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RESUMO GERAL

TAVARES, Orlando Carlos Huertas. Efeito dos Acidos Humicos Sobre as H*-ATPase,
Transportadores de N-NOs e N-NH4*, e Sobre o Crescimento em Arroz. 2014. 132f. Tese
(Doutorado em Ciéncias). Instituto de Agronomia, Departamento de Fitotecnia, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2014.

Muitos estudos tém demonstrado a capacidade das substancias himicas (SH) em afetar o
crescimento e desenvolvimento de diversas espécies de plantas modelo e cultivadas em
hidroponia, substratos inertes e varios tipos de solo. No entanto, os principais mecanismos
responsaveis pelos efeitos da SH sobre o crescimento e desenvolvimento das plantas
permanecem como foco de intensa investigacdo. Em geral trés principais hipdteses tém sido
propostas para explicar as acdes da SH sobre o crescimento e desenvolvimento das plantas, a
“hipdtese nutricional”; a de efeito semelhante a hormonal; e a de promocéo de estresse coloidal
nas raizes. Na presente tese, abordamos o efeito direto de acidos humicos (AHs) sobre a nutrigdo
das plantas. Os AHs podem promover uma melhoria na nutricdo das plantas proporcionando
um estimulo para o crescimento a partir do aumento da atividade das bombas de proétons
levando ao aumento da forca proton motriz e aumento dos niveis de transcritos para
transportadores, exercendo influéncia significativa sobre os parametros cinéticos de absorcéo
de nutrientes e metabolismo das plantas de arroz, afetando a producdo de raizes e a producao
de biomassa. O objetivo geral foi estudar o efeito de &cidos himicos oriundos de
vermicomposto sobre a expressao das H*-ATPases de membrana plasmatica e expressdo dos
transportadores de N-NOs™ e N-NH4", sobre o metabolismo e cinética de absor¢do desses
nutrientes e as mudancas nos parametros morfoldgicos das raizes, em plantas de arroz. A Tese
foi dividida em quatro capitulos, onde o Capitulo I, apresenta a caracterizacao espectroscopica
e elementar dos acidos humicos de vermicomposto extraido com agua, KOH e NaOH. No
Capitulo 11, foi intitulado: a aplicacéo de &cidos hiumicos de vermicomposto em plantas de arroz
modifica a expressdo génica (OsAMTs, OsNTRs e OsAs), a absorcdo e o metabolismo do
nitrogénio. No capitulo 111 foi estudado como os acidos hiumicos modificam a morfologia da
raiz de plantulas de arroz. E no capitulo IV, o estudo dos efeitos dos acidos himicos e do baixo
suprimento de nitrato, sobre a expressdo e atividade das bombas de prétons e metabolismo de
N em plantulas de arroz. Foi observado no Capitulo I, que os AHs extraidos com &gua sdo mais
alifaticos e funcionalizados e menos aromaticos do que os extraidos com KOH. No Capitulo 11,
a inducdo prévia com AH em solucdo nutritiva promoveu aumento na afinidade por NOz™ nas
doses de 0,2 e 2,0 mM. Para NH4", 0 AH promoveu estimulos na dose de 2,0 mM, aumentando
o influxo liquido de NH4*. O AH aumenta a expressdo dos transportadores de alta afinidade
para NOs™ e das isoformas de H*-ATPase (OsAl a OsA8) melhorando a performance da planta
em condic¢es de baixo suprimento de N. No Capitulo 11, foi observado que a dose de 150 mg
L't de AH extraidos com agua e 80 mg L de AH extraidos com KOH promovem maior
estimulo sobre o crescimento e mudangas profundas da morfologia radicular nas plantulas de
arroz. No Capitulo 1V, as plantas pré-tratadas com AH estavam adaptadas para absorver e
metabolizar nitrato em baixas concentragbes (200 pM) quando comparadas ao controle,
promovendo uma maior eficiéncia no crescimento radicular, absor¢do e metabolismo de N.

Palavras chave: Acidos himicos. Transportadores de nitrato. PM H*-ATPases. Expressio
génica. Morfologia radicular.
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GENERAL ABSTRACT

TAVARES, Orlando Carlos Huertas. Effect of Humic Acids on H*-ATPase, N-NOs™ e N-
NH4" Transporters, and On Rice Growth. 2014. 132f. Tesis (Doctor Science). Institute of
Agronomy, Department of Fitotecnia, Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica,
RJ, 2014.

Many studies have demonstrated of humic substances (SH) ability to affect the growth and
development of several model and cultivated plants species in hydroponics, inert substrates and
various types of soil. However, the main mechanisms responsible for the effects of SH on plant
growth and development remain the focus of intense research. In general, three main hypotheses
have been proposed to explain SH's actions on plant growth and development, the “nutritional
hypothesis”; a hormonal-like effect; and the promotion of colloidal stress in the roots. In the
present thesis we address the direct effect of humic acids (AHs) on plant nutrition. AHs can
promote an improvement in plant nutrition by providing a stimulus for growth from increased
proton pump activity leading to increased proton power, exerting significant influence on
Kinetic parameters of nutrient uptake and metabolism rice plant, affecting root and biomass
production. The general objective was to study the effect of humic acids from vermicompost
on the expression of plasma membrane H*-ATPases and expression of N-NOs and N-NH4*
transporters, on the metabolism and kinetics of absorption of these nutrients and the changes in
morphology of roots in rice plants. The thesis was divided into four chapters, where Chapter |
presents a spectroscopic and elemental characterization of humic acids from vermicompost
extracted with water, KOH and NaOH. In Chapter II, it was titled: the application of humic
acids of vermicompost in rice plants modifies the gene expression (OsAMTs, OsNTRs and
OsAs), nitrogen absorption and metabolism. In chapter 111 it was studied how the humic acids
modify the morphology of the root rice seedlings. And in Chapter 1V, the study of humic acids
and the low supply of nitrate effects on the expression and activity of the proton pumps and N
metabolism in rice seedlings. It was observed in chapter | that the humic acids extracted with
water are more aliphatic and less aromatic, have a higher N content than those extracted with
KOH. In Chapter II, previous induction with AH in nutrient solution promoted increase in NO3’
affinity at 0.2 and 2.0 mM. For NH4*, vermicompost AH promoted stimuli only at the 2.0 mM
dose, increasing the influx of NH4" in relation to the control. The AH application increases the
expression of the high affinity transporters for NOs™ and H™-ATPase isoforms (OsAl to OsA8),
improving the plant performance under N low supply conditions. In Chapter I1l, multivariate
analysis techniques were used to identify the treatment with 150 mg L™ of AH extracted with
water and 80 mg L of AH extracted with KOH to promote greater growth stimulus and
profound changes in root morphology in rice seedlings. In Chapter IV, under the cultivation
conditions in which the plants were submitted, they were adapted to absorb and metabolize
nitrate in low concentrations (200 uM) when compared to the control. This induced a greater
efficiency in the root growth, N absorption and metabolism.

