento das
plantas (GARCIA et al., 2012; HERNANDEZ et al., 2014). Substancias himicas isoladas de
vermicomposto sdo conhecidas pelo estimulo do crescimento radicular (DOBBS et al., 2010;
Aguiar et al., 2013; Castro et al., 2021) e pelo efeito protetivo envolvendo a modulacdo das
ERO (GARCIA et al., 2016a).

O uso de técnicas espectroscopicas para relacionar estrutura-funcdo pode ser uma
prética interessante para o desenvolvimento de substancias promotoras de crescimento em
plantas usando fontes sustentaveis de materiais humicos (AGUIAR et al., 2013). Além disso,
o0s estudos relacionados a estrutura-propriedade-funcdo das SH em plantas possuem grande
importancia no entendimento do mecanismo de ag&o e seu uso na agricultura (GARCIA et al.,
2016b).

No estudo realizado por Garcia et al. (2012) relataram que a partir de técnicas
microscopicas e espectroscopicas foi possivel confirmar a interacdo entre fragmentos de AH de
baixa complexidade estrutural e o sistema radicular de plantas de arroz. Anos mais tarde, em
outro estudo publicado por Garcia et al. (2016b) apresentam que estruturas mais labeis e
funcionalizadas das fracfes humicas sdo responsaveis pela emissdo de raizes, enquanto as
estruturas mais recalcitrantes e menos funcionalizadas estdo relacionadas ao crescimento
radicular.

Devido a maior facilidade de obtencéo e suas caracteristicas quimicas, o 4cido humico
(AH) tem sido escolhido nos estudos de substancias bioativas por representar a fracdo mais
estavel da matéria organica humificada devido a sua caracteristica hidrofobica e a presenca de
grupos funcionais (NARDI et al., 2002; CANELLAS et al., 2008).

Com base no exposto, a hipdtese deste Capitulo | foi: os AH isolados de vermicomposto
sinalizam para o crescimento do sistema radicular devido suas propriedades bioativas. Assim,
este primeiro capitulo teve por objetivo confirmar o efeito bioestimulante proporcionado pela
aplicacdo do AH em raizes de plantas de arroz aliado a técnicas espectroscopicas para relacionar
as propriedades do AH a sua bioatividade.
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3.4 MATERIAL E METODOS
3.4.1 Extragéo e purificacdo do &cido humico

A fracdo humica utilizada neste estudo foi obtida a partir de vermicomposto de esterco
bovino processado por minhocas “Vermelha-da-California” (Eisenia foetida spp.). O
vermicomposto utilizado foi estabilizado ao fim de 50 dias, produzido na Fazendinha
Agroecoldgica do km 47, Seropédica-RJ. O processo de obtencdo estd descrito em Oliveira
(2011).

O isolamento e a purificacdo do acido hamico (AH) a partir de vermicomposto foi
realizado com base na metodologia proposta pela Sociedade Internacional de Substancias
Humicas (IHSS) (http://humic-substances.org/isolation-of-ihss-soil-fulvic-and-humic-acids/)
como descrito por Swift (1996).

Uma solucdo de KOH 0,1 M foi adicionada a uma massa de vermicomposto sob a
atmosfera de N2 gasoso em uma relagdo 1:10 (m:v) e permaneceu sob agitacdo constante de
400 rpm durante 16 horas. Decorrido esse periodo, o equipamento foi desligado e aguardou-se
4 horas de repouso. Em seguida, o sobrenadante foi transferido para potes de plastico e
centrifugado a 4.000 rpm por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante foi coletado, filtrado em papel
filtro qualitativo 50x50 cm (gramatura: espessura 0,2 mm e permeabilidade 38 L/st.m?) e o pH
foi ajustado a 1,5 adicionando-se HCI 6 M para ocorrer a precipitacdo do acido himico.

Apos 16 horas, a fragdo de &cido fulvico na fase liquida foi removida e o acido humico
transferido para potes de plastico e centrifugado a 4.000 rpm por 10 minutos a 4°C. Apos a
centrifugacgdo, o AH foi mantido sob agitacdo, durante 16 horas, com uma solugdo de HCI (0,1
M):HF (0,3 M) em proporcao 1:1,5 (v/v) para cada 100 mL de agua deionizada e foi adicionado
igual volume dessa solucéo ao &cido himico para a remogao de elementos minerais. Decorrido
esse tempo, foi novamente centrifugado a 4.000 rpm por 10 minutos a 4°C para eliminacdo da
solucdo acida (sobrenadante) e o AH foi centrifugado 2 vezes com agua deionizada gelada a
4.000 rpm por 10 minutos a 4°C.

Posteriormente, o AH foi transferido para membranas de dialises (14 kDa cut-off) e
mantido em agua deionizada trocada 2 vezes ao dia até o teste negativo para ions de Cl" usando
uma solucgéo de nitrato de prata (AgNOs 0,1 M). Apos a didlise, o AH foi transferido para tubos
falcon e armazenado em freezer a -80°C e, posteriormente foi seco por liofilizagéo.

3.4.2 Espectroscopia mediante ATR-FTIR

Os espectros foram obtidos na regido do infravermelho com transformada de Fourier
com reflectancia atenuada (ATR-FTIR) na faixa de 4000 — 400 cm?, realizando 32
digitalizaces a cada leitura, com resolugio espectral de 4 cm™. Para isso, foi utilizado um
espectrometro FTIR VERTEX 70/70v Series Spectrometer Bruker acoplado a um dispositivo
de reflectancia atenuada (ATR) de diamante, que funciona como uma reflexdo interna, onde as
amostras de AH (250 mg) previamente misturadas com pastilhas de KBr (200 mg) foram
colocadas no diamante presente no ATR para registro do espectro. Antes da anélise foi realizado
0 chamado background, em que consiste realizar a leitura do branco como compensacéo do ar.

Para obtencdo dos espectros foi utilizado o sofware OPUSBruker. Os espectros foram
obtidos em triplicata e submetidos a correcdo da linha base. O algoritmo smoothing (Savitsky-
Golay) foi utilizado em todos os espectros com o objetivo de aumentar a relagdo sinal ruido. Os
espectros trabalhados foram assinalados em funcdo da localizagdo da banda utilizando a
ferramenta “PeakPicking”.
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3.4.3 Espectroscopia mediante RMN de *3C via CP/MAS

O é&cido hamico também foi avaliado pela espectroscopia por ressonancia magnética
nuclear do is6topo do 3C via polarizagdo cruzada com rotacio em torno do angulo méagico a
54,74° (Y*C RMN CP/MAS). A analise foi realizada utilizando o aparelho Bruker AVANCE II
RMN a 400 MHz, equipado com sonda de 4 mm Narrow MAS e foi operado em sequéncia de
ressonancia de 3C a 100.163 MHz. Amostras de AH (150mg) foram colocadas em um rotor
(porta-amostra) de dioxido de zirconio (ZrO.) com tampas de Kel-F, com frequéncia de giro de
8+1 kHz e ap0s realizada os escaneamentos em um tempo de aquisi¢do de 34 ms e com recycle
delay de 5 segundos, os espectros foram obtidos em réplica pela coleta de 4000 pontos para
igual nmero de escaneamentos a uma temperatura de 25+1°C. O tempo de contato com a
sequéncia em rampa de *H ramp foi de 2 ms. A coleta e elaboragéo 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 fungéo
exponencial (line broadening) de 70 Hz.

Para a obtencdo da quantidade relativa de estruturas, as regides dos espectros foram
integradas atraves do software ACD/Labs v. 12.01, sendo obtidas oito regides de deslocamentos
quimicos como proposto por Song et al. (2008): Carbono-alquil-H,R (CAlg-H,R): 0-45 ppm;
CAIg-O,N: 45-60 ppm; CAlg-0O: 60-90 ppm; CAlg-di-O: 90-110 ppm; Carbono aromatico-H,R
(CAr-H,R): 110-140 ppm; CAr-O: 140-155 ppm; C carboxila-H,R (CCOO-H,R): 155-185
ppm e C carbonilas (CC=0): 185-230 ppm.

A aromaticidade foi calculada segundo a férmula proposta por Song et al. (2008):
(CAr-H,R) + (CAr-O) *100/ area total, assim a alifaticidade foi calculada como: 100-
Aromaticidade (%). O indice de hidrofobicidade (hidrofobicidade/hidrofilicidade; HB/HL) foi
calculado de acordo com o proposto por Aguiar et al. (2013): (CAlg-H,R) + (CAr-H,R) + (CAr-
0O)/ (CAIlg-O,N) + (CAlg-0) + (CAlg-di-O) + (CCOO0-H,R) + (CC=0). E o indice de polaridade
foi calculado utilizando a formula: (CAlg-O,N) + (CAlg-O) + (CAlg-di-O) + (CAr-O) +
(CCOO0-H,R) + (CC=0) / (CAlg-H,R) + (CAr-H,R).

3.4.4 Curva de calibracao das concentracgdes do &cido himico e inibidores

Este experimento teve por objetivo determinar a concentragdo 6tima de acido himico
para 0 maior estimulo ao crescimento do sistema radicular, bem como, a concentracéo ideal de
cada inibidor que resultem em prejuizo ao desenvolvimento do sistema radicular, sem, contudo,
apresentar toxidez severa as plantas.

Para isso, sementes de arroz da variedade Nipponbare foram submetidas ao
procedimento de “Quebra de Dorméncia” como descrito por Souza (2018). As sementes foram
previamente aquecidas a 45°C por 2 horas em estufa de circulacdo de ar forcada; em seguida
desinfestadas com hipoclorito de sodio 2,5% sob agitagdo por inversdo durante 15 minutos, e
deixadas imersas em agua deionizada overnight na Camara de Crescimento. No dia seguinte,
as sementes imersas em agua foram aquecidas novamente a 45°C por 2 horas, desinfestadas
com etanol 70% sob agitacdo por inversdo durante 1 minuto, lavadas com agua deionizada
repetidas vezes (aproximadamente 10 vezes), e foram acondicionadas sobre gaze em vasos com
capacidade de 3 L de 4gua deionizada para germinagao.

A germinac&o e o cultivo das plantas foram realizados na Camara de Crescimento do
Departamento de Solos da UFRRJ, com fluxo de fotons fotossintéticos dentro de uma faixa de
318 a 330 pmols m2.s?; fotoperiodo 14horas/10horas (luz/escuro), umidade relativa do ar de
75% e temperatura 28°C/24°C (diurna/noturna).

No momento da germinacdo, foi adicionada uma solugdo nutritiva de Hoagland &
Arnon (1950) modificada com % FI de 2 mM de N (1,5 mM de N-NOs™ e 0,5 mM de N-NH4")
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com o pH sendo mantido a 5,8, e a fonte de nitrogénio nitrato de calcio e nitrato de amonio.
Aos 3 DAG (dias apds a germinacéo) foi fornecida uma solucédo nutritiva de %2 FI de 2 mM de
N. Aos 5 DAG as plantulas foram transferidas para tubos falcon com capacidade de 50 mL (8
plantulas por tubo falcon) contendo solugéo nutritiva de % FI de 2 mM de N para uma melhor
adaptacdo das plantas, e aos 6 DAG foi realizada a primeira aplicagdo das diferentes
concentracdes de AH. Aos 9 DAG a solucdo nutritiva foi novamente renovada e realizada a
segunda aplicacdo dos diferentes tratamentos (Figura 1). O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado com quatro repeticGes para cada concentracdo (9), contendo 8
replicatas (n=288).

Para o estabelecimento da concentragdo 6tima do acido humico foram avaliadas as
seguintes concentragdes: 0 (controle absoluto), 2, 5, 10, 30, 50, 80, 100 e 150 mg de AH.L™,
que foram solubilizados em solucéo nutritiva e mantido pH 5,8. As concentracfes do acido
hamico foram baseadas em experimento prévio realizado por Tavares et al. (2017), tendo sido
realizadas duas aplicacfes de AH, aos 6 DAG e aos 9 DAG (Figura 1).

Germinagio Trat:r:ento Trat:::'ento
0 DAG 3 DAG 6 DAG 9 DAG
YaFl2 mM N %2 Fl2 mMN %2 Fl2 mM N Y2 Fl2 mM N

Figura 1. Esquema de cultivo das plantas de arroz da variedade Nipponbare que foram
submetidas a diferentes concentraces de AH com suprimento de 2mM de N (1,5 mM de
N-NOz e 0,5 mM de N-NH4"). Aos 12 DAG foi realizada a coleta trés horas apés o inicio
do periodo de luz para excluir variacdes diurnas. DAG: dias apds a germinacdo, Fl: forca
ibnica, AH: acido humico.

As concentracdes dos inibidores Sodium benzoate (SB); Acido 4,5-dihydroxy-1,3-
benzene disulfonic (TIRON); N N’-Dimethylthiourea (DMTU); Diphenyleneiodonium
chloride (DPIC); Acido 2-(p-chlorophenoxy)-2-methylpropionic (PCIB) e Fluridone (FLD)
foram definidas com base em experimentos, descritos na literatura, conforme abaixo:

a) Sodium benzoate (SB) (scavenger de HO*), nas concentragdes de O (controle
absoluto); 0,05; 0,5; 1; 1,5; 3; 5; 10 e 50 mM de SB.L* (KOVACIK et al., 2009; DAS
& KAR, 2017). HO*: hidroxila. Foram estabelecidas 9 concentracdes para a curva
(n=288);

b) Acido 4,5-dihydroxy-1,3-benzene disulfonic (TIRON), (scavenger de O2™), nas
concentragdes de 0 (controle absoluto); 50; 100; 300; 500; 800; 1000; 1500 e 2000 uM
de TIRON.L? (LEE et al., 2017; CHEN et al., 2018). O2": superoxido. Foram
estabelecidas 9 concentragdes para a curva (n=288);

C) N N’-Dimethylthiourea (DMTU) (scavenger de H>O), nas concentragdes de 0
(controle absoluto); 0,5; 1; 2,5; 5; 10; 20 e 50, 100 mM de DMTU.L? (YANG et al.,
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2013; CHEN et al., 2018; WANG et al., 2018). H20.: peroxido de hidrogénio. Foram
estabelecidas 9 concentragdes para a curva (n=288);

d) Diphenyleneiodonium chloride (DPIC) (inibidor de NADPH oxidase), nas
concentragdes de O (controle absoluto); O (controle com solvente); 1; 5; 10; 25 e 30 uM
de DPI.LT (YANG et al., 2013; LEE et al., 2017; WANG et al., 2018; KUSHWAHA et
al., 2019). NADPH: fosfato de dinucleotideo de nicotinamida e adenina. Foram
estabelecidas 7 concentracGes para a curva (n=224);

e) Acido 2-(p-chlorophenoxy)-2-methylpropionic (PCIB) (inibidor da acdo de
auxina), nas concentracdes 0 (controle absoluto); O (controle com solvente); 5; 10; 25;
50; 100 e 200 pM de PCIB . L* (OONO et al., 2003; MORA et al., 2012). Foram
estabelecidas 8 concentragdes para a curva (n=256);

f) Fluridone (FLD) (inibidor da biossintese de ABA), nas concentraces de 0
(controle absoluto); 0 (controle com solvente); 5; 10; 25; 50; 100 e 200 UM de FLD . L~
! (KONDHARE et al., 2014; SANCHEZ-ROMERA et al., 2014; OLAETXEA et al.,
2015). ABA: 4cido abscisico. Foram estabelecidas 8 concentracdes para a curva
(n=256).

Os inibidores DPIC, PCIB, FLD, foram preparados em dimetil sulfoxido (DMSO), e 0s
demais inibidores foram preparados em agua deionizada. Os inibidores foram dissolvidos nos
diferentes solventes para preparar uma solucdo estoque de 1000X. Para cada experimento, as
plantas controles receberam a mesma quantidade correspondente aos solventes utilizados no
preparo dos inibidores, além de ter sido mantido um controle absoluto contendo somente
solucgéo nutritiva.

Foi realizado de forma separada um experimento para cada inibidor. Sendo assim, o
delineamento experimental foi inteiramente casualizado com quatro repeticGes para cada
concentragdo dos diferentes inibidores, contendo 8 replicatas.

A idade das plantas foi a mesma utilizada para o estabelecimento da curva de calibracdo
do AH, tendo sido realizada somente uma aplicacgéo de cada inibidor aos 9 DAG (Figura 2). O
intuito de realizar essa curva de calibracdo era determinar a concentracédo ideal de cada inibidor
que resultem em prejuizo ao desenvolvimento do sistema radicular, sem, contudo, apresentar
toxidez severa as plantas. Portanto, foi realizada somente uma aplicacdo dos inibidores.

