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RESUMO GERAL

SATIRO, José Nivaldo de Oliveira. Expressio diferencial de genes em plantas de arroz apés
curto periodo de exposicao ao acido hamico. 2024. 83f. Tese (Doutorado em Agronomia —
Ciéncia do Solo). Instituto de Agronomia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ. 2024.

O uso de bioestimulante tem ganhado visibilidade cientifica e comercial, e é considerado uma
técnica promissora para melhorar o crescimento e desenvolvimento de diversas espécies
vegetais. Dentre as substancias bioestimulantes, o dcido himico (AH) tem sido objeto de estudo
na agricultura devido a sua atuacdo na aquisi¢do de nutrientes e d4gua, por meio da modulagdo
génica. Apesar das evidéncias estabelecidas sobre os efeitos do 4cido himico, muitos aspectos
transcricionais ainda necessitam de elucidagdo. A pesquisa desenvolvida nesta tese busca
contribuir para o entendimento dos mecanismos moleculares e fisiolégicos por meio do uso do
sequenciamento em larga escala de RNA (RNA-Seq). Para tal, as seguintes perguntas foram
levantadas: (i) quais concentracdes de dcido himico sdo capazes de estimular o crescimento do
sistema radicular de arroz; (ii) a expressao génica relativa € alterada com a exposicao ao acido
himico; (iii) o efeito bioativo do dcido himico pode revelar genes com potencial biotecnoldgico
para promocdao de crescimento em plantas de arroz. Com intuito de verificar esses
questionamentos, o objetivo dessa pesquisa experimentos foram conduzidos com o propdsito
final de usar os HA para identificar alvos biotecnoldgicos para promog¢ao de crescimento em
plantas de arroz da variedade Nipponbare. Os objetivos especificos foram: a) estabelecer a
concentracao 6tima de dcido himico para o maior estimulo ao crescimento do sistema radicular;
b) estabelecer o tempo de exposi¢do ao dcido hiimico que mostre reposta transcricional; c)
determinar os genes diferencialmente expressos por meio da andlise de expressdo génica em
larga escala (RNA-seq); d) Agrupar os genes diferencialmente expressos por meio de suas
ontologias para avaliar os processos ou vias que sao preferencialmente afetadas pelo tratamento
com os 4cidos hiimicos. Os dados obtidos sugerem que a dose de 80 mg L' AH altera os
parametros morfoldgicos das raizes e a biomassa das plantas de arroz em sistema hidropdnico.
Esta dose proporcionou uma rapida e tardia indug¢do de genes, em 4h e 72h de exposicdo as
plantas, respectivamente. O sequenciamento identificou 239 genes diferencialmente expresso
(DEG) na raiz, bem como 55 genes na parte aérea de arroz apds 4h de exposi¢ao ao HA. Além
disso, a maioria dos genes foram regulados negativamente em ambos os tecidos (raiz e parte
aérea). A andlise de enriquecimento funcional permitiu compreender o perfil funcional de 91
DEG na raiz e 5 DEG na parte aérea. Além disso, foram identificados genes da familia DUF,
responsaveis em codificar proteinas com fung¢des ainda nido conhecidas. Esses resultados
fornecem novos insights para o desenvolvimento futuras pesquisas, visando obter plantas
adaptada as condi¢des adversas.

Palavras-chave: Acido humico. Transcriptoma. Expressao Génica. Arroz.
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GENERAL ABSTRACT

SATIRO, José Nivaldo de Oliveira. Differential gene expression in rice plants after short-
term exposure to humic acid. 2024. 83f. Tese (Doutorado em Agronomia — Ciéncia do Solo).
Instituto de Agronomia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ. 2024.

The use of biostimulants has gained scientific and commercial visibility and is considered a
promising technique to improve the growth and development of several plant species. Among
the biostimulant substances, humic acid (HA) has been the subject of study in agriculture due
to its role in the acquisition of nutrients and water through gene modulation. Despite the
established evidence on the effects of humic acid, many transcriptional aspects still require
elucidation. The research developed in this thesis seeks to contribute to the understanding of
the molecular and physiological mechanisms through the use of large-scale RNA sequencing
(RNA-Seq). To this end, the following questions were raised: (i) what concentrations of humic
acid are capable of stimulating the growth of the rice root system; (ii) is relative gene expression
altered with exposure to humic acid; (iii) can the bioactive effect of humic acid reveal genes
with biotechnological potential for growth promotion in rice plants. In order to verify these
questions, the objective of this research was to conduct experiments with the ultimate purpose
of using HA to identify biotechnological targets for growth promotion in Nipponbare rice
plants. The specific objectives were: a) to establish the optimal concentration of humic acid for
the greatest stimulation of root system growth; b) to establish the time of exposure to humic
acid that shows transcriptional response; c¢) to determine the differentially expressed genes
through large-scale gene expression analysis (RNA-seq); d) to group the differentially
expressed genes through their ontologies to evaluate the processes or pathways that are
preferentially affected by treatment with humic acids. The data obtained suggest that the dose
of 80 mg L-1 HA alters the morphological parameters of the roots and the biomass of rice plants
in a hydroponic system. This dose provided a rapid and delayed gene induction, in 4h and 72h
of exposure to the plants, respectively. Sequencing identified 239 differentially expressed genes
(DEG) in the root and 55 genes in the shoot of rice after 4 h of exposure to HA. In addition,
most genes were downregulated in both tissues (root and shoot). Functional enrichment analysis
allowed us to understand the functional profile of 91 DEG in the root and 5 DEG in the shoot.
In addition, genes of the DUF family were identified, responsible for encoding proteins with
functions not yet known. These results provide new insights for the development of future
research, aiming to obtain plants adapted to adverse conditions.

Key words: Humic acid. Transcriptome. Gene expression. Rice.
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1 INTRODUCAO GERAL

O arroz é um dos cerais mais consumidos e produzidos no mundo (FAO, 2022), sendo
de vital importincia econdmica e social para muitos paises em desenvolvimento, constituindo
a base alimentar de mais da metade da populacdo global (FERREIRA, 2017; SOUZA, 2018).
No Brasil, este cereal € um componente essencial da dieta fornecendo cerca de 20% da energia
e 15% da proteina total necessaria (LAM—SANCHEZ et al., 1994; OLIVEIRA NETO, 2015).

Devido ao aumento continuo da populacdo mundial e as mudangas climaticas t€ém
gerado desafios significativos para o desenvolvimento e a produtividade do arroz (QIAN et al.,
2016; FERREIRA, 2017). Neste contexto, as substancias humicas, particularmente o 4cido
himico, emergem como alternativas promissoras para a rizicultura, proporcionando tolerancia
as adversidades ambientais as plantas (FERRERA, 2017; ZENKER, 2021; SILVA, 2020).

As substancias humicas sdo compostos complexos e multifuncionais obtidos a partir da
decomposicdo da matéria organica e, € fracionada em acido humico, dcido filvico e humina,
baseada na solubilidade (BORCIONTI et al., 2016; PINTO, 2016; MARTINS, 2017). Estes
compostos podem influenciar positivamente as plantas, atuando na sinalizagao celular, nutri¢cao
e protecdo contra estresses, por meio de mecanismos de acdo direta e indireta (DOBBSS et al.,
2010; TREVISAN et al., 2011; AGUIAR et al., 2015; GARCIA et al., 2018).

Especificamente, o dcido humico tem demonstrado efeitos significativos na morfologia
radicular, fisiologia, metabolismo e expressdao gé€nica das plantas, contribuindo para uma
melhor utiliza¢do dos recursos naturais € maior tolerancia as condi¢des adversas (VACCARO
etal.,2015; OLAETXEA et al., 2017; GARCIA et al., 201 8). Estudos mostram que a substancia
humica, quando aplicada ao sistema radicular de diversas culturas, pode acessar receptores
hormonais e induzir a expressdo de genes importantes para a sintese de H*-ATPase, que sdo
essenciais para a absor¢ao de nutrientes e o crescimento celular (TAVARES et al., 2017;
AZEVEDO et al., 2019).

O uso de bioestimulante, como o dcido himico estd ganhando significativa visibilidade
cientifica e comercial, por estar sendo considerado uma técnica promissora para melhorar a
sustentabilidade ecoldgica da producao agricola, desencadeando uma série de processos que
promovem o crescimento e adaptacdo das plantas as condi¢des de estresse, contribuindo para
reduzir o uso de fertilizantes e pesticidas (CONSELVAN et al., 2017; GEMIN, MOGOR,
MOGOR, 2019; OLIVEIRA, 2020; CANELLAS et al., 2015, 2020; SILVA, 2022).

Com bases nessas informacoes, a pesquisa desenvolvida nessa tese busca contribuir para
o entendimento das interagdes entre planta e o 4cido himico, utilizando tecnologias avangadas
como a andlise de transcriptdmica. As seguintes perguntas foram levantadas: (i) quais
concentracdes de dcido himico sdo capazes de estimular o crescimento do sistema radicular;
(i1) se a expressao génica relativa € alterada com a exposi¢@o ao acido humico; (iii) se o efeito
bioativo do dcido himico pode revelar genes com potencial biotecnolégico para promogao de
crescimento em plantas de arroz. Desta forma, o presente trabalho encontra-se dividido em
capitulos que representam as diferentes etapas da pesquisa:

Capitulo I - Efeitos do tempo de exposicdo ao dcido hiimico na resposta transcricional
em plantas de Oryza sativa. Com objetivo de determinar o tempo de exposicdo ao AH de
vermicomposto, necessdrio para obter resposta de plantas de arroz em nivel transcricional, para,
a partir desses dados, identificar alvos biotecnoldgicos potencialmente envolvidos com a
promocdo do crescimento vegetal e/ou envolvidos com mecanismos de tolerancia a estresse.

Capitulo II - Resposta transcricional de Oryza sativa a aplicagc@o de dcido humico. Com
objetivo de investigar a influéncia do AH nos niveis de expressdo génica em arroz por meio da
tecnologia de sequenciamento em larga escala de RNA (RNA-Seq), para identificar genes
potencialmente envolvidos em mecanismo de sinalizagdo para a promog¢do do crescimento
radicular e/ou tolerancia das plantas a estresses.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Cultura de Arroz

O arroz (Oryza sativa L.) € uma das espécies de grande relevancia mundial, tornando o
segundo cereal mais produzido (FAO, 2022; PEREIRA et al.,, 2022). Este cereal é uma
angiosperma monocotiledonea, da familia Poaceae, da subfamilia Ehrhartoideae (Oryzoideae),
da tribo Oryzeae e do género Oryza (PINTO, 2017). Os inimeros parentes silvestres deste
cereal encontrados no continente Asiatico, Africano, Australiano e nas Américas Central e do
Sul, indica que a sua origem seja do antigo continente Gondwana, que a partir da fragmentacao
da Pangeia, permitiu que as espécies fossem derivadas em diferentes localidades geograficas
(PINTO, 2017).

O arroz (Oryza sativa L.) € um dos cereais mais consumidos e produzidos ao redor do
mundo (FAO, 2022), sendo o cereal de maior importancia econdmica e social para muitos
paises em desenvolvimento, constituindo a alimenta¢do basica de mais da metade da populagdo
mundial.

Das 27 espécies existentes no mundo, somente duas sdo cultivadas: Oryza sativa L. de
cariopse clara (Asidtica) e a Oryza glaberrima de cariopse roxa (Africana) (FERNANDES,
2016; PINTO, 2017). A espécie asidtica possui trés subespécies, a JapOnica, a Indica e a
Javénica. A subespécie Japonica é amplamente produzida na Asia, Africa e Europa em regides
de clima temperado e tropical. As espécies Indica e Javanica sdo cultivadas no Brasil e
apresentam genotipos de arroz irrigado e sequeiro, respectivamente (SOARES, 2005;
FERNANDES, 2016).

A domesticagio do arroz sucedeu-se em virios locais da Asia de forma independente e
simultanea. Sendo cultivado em clareiras por meio de semeaduras diretas e sem alagamento do
solo (PINTO, 2017). A partir do refinamento dos processos de cultivo na China, o arroz foi
totalmente domesticado, permitindo, assim, a producdo em diferentes sistemas de plantio
(PINTO, 2017). Atualmente, cultiva-se o arroz em trés sistemas: irrigado, varzeas e terras altas
(sequeiros) (SANTOS, 2017). Sendo que, no sistema irrigado, o arroz € cultivado sob irrigacao
por inundag¢ao controlada. No sistema de varzeas a inundagao acontece por meio da dgua pluvial
que permanece por um tempo no terreno. No sistema de sequeiro, o cultivo do arroz € totalmente
dependente de 4gua da chuva ou de irrigac@o por aspersao (SANTOS, 2017). Esses sistemas
sdo responsaveis, por 75%, 19% e 4%, respectivamente, da producao mundial de arroz (Santos,
2017).

O ciclo de desenvolvimento deste cereal € dividido em fase de plantula, vegetativa e
reprodutiva (SOUZA, 2018). A duracdo de cada fase depende da cultivar, época de semeadura,
regido de cultivo e a fertilidade do solo (SOUZA, 2018). O ciclo das cultivares plantadas em
sistema de inundagdo varia entre 100 a 140 dias e, para as cultivares do sistema de sequeiro o
ciclo é de 110 dias (SOUZA, 2018).

O arroz (Oryza sativa) desempenha um importante papel na dieta basica de cerca de 2,4
bilhdes de pessoas, por ser a principal fonte de energia, por possuir alto teor de amido e,
também, por conter proteinas, vitaminas e nutrientes. Sua importancia ndo restringe apenas
econOmica, mas também social (SOUZA, 2018). Este cereal ocupa cerca de 8% (157 milhdes
de hectares) das dreas cultivadas no mundo e representa 30% (740 milhdes de toneladas) do
total de grdo produzidos mundialmente, totalizando 13% de todo valor comercial (US$ 206
bilhdes) (SATO; REIS, 2022).

Na Asia concentra-se mais de 90% de toda a produgio e consumo mundial do grio de
arroz. Tornando-o o cultivo de maior importancia para os habitantes dos paises em
desenvolvimento, como os pertencentes ao continente Asiatico, em especial por alimentar mais
de 60% da populagdo da China e contribuir com 40% do consumo de calorias (SOUZA, 2018;
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SATO, REIS, 2022). O consumo mundial médio de arroz € de cerca de 60 kg/ano por pessoa.
O continente Asiatico é o maior consumidor, com consumo médio de 100 a 150 kg/ano por
pessoa. Sendo assim, nutrindo mais de 520 milhdes de habitantes em situagdo precdria
(SOUZA, 2018; PEREIRA et al., 2022). A América Latina tem consumo médio de 30 kg/ano
por pessoa e o Brasil tem consumo médio de 45 kg/ano por pessoa, ficando em décima posi¢ao
(7,8 milhdes de toneladas) no ranking mundial de consumo (SOUZA, 2018).

O arroz além de ser consumido in natura pela populacdo japonesa, também é usado na
fabricacdo de bebida alcodlica (saqué), de vinagre e ja a palha é utilizada na confeccdo de
utensilios (esteiras, calgados e cestas). Em outras partes do mundo, a palhada do arroz é usada
para producao de racdo animal, fertilizantes e cobertura do solo (SOUZA, 2018).

O cultivo de Oryza sativa L. no Brasil, iniciou-se em 1530 por meio de frotas de navios
negreiros (CARNEY, 2017). Desde entdo, o cereal expandiu-se em pequenos cultivos de
subsisténcia em regides litoraneas do Maranhdo. Em 1904 implantou-se o primeiro cultivo
empresarial de arroz irrigado (CARNEY, 2017). Com 77,9% da produgdo de arroz, o Brasil
tornou-se o maior produtor e consumidor deste cereal em relagdo aos demais paises da América
do Sul (SANTOS, TAVARES, 2018). E estimado na safra 2023/2024 aumento de 6,7%
(1.254,7 mil ha) de areas cultivadas com arroz em sistema irrigado e uma expansao de 5,5% na
area cultivada em sistema sequeiro, estimando 320,2 mil ha para safra de 2023/2024, em
comparacao a safra de 2022/2023 (CONAB, 2024).

A rizicultura brasileira esta presente nos estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina,
Maranhao, Tocantins, Mato Grosso, Pard e Goidas (CONAB, 2024). Os estados da regido Norte
apresentaram queda na produtividade de arroz (kg/ha) no sistema de sequeiro. No Tocantins,
estima-se uma redugdo de 2.331 kg/ha para 2.292 kg/ha, e no Pard, de 2.600 kg/ha para 2.266
kg/ha, durante a safra 2023/2024. Para essa mesma safra, no estado do Pard, estima-se uma 4rea
cultivada de 29,9 mil ha no sistema de sequeiro e 5,2 mil ha no sistema irrigado, com
produtividades de 2.466 kg/ha e 7.000 kg/ha, respectivamente (CONAB, 2024).

O Maranhdo apresentou uma redugcdo na drea cultivada em sistema de sequeiro,
passando de 91,5 mil ha para 83,1 mil ha, com uma produtividade de 2.062 kg/ha, enquanto a
drea em sistema irrigado foi de 3,6 mil ha, com uma produtividade de 5.977 kg/ha. Os estados
de Mato Grosso e Goids, por sua vez, totalizam uma area de 100,2 mil ha de cultivo de arroz
em sistema de sequeiro na safra 2023/2024 (CONAB, 2024).

Entre os estados da regidao Sul, o Rio Grande do Sul se destaca, sendo responsavel,
sozinho, por cerca de 68% da producdo nacional de arroz (SOUZA, 2018; SANTOS,
TAVARES, 2018). A produgado desse cereal pode alcancar aproximadamente 13,7 milhdes de
toneladas, representando um aumento de 11,1% em comparacao a safra 2022/2023. O consumo
doméstico também deve aumentar em 8,9%, chegando a 13,2 milhdes de toneladas (SATO,
REIS, 2022). Apesar da maior parte da produgdo de arroz ser destinada ao mercado interno, o
Brasil ocupa a oitava posicdo entre os maiores exportadores do grao, tendo como principais
compradores a Ardbia Saudita, China, Estados Unidos e Ira (SOUZA, 2018).

No entanto, a rizicultura tem enfrentado inumeros desafios devido aos estresses
ambientais que comprometem a sua produtividade (WASSMANN et al., 2009; HISYAM et al.,
2017). Fatores como seca prolongada, inundagdo e temperaturas extremas afetam diretamente
o ciclo vegetativo, resultando em perdas significativas (WASSMANN et al; 2009; HISY AM et
al., 2017; HUSSAIN et al., 2020; RATMINI, IRSAN, 2021). As mudancas climéticas globais
intensificam esses estresses ambientais, ameacando a seguranca alimentar. O aumento das
temperaturas acelera a evapotranspiracdo, diminuindo a disponibilidade de dgua no solo e
exacerbando as condi¢Oes de seca, além disso, eventos climdticos extremos, como enchentes,
podem destruir plantacdes inteiras em poucas horas (WASSMANN et al; 2009; BHOWMICK
et al., 2020).



Paises asidticos tém investidos em pesquisas ao desenvolvimento de variedades de arroz
tolerante a seca, permitindo a produ¢@o em terras altas com potencial semelhante ao das terras
baixas, com teor de dgua entre 70% e 100% da capacidade de reteng¢ao durante o crescimento
das plantas (PARTHASARATHI, 2012). Portanto, é essencial investir em pesquisas para
mitigar esses impactos, através do desenvolvimento de variedades de arroz resistentes e de
praticas agricolas sustentdveis que conservem recursos haturais e assegurem a produtividade ao
longo dos anos (PARTHASARATHI, 2012; RATMINI, IRSAN, 2021).

2.2 Substancia Humica

A Substancias Humicas (SH) s@o compostos naturais formadas a partir da degradacao
quimica, fisica e microbiolégica dos tecidos vegetais e animais por meio do processo de
humificagao (GARCfA et al., 2018, 2019; BENTO, 2019; ILHA, 2022) e da variagao das
condi¢cdes ambientais (tipo de vegetacdo, relevo e clima) e estdo presentes em dgua, solos e
sedimentos (GARCIA et al., 2018).

Os primeiros relatos de publicacdes sobre a SH, em relagdo ao seu isolamento e
fracionamento quimico, aconteceram em 1786 por Franz Karl Achard, que ao submeter turfas
a hidréxido de potdssio obteve uma solugao escura, denominada de dcido himico, através da
precipitacao em meio acido (SILVA, 2015; HAYES, SWIFT, 2018; ARAUIJO, 2019; ILHA,
2022). O fracionamento quimico permitiu classificar a SH com base nas suas caracteristicas de
solubilidade em fun¢do do pH, em &cido himico (AH), dcido fdlvico (AF) e humina (HU)
(DIDONATO et al., 2016; PINHEIRO et al., 2017; SHAH et al., 2018; ILHA, 2022, SOUZA
et al., 2022).

O AH pode ser constituido por estruturas de compostos hidrofébicos. Apresenta
coloragdo escura, é composto por macromoléculas de elevada massa molecular. E soltivel em
meio alcalino e insolivel em pH<2 (BENTO, 2019; GARCIA etal., 2019; SOUZA et al., 2022).
O AF ¢ a fracdo da SH considerada uma associacdo de moléculas hidrofilicas, com maior
conteido de grupos funcionais oxigenados, que conferem maior reatividade. A presenca de
cadeia alifdticas aumenta a drea superficial da estrutura do AF que permite manter-se solivel
em meio aquoso em qualquer faixa de pH (DIDONATO et al., 2016; GARCIA et al, 2018:
BENTO, 2019; GARCIA et al., 2019; ILHA, 2022, SOUZA et al., 2022). A HU constitui
aproximadamente metade da SH presentes no solo e mais de 70% daquelas encontradas em
sedimentos litificados, sendo, portanto, a fracio mais abundante das SH. Sua importincia é
destacada pela contribuicdo na melhoria das propriedades do solo e no sequestro de carbono
atmosférico. No entanto, a HU tem sido a fracdo himica menos estudada até o momento, em
funcdo das dificuldades associadas ao seu isolamento, que envolve uma série de problemas
metodoldgicos (WEBER et al., 2022). A HU € insolivel em qualquer faixa de pH e fortemente
ligada a fragdo mineral do solo, o que explica sua elevada estabilidade no ambiente e sua
insolubilidade em meio aquoso. Além disso, apresenta menor acidez em comparagao aos acidos
filvicos (AF) e hiimicos (AH) (CARON et al., 2015; DIDONATO et al., 2016; GARCIA et al.,
2018; ARAUJO, 2019; SOUZA et al., 2022).

Portando, com o isolamento e fracionamento da SH, entende que as fracdes humicas
fazem parte de uma estrutura extremamente heterogénea que sio diferenciadas, conforme, as
variagdes na sua composicao quimica, acidez, grau de hidrofobicidade e associagdes com
moléculas (SOUZA et al., 2022).

No que diz respeito a estrutura das SH, por muitos anos é um desafio a comunidade
cientifica em determinar um modelo estrutural tnico, devido a elevada heterogeneidade
estrutural que explique e justifique a funcionalidade e propriedades quimicas dos compostos de
SH no ambiente (GARCIA et al., 2018, 2019; ARAUJ 0O, 2019; BENTO, 2019). Durante esses
anos de pesquisa, foram propostos trés modelos estruturais: modelo macromolecular, modelo
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micelar e modelo supramolecular, que explica com maior proximidade, os modos de acao das
SH no ambiente (GARCIA et al., 2018; ARAUJO, 2019).

O Modelo Macromolecular explica a estrutura das SH como sendo macromoléculas
organicas que apresentam espacos vazios de diferentes tamanhos que podem ligar mondmeros
de menor massa molecular e outros compostos organicos, hidrofilicos ou hidrofébicos
(carboidratos e lipideos) (GARCIA et al., 2018; WANDERLEY, 2018). O Modelo Micelar
explica que as SH sdao macroestruturas, constituidas de macromoléculas aderidas de associagdes
de pequenas moléculas em estruturas micelares, com regides hidrofilicas, composta por
agrupamentos polares e hidrofébicas, com estruturas apolares (GARCIA et al., 2018). E por
ultimo, o Modelo Supramolecular ¢ uma associacdo de pequenas moléculas heterogéneas,
estabilizadas por ligacdes fracas com caracteristicas hidrofébicas (GARCIA et al., 2018;
Aratjo, 2019). Estruturalmente as fragdes himicas apresentam similaridades e diferem no peso
molecular e nos grupos funcionais (BORCIONI et al., 2016; PINTO, 2016; PINOS, 2018;
CASTRO et al., 2019; ARAUJO, 2019).