Key words: Humic acids. Nitrate transporters. PM H'-ATPases. Gene expression. Root
morphology.
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1. INTRODUCAO GERAL

Muitos estudos tém demonstrado a capacidade das substancias himicas (SH) em afetar
o crescimento e desenvolvimento de diversas espécies de plantas modelos e cultivadas em
varios tipos de solo, substratos inertes e hidroponia (CHEN et al., 2004b; TREVISAN et al.,
2010). No entanto, os principais mecanismos responsaveis por estes efeitos da SH sobre o
crescimento e desenvolvimento das plantas permanecem obscuros e em discussdo. Em geral
tres principais hipoteses tém sido propostas para explicar as acGes do SH sobre o
desenvolvimento das plantas: (i) a “hipo6tese nutricional”, que defende que a acdo das SH é
principalmente indireta, agindo sobre as propriedades do solo e sobre 0 “pool” de nutrientes
disponiveis as plantas no solo (principalmente nitrato, fésforo e enxofre e os micronutrientes,
tais como Fe e Zn) (CHEN et al., 2004a, b.), e (ii) a hipotese do efeito semelhante a hormonal
que defende que, além de uma acdo sobre o solo, a SH pode agir diretamente sobre o
metabolismo e sinalizacdo das plantas através da interacdo com as células da raiz (TREVISAN
etal., 2010b, 2011; JANNIN et al., 2012). Recentemente alguns estudos tém relatado que ambas
as teorias podem ser compativeis. Assim, Aguirre et al. (2009) relataram que a SH ativou as
principais respostas fisiologicos da raiz envolvidos na aquisicdo Fe sob privacdo de Fe, mesmo
sob condiges suficientes de Fe. Esta agdo foi expressa tanto em nivel transcricional e pds-
transcricional (AGUIRRE et al., 2009). Neste sentido, outro trabalho complementar mostrou
que a acdo da SH no crescimento da parte aérea é provavelmente mediada por um efeito que
melhora a absorcao radicular de nitrato e mais a translocacéo da raiz para a parte aérea (MORA
et al., 2010). Este efeito foi relacionado com uma promog¢édo da translocagéo de citocinina
radicular para a parte aérea que seria responsavel pela bioestimulacdo do metabolismo e
crescimento da parte aérea (MORA et al., 2010). Estes resultados foram confirmados por outro
estudo em canola, incluindo tanto, abordagens fisiologicas e moleculares por microarranjos
(JANNIN et al., 2012). (iii) a hipdtese do efeito da promocédo de um estresse coloidal nas raizes
(ASLI & NEUMANN, 2010) defendendo que, os AH podem agrupar-se na raiz afetando a
transpiracdo e condutividade hidraulica. Adicionalmente os AH atuam em nivel celular
ativando algumas enzimas do sistema de defesa antioxidativo com estimulo das catalases (CAT)
(GARCIA et al, 2012) e producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) que atuam como
intermediarios do crescimento vegetal (CORDEIRO et al, 2011), bem como a expressdo de
genes IRE e PHS1 fortemente regulados por varias condi¢des de estresse (TREVISAN et al,
2011) sugerindo que a SH também pode interagir com as vias de sinalizacdo que regulam a
resposta das plantas aos diferentes estresses como constatado por Jannin et al, (2012). Todos
esses resultados mostram que as principais hipoteses propostas para explicar os efeitos da SH
sobre o crescimento e desenvolvimento das plantas séo provavelmente interligadas.

Na presente tese abordamos o efeito direto de acidos humicos (AHSs) sobre a nutricdo
das plantas. Os AHs podem promover uma melhoria na nutrigdo das plantas proporcionando
um estimulo para o crescimento a partir do aumento da atividade das bombas de prétons
levando ao aumento da forca préton motriz, exercendo influéncia significativa sobre os
parametros cinéticos de absorcdo de nutrientes e metabolismo das plantas de arroz, afetando a
producdo de raizes e a producdo de biomassa. O objetivo geral foi estudar o efeito de acidos
himicos oriundos de vermicomposto sobre a expressdo das H'-ATPases de membrana
plasmatica e expressdo dos transportadores de N-NOs e N-NH4*, sobre o metabolismo e
cinética de absorcdo desses nutrientes e as mudancas na morfologia das raizes em plantas de
arroz.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Substancias Hamicas