As plantas foram mantidas nessas condi¢fes por 72 h. Aos 12 DAG, para excluir as
variacdes diurnas, trés horas apds o inicio do periodo de luz as plantas foram coletadas.
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Trocas de

Germinagéo Solugdo Nutritiva T Coleta
0 DAG 3 DAG 6 DAG 9 DAG 12 DAG
Y% FI2mM N % Fl2mM N % FI2mM N %2 Fl2mM N

Figura 2. Esquema de cultivo das plantas de arroz da variedade Nipponbare que foram
submetidas a diferentes concentragdes dos inibidores, com suprimento de 2 mM de N (1,5
mM de N-NOsz" e 0,5 mM de N-NH4"). Aos 12 DAG foi realizada a coleta trés horas ap6s
0 inicio do periodo de luz para excluir variagdes diurnas. DAG: dias apds a germinacao,
FI: forca idnica.

No momento da coleta foi mensurado o comprimento da parte aérea, em centimetros,
posteriormente foram particionadas em raiz e parte aérea e pesadas para obtencdo da massa
fresca (g). As raizes coletadas foram armazenadas em tubo falcon contendo etanol 50% para
posteriores analises da morfologia radicular. Para obtencdo da massa seca (g) da parte aérea, as
amostras foram secas em papel toalha, transferidas para sacos de papel e mantidas em estufa a
60°C durante 72h e pesadas posteriormente. Para obtencdo da massa seca (g) de raiz, ap6s a
analise da morfologia radicular, seguiu-se 0 mesmo procedimento realizado para a parte aérea.

3.4.5 Andlise da morfologia radicular

Para analise da morfologia radicular, as raizes foram espalhadas em uma cuba contendo
agua deionizada e escaneadas utilizando o scanner Epson Expression 10000XL (Epson,
Toronto, Canada). As imagens foram analisadas utilizando o software de sistema de analise de
imagem baseado em scanner WinRhizo Arabidopsis (Regent Instruments, Montreal, QC,
Canada, 2012b) na definicdo de 600 dpi (pontos por polegada).

Os parametros determinados foram os seguintes: comprimento total de raizes (mm),
diametro médio (mm), area de superficie (mm?), volume radicular (mm?) e niimero de pontas.

3.4.6 Andlise estatistica

Para as curvas de calibracdo foi utilizada a analise de regressao quadratica. Os graficos
foram elaborados no programa SigmaPlot 10.0.
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3.5 RESULTADOS
3.5.1 Espectroscopia do AH usando ATR- FTIR-e RMN de *C via CP/MAS

A espectroscopia FTIR produziu um padrdo espectral para o AH extraido (Figura 3).
Bandas de absorcdo intensas foram observadas em aproximadamente 3660-3284 cm
indicando a presenga de —OH e/ou —NH, que correspondem aos grupos funcionais: alcool,
acidos carboxilicos e/ou aminas. A banda de absorcdo ~2979 cm™ corresponde a presenca de
—CH (—CHj alifaticos). As bandas de 1828-1602 cm™ indicam a presenca de C=0 e C=C, que
correspondem aos grupos aromaticos, carbonila, amida, éster. A banda de absor¢do 1384 cm™
corresponde a presenca de —CH. A banda 1242 cm™ corresponde ao estiramento C-N, enquanto
a banda 1124 cm™ corresponde ao estiramento de C-O, que pertence aos alcoois primarios. A
banda em aproximadamente 1.030 cm™ é caracteristica de estiramentos -OH de alcoois
alifaticos e polissacarideos. A banda 671 cm™ corresponde a presenca de C=C, que corresponde
aos alcenos.

(o]

.

© -

© - N
. N~

O o oS ©
'\CMN"

2] w‘ohqﬂ'l\ -
n ™ N~ o v~ = afo
29 ST 3ot
B ©° o -5 &S T
8 ® o M TaAll
Hm‘ N -

...........................................................

Figura 3. Espectro na regido do infravermelho transformada de Fourier com reflectancia
atenuada (ATR-FTIR) do acido humico proveniente de vermicomposto. Dado publicado
recentemente pela autora em Souza et al. (2021).

O espectro do AH obtidos RMN de °C via CP/MAS é mostrado na Figura 4. No
espectro, os picos apresentados fornecem informacdes sobre os tipos de ligagbes quimicas dos
nucleos de C presentes na molécula e as areas abaixo desses picos fornecem informacdes
quantitativas.

A Tabela 1 indica diferencas nas quantidades relativas dos tipos de carbono presente no
AH. Na regido de 0-45 ppm tem-se a presenca de —CHz terminal, que pertencem a cadeia de
carbonos alifaticos ndo substituidos, representando estruturas alifaticas ndao funcionalizadas.
Em adicdo, foi detectado na regido de 45-60 ppm a cadeia de carbonos alifaticos substituidos,
gue representam os polipeptideos. Na regido de 60-90 ppm séo detectados os carbonos alifaticos
que pertencem aos fragmentos de celulose e hemicelulose, bem como fragmentos de lignina. A
regido de 90-110 ppm representam os carbonos alifaticos di-substituidos ligados ao oxigénio,
confirmando a presenca de carboidratos, e lignina. Na regido 110-140 ppm indica a presenca
de carbonos aromaticos, enquanto na regido de 140-155 ppm a presenca de carbonos aromaticos
funcionalizados, ligados ao oxigénio ou nitrogénio. Na regido de 155-185 ppm a presenca de
carbonos carboxilicos, e na regido de 185-230 ppm a presenca de carbonila.
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Figura 4. Espectro de ressonancia magnética nuclear *C RMN CP/MAS do &cido himico
proveniente de vermicomposto. Dado publicado recentemente pela autora em Souza et al.
(2021).

Tabela 1. Quantidade relativa (%) dos tipos de carbono em amostra de AH proveniente de
vermicomposto.

Cai-H,R Caig-O,N Cai-O Caig-di-O Car-H,R  Car-O Ccoo-H,R Cc-0
0-45 45-60  60-90 90-110 110-140 140-155 155-185 185-230

________ % ———-

AH 31,30 12,60 13,10 6,10 13,10 6,10 13,10 4,50

Arom Alif HB/HL P

19,22 80,78 1,02 1,25

Nota: Arom = aromaticidade; Alif = alifaticidade; HB/HL =indice de hidrofobicidade; P = indice de polaridade.
3.5.2 Efeito da aplicagio de AH e inibidores sobre o crescimento do sistema radicular

Para verificar o efeito do AH no estimulo do crescimento radicular foram necessarias a
execucdo experimental de trés curvas de calibracdo, para assim, estabelecer a concentracdo
ideal do &cido himico nas condigdes propostas para a execu¢do dos ensaios preliminares dos
experimentos. Para isso, na primeira curva de calibracdo foi realizada uma aplicacdo dos
diferentes tratamentos de AH aos 10 DAG e a coleta realizada aos 13 DAG, porém nao ficou
evidenciada a concentracdo 6tima do AH (Apéndice 28).

Assim, foi conduzido um segundo experimento, onde foram realizadas duas aplicacfes
de AH, aos 10 DAG e aos 13 DAG, com intervalo de 3 dias, e a coleta realizada aos 16 DAG.
Neste experimento, foi observado o efeito estimulatorio do AH sobre o crescimento radicular,
porém foi possivel observar que ndo houve diferenca na massa radicular entre as diferentes
concentracdes utilizadas (Apéndice 29), que pode ser explicado devido ao pouco espaco
disponivel no tubo falcon para o crescimento das raizes.

Dessa forma, foi estabelecida a terceira curva de calibragdo das concentragdes de AH,
tendo sido realizadas duas aplicactes de AH, aos 6 DAG e aos 9 DAG (Figura 1 da secéo
Material e Métodos), com intervalo de 3 dias, e a coleta realizada aos 12 DAG, tendo sido
avaliada a altura, biomassa de raiz e parte aérea, bem como, morfologia radicular através do
software WinRhizo, sendo possivel observar uma diferenca entre as diferentes concentractes
aplicadas (Figura b).
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A Dbioatividade foi avaliada usando a capacidade do AH em induzir melhorias nas
caracteristicas morfofisiologicas. Apds a aplicacdo do AH nas diferentes concentracdes foi
observado que existe um periodo mais adequado de resposta das plantas, e para as condi¢es
do experimento, tiveram que ser feitas duas aplicacdes de AH, e a coleta ser realizada aos 12
DAG para que houvesse espaco suficiente para o crescimento radicular nas condigdes propostas
para a execucdo dos ensaios preliminares utilizando os tubos falcon, e pudesse ser observado o
efeito estimulatério sobre o crescimento radicular. Todas as curvas de calibragdo para 0s
inibidores seguiram as mesmas condic¢des experimentais, porém com uma Unica aplicacdo dos
inibidores.
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Figura 5. Curva de calibracdo das concentragdes de AH. As plantas foram coletadas aos 12
DAG e foram realizadas duas aplicagdes de AH, aos 6 e aos 9DAG. (a-c) Mensuracéo
fisioldgica de plantas de arroz durante a exposicdo ao AH. (d-h). Morfologia radicular de
plantas de arroz durante a exposi¢do ao AH. A analise foi realizada utilizando o software
WinRhizo Arabidopsis. (i) Plantas crescidas nas diferentes concentragdes de AH. AH:
acido humico, DAG: dias ap0s a germinacdo, PA: parte aérea, MS (g): massa seca em
gramas. Concentragdes utilizadas: 0, 2, 5, 10, 30, 50, 80, 100 e 150 mg de AH.L™.

A reducdo no diametro (Figura 5e) ocasionada pelas concentragdes intermediarias pode
favorecer o surgimento de raizes mais finas, podendo contribuir para 0 aumento na capacidade
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de absorgdo de agua e nutrientes pelas raizes. Ainda Na Figura 5b-c é possivel visualizar a
resposta na producdo de biomassa nas diferentes concentragcdes. Quando avaliada a producéo
de biomassa na raiz e parte aérea é possivel verificar que ocorreu um maior estimulo no
crescimento nas concentracdes intermediarias ocasionada pelo efeito do AH, sendo mais
expressivo na concentracgdo intermediaria de 80 mg de AH.L™.

Para as curvas de calibracdo dos inibidores foram utilizados: benzoato de sodio (SB)
(scavenger de HO*), &cido 4,5-dihydroxy-1,3-benzene disulfonic (TIRON) (scavenger de O
*), N N’-Dimethylthiourea (DMTU) (scavenger de H20.), Diphenyleneiodonium chloride
(DPIC) (inibidor especifico de NADPH oxidase ligado a membrana), &cido 2-(p-
chlorophenoxy)-2-methylpropionic (PCIB) (inibidor da acdo de auxina), Fluridone (FLD)
(inibidor da biossintese de ABA), em diferentes concentra¢fes conforme citado no item 3.4.4
Material e Métodos.

Para o estabelecimento das concentragdes dos inibidores, 72 h ap6s a aplicagdo (12
DAG) foi realizada a coleta e avaliada a altura, biomassa de raiz e parte aérea, bem como,
morfologia radicular através do software WinRhizo (os resultados sdo apresentados no
Apéndice 30 a 35). As concentracfes Otimas dos inibidores que resultaram em prejuizo ao
desenvolvimento do sistema radicular, sem, contudo, apresentar toxidez severa as plantas foram
determinadas com base na reducdo de biomassa radicular. Assim, foram as seguintes
concentragdes definidas: plantas tratadas com benzoato de sodio (SB) (3 mM.L? de SB);
TIRON (800 uM.L™Y); DMTU (5 mM.L?); DPIC (5 uM.LY); PCIB (25 uM.L™Y); fluridone (FId)
(50 uM.L ™).
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3.6 DISCUSSAO

A técnica de caracterizagdo espectroscopica ATR-FTIR fornece informagdes detalhadas
sobre os grupos funcionais oxigenados presentes na complexa estrutura molecular, sendo
representados pela intensidade do sinal infravermelho (FRANCIOSO et al., 1996), isto é,
guanto maior a quantidade de grupamentos funcionais vibrando em uma regido préxima, maior
sera o alargamento da banda de absorcdo em um determinado nimero de onda em centimetros
inversos. Assim, essa € uma técnica qualitativa, representando a presenca ou auséncia dos
grupamentos funcionais. A partir dos resultados (Figura 3) observa-se que o AH extraido de
vermicomposto possuem a presenca de vibragdes de estiramentos “OH e/ou —NH pertencentes
aos grupos funcionais: alcool, &cidos carboxilicos e/ou aminas, sugerindo uma caracteristica
estrutural mais alifatica e funcionalizada.

Por outro lado, a técnica de caracterizacdo espectroscopica realizada através de RMN
de 3C via CP/MA indica aumento na intensidade dos picos, além de indicar aumento na
resolucdo dos sinais do spin usando representando o deslocamento quimico ou intensidade do
campo magnético em ppm (SONG et al., 2008). Sendo considerada uma técnica quantitativa,
em que indica as quantidades relativas dos carbonos extraidos dos espectros na forma de picos
(Figura 4).

A partir da integracdo das diferentes regides no RMN de *C via CP/MAS (Tabela 1)
foi possivel observar que o AH oriundo de vermicomposto possui um maior predominio de
fragmentos alifaticos e carbono carboxilico em detrimento a quantidade de carbonos
aromaticos, indicando a presenca de propriedade hidrofilica e hidrofdbica, caracteristica
presente em amostras de AH oriundas de diferentes origens, influenciando na labilidade e
recalcitrancia das estruturas (SOUZA et al., 2021).

Utilizando técnicas espectroscépicas em amostras de AH extraidas de vermicomposto,
Aguiar et al. (2013) ao analisarem diferentes espectros de RMN observaram que mesmo em
amostras de vermicomposto produzidas com um intervalo maior de decomposicéo, estruturas
mais recalcitrantes como residuos de ligninas sdao acumuladas junto com a decomposicdo de
carboidratos e a formacao de carboxilas, contribuindo para o0 aumento da bioatividade do AH.

Inimeros trabalhos mostram que a atividade bioldgica das substancias himicas depende
do tamanho da molécula, em que fragmentos de baixo peso molecular correspondem a fracédo
mais ativa das SH, com estruturas menos complexas com predominio de carbonos aliféticos e
com elevado grau de substituicdo (CANELLAS et al., 2010; GARCIA et al., 2012), enquanto
que fragmentos maiores atuam como reguladores do crescimento radicular, isso porque ocorre
uma fragmentacdo da estrutura de SH devido a exsudacao de &cidos organicos e o decréscimo
do pH na rizosfera, favorecendo a entrada de pequenos fragmentos nas plantas exercendo um
efeito semelhante ao efeito hormonal, além de regular o conteddo de ERO (DOBBS et al., 2010;
GARCIA et al., 2016b; PIZZEGHELLO et al., 2020).

A andlise do indice de hidrofobicidade/hidrofilicidade indica que a amostra é mais
hidrofilica gerando uma propriedade de maior polaridade devido a maior presenca de carbonos
alifaticos substituidos. Essa propriedade confere maior grau de substituicdo e a presenca em
maior namero de grupos funcionais, contribuindo assim para um AH de carater mais hidrofilico
e maior labilidade devido a presenca de componentes labeis como celulose, carboidratos,
proteinas e lipideos. De acordo com Dobbss et al. (2010) quanto maior a diversidade quimica
de moléculas bioativas, maior a bioatividade do AH.

A area superficial e comprimento sdo um dos principais parametros utilizados para
expressar as taxas de absorcao de 4gua e nutrientes (ROSSIELO et al., 1995). Além disso, raizes
de menor diametro, apresentam uma maior capacidade de absor¢do de agua e nutrientes devido
ao aumento na superficie de contato raiz-solo (RANGEL, 2018). De acordo com 0 mesmo autor
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(RANGEL, 2018), quanto maior o numero de pontas, maior a emissdo de raizes laterais,
favorecendo uma maior capacidade de exploragédo do solo.

De acordo com Olaetxea et al. (2015) as SH na concentragdo de 100 mg.L™ possuem
um efeito positivo sobre a rizosfera, e elevadas concentragdes podem inibir o crescimento da
parte aérea, devido ao bloqueio que pode ocorrer na absor¢cdo de &gua pelas raizes. Para as
condi¢des experimentais deste trabalho, o efeito positivo sobre a biomassa e a morfologia
radicular ocorreu mais proeminente na concentragdo intermediaria de 80 mg de AH.L™, sendo
observado um efeito negativo nas concentracdes superiores. As substancias humicas
desencadeiam uma série de eventos que modulam a morfologia e arquitetura do sistema
radicular por meio de complexas interacdes que envolvem vias de sinalizacdo, acdo tipo
hormonal e ativacdo de rotas bioquimicas, resultando em efeitos positivos quando em
concentragdes adequadas no meio (GARCIA et al., 2018).
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3.7 CONCLUSOES

Através das técnicas espectroscopicas de ATR-FTIR e RMN de 3C via CP/MAS foi
possivel confirmar a hipétese levantada que os AH isolados de vermicomposto sinalizam para
0 crescimento do sistema radicular devido suas propriedades bioativas. O AH oriundo de
vermicomposto possui maior predominio de fragmentos alifaticos e carbono carboxilico,
conferindo uma propriedade mais alifatica, contribuindo assim para um AH de carater mais
hidrofilico e maior labilidade, influenciando na labilidade e recalcitrancia das estruturas.