As estruturas das SH promovem agdo na atividade bioldgica nas plantas, por
apresentarem grande variabilidade e heterogeneidade organizacional e de grupos funcionais
(SOUZA et al., 2022). Portanto, as caracteristicas estruturais, tipo de carbono, grupamentos
funcionais e interagdes entre fragmentos estruturais (-, CH-m, van der Waals e ponte de H)
das fracoes humicas (AH e AF), determinam as propriedades responsaveis pelas funcoes das
SH nas plantas em promover o estimulo do crescimento do sistema radicular, atividade
enzimatica, inducdo e repressdo de genes e o aumento da biomassa em diversas espécies
vegetais (BORCIONI e tal., 2016; SOUZA et al., 2022).

2.3 Acéo do Acido Himico no Desenvolvimento da Planta
2.3.1 Efeito do acido himico sobre o sistema radicular

O efeito do 4cido himico (AH) no desenvolvimento da planta refere-se aos impactos
que essa substancia organica pode ter no crescimento, na fisiologia e na satude geral das plantas
(SOUZA, 2019; AMPONG et al., 2022). O AH ¢ uma das fracdes das substancias himicas
encontradas no solo, sendo conhecido por sua capacidade de interagir com as raizes das plantas
e influenciar uma série de fungdes fisioldgicas e bioquimicas (TAVARES, 2014; AMPONG et
al., 2022; VIKRAM et al., 2022).

O desenvolvimento do sistema radicular € fundamental para o aumento do nivel
produtivo e do crescimento ideal de diversos vegetais (Tavares, 2014). A distribuicdo do
sistema radicular pode afetar diversas fungdes fisioldgicas, como a absor¢ao de dgua, aquisicao
de nutrientes, a capacidade de apresentar plasticidade em adaptacdo a condi¢des adversas € a
interacdo com os organismos da rizosfera (CANELLAS, OLIVEIRA, 2014; TAVARES, 2014;
FERREIRA et al., 2020).

A arquitetura e distribuicao do sistema radicular s@o fatores limitantes do crescimento e
desenvolvimento das plantas, visto que sdo incumbidos em determinar a capacidade das plantas
em perceber as mudangas dos fatores abidticos, como o nivel de d4gua no solo, textura do solo
e a composi¢do de nutrientes (FERREIRA et al, 2020). Por exemplo, o sistema radicular mais
profundo pode ser crucial durante periodo de estresse hidrico (PIERRE et al, 2016), além de
favorecer a absorcao de nitrato, um anion que apresenta alta mobilidade que pode ser facilmente
lixiviado para as camadas mais profundas do solo (SILVA et al., 2017; LYU et al., 2024),
enquanto o sistema radicular mais curto permite a exploracio de nutrientes mais em superficie
do solo, por investir no crescimento de raizes laterais que sdo uteis na absorcao de nutrientes
com baixa mobilidade no solo, em especial o fésforo (LYNCH, 2022).



O formato do sistema radicular da cultura do arroz € moldado, conforme a textura do
solo, disponibilidade hidrica, compactagio do solo e o método de cultivo. E caracterizado por
um sistema radicular mais superficial em relagdo a outros cereais (GOWDA et al., 2011). Este
cereal quando comparado com outras culturas de interesse agricola, possui um sistema radicular
menos eficiente para captacdo de 4gua e nutrientes, provavelmente por um cereal considerado
semiaquatico, condi¢do em que ndo hd limitacdo hidrica, consequentemente os nutrientes estao
mais homogeneamente distribuidos na solu¢do do solo, isso explica em parte a baixa
produtividade desta cultura em sistema de sequeiros (terras altas) (FAGERIA, 1984;
GUIMARAES et al., 2002; FERNANDES, 2016). Nos ultimos anos muitos estudos tém
comprovado a capacidade do AH em modificar o crescimento, a morfologia e a arquitetura
radicular de vérias espécies de plantas (CANELLAS et al., 2010; CASTRO et al., 2019; NARDI
et al., 2016; HITA et al., 2020).

O efeito positivo das substancias bioativas em diversas plantas, pode ser dividido em
dois principais tipos (MORA et al., 2012; TAVARES, 2014). O efeito na morfologia das raizes
individuais que envolve o nimero, tamanho e tipos de células, raizes laterais e pelos radiculares
e, o efeito morfologico sobre toda a raiz, onde altera a arquitetura radicular, densidade e a
ramificacdo da raiz secunddria, como também, a espessura da raiz (MORA et al., 2012;
TAVARES, 2014).

Estudo com diferentes concentracdes das fracdes himicas de vermicomposto t€m
mostrado efeitos significativos sobre o crescimento radicular em plantas de Arabidopsis e milho
(CANELLAS et al., 2010). Em Arabidopsis, os AH promoveram o aumento da raiz principal
quando aplicados em diversas concentracdes. Além disso, as fracoes humicas de
vermicomposto demonstraram um efeito bioativo (auxinico), aumentando o nimero e o
comprimento das raizes laterais, assim como a densidade das raizes tanto em Arabidopsis
quanto em milho. Em relacdo ao nimero e comprimento das raizes laterais e a densidade das
raizes nas plantas, o efeito bioativo das fracdes de AH (CANELLAS et al., 2010).

Garcia et al. (2016a) ao realizar estudo de andlise de componentes principais entre 0s
dados espectrais de diferentes fracdes humicas e os parametros de atividade bioldgica no
sistema radicular observaram que a estrutura do AH contendo C-alifaticos substituidos (C-Alk
[O, N], C-Alk-O), carboxilicos C-COOH e a alifaticidade, estimula a &4rea superficial,
comprimento da radicula e das raizes menores em plantas de arroz, enquanto os grupos de C-
alifatico substituido (A-Alk [di-O]), C-Alifatico ndo substituido (A-Alk), C-Aromatico e
carbonil CC=0 e a aromaticidade associaram-se ao estimulo do didmetro radicular, nimero de
raizes e o desenvolvimento das raizes maiores.

O AH acumula-se na superficie das paredes celulares, particularmente nas células
epidérmicas por meio da interagdo com as raizes e ocasiona a obstru¢do dos poros (Garcia et
al., 2019). Para Asli e Neumann (2010) essa interacdo é denominada como estresse coloidal
que tem efeito na redu¢do da condutividade hidrdulica das raizes, no crescimento das folhas e
na resisténcia ao déficit hidrico sem causar danos na taxa de crescimento do sistema radicular.
Jannin et al (2012) ao estudar Colza de inverno (Brassica napus L.) uma importante cultura
agricola para fins de produtos cosméticos e para aplicagdes industriais na alimentacdo animal
notaram que aplicacdo de AH de turfa preta apés 30 dias, as plantas tiveram melhor
desenvolvimento e aumento significativo na massa seca total, em razdo ao efeito bioativo sobre
o aumento do peso total do sistema radicular em relagdo as plantas controle.

As substancias bioativas podem ser disponibilizadas as plantas por meio da aplicacio
via sistema radicular e foliar (HITA et al., 2020). Por ndo ser normalmente utilizada, a aplicacdo
via foliar de AH em plantas, Hita et al. (2020) avaliaram os efeitos desencadeados na parte
aérea e no sistema radicular em cultura de pepino, por meio da aplicacdo foliar de AH obtido
de Leonardita. Dentre as concentracdes de AH via foliar, a de 40 mg AH/L™! possibilitou melhor
peso seco da parte aérea e das raizes de pepino, ap6s 72h do inicio do tratamento. Observaram,
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também, na mesma concentra¢do de AH, o efeito na arquitetura radicular e, por meio da anélise
qualitativa constataram a presenga de raizes mais curtas € com maior proporcdo de raizes
secunddrias nas plantas controle e nas plantas tratadas com AH, apresentaram raizes principais
mais longas, com menor densidade de raizes secunddrias e maior volume.

Estudos tem demonstrado a capacidade da substancia bioativa em influenciar o
crescimento, a morfologia e a arquitetura do sistema radicular em diversas espécies de plantas,
pode estar relacionada a acdo de diferentes fitohormonios, como por exemplo a auxina
(ZANDONADI et al., 2010; MORA et al., 2012; NARDI et al., 2016; RATHOR et al., 2024).
Em muitos desses estudos, o potencial do desenvolvimento radicular € atribuido as atividades
semelhantes ao efeito auxinico disparados pelo AH (MORA et al., 2012; NARDI et al., 2016).

2.3.2 Acao fitohormonal tipo auxina do acido hiimico

Os fitohormonios sdo pequenas substancias organicas produzidas nas plantas. Em baixas
concentracoes, regulam muitos processos, desde a germinagdo até a senescéncia das plantas
(BHATLA, 2018; RATHOR et al., 2024). Entre os fitohormoénios, a auxina (AUX) foi o
primeiro agente sinalizador a ser descoberto, desempenha um papel essencial em diversos
processos fisiol6gicos e bioquimicos ao longo da vida de diversos vegetais (TAIZ, ZEIGER,
2013; CANELLAS, OLIVEIRA, 2014; RATHOR, 2024). Entre as AUX existentes, o dcido
indol-3-acético (AIA) € o mais estudado por ser a AUX mais abundante nos vegetais e, €
responsavel em regular diversos processos como a iniciagdo e proliferacdo do crescimento
radicular, formacao de tecidos vasculares, dominancia apical e tolerancia a condi¢des adversas
(RATHOR et al., 2024).

A liberagdo de prétons e acido organicos na rizosfera, resulta em alteracdo do pH que
possibilita a dissociacao da supraestrutura do dcido himico, liberando estruturas semelhantes a
AUX ao sistema radicular (CASTRO et al., 2019; RATHOR et al., 2024). No entanto, ha muito
tempo, tém sido discutidos as propriedades semelhantes a AUX do dcido hiimico. Em razdo da
baixa concentrac¢do aplicada destes compostos e da quantidade de AIA contida no AH, seja
insuficiente para obter efeitos significativos fisioldgicos nos vegetais (RATHOR et al., 2024).
Entretanto, ha estudo que evidencia o efeito da aplicacdo exdgena de dcido humico e AIA que
induziram respostas semelhantes nas plantas, endossando que o AH atua como fitohormonio
tipo auxina (RATHOR et al., 2024).

Zandonadi et al. (2010) estudaram a aplicacdo de dcido himico associado ou ndo a
inibidores de sinalizagao (4cido p- clorofenoxiisobutirico - PCIB, 20 uM) e de transporte (dcido
2,3,5-triiodobenzdico - TIBA, 20 uM) de AIA em mudas de milho. Observaram que as mudas
submetidas somente aos inibidores reduziram a formacdo de raizes laterais em cerca de 50%
em relacdo ao tratamento controle. Quando ambos os inibidores foram usados em combinacdo,
a emissao de raizes laterias foi inibida em 60%. No entanto, a combina¢do dos inibidores com
AH nio conseguiu reduzir o nimero de raizes laterais, sendo este superior ao controle. Ja Jindo
et al. (2012) comprovaram a presenca de propriedades semelhantes a auxina na estrutura do
dcido humico de diferentes matérias de origens, por meio da cromatografia gasosa-
espectrometria de massa e pelo promotor de auxina (DRS5) unido ao gene repdrter [-
glucuronidase (GUS) (DR5-GUS) em cultura de milho. Observaram, efeitos significativos de
todos os dcidos hiimicos sobre os parametros morfolégicos da cultura de milho. Por meio de
andlise de expressao de GUS de plantas Arabidopsis thaliana transformadas com a constru¢do
DR5:GUS, permitiu que Rathor et al. (2024) comprovassem o efeito auxinico do dcido humico.

A acdo da AIA e 4dcido himico exdgeno altera tanto os parametros morfolégicos quanto
a inducdo de genes codificadores de H*-ATPase da membrana plasmatica (H*-ATPase PM)
(ZANDONADI et al., 2010; CANELLAS, OLIVEIRA, 2014; GARCIA et al., 2018). A auxina
¢ responsavel em aumentar o bombeamento de fons H* via H*-ATPase PM da raiz para o
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compartimento da parede celular, ativando enzimas e proteinas suscetiveis ao pH que aumenta
a plasticidade da parede celular, possibilitando o processo de crescimento e divisdo celular
(ZANDONADI et al., 2010; CANELLAS, OLIVEIRA, 2014; GARCIA et al., 2016b; GARCIA
et al., 2018; RUWER, 2019).

Além da hipétese do fornecimento da auxina pelo dcido himico, que seria responsavel
pelo desenvolvimento radicular e indu¢do de genes, estudos tem mostrado efeito das espécies
reativas de oxigénio (ERO) como possiveis moléculas sinalizadoras para regulacio e expressao
dos efeitos do AH na proliferacio das raizes laterais nos vegetais (GARCIA et al, 2016b;
CORDEIRO et al., 2019, SOUZA et al., 2022).

2.3.3 Protecao do acido hiimico contra espécies reativas de oxigénio

Muitas plantas em ambiente natural sdo submetidas a estresse bidticos e abidticos e a
sua capacidade em responder por alteragdes fisioldgicas e bioquimicas € extremamente flexivel
e equilibrada devido a interagdo com as moléculas sinalizadoras, como as espécies reativas de
oxigénio (ERO) (FARNESE et al., 2016, BARBOSA, 2016). Em niveis normais (homeostase
redox) as ERO sao moléculas que regulam diferentes processos vegetais através da ativacao de
mensageiros secunddrios, da inducdo de genes e da alteracio na atividade enzimaitica
(FARNESE et al., 2016).

As ERO sdo formadas em eventos metabdlicos que acontecem nos cloroplastos,
mitocOndrias e peroxissomos € as mais comuns incluem as formas de radicais livres (radical
superdxido (O2") e radical hidroxila (OH") e as formas nao radicais (per6xido de hidrogénio
(H202) e o oxigénio singleto (!02) (PANDEY et al., 2015; BARBOSA, 2016; OZFIDAN-
KONAKCT et al., 2018).

O Oy € formado a partir da reducdo de moléculas de oxigénio por um Unico elétron,
durante o transporte de elétrons na fotossintese. Entre os varios processos de formacao de Oo,
as principais fontes de producao deste radical € a cadeia transformadora de elétrons, processo
respiratorios e fotossintéticos, realizados nas mitocondrias e nos cloroplastos, respectivamente
(BARBOSA, 2016).

O OH' tem papel importante na degradacao de compostos organicos volateis, por ser
altamente reativo e oxidante dentre as ERO, tendo como principal alvo de acdo as moléculas de
DNA que ocasiona modificacdes nas bases nitrogenadas, levando a quebra da dupla fita. Ainda,
pode atuar na desnaturacdo de proteina, retirar &tomos de hidrogénio de grupos de acidos graxos
poli-insaturados e causar danos nas moléculas de carboidratos (BARBOSA et al., 2014;
BARBOSA, 2016).

O H20, € produzido da reducdo univalente de O2" (BARBOSA, 2016). O H>O; é reativo
e em excesso nas células dos vegetais causa estresse oxidativo, inativando enzimas pela
oxidagao, entretanto, pode agir como regulador em diversos processos, como, por exemplo, a
senescéncia foliar, fotorrespiracdo, fotossintese, movimentacdo dos estdmatos, ciclo celular,
como também, no crescimento e desenvolvimento em geral (BARBOSA, 2016). O tamanho
pequeno de H>O» permite-lhe atravessar as membranas celulares e deslocar em diferentes
compartimentos. Assim, permite difundir os danos, como também, atuar como mensageiros de
condic¢do de estresse. Por participar da reacdo de formag¢dao de OH', o H>O» dispde de uma agédo
deletéria (BARBOSA et al., 2014).

O 'O, é formado quando acontece o fechamento dos estomatos pela baixa
disponibilidade de CO, que pode ser ocasionado por diversos fatores abidticos, como por
exemplo, o déficit hidrico. Assim, o !0, é um subproduto da fotossintese que é mais reativo do
que Oz e 0 H2O» e a partir do sitio de producdo pode se difundir a distancia significativa e,
mesmo com tempo de vida igual ou inferior a 3 pus causa efeito prejudicial em todo o aparato



fotossintético, como também, causa peroxidagao lipidica nos cloroplastos (BARBOSA et al.,
2014; BARBOSA, 2016).

O déficit hidrico € um dos estresses abidticos mais frequente e nocivo as plantas, por
aumentar os niveis de ERO que estimula distirbios morfoldgicos, fisiologicos e bioquimicos,
resultando em danos celulares irreversiveis através do processo denominado estresse oxidativo
que reflete no crescimento e desenvolvimento das plantas (BARBOSA, 2016; CHOUDHURY
et al., 2017; JUNIOR et al., 2018; DONG et al., 2019; KOZULEVA et al., 2020; CASTRO et
al., 2022). As ERO podem ser eliminadas via respostas antioxidativas do sistema antioxidante
enzimatico que envolve as enzimas superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e a ascorbato
peroxidase (APX) (FANG, XIONG, 2015; AGUIAR et al., 2016; MOTA, CANO, 2016;
BARBOSA, 2016; CHOUDHURY et al., 2017). Estudos tem demonstrado a capacidade do AH
em diminuir os efeitos negativos causados pelo déficit hidrico em diversas espécies de plantas
(AGUIAR et al., 2016; GARCIA et al., 2018), por estimular o aumento da atividade do sistema
antioxidante enzimdtico que atenua os efeitos do estresse oxidativo causado pelas ERO
(CANELLAS et al., 2015; AGUIAR et al., 2016; SOARES et al., 2017, ROCHA, 2018;
RUWER, 2019; CAMPOS, 2020; BEGUELINE, 2021; CASTRO et al., 2022).

A aplicagdo de AH em sistema radicular na cultura de arroz sob déficit hidrico tem
mostrado efeitos antiestresses pelo aumento da atividade da peroxidase sobre as concentracdes
de H>0O» comparado ao tratamento controle (sem AH + estresse hidrico) (GARCIA et al., 2012).
A isoenzima SOD mais importante em desintoxicar as raizes de arroz do Oz € a forma citosodlica
de Cu/Zn-SOD, que apresenta aumento de atividade na presenca de AH em relagcdo as demais
isoenzimas estudadas por Garcia et al. (2016b). J4 na cultura de cana-de-acticar o AH aumentou
significativamente a atividade das enzimas SOD, CAT e APX no tecido foliar e radicular,
permitindo a protecdo dos lipidios da peroxidacdo e maior tolerancia ao déficit hidrico
(AGUIAR et al., 2016).

Shen et al. (2020) ao estudarem o efeito de diferentes concentracdes de AH sobre as
caracteristicas fisiolégicas e fotossintéticas em mudas de milheto sob estresse hidrico,
observaram que o AH promove melhor desenvolvimento das mudas de milheto sob condic¢do
de estresse hidrico por diminuir o acimulo de ERO, por meio do aumento da atividade das
enzimas antioxidantes (SOD, CAT e APX). Lofti et al. (2015) observaram, também, o aumento
das enzimas ascorbato peroxidase e catalase em plantas de colza (Brassica napus L.) € maior
conteido de clorofila a e clorofila fotal quando submetidas ao AH sob estresse hidrico,
contribuindo para melhor atividade fotossintética.

Por outro lado, Alsamadany (2022) observou que o bioestimulante vegetal, como o AH
aumenta a taxa de fotossintese, a condutancia estomdtica e a taxa de respiracdo, por meio do
aumento da clorifila, assim mantendo o equilibrio fisiolégico dos diferentes gendtipos de feijao
mungo em condicdo de estresse hidrico. Ainda neste estudo, os efeitos das ERO foram anulados
mediante ao aumento da atividade das enzimas antioxidantes. Isso pode ser atribuida a
capacidade do AH em ativar enzimas transmembranares (H*ATPase) conferindo maior
estabilidade a membrana e menores danos as plantas (ALSAMADANY, 2022).

Além de ativar enzimas antioxitantes, responsdveis em manter o equilibrio entre a
producdo e eliminacdo das ERO, o AH por meio da sua bioatividade pode influenciar na
alteracdo dos metabdlitos primdrio e secundarios em diferentes vegetais (VACCARO et al.,
2015; GARCIA et al., 2018; AGUIAR et al., 2018; OTHIBENG et al., 2021; CANELLAS et
al., 2022;).



2.3.4 Acido Direta do acido humico sobre expressao génica relativa relacionada a
nutrientes

A disponibilidade adequada e equilibrada de nutrientes, influencia em um bom
desenvolvimento e crescimento de diferentes culturas (CRUSCIOL et al., 2013; SHRESTHA
et al., 2020). Cada macro ou micronutriente, apresenta caracteristica propria que influencia em
diversos processos metabolicos nas plantas (SHRESTHA et al., 2020). Durante o ciclo de vida
dos vegetais € necessario dezessete nutriente (incluindo C, O, H), onde nitrogénio (N), fésforo
(P) e potéssio (K) sdo os macronutrientes mais requeridos pelas plantas, o magnésio (Mg),
calcio (Ca) e enxofre (S) sdo os macronutrientes secundarios e o zinco (Zn), ferro (Fe),
manganés (Mn), cobre (Cu), niquel (Ni), boro (B), molibdénio (Mo) e cloro (Cl) sd@o os
micronutrientes exigidos em menor propor¢ao pelas plantas (SHRESTHA et al., 2020).

Estudo tém demonstrado que o AH, principal componente da SH, tem influenciado
diretamente no aumento da absor¢do de macronutrientes e de micronutrientes, devido a sua
capacidade em atuar na expressao de genes que contribui para melhorar eficiéncia das plantas
em absorver, transportar e assimilar os nutrientes (SAHA et al., 2013; GARCIA et a., 2018).

A absor¢do de NO;s € favorecida pela inducdo da expressdo de genes NRT que

codificam transportadores de alta e baixa afinidade de NOs3™ e pela expressao de isoformas de
PM H*-ATPase (AZEVEDO et al, 2019). Quando a cultura de arroz foi submetida em

tratamento com AH de vermicomposto apresentou maior taxa de absorcao de NOs pela maior
expressdo dos transportadores OsNRT2.1 e OsNRT2.2 e das isoformas OsA2, OsA3, OsA4,
OsA5, OsA8 de PM H*-ATPase (TAVARES et al, 2017; GARCIA et al, 2018). Para que
aconteca absorcao de NO3™ € necessdrio que o transportador seja energizado (ativado) por uma

for¢a préton-motriz cujo mecanismo agdao é um simporte com dois H* (NO3™ /2H*). Essa
ativacdo da-se por meio do bombeamento de H* realizado pela enzima H*-ATPase, tornando-a

a chave principal para que ocorra a absor¢cdo do NOs3™ (TAVARES, 2017). A SH ndo tem
somente melhorado a absor¢do de nitrogénio como também a sua assimilacdo. Vaccaro et al.,
(2015) ao estudarem a interacdo de AH de solo vulcanico com a cultura de milho, verificou que
a interacdo AH-raiz aumentou a expressao de genes responsadveis em codificar a enzima nitrato
redutase-NR, responsdvel pela redu¢do do NOs™ no processo de assimilacao de N pelas plantas.

Apesar da importancia do P e do S ao desenvolvimento das plantas, existem poucos
estudos relatando sobre a acdo das SH no metabolismo destes nutrientes (Garcia et al., 2018).
Entretanto, sabe-se que o AH podem disponibilizar o P do solo as plantas, por intermédio da
diminui¢do da adsorcao de P nas superficies de 6xido (JINDO et al., 2016). JINDO et al. (2016)
ao avaliarem a influéncia do AH em cultura de tomate observaram aumento da expressao de
genes (LePT2) codificadores de transportador de P de alta afinidade, como também, maior
biomassa radicular e distribui¢do de espécies de P (glicorofosfodiéster e fosforilcolina) nas
folhas. Estudo realizado com AH isolado de turfas em Brassica napus demonstrou efeito
positivo para expressdo de transportadores de S, onde o AH induziu a expressio de
transportadores de membrana plasmatica (BnSultril e BnSultrl.2) e do tonoplasto (BnSultr4.1
e BnSultr4.2) (JANNIN et al., 2012).