As Substancias Himicas (SH) sdo componentes chave da fertilidade do solo e controlam
as propriedades quimicas e biologicas da rizosfera. S&o substancias de coloracdo escura
compostas por macromoléculas de massa molecular relativamente elevada formada através de
reacOes de sintese secundaria a partir de residuos orgéanicos de plantas, animais e
microrganismos (STEVENSON, 1994). Andreux (1996) as considera como polimero aleatério,
e estrutura formada por pontes de blocos poliaromaticos e cada uma por ester, éter a ligacdes
de C com proporgOes varidveis de carboxila, hidroxila, amino e outros grupos hidrofilicos.
Entretanto, alguns estudos tém sugerido uma nova concepcao para a estrutura destas complexas
substancias humicas (ORLOV et al., 1975; PICCOLO, 2002; PICCOLO 2001; SUTTON &
SPOSITO 2005), em que algumas evidencias sugerem que os acidos humicos séo formados por
uma mistura heterogénea de pequenas moléculas, reunidas num arranjo supramolecular,
estabilizado por forgas relativamente fracas (ligag6es do tipo van de Waals, n-t, CH-rxt). Além
disso, essas ligacGes podem ainda, serem quebradas reversivelmente na presenca de acidos
organicos em baixas concentragdes (NARDI et al.,, 2000; COZZOLINO et al.,, 2001;
CANELLAS et al., 2010). Esse menor agregado, corresponderia a célula estrutural minima das
substancias humicas, sobre a qual vai se desenvolvendo o microagregado do solo (PAUL, 2014)
e paulatinamente a macroestrutura através da adicdo de camadas sobre esta célula basica, num
arranjamento semelhante ao supraestrutural (ORLOV et al. 1975). Assim, 0s processos de
floculagdo propostos para a matéria organica com metais, tal como Fe, e 0s mecanismos que
levam a um estavel carbono do solo sdo relatados abaixo. Esse menor agregado (flocos)
eventualmente interagem com matéria organica e sobre os minerais e agregados. O processo é
dindmico com flocos e matéria organica em estado de equilibrio. A MO associada ao mineral
interage formando camadas de diferentes propriedades quimicas: (1) a superficie mineral
interage onde ocorrem interagcdes de van der Waals e a ligacdo quimica; (2) uma camada
anfifilica em que a ligacdo covalente e as interagdes hidrofobicas ocorrem simultaneamente; e
(3) um limite externo ou superficie onde a por¢édo carregada de compostos reage com 0 meio
aquoso (PAUL, 2014). A area limite externa é o local onde os flocos provavelmente interagem.
Piccolo (2001) forneceu evidéncias para indicar como as associagdes moleculares podem ser
interrompidas, liberarando moléculas de estruturas pseudo-macromoleculares de tamanhos
muito menores.

2.2. Substancias Hamicas na Rizosfera

As condigBes quimicas, bioquimicas e microbioldgicas na rizosfera, diferem bastante
daquelas presente na massa de solo, o que pode conduzir a altera¢Bes na estrutura e na dinamica
da matéria organica humificada. Por outro lado, pouco se sabe sobre a estrutura molecular e do
grau de agregacdo das moléculas humicas na rizosfera (PINTON et al., 2009). Entretanto,
estudos usando técnicas de andlises de espectrometria de infravermelho com transformada de
Fourier (FT-IR) e Espectro de luminescéncia total com espectroscopia de matriz de emissao-
excitacdo por fluorescéncia (TLS-EEM), verificou-se que os acidos humicos separados de
acordo com os métodos convencionais (dissolucdo alcalina, precipitacdo acida) da massa de
solo e da rizosfera apresentaram pequenas diferencas nas propriedades estruturais (GRASSO et
al., 2004 apud PINTON et al., 2009). Diferencas nos espectros de FT-IR e nos valores de Fl
dos espectros de EEM foram interpretados pelos autores como uma indicacéo da incorporagéo
em acidos humicos extraidos de componentes de exsudato de raiz do solo rizosférico, tais como
acidos alifaticos e aromaticos, aminoacidos, amidas, e compostos fendlicos. As caracteristicas
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quimicas dos acidos humicos isolados a partir da rizosfera e da massa de solo foram estudadas
em funcgéo do gendtipo da planta cultivada no solo. Foi mostrado que a presenca da canola, uma
espécie altamente acidificante, e uma espécie nodulada, como a fava, determinaram as maiores
diferencas entre os acidos humicos rizosférico e nao rizosférico, em comparacdo com plantas
de trigo, especialmente com relagdo a acidez total e aromaticidade (TARTARO et al., 1999
apud PINTON et al., 2009).

Tém sido feitas tentativas para verificar se os acidos organicos liberados pelas raizes
das plantas podem alterar a estrutura das moléculas humicas (ALBUZIO & FERRARI, 1989;
GARCIA etal., 2012). A analise por cromatografia de exclusdo de tamanho (SEC) revelou que
as fracbes de massa molecular elevada, tratadas com solucdes acidas ou acidos organicos
liberam moléculas hiimicas de baixa massa molecular, com uma atividade bioldgica maior do
que das moléculas de origem. Resultados semelhantes também foram obtidos com exsudatos
radiculares de milho (NARDI et al., 1997). O processo de desagregacao pode ser explicado por
um comportamento micelar das substancias himicas em solucéo (PICCOLO et al., 1996, 2001).
Este mecanismo pode ser particularmente pronunciado sob condi¢des de estresse ambiental,
como escassez nutricional (P e Fe), capaz de induzir a liberacdo macica de carboxilatos
oriundos das raizes (JAYMAN & SIVASUBRAMANIAN, 1975). Outras condicdes peculiares
da rizosfera como a concentracdo de ions, podem influenciar a complexidade molecular das
substancias humicas, devido a possibilidade de formacdo de liga¢cdes de cadeias internas
produzindo macromoléculas insoltveis (SEQUI et al., 1975). Este Gltimo aspecto reforca a
necessidade de uma avalia¢do dindmica dos processos que ocorrem na rizosfera em relagédo a
atividade e o estado fisioldgico das plantas (PINTON et al., 2009).