Ao avaliar a bioatividade do AH em plantas de arroz este induziu melhorias nas
caracteristicas morfofisioldgicas na concentracdo intermediaria de 80 mg de AH.L™?, sendo
observado um efeito negativo nas concentragfes superiores. A partir dessas curvas de
calibracdo, foi possivel determinar a concentracdo 6tima do AH. Além disso, foi possivel
verificar o seu efeito estimulatdrio sobre o crescimento radicular nas diferentes concentragdes.
Dessa forma, foi possivel validar o modelo experimental ao associar as propriedades do AH
que contribuiram para o aumento da bioatividade.
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4. CAPITULO 11

MECANISMOS DE SINALIZACAO DO AH QUE PROMOVEM O
CRESCIMENTO RADICULAR EM PLANTAS DE ARROZ SAO
DEPENDENTES DAS ERO, ABA E AUXINA
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4.1 RESUMO

E notdrio que bioestimulantes elicitam uma resposta nas plantas que pode influenciar
caracteristicas fenotipicas e melhorar o rendimento através da tolerancia a estresses abioticos,
e absorcado e assimilacdo de nutrientes. As SH influenciam o desenvolvimento de plantas, tanto
pelos efeitos diretos na arquitetura e no metabolismo vegetal como pelos efeitos indiretos
ocasionados no solo. O aumento da emissdo de pelos radiculares e raizes laterais em resposta
as SH geralmente esta relacionado as interacGes hormonais e espécies reativas de oxigénio.
Evidéncias recentes mostram a relagcdo entre a aplicacdo de &cido humico e o aumento da
producdo interna de ERO indicando uma possivel acdo dessas ERO como moléculas
sinalizadoras no mecanismo de acdo das substancias humicas. Com base no exposto, as
seguintes hipoteses foram levantadas: (i) os AH isolados de vermicomposto sinalizam para o
crescimento do sistema radicular via regulagdo oxidativa; (ii) os AH isolados de vermicomposto
sinalizam para o crescimento do sistema radicular via regulacdo hormonal; (iii) os AH isolados
de vermicomposto sinalizam para o crescimento do sistema radicular por meio da interagéo
entre regulacdo das ERO e regulacdo hormonal. Este segundo capitulo teve por objetivo
elucidar os mecanismos de sinalizacdo responsaveis pela resposta fisiologica do AH no
estimulo do crescimento radicular aliado a analise das caracteristicas morfologicas e estudo da
expressao génica para relacionar as vias de sinalizacdo hormonal e o metabolismo das ERO.
Foram realizados experimentos de time-course para verificar o efeito do inibidor ao longo do
tempo, e assim, validar o modelo experimental da aplicagdo combinada entre AH + inibidor nas
melhores concentrac@es obtidas nos ensaios preliminares de concentracdo-resposta. A partir
desses experimentos, além das andlises morfoldgicas de raiz, utilizando-se o software
WinRhizo Arabidopsis, também foi realizado um estudo de expressdo génica, tendo sido
avaliados genes relacionados as vias de sinalizagdo de ERO: BAS 1, GPX, PRX112 e
CuzZnSOD1, e genes relacionados ao crescimento radicular, tais como, TOR, IAA1l e NRT2.1.
Através da abordagem fenotipica foi possivel verificar os efeitos da aplicacdo de AH sobre as
caracteristicas morfofisiologicas de plantulas de arroz, tendo sido possivel langar luz sobre
possiveis mecanismos responsaveis pelo efeito direto da acdo do AH ao promover o
crescimento radicular. Os dados obtidos a partir da execucdo deste estudo mostram que a
promocdo do crescimento radicular € um mecanismo dependente da producdo de ERO, e o
efeito estimulatério do AH é dependente da producdo de HO*, O,” e H20,. Através da
abordagem molecular foi possivel observar alteracdes na regulacdo génica ocasionadas pela
aplicacdo do AH, sendo mais expressiva em genes relacionados a atuacdo de enzimas
antioxidantes que desempenham um papel na protecdo das plantas contra o estresse oxidativo
ocasionado principalmente por estresses abidticos. Os resultados apresentados neste estudo
mostram que AH extraidos de vermicomposto desempenham um papel no estimulo do
crescimento radicular em plantas de arroz e claramente € um mecanismo dependente de varias
vias de sinalizagdo existentes nas plantas, em especial as vias de sinalizacdo de ERO e
hormonais. Neste estudo foi possivel confirmar o efeito protetivo que o AH exerce sobre o
crescimento das plantas, explicando em parte 0s mecanismos fisiol6gicos por tras das respostas
na promocdao do crescimento radicular.

Palavras-chave: Acido hdmico. Sinalizagdo. ERO. Crescimento radicular.
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4.2 ABSTRACT

It is well known that biostimulants elicit a response in plants that can influence phenotypic traits
and improve yield through tolerance to abiotic stresses, and nutrient uptake and assimilation.
HS influence plant development, both through direct effects on plant architecture and
metabolism, and indirect effects on the soil. The increased emission of root hairs and lateral
roots in response to HS is generally related to hormonal interactions and reactive oxygen
species. Recent evidence shows a relationship between humic acid application and increased
internal production of ROS indicating a possible action of these ROS as signaling molecules in
the mechanism of action of humic substances. In this context, the following hypotheses were
established: (i) HA isolated from vermicompost signal root system growth via oxidative
regulation; (ii) HA isolated from vermicompost signal root system growth via hormonal
regulation; (iii) HA isolated from vermicompost signal root system growth through the
interaction between ROS regulation and hormonal regulation. This second chapter aimed to
elucidate the signaling mechanisms responsible for the physiological response of AH in
stimulating root growth coupled with the analysis of morphophysiological characteristics and
gene expression study to relate hormone signaling pathways and ROS metabolism. In this study,
WinRhizo Arabidopsis software was used for the root morphology analyses. Time-course
experiments were performed to verify the effect of the inhibitor over time, and thus validate the
experimental model of the combined application between AH + inhibitor. Based on this
experiment, besides the morphological analyses, a gene expression study was also performed
were genes related to ROS signaling pathways were evaluated: BAS 1, GPX, PRX112 and
CuzZnSOD1, as well as genes related to root growth, such as TOR, IAA11 and NRT2.1. Through
the phenotypic approach it was possible to verify the effects of AH application on the morpho-
physiological characteristics of rice seedlings, and it was possible to shed light on possible
mechanisms responsible for the direct effect of the action of AH in promoting root growth. The
data collected from the performance of this study suggest that root growth promotion is a
mechanism dependent on ROS production, and the stimulatory effect of AH appears to be
dependent on HO*, O™ e H,0; production. Through the molecular approach it was possible to
observe changes in gene regulation caused by the application of AH, being more expressive in
genes related to the action of antioxidant enzymes that play a role in protecting plants against
oxidative stress caused mainly by abiotic stresses. The results presented in this study show that
AH extracted from vermicompost play a role in stimulating root growth in rice plants and
clearly it is a mechanism dependent on several existing signaling pathways in plants, especially
ERO and hormonal signaling pathways. In this study it was possible to confirm the protective
effect that AH produces on plant growth, explaining in part the physiological mechanisms
behind the responses in promoting root growth.

Key words: Humic acid. Signaling. ROS. Root growth.
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4.3 INTRODUCAO

Inimeros estudos relatam as mudancas que as substancias humicas induzem tanto no
metabolismo primario quanto secundario, promovendo um estresse benéfico as plantas,
desencadeado por uma complexa interacgdo entre vias de sinalizagcdo hormonal e 0 metabolismo
das espécies reativas de oxigénio (ERO) (NARDI et al., 2007; TREVISAN et al., 2010, 2011;
OLAETXEA etal., 2015; GARCIA et al.; 2016a; CORDEIRO et al., 2017; OLAETXEA et al.,
2018; ROOMI et al., 2018; NUNES et al., 2019; SOUZA et al., 2022), indicando uma possivel
acdo dessas moléculas como sinalizadoras no mecanismo de acdo das substancias humicas,
promovendo um estimulo ao crescimento das plantas.

Varios estudos evidenciaram o efeito semelhante das SH ao efeito hormonal, do termo
em inglés hormone-like, e tem sido relatado diversas evidéncias de respostas hormonais e
estruturas ndo lignificantes dentro da estrutura das SH, demonstrando que estas podem
estimular a atividade e promover a sintese das bombas de prétons na membrana plasmatica,
intensificando a aquisi¢éo de nutrientes pelas plantas (TREVISAN et al., 2010; ZANDONADI
etal., 2010; MUSCOLO et al., 2013; TAVARES et al., 2017; NARDI et al., 2018).

O aumento da emissdo de pelos radiculares e raizes laterais em resposta as SH
geralmente esta relacionado as interacdes hormonais (TREVISAN et al., 2010; OLAETXEA et
al., 2015, 2018; SOUZA et al., 2022) e ERO (GARCIA et al.; 2016a; CORDEIRO et al., 2017).
Evidéncias recentes mostram a relacdo entre a aplicacdo de acido humico e o aumento da
producdo interna de ERO (ROOM I et al., 2018; NUNES et al., 2019), indicando uma possivel
acao dessas ERO como moléculas sinalizadoras no mecanismo de acdo das substancias
hdmicas.

As EROs sdo subprodutos do metabolismo celular, e possuem papel importante na
sinalizacdo molecular regulando o desenvolvimento das plantas (TRIPATHY &
OELMULLER, 2012; KUSHWAHA et al., 2019). Estudos ja relataram que as SH podem
regular os niveis endégenos de ERO em plantas de arroz (AGUIAR et al., 2016; GARCIA et
al., 2016a; GARCIA et al., 2018). A aplicagio exdgena de SH no sistema radicular pode ativar
enzimas do sistema antioxidativo, como APX, CAT, POX e SOD, que atuam no citosol das
células das raizes controlando os niveis de ERO (GARCIA et al., 2016a; CORDEIRO et al.,
2017).

De acordo com Asli & Neumann (2010) o inicio da interacdo SH-plantas tem sido
explicado como sendo uma aglomeracao dos fragmentos himicos nas superficies das raizes,
que ocasiona possivel entupimento dos poros radiculares, modificando a condutividade
hidraulica e o funcionamento das raizes. Essa aglomeracdo de AH poderia regular o
metabolismo oxidativo, formando uma espécie de incrustacdo himica radicular que causa um
tipo de “pseudoestresse” ou “euestresse”, que leva a0 aumento na concentragdo de ERO, com
0 aumento na atividade de enzimas do metabolismo oxidativo (GARCIA et al. 2012, 2016a).

Apesar das evidéncias estabelecidas dos efeitos bioestimulante, muitos aspectos
funcionais das SH ainda precisam ser elucidados. Com base no exposto, as seguintes hipoteses
foram levantadas: (i) os AH isolados de vermicomposto sinalizam para o crescimento do
sistema radicular via regulagéo oxidativa; (ii) os AH isolados de vermicomposto sinalizam para
0 crescimento do sistema radicular via regulacdo hormonal; (iii) os AH isolados de
vermicomposto sinalizam para o crescimento do sistema radicular por meio da interacdo entre
regulacdo das ERO e regulagdo hormonal.

O objetivo deste Capitulo Il foi elucidar mecanismos de sinalizagdo responsaveis pela
indugdo do crescimento do sistema radicular em resposta & aplicagdo de AH.
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4.4 MATERIAL E METODOS
4.4.1 Efeito da aplicagdo dos inibidores ao longo do tempo

Este experimento foi conduzido com o intuito de verificar o efeito dos inibidores ao
longo do tempo e assim responder a um questionamento sobre quanto tempo apds a renovacdo
da solugdo nutritiva ainda seria possivel detectar o efeito do inibidor sobre a planta. A
concentracdo 6tima de cada inibidor que resultou em prejuizo ao desenvolvimento do sistema
radicular, sem, contudo, apresentar toxidez severa as plantas, foi validada e definida atraves das
curvas de calibracdo dos inibidores.

Para isso, sementes de arroz da variedade Nipponbare foram submetidas ao
procedimento de “Quebra de Dorméncia” como descrito por Souza (2018). As sementes foram
previamente aquecidas a 45°C por 2 horas em estufa de circulacdo de ar for¢ada; em seguida
foram desinfestadas com hipoclorito de sédio 2,5% sob agitacdo por inversdao durante 15
minutos, e deixadas imersas em agua deionizada overnight na Camara de Crescimento. No dia
seguinte, as sementes imersas em agua foram aquecidas novamente a 45°C por 2 horas,
desinfestadas com etanol 70% sob agitacdo por inversao durante 1 minuto, lavadas com agua
deionizada repetidas vezes (aproximadamente 10 vezes), e foram acondicionadas sobre gaze
em vasos com capacidade de 3 L de agua deionizada para germinacéo.

A germinacdo e o cultivo das plantas foram realizados na Camara de Crescimento do
Departamento de Solos da UFRRJ, com fluxo de fotons fotossintéticos dentro de uma faixa de
318 a 330 pmols m2.s; fotoperiodo 14horas/10horas (luz/escuro), umidade relativa do ar de
75% e temperatura 28°C/24°C (diurna/noturna).

No momento da germinacdo, foi adicionada uma solugdo nutritiva de Hoagland &
Arnon (1950) modificada com % FI de 2 mM de N (1,5 mM de N-NO3™ e 0,5 mM de N-NH4")
com o pH sendo mantido a 5,8, e a fonte de nitrogénio nitrato de calcio e nitrato de amonio.
Aos 3 DAG (dias apds a germinacdo) foi fornecida uma solucédo nutritiva de %2 FI de 2 mM de
N. Aos 5 DAG as plantulas foram transferidas para tubos falcon com capacidade de 50 mL (8
plantulas por tubo falcon) para uma melhor adaptacao das plantas.

Aos 6 DAG trés tratamentos foram aplicados em solugdo nutritiva: plantas controle
crescidas em solucdo nutritiva durante a execucdo do experimento; e dois tratamentos com
plantas tratadas com inibidor, tendo sido mantidas nessas condigdes por 72 h. Aos 9 DAG a
solucdo nutritiva foi novamente renovada e aplicados trés tratamentos: plantas controle que
continuaram o crescimento em solucgdo nutritiva durante a execucdo do experimento; plantas
com auséncia do inibidor em solucdo nutritiva; e plantas que continuaram o crescimento em
solugéo nutritiva contendo inibidor. O primeiro ponto de coleta foi realizado aos 9 DAG (tempo
de “zero” horas), seguido dos tempos de coleta de 24 h, 48 h e 72 h (aos 12 DAG) (Figura 6).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com trés tratamentos para
cada inibidor avaliado: controle absoluto, auséncia do inibidor (-), e presenca do inibidor (+),
quatro pontos de coleta, quatro repeticdes contendo 8 replicatas (n=384/inibidor). Para excluir
as variagdes diurnas, as coletas eram realizadas sempre trés horas apés o inicio do periodo de
luz.
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Figura 6. Esquema de cultivo das plantas de arroz da variedade Nipponbare que foram
submetidas aos diferentes tratamentos com inibidor, e suprimento de 2mM de N (1,5 mM
de N-NO3 e 0,5 mM de N-NH4"). Foram realizadas coletas nos tempos de 0 horas (h), 24
h, 48 he 72 h. DAG: dias ap6s a germinacéo, FI: forca ibnica.

No momento da coleta, as plantas foram particionadas em raiz e parte aérea e pesadas
para obtencdo da massa fresca (g). As raizes coletadas foram armazenadas em tubo falcon
contendo etanol 50% para posteriores analises da morfologia radicular. Para obtencdo da massa
seca (g) da parte aérea, as amostras foram secas em papel toalha, transferidas para sacos de
papel e mantidas em estufa a 60°C durante 72h e pesadas posteriormente. Para obtencéo da
massa seca (g) de raiz, apds a analise da morfologia radicular, seguiu-se 0 mesmo procedimento
realizado para a parte aérea.

4.4.2 Aplicagdo combinada de AH e inibidor

Apos a validagdo experimental das curvas de calibracdo sendo possivel determinar as
concentracdes ideais do acido humico e de cada inibidor, foi conduzido o experimento de
combinacdo entre AH e inibidor com intuito de elucidar os mecanismos responsaveis pelo efeito
direto da acdo do acido humico ao promover o crescimento radicular.

Assim, 0s seguintes pressupostos foram levantados para este experimento: (i) se 0 AH
for capaz de estimular o crescimento do sistema radicular na presenca de um inibidor especifico,
é porque a rota interrompida pelo determinado inibidor ndo € a rota preferencial no mecanismo
de acdo do AH; (ii) por outro lado, se 0 AH ndo estimular o crescimento do sistema radicular
na presenca de determinado inibidor, é porque essa rota € a preferencial no mecanismo de acéo
do AH.