O micronutriente Fe realiza um grande papel no processo fotossintético e na respiracao
mitocondrial e, também, atua como cofator de enzimas essenciais para o desenvolvimento das
plantas (LABRADA et al., 2023). Apesar da grande abundancia deste nutriente no solo ha
baixissima disponibilidade as plantas, devido a uma alta taxa de Fe no solo na forma de Fe**
que € insoluvel (LABRADA et al., 2023). Comumente € recomendado a aplicacido de quelatos
sintéticos para reducao da deficiéncia de Fe, no entanto, podem ser pedidos por adsor¢ao nas
particulas do solo ou lixiviacdo. Nesse sentido, estudo realizado por Labrada et al. (2023) tem
demonstrado que adi¢do de AH em solu¢do nutritiva e aplicada via irrigacdo em cultura de
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tomate, resultou em maior expressdao dos genes LePEPC1 e LeFROI1 no tecido foliar e no
sistema radicular aumentou a expressao do gene LeHA1, enquanto reprimiu a expressdo do
LeFROI, influenciando na nutri¢do de Fe em tomateiro cultivado em solo calcério.

A busca por genes induzidos ou reprimidos pela agcdo do AH, tem despertado o interesse
da sociedade cientifica em contribuir para um melhor desempenho nutricional as plantas
cultivadas (JINDO et al., 2016; TAVARES et al, 2017, GARCIA et al, 2018; LABRADA et
al., 2023). No entanto, sabe-se que alteracao da expressao de genes torna-se necessario estudos
profundados que permitam a identificacdo de genes associados com a resposta ao AH para o
desenvolvimento de novas variedades. Para tal fim, tem usadas tecnologias de nova geracao de
andlise de transcriptoma, como o sequenciamento em larga escala de RNA (RNA-Seq) que
possibilita uma rdpida e precisa identifica¢do desses genes (FIETTO, MACIEL, 2015)

2.4 Sequenciamento em Larga Escala de RNA

A tecnologia de Sequenciamento de Nova Geracdo (NGS) estd revolucionando o modo
de como os transcriptomas estdo sendo analisados (MACIEL, 2015; FERREIRA, 2017,
FIETTO, FAGUNDES, CAGLIARI, 2019). O transcriptoma é o conjunto de todos os
transcritos de uma célula, 6rgao ou organismo em uma determinada fase de desenvolvimento
sob diferentes condi¢des ambientais ou fisiologica (FAGUNDES, CAGLIARI, 2019). O uso
do NGS nao restringe unicamente ao estudo do genoma estético, pois a tecnologia permite
explorar andlise do transcriptoma dindmico que promove um novo método de mapeamento e
quantificac@o de transcriptomas, por meio do sequenciamento em larga escala de RNA (RNA-
Seq) (GARBER et al., 2011; FAGUNDES, CAGLIARI, 2019).

O RNA-Seq pode ser utilizada para construir mapa completo de transcriptoma, por meio
de poderosas ferramentas computacionais e técnicas de bioinformatica para compreender o
metabolismo e os estudos gerados em diferentes condi¢cdes experimentais (GARBER et al.,
2011; FAGUNDES, CAGLIARI, 2019). Aplicagdo desta tecnologia em diferentes campos da
ciéncia, possibilita andlise de transcriptomas em alta resolu¢io que permite quantificar os niveis
de transcritos, confirmar ou revisar sequencias génicas, proporcionando resolver problemas
bioldgicos, como a quantificacdo de splicing alternativo, descoberta de novos genes € novos
transcritos, quantificacio da expressdo génica, entre outros (FERREIRA, 2017; GONCALVES,
2017; FAGUNDES, CAGLIARI, 2019).

Para realizar a aplicacdo do RNA-Seq € necessario de um conjunto de RNA total ou
fracionado, com qualidade e integridade adequada. Posteriormente, é convertido em uma
biblioteca de fragmentos de cDNA com adaptadores fixados em um ou ambas as extremidades.
Cada molécula pode ser ou ndo amplificada, para, posteriormente, ser sequenciada para obter
as sequéncias curtas em uma Unica extremidade ou em ambas as extremidades (sequenciamento
pareado das extremidades) e realizar andlises de bioinformética (WANG et al., 2009; HAN et
al., 2015; GONCALVES, 2017; FAGUNDES, CAGLIARI, 2019).

A técnica de RNA-Seq pode ser aplicada por diferentes plataformas. Conforme, as
plataformas de sequenciamento, os fragmentos sequenciados (reads) podem gerar leituras de
varios tamanhos. Geralmente € entre 30-400 pb, sendo alinhadas a um genoma de referéncia ou
transcritos de referéncia, assim, produzindo o mapa de transcritos ou nivel de expressdo de cada
gene (WANG et al.,, 2009; FERREIRA, 2017). As principais plataformas utilizadas sao:
[llumina, Ion-Torrent, Nanopore e Pacbio (WANG et al., 2009; HITZEMANN et al., 2012).
Essas plataformas possuem caracteristicas comuns e podem gerar informag¢des muitas vezes
maiores, do que o sequenciamento Sanger por meio da economia de tempo e do baixo custo por
base para o sequenciamento (FERREIRA, 2017).

As plataformas de sequenciamento, em relacdo as etapas de obter os pequenos
fragmentos, apresentam peculiaridades. O sequenciamento Sanger € feito por meio da sintese
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que utiliza DNA polimerase e nucleotideos terminadores marcados com diferentes fluoréforos.
O Ion-Torrent é uma plataforma de pequena e baixa profundidade de leitura e a Illumina é
fundamentada em sequenciamento por meio de sintese e tem a vantagem de gerar milhdes de
reads com maior robustez, precisdo e rapidez (HITZEMANN et al., 2012; FERREIRA, 2017).

Na agricultura, a técnica de RNA-Seq possibilita a andlise das variacdes dos niveis de
expressao génica, visando elucidar os efeitos biologicos decorrentes das mudangas ambientais.
Essas mudancas acontecem por meio de uma perturbacdo externa introduzida no sistema,
incluindo infec¢des por patdgenos ou parasitas, alteracdes nutricionais, restricdo hidrica e
outros tipos de estresses enfrentados pelas plantas (FAGUNDES, CAGLIARI, 2019).

Zhang et al. (2023) por meio da andlise de transcriptomica estudaram o efeito do AH no
alivio da inibicdo do alto teor de N na nodulacdo da soja, com intuito de identificar genes
diferencialmente expressos. Identificaram-se 2.995 genes diferencialmente expressos, sendo
2036 genes regulados positivamente e 959 genes regulados negativamente ap6s adi¢do do AH
e por meio da anotacdo funcional, identificou genes envolvidos na resposta a citocina, na via
de sinalizacado MAPK, na transducdo de sinal de hormdnio vegetal e na biossintese de
fenilpropandides, demostrando que o AH mantem o nivel normal de nodulagdo e restauragao
da atividade de fixacdo de N em condicdo de nivel alto de N na cultura da soja.

Existem diversas aplicagcdes da técnica de RNA-Seq para investigar o transcriptoma da
cultura de arroz em diferentes genotipos, condi¢cdes ambientais e interacdes com outros
organismos. OONO et al. (2013) ao estudarem a diversidade do transcriptoma entre variedades
de arroz submetidas a deficiéncia de P, identificaram cerca de 500 transcritos responsivos a essa
deficiéncia para cada variedade e muitos desses transcritos possuem funcao desconhecida.

Silveira et al. (2015) ao realizarem andlise de transcriptoma em folhas de duas
variedades de arroz de sequeiro em diferentes niveis de estresse hidrico. Identificaram vérios
genes com potencial de serem incorporados em programas de melhoramento genético que visa
o aumento da tolerancia ao estresse hidrico. Por sua vez, Singh et al. (2016) examinaram o
transcriptoma de duas variedades de arroz com caracteristicas contrastantes em relacdo ao
sistema radicular. Através dessa abordagem, conseguiram identificar varios genes envolvidos
com o desenvolvimento do sistema radicular e a resposta aos estresses ambientais e
compreendendo maior tolerancia ao estresse em uma das variedades.

A técnica de RNA-Seq oferece inimeras vantagens para a identificacdo e caracterizagio
de transcriptomas de diversas espécies vegetais em relacdo aos demais métodos até entdo
usados (FERREIRA, 2017). Portanto, os estudos das altera¢des dos niveis de expressdao génica
possibilitam a compreensdo do comportamento das plantas em diferentes momentos de
desenvolvimento e em diferentes ambientes. Esses estudos, também, podem agilizar a
identificacdo de genes relacionados a caracteristica fenotipicas de relevancia econdmica em
plantas de importancia agrondmica (FAGUNDES, CAGLIARI, 2019).
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3 CAPITULO1

EFEITOS DO TEMPO DE EXPOSICAO AO ACIDO HUMICO NA
RESPOSTA TRANSCRICIONAL EM PLANTAS DE ORYZA SA77VA
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3.1 RESUMO

O 4cido humico (AH) € uma das fracdes das substancias humica que atua sobre a morfologia,
fisiologia, arquitetura e biologia molecular do sistema radicular de diversas espécies de plantas,
contribuindo para melhor aquisi¢do de nutrientes e dgua, por meio da regulacdo da expressao
de genes. Com base no exposto, o objetivo deste estudo foi determinar o tempo de exposi¢dao
ao AH necessdrio para verificar resposta em nivel transcricional de genes potencialmente
regulados por essas substancias. Para isso, sementes de arroz da variedade Nipponbare foram
desinfestadas com solucdo de hipoclorito de s6dio 2,5%, agitadas por inversao por 15 minutos,
e lavadas com dgua deionizada repetidas vezes. Em seguida, foram acondicionadas sobre gaze
em vasos com capacidade de 3L e colocadas para germinar em dgua deionizada. A germinagao
e o cultivo foram realizados em camara de crescimento de plantas do Departamento de Solos
da UFRRJ, com fluxo de fétons fotossintéticos dentro de uma faixa de 318 a 330 umols m?s
I fotoperiodo 14horas/10horas (luz/escuro), 70% umidade e temperatura 28°C/24°C
(diurna/noturna). Foi fornecida uma solucao nutritiva de Hoagland & Arnon (1950) modificada
com Y2 for¢a idnica contendo 2 mM de N (1,5 mM de N- NOs3™ e 0,5 mM de N-NH4*) com o pH
mantido a 5,8. Esta solu¢do foi renovada a cada 3 dias apds a germinagdo (DAG). O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 4 repeticdes. Apés 12 DAG as
plantas foram submetidas a concentracio de 80 mg AH L' e coletado o tecido radicular nos
tempos: 0,5h, 2h, 4h, 8h, 24h, 72h e 168h apds a exposi¢do. Foram analisados expressao de
genes relacionados a absor¢do de nutrientes, metabolismo de espécies reativas de oxigénios e
sinalizacdo pela auxina. Esses genes foram regulados pelo tratamento com substancia himica
em diferentes tempos de exposi¢cdo. Os resultados mostram que apds a exposi¢do ao dcido
himico por 4h, ja é possivel observar regulacdo transcricional, indicando um possivel
envolvimento desses genes em mecanismos de sinalizacdo para promog¢do do crescimento do
sistema radicular em plantas de arroz. Os resultados, também, demostraram que mesmo apoés
longos periodos de exposi¢dao ao AH ainda € possivel observar alteracdes no nivel de expressao
para diversos genes.

Palavras-chave: Acido Himico. Expressao de Gene. Nutriente. Auxina.
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3.2 ABSTRACT

Humic acid (HA) is one of the humic substance fractions that acts on the morphology,
physiology, architecture and molecular biology of the root system of several plant species,
contributing to better nutrient and water acquisition through the regulation of gene expression.
Based on the above, the objective of this study was to determine the time of exposure to HA
necessary to verify the transcriptional response of genes potentially regulated by these
substances. For this purpose, Nipponbare rice seeds were disinfected with a 2.5% sodium
hypochlorite solution, shaken by inversion for 15 minutes, and washed with deionized water
repeatedly. They were then placed on gauze in 3L pots and allowed to germinate in deionized
water. Germination and cultivation were performed in a plant growth chamber of the Soil
Department of UFRRJ, with photosynthetic photon flux within a range of 318 to 330 pmols m-
2 57! photoperiod 14h/10h (light/dark), 70% humidity and temperature 28°C/24°C (day/night).
A modified Hoagland & Arnon (1950) nutrient solution with %2 ionic strength containing 2 mM
N (1.5 mM N- NO;3™ and 0.5 mM N-NH4") with pH maintained at 5.8 was provided. This
solution was renewed every 3 days after germination (DAG). The experimental design was
completely randomized with 4 replicates. After 12 DAG, the plants were subjected to a
concentration of 80 mg HA L' and the root tissue was collected at the following times: 0.5h,
2h, 4h, 8h, 24h, 72h and 168h after exposure. The expression of genes related to nutrient
absorption, metabolism of reactive oxygen species and auxin signaling were analyzed. These
genes were regulated by treatment with humic substance at different exposure times. The results
show that after exposure to humic acid for 4h, it is already possible to observe transcriptional
regulation, indicating a possible involvement of these genes in signaling mechanisms to
promote root system growth in rice plants. The results also demonstrated that even after long
periods of exposure to HA, it is still possible to observe changes in the expression level of
several genes.

Key words: Humic acid. Gene expression. Nutrient. Auxin.
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3.3 INTRODUCAO

O arroz € um cereal primordial para dieta bdsica da populacdo mundial, por ser a
principal fonte de energia e proteina e, por possuir alto teores de amido, vitaminas e nutrientes
(FERREIRA, 2017; SOUZA, 2018). Este cereal € considerado uma grande poténcia na
seguranca alimentar, no entanto, as mudancas climéticas, tem causado impactos direto no
desenvolvimento e na produtividade deste cereal (QIAN et al., 2016; FERREIRA, 2017). Neste
sentido, a substancia himica (SH) torna-se uma alternativa interessante para rizicultura, uma
vez que a aplicacdo dessas substancias tem resultado em plantas capazes de tolerar melhor as
adversidades ambientais (FERRERA, 2017; ZENKER, 2021; SILVA, 2020).

As SH sao compostos da matéria organica estaveis e obtidas a partir de transformagdes
bioquimicas, ndo possuem carateristicas quimicas e fisicas bem definidas e, é fracionada em
acido humico, acido fiillvico e humina, com base na sua solubilidade (BORCIONI et al., 2016;
PINTO, 2016; MARTINS, 2017). Podem exercer uma série de efeitos nas plantas tanto nos
processos de sinalizacdo celular, na nutri¢cao e na protecdo antiestresse via mecanismos de a¢ao
indireta e direta que agem como promotores de crescimento nas plantas (DOBBSS et al., 2010;
TREVISAN et al., 2011; AGUIAR et al., 2015; GARCIA et al., 2018).

Dentre as fracdes das SH, o dcido hiimico exerce efeito na morfologia e arquitetura do
sistema radicular, na fisiologia, no metabolismo e na expressdo de genes que contribui para
melhorar a efici€ncia das plantas em utilizar os recursos naturais e a tolerar aos efeitos adversos
do ambiente (VACCARO et al., 2015; OLAETXEA et al., 2017, GARCIA etal., 2018;). Varios
trabalhos sobre as SH de diferentes fontes, vém mostrando a sua habilidade em promover o
crescimento e a nutricdo de diferentes espécies vegetais por meio do estimulo de expressao
génica (TAVARES, 2014).

As SH em contato com o sistema radicular da cultura de milho podem acessar receptores
hormonais que desencadeiam a expressdo dos genes Mhal e Mha2 que estao envolvidos na
sintese da H*-ATPase que sdo capazes de gerar energia e gradiente eletroquimico, mediante a
hidrolise do ATP que permite a energizacdo dos sistemas responsdveis em translocar ions
fundamentais para absor¢do de macro e micronutrientes e o aumento da plasticidade da parede
celular, permitindo o crescimento e a divisdo celular dos vegetais (AZEVEDO et al., 2019).
Quando submetido ao tratamento com dcido humico de vermicomposto, a cultura de arroz

apresentou elevada taxa de absor¢dao de NOs’, pela maior expressdo dos transportadores
OsNRT2.1 e OsNRT2.2 e das isoformas OsA2, OsA3, OsA4, OsA5, OsA7 e OsA8 de H*-
ATPase (TAVARES et al., 2017, GARCIA et al., 2018). O Acido himico isolado de turfas
aplicados em Brassica napus demonstrou efeito positivo para expressao de transportadores de
S, induzindo tanto a expressao dos transportadores de S de membrana plasmética (BnSultril e
BnSultr1.2) como do tonoplasto (BnSultr 4.1 e BnSultr 4.2) (JANNIN et al., 2012).

Como visto, as SH t€m a capacidade de regular a expressdo génica em diferentes
processos celulares de forma coordenada, promovendo o crescimento dos vegetais,
possivelmente por atuar como moléculas elicitoras responsdveis pela ativacdo das vias de
transdugdo de sinais que culminam em respostas fisioldgicas diversas (MORGANTE et al.,
2020). Com base no exposto, o objetivo deste estudo foi determinar o tempo de exposi¢cdo ao
AH de vermicomposto, necessdrio para obter resposta de plantas de arroz em nivel
transcricional, para, a partir desses dados, identificar alvos biotecnoldgicos potencialmente
envolvidos com a promog¢do do crescimento vegetal e/ou envolvidos com mecanismos de
tolerancia a estresse.
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3.4 MATERIAL E METODOS
3.4.1 Obtencao do acido hiamico

A fracao himica foi obtida pelo Laboratério de Quimica Biolégica do Solo - UFRRIJ a
partir de vermicomposto de esterco bovino, produzido na fazendinha Agroecolégica do km 47,
Seropédica-RJ. O Vermicomposto foi estabilizado ao fim de 50 dias, por minhocas “Vermelha-
da-Califérnia” (Eisenia foetida), conforme descrito em Oliveira (2011).

A caracterizagdo da fragdo humica foi obtida a partir das técnicas de espectroscopia de
infravermelho com reflectancia atenuada (ATR-FTIR) e ressondncia magnética nuclear do
isétopo do '3C via polariza¢io cruzada com rotagio em torno do angulo mégico (*C RMN
CP/MAS). Essas técnicas confirmaram a predominancia de fragmentos alifaticos e de carbono
carboxilico na fracdo humica. Confere ao 4cido humico uma caracteristica mais alifética, o que
resulta em um carater mais hidrofilicidade e maior labilidade. Essas propriedades influenciam
a labilidade e a recalcitrancia das estruturas, contribuindo para o aumento da bioatividade

(Tabela 1 e Tabela 2). Para uma caracteriza¢ao mais detalhada da fracdo himica, consulte Souza
(2023).

Tabela 1. Bandas de absor¢@o e grupos funcionais de dcido hiimico de vermicomposto via
técnicas de espectroscopicas de infravermelho com reflectancia atenuada (ATR-FTIR).

Bandas de absorcio (cm™) Formula Geral Grupos Funcionais
3660-3284 —OH e/ou -NH Alcool, acidos carboxilicos e/ou aminas
~2979 —-CH —CH3 alifaticos
1828-1602 C=0¢e C=C Aromaticos, carbonila, amida, éster
1384 —-CH —CH3 alifaticos
1242 C-N Nitrila
1124 C-O0 Alcoois primérios
1.030 -OH Alcoois alifticos e polissacarideos
671 Cc=C Alcenos

Fonte: Souza (2023).

Tabela 2. Quantidade relativa (%) dos tipos de carbono em amostra de AH proveniente de

vermicomposto.
CairHLbR  CaigrON  Cpig-O  Caigdi-O  Cs-H,R  Car-O Ccoo-H,R Cc-o
0-45 45-60 60-90 90-110 110-140  140-155 155-185 185-230
%
31,3 12,6 13,1 6,1 13,1 6,1 13,1 4,5
Arom! Alif? HB/HL?
%
19,22 80,78 1,02 1,25

laromaticidade; 2alifaticidade; *{ndice de hidrofobicidade; *indice de polaridade. Fonte: Souza (2023).
3.4.2 Experimento I: curva de calibracao da dose reposta de acido hiimico

Sementes de arroz da variedade Nipponbare foram desinfestadas em solucdo de
hipoclorito de sédio 2,5% sob agita¢do por inversdo durante 15 minutos, e lavadas com dgua
deionizada repetidas vezes (Figura 1). Em seguida, foram acondicionadas sobre gaze em vasos
com capacidade de 1,7 L e colocadas para germinar em 4agua deionizada. A germinagdo e o
cultivo das plantas foram realizados na Camara de Crescimento do Departamento de Solos da
UFRRJ, com fluxo de fétons fotossintéticos dentro de uma faixa de 318 a 330 pmols m?2st
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fotoperiodo 14horas/10horas (luz/escuro), 70% umidade e temperatura 28°C/24°C
(diurna/noturna).

Para estabelecer a dose ideal do dcido hiimico foram avaliadas as seguintes doses: 0, 2,
5, 10, 30, 50,80, 100 e 150 mg de AH L' que foram solubilizados em uma solugio de Hoagland
(HOAGLAND & ARNON, 1950) com pH 5,8. As concentragdes do dcido himico foram
baseadas no experimento de Tavares et al. (2017).

Aos 3 dias apds a germinagdo (DAG) as plantas foram transferidas para potes plasticos
com capacidade de 1000 mL (4 plantas por pote) e submetidas a uma solu¢do nutritiva de
Hoagland e Arnon (1950) modificada com % FI de 2 mM de N (1,5 mM de N- NOs™ e 0,5 mM
de N-NH4*) com o pH sendo mantido a 5,8, e a fonte de nitrogénio foi nitrato de cdlcio e nitrato
de amonio (Fig.1). A cada 3 dias foi fornecida uma solu¢do nutritiva de %2 FI de 2 mM de N
(1,5 mM de N- NO3™ ¢ 0,5 mM de N-NH4*). Aos 12 DAG foram realizadas as aplicacdes das
diferentes doses de dcido himico. Para cada dose de acido himico dissolvido em solucdo de
KOH com pH 8,0, foi preparado uma solu¢ado nutritiva de ¥2 Fl de 2 mM de N (1,5 mM de N-
NO3 e 0,5 mM de N-NH4+). Aos 19 DAG, as plantas foram coletadas, apds trés horas do inicio
do periodo de luz para excluir as varia¢des diurnas (Figura 1). O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado com quatro repeticdes (cada repeti¢do foi composta por dois potes)
para cada dose de dcido humico (9 doses x 8 repeti¢des x 8 plantulas), totalizando 288 plantulas.

DESINFESTACAO

Sementes de arroz
(Nipponbare)
|
+

NaClO - 2,5% Lavadas com H,0O
(inversdo por 15 minutos) I deionizada

V
armanacio ] [—ome ] [amne ] [Cenna ] [Tonnc | IS | v |

| | | | | |
| 1 | I | |

.. % FI de 2 mM
H,0 deionizada 4de N-NO;- % FI de 2 mM de N-NOj Coleta

Montagem

|
I
+ +

Figura 1. Esquema de cultivo das plantas de arros da variedade Nipponbare, submetidas a dose
de 0, 2, 5, 10, 30, 50,80, 100 e 150 mg de AH L' em uma solucdo de Hoagland (Hoagland

& Arnon, 1950) com pH 5,8, com suprimento de 2 mM de N (N- NOs™ e N-NH4*) e aos 19
DAG realizou a coleta. DAG: dias apds a germinagao.

a) Analise de parametros morfolégicos
No momento da coleta as plantas foram particionadas em raiz e parte aérea e pesadas
para obter a massa fresca (g), posteriormente, foi mensurado o comprimento da parte aérea e o

comprimento maximo das raizes, em centimetros. Em seguida, as raizes foram armazenadas em
tubo Falcon contendo etanol 50% para posterior anélise dos parametros radiculares.
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Para obten¢do da massa seca da parte aérea (g), as amostras foram secas em papel toalha,
armazenadas em sacos de papel e mantidas em estufa a 60°C durante 72h e pesadas
posteriormente. Para obtencdo da massa seca da raiz (g), seguiu-se o mesmo procedimento
realizado para a parte aérea, apds a andlise dos pardmetros radiculares.