Uma das caracteristicas mais importantes na relacdo planta/solo é a extensdo da
rizosfera. Este fator € muito variavel, variando de <lmm a varios milimetros e fortemente
dependente dos gradientes que se desenvolvem na rizosfera em consequéncia de diferentes
processos. Nestes processos um papel crucial é desempenhado por pelos radiculares,
excrescéncias das células epidérmicas da raiz. O desenvolvimento de pelos radiculares sdo
dependentes do genotipo e é afetado pelas condigdes ambientais por exemplo, a disponibilidade
de &gua, nutrientes, estresses abidticos, hormonios, AHs (PINTON et al., 2009; CANELLAS
etal., 2010).

A presenca de substancias himicas interagindo com os processos fisiolégicos de raiz
(VARANINI & PINTON, 2001) pode afetar a extensdo da rizosfera, por exemplo, modulando
a liberacdo de prétons e exsudados organicas de baixo peso molecular, atividades redox
presente na superficie da raiz, taxas de absorcdo de ions e “pools” de nutrientes disponiveis, ¢
a atividade de ectoenzimas (PINTON et al, 2009).

Substancias himicas podem atuar também por meio de um estimulo do crescimento da
raiz e proliferacdo de pelos radiculares (SCHMIDT et al., 2007; CANELLAS et al., 2010).
Estes efeitos sdo particularmente importantes para a adaptacdo das plantas as condicdes
adversas do solo e pode ser util para a definicdo de praticas de manejo da rizosfera que visam
melhorar o crescimento das plantas e promover eficiéncia no uso de nutrientes (ROMHELD &
NEUMANN, 2006; PINTON et al., 2009).

2.3. Efeito das Substancias Humicas sobre a Morfologia do Sistema Radicular

O desenvolvimento do sistema radicular tem uma funcéo central para a planta atingir o
crescimento ideal e contribui para os niveis de rendimento obtidos nos cultivos (DEN HERDER
et al., 2010; LYNCH, 1995). A distribuicdo espacial de todo o sistema radicular no seu meio
de crescimento é conhecida como arquitetura do sistema radicular (RSA) (LYNCH, 1995) e
podem afetar muitas func@es fisiolégicas como aquisicdo da agua (DOUSSAN et al.,1998;
SKAGGS & SHOUSE, 2008), nutrientes (LAMBERS et al., 2006) a distribui¢do de carbono
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(COLL et al., 2008), fixacdo das plantas (FANG et al., 2012) a capacidade de adaptacdo a
estresses ambientais (AL-GHAZI et al., 2003), e sdo o local de interacdo com os
microrganismos na rizosfera (DEN HERDER et al., 2010) e SHs (PINTON et al., 2009;
GARCIA et al., 2012).

Os efeitos mais evidentes exercida por SH sdo as respostas no crescimento das plantas.
Muitos estudos nos ultimos anos tém confirmado as observagdes feitas por VAUGHAN &
MALCOLM (1985), que apresentaram resultados considerando diferentes parametros e
diferentes tratamentos com SH extraidos de muitas fontes naturais e antropogénicas, e testado
em varias espécies de plantas superiores (NARDI et al, 2009).

O crescimento do sistema radicular no solo, s@o expostas a uma ampla faixa de
componentes organicos e inorganicos. Uma consideravel parte do componente organico é
representado pelas substancias humicas. Essas moléculas sdo caracterizadas por grandes
diferengas em estrutura, propriedades, tamanho molecular e solubilidade.

Muitos estudos tem relatado a capacidade das substancias himicas (SH) obtidas de
diversas origens modificar o crescimento, morfologia e arquitetura radicular (PINTON et al.,
1999; CANELLAS et al., 2002, 2009; DOBBSS et al., 2007, 2010; SCHMIDT et al., 2007,
ZANDONADI et al., 2007; TREVISAN et al., 2010).

Humatos de sodio derivados de carvdo, estimulou o crescimento da raiz primaria de
plantulas de meldo (Cucumis melo L.), alface (Lactuca sativa L.) e cebola (Allium cepa L.)
(VAN DE VENTER et al. 1991). Os autores constataram que a intensificacdo do crescimento
ndo foi devido a liberacdo de nutrientes pelo humatos de sodio, e, no caso de alface e cebola,
ndo foi devido a maior disponibilidade ou absorcdo de elementos minerais. Em outro artigo,
sementes de alface e tomate foram tratadas em condicdes de anaerobiose com acidos humicos
derivados de carvdo oxidado (PICCOLO et al., 1993). Foi observado que o peso fresco de todas
as plantulas e por plantulas aumentou nos tratamentos para ambas as espécies.

Os efeitos das SHs sobre as raizes, poderiam ser divididos dentro de dois diferentes tipos
principais: efeitos morfoldgicos sobre a raiz individual (nimero de células, tamanho celular,
tipo de célula, raiz lateral, ou pelos absorventes) (VAUGHAN & MALCOLM, 1985;
CANELLAS et al., 2002; SCHMIDT et al., 2007; ZANDONADI et al., 2007) e efeitos
morfoldgicos sobre a raiz inteira (arquitetura radicular, ramificacdo e densidade de raizes
principais secundarias, e espessura da raiz) (PINTON et al., 1999; CANELLAS et al., 2002,
2009; DOBBSS et al., 2007, 2010; ZANDONADI et al., 2007; LIMA, 2008; TREVISAN et
al., 2010).

O namero e o crescimento de raizes finas sdo estimulados pela acdo de acidos humicos
(CANELLAS et al., 2002). Ha muito se considera que as substancias himicas podem regular o
desenvolvimento das plantas como se fossem horménios (BOTTOMLEY, 1917). InUmeros
trabalhos tém demonstrado que a formacdo do complexo ligante-himico com ion metalico
favorece a absorcdo de ions, como Fe (PINTON et al, 1999), nitrato (QUAGGITOTI et al.,
2004; MORA et al., 2010) e outros, favorecendo assim o crescimento e o desenvolvimento das
raizes (CANELLAS et al, 2005).