Para germinacédo e cultivo seguiu-se 0 mesmo procedimento citado no item 4.4.1. A
concentracéo de AH determinada para o estudo foi de 80 mg.L* dissolvido em solugdo nutritiva
antes da aplicacdo dos tratamentos. A concentracdo Otima de cada inibidor que resultou em
prejuizo ao desenvolvimento do sistema radicular, sem, contudo, apresentar toxidez severa as
plantas foram as seguintes: plantas tratadas com benzoato de sodio (SB) (3 mM.L™ de SB);
TIRON (800 uM.L™Y); DMTU (5 mM.L?); DPIC (5 uM.LY); PCIB (25 uM.L™Y); fluridone (FId)
(50 uM.L ™).

Para investigar os mecanismos responsaveis pelo efeito direto da acdo do acido himico
ao promover o crescimento radicular, os seguintes modelos experimentais foram propostos
neste estudo:
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a) Avaliagdo da relevancia dos efeitos do AH na promoc¢do do crescimento
radicular e da parte aérea, pela aplicacdo do AH e posterior aplicacdo do inibidor.
b) Avaliagdo da relevancia dos efeitos do AH na promocdo do crescimento
radicular e da parte aérea, pela aplicacdo do inibidor e posterior aplicacdo do AH.

Para as condicgdes propostas, trés tratamentos foram aplicados aos 6 DAG (Figura 7) em
solugéo nutritiva: (1) plantas controle crescidas em solucdo nutritiva durante a execugéo do
experimento; (2) plantas tratadas com AH (80 mg.L™ concentracdo adicionada a solugéo
nutritiva); e (3) plantas tratadas com inibidor. Ambos os tratamentos foram mantidos nessas
condigdes por 72 h com base nos resultados obtidos no experimento do item 4.4.1 (time-course
dos inibidores).

Aos 9 DAG, a solucéo nutritiva foi renovada, e foram aplicados cinco tratamentos em
solugéo nutritiva: (1) plantas controle que continuaram o crescimento em solucdo nutritiva
durante a execucdo do experimento; (2) plantas que continuaram o crescimento em solucéo
nutritiva contendo somente AH (80 mg.L™ concentragdo adicionada a solugdo nutritiva); (3)
tratamento combinado AH + inibidor (tratamento inicial de 80 mg.L™ de AH por um periodo
de 72 h e aos 9 DAG a solugdo nutritiva foi renovada e adicionado somente o inibidor); (4)
plantas que continuaram o crescimento em solugdo nutritiva contendo inibidor; (5) tratamento
combinado inibidor + AH (tratamento inicial com inibidor por um periodo de 72 h e aos 9
DAG a solucdo nutritiva foi renovada e adicionado somente 80 mg.L? de AH). Para o
tratamento combinado, o inibidor ndo foi adicionado a solugéo nutritiva contendo AH devido a
interacdo quimica que pode ocorrer entre as substancias, podendo prejudicar a avaliacdo do
experimento.

3 DAG
Controle - Controle
l AH
YaFI2 mMN “2FI2mMN AH { Inibidor
Inibidor { isor
AH

Figura 7. Esquema de cultivo das plantas de arroz da variedade Nipponbare que foram
submetidas aos diferentes tratamentos com AH e inibidor com suprimento de 2 mM de N
(1,5 mM de N-NOs e 0,5 mM de N-NH4"). Aos 12 DAG foi realizada a coleta trés horas
apos o inicio do periodo de luz para excluir variacdes diurnas. DAG: dias apés a
germinacdo, FI: forca idnica, AH: acido humico.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com cinco tratamentos para
cada inibidor avaliado: controle absoluto, AH, AH + inibidor, inibidor, inibidor + AH, com
quatro repeticOes, contendo 8 replicatas (n=160/inibidor). As plantas foram mantidas nessas
condig@es por 72 h. Aos 12 DAG, para excluir as variagdes diurnas, trés horas apos o inicio do
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periodo de luz as plantas foram coletadas. Este experimento foi conduzido 2x para coletar
material suficiente para as analises previstas.

No momento da coleta foi mensurado o comprimento da parte aérea, em centimetros,
posteriormente foram particionadas em raiz e parte aérea e pesadas para obtencdo da massa
fresca (g). Em seguida, as raizes foram armazenadas em tubo falcon contendo etanol 50% para
posteriores analises da morfologia radicular. Para obtencdo da massa seca (g) da parte aérea, as
amostras foram secas em papel toalha, transferidas para sacos de papel e mantidas em estufa a
60°C durante 72h e pesadas posteriormente. Para obtencdo da massa seca (g) de raiz, apos a
anélise da morfologia radicular, seguiu-se 0 mesmo procedimento realizado para a parte aérea.

Para a analise da expressdo génica, 0 mesmo experimento foi conduzido novamente e
as amostras foram particionadas em raiz e parte aérea e imediatamente congeladas em
nitrogénio liquido (N2) e armazenadas -80°C para posteriores analises.

4.4.3 Analise da morfologia radicular

Para analise da morfologia radicular, as raizes foram espalhadas em uma cuba contendo
agua deionizada e escaneadas utilizando o scanner Epson Expression 10000XL (Epson,
Toronto, Canada). As imagens foram analisadas utilizando o software de sistema de anélise de
imagem baseado em scanner WinRhizo Arabidopsis (Regent Instruments, Montreal, QC,
Canada, 2012b) na definicdo de 600 dpi (pontos por polegada). Os parametros determinados
foram os seguintes: comprimento total de raiz (mm), didmetro médio (mm), area de superficie
(mm?), volume radicular (mm?®), nimero de pontas, comprimento de raizes laterais (RL, mm).

4.4.4 Estudo da expressao génica

Baseado em estudos anteriores que destacaram proteinas diferencialmente expressas em
plantas tratadas com AH (TREVISAN et al., 2011; ROOMI et al., 2018; NUNES et al., 2019),
foram selecionados genes relacionados as vias de sinalizacéo, tais como, genes do metabolismo
oxidativo das plantas, genes relacionados as proteinas regulatérias (proteinas quinases), genes
responsivos a vias hormonais, bem como, genes de respostas fisioldgicas ligados ao
crescimento radicular e absorcdo de N, para realizacdo do estudo de expressdo génica.

Para isso, a partir da identificacdo das proteinas encontradas nos artigos foi feita uma
busca minuciosa no banco de dados de sequéncia proteica, UniProt (https://www.uniprot.org/),
e realizado o alinhamento das sequéncias no NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi),
com posterior identificacdo do gene correspondente em arroz no MSU RGAP
(http://rice.uga.edu/index.shtml).

a) Extracao de RNA total

O RNA total foi extraido segundo Gao et al. (2001) utilizando tamp&o NTES (Tris-HCI
(0,2 M) pH 8,0; EDTA (25 mM) pH 8,0; NaCl (0,3 M) e SDS (2%)). Amostras de material
vegetal foram maceradas em N2 liquido, transferidas para microtubo tipo eppendorf de 2mL e
homogeneizadas por 10 minutos em voértex numa mistura contendo 600 pL de solugdo
fenol:cloroférmio:alcool isoamilico e 800 pL de tampdo NTES. Em seguida, o material vegetal
foi centrifugado a 18.000xg. por 20 minutos a 4°C e o sobrenadante transferido para um novo
microtubo de 1,5mL e foi adicionado 1/10 volume de acetato de sodio 2 M pH 4,8 (NaOACperc)
(70 pL) e 1 volume de isopropanol puro (700 pL), e mantido no freezer -80°C por 1 hora.

Decorrido esse tempo, o material foi centrifugado a 18.000 xg por 20 minutos a 4°C.
Apos a centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado com 500 pL de
Etanolperc 70% (EtOHpepc 70%) gelado e centrifugado a 18.000xg por 10 minutos. Novamente
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0 sobrenadante foi descartado, e 0s microtubos foram mantidos abertos no gelo para evaporacgao
total do etanol por cerca de 15 minutos. Apds a secagem, o precipitado foi solubilizado em 500
ML H20pepc e precipitado em 500 pL de cloreto de litio 4 M (LiClpepc) a 4°C overnight no gelo
na geladeira. Decorrido esse periodo a solucéo foi centrifugada a 18.000 xg por 20 minutos a
4°C e o precipitado (pellet) solubilizado em 450 pL H2Opepc. Ap6s a completa dissolucdo foi
adicionado acetato de sddio 2 M pH 4,8 (NaOACc perc) (50 pL) e etanol absoluto (800 pL). A
mistura foi mantida por freezer -80°C por 30 minutos e centrifugada posteriormente a 18.000
Xg por 20 min a 4°C.

O precipitado foi lavado com 500 pL de EtOHperc 70% e em seguida centrifugado a
18000 xg por 10 minutos. Apos a centrifugacdo, o etanol foi pipetado para ndo desfazer o
precipitado e os microtubos mantidos abertos no gelo para evaporacéo total do etanol por cerca
de 15 minutos. Apds a secagem, o precipitado foi solubilizado com H2Opgpc (30 uL),
transferido para microtubo de 500pL, e armazenado a -80°C.

Apds a extracdo, para controle da integridade do RNA, foi realizada a eletroforese em
gel de agarose (1,5%). Para o preparo da agarose, 0,75 foi dissolvido no micro-ondas em 50mL
de tamp3o de Tris Base — Acido Acético Glacial — EDTA dissodico (TAE) 0,5x. Em seguida
foi esfriado em &gua corrente e vertido na cama de eletroforese para solidificacdo. Apods a
solidificacdo da agarose, o gel foi introduzido na cuba de eletroforese contendo uma solucgéo de
TAE 0,5x. Em um parafilm, foram pipetados 1puL marcador com peso molecular conhecido de
1kb, 0,5uL tampéo (load ou buffer), 0,5uL gel red, e 1puL amostra, tendo sido homogeneizados:
tampé&o + gel red + amostra; tampé&o + gel red + marcador, e transferidos para as pocinhas do
gel na cuba de eletroforese. O equipamento foi programado para a voltagem de 135v por durante
15 minutos. Decorrido esse tempo, o gel foi transferido para o transiluminador para visualizacdo
das amostras marcadas com gel red, utilizando a luz UV.

Verificada a integridade do RNA, o RNA total foi quantificado
espectrofotometricamente através do NanoDrop One®© da Thermo Scientific. A qualidade do
RNA extraido foi verificada por meio das relacdes Azeo/230 capaz de detectar reagentes
organicos utilizados na lise quimica e Azeol280 capaz de detectar contaminago por proteinas,
devendo esta razdo estar entre 1,9 e 2,1, além de obter a concentracdo do RNA.

b) Sintese de cDNA e PCR em tempo real

Apds a quantificacdo de RNA, foi realizada a sintese de cDNA. Amostras de RNA foram
diluidas em H2Opepc para uma concentracdo de 0,5ug/pL para padronizagdo das amostras. Em
sequida, foram tratados 2ug de RNA total com DNAse | (Sigma-Aldrich) seguindo as
recomendagdes do fabricante ¢ a sintese de cDNA foi realizada com o kit “High-Capacity cDNA
Reverse Transcription Kits 200 reactions” (Applied Biosystems) de acordo com as
recomendacdes do fabricante. As reacGes de PCR em tempo real foram realizadas no aparelho
“StepOne Plus Real-Time PCR System” (Applied Biosystems) utilizando o kit “SYBR™ Green
PCR Master Mix (Applied Biosystems)” seguindo as recomendacdes do fabricante. Todas as
reacOes foram feitas em duplicata.

A reacdo foi montada em placas de PCR contendo 96 pocos, da seguinte maneira: SuL
de SYBR™ Green PCR Master Mix 2X, 3uL da mistura de primers forward+reverse
(concentracédo final na reacdo de 0,9 uM), 2 uL da reagdo de sintese de cDNA diluida 1:10
(amostra). A placa foi selada com MicroAmp™ optical adhesive film (Applied Biosystems) e
centrifugada por 1 minuto a 300 rpm, agitada por 1 minuto em agitador de placas e centrifugada
por 3 minutos novamente a 300 rpm a 25°C, e levada para o aparelho de PCR em tempo real.

Cada placa de reacéo foi realizada da seguinte maneira: 95°C por 10 minutos, passo
requerido para ativacio da DNA polimerase AmpliTagq Gold®; e 40 ciclos de amplificagio a
95°C por 15 segundos para ocorrer a desnaturagdo e 60°C por 1 minuto para ocorrer o
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anelamento/extensdo ¢ a coleta da fluorescéncia. Uma curva de dissociac¢do (“melting curve”),
padrdo do aparelho, foi adicionada a programacdo para identificar possiveis amplificacdes
inespecificas dos primers testados.

¢) Genes avaliados neste estudo

Foi realizada uma andlise preliminar com todas as amostras para selecionar o gene
candidato para normalizacdo da expressdo génica de acordo com a sua estabilidade de
expressdo. Os genes de referéncia (controle enddgeno) avaliados foram ubiquitina (UBC),
ubiquitina 5 (UBQ5) e actina (ACT), genes comumente utilizados para normalizacdo nas
andlises de expressdo em arroz. Apés o término da reacdo foram obtidos os valores de C+
(threshold cycle) e transformados para uma escala linear de expressdo quantitativa (2°°Y). Para
determinar o melhor gene de referéncia (controle enddgeno) foi utilizado o software
Normfinder, uma extensdo gratuita disponivel para Excel (ANDERSEN et al., 2004), e
selecionado o gene de referéncia mais estavel para normalizar o célculo da expressao génica
relativa.

De acordo com a Tabela 2, o gene ubiquitina (UBQ5) foi o gene de referéncia que
apresentou menor variacao entre os diferentes tratamentos analisados, sendo, portanto, 0 mais
estavel e escolhido para normalizacdo dos célculos. A expressdo génica foi calculada pelo
método do delta-delta-Ct comparativo (224¢7) (LIVAK e SCHMITTGEN, 2001).

Tabela 2. Valores de estabilidade dos genes de referéncia obtidos através da analise realizada
no software Normfinder. Ubiquitina (OsUBC), ubiquitina 5 (OsUBQ5) e actina (OsACT).

Genes de referéncia Valor de estabilidade
OsUBC 0,869
OsUBQ5 0,573
OsACT 0,665

Na Tabela 3 foram elencados os genes avaliados neste estudo, contendo as sequéncias
dos genes de referéncia e os genes alvos, tendo sido analisados 14 genes para os calculos de
expressao.

Tabela 3. Sequéncias dos primers forward e reverse usados nas reacdes de RT-PCR
semiquantitativa em tempo real.

Genes Forward primer Reverse primer
OsUBC 5-CCGTTTGTAGAGCCATAATTGCA-3' 5-AGGTTGCCTGAGTCACAGTTAAGT-3'
OsUBQ5 5’-ACCACTTCGACCGCCACTACT-3’ 5’-ACGCCTAAGCCTGCTGGTT-3’
OsACT  5°-CTTCATAGGAATGGAAGCTGCGGG-3°  5’-CGACCACCTTGATCTTCATGCTGC-3’
BAS1 5’-GTCTGCCCGACCGAGATTAC-3’ 5’-CCAAGCCCACCAGATTTCCT-3’
Continua...
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Continuacdo da Tabela 3.

Genes Forward primer Reverse primer
GPX 5’-CTGCGTTGCATTGAGCACTT-3’ 5-GGGGCAAAGTGATGCAGTAAG-3’
PHS1 5-TTACCAAGGCGTTCGCTGAT-3’ 5’-ACATCACCACACTGCCACAA-3’
PRX112 5’-ACATCTCGCCCTTGACTGGA-3’ 5’-CAATGTCGGGGCCTAGCTTT-3’
Cuznso 5’-AGATTCCAAACCAGCAGGAGT-3’ 5’-AAGCACAACAACAGCCTTCAC-3’
TOR 5°-GGCTGAATGGATGAGGCACT-3’ 5’-CTCACGACCAACAGAAGGCT-3’
SEC1B 5-CGAAGCTGAAGATGCTAACTGC-3’ 5-CGTAGCAATGGGTTTCTTACCAA-3’
TOM1 5-TACAGCAACAGCCAAGGGAG-3’ 5-TGTAGAGTAGGGCGAGCTGT-3’
HXK5 5’-CAAGATGCCAAAAGACGGCA-3’ 5’-CCACCGAAGACGAGACATCA-3’
IAALL 5-AGCTGAGAGATGACCTGGAGT-3’ 5-AAGGCCAATGGCTTCAGACC-3’
OsA7 5-TCCAACACGCTCTTCAACGA-3’ 5°-CCTTCAGCTTCACCACCGAT-3’
OsNRT2. 5°-CCACGGTGCAAGTCTCAAGT-3’ 5’-GTCGCAGAATTGTTTACGCCT-3’
OsCPK7 5-TAGCCCTCGAAGAAGCAAGG-3’ 5-TCCCCAACCTTACGAGACCT-3’
OsTPC1 5-CGGAGCCCACTGTTTGAGTA-3’ 5-TCTTGCCACACTTTCTGCGA-3’

4.4.5 Analise estatistica

Foram verificados os pressupostos para distribuicdo normal dos tratamentos através do
teste de Shapiro-Wilk (p > 0,05) ¢ homogeneidade das variancias através do teste de Levene’s
(p > 0,05). As diferencas significativas (p-value < 0,05) entre os tratamentos foram calculadas
usando a analise de variancia (ANOVA) de uma via e o teste post-hoc de Tukey. Os efeitos das
variaveis foram verificados pelo teste F (5% de probabilidade). Todos os testes estatisticos
foram realizados utilizando-se o software Real Statistics, um suplemento gratuito para Excel.