Para anélise 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 WinRhizo Arabdopsis
(2012) na defini¢cao de 600 dpi (pontos por polegada). Os parametros determinados foram:
comprimento total de raizes (mm), drea de superficie (mm?), volume radicular (mm?), niimero
de pontas de raizes, didmetro médio de raizes (mm/10).

3.4.3 Estudo de expressao génica relativa
a) Selecao de genes responsivos ao acido hiimico

O estudo da Expressdo génica relativa (2"24CT) foi fundamentado em estudos prévios
que ja relataram o efeito de AH sobre a expressdao de genes relacionados a diversos processos
fisiolégicos, bem como de estudos que destacaram proteinas diferencialmente expressas em
plantas submetidas ao tratamento de AH (Trevisan et al., 2011; Roomi et al., 2018). A partir da
identificac¢do 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
identificacdo e a escolha dos genes levaram em considerac@o aos valores da “identidade”, do
“E-value” e do “Score”. Quanto mais baixo o “E-value”, mais significativo € o “Score” e o
alinhamento.

Os genes selecionados estdo envolvidos nas vias de sinalizacdo, tais como, genes
associados as proteinas regulatdrias (proteinas quinases), genes do metabolismo oxidativo de
plantas, genes relacionados a vias hormonais, genes de respostas fisioldgicas ligados ao
crescimento radicular e absorcao de nutrientes (Tabela 3).

Tabela 3. Genes responsivos ao 4cido hiimico em cultura de arroz (Oryza sativa) a partir de
estudos prévios.

Genes Locus do gene ID
2-Cis peroxirredoxina BAS1 LOC_0s02g33450.2 BAS1
Glutationa peroxidase LOC_0s02g44500 GPX
Glutamina sintetase isozima citosolica 1-2 LOC_0s03g12290 GS3
Peroxidase 2 LOC_0s07g48030 PRX11
Superéxido dismutase [Cu-Zn] semelhante a 1 LOC_0s03g22810 CuZnSOD1
Serina/treonina-proteina quinase semelhante a TOR LOC_0s05g14550 TOR
transporte de proteina Seclb LOC_0s06g04450 SEC1B
Hexoquinase-5 LOC_0s05g44760 HXKS
Proteina 9 semelhante a TOM1 LOC_0Os01g12880 TOM1
Fator de alongacdo 1 alfa LOC_0s03g08050 EFla
subunidade de coatdmero delta-1 LOC_0s05g24601 COPD1
Membrana plasmatica ATPase LOC_0s04g56160.1 OsA7
Proteina responsiva a auxina LOC_0s03g43400 AIA1l
Transportador de nitrato LOC_ 0s10g40600 OsNRT1.1
Transportador de nitrato LOC_0s02g02170 OsNRT2.1
Proteina quinase 7 dependente de célcio LOC_0s03g03660 OsCPK7
Canal de cdlcio putativo de dois poros LOC_0Os01g48680 OsTPC1
Proteina fosfatase PHS1 LOC_0s01g20940 PHS1
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b) Desenho dos primers dos genes selecionados

Todos os primers (Tabela 4) foram desenhados a partir de sequencias de mRNA
depositadas no GenBank e com auxilio da ferramenta Primer-BLAST, contra o banco RefSeq
RNA de arroz, disponibilizado pelo National Center for Biotechnology Information (NCBI).
Para conferir as propriedades dos primers foi utilizado a ferramenta OligoAnalyzer (GeneLink
- https://www.genelink.com/tools/gl-oe.asp).

Tabela 4. Os primers utilizados no experimento de expressao génica relativa em cultura de arroz
tratada com dcido hiimico.

Genes Locus Foward Primer Reverse Primer
BASI1 LOC_0s02g33450.2 5'-GTC TGC CCG ACC GAG ATT AC-3' 5'-CCA AGC CCA CCA GAT TTC CT-3'
GPX LOC_0s02g44500 5'-CTG CGT TGC ATT GAG CAC TT-3' 5'-GGG GCA AAG TGA TGC AGT AAG-3'
GS3 LOC_0s03g12290 5'-TAC GCC GGG ATC AAC ATC AG-3' 5'-AAC CCA CAC TTG GTC AGC AG-3'
PRX112 LOC_0s07g48030 5'-ACA TCT CGC CCT TGA CTG GA-3' 5'-CAA TGT CGG GGC CTA GCT TT-3'
CuZnSOD1 LOC_0s03g22810 5'-AGA TTC CAA ACC AGC AGG AGT-3' 5'-AAG CAC AAC AAC AGC CTT CAC-3'
TOR LOC_0s5g0235300 5'-GGC TGA ATG GAT GAG GCA CT-3' 5'-CTC ACG ACC AAC AGA AGG CT-3'
SEC1B LOC_0s06g04450 5'-CGA AGC TGA AGA TGC TAA CTG C-3' 5'-CGT AGC AAT GGG TTT CTT ACC AA-3'
HXKS LOC_0s05g44760 5'-CAA GAT GCC AAA AGA CGG CA-3' 5'-CCA CCG AAG ACG AGA CAT CA-3'
TOM1 LOC_0s01g12880 5'-TAC AGC AAC AGC CAA GGG AG-3' 5'-TGT AGA GTA GGG CGA GCT GT-3'
EFla LOC_0s03g08050 5'-ACT GAT GCT CTG AGT CCG AT-3' 5'-AGC AGG GAA TAG CAC AAA CGA-3'
COPD1 LOC_0s05g24601 5'-CTG GAA TCC GTC CTC TGA AGG-3' 5'-GTG AGG CAA CAA ACATCC CT-3'
OsA7 LOC_0s04g56160.1 5'-TCC AAC ACG CTC TTC AAC GA-3' 5'-CCT TCA GCT TCA CCA CCG AT-3'
T1AA11 LOC_0s03g43400 5'-AGC TGA GAG ATG ACC TGG AGT-3' 5'-AAG GCC AAT GGC TTC AGA CC-3'
OsNRTI.1 LOC_ 0s10g40600 5'-AGG GGG TAC GTC TAC AAG GA-3' 5'-AGC TTG CGT ATG TCA TGC TG-3'
OsNRT2.1 LOC_0s02g02170 5'-CCA CGG TGC AAG TCT CAA GT-3' 5'-GTC GCA GAA TTG TTT ACG CCT-3'
OsCPK7 LOC_0s03g03660 5'-TAG CCC TCG AAG AAG CAA GG-3' 5'-TCC CCA ACC TTA CGA GAC CT-3'
OsTPC1 LOC_0s01g48680 5-CGG AGC CCA CTG TTT GAG TA-3' 5'-TCT TGC CAC ACT TTC TGC GA3'
PHS1 LOC_0s01g20940 5'-TTA CCA AGG CGT TCG CTG AT-3' 5'-ACA TCA CCA CAC TGC CAC AA-3'

¢) Experimento II: efeito da dose resposta do acido himico na inducao de genes

Com a dose resposta de maior estimulo de crescimento em plantas de arroz, foi
conduzido um experimento nas mesmas condicoes do descrito acima (item 3.4.2), com objetivo
de determinar os tempos de exposicdo ao dcido himico para inducdo de alguns genes ja
sabidamente responsivos ao dcido himico.

Ap6s 12 DAG, plantas de arroz cultivadas sobre as mesmas condi¢des do experimento
1 (item 3.4.2), foram submetidas ou nao a dose de maior estimulo de dcido himico (80 mg de
HA L) e coletadas no tempo 0,5h, 2h, 4h, 8h, 24h, 72h e 168h. Em seguida, parte aérea e raiz
foram congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas em freezer a -80°C, para posterior
extracdo de RNA total e andlise de expressao génica relativa da raiz.

d) Extracio de RNA total

A extracdo do RNA total foi realizada de acordo com Gao et al. (2001), utilizando
tampao NTES [Tris-HCI (0,2 M) pH 8,0; EDTA (25 mM) pH 8,0; NaCl (0,3 M) e SDS (2%)].
O material vegetal coletado foi macerado em N> liquido, transferido para um tubo eppendorf
de 2 ml e homogeneizado por 10 minutos em vértex numa mistura contendo 800 pL. de tampao
NTES e 600 pL de solugdo fenol:cloroférmio:élcool isoamilico (25:24:1). Posteriormente, as
amostras de material vegetal foram centrifugadas a 18.000xg por 20 minutos a 4°C e o
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sobrenadante transferido para um novo tubo eppendorf de 1,5 mL e novamente centrifugado
por 20 minutos com 400 pL de fenol:cloroférmio:dlcool isoamilico.

Depois do procedimento, o RNA total foi precipitado pela adi¢ao de 1/10 volume de
acetato de s6dio 2 M pH 4,8 (NaOACpepc) (70 pL) e 1 volume de isopropanol puro (700 pL),
e foi mantido em -80°C por 1 hora. Em seguida, foi centrifugado a 18.000xg por 20 minutos a
4°C. Apos a centrifugacio, o sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado com 500 pL
de etanolpepc 70% gelado e centrifugado a 18.000xg por 10 minutos. Novamente o
sobrenadante foi descartado, e os tubos eppendorf foram mantidos abertos no gelo para
evaporacao total do etanol por cerca de 15 minutos. Apds a secagem, o precipitado foi
solubilizado em 500 puL. H2Opgpc € novamente precipitado com 500 pL de cloreto de litio 4M
(LiClpepc) durante 16 horas a 4°C. Decorrido esse periodo a solucao foi centrifugada a 18.000
xg por 20 minutos a 4°C e o precipitado (pellet) foi novamente solubilizado em 450 pL
H>Opepc. Apds a completa dissolugao foi adicionado acetato de s6dio 2 M pH 4,8 (NaOAcpgpc)
(50 pL) e etanol absoluto (800 pL). A mistura foi mantida por 30 min a uma temperatura de -
80°C e centrifugada a 18.000 xg por 20 min a 4°C.

O precipitado foi lavado com 500 pL de etanolpepc 70% gelado, posteriormente foi
centrifugado a 18.000xg por 10 minutos. Decorrido a centrifugacdo, o etanol foi pipetado para
nao desfazer o precipitado e os tubos eppendorf foram mantidos abertos no gelo para
evaporacao total do etanol por cerca de 15 minutos. Apds a secagem, o precipitado foi
solubilizado com H>Opgpc (60 pL), transferido para tubo eppendorf de 500 pL e armazenado a
-80°C.

e) Controle da integridade do RNA total

Para o controle da integridade do RNA total realizou-se a eletroforese em gel de agarose
a 1,5%. A integridade foi avaliada pela diferenca de intensidade das bandas 28S e 18S, que
deve ser de aproximadamente duas vezes mais forte para 28S. Também avaliou-se a presenca
ou nao de arraste, que indica a degradacdo. Todas as amostras foram consideradas adequadas.

f) Quantificacao do RNA total

O RNA total foi quantificado em espectrofotometro NanoDrop One© da Thermo
Scientific. A qualidade do RNA total extraido foi verificada por meio das relacdes de
absorbancia Ae0230 capaz de detectar reagentes organicos utilizados na lise quimica e A260/280
capaz de detectar contaminacao por proteinas, cujo valor deve estar entre 1,8 e 2,0, além de
obter a concentracdo do RNA total.

g) Tratamento de DNAse e a sintese de cDNA

Para realizar a sintese de cDNA, as amostras de RNA total foram diluidas em H>Opgpc
para uma concentra¢do de 0,5 pg/ ul. para padronizar as amostras. Depois disso, foram tratados
2 ng de RNA toral com a DNAse I (Sigma-Aldrich) de acordo com as recomendacdes do
fabricante e a sintese de cDNA foi feita por meio do kit “High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kits 200 reactions” (Applied Biosystems) de acordo com as recomendacgdes do
fabricante.

h) PCR em tempo real (RT-qPCR)

As reacoes de RT-PCR, foram realizadas no aparelho “StepOne Plus Real-Time PCR
System” (Applied Biosystems) utilizando o “kit Power SYBR® Green PCR Master Mix”
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(Thermo Fisher Scientific) de acordo com as recomendagdes do fabricante e todas as reagdes
foram feitas em duplicata.

A reacdo foi montada em placas de PCR de 96 pocos, da seguinte maneira: Sul. de
SYBR™ Green PCR Master Mix 2X, 3ul da mistura de primers forward+reverse
(concentragdo final na reag¢dao de 0,9 uM), 2 uL da reacdo de sintese de cDNA diluida 1:10
(amostra), com volume final de 10 pL. 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.

A reacdo de cada placa foi da seguinte maneira: 10 minutos a 95°C, passo necessario
para ativacdo da DNA polimerase AmpliTaq Gold®; 40 (quarenta) ciclos de amplificacdo a
95°C por 15 segundos para acontecer a desnaturacdo e 1 minuto a 60°C para ocorrer o
anelamento/extensdo e a coleta da fluorescéncia. Ainda, foi adicionado na programac¢do uma
curva de dissociagdo (“melting curve”), padrdo do aparelho para identificar possiveis
amplificag¢des inespecificas dos primers testados. A expressdo génica foi calculada pelo método
do delta-delta-Ct comparativo (224€T) (LIVAK e SCHMITTGEN, 2001).

i) Escolha do gene de referéncia

Foi realizado uma anélise preliminar com todas as amostras para selecionar o gene
candidato a normalizacdo da expressdo gé€nica conforme a sua estabilidade de expressdo.
Analisou-se os genes de referéncia (controle endégeno) ubiquitina 5 (UBQS) e actinal (ACT1),
comumente utilizados para a normaliza¢do nas andlises de expressao génica relativa em arroz.
Ap06s o término da reacao foi obtido os valores de Cr (threshold cycle) e realizada uma anélise
de desvio padrao da média dos valores de CT entre todas as amostras para identificar o gene de
referéncia mais estavel.

Conforme a Tabela 5, o gene ACT1 foi o gene de referéncia que apresentou menor
variacdo entre os diferentes tratamentos analisados, assim sendo, o mais estdvel e escolhido
para a normaliza¢do dos célculos.

Tabela 5. Valores da variabilidade dos genes de referéncia obtidos através do erro padrdo,
realizado na expressao génica relativa. Ubiquitina 5 (OsUBQ5) e actina (OsACT1).

Genes de referéncia Desvio Padrao
OsUBQ 0,607
OsACT1 0,360

Na Tabela 6 estdo elencadas as sequéncias do “Primer Forward e Reverse”, utilizados
para cada gene de referéncia avaliado.

Tabela 6. Sequéncias dos primers forward e reverse usados nas reacoes de RT-PCR em Tempo
Real.

Genes Forward primer Reverse primer
OsUBQS 5-ACCACTTCGACCGCCACTACT-3’ 5’-ACGCCTAAGCCTGCTGGTT-3’
OsACT1 5’ -CTTCATAGGAATGGAAGCTGCGGG-3* 5-CGACCACCTTGATCTTCATGCTGC-3’
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3.4.4 Analise estatistica

Os resultados do experimento I foram submetidos a andlise de regressao quadratica,
utilizando o software SIGMAPLOT 10 com o objetivo de verificar o grau de variabilidade das
amostras a 5 % de probabilidade (p-value<0,05).

Os dados obtidos no experimento II foram submetidos a tratamento estatistico
utilizando-se software R. Os dados foram submetidos a andlise de variancia por meio dos
seguintes testes: verificacdo de normalidade (teste de Shapiro-Wilk) e andlise de variancia
(ANOVA). Quando observado efeito significativo da ANOVA, as médias foram
posteriormente comparadas através de testes de Tukey (p<0,05).
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3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.5.1 Dose resposta de maior estimulo de acido himico em plantas de arroz

Devido a complexidade da a¢do do AH, é imprescindivel analisar a concentragdo ou
concentracdes que permitam uma melhor resposta ao desenvolvimento das plantas (GARCIA,
2013). Sendo assim, estudou-se diferentes concentracdes de AH (O mgL'; 2mg L'; 5mg L!;
10 mg L'Y; 30 mg L'; 50 mg L!; 80 mg L!; 100 mg L' e 150 mg L) em plantas de arroz da
variedade Nipponbare.

Na Figura 2 observa-se um efeito quadratico no estimulo dos paradmetros morfolgicos
das plantas de arroz a medida que aumenta a dose de AH. Aplica¢do do AH resultou no aumento
da altura da parte aérea, sendo que, as doses acima de 80 mg L' AH (R2=0,9263) influenciou
de forma negativa no desenvolvimento da parte aérea das plantas de arroz (Figura 2A).

De acordo com os resultados deste trabalho, o calculo das coordenadas do vértice
(Tabela 7) e o modelo polinomial de segunda ordem criou um ajuste satisfatério para os
parametros: massa fresca (MF) e seca (MS) da parte aérea (R?=0,9614) e da raiz (0,8509).
Sendo, a concentracdo de 80 mg L' AH, a de maior efeito e a concentragio de 150 mg L' AH
como a de menor efeito na biomassa em relacdo a das plantas controle (Figura 2E, F, 1, J).

Tabela 7. Calculo das coordenadas do vértice das doses de dcido himico nos parametros
morfoldgicos de arroz da variedade Nipponbare.

Parimetros Funcfo Quadratica Vi
a b c Vx=(-b/2.a)
Altura (cm) f(x)= 0,000 x? 0,071 X 39,318 88,25
Profundidade Radicular (cm) f(x)= 0,000 x2 -0,010 x 12,014 123,05
Massa Fresca - Raiz (g) f(x)= 0,000 x2 0,012 X 1,289 70,93
Massa Seca - Raiz (g) f(x)= 0,000 x2 0,001 X 0,091 77,86
Massa Fresca - PA (g) f(x)= 0,000 x2 0,025 X 3,587 123,50
Massa Seca - PA (g) f(x)= 0,000 x2 0,004 X 0,567 85,88
Comprimento (mm) f(x)= -0,029 x2 6,249 x 2940952 108,87
Area de Projecdo (mm) f(x)= -0,016 x2 2,716 X 652,680 85,96
Area de Superficie (mm) f(x)= -0,050 x2 8,534 x  2050,454 85,85
Diametro Médio (mm) f(x)= 0,000 x2 0,004 X 2,236 71,05
Volume da Raiz (mm) f(x)= -0,005 x2 0,726 X 114,616 78,86
Pontas da Raiz (mm) f(x)= 0,049 x2 3,471 x 4111,354 -35,14
Média do Vértice (Vx) — Dose 80,41

Nos ultimos anos, diversos autores tém observado um aumento na biomassa fresca e
seca de plantas de arroz submetidas ao dcido himico (AH). Esse acimulo pode ser atribuido a
aglomeracdo criada pela interacdo do AH com a superficie radicular, que atua como um
eustressor quimico que pode influenciar o processo fotossintético (CASTRO et al., 2021). Ao
analisar o efeito do AH na emissao da fluorescéncia da clorofila aem plantas de arroz, Castro
et al. (2021) observaram um aumento no indice de desempenho fotossintético e uma redug@o
na perda de energia na forma de calor apds dois dias de exposi¢do ao eustresse quimico nas
plantas tratadas com AH. Isso indica que a interacdo do AH com a raiz pode desencadear
alteracdes no metabolismo das plantas de arroz, induzindo seu crescimento e desenvolvimento.

O actiimulo de biomassa também tem sido atribuido ao estimulo da absorcdo de
nutrientes, facilitado pelas caracteristicas estruturais do AH, que tem a capacidade de interagir
com fons metélicos (por exemplo, Mg, Cu, Zn, Ni) através da presenca de grupos funcionais
oxigenados (COOH, C=0, OH), da ligagao eletrostatica e da concentra¢do do fon metélico e do

24



AH. Isso permite a formacao de complexos organo-metdlicos de alta estabilidade, favorecendo
o desenvolvimento e crescimento das plantas (MELO et al., 2016; TOWN e LEEUWEN, 2016;
GARCIA et al., 2018; MINDARI et al., 2019; SOUZA et al., 2022).

O comportamento das plantas tratadas com AH também respondeu com um maior
estimulo do comprimento e volume de raiz (Figura 2C, D), drea de superficie e projecdo de raiz
(Figura 2G, H) e diametro médio de raiz (Figura 2L). De forma semelhante a altura da parte
aérea e a biomassa, a concentraciio 80 mg L' AH foi mais promissora, enquanto, a concentracio
de 150 mg L' AH exerceu o menor efeito nos parimetros radiculares (Figura 2P).
Diferentemente do observado nos parametros radicular, houve maior estimulo do nimero de
pontas de raiz a medida que aumenta a concentracdo do AH em relacdo as plantas controle
(Figura 2M). Sendo, o mesmo efeito observado por Tavares et al. (2020) em plantas tratadas
com doses crescentes de AH em plantas de arroz.

Por meio das alteragdes conformacionais da estrutura do AH, promovido pelos
exsudados das raizes de plantas e dos microrganismos, liberam fragmentos himicos no solo
com bioatividade que resulta em diversos efeitos benéficos, desencadeando no sistema radicular
de plantas tratadas, o estimulo de formagdo, alongamento, espessamento das raizes que
influéncia no aumento de o seu volume e area de superficie (CASTRO et al., 2021; GARCIA
et al., 2018; VACCARO et al., 2015). Para Garcia et al. (2018) o desenvolvimento do sistema
radicular estd envolvido com a heterogeneidade estrutural dos fragmentos hiimicos. Visto que,
as estruturas alifaticas saturadas (Caikyl-u,r), grupos carbonil (CC=0) e carboxil (CCOO-H,R)
foram responsaveis pelo nimero de raizes desenvolvidas, volume e didmetro de raiz e o
crescimento de raizes menores de plantas de arroz. Ja as estruturas aromaticas (CAr-H, R; CAr-
O,N) e as estruturas aliféticas substituidas (Caig-o,N; Calkyl-0; Calkyl-di-0) proporcionaram o
desenvolvimento de raizes maiores em plantas tratadas com AH.

Além das alteragdes estruturais e dos grupos funcionais do AH, os fragmentos
mimetizam efeito fitormonio (tipo AUX) e o euestresse no sistema radicular, desencadeando o
estimulo da emissdo de raizes. O AH em contato com o sistema radicular pode acessar
receptores hormonais que desencadeiam expressdao de genes que sao capazes de gerar energia
e gradiente eletroquimico, mediante a hidrolise do ATP que permite a energizagdo de sistemas
responsaveis em translocar ions fundamentais para absor¢do de macro e micronutrientes € o
aumento da plasticidade da parede celular, permite o crescimento e a divisdo celular dos
vegetais, assim, desenvolvendo o sistema radicular que € de grande importancia ao crescimento
de plantas, por afetar diversas fungdes fisioldgicas (absor¢ao de dgua e nutrientes, capacidade
de adaptagcdo ao estresse ambiental, entre outros) (TAVARES et al., 2017, GARCIA et al.,
2018; AZEVEDO et al., 2019).
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Figura 2. Curva de calibragdo de dose resposta de dcido himico na varidvel altura da Parte Aérea (A), profundidade radicular (B), Comprimento
de Raiz (C), Volume Radicular (D), Massa Fresca de Parte Aérea (MF Parte Aérea) (E), Massa Seca de Parte Aérea (MS Parte (F), Area de
Superficie (G), Area de Projecdo (H), Massa Fresca de Raiz (MF Raiz) (I), Massa Seca de Raiz (MS Raiz) (J), Didmetro Médio de Raiz (L),
Volume de Raiz (M). Imagem digitalizada do sistema radicular (N, O e P) de plantas de arroz da variedade Nipponbare, tratadas com
suprimento de 2 mM de N (N- NOs™ e N-NH4") por 19 DAG. Tratamentos: 0 mg de AH L' (N), 2 mg de AH L' (N), 5 mg de AHL! (N), 10
mg de AH L' (0), 30 mg de AH L'! (O), 50 mg de AH L™! (O), 80 mg de AH L' (P), 100 mg de AHL! (P) e 150 mg de AH L™ (P).
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3.5.2 Determinacao do tempo de maior inducao de genes responsivos ao acido himico

Os genes diferencialmente expressos nas raizes de arroz da variedade Nipponbare
apresentaram significAncia entre as plantas controle e as tratadas com AH (80 mg L' de AH)
nos diferentes tempos de exposicdo (Figura 3, 4, 5). Notou-se que os genes TOM [ (Figura 3A),
CuZnSODI (Figura 4E) e o OsNRT2.1 (Figura 3E) apresentaram a maior expressao génica
relativa (2724%1) em diferentes tempos de exposicio ao AH, comparado aos demais genes
submetidos ao tratamento sem AH.
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Figura 3. Expressdo génica relativa (2"24°T) dos genes TOM1, OsNRTI.1, OsCPK7, COPDI,
OsNRT2.1 e OsTPCI diferencialmente expressos em raiz de arroz da variedade
Nipponbare, cultivada sem e com acido himico em diferentes tempos exposicao (0,5h; 2h;
4h; 8h; 24h; 72h e 168h). C/AH = com acido himico, S/AH = sem acido himico. Asterisco
(*) indica diferenca significativa entre os tratamentos de um mesmo tempo de exposi¢cdo e
as letras mindsculas diferentes, indicam a diferenga significativa do tratamento com acido
himico entre os tempos de exposi¢do pelo teste de Tukey (p< 0,05).