Varios autores levantaram a hipotese de que SH podem ser adsorvidas pelas raizes das
plantas, ainda que fracdes de alta massa molecular (HMW) e de baixa massa molecular (LMW)
parecem ter comportamento diferentes (VAUGHAN et al., 1981; VAUGHAN et al. 1974;
VAUGHAN, 1986; NARDI et al; 2001, MUSCOLO et al; 2007a). Ainda hoje, ndo esta
completamente claro os mecanismos pelos quais as SH interatuam com as células das raizes e
podem subsequentemente influenciar o crescimento e a fisiologia da planta (TREVISAN et al.,
2010). Entre as modificagdes induzidas pela SH nas plantas tratadas, as mudancas em tamanho
e desenvolvimento foram os primeiros parametros as serem estudados analiticamente
(TREVISAN et al., 2010). Sob condicdes particulares, a SH pode estimular o crescimento da
planta em termos de aumento do comprimento da planta e massa seca e fresca (BLANCHET,
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1958, GUMINSKI, 1968). Esses efeitos parecem depender da concentracdo (ELGALA et al,
1978, DOBBSS et al., 2007; AGUIAR et al. 2009; CANELLAS et al., 2010; GARCIA et al.,
2012 e 2014) e da fonte da SH (HERNANDO et al, 1977), da idade e espécie da planta
(BLANCHET, 1958; GUMINSKI, 1968), bem como das condicdes de cultivo do experimento
(Lima 2008; TREVISAN et al., 2010). Recentemente, muitos estudos tém confirmado a
hipdtese de um efeito direto da SH na fisiologia da planta, em particular no que diz respeito a
formacdo de pelos radiculares (SCHMIDT et al., 2004, 2007) e desenvolvimento de raizes
laterais (CANELLAS et al., 2002; 2008; ZANDONADI et al., 2007). Inducdo de uma
proliferacdo de pelos da raiz nas regides subapical (CONCHERI et al., 1996) e uma taxa mais
elevada de diferenciacdo das células de raizes (CONCHERI et al., 1994). Acidos humicos
extraidos de diferentes fontes aumentaram o crescimento das raizes e a proliferagdo de raizes
laterais em plantulas de milho (ZANDONADI et al., 2007) e arabidopsis (DOBBSS et al.,
2007).

Mais recentemente, uma série de artigos avaliaram as respostas de crescimento a
vermicompostos e SH extraido do mesmo. Em diferentes espécies vegetais (ARANCON et al.,
2004; ATIYEH et al., 2000, 2001, 20023, b; LIMA 2008; NOBRE et al., 2013), os resultados
encontrados apoiam a atividade conhecida dos compostos himicos. Além disso, em plantulas
de milho (Zea mays L.) tratadas por 7 dias, com diferentes concentracfes de AH, o alongamento
das raizes foi estimulado, resultando em maior area de superficie radicular (CANELLAS et al.,
2002). Na concentragéo de 40 mg L™, tanto o acido hiimico de lodo de estacéo de tratamento
(AHL) como &cido hamico extraido de vermicomposto (AHV) exibiram o melhor desempenho
na inducdo do desenvolvimento em comprimento e area radicular, observado nas plantulas de
milho e café (FACANHA et al., 2002).

Outras evidéncias sobre modificacGes morfoldgicas atribuidas ao tratamento SH dizem
respeito ao desenvolvimento de pelos radiculares. Neste sentido, CONCHERI et al. (1994)
identificou uma forte proliferacdo de pelos radicular em relacdo as plantas controles, em raiz
de trigo suplementado com SH ate uma concentragdo de 10 mg C L™, com melhores resultados
para HMS e LMS obtidos com 5 e 0,1 mg C L™, respectivamente. Além disso, Schmidt et al.
(2005, 2007) encontraram um aumento significativo na densidade de pelos radiculares,
trabalhando com Arabidopsis thaliana, que foram tratados com substancias himicas extraida
em agua (WEHS), sugerindo que essas substancias induzem a uma "resposta de aquisi¢do de
nutrientes” que favorece a absorcdo de nutrientes através de um aumento na area de superficie
de absorcdo. Contudo, uma anéalise fenotipica de uma construcdo de mutantes com defeitos no
padrdo epidérmico da raiz revelou que a densidade dos pelos radiculares dos mutantes, com
defeito na especificacdo celular, foi significativamente alterada, indicando um efeito e/ou a
jusante (downstream) da determinacdo das células.

Em experimento de Pinton et al., (1999) com plantulas de milho expostas por 24h em
uma solucéo nutritiva contendo 200uM de NOgz™ na presenca (WEHS) ou auséncia (controle)
de substancia hiimica extraida com agua com uma concentracéo final de 5mg de Corg L. O
sistema radicular das plantas controle consistiu de um sistema radicular primario e um
secundario. Além disso foi evidente, na zona basal da raiz primaria, a presenca de raizes laterais
na fase inicial de desenvolvimento. Assim, quando a WEHS estava presente junto com nitrato
na solugéo nutritiva, o desenvolvimento de raizes das plantulas foi modificado. Com uma maior
proliferacdo de raizes secundarias e um maior nimero de raizes laterais desenvolvidas em
comprimento em relacdo daquelas observadas nas plantas controle. Um efeito similar ao da
WEHS na morfologia da raiz foi observado quando as plantas foram colocadas em contato com
uma solucéo contendo 5mM de CaSO4 na presenca da fragdo humica (PINTON et al., 1999).

Este comportamento foi confirmado em um estudo com base na analise do nimero de
primordio de raiz lateral em plantulas de Arabidopsis tipo selvagem tratadas por 48 horas com
uma concentracdo de SH que variaram entre 0 e 1mg C L. Os resultados mostraram um
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aumento do nimero de primoérdios de raiz lateral, com valores quatro vezes maior em plantas
tratadas com 1 mg C Lt comparado ao controle (PIZZEGHELLO et al, 2006). Nas plantulas
de milho tratadas por 7d com diferentes concentracdes, tanto o alongamento como proliferagao
de raizes secundarias foram estimuladas, resultando no aumento da area superficial radicular, e
0 aumento no comprimento total radicular, CANELLAS et al. (2002).