33



4.5 RESULTADOS
4.5.1 Time-course dos inibidores

Para validar o modelo experimental da aplicacdo combinada entre AH + inibidor foi
conduzido o experimento de time-course para verificar o efeito do inibidor ao longo do tempo.
A partir dos resultados foi possivel verificar que apds 72h da aplicacdo do inibidor seu efeito
ainda é detectavel nas plantas, com excecao do inibidor TIRON, em que ha um restabelecimento
do crescimento da planta devido a reducdo do seu efeito.

Foi possivel observar o efeito inibitério do SB sobre as caracteristicas morfoldgicas das
plantas de arroz. A aplicacdo de ambos os tratamentos resultou em decréscimo na biomassa da
parte aérea, enquanto na biomassa radicular ocorreu uma reducédo significativa somente nos
tempos de coleta de 48 h e 72 h para o tratamento com auséncia do inibidor (Apéndice 36a-b).
Esses resultados sugerem que uma leve inibicdo na producdo de HO* interfere no crescimento
das plantas.

Quando analisada a morfologia radicular foi possivel observar reducdo em todos 0s
parametros, com excecdo do didmetro, que ocorre um aumento comparado ao controle. Esse
aumento do didmetro confere um maior espessamento das raizes, que pode ter contribuido para
0 aumento da biomassa radicular no tratamento constante contendo SB. Para o pardmetro
volume também é possivel perceber que o tratamento com auséncia do inibidor ndo apresenta
diferenga comparado ao controle, que pode ser devido a reducdo do efeito inibitorio do SB
(Apéndice 36f).

Plantas tratadas com inibidor TIRON néo apresentaram diferenca significativa para
biomassa radicular quando comparadas ao controle, com excecdo da coleta no ponto 0 h, onde
se observa uma reducdo na biomassa. Enquanto na parte aérea é possivel notar que somente o
tratamento de 24 h n&o apresentou diferenga significativa (Apéndice 37a-b).

Na morfologia radicular ocorreu uma reducdo em todos os parametros analisados, com
excecdo do didmetro, onde ocorre um aumento comparado ao controle. Além disso, quando
analisada a area de superficie, apenas na coleta de 72 h observa-se que nao ha diferenca entre o
controle e o tratamento com auséncia do inibidor, sendo observado o0 mesmo para o0 nimero de
pontas. Esse fato pode ser explicado pela reducdo do efeito inibitério do TIRON que foi
aplicado aos 6 DAG (Apéndice 37c-h).

O efeito inibitorio do perdxido de hidrogénio pelo inibidor DMTU foi evidente em todas
as caracteristicas morfofisioldgicas analisadas em plantas de arroz. A excecao ocorreu somente
para o diametro, sendo observado um aumento significativo, porém nao foi suficiente para
influenciar no aumento da biomassa radicular. Seu efeito inibitorio foi evidenciado de forma
clara na imagem apresentada no Apéndice 38i, o que significa que o efeito inibitério do DMTU
ndo reduziu no intervalo analisado (entre 6 DAG a 12 DAG).

A aplicacdo do inibidor DPIC resultou em reducdo em todas as caracteristicas
morfofisioldgicas, com excecdo do didmetro que ocorreu um aumento significativo nos
tratamentos com DPIC em todos os pontos de coletas. Quando analisado o efeito entre os
tratamentos de presenca e auséncia do inibidor observa-se que no ultimo ponto de coleta, em
72 h (12 DAG), ocorreu uma diferenca significativa em todos os pardmetros analisados, sendo
verificado um leve aumento no tratamento com auséncia do inibidor (Apéndice 39), que pode
ser um indicativo de uma leve reducdo do efeito inibitorio do DPIC, porém ndo foi suficiente
para retomar o estimulo do crescimento radicular.

A inibicdo da acdo da auxina foi evidente em todos os pardmetros avaliados, com
excecdo do didmetro onde ocorre um aumento significativo, mas e possivel notar que somente
no tratamento de 72 h n&o foi observada diferenca significativa entre o controle e o tratamento
com auséncia do inibidor PCIB (Apéndice 40d). Observa-se uma diferenca significativa entre
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os tratamentos com inibidor resultando em um leve aumento no tratamento com auséncia do
inibidor para a morfologia radicular (Apéndice 40c, e-h), sendo um indicativo também de uma
leve reducdo do efeito inibitério do PCIB, mas que néo foi suficiente para retomar o crescimento
radicular.

Decorrido todos os tempos de coleta, observa-se um efeito inibitorio significativo nas
caracteristicas morfofisiologicas apos a aplicacdo do inibidor da biossintese de ABA. E da
mesma forma que para os demais inibidores avaliados, ocorre um aumento no didmetro das
raizes sob efeito do inibidor FLD quando comparado ao controle, sendo significativo somente
nos tempos de 48 h e 72 h (Apéndice 41d). O efeito inibitério fica evidenciado na imagem do
Apéndice 41i, em que ambos os tratamentos ocasionam uma drastica reducdo no sistema
radicular.

Estes resultados confirmam que a escolha dos inibidores para este estudo, bem como,
as concentracdes determinadas nas curvas de calibracdo, foi adequada para o modelo
experimental proposto neste estudo, em que busca elucidar os mecanismos de sinalizacdo
envolvidos na promogdo do crescimento de raizes tratadas com AH.

4.5.2 Aplicacdo de AH ocasiona melhorias nas caracteristicas morfologicas de plantas de
arroz

Em todos os ensaios realizados foram verificados o efeito bioestimulante do AH sobre
o crescimento radicular, e isso foi verificado que esté associado a diferentes eventos que serdo
descritos a seguir.

Para elucidar o papel desempenhado pelo AH no acimulo de ERO nas raizes, foi
aplicado junto com AH um inibidor de HO* (SB). Os resultados mostram que a adi¢cdo do
inibidor de HO* (SB) apresentou efeito semelhante ao do AH sozinho em biomassa radicular,
comprimento, area de superficie, volume e nimero de pontas e comprimento de raiz lateral.
Porém € importante notar que ao associar AH e SB este foi capaz de reduzir o efeito
bioestimulante do AH para todos os parametros analisados, exceto o didmetro (Figura 8),
podendo indicar uma possivel rota preferencial no mecanismo de acdo do AH. Os resultados
apresentados estdo de acordo com os resultados obtidos no time-course (Apéndice 36), em que
o efeito inibitério do SB ainda é detectavel apo6s 72h de aplicacao.

Para elucidar o papel desempenhado pelo AH no acimulo de ERO nas raizes, também
foi aplicado junto com AH um inibidor de O> " (TIRON). A aplicacdo nas raizes de um inibidor
de superdxido associado ao AH apresentou resultados semelhantes ao AH aplicado sozinho em
biomassa radicular, area de superficie, volume e nimero de pontas. Por outro lado, também foi
possivel notar que o incremento ocasionado pelo AH no sistema radicular foi inibido pela
aplicacdo posterior de TIRON (AH+TIRON) para todos os parametros avaliados, com exce¢édo
do didmetro (Figura 9), indicando também uma possivel rota preferencial no mecanismo de
acao do AH.
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Figura 8. Efeito da aplicacdo combinada entre AH e SB, inibidor de HO*. As plantas foram
coletadas aos 12 DAG. (a-c) Crescimento de plantas de arroz durante a exposi¢do ao AH e
SB. (d-i) Morfologia radicular de plantas de arroz durante a exposicdo ao AH e SB. A
andlise foi realizada utilizando o software WinRhizo Arabidopsis. (j) Plantas crescidas nos
diferentes tratamentos. SB: benzoato de sédio, HO*: hidroxila, AH: &cido himico, DAG:
dias ap6s a germinacédo, PA: parte aérea, MS (g): massa seca em gramas.
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Figura 9. Efeito da aplicacdo combinada entre AH e TIRON, inibidor de O2™*. As plantas foram
coletadas aos 12 DAG. (a-c) Crescimento de plantas de arroz durante a exposicdo ao AH e
TIRON. (d-i) Morfologia radicular de plantas de arroz durante a exposi¢do ao AH e TIRON. A
analise foi realizada utilizando o software WinRhizo Arabidopsis. (j) Plantas crescidas nos
diferentes tratamentos. TIRON: &cido 4,5-dihydroxy-1,3-benzene disulfonic, O2™*: superdxido,
AH: acido humico, DAG: dias apds a germinacdo, PA: parte aérea, MS (g): massa seca em
gramas.
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Para elucidar o papel desempenhado pelo AH no acimulo de ERO nas raizes, também
foi aplicado junto com AH um inibidor de H.O, (DMTU) nos experimentos. Os resultados
mostram que a adicdo do inibidor de peroxido de hidrogénio foi capaz de reduzir o efeito
bioestimulante do AH em ambas as combinacdes analisadas (AH+DMTU e DMTU+AH) para
todos os parametros analisados, com exce¢édo do didametro (Figura 10). Confirmando, portanto,
que a atuagdo do H2O realmente foi inibida pelo DMTU, indicando também uma possivel rota
preferencial no mecanismo de acgéo do AH.
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Figura 10. Efeito da aplicacdo combinada entre AH e DMTU, inibidor de H.O,. As plantas
foram coletadas aos 12 DAG. (a-c) Crescimento de plantas de arroz durante a exposi¢éo
ao AH e DMTU. (d-i) Morfologia radicular de plantas de arroz durante a exposi¢do ao AH
e DMTU. A anélise foi realizada utilizando o software WinRhizo Arabidopsis. (j) Plantas
crescidas nos diferentes tratamentos. DMTU. DMTU: N N’-Dimethylthiourea, H205:
peréxido de hidrogénio, AH: &cido himico, DAG: dias apds a germinacdo, PA: parte aérea,
MS (g): massa seca em gramas.

A aplicacdo de DPIC, um inibidor NADPH oxidase de membrana, resultou na inibicdo
do efeito estimulatério ocasionado pelo AH em ambas as combinagdes analisadas (AH+DPIC
e DPIC+AH) (Figura 11), porém € possivel notar que ocorreu um estimulo no crescimento da
parte aérea no tratamento AH+DPIC, bem como, resultou em um aumento do didmetro. O efeito
de NADPH oxidase realmente foi reduzido pelo DMTU, indicando também uma possivel rota
preferencial no mecanismo de agéo do AH.

Para determinar a relevancia da atuagdo do AH nas vias hormonais, foi aplicado junto
com AH um inibidor de acdo da auxina (PCIB). A aplicacdo nas raizes do PCIB ocasionou uma
reducdo das caracteristicas morfoldgicas através da inibicdo do efeito do AH, tendo sido
observado em ambas as combinacdes (AH+PCIB e PCIB+AH) (Figura 12). Estes resultados
mostram que tanto o tratamento de PCIB quanto o combinado (PCIB+AH) possuem um efeito
mais negativo sobre o crescimento da parte aérea e radicular (Figura 12j). Estes resultados
podem indicar em parte o efeito protetivo ocasionado pela aplicacdo do AH (AH+PCIB), além
de indicar também uma possivel atuacdo na via da auxina.

37



w
o

0,160

a a s ® c fa [ Controle
28 - 0,128 - ab - AH
= g2 ° c) | by mm. AH+DPIC
§ 21 N < 0,096 - == OPIC
b ud % = DPIC+AH
g 14 3 > 0,064 | —
(%2}
=
7 =0 0,032
0 0,000 I
DPIC DPIC
2500 35 15 ~ 1600 1
= £ 30 13 a
3 ‘ 3
£ 2000 £ o] o R < 1200 2
2 1500 3 20 ‘B £ g c S
g £ 3 800 -
£ 1000 g 151 2
E g 101 8 400
S 500
o 2 051 E
0 0o —
DPIC
% 1o = = 1600
75 a @ 2000 a £
.-;E‘ b | < > 1200 - a
E 60 = i 8 1600 2 " 2 b
g 45 3 1200 1 W . T 8004 c ¢
o 1.8
2 30 g 8004 1 £
S £ & 400
15 Z 400 3
o
0 0 0 !
DPIC DPIC DPIC

Figura 11. Efeito da aplicacdo combinada entre AH e DPIC, inibidor de NADPH oxidase. As
plantas foram coletadas aos 12 DAG. (a-c) Crescimento de plantas de arroz durante a
exposicdo ao AH e DPIC. (d-i) Morfologia radicular de plantas de arroz durante a
exposicdo ao AH e DPIC. A andlise foi realizada utilizando o software WinRhizo
Arabidopsis. (j) Plantas crescidas nos diferentes tratamentos. DPI: Diphenyleneiodonium
chloride, NADPH: fosfato de dinucleotideo de nicotinamida e adenina, AH: &cido humico,
DAG: dias ap0s a germinacdo, PA: parte aérea, MS (g): massa seca em gramas.
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Figura 12. Efeito da aplicacdo combinada entre AH e PCIB, inibidor da auxina. As plantas
foram coletadas aos 12 DAG. (a-c) Crescimento de plantas de arroz durante a exposicéo
ao AH e PCIB. (d-i) Morfologia radicular de plantas de arroz durante a exposi¢do ao AH e
PCIB. A analise foi realizada utilizando o software WinRhizo Arabidopsis. (j) Plantas
crescidas nos diferentes tratamentos. PCIB: Acido 2-(p-chlorophenoxy)-2-
methylpropionic, AH: acido humico, DAG: dias apds a germinacdo, PA: parte aérea, MS
(g): massa seca em gramas.
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Para determinar a relevancia da atuacdo do AH nas vias hormonais, foi aplicado junto
com AH um inibidor da biossintese de ABA (FLD). A aplicacdo do FLD nas raizes resultou na
reducdo das caracteristicas morfologicas através da inibicdo do efeito do AH, tendo sido
observado em ambas as combinacdes (AH+FLD e FLD+AH) para todos os parametros
analisados, exceto para o didmetro (Figura 13). Além disso, o tratamento sozinho de FLD ou
combinado (FLD+AH) tem um efeito mais negativo sobre o crescimento da parte aérea e
radicular. Estes resultados podem indicar em parte o efeito protetivo ocasionado pela aplicacéo
do AH (AH+FLD), além de indicar também uma possivel atuacdo na via da biossintese de
ABA.
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Figura 13. Efeito da aplicagdo combinada entre AH e FLD, inibidor de ABA. As plantas foram
coletadas aos 12 DAG. (a-c) Crescimento de plantas de arroz durante a exposi¢do ao AH e
FLD. (d-i) Morfologia radicular de plantas de arroz durante a exposi¢do ao AH e FLD. A
analise foi realizada utilizando o software WinRhizo Arabidopsis. (j) Plantas crescidas nos

diferentes tratamentos. FLD: fluridone, ABA: &cido abscisico, AH: acido humico, DAG:
dias apds a germinacdo, PA: parte aérea, MS (g): massa seca em gramas.
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4.5.3 AH contribui para aumento de expressao de genes relacionados as vias de sinalizacao
de ERO que séo essenciais na promogao do crescimento radicular

Em adicdo aos resultados das caracteristicas morfofisioldgicas de plantas de arroz que
sdo melhoradas devido ao efeito estimulatério do AH, também foi realizada a andlise da
expressdo de genes envolvidos nas vias de sinalizagdo de ERO (Espécies Reativas de Oxigénio).

Plantas tratadas com AH apresentaram um aumento expressivo de BAS1 (2-Cys
peroxirredoxina) (Figura 14), GPX (glutationa peroxidase) (Figura 15), PRX112 (isoforma de
peroxidase) (Figura 16) e CuZnSOD1 (superdxido dismutase [Cu-Zn]) (Figura 17), que sdo
genes relacionados a enzimas antioxidantes que desempenham um papel na protecdo contra
estresse oxidativo.