A inducado deste gene TOM 1 (Figura 3A) permite o transporte de quelante natural de Fe,
o 4cido 2-desoximuginico (DMA) a rizosfera, permitindo solubilizar o Fe** (insolivel) em um
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complexo de Fe’*-DMA, assim sendo absorvido pelo sistema radicular por transportadores
especificos (YS1), e na presenca de AH teve a maior indu¢do no periodo de exposi¢dao de 4
horas. (AUNG et al., 2018; NOZOYE et al., 2019). O ferro (Fe) € um nutriente essencial a todos
os organismos vivos. Para as plantas tem um papel fundamental na transferéncia de elétrons no
processo de fotossintese e respiracdo que acontece nos cloroplastos € nas mitocondrias e a sua
deficiéncia leva a clorose foliar e baixo rendimento das plantas.

Os genes envolvidos no transporte de NOs™ de alta (OsNRT2.1) (Figura 3E) e baixa
(OsNRT1.1) (Figura B) afinidade apresentaram expressao génica relativa bastante distinta entre

si. Para evitar a interferéncia do efeito da fonte de NO3 na andlise da expressdao dos
transportadores de nitrato (NRTs), as plantas foram submetidas a uma concentracdo constante
de nitrogénio (1,5 mM de N-NO;3;™ ¢ 0,5 mM de N-NH;") na solu¢do nutritiva. O gene
OsNRTI.1 demonstrou maior expressao nas primeiras horas (0,5h, 2h e 4h) apds exposi¢do ao
tratamento com AH. Isso pode ser atribuido ao fato de que o OsNRT 1.1 faz parte do mecanismo
de sinalizag@o para o reconhecimento de NO3~ na solu¢&o nutritiva (ARAUJO et al., 2015).

O OsNRT?2.1 € considerado crucial para o uso eficiente de nitrogénio na cultura do arroz
(TAVARES et al., 2016). Contudo, os niveis de expressdo do OsNRT2.1 apresentaram picos
de resposta variados ao longo da exposi¢ao ao AH. Estudos como o de Tavares et al. (2016)
tém demonstrado a importancia do AH no aumento dos niveis de expressdo do OsNRT2.1 em
plantas de arroz, observando-se o aumento de NOs™ e da biomassa em relacdo aos maiores niveis
de expressao deste gene, corroborando os resultados obtidos de biomassa neste estudo.

Ainda em relacdo aos genes associados ao transporte de nutrientes, temos o0 gene
OsTPC1 (Figura 3F), responsavel por codificar a proteina transportadora de célcio (Ca2*)
(RAMOS et al., 2015). Neste estudo, observou-se que a exposi¢ao das plantas de arroz ao AH
por um periodo de 4 h aumentou significativamente o nivel de expressio desse gene. Os ions
de Ca2" ha muito tempo € conhecida por sua importante na sinaliza¢do celular, seja por meio
da ativacao de transportadores ou como mensageiro secundario. Ramos et al. (2015) verificaram
que o aumento da expressdo do gene OsTPC1 foi acompanhado pelo aumento da concentragcao
de Ca2* citosdlico, refletindo na regulagdo do crescimento e desenvolvimento das plantas de
arroz tratadas com AH. Como mensageiro secundéario, o Ca2* ativa proteinas quinases
(OsCPK7), que sao de suma importancia na transducao de sinal celular (RAMOS et al., 2015).
Neste estudo, observou-se também o aumento da expressao do gene OsCPK7 em plantas de
arroz tratadas com AH, sendo o mesmo observado no estudo de Ramos et al. (2015).

Em relac@o aos genes associados a homeostase redox, o gene CuZnSOD1 (Figura 4E)
foi expresso de forma significativa na presenga do AH nos periodos de exposic¢ao de 0,5h, 4h,
8h e 168h. Esse gene desempenha um papel crucial na resposta tanto rdpida quanto tardia a
defesa contra o estresse oxidativo. Por outro lado, os demais genes (BAS1, PRX11, GS3 e GPX)
(Figura 4A, 4B, 4C, 4D) associados a resposta antiestresse apresentaram uma expressao mais
rapida, especialmente no tempo de 4h. Estudos mostraram que aplicagdo de AH em sistema
radicular na cultura de arroz sob déficit hidrico aumentou efeitos antiestresse pelo aumento da
atividade da peroxidase comparado ao tratamento controle (sem AH+estresse hidrico) e maior
atividade da forma citosélica de CuZnSOD , responsavel em destoxificar as raizes de arroz do
02 (GARCIA et al, 2012, 2016). J4 na cultura de cana-de-agicar o AH aumentou
significativamente atividade das enzimas SOD e outras enzimas envolvidas na atividade de
peroxidase (catalase-CAT e ascorbato peroxidade-APX) no tecido foliar e radicular, permitindo
a protecdo dos lipidios da peroxidacdo e maior tolerancia ao déficit hidrico, induzido pela
regulacdo do conteido das espécies reativas de oxigénio (02" e H202) (AGUIAR et al., 2015;
GARCIA et al., 2019).
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Figura 4. Expressdo génica relativa (2"2¢T) dos genes BAS1, PRX11, GS3, GPX, CuZnSOD1
e OsA7 diferencialmente expressos em raiz de arroz da variedade Nipponbare, cultivada
sem e com acido humico em diferentes tempos exposicao (0,5h; 2h; 4h; 8h; 24h; 72h e
168h). C/AH = com acido humico, S/AH = sem acido hdmico. Asterisco (*) indica
diferenca significativa entre os tratamentos de um mesmo tempo de exposi¢ao e as letras
minusculas diferentes, indicam a diferenga significativa do tratamento com &4cido hiimico
entre os tempos de exposicao pelo teste de Tukey (p< 0,05).

Comparando os tratamentos com e sem AH em diferentes periodos de exposi¢do ao
sistema radicular, observou-se que os genes COPDI (Figura 3D), OsA7 (Figura 4F) e SECIb
(Figura 5B) apresentaram maior expressao em 0,5h de exposicao das raizes ao tratamento sem
AH. O gene COPD] tem grande importancia no sistema endomembranoso, onde € responsavel
pelo transporte de proteinas do reticulo endoplasmatico e do aparelho de Golgi (AHAN et al.,
2015; NUNES et al., 2019). Estudo realizado por Ahan et al. (2015) analisaram o silenciamento
deste gene em N. benthamiana e Arabidopsis, que resultou em deplecdo da expressdo e indugdo
do interrompimento da biogénese de Golgi. No estudo de Nunes et al. (2019), a presenca da
substancia hiimica nas plantas de milho influenciou positivamente a expressdo do COPDI,
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impactando o trafico de vesiculas e os mecanismos de transporte, de modo que, essas
substancias influenciam no desenvolvimento das plantas.
No estudo de Sperandio et al. (2021) e Tavares et al. (2019), ao expor raizes de arroz ao

AH e NO3’, aisoforma OsA7 apresentou expressao extremamente elevada. Tavares et al. (2019)
analisaram o AH extraido com dgua (H20) e com hidréxido de potassio (KOH), observando
que a expressao de OsA7 foi reprimida na presenca do AH extraido com KOH, o que também
ocorreu no presente estudo. Em contraste aos resultados deste estudo, Trevisan et al. (2011)
observaram que em Arabidopsis thaliana submetida ao AH, houve a inducdo da expressao do
gene SEC1B, relacionado a regulacao do trafego de vesiculas. Em Arabidopsis thaliana, o gene
KNOLLE codifica a proteina sintaxina KNOLLE, que ao interagir com o SEC1B, desempenha
um papel na citocinese e na morfogénese dos pelos radiculares, fornecendo mais evidéncias da
interacao entre substancias himicas e o desenvolvimento das raizes (TREVISAN et al., 2011).
Esses resultados indicam que o método de extracdo do AH influencia sua bioatividade em
relac@o a expressao génica.

Ja os demais genes PHSI (Figura 5A), EFla (Figura 5C), TOR (Figura D), HXK5
(Figura S5E), e IAA 11 (Figura 5F) todos apresentaram indu¢do na presen¢a do AH, porém, cada
gene apresentou uma particularidade. O gene PHSI extremamente induzido quando
permaneceu em contato com o AH por 0,5h e 4h em relagdo ao demais periodo de exposi¢ao,
atua no crescimento da planta via a organizag¢do do citoesqueleto e via modulagdo e estabilidade
dos microtibulos (NAOI et al., 2004). O gene TOR e o EFla foram extremamente induzidos
pelo AH no periodo de exposicao de 4h. Sdo genes cruciais ao crescimento e desenvolvimento
das plantas, pois o gene TOR codifica uma proteina quinase que atua na regulacdo do
crescimento celular desde o embrido até a producdo da semente (MAEGAWA, 2015;
KRAVCHENKO, 2015; JINDO et al., 2020), e o gene EF1a est4 envolvido na sintese proteica,
auxiliando a ligacdo do aminoacil-tRNA ao sitio A do ribossomo durante a fase de alongamento
da cadeia polipeptidica da proteina (SARAIVA et al., 2013; ALVEZ, GOLDENBERG, 2015).

Observou-se que o gene HXK5 (Figura 5E), associado ao metabolismo hexose
(frutose/glicose), que funciona como fonte energia e componentes estruturais para o
crescimento e desenvolvimento de plantas (CHO et al., 2006; FERREIRA, SONNEWALD,
2020), apresentou maior indugdo tardiamente na presenca do AH durante o periodo de
exposicdo de 168h. No entanto, essa inducdo tardia (168h) ndo diferiu significativamente dos
demais periodos de exposicao ao tratamento com AH.

Em relacdo ao gene AIAll (Figura 5F), observa-se uma resposta significativa a
expressdo do gene quando exposto ao AH, com aumentos notdveis nos periodos de 8h e 24h
em comparacdo ao tratamento sem AH. Esse efeito pode estar relacionado a liberagdo de
prétons e acidos organicos pelas raizes, que alteram o pH do meio, promovendo a dissociagao
da estrutura do AH. Essa dissociagdo libera fragmentos de AH com propriedades semelhantes
a auxina, que sdo entdo absorvidos pelo sistema radicular, induzindo a expressdao do gene
responsivo a auxina (CASTRO et al., 2019; RATHOR et al., 2024).

O gene AIAI11 € responsavel pela codificagdo de transportadores de auxina, hormodnio
essencial na sinalizagdo de processos fisioldgicos e no desenvolvimento das plantas. A auxina
interage com proteinas receptoras em rotas de transducao de sinais, regulando a tolerancia ou
suscetibilidade das plantas a diversos estresses e influenciando o desenvolvimento do sistema
radicular (TREVISAN et al., 2010; RYU et al., 2015; GARCIA et al., 2016c¢).
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Figura 5. Expressdo génica relativa (224°T) dos genes PHSI, SECIB, EFla, TOR, HXKS5 e
AIA 11 diferencialmente expressos em raiz de arroz da variedade Nipponbare, cultivada sem
e com 4cido himico em diferentes tempos exposicao (0,5h; 2h; 4h; 8h; 24h; 72h e 168h).
C/AH = com é&cido himico, S/AH = sem acido hiimico. Asterisco (*) indica diferenca
significativa entre os tratamentos de um mesmo tempo de exposicao e as letras mindsculas
diferentes, indicam a diferencga significativa do tratamento com 4cido himico entre os
tempos de exposicao pelo teste de Tukey (p< 0,05).
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3.6 CONCLUSAO

Os tratamentos com dcido himico promoveram altera¢des nos parametros morfolégicos
do sistema radicular e no incremento da biomassa das plantas de arroz em solucdo nutritiva.
Entre os tratamentos estudados, a dose de 80 mg L' de 4dcido himico promoveu o maior
estimulo aos parametros morfoldgicos nas plantas de arroz da variedade Nipponbare.

O tempo de exposicdo de 4h com 80 mg L' de AH em sistema radicular de cultura de
arroz, ja foi suficiente para provocar significativas alteracdes da expressdao de diversos genes,
possivelmente envolvidos em mecanismos de sinalizacdo. Os resultados também mostraram
que apesar de serem responsivos ao tratamento com AH, os genes possuem pico de resposta
transcricional em tempos variados, evidenciando uma dinamica de alteracdes no metabolismo
da planta enquanto dura a exposicao ao AH.
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4. CAPITULO II

RESPOSTA TRANSCRICIONAL DE OR¥ZA SA77VA A APLICACAO
DE ACIDO HUMICO
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4.1 RESUMO

O 4cido himico (AH) € uma das fracdes das substancias himicas e tem sido objeto de estudo
na agricultura, com foco em determinar a dose ideal para maximizar o crescimento € O
desenvolvimento das plantas. No entanto, diante dos desafios agricolas e das mudancgas
climéticas globais, € crucial desenvolver conhecimentos que permitam melhorar a tolerancia
das plantas as condicdes adversas. Neste contexto, o objetivo deste estudo foi compreender a
influéncia do AH nos niveis de expressdo gé€nica em arroz por meio da tecnologia de
sequenciamento em larga escala de RNA (RNA-Seq), para identificar genes envolvidos com a
promocdo do crescimento das plantas e/ou envolvido com a tolerancia a estresses. Para isso,
amostras de RNA total foram obtidas a partir das raizes e parte aérea de plantas de arroz da
variedade Nipponbare, tratadas com 80 mg AH L' por um periodo de 4h. Essas amostras de
RNA total foram sequenciadas no equipamento Illumina HiSeq 2000, com profundidade 30
milhdes de reads por amostras. Os resultados revelaram 294 genes diferencialmente expressos
(DEG), sendo 239 genes na raiz e 55 genes na parte aérea das plantas de arroz. Essa diferenca
significativa entre os diferentes tecidos sugere que, quando aplicado via radicular, o AH tem
um efeito maior sobre as raizes. Além disso, a maioria dos genes apresentou regulacio negativa
(Log> FC > -1) em ambos os tecidos, indicando que apds um curto periodo de exposicao ao AH
a resposta transcricional ¢ predominantemente de repressdo. Com a andlise de enriquecimento
funcional foi possivel compreender melhor o perfil funcional desses DEG. Foram identificados
91 DEG associados a fun¢@o molecular, processos bioldgicos e componente celular na raiz,
bem como 5 DEG na parte aérea, relacionados a componente celular. Estes genes estdao
envolvidos em atividade de transporte transmembrana, atividade de fosfoenolpiruvato
carboxiquinase e carboxilase, processo de biossintese e metabdlicos de pequenas moléculas,
homeostase do amonio, metabolismo de carbono e vias metabdlicas. Curiosamente, foram
identificados genes da familia DUF, que codificam proteinas de func¢do desconhecida,
sugerindo que o AH pode agir por caminhos ainda a serem descobertos em pesquisas futuras.
Esses resultados mostram que a bioatividade do AH desempenha importante papel na regulagao
génica, fornecendo informagdes valiosas para o desenvolvimento de plantas adaptadas as
condic¢des adversas.

Palavras-chave: Acido Himico. RNA-Seq. Transcriptoma. Arroz.
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4.2 ABSTRACT

Humic acid (HA) is one of the humic substances fractions and has been the subject of study in
agriculture, with a focus on determining the ideal dose to maximize plant growth and
development. However, in view of agricultural challenges and global climate change, it is
crucial to develop knowledge that allows improving plant tolerance to adverse conditions. In
this context, the objective of this study was to understand the influence of HA on gene
expression levels in rice through large-scale RNA sequencing (RNA-Seq) technology, to
identify genes involved in promoting plant growth and/or involved in stress tolerance. For this,
total RNA samples were obtained from the roots and shoots of Nipponbare rice plants, treated
with 80 mg HA L for a period of 4 h. These total RNA samples were sequenced on the Illumina
HiSeq 2000 equipment, with a depth of 30 million reads per sample. The results revealed 294
differentially expressed genes (DEG), 239 genes in the root and 55 genes in the shoot of rice
plants. This significant difference between the different tissues suggests that, when applied via
the root, HA has a greater effect on the roots. In addition, most genes showed downregulation
(Logz FC > -1) in both tissues, indicating that after a short period of exposure to HA the
transcriptional response is predominantly repression. With the functional enrichment analysis
it was possible to better understand the functional profile of these DEG. We identified 91 DEG
associated with molecular function, biological processes and cellular component in the root, as
well as 5 DEG in the shoot, related to cellular component. These genes are involved in
transmembrane transport activity, phosphoenolpyruvate carboxykinase and carboxylase
activity, biosynthesis and metabolism of small molecules, ammonium homeostasis, carbon
metabolism and metabolic pathways. Interestingly, genes from the DUF family were identified,
which encode proteins of unknown function, suggesting that HA may act through pathways yet
to be discovered in future research. These results show that HA bioactivity plays an important
role in gene regulation, providing valuable information for the development of plants adapted
to adverse conditions.

Key words: Humic Acid. RNA-Seq. Transcriptome. Rice.
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4.3 INTRODUCAO

O mundo tem enfrentado desafio em alimentar a populacdo crescente e proteger a
producdo agricola das mudangas climaticas (FERREIRA, 2017). A demanda por alimentos
deve aumentar até 2050, e estima-se que nas préximas décadas a produg@o de alimento, precisa
ser aumentada cerca de 70% para atender a demanda de 9,5 bilhdes de pessoas (CANELLAS
et al., 2015; TANG et al., 2023). Dentre os alimentos, o arroz é um dos pilares da alimentacdo
global que enfrenta esses desafios (NARDI et al., 2018; OLIVEIRA, 2020). Sua relevancia ndo
¢ apenas econdmica, mas também social, por ser a principal fonte de energia, amido, proteinas,
vitaminas e nutrientes necessdrios para a dieta bdsica de mais da metade da populagdo mundial
concentrada em paises em desenvolvimento (SOUZA, 2018, TANG et al., 2023).

Novas abordagens vém sendo utilizadas para intensificar a agricultura de maneira
sustentdvel (CANELLAS et al., 2015). Neste contexto, temos a aplicacdo de bioestimulante no
solo e/ou nas plantas (GEMIN, MOGOR, MOGOR, 2019; OLIVEIRA, 2020) que contribuem
para melhorar o rendimento da produgdo de alimentos, por meio das substancias bioativas que
desencadeiam diversos processos moleculares, bioquimicos e fisiologicos nas plantas (NARDI
et al., 2018; OLIVEIRA, 2020). O 4cido himico (AH) é uma das fracdes das substancias
himicas reconhecida como bioestimulante por cientistas e organizagdes internacionais, que
estimula expressao de genes envolvidos na absor¢@o, metabolismo hormonais e redox, que vem
sendo amplamente utilizada na agricultura para promog¢ao do crescimento e adaptacao das
plantas as condi¢des adversas do ambiente (TAVARES, 2014; NARDI et al.,, 2015;
CONSELVAN et al., 2017; CANELLAS et al., 2015, 2020; OLIVEIRA, 2020; SILVA, 2018,
2022; ZHANG et al., 2023).

O AH influencia o desenvolvimento das plantas por meio da sua interacdo com a
rizosfera (acdo indireta) e com a membrana celular de superficie radicular (ac¢do direta) (YANG
et al., 2023). Por exemplo, em Arabidopsis quando submetidas a diferentes concentracdes e
fracdes granulométricas de AH, aumentou de 7% a 33% a raiz principal e apresentou efeito
significativo no nimero e comprimento das raizes laterais, bem como, na densidade das raizes
(CANELLAS et al., 2010). Para Asli e Neumann (2010) o AH ao interagir com a superficie
radicular causa estresse coloidal que aumenta a resisténcia ao déficit hidrico. Hita et al. (2020)
ao estudarem diferentes concentragdes de AH aplicadas em plantas de pepino, observaram que
a aplicacdo foliar de 40 mg AH/L™! resultou no melhor peso seco da parte aérea e das raizes,
apo6s 72 horas do inicio do tratamento.

A maior parte dos estudos de AH na producdo agricola estdo voltados a determinar a
melhor dose que maximize o desenvolvimento radicular das plantas (YANG et al., 2023).
Contudo, para lidar com os novos desafios da producdo agricola € necessdrio gerar
conhecimentos que permita obter plantas tolerantes as condi¢des adversas (FERREIRA, 2017).
Com o advento da andlise transcriptomica € possivel explicar os efeitos bioldgicos oriundos por
alteracOes ambientais, por meio da quantificacdo dos niveis de expressdo génica que permitam
identificar genes que ainda nao tem func¢do conhecida (NETO, 2009; FERREIRA, 2017;
FAGUNDES, CAGLIARI 2019). Neste contexto, o presente estudo teve o objetivo de
investigar a influéncia do AH nos niveis de expressdo génica em arroz por meio da tecnologia
de sequenciamento em larga escala de RNA (RNA-Seq), para identificar genes potencialmente
envolvidos em mecanismo de sinalizacdo para a promocdao do crescimento radicular e/ou
tolerancia das plantas a estresses.
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4.4 MATERIAL E METODOS
4.4.1 Obtencao do RNA

A partir dos dados obtidos no experimento anterior foi selecionado o tempo de 4h para
o experimento de RNA-Seq. As mesmas amostras de RNA total que foram obtidas no
experimento II (item 3.4.3.3) e armazenadas em freezer -80°C foram resgatadas e enviadas para
sequenciamento. Todos os procedimentos, deste a quantificacdo com fluoréforo especifico para
RNA, andlise de qualidade do RNA, preparo das bibliotecas e sequenciamento foram realizadas
no Centro de Gendomico Funcional (Laboratério de Biotecnologia Animal do Departamento de
Zootecnia) da ESALQ/USP, Piracicaba — SP. No Laboratério de Nutricdo Mineral de Plantas
da UFRR]J foram realizados os procedimentos de extracio do RNA-total, quantificacio em
espectrofotometro NanoDrop One (Thermo Ficher Scientific), anélise de qualidade por meio
da razdo de absorbancia A2eons0 € integridade do RNA total por gel de agarose. Com excec¢ao
do Numero de Integridade do RNA (RIN), as demais anélises de qualidade do RNA foram
obtidas como descrito no item 3.4.3.5 e no item 3.4.3.6.

4.4.2 Analise da integridade das amostras de RNA total

Foi realizada por meio do sistema Agilent 2100 Bioanalyzer que forneceu informagdes
sobre a integridade e pureza das amostras, por meio de imagens de eletroforese e
eletroferograma que mostraram os fragmentos presentes em cada amostra, com seus respectivos
tamanhos e quantificacdo relativa dos picos de cada fragmento, resultando no Numero de
Integridade do RNA (RIN) para cada amostra de RNA total. As amostras foram classificadas
de acordo com trés classes de qualidade: altamente degradado (RIN 1-3), qualidade
intermedidria (RIN 4-6) e alta qualidade (RIN 7-10). Todas as amostras usadas no presente
experimento foram classificadas como de alta qualidade.