Na avaliacdo do crescimento em area de raizes transformadas de manjericdo em placas
de petri com diferentes concentragdes de acido hdimico (10, 20, 40, 80 e 160 mg C L1) e controle
(LIMA, 2008), foram observadas diferencas significativas somente a partir de 45 dias apos a
repicagem, onde o tratamento com 20 mg C L1 foi superior ao tratamento controle (sem acido
himico), mas ndo houve diferencas entre os demais tratamentos. Estes resultados evidenciam
que os beneficios no crescimento em area das raizes podem necessitar de maiores periodos de
tempo para que possam ser significativos como em Jannin et al, (2012). No estudo de Lima
(2008), o tratamento com 20 mg C L proporcionou o maior comprimento radicular quando
comparado aos demais tratamentos em todas as épocas de avaliacédo, exceto para os tratamentos
80 e 160 mg C L aos 15 dias de crescimento. A correlagio entre o comprimento e a area
radicular dos diferentes tratamentos com acido hdmico (10, 20, 40, 80 e 160 mg C L) e
controle (sem AH) nos quatro periodos de avaliacdo (15, 30 e 45 dias) foram positivas e altas
(LIMA, 2008). Segundo o autor, a menor correla¢do encontrada no tratamento com 20 mg C L
1 aos 15 dias poderia ser consequéncia da maior indugio na formag&o de sitios mitdticos e de
raizes laterais pré-emergidas nesta concentracdo como relatado por CANELLAS et al. (2002),
resultando em comprimento radicular maior que a &rea radicular.

Além disso, os acidos humicos induziram aumentos na area de acidificacdo em relacdo
ao tamanho da raiz, até a adicdo da concentragdo de 20 mg C L™ e decresceu com as
concentracdes de 40 e 80 mg C L. Na concentracdo de 160 mg C L* foi observado uma
alcalinizacdo da rizosfera, o que foi atribuido como uma resposta adaptativa das raizes ao meio
de cultivo com alta concentracdo de acido humico, e essa alcalinizacdo do pH na rizosfera
provocou alteracfes na absorcdo de ions da solucdo acarretando em menor crescimento
radicular (LIMA, 2008).

Investigacbes sobre a morfologia das células da raiz destacou-se em niveis mais
elevados de diferenciacéo as raizes tratadas com AH (NARDI et al., 1996). Nas micrografias
de raizes de trigo, usando tanto a microscopia Optica e microscopia eletrénica de transmissao,
foram observados nas células do cilindro central da raiz apresentando paredes mais espessas
em relacdo as paredes das células das raizes do controle. Em outro estudo usando micrografia
de epifluorescéncia (onde a lignina se torna auto-fluorescente sobre absorc¢ao de luz UV, e a
intensidade autofluorescente da parede celular indica o grau de lignificagéo e diferenciacéo dos
vasos do xilema)sobre Pinus sylvestis tratadas com HMS e LMS de um “rendzic leptosol”
revelou que as raizes tratadas mostraram uma taxa mais elevada de diferenciacdo em
comparacéo ao controle (NARDI et al., 2000).

O padréo das celulas epidérmicas da raiz é afetado por varios efeitos ambientais
contribuindo para a adaptacdo das plantas as mudancas das condi¢des do ambiente. Schmidt et
al., (2007) afim de monitorar possiveis mudancas na arquitetura ou morfologia da raiz induzida
por substancias himicas, plantas de arabidopsis foram crescidas em meio estéril contendo
Substancia Humica Extraida com Agua (SHH20) em concentragdes variando de 1 a 20 mg Corg
L. A aplicagdo de SHw0 aumentou significativamente o niimero e comprimento de pelos
radiculares. O estimulo maximo de densidade de pelos radiculares foi observado em 5 mg Corg
LL. Nessa concentragdo a densidade de pelos radiculares aumentou em 22% (p<0.001) quando
comparado a plantas crescendo na auséncia de SHH20 em unidade de comprimento de raiz. Os
pelos da raiz formado foram marcadamente mais longos que aquelas crescidas no meio sem
adicdo de substancia himica. Além disso, a SHx20 também afetou sua posi¢édo em relagéo a
células corticais basicas (SCHMIDT et al., 2007). Aplicacdo de SHH20 a0 meio de crescimento
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frequentemente induziu a divisdo de células periclinais na camada de células da
endoderme/cortex, resultando na formacéo de camadas supranumerarias no tecido fundamental.
O numero de paredes celulares tangenciais adicionais foram significativamente
aumentadas, em resposta a adicdo de acido himico extraido com agua (SCHMIDT et al.,
2007). Segundo os autores, o aumento na densidade de pelos radiculares ndo foi devido a um
suprimento extra de nutrientes. Como a concentracdo total de nutrientes essenciais na
quantidade de SHEA que foi fornecido ao meio de crescimento foi cerca de 1 uM. Nao foi
observado mudancas no nimero raizes laterais em resposta a aplicacéo da fracdo himica.

Assim 0s compostos libertados pelas raizes das plantas podem alterar a estrutura de
moléculas himicas (Albuzio e Ferrari, 1989). O processo de desagregacdo com solucdes &cidas
ou &cidos organicos da raiz liberam moléculas himicas de baixo peso molecular, com uma
atividade biolégica maior (Pinton et al, 2009; Nardi et al, 2009).