Em relag&o ao possivel papel do AH em aumentar a atividade das enzimas antioxidantes,
os resultados mostram que a adicdo dos diferentes inibidores de ERO foi capaz de reduzir o
efeito do AH na ativacdo do sistema antioxidativo em raizes de arroz. Estes resultados indicam
que o efeito estimulatdrio do AH parece ser dependente da producéo de HO*, O, e H20,, além
de indicar o envolvimento das ERO nos mecanismos de respostas induzidas pela aplicacao de
AH, sendo um indicativo de um “estresse benéfico” para a planta, o chamado “euestresse.
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Figura 14. Estimulo do desenvolvimento radicular envolve aumento na expressao do gene
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hidroxila). (b) TIRON (4cido 4,5-dihydroxy-1,3-benzene disulfonic, inibidor de Ox™:
superoxido). (¢) DMTU (N N’-Dimethylthiourea, H.O>: peréxido de hidrogénio). (d) DPIC
(Diphenyleneiodonium chloride, inibidor de NADPH: fosfato de dinucleotideo de
nicotinamida e adenina). (e) PCIB (Acido 2-(p-chlorophenoxy)-2-methylpropionic,
inibidor da auxina). (f) FLD (fluridone, inibidor de ABA: &cido abscisico). As plantas
foram coletadas para anélise aos 12 DAG (dias ap0s a germinacao).
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Figura 15. Estimulo do desenvolvimento radicular envolve aumento na expressao do gene GPX

relacionado a enzimas antioxidantes. (a) SB (benzoato de sédio, inibidor de HO*:
hidroxila). (b) TIRON (&cido 4,5-dihydroxy-1,3-benzene disulfonic, inibidor de O2>™:
superoxido). (¢) DMTU (N N’-Dimethylthiourea, H.O>: peréxido de hidrogénio). (d) DPIC
(Diphenyleneiodonium chloride, inibidor de NADPH: fosfato de dinucleotideo de
nicotinamida e adenina). (e) PCIB (Acido 2-(p-chlorophenoxy)-2-methylpropionic,
inibidor da auxina). (f) FLD (fluridone, inibidor de ABA: &cido abscisico). As plantas
foram coletadas para anélise aos 12 DAG (dias ap0s a germinacao).
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Figura 16. Estimulo do desenvolvimento radicular envolve aumento na expressdo do gene
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(Diphenyleneiodonium chloride, inibidor de NADPH: fosfato de dinucleotideo de
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Figura 17. Estimulo do desenvolvimento radicular envolve aumento na expressdao do gene

CuznSOD1 relacionado a enzimas antioxidantes. (a) SB (benzoato de sodio, inibidor de
HO*: hidroxila). (b) TIRON (acido 4,5-dihydroxy-1,3-benzene disulfonic, inibidor de Oy
*: superdxido). (¢) DMTU (N N’-Dimethylthiourea, H20,: peroxido de hidrogénio). (d)
DPIC (Diphenyleneiodonium chloride, inibidor de NADPH: fosfato de dinucleotideo de
nicotinamida e adenina). (¢) PCIB (Acido 2-(p-chlorophenoxy)-2-methylpropionic,
inibidor da auxina). (f) FLD (fluridone, inibidor de ABA: 4cido abscisico). As plantas
foram coletadas para anélise aos 12 DAG (dias ap0s a germinacao).
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4.5.4 AH possui acdo sobre o crescimento radicular e é regulado através de vias de
sinalizacdo hormonal

O estimulo do desenvolvimento radicular envolve aumento na expressdo de genes
relacionados as vias de sinalizacdo hormonal. Em adi¢do aos resultados das caracteristicas
morfofisioldgicas, plantas de arroz tratadas com AH apresentaram um aumento expressivo de
TOR (Target of Rapamycin) (Figura 18), essencial na transdugéo de sinal da auxina e promogéo
da biossintese do ABA, e IAA1l (4cido indol-3-acético) (Figura 19), que esta diretamente
ligado as vias de sinaliza¢éo da auxina.

Em relacdo ao possivel papel do AH em afetar a regulacao de genes relacionados as vias
de sinalizagdo hormonal, os resultados indicam que a adicdo dos diferentes inibidores
hormonais (PCIB e FLD) foi capaz de reduzir o efeito do AH sobre a expressdo dos genes,
sendo importante notar que nos tratamentos com inibidores de ERO também ocorreu uma
reducdo na expressao. Estes resultados sugerem que a acdo do AH é regulado por vias de
sinalizagdo hormonal e existe uma complexa interacdo com as vias de sinalizacdo das ERO,

sendo responsaveis pela resposta fisioldgica do AH no estimulo de crescimento radicular.
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Figura 18. Estimulo do desenvolvimento radicular envolve aumento na expressao do gene TOR
relacionado a regulacdo do crescimento radicular. (a) SB (benzoato de sddio, inibidor de
HO*: hidroxila). (b) TIRON (acido 4,5-dihydroxy-1,3-benzene disulfonic, inibidor de Oz
*: superoxido). (c) DMTU (N N’-Dimethylthiourea, H>O2: peroxido de hidrogénio). (d)
DPIC (Diphenyleneiodonium chloride, inibidor de NADPH: fosfato de dinucleotideo de
nicotinamida e adenina). (¢) PCIB (Acido 2-(p-chlorophenoxy)-2-methylpropionic,
inibidor da auxina). (f) FLD (fluridone, inibidor de ABA: acido abscisico). As plantas

foram coletadas para anélise aos 12 DAG (dias ap0s a germinacao).
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Figura 19. Estimulo do desenvolvimento radicular envolve aumento na expressao do gene
IAA11 relacionado a regulacdo do crescimento radicular. (a) SB (benzoato de sddio,
inibidor de HO*: hidroxila). (b) TIRON (&4cido 4,5-dihydroxy-1,3-benzene disulfonic,
inibidor de Oz*: superoxido). (¢) DMTU (N N’-Dimethylthiourea, H202: peroxido de
hidrogénio). (d) DPIC (Diphenyleneiodonium chloride, inibidor de NADPH: fosfato de
dinucleotideo de nicotinamida e adenina). () PCIB (Acido 2-(p-chlorophenoxy)-2-
methylpropionic, inibidor da auxina). (f) FLD (fluridone, inibidor de ABA: &cido
abscisico). As plantas foram coletadas para analise aos 12 DAG (dias apds a germinacéo).

Em linha com os resultados encontrados neste estudo, foi encontrada uma expressdo
significativa dos genes OsCPK?7 (Figura 20) e OsTPC1 (Figura 21) em plantas tratadas com
AH, por outro lado foi possivel notar o efeito inibitério ocasionado pelos diferentes inibidores.

O mesmo padréo foi observado para o gene OsA7 (Figura 22), em que apresenta uma
elevada inducdo no tratamento com AH, e por outro lado foi possivel notar o efeito inibitério
ocasionado pelos diferentes inibidores.

Tambeém foi avaliado o gene HXKS5 (Figura 23), sendo parte integrante do metabolismo
de carboidratos, que possui papel no metabolismo primario, e também apresentou uma reducgéo
na sua expressao em plantas tratadas com inibidor previamente ou sucessivamente.

Outros genes destaques sdo TOM 1 (Figura 24) e SEC1B (Figura 25) em que ambos
estdo envolvidos com o transporte de vesiculas que regulam o alongamento e divisdo celular.
Plantas tratadas com AH apresentaram uma elevada expresséo desses genes.
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Figura 20. AH afeta o crescimento radicular pela interagdo com o gene OsCPK7. (a) SB
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(benzoato de sadio, inibidor de HO*: hidroxila). (b) TIRON (&cido 4,5-dihydroxy-1,3-
benzene disulfonic, inibidor de O>™*: superdxido). (¢) DMTU (N N’-Dimethylthiourea,
H>O>: peroxido de hidrogénio). (d) DPIC (Diphenyleneiodonium chloride, inibidor de
NADPH: fosfato de dinucleotideo de nicotinamida e adenina). (e) PCIB (Acido 2-(p-
chlorophenoxy)-2-methylpropionic, inibidor da auxina). (f) FLD (fluridone, inibidor de
ABA: 4cido abscisico). As plantas foram coletadas para anélise aos 12 DAG (dias ap0s a
germinacao).
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Figura 21. AH afeta o crescimento radicular pela interacdo com o gene OsTPC1. (a) SB

(benzoato de sddio, inibidor de HO*: hidroxila). (b) TIRON (&cido 4,5-dihydroxy-1,3-
benzene disulfonic, inibidor de O>™*: superoxido). (¢) DMTU (N N’-Dimethylthiourea,
H>O>: peroxido de hidrogénio). (d) DPIC (Diphenyleneiodonium chloride, inibidor de
NADPH: fosfato de dinucleotideo de nicotinamida e adenina). () PCIB (Acido 2-(p-
chlorophenoxy)-2-methylpropionic, inibidor da auxina). (f) FLD (fluridone, inibidor de
ABA: acido abscisico). As plantas foram coletadas para analise aos 12 DAG (dias apos a
germinacéo).
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Figura 22. AH afeta o crescimento radicular pela interagdo com o gene OsA7. (a) SB (benzoato
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de sodio, inibidor de HO*: hidroxila). (b) TIRON (acido 4,5-dihydroxy-1,3-benzene
disulfonic, inibidor de Ox™*: superdxido). (¢) DMTU (N N’-Dimethylthiourea, H202:
perdéxido de hidrogénio). (d) DPIC (Diphenyleneiodonium chloride, inibidor de NADPH:
fosfato de dinucleotideo de nicotinamida e adenina). () PCIB (Acido 2-(p-
chlorophenoxy)-2-methylpropionic, inibidor da auxina). (f) FLD (fluridone, inibidor de
ABA: 4cido abscisico). As plantas foram coletadas para anélise aos 12 DAG (dias ap0s a

germinacao).
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Figura 23. AH afeta o crescimento radicular pela interacdo com o gene HXK5. (a) SB

(benzoato de sadio, inibidor de HO*: hidroxila). (b) TIRON (&cido 4,5-dihydroxy-1,3-
benzene disulfonic, inibidor de O2™*: superdxido). (¢) DMTU (N N’-Dimethylthiourea,
H20.: peroxido de hidrogénio). (d) DPIC (Diphenyleneiodonium chloride, inibidor de
NADPH: fosfato de dinucleotideo de nicotinamida e adenina). () PCIB (Acido 2-(p-
chlorophenoxy)-2-methylpropionic, inibidor da auxina). (f) FLD (fluridone, inibidor de
ABA: 4cido abscisico). As plantas foram coletadas para analise aos 12 DAG (dias apos a
germinacao).

45



Expressao relativa

Expresséo relativa

TOM1 g TOM1 & TOM1 C— Controle
180,0 g 180,0 g . AH
3 ® mmm AH+Inib
[ 1200 I ° — Inib
o " o . nib+AH
w0 wo
% o
% 20,87 2
S 15,6 g
o 104 4 G ]
: 5,2 1 c
i 0,0 -
TIRON
240,0 240,0 240,0
d TOoM1 e . ToM1 i TOoM1
180,0 © 180,0 . © 180,0 n
120,0 . g 120,0 I g 120,0 I
, /
2 3
/ b
1 2 248 2 88 e 1
) b 5 186 g 66
2,4 A 3 124 o 44
1,2 - ! 2,2 c
0 0,0

DPIC

PCiB

FLD

Figura 24. AH afeta o crescimento radicular pela interacdo com o gene TOML1. (a) SB
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(benzoato de sodio, inibidor de HO*: hidroxila). (b) TIRON (&cido 4,5-dihydroxy-1,3-
benzene disulfonic, inibidor de O2™*: superdxido). (¢) DMTU (N N’-Dimethylthiourea,
H>O2: peroxido de hidrogénio). (d) DPIC (Diphenyleneiodonium chloride, inibidor de
NADPH: fosfato de dinucleotideo de nicotinamida e adenina). (e) PCIB (Acido 2-(p-
chlorophenoxy)-2-methylpropionic, inibidor da auxina). (f) FLD (fluridone, inibidor de
ABA: acido abscisico). As plantas foram coletadas para analise aos 12 DAG (dias apos a
germinacao).
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Figura 25. Estimulo do desenvolvimento radicular envolve aumento na expressdao do gene

SECI1B relacionado a regulacdo do crescimento radicular. (a) SB (benzoato de sodio,
inibidor de HO*: hidroxila). (b) TIRON (&cido 4,5-dihydroxy-1,3-benzene disulfonic,
inibidor de O>™*: superoxido). (c) DMTU (N N’-Dimethylthiourea, H>O>: peroxido de
hidrogénio). (d) DPIC (Diphenyleneiodonium chloride, inibidor de NADPH: fosfato de
dinucleotideo de nicotinamida e adenina). (¢) PCIB (Acido 2-(p-chlorophenoxy)-2-
methylpropionic, inibidor da auxina). (f) FLD (fluridone, inibidor de ABA: é&cido
abscisico). As plantas foram coletadas para analise aos 12 DAG (dias ap0s a germinagéo).

O gene OsNRT2.1 é um transportador de nitrato amplamente abordado em estudos de

absorcdo de nitrogénio pelas plantas devido a sua relacdo na regulacéo do crescimento radicular.
Plantas tratadas com AH também apresentaram uma elevada expressdo (Figura 26). E assim
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como o OsNRT2.1, o gene PHS1 (Figura 27) também possui relacdo na regulacdo do
crescimento radicular, porém regula mais especificamente o crescimento das pontas
radiculares. O mesmo padrdo de expressdo génica foi observado, em que plantas tratadas com
AH apresentaram uma expressao elevada do gene PHSL.

Uma das caracteristicas mais evidentes observadas neste estudo que apds a aplicagéo de
AH ocorre uma indugdo no nimero de pontas. O nimero de pontas possui uma relacédo direta
com a &rea de superficie, onde maior nimero de pontas indica uma maior area exploratoria pelo
sistema radicular. Com base na literatura, possivelmente esse fato pode ser explicado devido a
expressdo dos genes mencionados, com destaque para TOR, SEC1B, PHS1 e OsNRT2.1, em
plantas tratadas com AH, que possui relacdo na regulacdo do crescimento das pontas
radiculares, sendo uma importante caracteristica a ser avaliada nos estudos de morfologia
radicular.
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Figura 26. AH afeta o crescimento radicular pela interacdo com o gene OsNRT2.1. (a) SB
(benzoato de sodio, inibidor de HO*: hidroxila). (b) TIRON (&cido 4,5-dihydroxy-1,3-
benzene disulfonic, inibidor de O2™*: superdxido). (c) DMTU (N N’-Dimethylthiourea,
H>O>: peroxido de hidrogénio). (d) DPIC (Diphenyleneiodonium chloride, inibidor de
NADPH: fosfato de dinucleotideo de nicotinamida e adenina). (e) PCIB (Acido 2-(p-
chlorophenoxy)-2-methylpropionic, inibidor da auxina). (f) FLD (fluridone, inibidor de
ABA: acido abscisico). As plantas foram coletadas para analise aos 12 DAG (dias apos a
germinacao).
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Figura 27. AH afeta o crescimento radicular pela interagdo com o gene PHSL1. (a) SB (benzoato

de sodio, inibidor de HO*: hidroxila). (b) TIRON (acido 4,5-dihydroxy-1,3-benzene
disulfonic, inibidor de Ox™*: superdxido). (¢) DMTU (N N’-Dimethylthiourea, H202:
peréxido de hidrogénio). (d) DPIC (Diphenyleneiodonium chloride, inibidor de NADPH:
fosfato de dinucleotideo de nicotinamida e adenina). () PCIB (Acido 2-(p-
chlorophenoxy)-2-methylpropionic, inibidor da auxina). (f) FLD (fluridone, inibidor de
ABA: 4cido abscisico). As plantas foram coletadas para analise aos 12 DAG (dias ap0s a
germinacao).
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4.6 DISCUSSAO

E incontestavel a ocorréncia de diversos efeitos positivos acarretados pelas SH, tanto no
solo como nas plantas. Cada vez mais estudos tém sido realizados nessa area, visando
compreender os mecanismos pelos quais 0s AH exercem sua bioatividade. Apesar das SH serem
utilizadas desde o ultimo século, somente nas dltimas décadas tem havido uma crescente
dedicac&o e atenco aos mecanismos pelos quais elas atuam no metabolismo vegetal (GARCIA
etal., 2018).

Indmeros estudos relatam os diversos eventos moleculares e bioquimicos que ocorrem
em decorréncia da aplicacdo de AH nas raizes (NARDI et al., 2007; TREVISAN et al., 2011;
ROOMI et al., 2018; NUNES et al., 2019), no entanto, sdo poucas as evidéncias experimentais
gue mostram a integracdo entre esses mecanismos de acdo dos AH no crescimento das plantas
(OLAETXEA et al.,, 2018; OLAETXEA et al., 2019), sendo ainda esses conhecimentos
relativamente escassos.