4.4.3 Preparacio das bibliotecas e sequenciamento de RNA

Foram usadas amostras de mRNA obtidos de RNA total apds enriquecimento com poliA
usando o kit TruSeq RNA Library Prep Kit v2 (Illumina), seguindo as instru¢des do fabricante.
As amostras de RNA usadas no preparo das bibliotecas apresentaram RIN acima de 8.

O sequenciamento das bibliotecas foi realizado no equipamento NextSeq 2000, no
esquema pair-end 2x100pb, média de cobertura de 15 milhdes de clusters ou 30 milhdes de
leituras pareadas por amostra.

4.4.4 Analise dos dados do sequenciamento de RNA
a) Pré-processamento dos dados
- Avaliagdo da qualidade das “reads”
Apés a geragdo dos arquivos do sequenciamento de cada amostra foi realizado a
confirmacdo da qualidade dos ‘“reads”, por meio da ferramenta fastp (CHEN et al., 2018).

Quando aplicdvel, adaptadores e sequéncias de baixa qualidade (<Q15 na escala Phred) foram
removidos e realizado uma nova confirmacdo da qualidade.
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- Quantificacdo de expressdo génica

Para quantificar a abundancia de transcritos ao nivel de gene (frequentemente chamada
de “expressdo génica”) de cada amostra foi utilizado o programa salmon (PATRO et al., 2017),
que possui algoritmo baseado em um “quasi-mapping do reads” (alinhamento dos reads) contra
um transcriptoma de referéncia. O transcriptoma de referéncia utilizado foi o assembly IRGSP
1.0 de Oryza sativa spp. Japonica, obtido do banco de dados PLAZA 5.0 (VAN BEL et al.,
2022), o mesmo disponivel no banco de dados Ensembl Plants 56.

A interpretacdo da quantificagdo da expressdo gé€nica € baseada em porcentagem (%)
dos “quasi-mapping do reads” que foram classificados de acordo com trés classes: alto
mapeamento (80-90%), médio mapeamento (50-80%) e ruim mapeamento (<50%).

- Andlise exploratoria dos dados de expressdo génica

Para explorar se as amostras agrupam como esperado, foram usados os métodos de
correlagdo entre todos os possiveis pares de amostras e a redu¢do de dimensionalidade com
andlise de componentes principais (PCA).

Para a visualizacdo exploratéria dos dados, a matriz de expressdo foi filtrada para
remover genes cuja soma da expressdo em todas as amostras fosse inferior a 10 reads e foi
aplicado transformacdo estabilizadora de variancia usando o pacote R DESeq2 (LOVE,
HUBER, ANDERS, 2014).

b) Andlise de genes diferencialmente expresso

Para obter as andlises de genes diferencialmente expresso foi usado o pacote R DESeq2
(LOVE, HUBER, ANDERS, 2014). Nesta etapa analisou-se os niveis de transcritos na raiz e
na parte aérea, nos seguintes contrastes: controle vs tratamento. Para o ajuste estatistico os
niveis de transcritos foram submetidos ao método “original counts with offset” por meio do
pacote R tximport (SONESON, LOVE, ROBINSON, 2015).

Os genes foram considerados diferencialmente expressos com regulacdo positiva,
quando apresentaram o p-value ajustado (corre¢dao por Benjamini-Hochberg) <0,05 e o Fold
Change log> > ou igual a 1 (Logz FC > 1). Os genes foram considerados diferencialmente
expressos com regulacdo negativa, quando apresentaram o p-value ajustado (corre¢cdo por
Benjamini-Hochberg) <0,05 e o Fold Change log> < ou igual a -1 (Log» FC <-1).

¢) Anadlise de enriquecimento funcional

Para compreender a funcdo dos genes regulados positivamente (Up) e negativamente
(Down) foram submetidos andlise de ontologia génica (em ingl€s: Gene Ontology, GO) e do
banco de dados KEGG (Enciclopédia de Genes e Genomas de Kyoto), por meio da plataforma
g:Profiler (REIMAND et al., 2007).

Para observar possivel interagdo entre as fungdes biologicas dos genes regulados
positivamente e negativamente foram submetidos a andlise do diagrama de Venn, por meio da
plataforma Bioinformatics & Evolutionary Genomics.
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4.5 RESULTADOS E DISCUSAO
4.5.1 Avaliacao da integridade das amostras de RNA e pré-processamento das “reads”

A integridade do RNA € o critério mais importante na obtengdo de resultados de boa
qualidade no sequenciamento (SHENG et al., 2016) (Figura 6). O uso de RNA degradado ou
de qualidade inferior, compromete significativamente a eficiéncia do sequenciamento, o que,
por sua vez, inviabiliza andlises bioinformaticas subsequentes (GONCALVES, 2017). A
avaliacdo da integridade de amostras de RNA pode ser analisada por meio da propor¢do de
rRNA 28S:18S obtida automaticamente pelo Bioanalyzer (Agilent) que calcula o nimero de
integridade do RNA (RIN) (Erro! Fonte de referéncia nao encontrada.6).
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Figura 6. Eletroferograma de 16 amostra de RNA total de raiz e parte aérea (PA) de cultura de
arroz, tratadas com (CAH) e sem (SAH) 4cido hiimico de vermicomposto por um periodo
de 4h. Classificacdo de RIN: altamente degradado (RIN 1-3), integridade intermedidria
(RIN 4-6) e alta integridade (RIN 7-10).
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Por meio das pontuagdes fornecida pelo RIN para integridade das amostras de RNA
com base na sua degradacao (GONCALVES, 2017). Observou, que neste estudo das 16 amostra
de RNA analisadas, somente as amostras 13R (RIN: 7,20) e 15R (RIN: 7,10) apresentaram RIN
abaixo de 8 (Figura 6). De acordo com Sheng et al. (2016) e Gongalves (2017) RIN maior do
que 7 € considerado bom e apropriado para realizar andlises posteriores. Logo, as amostras de
RNA de raiz e parte aérea de cultura de arroz analisadas neste estudo, apresentaram uma alta
integridade, possibilitando sucesso no preparado das bibliotecas e no sequenciamento.

Durante o processo de sequenciamento das bibliotecas podem ser introduzidos alguns
erros, podendo distorcer resultados das anélises posteriores. Portanto, € essencial a realizacdo
da avaliacdo da qualidade das “reads” (DESHPANDE et al., 2016). Em razdo disso, foram
removidas as ‘“reads” que apresentaram baixa qualidade por meio da ferramenta fastp,
conferindo a uma perda de aproximadamente de 1% de “reads” para cada tratamento (CAH e
SAH) (Tabela 8). Também, foi observado por Ferreira (2017) uma perda de aproximadamente
de 2% de “reads” apds o pré-processamento, ndo comprometendo os resultados posteriores,
sendo o mesmo observado neste estudo.

Tabela 8. Estatisticas descritivas do controle de qualidade de sequéncias RNA-Seq de amostras
de raiz e parte aérea (PA) de cultura de arroz tratadas com e sem dcido hiimico. CAH: Com
dcido himico e SAH: sem 4cido himico.

Million Million % Y% % % % %
Samples reads reads reads Q20 Q20 Q30 Q30 Duplication
(before) (after) passed (before) (after) (before) (after)
Raiz - SAH 43,50 43,10 99,16 97,49 97,74 94,54 94,85 16,73
Raiz - SAH 44,60 44,30 99,21 97,5 97,74 94,54 94,84 17,45
Raiz - SAH 45,60 45,20 99,11 97,46 97,73 94,49 94,82 17,43
Raiz - SAH 52,50 51,90 98,82 97,34 97,71 94,38 94,81 23,97
Raiz - CAH 47,40 47,00 99,08 97,48 97,77 94,54 94,88 18,62
Raiz - CAH 46,50 46,20 99,25 97,52 97,74 94,56 94,84 17,72
Raiz - CAH 45,40 45,00 99,25 97,55 97,78 94,63 94,91 17,44
Raiz - CAH 45,50 45,10 99,23 97,48 97,72 94,51 94,8 18,24
PA - SAH 43,70 43,40 99,22 97,54 97,78 94,62 94,91 19,16
PA - SAH 44,40 44,10 99,28 97,55 97,77 94,63 94,90 20,44
PA - SAH 43,30 43,00 99,25 97,54 97,77 94,61 94,90 19,27
PA - SAH 42,80 42,50 99,21 97,54 97,78 94,63 94,93 20,11
PA - CAH 48,60 48,20 99,25 97,6 97,82 94,72 95,00 20,94
PA - CAH 49,00 48,60 99,13 97,49 97,76 94,54 94,87 20,97
PA - CAH 45,30 45,00 99,25 97,53 97,76 94,59 94,88 20,96
PA - CAH 40,80 40,50 99,26 97,60 97,83 94,74 95,03 20,33

Por meio da estatistica descritivas mostrou que as “reads” apds o pré-processamento,
possuem alta qualidade de sequéncia, visto que todas as amostras apresentaram acima de 98%
de “reads passed”, desta forma passando no teste de qualidade (Tabela 8). Como as bases
nitrogenadas guanina (G) e citosina (C) estao envolvidas com a funcionalidade e estabilidade
da molécula de DNA podem influenciar no sequenciamento, comprometendo os niveis de genes
diferencialmente expressos (DEG) (RISSO et al.,, 2011; YOOSEFIAN, MOLA, 2015).
Portanto, neste estudo determinou o conteido de G e C nas “reads”, observando que a
porcentagem de Q20 e Q30 sdo muitos altas, préximas de 98% e 95%, respectivamente (Tabela
8), conferindo menor suscetibilidade a degradacdo e maior estabilidade na amplificacio e
fidelidade no sequenciamento (RISSO et al., 2011). Os conjuntos de dados de RNA-Seq e
microarray analisados por Swindell et al. (2014) identificaram nimeros semelhantes de DEG.
Entretanto, o equilibrio do aumento e diminui¢do dos DEG foram influenciados pelo contetido
de GC. Onde, genes fracamente expressos estavam associados ao baixo contetido de G e C.
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Para algumas amostras, a “% Duplication” estd acima de 20%, mas ndo compromete as
andlises subsequentes, por ser uma porcentagem esperada e aceitdvel, quando os valores entre
as amostras encontram homogéneos (CONESA et al., 2016) (Tabela 9). As “reads” resultante
do sequenciamento, apresentaram uma porcentagem média de mapeamento ao transcriptoma
de referéncia de 88%, valor bem acima do minimo exigido que € de 50% (CHEN et al., 2018)
(Tabela 9). No entanto, as estimativas de abundancia de transcritos obtidos apresentaram um
viés que precisou ser corrigido com o método “original counts with offset”, pois transcritos
mais longos terdo maior expressao.

Tabela 9. Porcentagem de mapeamento das reads no transcriptoma de referéncia.

Amostra % Quasi-Mapping
Raiz - SAH 87,12
Raiz - SAH 87,09
Raiz - SAH 86,90
Raiz - SAH 86,99
Raiz - CAH 87,30
Raiz - CAH 87,44
Raiz - CAH 87,51
Raiz - CAH 88,02

PA - SAH 88,95

PA - SAH 89,39

PA - SAH 89,20

PA - SAH 88,83

PA - CAH 86,79

PA - CAH 89,00

PA - CAH 89,02

PA - CAH 89,28

Média 88,00

Com a andlise de componentes principais (PCA) obteve resultados exploratério dos
dados do mapeamento. Os resultados mostram que os dados do mapeamento ndo agruparam
conforme esperado que seria controle versus tratamento (Figura 7). Por meio da PCA e das
correlagdes entre as amostras € possivel visualizar que as amostras agruparam melhor por tipo
de tecidos (raiz e parte aérea), e ndo pelo tratamento (CAH e SAH) (Figura 7).

Ainda, observa-se que as amostras de cada tecido agrupam de maneira relativamente
uniforme, o que torna dificil distinguir as amostras tratadas das de controle (Figura 7). Além
disso, a PC1 explica 99% da variagao nos dados, destacando que a maior parte das diferencas
estd associada as variacdes entres os tecidos, enquanto apenas 1% reflete a acdo do acido
himico aplicado por um periodo de 4h em plantas de arroz da variedade Nipponbare (Figura
7). Esse resultado mostra que apesar de provocar alteracdes no perfil de transcritos em arroz, o
HA nao provoca alteracdes tao profundas quanto o observado em estudos onde plantas sdao
submetidas a estresses como seca, salinidade, patégeno, entre outros (KIM, AN, 2013;
CHAUDHARY et al., 2019; QUAN et al., 2019). Os niveis das alteracdes também sao mais
baixos comparado a outros estudos, indicando que o AH provoca alteracdes sutis no
transcriptoma, contudo, suficiente para gerar os beneficios ja relatados.

As variacOes observadas entre os diferentes tipos de tecidos podem estar associadas a
interacdo direta do dcido himico com as raizes, resultando em repostas imediatas, como a
modulacdo da expressdo génica, possivelmente envolvidas em processos de sinalizacio
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(TAVARES et al., 2016; OLAETXEA et al., 2018). Subsequentemente, as raizes transmitem
sinais e compostos para a parte aérea da planta, afetando processos bioquimicos distintos
daqueles desencadeados nas raizes. Essas respostas ocorrem de maneira indireta e sistémica,
frequentemente induzidas por sinais hormonais originados do efeito bioativo do 4cido hiimico
nas raizes (VACCARO et al., 2015; OLAETXEA et al., 2018; GARCIA et al., 2018).
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Figura 7. Andlise exploratdria dos dados do mapeamento ao transcriptoma de referéncia por
meio da andlise de componentes principais (PCA). Tratamento: SAH: sem 4cido himico e
CAH: com &cido himico.

A diferenca na resposta entre os tipos de tecidos € compreensivel, visto que as formas
de aplicac@o do AH (via raiz ou/e foliar) sdo fatores criticos na modulagdo de diversas respostas
fisioldgicas nas plantas (HITA et al., 2020). Hita et al. (2020) relataram que a aplicacao foliar
de AH em um curto periodo ndo resultou no aumento expressivo de 4cido abscisico nem na
atividade da H+-ATPase da membrana plasmadtica nas raizes. A auséncia desses efeitos
essenciais da bioatividade do AH na parte aérea, sugere um potencial efeito tardio na modulacdo
génica, devido a falta de contato imediato do composto bioativo com o sistema radicular.

Estudos demonstram que as alteracdes conformacionais da estrutura do AH, promovidas
pelos exsudatos radiculares, liberam fragmentos hiimicos que interagem diretamente com as
raizes. Esse processo é mediado por interacdes quimicas, como ligacdes de hidrogénio e
interacdes hidrofébicas, permitindo que a estrutura polar do 4cido hlimico entre em contato com
a membrana epidérmica do sistema radicular. Essa interacdo resulta na absor¢do do AH,
causando um tipo de “pseudoestresse” ou “‘euestresse”, o que contribui para um aumento mais
significativo da expressdo génica nas raizes em comparagdo com a parte aérea (GARCIA et al.,
2018; VACCARO et al., 2015, CASTRO et al., 2021).
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Outro fator da interagao do AH-raiz responsdvel em influenciar a expressao génica, sao
as espécies reativas de oxigénio (ERO) (CORDEIRO et al., 2011; GARCIA et al., 2016, 2018;
ELMONGY et al., 2020; SOUSA, 2023). Um estudo conduzido por Sousa (2023) sugere que o
efeito estimulante do dcido himico sobre a expressdo génica é dependente das ERO. Esse efeito
foi evidenciado pela aplicacdo de inibidores de ERO em combinacdo com AH em raizes de
plantas de arroz, resultando em alteracdes na regulacdo génica e no aumento da expressao de
genes responsaveis por codificar enzimas antioxidantes.

4.5.2 Analise de genes diferencialmente expresso

A identificacdo precisa de genes diferencialmente expressos (DEG) € essencial para a
compreensdo da funcdo dos genes e a identificacdo de genes-chave em diferentes condi¢des e
em estagios especificos de desenvolvimento de plantas (SILVA et al., 2017; XING et al., 2018).
Neste estudo observou-se influéncia significativa na quantidade total de DEG entre os
diferentes tipos de tecidos apds um periodo de exposicdo de 4h do sistema radicular ao AH.
Este resultado estd de acordo com os resultados exploratério do mapeamento das “reads”,
obtidos na andlise de componentes principais (PCA) (Figura 7). Foi obtido 294 DEG, sendo
239 genes na raiz e 55 genes na parte aérea da cultura de arroz (Figura 8D).
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Figura 8. Frequéncia absoluta de genes diferencialmente expressos (DEG) (A) e sobreposi¢ao
entre diferentes contrastes (B), (C) e (D). Contrastes: raiz (root) e parte aérea (shoot), Up-
regulated genes: regulacdo positiva, Down-regulated genes: regulacio negativa.
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Os dados apresentados revelam que o AH exerce um efeito significativo sobre a
regulacdo génica nas plantas de arroz, com uma predominancia marcante de repressdo génica
em um periodo de 4h de exposicdo. Andlise identificou 277 genes com regulacdo negativa
(down-regulation) (Figura 8C) em comparacdo com apenas 17 genes com regulagcdo positiva
(up-regulation) (Figura 8B), sugerindo que a resposta das plantas ao AH tende a ser um ajuste
down-regulation. Este padrdo € consistente em ambos os tipos de tecido analisados, implicando
que a presenca de AH favorece a repressdo gé€nica ao invés a inducdo, pelo menos apds um
curto periodo de exposicao (4h).

Ferreira (2017) demonstrou que o estresse hidrico em plantas de arroz induz uma
resposta de regulacdo génica significativamente diferente deste estudo, com uma rdpida indugdo
de 272 genes e repressao de 104 genes em apenas 2h de exposicao. A rapida inducdo de genes
como OsNACI10, OsWRKY11, OsMYB4, OsDREBIA, OsbZIP71 e OsqRT9 sugere uma maior
adaptagdo ao estresse hidrico, conferindo em uma maior tolerancia a planta. O estudo de Cha
et al. (2021) sobre o efeito do AH em condi¢des de estresse salino em Arabidopsis ao longo de
9h, também observou uma predominancia de regulacdo negativa de genes, especialmente
aqueles envolvidos na biossintese de antocianinas, como o Anthocianidina sintase. As
antocianinas desempenham um papel crucial na defesa das plantas contra estresses abioticos,
que sdo pigmentos vegetais soliveis em d&dgua das subclasses de flavondides dos
fenilpropandéides.

A partir desses resultados sugerem que o estresse induzido pelo AH, em um periodo
curto de exposi¢ao, tende a ser mais brando em comparagdo com o estresse hidrico. Além disso,
esses resultados mostram que tanto os genes regulados positivamente quanto negativamente
estdo envolvidos na resposta das plantas a adaptacdo e prote¢do contra condi¢des adversas. A
Figuras 8B, 8C e 8D demonstram que as respostas transcricionais diferem significativamente
entre as diferentes partes da planta (raiz e parte aérea) no arroz, evidenciando a auséncia da
sobreposi¢do entre os conjuntos de genes expressos nessas regioes.

4.5.3 Analise de enriquecimento funcional

Através da andlise de enriquecimento funcional, € possivel agrupar genes que
participam dos mesmos processos biolégicos ou vias de desenvolvimento, permitindo
compreender o perfil funcional desse conjunto de genes (PEREIRA, 2021). Com esse objetivo,
buscou-se identificar as rotas metabdlicas predominantemente afetadas pelo 4cido himico. Para
isso, foi necessdrio explorar as funcdes moleculares, componentes celulares e processos
bioldgicos dos 294 DEG por meio da andlise de ontologia (GO) e rotas metabdlicas no banco
de dados KEGG (Enciclopédia de Genes e Genomas de Kyoto). A andlise revelou que 96 dos
DEG estao significativamente enriquecidos em uma categoria bioldgica especifica. Destes 96
DEG, 91 estdo envolvidos em funcdes moleculares, processos bioldgicos e componentes
celulares na raiz, enquanto apenas 5 DEG estio associados aos componentes celulares da parte
aérea da planta de arroz (Figura 9).

Na categoria de funcdo molecular (MF) (Figura 9), observou-se a predominancia de
genes associados a atividade de transporte transmembrana, assim como a atividade de
fosfoenolpiruvato carboxiquinase e carboxilase. Esses genes desempenham papeis cruciais na
regulagdo e movimentacdo de moléculas através das membranas celulares, contribuindo no
crescimento e desenvolvimento das plantas (GILL et al., 2021), além de estarem envolvidos em
importantes reagdes de carboxilagao (SANCHEZ, CEJUDA, 2003; XIA, CAO, 2013; CHIBA
et al., 2015).

Para a categoria de processo bioldgico (BP) (Figura 9), os agrupamentos de genes
mostraram uma forte associacdo com o transporte € 0os processos biossintéticos e metabdlicos
de pequenas moléculas. Além disso, observou-se genes com relacdo a homeostase do amonio,
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indicando um papel central desses genes na regulacao do nitrogénio intracelular (Zhou et al.,
2015).

Na categoria de componentes celulares (CC) (Figura 9), os genes analisados estdo
principalmente localizados no plastidio e no apoplasto. O plastidio € uma organela essencial
nas células vegetais, envolvido em processos como a fotossintese e a sintese de dcido graxos
(HOLZL, DORMANN, 2019), enquanto o apoplasto refere-se a matriz extracelular onde
acontecem importantes interacdes e transportes de substancias (DELAUNOIS et al., 2014;
MISRA, 2016; GUIMARAES et al., 2016).

Por fim, a andlise da base de dados KEGG (Figura 9) revelou que os genes estdo
significativamente enriquecidos em vias relacionadas a fixacdo de carbono em organismos
fotossintéticos, ao metabolismo de carbono e as vias metabdlicas. Isso sugere que esses genes
desempenham papéis centrais na assimilagdo de carbono e na manutencdo das atividades
metabdlicas importantes ao crescimento e desenvolvimento celular (DUCAT, SILVER, 2012;
BAR-EVEN, 2018).
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Figura 9. Andlise de enriquecimento funcional para diferentes categorias bioldgicas,
representadas por temos da ontologia génica (GO) e do bando de dados KEGG (Rota
Metabolica). No eixo vertical (y) lista as categorias funcionais, enquanto o eixo horizontal
(x) mostra os valores de -Logio P (p-value ajustado), que indicam o nivel de significincia
estatistica do enriquecimento de cada categoria bioldgica.

A andlise do diagrama de Venn (Figura 10) permitiu a observar a interagdo dos DEG
entre as categorias bioldgicas em resposta a exposi¢do de arroz ao dcido hiimico durante um
periodo de 4h e evidencia como a bioatividade do 4cido himico influencia a expressdo génica
nas diversas categorias funcionais. As sobreposicdes mais significativas entres os conjuntos de
genes ressaltam as interagdes entre funcdo molecular (MF-raiz) e processos biologicos (BP-
raiz), assim como entre processos bioldgicos (BP-raiz) e vias de sinalizagdo (KEGG-raiz) no
sistema radicular (Figura 10). Também, mostra interagdo de pequenos grupos de genes (BP-
raiz versus CC-raiz; CC-raiz versus KEGG-raiz; KEGG-raiz versus MF-raiz e BP-raiz versus
CC-raiz versus KEGG) com as categorias bioldgicas (Figura 10).