Em estudo realizado por Aguiar et al. (2009), utilizando diferentes concentracGes de
cinco subfracbes (SF) de AH obtidas por cromatografia (simulando essa desagregacdo de
moléculas hdmicas), foram testadas quanto a sua capacidade de estimular o crescimento
radicular de plantas de A. thaliana. A indugdo de raizes laterais, ajustaram-se a um modelo
quadratico com concentracdo otima das diferentes fracGes variando entre 0,00468 e 0,00535
mol C L. Em estudo de bioatividade com diferentes concentracdes de AH e subfragdes (SF)
sobre 0 numero de raizes laterais tanto em Arabidopsis como milho também apresentaram
modelo quadratico (CANELLAS et al., 2010). Embora os maiores efeitos tenham sido
observados nas concentragdes de 4,51 e 1,73 mM de C L™ para Arabidopsis e milho.

O numero de raizes laterais emergidas foi 100 a 160 % superior nas plantas tratadas, em
comparagdo com as plantas controle (AGUIAR et al. 2009). O comprimento total das raizes
também foi alterado apresentando comportamento diferencial a adi¢cdo dos AH e suas SF na
solucdo de cultivo. Onde as SF1, SF3 e SF5 estimularam o crescimento do eixo principal em
relacdo ao controle. Porém o AH e as SF2 e SF4 promoveram uma redugdo do comprimento da
raiz primaria (AGUIAR et al. 2009). Reducdo também observada em outro estudo no
comprimento do eixo principal em milho para SF1, SF2, SF4 e SF6, enquanto a SF3 aumentou
0 comprimento da raiz em 25% (CANELLAS et al.,, 2010). O mesmo ndo ocorreu em
Arabidopsis, onde a concentracdo 6tima para AH e suas SF aumentarem o comprimento da raiz
principal de 7% para 33%, com excecdo da SF6 que reduziu o comprimento radicular em 5%.

Demais caracteristicas morfologicas como nimero e comprimento de raizes laterais, e
a densidade de raizes laterais foram aumentadas tanto por AH como todas as suas SF em ambas
espécies de plantas (CANELLAS et al., 2010). Contudo, todos os tratamentos estimularam a
formacdo de pelos radiculares em comparacdo ao controle. Além disso, o0 bombeamento de
prétons foi estimulado pelas diferentes subfraces de substancias himicas. Sendo demonstrado
que o padrdo de ativacdo das H*-ATPase foram correlacionados com as mudancas no
desenvolvimento da raiz (CANELLAS et al., 2010). A inducéo de raizes laterais e comprimento
é o resultado da influéncia das SH sobre o crescimento radicular, jA demonstrada para plantulas
de milho (CANELLAS et al., 2002; PINTON et al, 1999; ZANDONADI et al., 2006) e
Arabidopsis (DOBBSS et al., 2007, SCHMIDT et al., (2007).

E sabido que o incremento na indugio de raizes laterais esta diretamente relacionado
com o fitormdnio auxina, pois este atua nos estadios iniciais de formacdo do primoérdio
radicular, ativando a divisao das células do periciclo (CASIMIRO et al., 2001). A acdo do tipo
auxinica presente na SH previamente demonstrada (O’DONNELL, 1973; CANELLAS et al.,
2002; MUSCOLO et al., 2013), bem como a expanséo celular promovida por AH (VAUGHAN
et al., 1974). Esses eventos podem ser relacionados com a teoria do crescimento &cido
promovido por auxinas (HAGER et al., 1991; RAYLE & CLELAND, 1992). Nesse sentido,
concentragdes elevadas de auxinas (menores que 10 mol L) induzem o encurtamento da raiz
principal e o aumento das laterais (BLAKELY et al., 1988). No estudo de ZANDONADI et al.
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(2006), verificaram que concentragdes muito pequenas de auxinas (menores que 102° mol L)
promovem o crescimento do eixo principal. A presenca de auxina nas SH foi previamente
demonstrada por diferentes técnicas (MUSCOLO et al., 1998, 2013; CANELLAS et al., 2002;
QUAGGIOTTI et al., 2004).

Estimulo da atividade das H™-ATPase também foram induzidos pelo tratamento com
AH, sugerindo que as modificacdes ndo estdo restritas a arquitetura radicular, mas também séo
estendidas a maioria dos componentes bioguimicos e moleculares. Na verdade, a impulsdo da
forca para a absorcdo de nutrientes é o gradiente eletroquimico através da membrana
plasmatica, é que primeiramente gerada pela H"-ATPase. Em consonancia com a teoria de que
os pelos radiculares sdo especializadas na absorcdo de nutrientes, altos niveis de expresséo de
genes das H™-ATPase nos pelos radiculares tem sido demonstrado (MORIAU, 1999), bem
como na raiz inteira de plantas de arroz (SPERANDIO et al, 2011; 2013), com forte expressdo
ocorrendo nos pelos radiculares em desenvolvimento e reduzida expressdo nos pelos radiculares
maduros (GILROY & JONES, 2000). Esses resultados corroboram a hipétese de que o efeito
de estimulacéo sobre o crescimento radicular vegetal. Como ocorre na presenca de auxinas, a
aplicacdo de AH resulta em inducdo de raizes e expansao celular, associada ao aumento da
atividade bioquimica e expressdo dos genes que codificam para as ATPases (CANELLAS et
al., 2002; ZANDONADI et al., 2006, ELENA et al, 2009).

Muscolo et al. (2007) postulou que, a interacdo entre o sistema radicular e material
himico na rizosfera é possivel quando, moléculas humicas na solugdo do solo sdo bastante
pequenas para fluir dentro do apoplasto e alcanga a membrana plasmatica. Portando, varias
evidéncias sugerem gue moléculas humicas de baixa massa molecular, poderia alcancar a
superficie e fluir no apoplasto (VAUGHAN & ORD, 1981), ou atravessar a membrana para o
interior da célula, induzindo sua permeabilidade (OJWANG & COOK 2013), representando
assim uma plausivel interacdo com a membrana plasmatica (PINTON et al., 1999a). Uma vez
que, SH de pequeno tamanho molecular geralmente sdo mais biologicamente ativas do que
material de maior tamanho (PICCOLO et al., 1992; NARDI et al., 2007).