Alguns estudos tém relatado a associagédo entre aplicacdo de AH com um significativo
aumento no acumulo de ERO nas raizes (CORDEIRO et al., 2011; GARCIA et al. 2016a).
Radical hidroxila (HO*) é o radical livre mais reativo dentre as ERO, e sua participagdo no
metabolismo celular tem sido evidenciada em alguns estudos (RICHARDS et al., 2015), no
entanto, pouco se fala sobre a relagdo direta com o crescimento radicular. Os dados
apresentados mostram que ao associar AH e a aplicacdo do inibidor SB, esta combinacdo
ocasionou uma reducdo do efeito bioestimulante do AH (Figura 8). Rodrigo-Moreno et al.
(2012) abordaram em seu estudo que um moderado aumento de HO* pode ativar vias de
sinalizacdo de Ca®*, ocasionando um influxo necessario para o crescimento radicular. Em linha
com os resultados encontrados neste estudo, foi encontrada uma expressdo significativa dos
genes OsCPK?7 (Figura 20) e OsTPCL1 (Figura 21) em plantas tratadas com AH, por outro lado
foi possivel notar o efeito inibitério ocasionado pelos diferentes inibidores.

O célcio (Ca?*), € um mensageiro secundario indispensavel e, possui papel chave na
regulacdo de processos como a transcrigdo génica, desenvolvimento das plantas e processos
fisioldgicos, incluindo sinalizacdo e adaptacdo a estresses, sendo essencial na formacéo de
pontas radiculares (XU et al., 2022).

Ambos 0s genes estdo relacionados na regulacdo do Ca?* citosélico e no crescimento e
desenvolvimento das plantas, sendo OsCPK7 um gene relacionado a proteina quinase
dependente de célcio (CDPK), e OsTPC1 atua como o principal canal Ca?*, ambos responsivos
a ERO (BAXTER et al., 2014). Ramos et al. (2015) observaram um claro efeito do tratamento
do AH sobre a atividade de CDPK, além da elevada expressdo do gene OsCPK7 e OsTPC1 em
raizes de arroz, sugerindo um modelo para sinalizacdo celular em raizes que estdo diretamente
ligadas a absorcdo e emissdo de raizes laterais.

Além disso, existe uma relagéo entre o transporte de Ca?* e o0 bombeamento de prétons
(H") através da membrana, importante para regulacdo da homeostase celular e a nutri¢cdo de
plantas, que como demonstrado por Ramos et al. (2015) a emergéncia de raizes laterais foi
relacionada ao fluxo de especifico de H* e Ca®* na zona de alongamento das raizes.

As H'-ATPases da membrana plasmatica sdo fundamentais para absorcdo de
nutrientes, atuando na manutencdo do potencial de membrana e a geracdo da forga préton-
motriz, que sdo ambos requeridos para o transporte de ions e outros solutos (GAXIOLA, 2007).
Como demonstrado por Sperandio et al. (2020) linhagens de arroz silenciando a isoforma osa7
afetaram o crescimento, a producdo de grdos, e o crescimento radicular, mas ndo afetou o
acumulo de nitrogénio (N), destacando a importancia das H"-ATPases na absor¢ado e adaptacao
a diferentes niveis de nitrato no solo.

Em outro estudo realizado por Tavares et al (2017) verificaram que apds 24 h de
exposicdo de raizes de arroz ao AH, sete isoformas de H*-ATPases apresentaram elevada
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inducdo, dentre elas a OsA7. Outro estudo, realizado por Olaetxea et al. (2019) também mostrou
o efeito estimulatério das SH na expressdo e atividade no bombeamento de H™-ATPases
apresentando um papel crucial na promocdo do crescimento radicular.

Neste estudo foi avaliado o efeito de diferentes inibidores de ERO e hormonais na
capacidade do AH em aumentar o crescimento radicular. Os resultados mostram claramente
que a presenca desses inibidores além de prejudicar as caracteristicas morfoldgicas, também
resulta em uma reducdo na expressao da isoforma H*-ATPase, OsA7, em plantulas de arroz
tratadas com AH (Figura 22). Em acordo com esses resultados, a utilizagdo de um inibidor da
atividade H™-ATPase inibiu alguns efeitos positivos causados pelo AH no crescimento radicular
(OLAETXEA et al., 2019).

Os estudos presentes na literatura indicam que o H202 possui um importante papel na
proliferacdo de células do cortex devido seu acumulo nas zonas de alongamento celular, e uma
vez que ocorre um desbalango em sua concentracao, o tamanho do meristema radicular também
é alterado (TSUKAGOSHI, 2016). Os resultados aqui encontrados mostram claramente que
plantas tratadas com AH sob o efeito inibitério do DMTU apresentaram alteracdo negativa em
todas as caracteristicas morfofisioldgicas (Figura 10).

Devido a importancia do radical O,™ no crescimento radicular (DUNAND et al., 2007;
DITENGOU et al., 2015), plantas sob efeito da inibicdo da producéo de superoxido, devido a
aplicacdo do inibidor TIRON, desenvolveram raizes mais curtas, apresentaram menor emissao
de numero de pontas, ocasionando uma reducdo na area de superficie (Figura 9).

NADPH oxidase é uma enzima que esta envolvida na producdo de O>* (CROSS et al.,
1986). Na presenca de DPIC, um inibidor especifico de fosfato de dinucleotideo de
nicotinamida e adenina (NADPH) oxidase, o comprimento total radicular e o comprimento das
raizes laterais foram reduzidos similarmente mesmo nas plantas sob o tratamento com
DPIC+AH ou AH+DPIC (Figura 11). Estes dados mostram que a promocéo do crescimento
radicular € um mecanismo dependente da producdo de ERO, e o efeito estimulatério do AH foi
dependente da produgéo Oz

Os resultados apresentados por Garcia et al. (2012) mostram que a aplicacdo de AH em
raizes de arroz induziu o sistema das enzimas antioxidantes em maneira similar a uma condicéao
de estresse, onde ocorre estimulo da producdo de ERO. No estudo de Cordeiro et al. (2011) foi
observado que plantas de milho tratadas com AH extraidos de Oxisol apresentaram maior
producdo de ERO e maior estimulo na atividade de CAT (enzima catalase). Garcia et al. (2016a)
também relatou que o desenvolvimento radicular esta associado a um significativo aumento no
acumulo de ERO e ao estimulo da SOD (superdxido dismutase) e POX (peroxidase). Em
contrapartida, ha alguns trabalhos na literatura que mostram que a aplicacdo de AH inibe o
sistema de enzimas antioxidantes, como é o caso, por exemplo, do trabalho de Aguiar et al.
(2016) que ao avaliarem plantas de cana submetidas ao déficit hidrico relataram uma baixa
atividade das enzimas antioxidantes, exceto naqueles tratamentos que foram expostos ao AH,
sendo necessario mais estudos para um melhor entendimento desse mecanismo das plantas
quando s&o submetidas ha algum tipo de estresse abidtico e tratadas com AH.

Em acordo com esses resultados, Nunes et al. (2019) mostraram que apos a aplicacéo
de AH em raizes de milho diversas enzimas antioxidantes foram diferencialmente detectadas
na andlise protedmica, principalmente aquelas ligadas a atividade de peroxidase. No estudo de
Roomi et al. (2018) ao realizarem o perfil proteico de raizes de Arabidopsis tratadas com SH
identificaram diferentes proteinas relacionadas a homeostase redox, em particular SOD e
glutationa-S-transferase, indicando um envolvimento nos mecanismos de respostas induzidas
pela aplicacdo de substancias himicas.

Embora ERO sejam principalmente reconhecidas como espécies quimicas toxicas
derivadas do metabolismo aer6bico (MITTLER et al., 2011), tem sido mostrado que essas
especies sdo moléculas sinalizadoras envolvidas nos mecanismos de transducéo de sinal que
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controlam processos metabolicos como crescimento e desenvolvimento das plantas
(FOREMAN et al., 2003; GARCIA et al., 2016¢; MITTLER, 2017). Neste contexto, as ERO
tém sido propostas como mediadoras dos efeitos dos AH em raizes de arroz (GARCIA et al.,
2016a).

E conhecido que as ROS participam dos processos de emissdo de raizes laterais,
polarizagido da membrana e sinalizacdo via Ca®* (FOREMAN et al., 2003). Varios estudos
relatam que na regido de emissdo de raizes laterais h& um acimulo e producdo de ROS
(TSUKAGOSHI, 2016), onde um aumento de H202 no citosol pode levar a um aumento na
diferenciacdo celular e ativar os canais de Ca?" na regido de alongamento celular
(TSUKAGOSHI, 2016) e posteriormente estimular NADPH oxidases (FOREMAN et al., 2003;
Orman-Ligeza et al., 2016), além de induzir as MAPK quinases (proteinas quinases ativada por
mitogeno) (NOCTOR et al., 2018).

O uso de inibidores de ERO de fato inibiu alguns efeitos causados pela aplicagio de AH
no crescimento total de raizes, area de superficie, volume, nimero de pontas e no
desenvolvimento de raizes laterais, bem como, afetou negativamente a expressdo de genes
relacionados a enzimas antioxidantes que desempenham um papel na protecdo contra estresse
oxidativo. Os resultados apresentados neste estudo mostram que AH extraidos de
vermicomposto desempenham um papel no estimulo do crescimento radicular em plantas de
arroz e claramente é um mecanismo dependente da sinalizacdo de ERO.

Estd bem fundamentado na literatura as mudancas que as SH induzem tanto no
metabolismo primario quanto secundario desencadeado por uma complexa interacdo entre vias
de sinalizacdo hormonal e o metabolismo das ERO (NARDI et al., 2007; TREVISAN et al.,
2011; ROOMI et al., 2018; NUNES et al., 2019). O metabolismo primario das plantas se refere
a processos basicos bioquimicos essenciais para a sobrevivéncia, crescimento e reproducéo, e
as moléculas envolvidas nesse processo sdo chamadas de metabdlitos priméarios e geralmente
sdo constituidas de proteinas, carboidratos e lipideos (CANELLAS & OLIVARES, 2014).
Nardi et al. (2007) observou um efeito estimulatério em plantulas de milho tratadas com AH
em decorréncia do aumento da atividade de enzimas que sdo cruciais a glicolise e o ciclo do
acido tricarboxilico (TCA), atribuindo também essas repostas das plantas as propriedades
moleculares do AH.

Neste estudo também foi avaliado o gene HXK5, Hexoquinase-5, envolvido na via do
metabolismo das hexoses, parte integrante do metabolismo de carboidratos, além de estar
envolvido na via glicolitica. OsHXK5 é uma proteina que tem sido comumente identificada nos
estudos proteémicos em arroz (DAI et al., 2007), onde a sua deficiéncia prejudica as vias de
biossintese e utilizacdo de amido (LEE et al., 2020).

Os resultados encontrados na Figura 23 confirmam o papel do AH no metabolismo
primario ja relatado anteriormente por diversos autores. Por exemplo, Carletti et al. (2008)
relataram pela primeira vez, por meio da abordagem protedmica em plantulas de milho tratadas
com SH, uma regulacdo positiva na expressdo de ACO (aconitase), proteina mitocondrial do
ciclo do &cido citrico, que pode induzir mudancas na exsudagédo radicular. Da mesma forma,
em estudo mais recente Roomi et al. (2018) identificaram uma abundéancia de enzimas e
proteinas diferencialmente expressas em raizes de Arabidopsis envolvidas no metabolismo
energético.

Diversos estudos evidenciam que as SH induzem o crescimento de raizes laterais pelas
vias de sinalizacdo reguladas por auxina e 6xido nitrico (NO), devido ao efeito semelhante das
SH ao efeito hormonal (TREVISAN et al., 2010; CONSELVAN et al., 2018). Zandonadi et al.
(2010) verificaram que a aplicacdo do inibidor de ag&o da auxina em plantas tratadas com AH
reduziu a morfologia radicular e a proliferacdo de raizes laterais. Por outro lado, em raizes de
arabidopsis tratadas com auxina, na mesma concentragdo encontrada nas substancias himicas,
Conselvan et al. (2018) verificaram que ndo induziu a mesma resposta daquelas raizes tratadas
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somente com substancias humicas, confirmando a hipdtese que a atividade da SH hormone-like
ndo ocorre somente pela presenca de auxina nas moléculas da SH, mas também, devido a
presenca de outras moléculas com atividade similar, como por exemplo as ERO, justificando o
efeito de bioestimulante.

O transporte polar de auxina por influxo e efluxo determina a sua distribuigao nas raizes,
sendo importante ndo somente para a formacao de raizes laterais, mas também na diferenciacéo
de células meristematicas que afetam o alongamento celular (KOEVOETS et al., 2016). Nos
resultados deste estudo s@o apresentados o efeito da aplicacdo de PCIB, inibidor de acdo da
auxina, que além de reduzir as caracteristicas morfolégicas de plantas de arroz também reduziu
a expressdo de genes que regulam o crescimento radicular, por exemplo TOR e IAA11 (Figura
18 e 19). Além disso, também foi observada significativa reducdo em todos os genes de ERO
apresentados neste estudo.

TOR (Target of Rapamycin) quinase possui um papel central no crescimento celular, e
evidéncias recentes sugerem uma integracdo entre vias de sinalizacdo e metabdlicas
desempenham um papel no desenvolvimento das plantas (MCCREADY et al., 2020). Além
disso, existe uma relacdo entre o status nutricional e fatores de crescimento para que ocorra sua
ativacdo (DOBRENEL et al., 2016). Sua expressao ocorre nos meristemas apicais da parte aérea
e radicular, integrando sinais de 6rgao distantes para atividade meristematica, sendo essencial
nas vias de sinalizacdo da auxina (LI et al., 2017).

Outra proteina também destacada, foi a TOM1 (Figura 24), que ap06s a aplicacdo de AH
apresentou uma elevada expressdo, e seu papel tem sido demonstrado na regulagéo do
transporte de vesiculas e estdo envolvidas na ubiquitinacdo de proteinas na membrana
plasmaética, apresentando uma répida resposta a variacdes ambientais (ROACH et al., 2021).
Em arroz e em cevada foi demonstrado uma dependéncia entre 0 gene TOM1 e efluxo de
fitosiderdforos na absorcao de ferro (NOZOYE et al., 2011).

Além disso, os resultados encontrados nesta tese também indicam a interagdo com o
transporte de vesiculas, refletido pela elevada expressdo do gene SEC1B (Figura 25). O
crescimento e o desenvolvimento de raizes primarias em Arabidopsis sdo regulados pelo
alongamento e divisdo celular (SVOLACCHIA et al., 2020). Em plantas, a proteina SEC1B
pertence a familia SNARE, que sdo proteinas responsaveis pela etapa final no transporte de
vesiculas, sendo necessarias no crescimento radicular, bem como, no transporte de auxinas em
raizes (GU et al., 2020; LUO et al., 2022).

Neste estudo foram analisados diversos genes relacionados ao transporte celular. A
exposi¢do ao AH pode interferir no transporte de vesiculas e nos mecanismos de transporte,
indicando que essas substancias influenciam o desenvolvimento das plantas e possuem uma
particular relagéo entre AH e o desenvolvimento radicular (NUNES et al., 2019). Corroborando
com o que foi demonstrado por Conselvan et al. (2018) e Mora et al. (2012), que também
relatam que o incremento no crescimento radicular, mensurado pela biomassa seca, foi
independente da acdo de AIA, etileno e NO, os resultados, aqui apresentados, mostram
claramente que os mecanismos por tras dessa resposta fisiolégica do AH no crescimento
radicular permeiam entre diversos mecanismos de sinalizac¢éo nas plantas.

O éacido abscisico (ABA) desempenha inimeros processos fisiologicos, respostas a
estresses abidticos, bem como, a regulagdo estomatica, desencadeando uma cascata de
sinalizacdo celular (MITTLER & BLUMWALD, 2015). Recentes estudos tém destacado o
papel do ABA no crescimento e arquitetura radicular, interagindo com alguns transportadores
de nitrato (HARRIS & ONDZIGHI-ASSOUME, 2017), bem como, na indu¢éo da producéo de
ERO (POSTIGLIONE & MUDAY, 2020).

Uma vez que ocorre um aumento de nitrato na solucdo do solo, este desencadeia um
acumulo gradual de ABA na ponta da raiz, estimulando a sinalizagdo de ABA que regula
primeiro 0 metabolismo de nitrogénio e depois a absor¢do (ONDZIGHI-ASSOUME et al.,
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2016). A participacdo de ABA também tem sido mostrada no alongamento de raizes laterais
em resposta ao nitrato local, no entanto, ainda permanece uma incognita como ABA regula esse
alongamento (JIA & VON WIREN, 2020).

Diversos estudos tém mostrado que a aplicacdo de AH aumenta a expressdo de
transportadores de nitrato (QUAGGIOTTI et al., 2004; TAVARES et al., 2017). De acordo
com Olaetxea et al. (2019) isso pode ser possivel porque o estimulo ocasionado pelo AH no
crescimento radicular pode ser dependente das vias de sinalizacdo de ABA. Os resultados
apresentados aqui confirmam essa hipotese. A aplicacdo do inibidor FLD, um inibidor da
biossintese de ABA, reduziu significativamente o crescimento radicular (Figura 13), e este
efeito esta associado a uma significativa reducdo na expressdo do transportador de nitrato
OsNRT2.1 (Figura 26).