A identificacdo de genes exclusivos (BP-raiz: 8 genes, CC-Raiz: 7 genes, KEGG-raiz:
9 genes, CC-PA: 5 genes) em cada categoria funcional pode proporcionar insights valiosos
sobre os mecanismos especificos que sdo ativados ou suprimidos em resposta ao dcido himico
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(Figura 10). De maneira semelhante, Ferreira (2017) ao investigar duas variedades de arroz
(Catetdo e Mira), por meio da andlise de diagrama de Venn, identificou genes exclusivos para
cada variedade em resposta ao estresse hidrico, oferecendo um valioso insight sobre a resposta
adaptativa ao estresse hidrico em plantas. Galambos et al. (2020) também observaram
importantes grupos de genes DEG envolvidos no metabolismo de aminoglicanos e quitina apds
a exposi¢do a biotividade do dcido hiumico em associacdo com bactérias endofilicas em plantas
de tomate. Estes insights foram obtidos via andlise de diagrama de Venn para mapear as
interacdes genéticas especificas.
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Figura 10. Andlise de intera¢do de genes diferencialmente expressos (DEG) enriquecidos em
resposta ao dcido himico em plantas de arroz via diagrama de Venn. Raiz: Funcio
Molecular (MF-raiz): cor azul, Processos Bioldgicos (BP-raiz): cor vermelha,
Componentes Celulares (CC-raiz): cor verde, rota metabdlica (KEGG): cor amarela. Parte
aérea (PA): Componentes Celulares (CC-PA): cor marrom.

4.5.4 Grupo de genes envolvidos na fun¢ao molecular e no processo biologico

Os DEG (34 DEG) da interacdo entre a funcdo molecular e processos biolégicos das
raizes apresentam regulacdo positiva e negativa (Figura 10, Figura 11). Os de regulacdo
negativa estdo relacionados com a atividade de transportador e transporte transmembrana
(Figura 9).

Além disso, foi notado conjunto de genes envolvidos no transporte de fons (Figura 11)
que sdo fundamentais para o crescimento e desenvolvimento das plantas, desempenhando
papéis importantes ndo apenas na aquisicao e transporte de fons, mas também na amplificacio
e regulacdo de processos celulares e fisioldgicos, como sinalizacdo, defesa contra-ataque de
patégenos, manutencdo da homeostase osmotica e adaptacdo ao estresse (TAN et al., 2021).
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Os genes 0s08g0300300 (FC= -1,30) e 0s02g0558100 (FC= -1,97) (Figura 11)
codificam transportadores de cloreto do tipo canais idnicos, que estdo envolvidos em resposta
a estresse, atuando na regulacdo da homeostase idnica e do turgor celular (HUM et al., 2018,
NEDELYAEVA et al., 2020). Estudo mostra que superexpressao deste gene em plantas de arroz
transformadas, aumenta o ndimero de perfilhos e o rendimento de grdo comparado com as
plantas selvagens em condi¢do de estresse hidrico (HUM et al., 2018).

Os genes 0s05g0472400 (FC= -2,22) e Os06g0566300 (FC= -1,58) (Figura 11)
codificam transportadores que atuam sinergicamente na captacdo de zinco e ciddmio, por
apresentarem propriedades quimicas e fisicas semelhantes, porém com efeitos fisioldgicos
contratantes nas plantas (TAN et al., 2020). Tan et al. (2020) ao caracterizar dois tipos de
transportadores de influxo de zinco em plantas de arroz, verificaram que o knockout individual
ou em conjunto dos genes OsZIP5 e OsZIP9 reprimiu o influxo de zinco e cadmio pelas plantas.
Entretanto, a superexpressao desses genes mostra a maior afinidade do gene OsZIP9 ao cidmio
em relacdo ao zinco, assim permitindo a compreensdo sobre o acimulo de zinco/cddmio no
arroz.

O gene 0s02g0314300 (FC= -2,07) (Figura 11) é responsavel em codificar proteinas da
familia transportadora de Célcio e sddio, desempenhando papéis fundamentais na homeostase
do célcio nas células (SINGH et al., 2015). Estudo mostra que a submissao de plantas de arroz
e Arabidopsis em diferentes estresses, permitiu a identificagdo de genes codificadores desta
proteina em varios estidgios de desenvolvimento, mostrando a sua importancia nos processos
fisioldgicos destas plantas (SINGH et al., 2015).

Os genes Os03g0150800 (FC= -2,24) e Os10g0444700 (FC= -1,72) (Figura 11) estao
envolvidos na codificacao de transportadores de fosfato que regulam a captagdo, translocagdo
e a remobilizacdo nas plantas (WU et al., 2013). Ye et al. (2015) ao submeterem plantas de
arroz transformadas ao estresse nutricional. Mostrou que as plantas com gene OsPT4
superexpresso aumentaram significativamente o nivel de fosfato em relagdo as plantas
selvagens, assim contribuindo para um bom desenvolvimento das plantas em ambiente
deficiente em fosfato.
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Enriquecimento Funcional

D DESCRICAO
Osl 0g01 09900 ": 132 [ Negativo  0s01g0533900 Similar to Multidrug resistance protein 1 homolog | Similar to MDR-like ABC transporter
0s02g0620500 e— 1,29 3 Positivo 0s07g0603800 Nitrate transporter, Regulation of tiller number and grain yield | Similar to peptide transporter PTR2
Os02g0191300 =173 0s10g0579600 Nitrate and peptide transporters family (NPF) member, Regulation of shoot branching and nitrogen utilization efficiency
Os06g0158900 -1,52 050320572900 Multi antimicrobial extrusion protein MatE family protein
Os01g0504500 -1,87 05120100200 Conserved hypothetical protein
0s07g0150100 =175 051020210500 Protem of unknown function DUF6. transmembrane domam contammg protem
Os06g0109200 -1.40 050820104900 Protein of unknown function DUF6, transmembrane domain containing protein
0s02g0620600 -2,08 05020314300 Sodium/calcium exchanger membrane region domain containing protein
Os10g0206800 -1,69 0s04g0686800 Similar to HO701F11.2 protein
0s02g0558100 -1,97 05080300300 Similar to Chloride channel-like protein Oscle
Os10g0580400 -1,60 0s03g0751100 Simular to Glutatluone transporter | Iron-deficiency-regulated oligopeptide transporter, Iron homeostasis
05030281900 -1,62 0s05g0472400 Influx transporter for Zn and Cd, Zinc/cadmium uptake
0s03g0235900 =135 0s04g0509600 Ammonium transporter, Ammonium uptake, Ammonium transport | Similar to OSIGBa0157K09-H0214G12 4 protein
Os10g0444700 -1.72 0s12g0512100 Sugar/inositol transporter domain contaming protein
Os09g0467400 -2,05 0s12g0133100 Major facilitator superfamily protein| Vacuolar phytosiderophore transporter, Sequestration of phytosiderophore (DMA) into the vacuoles
0s03g0150800 -2,22 050620275800 Amino acid transporter, tr brane domain containing protein
0s01g0836600 -1,81 050620566300 Similar to zine transporter 4
0s06g0566300 -1,58 0s01g0836600 ATP-binding cassette (ABC) transporter, Half-size ABC transporter of the G family, Pollen wall formation
Os06g0275800 -1,97 0s03g0150800 Pi transporter, Pi homeostasis, Selenite uptake
Os12g0133100 -1.89 05090467400 Protein of unknown function DUF6, tr: brane domain containing protein | Similar to ATPUP3
Os12¢0512100 -1,88 0s10g0444700 Similar to Phosphate transporter 6. | Phosphate transporter, Pi homeostasis
Os04g0509600 -2,03 050320235900 Similar to Low affinity nitrate transporter NRT1.2
030_5g04 72400 2,22 0s03g0281900 ATP-binding cassette (ABC) transporter, Hypodermal suberization of roots, Salt stress tolerance
0s03g0751100 -1,49 05100580400 High-affinity urea transporter, Effective urea acquisition and utilisation. Effective use of low external urea as a N source
Os08g0300300 -1.30 0s02g0558100 Similar to Chloride channel (Fragment) | Chloride channel (Fragment)
Os04g0686800 -2,22 0s10g0206800 Similar to predicted protein | Multidrug and toxic compound extrusion (MATE) protein, Al-induced secretion of citrate
Os02g0314300 -2,07 05020620600 Ammonium transporter, Ammonium uptake
0s08g0104900 -1,36 0s06g0109200 Protein of unknown function DUF6, transmembrane domain containing protein
Os10g0210500 -1,56 0s07g0150100 Protein of unknown function DUF221 demain containing protein
Os12g0100200 -1,58 0s01g0504500 Similar to Transparent testa 12 protein | Multi antimicrobial extrusion protein MatE family protein
05030572900 -1.82 0s06g0158900 Similar to Multidrug-resistance associated protein 3
Os10g0579600 -1,15 0s02g0191300 Similar to Amino acid transporter-like protein
0s07g0603800 -1,64 050220620500 Similar to Ammonium transporter Amt1:2 (Fragment)
0s01g0533900 2137 051020109900 Major facilitator superfamily, general substrate transporter domain containing protein
L} T T T L] T T T T L}
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Figura 11. Enriquecimento funcional dos 34 genes diferencialmente expressos (DEG) da interacdo entre fun¢do molecular e processo bioldgico
em resposta ao dcido himico. Barra laranja: DEG negativamente com Log2 FC < -1, Barra bege: DEG positivamente com Log2 FC > 1. -
Log10 P: Indica a significincia estatistica do enriquecimento. Coluna ID: Lista os genes e as respectivas descrigdes.
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Ainda na interacdo da MF-raiz e BP-raiz foi observado um grupo de genes com
regulacdo negativa associados a transportadores ABC (Os01g0836600, Os03g0281900 e
0s06g0158900) (Figura 11). Sdo pertencentes a uma das maiores familias de proteinas que
podem subdividir em diferentes subfamilias, envolvidas em inimeros processos celulares e
transporte transmembrana de diversas moléculas no sistema radicular (CHAN et al., 2018; FU
etal., 2019; WU et al., 2022). Dentre os DEG enriquecidos, o gene Os01g0836600 (FC= -1,88)
codifica transportador ABC da subfamilia G que € associado ao desenvolvimento de anteras e
polén, formacgdo de cuticulas em reposta a defesa ao estresse bidtico e abidtico causado em
plantas de arroz (WU et al., 2022).

Observou-se, também, genes que codificam proteinas de transporte da familia MATE
(0Os01g0504500, Os10g0206800 e Os03g0572900) (Figura 11), que sdo proteinas de extrusao
de compostos toxicos, dependente de um gradiente eletroquimico de cations (ions H* e Na*).
Estas proteinas desempenham diversas funcdes fisioldgicas relacionadas ao crescimento e
desenvolvimento das plantas, no entanto, sua compreensao em culturas de arroz ainda é bastante
limitada (DU et al., 2021). De acordo com alguns estudos, o Os10g0206800 (FC= -1,69)
codifica uma proteina MATE em arroz, que induz o efluxo de citrato em resposta a toxicidade
do aluminio, conferindo resisténcia ao aluminio, e estd localizada principalmente nas células da
epiderme das raizes (YOKOSHO et al., 2016; LI et al., 2017; MA et al., 2018).

Além disso, foram identificados sete genes da familia DUF (Os12g0100200,
Os10g0210500,  0Os08g0104900,  Os04g0686800,  Os09g0467400,  Os06g0109200,
0s07g0150100) que codificam proteinas de funcdo desconhecidas, que estdo associados as
categorias MF-raiz e BP-raiz (Figura 11). A investigacdo desses genes pode levar a descobertas
que proporcionem estratégias para melhorar a resisténcia ao estresse. Por exemplo, o estudo de
Zhong et al. (2019) ao investigar genes da familia DUF, resultou na descoberta do OsDUF668,
que € essencial para a resisténcia a seca e para defesa das plantas de arroz. A elevada frequéncia
de genes DUF diferencialmente expressos em resposta a exposicao ao AH, evidencia que ha
muito o que se compreender sobre 0 mecanismo de acdo dessas substincias sobre as plantas.

Dos 34 DEG somente dois apresentaram regulacao positiva (FC > 1) (Figura 11),
indicando uma relag¢do da bioatividade do 4dcido humico entre a funcdo molecular e processo
bioldgico nas raizes de arroz. O gene “Major facilitator superfamily (MFS), general substrate
transporter domain containing protein” (Os10g0109900) (FC= 1,32) (Figura 11) faz parte da
maior e mais diversificada superfamilia de transportadores secunddrios, responsdveis em
transportar diversos solutos por mecanismo uniporte, simporte e antiporte (NINO-GONZALEZ
et al., 2019; WANG et al., 2020). Estudo de Yan et al. (2019) mostrou que o gene OsCdl,
pertencente a MFS estd envolvido na absor¢ao de cddmio pelas raizes e contribui para acimulo
nos graos de duas variedades de arroz. J4 o gene Amtl;2 — transportador de amdnio
(0s02g0620500) (FC= 1,29) (Figura 11) € responsavel em codificar proteinas transportadoras
de amonio de alta afinidade, permitindo que as plantas absorvam amoOnio em baixas
concentracdes, desempenhando um papel fundamental no crescimento e desenvolvimento de
plantas (KONISHI, MA, 2021).

4.5.5 Grupo de genes envolvidos no processo biolégico e na rota metabélica

A partir do diagrama de Venn, foi possivel identificar 16 DEG, os quais estdao envolvidos
tanto com processo biolégico quanto em vias metabdlicas - KEGG (Figura 12). Destes, 15 DEG
apresentaram regulacio negativa, enquanto 1 DEG apresentou regulacdo positiva (Figura 12).
Esses genes estdo associados a atividade do metabolismo de carbono, vias metabdlicas,
processos biossintéticos e metabdlicos de pequenas moléculas em plantas de arroz. Selecionou-
se 5 DEG com regulagdo negativa de FC > -2,0, para discussao detalhada (Figura 12).
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O gene Os10g0100700 (FC=-4,28) (Figura 12) codifica proteinas responsaveis pela

biossintese de vitamina B6 (piridoxina). A vitamina B6 € essencial para as principais reacoes
metabolicas e funciona com um cofator essencial das reacdes enzimaticas de diversos processos
celulares e apresentam propriedades antioxidantes (NAN et al., 2019; MANGEL et al., 2019,
ZENG et al., 2022).

Os genes “Similar to predicted protein (Os03g0337900)” (FC= -2,17) (Figura 12) e o
“Similar to Adenine phosphoribosyltransferase form 2 (Os04g0504000) (FC=-2,01) (Figura
12) estdo associados aos “processos metabdlicos de pequenas moléculas” do processo
bioldgico. Sendo que, o gene Os03g0337900 possivelmente codifica proteina que ainda ndo é
conhecida ou caracterizada, mas é semelhante a outras proteinas preditas em outras espécies ou
genoma. De acordo com andlise de KEGG, este gene possivelmente é envolvido com o
metabolismo de piruvato. Por meio, do metabolismo de piruvato € obtido o acetil-CoA que
participa do Ciclo de Krebs pela fosforilacdo oxidativa, maximizando a producdo de ATP
(LOBATO, 2010; BUDZINSKI, 2012). O gene Os04g0504000 codifica enzima envolvida na
biossintese de nucleotideos, sendo responsdvel por catalisar uma reagdo entre adenina e 5-
fosforribosil-1-pirofosfato, produzindo o monofosfato de adenosina (AMP), precursor da
sintese de trifosfato de adenosina (ATP) e, como subproduto, pirofosfato (PADMATHILAKE,
2014). Liu et al. (2023), ao estudarem um conjunto de pesquisas, relatam que a biossintese de
nucleotideos e de ATP alterada inibe fortemente a sintese de RNA em plantas, devido ao fato
de que o ATP € a base para biossintese de todos os outros nucleotideos, afetando, o crescimento
e desenvolvimento das plantas.

Dos genes com regulacdo negativa, tanto o gene ‘“Mitochondrial citrate synthase,
Aluminum tolerance (0s02g0194100)” (FC= -2,13) (Figura 12) e o “Cytosolic glutamine
synthetase, Ammonium assimilation (Os03g0223400)” (FC= -2,10) (Figura 12) fazem parte do
metabolismo de glioxilato e dicarboxilato. Sendo que, o gene Os02g0194100 codifica enzimas
que confere tolerancia ao aluminio, por meio da sintese de citrato, ao ser liberado ao solo quela
com alumino, evitando a sua absorcao pelas raizes (NUNES-NESI et al., 2014; HUANG et al.,
2017; EL-MONEIM et al., 2022). J4 o gene Os03g0223400 esta relacionado a enzima
glutamina sintetase (GS), que incorpora 0 amoOnio a glutamato por meio de uma reagdo
dependente de ATP, gerando como produto a glutamina (FUNAYAMA et al., 2013; GUAN et
al., 2016; KONISHI et al., 2018). Estudo mostra que o knock-out do Glnl;2 que codifica para
uma isoforma de GS citosélica em Arabidopsis, aumentou o teor de amodnio, mostrando sua
importancia na assimilacdo de amonio e sintese de aminoacidos (GUAN et al., 2016).

Por fim, o gene “Similar to Oxo-phytodienoic acid reductase (Os06g0215500) que
apresentou regulacdo positiva (FC= 2,12) (Figura 12), é responsavel por codificar uma enzima
do metabolismo do 4cido jasmonico, um fitohormonio essencial a defesa de plantas contra
estresse bidtico e abidtico, bem como para o desenvolvimento de raizes (DEUNER et al., 2015).
Os estudos de Zhang et al. (2012) e Noriega et al. (2012) abordam o papel dos jasmonatos na
resposta ao estresse em plantas, destacando sua influéncia na tolerancia ao frio e no estresse
oxidativo. Zhang et al. (2012) investigaram o efeito do metil jasmonato (MeJA) em tomate-
cereja, observando que os frutos tratados com MeJA apresentaram menores indices de injdrias
por frio. O estudo sugere que o MeJA melhora a tolerancia ao frio ao influenciar o catabolismo
da arginina. Noriega et al. (2012) examinaram o impacto do 4cido jasmonico (AJ) no estresse
oxidativo induzido pelo cddmio em plantas de soja. Os resultados mostraram que o Al,
dependendo da concentragdo, pode aumentar as respostas antioxidantes, por meio do aumento
de glutationa e reducao dos niveis de dcido tiobarbitirico e de H>O» e Oy". Além disso, também
observou o aumento da atividade das enzimas catalase e super6xido dismutase. Ambos o0s
estudos destacam o potencial dos jasmonatos na mitigagcao de estresses abidtico em plantas.
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05040404800
05100100700
05060215500
05030337900
05030129300
05020194100
0s04g0412500
050620105400
05040459500
05120190000
05030220100
05030223400
05030157900
0508203502700
0s04g0504000
05030245700

Enriquecimento Funcional

[ Negativo
[ Positivo

-1,82
143

ID
05030245700
05040504000

0s08g0502700

050320157900
050320223400

0s03g0220100

0s12g0190000
05040459500
05060105400

050420412500
0s02¢0194100

05030129300

0s03g0337900
0s06g0215500
0S10G0100700
0504G0404800

Descrigao
Similar to senescence-associated protein 15 | Thiolase-like, subgroup domain containing protein,
Similar to Adenine phosphoribosyltransferase form 2
Pyridoxal phosphate-dependent transferase, major region, subdomain 1 domain containing protein, |
Similar to serine--glyoxylate aminotransferase
Phosphoserine aminotransferase, chloroplast precursor (EC 2,6,1,52) (PSAT)
Cytosolic glutamine synthetase, Ammonium assimilation
beta-ketoacyl-CoA synthase, Homolog of Arabidopsis CER6, Leaf cuticular wax synthesis, Very-
long-chain fatty acid (VLCFA) elongation
Similar to VTC2, | GDP-L-galactose phosphorylase, Ascorbate biosynthesis, Stress tolerance, Plant
development
Similar to H0219H12,1 protein, | Similar to GADPH (383 AA) (Fragment)
Similar to dihydrolipoamide S-acetyltransferase, | Similar to Dihydrolipoamide S-acetyltransferase
(EC2,3,1,12)
Similar to OSIGBa0134P10,2 protein
Mitochondrial citrate synthase, Aluminum tolerance
&beta; subunit of glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, Tolerance to low light stress,
Contribution to the aroma phenotype | Similar to cDNA clone:J013118G18, full insert sequence,
Similar to predicted protein
Similar to Oxo-phytodienoic acid reductase
Vitamin B6 biosynthesis protein family protein
Similar to H0502B11,5 protein,

-Log,, P

6

7

Figura 12. Enriquecimento funcional dos 16 genes diferencialmente expressos (DEG) da interacdo entre processo biolégico e Rota Metabdlica em

resposta ao dcido himico. Barra laranja: DEG enriquecidos negativamente com Log2 FC < -1, Barra bege: DEG enriquecidos positivamente
com Log2 FC > 1. -Log10 P: Indica a significincia estatistica do enriquecimento. Coluna ID: Lista os genes e as respectivas descri¢oes.
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4.5.6 Pequeno grupo de genes envolvidos em duas ou mais categorias bioldgicas

Dos 91 DEG nas raizes de arroz, apenas uma pequena quantidade de genes com
regulacdo negativa apresentou relacdo com o plastidio. O plastidio ¢ uma organela que
desempenha diversas fungdes importantes ao metabolismo dos vegetais pela sua capacidade
biossintética (WIJK, BAGINSKY, 2011). Dentre os genes envolvidos com o plastidio, 4 DEG
apresentaram relacio comum com processos bioldgicos e componentes celulares, fazendo parte
de processos biossintéticos e metabdlicos de pequenas moléculas e transporte. Para discussdo
detalhada desse grupo de genes, foi selecionado os genes com maior regulagao negativa (Tabela
10).

Tabela 10. Genes diferencialmente expressos (DEG) na raiz de arroz em resposta ao 4cido
himico com relagdo comum entre processo bioldgico e componente celular em resposta ao
acido himico. Log2 FC > -1: Regulacdo negativa. Log, FC > 1: Regulacdo positiva. -Log10
P: Indica a significancia estatistica do enriquecimento.

ID Descricao log: FC LoguwP
050620596300 Similar to Acyl-ACP thioesterase (Fragment) -1,27 7,59
Chloroplast-localized membrane protein homologous to
0s01g0128300 Arabidopsis ABA4, Regulation of root growth and coleoptile -2,18 3,44
elongation, Regulation of ethylen response
0s04g0507800 UbiE/COQS5 methyltransferase family protein -1,39 2,05

Putative metallo-&beta; lactamase-trihelix chimera, Chloroplast

050280539600 4010 ment

-1,96 2,19

Destacam-se os genes ‘“Chloroplast-localized membrane protein homologous to
Arabidopsis ABA4, Regulation of root growth and coleoptile elongation, Regulation of ethylen
response” (0s01g0128300) (FC= -2,18) e o “Putative metallo-B-lactamase-trihelix chimera,
Chloroplast development” (0s02g0539600) (FC= -1,96) (Tabela 10).

O gene Os01g0128300 em arroz codifica uma proteina de membrana localizada nos
plastidios, desempenhando um papel importante na biossintese do acido abscisico (ABA),
similar ao gene ABA4 em Arabidopsis thaliana (MA et al., 2014; YANG et al., 2015). Esta
proteina € essencial para a produ¢do de ABA, um hormoénio vegetal fundamental na resposta
ao estresse bidtico e abidtico, regulacdo do alongamento de pelos radiculares e crescimento e
desenvolvimento das plantas (MA et al., 2014; YANG et al., 2015; WANG et al., 2017; SEO,
MARION-POLL, 2019; HUANG et al., 2021). E, o gene Os02g0539600 presente nas raizes de
arroz € responsavel em codificar uma proteina envolvida no desenvolvimento de plastidio do
tipo cloroplasto no estdgio inicial de plantulas de arroz e Arabidopsis thaliana (WAN et al.,
2015; YANG et al., 2023).