Na abordagem transcriptdmica realizada por Trevisan et al. (2011) foram detectados
inimeros transcritos diferencialmente expressos atribuidos a processos metabdlicos e celulares,
indicando que o tratamento com SH pode alterar 0 metabolismo primario, crescimento e
desenvolvimento afetando a fisiologia das plantas de Arabidopsis. Em adi¢éo, foi detectado um
aumento na expressdo de PHS1, que além de induzir MAPK quinases, desempenha um papel
na modulacdo e estabilidade de microtdbulos regulando o crescimento das pontas das raizes
(TREVISAN et al., 2011).

A atividade bioestimulante, especificamente dos &cidos hdmicos, é modulada pela
interacdo de diversos fatores, tais como, genotipo da planta, condi¢6es de crescimento, dose e
tempo de aplicacdo (ROUPHAEL et al., 2018; NUNES et al., 2019). O tipo de aplicacdo que o
bioestimulante é testado pode influenciar na resposta da planta, e a0 mesmo tempo apresentar
respostas diferentes para cada espécie avaliada. Em geral, os experimentos conduzidos sob
condicdo controlada possuem a vantagem de poderem ser repetidos e serem observados 0s
mesmos efeitos nas abordagens fenotipicas, por outro lado, em condi¢cbes a campo o
bioestimulante pode ndo apresentar 0 mesmo efeito esperado devido os multiplos efeitos de
estresses abioticos que as plantas sdo expostas.

A arquitetura do sistema radicular € um dos principais fatores que determinam a
produtividade de uma cultura, principalmente sob diferentes condi¢fes ambientais. Por
exemplo, um sistema radicular mais profundo pode ser benéfico durante periodos de seca (YU
et al., 2013, 2016), além de favorecer na absorcao de nitrato, um nutriente que apresenta alta
mobilidade, e pode ser facilmente lixiviado para as camadas mais profundas do solo (KIBA &
KRAPP, 2016), enquanto que um sistema radicular mais curto favorece a exploracdo de
nutrientes mais em superficie do solo, investindo em um maior crescimento de raizes laterais,
e pode ser atil na absorcdo de nutrientes com menor mobilidade no solo, especialmente o
fésforo (HERRERA et al., 2015).

Sendo assim, os estudos relacionados a bioestimulante precisam de uma interacdo com
o dominio cientifico e novas abordagens metodoldgicas integrando diferentes 6hmicas e
analises mais robustas de estatistica multivariada para melhorar a pesquisa e o desenvolvimento
de produtos bioativos a base de substancias humicas.
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4.7 CONCLUSOES

As evidéncias experimentais obtidas nesse estudo permitiram aceitar as hipoteses
delimitadas na tentativa de responder a problematica desse trabalho, onde foi elucidar os
mecanismos de sinalizacdo responsaveis pela inducao do crescimento do sistema radicular em
resposta a aplicacdo de AH.

A partir dos resultados as principais conclusdes que puderam ser obtidas foram que a
promocdo do crescimento radicular € um mecanismo dependente da producdo de ERO, e o
efeito estimulatério do AH é dependente da produgdo de HO*, O2™ e H20, nas condicdes
experimentais propostas.

Através da abordagem molecular foi possivel observar alteraces na regulacdo génica
ocasionadas pela aplicacdo do AH, sendo mais expressiva em genes relacionados a atuacdo de
enzimas antioxidantes que desempenham um papel na protecdo das plantas contra o estresse
oxidativo ocasionado principalmente por estresses abidticos.

Os resultados apresentados neste estudo mostram que AH extraidos de vermicomposto
desempenham um papel no estimulo do crescimento radicular em plantas de arroz e claramente
€ um mecanismo dependente de varias vias de sinalizacdo existentes nas plantas, em especial
as vias de sinalizacdo de ERO e hormonais.
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5. CONCLUSOES GERAIS

Neste estudo foi possivel aceitar as hipdteses levantadas e elucidar os mecanismos de
sinalizacdo responsaveis pela inducdo do crescimento do sistema radicular em resposta a
aplicacdo de AH. No Capitulo | foi possivel avaliar a bioatividade do AH através da inducéo
de melhorias nas caracteristicas morfologicas aliadas a técnicas espectroscéopicas de ATR-FTIR
e RMN de 3C via CP/MAS, sendo possivel validar o modelo experimental adotado neste
estudo.

E no Capitulo Il foram realizados ensaios para elucidar os mecanismos de sinalizacéo
responsaveis pela resposta fisioldgica do AH no estimulo do crescimento radicular aliado a
andlise das caracteristicas morfoldgicas e estudo da expressao génica para relacionar as vias de
sinalizacdo hormonal e o metabolismo das ERO. Os resultados apresentados neste capitulo
confirmam que a promog&o do crescimento radicular € um mecanismo dependente da producéo
de ERO, e o efeito estimulatério do AH é dependente da produgdo de HO*, O, e H20,. Além
disso, este estudo permitiu confirmar o efeito protetivo que o AH exerce sobre o crescimento
das plantas, explicando em parte os mecanismos fisioldgicos por tras das respostas na promog¢éo
do crescimento radicular.
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Figura 28. Curva de calibracdo das concentracfes de AH. As plantas foram coletadas aos 13
DAG e foi realizada somente uma aplicacdo de AH aos 10 DAG. (a-c) Mensuracdo
fisiologica de plantas de arroz durante a exposi¢do ao AH. (d-h). Morfologia radicular de
plantas de arroz durante a exposi¢do ao AH. A analise foi realizada utilizando o software
WinRhizo Arabidopsis. (i) Plantas crescidas nas diferentes concentraces de AH. AH:
acido humico, DAG: dias ap0s a germinacdo, PA: parte aérea, MS (g): massa seca em
gramas. Concentragdes utilizadas: 0, 2, 5, 10, 30, 50, 80, 100 e 150 mg de AH.L™.
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Figura 29. Curva de calibracdo das concentracdes de AH. As plantas foram coletadas aos 16
DAG e foram realizadas duas aplicagdes de AH, aos 10 e aos 13 DAG. (a-c) Mensuracao
fisioldgica de plantas de arroz durante a exposicdo ao AH. (d-h). Morfologia radicular de
plantas de arroz durante a exposicdo ao AH. A analise foi realizada utilizando o software
WinRhizo Arabidopsis. (i) Plantas crescidas nas diferentes concentracdes de AH. AH:
acido humico, DAG: dias ap6s a germinacgdo, PA: parte aérea, MS (g): massa seca em

gramas. ConcentragGes utilizadas: 0, 2, 5, 10, 30, 50, 80, 100 e 150 mg de AH.L™.
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Figura 30. Curva de calibracdo das concentra¢Ges de SB, inibidor de HO*. As plantas foram
coletadas aos 12 DAG. (a-c) Mensuragdo fisiologica de plantas de arroz durante a
exposicdo ao SB. (d-h). Morfologia radicular de plantas de arroz durante a exposicao ao

SB. A analise foi realizada utilizando o software WinRhizo Arabidopsis. (i) Plantas

crescidas nas diferentes concentracdes de SB. SB: benzoato de sddio, HO*: hidroxila,
DAG: dias ap6s a germinacdo, PA: parte aérea, MS (g): massa seca em gramas.

Concentragdes utilizadas: 0, 0,05, 0,5, 1, 1,5, 3, 5, 10, 50 mM de SB.L ™.
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Figura 31. Curva de calibragio das concentracdes de TIRON, inibidor de O; ™. As plantas
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foram coletadas aos 12 DAG. (a-c) Mensuracdo fisioldgica de plantas de arroz durante a
exposicdo ao TIRON. (d-h). Morfologia radicular de plantas de arroz durante a exposi¢do
ao TIRON. A anélise foi realizada utilizando o software WinRhizo Arabidopsis. (i) Plantas
crescidas nas diferentes concentragdes de TIRON. TIRON: Acido 4,5-dihydroxy-1,3-
benzene disulfonic, O, " superdxido, DAG: dias apds a germinagéo, PA: parte aérea, MS
(9): massa seca em gramas. Concentragdes utilizadas: 0, 50, 100, 300, 500, 800, 1000,
1500, 2000 uM de TIRON.L™.
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7.5 Apéndice V
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Figura 32. Curva de calibracdo das concentragdes de DMTU, inibidor de H2O. As plantas
foram coletadas aos 12 DAG. (a-c) Mensuragdo fisioldgica de plantas de arroz durante a
exposicdo ao DMTU. (d-h). Morfologia radicular de plantas de arroz durante a exposigdo
ao DMTU. A analise foi realizada utilizando o software WinRhizo Arabidopsis. (i) Plantas
crescidas nas diferentes concentragdes de DMTU. DMTU: N N’-Dimethylthiourea, H205:
peroxido de hidrogénio, DAG: dias ap0s a germinacdo, PA: parte aérea, MS (g): massa
seca em gramas. ConcentragOes utilizadas: 0, 0,5, 1, 2,5, 5, 10, 20 e 50, 100 mM de
DMTU.L™

70



7.6 Apéndice VI
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Figura 33. Curva de calibracdo das concentragdes de DPIC, inibidor de NADPH oxidase. As
plantas foram coletadas aos 12 DAG. (a-c) Mensuragdo fisiologica de plantas de arroz
durante a exposi¢do ao DPIC. (d-h). Morfologia radicular de plantas de arroz durante a
exposicao ao DPIC. A analise foi realizada utilizando o software WinRhizo Arabidopsis.
(i) Plantas crescidas nas diferentes concentragdes de DPIC. DPI: Diphenyleneiodonium
chloride, NADPH: fosfato de dinucleotideo de nicotinamida e adenina, DAG: dias apés a
germinacdo, PA: parte aérea, MS (g): massa seca em gramas. Concentracdes utilizadas: 0
gcontrole absoluto), 0 (controle contendo solvente, DMSO), 1, 5, 10, 25, 30 uM de DPIC.L"
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7.7 Apéndice VII
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Figura 34. Curva de calibracdo das concentraces de PCIB, inibidor de acdo da auxina. As

plantas foram coletadas aos 12 DAG. (a-c) Mensuracdo fisiologica de plantas de arroz

durante a exposi¢do ao PCIB. (d-h). Morfologia radicular de plantas de arroz durante a
exposicdo ao PCIB. A andlise foi realizada utilizando o software WinRhizo Arabidopsis.

(i) Plantas crescidas nas diferentes concentragdes de PCIB. PCIB: Acido 2-(p-

chlorophenoxy)-2-methylpropionic, DAG: dias apds a germinacgdo, PA: parte aérea, MS

(9): massa seca em gramas. Concentracfes utilizadas: 0 (controle absoluto), 0 (controle
contendo solvente, DMSO), 5, 10, 25, 50,100, 200 uM de PCIB . L1,
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7.8 Apéndice VIII
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Figura 35. Curva de calibracdo das concentracdes de FLD, inibidor de ABA. As plantas foram
coletadas aos 12 DAG. (a-c) Mensuragdo fisiologica de plantas de arroz durante a
exposicdo ao FLD. (d-h). Morfologia radicular de plantas de arroz durante a exposicdo ao
FLD. A andlise foi realizada utilizando o software WinRhizo Arabidopsis. (i) Plantas
crescidas nas diferentes concentraces de FLD. FLD: Fluridone, ABA: &cido abscisico,
DAG: dias ap0s a germinagdo, PA: parte aeérea, MS (g): massa seca em gramas.
Concentrag0es utilizadas: 0 (controle absoluto), 0 (controle contendo solvente, DMSO), 5,
10, 25, 50, 100, 200 uM de FLD . L%,
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7.9 Apéndice IX
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Figura 36. Time-course do inibidor SB, inibidor de HO*. As plantas foram coletadas aos 12
DAG. (a-b) Mensuracéo fisioldgica de plantas de arroz durante a exposi¢do ao SB. (c-h)
Morfologia radicular de plantas de arroz durante a exposicdo SB. (i) Imagem de raizes
submetidas aos diferentes tratamentos obtidas através do escaneamento utilizando o
software WinRhizo Arabidopsis. SB: benzoato de sddio, HO*: hidroxila, DAG: dias apds

a germinacdo, PA: parte aérea, MS (g): massa seca em gramas.
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7.10 Apéndice X
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Figura 37. Time-course do inibidor TIRON, inibidor de O2™*. As plantas foram coletadas aos
12 DAG. (a-b) Mensuracdo fisioldgica de plantas de arroz durante a exposi¢do ao TIRON.
(c-h) Morfologia radicular de plantas de arroz durante a exposi¢do TIRON. (i) Imagem de
raizes submetidas aos diferentes tratamentos obtidas através do escaneamento utilizando o
software WinRhizo Arabidopsis. TIRON: Acido 4,5-dihydroxy-1,3-benzene disulfonic,
O2*: superoxido, DAG: dias apds a germinacao, PA: parte aérea, MS (g): massa seca em
gramas.
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7.11 Apéndice XI
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Figura 38. Time-course do inibidor DMTU, inibidor de H20.. As plantas foram coletadas aos
12 DAG. (a-b) Mensuracéo fisioldgica de plantas de arroz durante a exposi¢do ao DMTU.
(c-h) Morfologia radicular de plantas de arroz durante a exposigdo DMTU. (i) Imagem de
raizes submetidas aos diferentes tratamentos obtidas através do escaneamento utilizando o
software WinRhizo Arabidopsis. DMTU. DMTU: N N’-Dimethylthiourea, H20-: peroxido
de hidrogénio DAG: dias apds a germinacdo, PA: parte aérea, MS (g): massa seca em

gramas.
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7.12 Apéndice XII

Area de superficie (mm?) Comprimento (mm) MS de raiz (g)

Numero de pontas

0,060 0,192
a b a
0,048 a 0,160 - <
50,128 a b b
0,036 2 i =z a3, - b b
a2 B b b 1c | G 0096 4 =
0,024 ®
2 0,064
0012 0,032 1
0,000 0,000 " ! - L
oh 24h 48h 72h
3000 1o 35 3
304
2500 a z 0 oy dia 2 aa
€251 &
2000 =
. 3 20
1500 { a a £
o 15
1000 2
2.0 b b b o WML E 10
- a
500 05
0 00 :
oh 24h 48h 72h oh 24h 48h 72h
2000 90 1
e f
a
1600 a 751
— a
T 60 a
1200 a £ 2 .
2 H g 45 /L b by LIS
c
800 b b 3
b b
b b b . S 30
- ] I "]
o M : ! ’ o ML . ” ’
oh 24h 48h 72h oh 24h 48h 72h
2000 2000
] h
1600 £ 1600 1
E
1
1200 & 1200
-]
2
@
800 E 800
a
£
400 8 400
0 0

Oh 24h 48h 72h

Oh 24h 48h 72h

= Controlo
=3 DPIC ()

— i

== DPIC (+)

Controle

DPIC ()

DPIC (+)

Figura 39. Time-course do inibidor DPIC, inibidor de NADPH oxidase. As plantas foram
coletadas aos 12 DAG. (a-b) Mensuracdo fisioldgica de plantas de arroz durante a
exposicdo ao DPIC. (c-h) Morfologia radicular de plantas de arroz durante a exposigéo
DPIC. (i) Imagem de raizes submetidas aos diferentes tratamentos obtidas através do
escaneamento utilizando o software WinRhizo Arabidopsis. DPI: Diphenyleneiodonium
chloride, NADPH: fosfato de dinucleotideo de nicotinamida e adenina, DAG: dias ap6s a

germinacdo, PA: parte aérea, MS (g): massa seca em gramas.
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7.13 Apéndice X111
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Figura 40. Time-course do inibidor PCIB, inibidor de acdo da auxina. As plantas foram
coletadas aos 12 DAG. (a-b) Mensuracdo fisioldgica de plantas de arroz durante a
exposicdo ao PCIB. (c-h) Morfologia radicular de plantas de arroz durante a exposigéo
PCIB. (i) Imagem de raizes submetidas aos diferentes tratamentos obtidas através do
escaneamento utilizando o software WinRhizo Arabidopsis. PCIB: Acido 2-(p-

chlorophenoxy)-2-methylpropionic, DAG: dias apds a germinacdo, PA: parte aérea, MS
(9): massa seca em gramas.
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7.14 Apéndice X1V
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Figura 41. Time-course do inibidor FLD, inibidor de ABA. As plantas foram coletadas aos 12
DAG. (a-b) Mensuracéo fisiologica de plantas de arroz durante a exposi¢do ao FLD. (c-h)
Morfologia radicular de plantas de arroz durante a exposi¢do FLD. (i) Imagem de raizes
submetidas aos diferentes tratamentos obtidas através do escaneamento utilizando o
software WinRhizo Arabidopsis. FLD: Fluridone, ABA: &cido abscisico, DAG: dias apds
a germinacdo, PA: parte aérea, MS (g): massa seca em gramas.
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