A partir do diagrama de Venn foi possivel identificar 10 DEG enriquecidos com
regulagcdo negativa, associados ao metabolismo de carbono (Os04g0650800, Os09g0535000 e
Os12g0274700) e vias metabdlicas (0s09g0361500, Os04g0659100, Osl2g0617400,
0s09g0442600, Os08g0104600, Os07g0148900 e Os07g0544800) no plastidio (Tabela 11).
Onde 6 DEG apresentam relagdo comum com trés categorias bioldgicas (processo bioldgico,
componente celular e rota metabdlica - KEGG) e 4 DEG com relacio comum com duas
categorias bioldgicas (componente celular e rota metabdlica - KEGG). Foi selecionado os genes
com maior regulacdo negativa para discussao detalhada.
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Tabela 11. Genes diferencialmente expressos (DEG) nas raizes de arroz em reposta ao acido
himico. 6 DEG enriquecidos apresentam relacdo comum entre processo biolégico —
componente celular — KEGG e 4 DEG componente celular — KEGG enriquecidos
apresentam relacio comum entre componente celular — KEGG. Log, FC > -1: Regulacao
negativa. Log> FC > 1: Regulacdo positiva. -Logio P: Indica a significancia estatistica do

enriquecimento.
ID Descricao log:FC  LoguwP
Processo Biolégico - Componente Celular - KEGG
0s04g0650800  Similar to Phosphoglycerate dehydrogenase | Similar to H0212B02,14 protein -1,67 2,39
050920361500 Isochorismate synthase domain containing protein -1,42 2,34

Similar to Isoform 2 of Glutamine synthetase, chloroplastic |
Glutamine synthetase shoot isozyme, chloroplast precursor (EC
050420659100 6,3,1,2) (Glutamate ammonia ligase) (Clone lambda-GS31) | -1,60 2,11
Chloroplastic glutamine synthetase, Reassimilation of the ammonia
generated by photorespiration, Salt tolerance

9-cis-epoxycarotenoid dioxygenase, Control of ABA biosynthesis,

0Os12g0617400 Regulation of salt and water stress tolerance and leaf senescence -2,03 2,00
Similar to Triosephosphate isomerase, chloroplast precursor (EC

0s09g0535000 5,3,1,1) (TIM) (Triose-phosphate isomerase) | Similar to -1,42 1,52
Triosephosphate isomerase

050920442600 Similar to Plastid (P) ppGpp synthase -1,23 2,00
Componente Celular - KEGG

Similar to Petunia ribulose 1, 5-bisphosphate carboxylase small subunit

Os12g0274700 mRNA (clone pSSU 51), partial cds, (Fragment) -2,09 2,06

0s08g0104600 Ferredoxinl, Photosynthetic electron transport and carbon assimilation -1,22 1,60

0s07g0148900 Photosystem I protein-like protein -1,33 1,49

Similar to Oxygen-evolving enhancer protein 3-2, chloroplast precursor
0s07g0544800 (OEE3) (16 kDa subunit of oxygen evolving system of photosystem II) (OEC -1,36 1,40
16 kDa subunit) (Ferredoxin-NADP reductase binding protein) (BP)

O gene “Similar to Phosphoglycerate dehydrogenase" (Os04g0650800) (FC= -1,67)
comum das trés categorias bioldgicas, desempenha um papel especifico no metabolismo dos
aminodcidos, particularmente na biossintese da serina no plastidio, um intermedidrio crucial
que conecta o metabolismo do carbono e do nitrogénio. A enzima fosfoglicerato desidrogenase,
codificada por esse gene, catalisa a conversiao do 3-fosfoglicerato (3-PG) em 3-fosfopiruvato,
iniciando a via de fosfoserina. Este integra a glic6lise, onde é formado a glicina e depois o
glicolato, contribuindo para um status redox durante um estresse (IGAMBERDIEV,
KLECZKOWSKI, 2018). O gene “9-cis-epoxycarotenoid dioxygenase” (Osl2g0617400)
(Log> FC= -2,03) codifica uma enzima limitante da taxa de biossintese do ABA. A repressao
deste gene reduziu o nivel de ABA e diminuiu a tolerincia a diversos estreses (salino, hidrico
e escuro) (Huang et al., 2019). O gene "Similar to Oxygen-evolving enhancer protein 3-2,
chloroplast precursor (OEE3)" (0Os07g0544800) estd envolvido com a fotossintese e
geralmente é expresso em tecidos fotossintéticos (VILJOEN, 2013). No entanto, sua presenca
nas raizes de arroz pode estar oferecendo um novo insight de fung¢des especificas nas raizes que
precisa ser investigado.

Além dos genes relacionados ao plastidio foi identificado um pequeno grupo de genes
(3 DEG) com regulagdo negativa que apresentam relagdo comum com a funcdo molecular e
rota metabdlicas - KEGG (Tabela 12). Estes genes (Os01g0208700, Os02g0244700 e
0s508g0366000) (Tabela 12) sdo responsaveis em codificar a fosfoenolpiruvato carboxilase, de
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uma familia de enzimas com fun¢des essenciais ao metabolismo de carbono e a assimilagao do
amoOnio. Um dos principais papéis desta enzima em tecidos ndo fotossintéticos € atuar como
enzima anaplerotica, reabastecendo o ciclo de Krebs com esqueletos de carbonos, compensando
os intermedidrios desviados para assimilacdo do amonio em plantas cultivadas em condicdo de
estresse de amonio (SETIEN et al., 2014; MARIN-PENA et al., 2024).

Tabela 12. Genes diferencialmente expressos (DEG) na raiz de arroz em resposta ao acido
himico com relagdo comum entre fun¢do molecular e KEGG em resposta ao dcido himico.
Log» FC < -1: Regulagdo negativa. Log>, FC > 1: Regulagdo positiva. -Logio P: Indica a
significancia estatistica do enriquecimento.

ID Descricao log: FC  LogioP
0s01g0208700 Phosphoenolpyruvate carboxylase, Ammonium assimilation -1,98 1,77
050820366000 Phosphoenolpyruvate carboxylase | Similar to Phosphoenolpyruvate 1,64 174

carboxylase | Phosphoenolpyruvate carboxylase

Phosphoenolpyruvate carboxylase, Nitrogen accumulation | Similar to
050220244700 Phosphoenolpyruvate carboxylase | Similar to Phosphoenolpyruvate -1,78 1,39
carboxylase 1 (EC 4,1,1,31) (PEPCase 1) (CP21)

4.5.7 Grupo de genes exclusivos envolvidos em processo biolégico, componente celular e
rota metaboélica

A andlise de ontologia (GO) e o diagrama de Venn (Figura 10) possibilitaram a
identificacdo de genes exclusivos associados a uma das trés categorias bioldgicas: funcdo
molecular, processo bioldgico e componente celular. Além disso, 0 KEGG também permite a
identificacdo de genes exclusivos envolvidos em vias metabdlicas especificas (PENG et al.,
2017; PEREIRA, 2021). Observou-se neste estudo 8 DEG envolvidos no processo bioldgico
(Figura 13C) e 7 DEG no componente celular (Figura 13B). Além disso, identificou-se um
grupo de genes (9 DEQG) associados a rota metabdlica - KEGG nas raizes de arroz (Figura 13A).
Foi selecionado os genes com maior e menor regulacao negativa para discussao detalhada.

Dos 8 DEG com regulagdo negativa em processo bioldgico, S DEG estio envolvidos no
transporte (0Os06g0633100, Os06g0154200, Os01g0952000, Os02g0448400 e Os06g0175500)
e 3 DEG em processo metabdlicos de pequenas moléculas (0Os03g0183600, Os06g0133800 e
Os11g0591200) (Figura 13). O gene Os06g0154200 (FC= -2,11) codifica uma proteina
essencial ao complexo SKP-Cullin-F box (SCF), com papel especifico em transportar sinais de
fitohormonios, como por exemplo jasmonato e estrigolactonas (WILLIANS et al., 2019) e o
gene Os06g0133800 (FC= -1,16) tem funcdo semelhante a enzima transcetolase, que €
importante para o ciclo das pentoses fosfato, assim desempenhando um papel crucial no
metabolismo celular (SUZUKI, MAKINO, 2016).

Todo os 7 DEG agrupados em componente celular apresentaram regulacdo negativa
(Figura 13B). Destacando-se o gene “Similar to Heat shock protein binding protein”
(Os11g0216100) e o “Similar to DCL protein” (Os08g0308700), que exibem maior (FC=-2,25)
e menor (FC=-1,38) regulacdo negativa, respectivamente, quando plantas de arroz sdo tratadas
com &4cido himico por um periodo de 4 horas. O gene Os11g0216100 refere-se uma sequéncia
genética semelhante ao gene codificador da proteina de choque térmico (Heat Shock Proteins,
HSPs). Essa proteina € produzida pela célula em reposta a diversas condicdes de estresse,
principalmente o estresse térmico, sendo encontrada no citoplasma e em diversas organelas, o
que permite o equilibrio da homeostase celular (KIM, AN, 2013; CHAUDHARY et al., 2019).
O gene Os08g0308700 também se refere uma sequéncia genética semelhante ao gene
responsavel em codificar a proteina da familia DLC (Dicer-like), que processa RNA de cadeia
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dupla em pequenos fragmentos de RNA de cadeia dupla, os quais sdo incorporados em
complexos de silenciamento de RNA para regular o nivel de transcritos e/ou a traducdo
(KOMIYA, 2016).

Dos 9 DEG agrupados em vias metabdlicas identificado pelo KEGG (Figura 13A), os
genes 0Os04g0101400, 0Os03g0212800, 0Os08g0545200, 0Os05g0457800, Os10g0530400,
05040118100, Os05g0280500 e Os04g0474800 apresentaram regulacdo negativa, enquanto o
gene 05060695300 apresentou regulacdo positiva na presenca do dcido hdmico. Foram
selecionados os genes com maior € menor regulagdo negativa para discussdo detalhada.

O gene Os04g0474800 (FC= -2,19) codifica uma enzima semelhante a -glucosidase
nas raizes de arroz. Esta enzima € responsdvel por catalisar a hidrolise de glicosideos B-
glucosidicos em glicose, o que pode ser importante para a degradacdo de reservas de
carboidratos, fornecendo glicose para processos metabdlicos (CAIRNS, ESEN, 2010;
HORIKOSHI et al., 2022). O gene Os08g0545200 (FC= 1,00) (Figura 14A) estd relacionado a
uma familia de enzimas conhecida como desidrogenases alcodlicas (ADH) de liga¢do ao zinco.
De acordo com Shen et al. (2021), plantas de trigo submetida a ambiente alagado, apresenta
elevada expressao desses genes, indicando um importante envolvimento da ADH em condi¢des
de hipoxia. O gene de regulagao positiva (0s06g0695300) (Log> FC= 1,00) (Figura 14A) esta
associado a uma enzima da familia das peroxidases, que catalisam a redu¢do do peroxido de
hidrogénio (H>0»), sendo crucial na defesa contra estresse oxidativos nas plantas (ANJUM et
al., 2016).

Em relacdo a parte aérea do arroz (Figura 14), foram identificados 5 DEG:
0s02g0757100, 0s02g0696500, Os05g0458500, Os08g0189900 e Os12g0198700, todos
associados aos componentes celulares no apoplasto. Destes, 4 DEG apresentam regulacdo
negativa, variando de FC= -1,07 a FC= -21,1, enquanto 1 DEG apresenta regulacio positiva
importante (FC= 2,24). O apoplasto é um espago intercelular localizado entre as membranas
celulares, as paredes celulares e o xilema, sendo responsdvel por diversas funcgdes vitais as
plantas, incluindo o transporte de nutrientes e d4gua, bem como a sintese de componentes da
parede celular e outras moléculas. Além disso, € o local onde acontece a sintese de moléculas
envolvidas na defesa contra estresses bidtico e abidticos, uma vez que € nesse espaco que as
alteracdes adversas sao percebidas (FARVADIN et al., 2020).

Além do gene positivamente regulado pela bioatividade do 4cido humico, selecionou-
se 0s genes com maior e menor regulacao negativa para discussao detalhada. O gene “Similar
to Laccase (EC 1,10,3,2)” (0s05g0458500) (FC= -21,1) (Figura 14) refere-se a um gene que
codifica enzima semelhante as Lacases. As Lacases sdo amplamente distribuidas no genoma
das plantas, estdo associadas a resposta a estresses € a biossintese de lignina (LIU et al., 2017).
Um estudo realizado em Arabidopis thaliana e arroz verificou que a superexpressao do gene
OsLACI0 codificante da Lacase, em condi¢do de estresse com CuSOys resultou no aumento do
acumulo de lignina e na tolerancia a niveis toxicos de cobre em comparagdo as plantas controle,
fornecendo insights sobre a biossintese de lignina e redu¢do da absorcdo de cobre (LIU et al.,
2017).
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Enriquecimento Funcional

0s04g0474800 _ 2,19 i
[ Positivo
0s06g0695300 - ] 1,00 Deserigio
0503520280500 -1,81 050620633100 Similar to P10Sh249C12
Os04g0118100 -1,44 0s11g0591200 Simular to 3-ketoacyl-CoAsynthase
Os10g0530400 -1.61 0s06g0154200 F-box component of the SKP-Cullin-F box (SCF) E3 ubiquitin ligase complex. Strigolactone (SL) signal perception | Similar to F-
0s05g0457800 -1,77 box/LRR-repeat MAX2 homolog
050820545200 -1,35 050120952000 RmlC-like jelly roll fold domain containing protein, | Similar to Germin-like protein 1-3
0s03g0212800 050220448400 Siumular to Synaptotagmin C
0s04g0101400 0s06g0175500 Similar to predicted protein, | Epsin-like, N-terminal domain containing protein
050320183600 Similar to Alanine aminotransferase
05010144100 -1,56 05060133800 Similar to Transferase. | Similar to Transketolase, chloroplastic
050350360600 -1,88 050520491200 Smmlar to SNF1 kmase complex anchoring protemn (Fragment)
05010102600 -1,50 Os11g0216100 Similar to Heat shock protein binding protein
05080308700 138 050120164600 Protein phosphatase 2C-related domain containing protein
050101 64600 1,38 050820308700 Similar to DCL protein
05110216100 225 050120102600 Similar to shikimate kinase family protein, | Shikimate kinase domain containing protein
0s03g0360600 Mitochodrial transcription termination factor-related family protein
0s05g0491200 -1.94 ) . .
050120144100 Sumilar to Thylakoid lumenal 15 kDa protein, chloroplast precursor (p15)
0s04g0101400 Flavone synthase Il (FNSII), Biosynthesis of tricin O-linked conjugates
e &14 05030212800 Beta-glucosidase, ABA recycling, Drought tolerance, Control of photosynthesis
0s03g0183600 -1,31 050820545200 Alcohol dehydrogenase superfamily, zine-containing protein
Os06g0175500 -1.97 050520457800 Similar to Glycerol-3-phosphate acyltransferase 5 (EC 2.3.1.15) (AtGPATS)
Os02g0448400 -1.45 0s10g0530400  Similar to Glutathione-S-transferase Clad7
Os01g0952000 -1.91 0s04g0118100 Similar to H0613H07,3 protein
Os06g0154200 2,11 0s05g0280500 Phospholipid/glycerolacyltransferase domain containing protein
Os11g0591200 -1.85 0806G0695300 Haem peroxidase, plant/fungal/bacterial family protein
Os06g0633100 -1,36 0S04G0474800 Similar to OSIGBa0135C13,7 protein, | &beta:-glucosidase | Similar to Isoform 2 of Beta-glucosidase 12
r T T 1
0 2 3 5
-Log,, P

Figura 13. Enriquecimento funcional de genes diferencialmente expressos (DEG) envolvidos em rota metabdlica - KEGG (A), componente celular
(B) e processo bioldgico (C) em resposta ao dcido humico. Barra laranja: DEG enriquecidos negativamente com Log2 FC < -1, Barra bege:
DEG enriquecidos positivamente com Log2 FC > 1. -Log10 P: Indica a significancia estatistica do enriquecimento. Coluna ID: Lista os genes
e as respectivas descrigdes.
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Enriquecimento Funcional

Os12g0198700 2,24
Os08g0189900 | -1,81
Os05g0458500 - | -21,1
Os02g0696500 | -2,05
05020757100 A -1,07
[ Negativo
[ Positivo
T T T T 1
0 2 4 6 8 10
-Log,, P
D DESCRICAO

0s02¢0757100  Similar to Phi-1 protein

05020696500  Concanavalin A-like lectin/glucanase domain containing protein | Similar to Xyloglucan endotransglucosylase/hydrolasev protein 30 (Fragment)
0s05¢0458500  Similar to Laccase (EC 1,10,3,2)

0s08g0189900  Germin-like protein 8-10, Discase resistance

0Os12g0198700  Similar to Jasmonate-induced protein

Figura 14. Enriquecimento funcional de genes diferencialmente expressos (DEG) envolvidos
no componente celular da parte aérea de arroz em resposta ao dcido humico. Barra laranja:
DEG regulados negativamente com Log2 FC < -1, Barra bege: DEG regulados
positivamente com Log2 FC > 1. -Logl0O P: Indica a significancia estatistica do
enriquecimento. Coluna ID: Lista os genes e as respectivas descri¢oes.

O gene (0s02g0757100) de regulacdo negativa de FC= -1,07 (Figura 14) presente na
parte aérea do arroz apresenta uma sequéncia semelhante a do gene codificante da proteina PHI-
1 (Phosphate Induced-1), que estd associado a homeostase do fosfato (Pi) e a estabilidade do
pH em condicdo de estresse abidtico (QUAN et al., 2019). Visando compreender os genes PHI-
1 em diferentes condi¢des de estresse (seca, sal, calor e frio) e fitohormonio em parte aérea e
raiz de arroz, Quan et al. (2019) realizaram uma andlise de microarranjo que mostrou que todos
os genes responderam ao estresse, sendo regulados positivamente e negativamente na presenca
do benzil aminopurina e AIA, respectivamente.

Por fim, o gene Os12g0198700 (FC= 2,24) (Figura 14) de regulagdo positiva, codifica
uma proteina semelhante as proteinas induzidas pelo fitohormdnio jasmonato. Essas proteinas,
por serem induzidas pelo jasmonato, podem atuar na modulacdo das respostas a estresses
bidticos e abidticos, conforme observado na literatura. Além disso, alguns estudos relatam que
essa proteina aumenta a tolerancia das plantas a insetos (ZHANG et al., 2012; NORIEGA et
al.,, 2012; FAROOQ et al., 2018). Portanto, € importante realizar estudos adicionais para
aprofundar o conhecimento sobre a funcdo deste gene na parte aérea do arroz da variedade
Nipponbare.
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4.6 CONCLUSAO

A andlise de componentes principais (PCA) revelou que a maior parte da variacdo nos
dados € atribuida as diferencas entre os tecidos (raiz e parte aérea) € menor ao tratamento com
acido hiimico no periodo de exposicao de 4h.

Os resultados demonstraram uma predominincia de regulagdo negativa de genes em
reposta ao dcido himico. Portanto, o 4cido himico tende a reprimir a expressdo génica nas
plantas de arroz da variedade Nipponbare dentro de um periodo de exposicdo de 4h. Esses
resultados s@o consistentes com estudos anteriores que também observaram uma regulagdo
predominantemente negativa de genes em resposta ao dcido humico em outras espécies vegetais
sob diferentes estresses.

Com andlise de enriquecimento funcional, identificou-se 91 genes diferencialmente
expressos associados a atividade de transporte transmembrana, atividade de fosfoenolpiruvato
carboxiquinase e carboxilase, processo de biossintese e metabdlicos de pequenas moléculas,
homeostase do amdnio, metabolismo de carbono e vias metabdlicas.

Os resultados obtidos por meio do diagrama de Venn evidenciam intera¢cdes complexas
entre diferente categorias bioldgicas, com énfase em respostas a diversos tipos de estresse.
Esses resultados reforcam a relevancia dos genes da familia DUF, especialmente nas categorias
de func¢do molecular e processos biolégicos em raizes, sugerindo seu possivel papel na
adaptacgdo ao estresse ambiental, apesar de suas fungdes especificas ainda serem desconhecidas.
A partir disso, estudos futuros devem focar na elucidacido das funcdes dessas proteinas e nos
mecanismos moleculares envolvidos, utilizando técnicas de edi¢do genética, como o CRISPR-
Cas9. Isso poderd fornecer informagdes essenciais sobre a regulacdo desses genes, abrindo
novas possibilidades para o melhoramento genético voltado a resisténcia ao estresse em plantas.
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5 CONCLUSAO GERAL

O tratamento com 4cido himico resultou em alteragdes significativas nos parametros
morfoldgicos do sistema radicular e no aumento da biomassa das plantas de arroz cultivas em
sistema hidropdnico, destacando-se como um estimulo positivo para o desenvolvimento de
arroz da variedade Nipponbare. A exposicdo do sistema radicular de arroz da variedade
Nipponbare ao dcido hiimico resultou em uma répida e tardia inducao de genes, possivelmente
envolvidos em mecanismos de sinalizacdo, resposta a estresse € metabolismo de carbono e
nitrogénio.

A andlise de enriquecimento funcional revelou que o 4cido humico resultou em
regulacdo negativa de genes nas plantas de arroz da variedade Nipponbare, especialmente no
sistema radicular. Essa resposta indica um efeito supressor do dcido himico sobre a expressao
génica. Além disso, observou-se que a variagao do efeito da bioatividade do dcido himico
estava mais associada as diferencas entre os tecidos. A andlise funcional dos genes
diferencialmente expressos, sugere que o dcido himico desempenha um papel complexo na
regulagdo transcricional de plantas de arroz, cujos DEG estao majoritariamente envolvidos com
resposta a diferentes tipos de estresse.
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7. APENDICE

Tabela 13. Relacdo de genes estudados e seus respectivos detalhes.

Gene ID Codifica Funcio
Canal de cdlcio putativo de dois poros OsTPC1 Proteina  Transporte de cdlcio
Proteina quinase 7 dependente de cdlcio =~ OsCPK7 Proteina ;F;{ac Ii(s)dugao de sinal celular via ativagdo de
Transportador de nitrato OsNRT2.1  Proteina  Transporte de nitrato (alta afinidade)
Transportador de nitrato OsNRTI1.1  Proteina  Transporte de nitrato (baixa afinidade)
Proteina responsiva a auxina AIAl1 Proteina  Codifica transportadores de auxina
Responsavel pelo transporte de proteinas do
Subunidade de coatdomero delta-1 COPD1 Proteina  reticulo endoplasmatico e do aparelho de
Golgi
Aulixia na ligagdo do aminoacil-tRNA ao
Fator de alongacgdo 1 alfa EFla Proteina .00 A do nbossomo. duran.te a/fgse de
alongamento da cadeia polipeptidica da
proteina
Proteina 9 semelhante a TOM1 TOM1 Proteina Tr:ansporte de. que} ante natral de Fe (o
dcido 2-desoximuginico (DMA)
Regulacdo do trifego de vesiculas e
Transporte de proteina Seclb SEC1B Proteina  desempenha um papel na citocinese e na
morfogénese dos pelos radiculares
Serina / treonina - proteina quinase TOR Protefna Regu}?géo ,do crescirzlento celular desde o
semelhante a TOR embrido até a produgdo da semente
Atua no crescimento da planta via a
Proteina fosfatase PHS1 PHS1 Proteina  organizacdo do citoesqueleto e via
modulacgdo e estabilidade dos microtibulos
Manutencio de equelibrio idnico, regulacio
Membrana plasmatica ATPase OsA7 Enzima  de pH celular, controle de osmolaridade e
geracdo de potenciais elétricos
Fonte energia e componentes estruturais
Hexoquinase-5 HXKS Enzima  para o crescimento e desenvolvimento de
plantas
Superéxido dismutase Cu-Zn . i
p [ 1 CuZnSOD1 Enzima Respos/ta. antles.stresse / h.orAne.ostase redox
semelhante a 1 de espécies reativas de oxigénio
Glutamina sintetase isozima citosdlica . Resposta antiesstresse / homeostase redox
GS3 Enzima . : o
1-2 de espécies reativas de oxigénio
Peroxidase 2 PRX11 Enzima Respos/ta. antles.stresse / h.orAne.ostase redox
de espécies reativas de oxigénio
. . . Resposta antiesstresse / homeostase redox
Glutationa peroxidase GPX Enzima . . A
de espécies reativas de oxigé€nio
. . . . R t. tiesst h t. d
2-Cis peroxirredoxina BAS1 BASI1 Enzima esposta antiesstresse / homeostase redox

de espécies reativas de oxigénio
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