Foi observado a mobilidade dos constituintes quimicos das SH de alta para baixa massa
molecular, quando em contato com acidos organicos (PICCOLO et al., 1996; SIMPSON et al.,
2002). Nardi et al. (2004) observaram elevada bioatividade em SH isoladas com &cidos
organicos de cadeia curta. Além disso, as SHs apresentam hidrofobicidade e Canellas et al.
(2008c) encontraram correlagéo significativa entre o grau de hidrofobicidade de AH e sua
capacidade de promocdo do crescimento radicular. Facanha et al. (2002) e Canellas et al.
(2008a) verificaram ainda que, plantulas de milho e café tém capacidade de modificar o perfil
de exsudacdo de acidos organicos em resposta a adicdo de AH, sugerindo a presenca de um
“dialogo quimico” ainda ndo muito claro entre a planta e a solu¢do com SH.



2.4. Acao Direta de Substancias Hamicas sobre a Absorciao de Nutrientes e Crescimento
das Plantas

Uma das questdes ainda ndo definida refere-se aos mecanismos que conduzem a uma
alteracdo na absorcdo de ions nas plantas, apos tratamento com SH (NARDI et al., 2009). A
influéncia do himus do solo na absorcédo de ions, e mais geralmente, sobre o crescimento das
plantas, foi examinado e revisado por Vaughan & Malcolm, (1985); Chen & Aviad (1990),
Varanini & Pinton (1995, 2001); Nardi et al. (1996, 2002, 2009); Clapp et al. (2001); Tan
(2003); Chen et al. (2004a); Zandonadi et al., (2013).

Os efeitos da SH na absor¢do de ions parecem ser mais ou menos variavel e seletiva,
dependendo das SH envolvidas, a sua concentracdo, as espécies vegetais, e a composi¢do e pH
do meio. Estudos sobre cinetica de absor¢do o uso de inibidores da sintese de proteinas e
diferentes condic¢des experimentais sugerem que o efeito da SH na nutri¢do das plantas, podem
ser mediados pela modulacéo da sintese e funcionalidade de proteinas da membrana (NARDI
et al., 2009).

Estudos tém sido realizados sobre a quantidade e funcionalidade de H™-ATPases de
membrana plasmaética. O papel central dessa enzima no crescimento vegetal e nutricdo mineral
tem sido claramente estabelecido (PALMGREN, 1998, DUBY & BOUTRY, 2009;
PALMGREN et al, 2011). Vérios estudos realizados sobre raizes excisadas ou plantas inteiras
mostraram que a absorcdo de macronutrientes catidnicos e anidnicos é geralmente maior
quando as raizes estdo em contato com as concentra¢des adequadas de substancias humicas
(VARANINI & PINTON, 1995; ZANDONADI et al., 2013). Considerando que a membrana
plasmética da célula de raiz € a principal barreira entre o citoplasma e a rizosfera, é razoavel
acreditar-se que a propria membrana (e atividades associadas) € um dos alvos primarios do
efeito das substancias humicas (MUSCOLO et al., 2007; VAUGHAN & ORD, 1981,
OJWANG & COOK, 2013). Entre outras proteinas de transporte de membrana plasmatica
(PM), é reconhecida que a H'™-ATPase desempenha um papel primario nos processos
fisiolégicos da planta, tais como o crescimento e nutricdo. Na verdade, esta enzima é
responsavel pelo transporte eletrogénica de prétons ao apoplasto celular e a consequente
formacéo do gradiente eletroquimico, que pode ser utilizada para energizar o transporte ativo
secundéario de nutrientes através da membrana plasmatica ou favorecer os processos uniporte
de acordo com o gradiente de potencial (PALMGREN, 2001, FERNANDES & SOUZA, 2006).

Estimulo da extrusdo ativo de H* a partir de raizes (CESCO, 1995; PINTON et al, 1997;
ZANDONADI et al., 2007) e hiperpolarizacdo potencial transmembranar (SLESAK &
JUREK, 1988) indicaram o envolvimento da PM H*-ATPase no aumento da absorcdo de
nutrientes geralmente observado na presenga de substancias humicas (PINTON et al., 1999;
PINTON et al., 2009). Uma prova direta de uma interagdo entre as moléculas himicas e PM
H*-ATPase foi obtido inicialmente por Varanini et al. (1993); e confirmado por trabalhos
posteriores de Pinton et al. (1999); Facanha et al. (2002); Canellas et al. (2002) e Zandonadi
et al. (2007), demonstrando que as moléculas humicas em concentra¢cdes compativeis com as
presentes na rizosfera podem estimular a atividade fosfohidrolitica desta enzima nas vesiculas
isoladas de membrana plasmatica, determinando assim um aumento do gradiente eletroquimico
de prétons que pode ser, pelo menos em parte, responsavel por uma estimulacdo da absor¢édo
de NOz (PINTON et al., 1999a; QUAGGIOTTI et al., 2004).

A primeira evidéncia para um efeito de SH em proteinas de transporte diz respeito ao
estimulo causado pelas fragdes HMS e LMS na atividade estimulada da K*-ATPase (acreditava-
se ser coincidente como H*-ATPase de membrana plasmatica) de fragdes microssomais
(MAGGIONI et al, 1987; NARDI et al, 1991; PINTON et al, 1992). Evidéncia de que a bomba
de protons de membrana plasmatica estaria diretamente envolvido no aumento da absorcao de
nutrientes devido a presenca da SH, também é dado pela estimulacdo de extrusdo de protons
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ativa a partir de raizes intactas, o que ficou evidente apds 2-4 h de incubacdo (PINTON et al.,
1997). Este efeito tem sido interpretado como uma consequéncia de um estimulo direto da SH
sobre a bomba de prétons (H™-ATPase). Mais uma prova da acdo das moléculas himicas sobre
PM H*-ATPase e sobre os mecanismos de absorcédo de nutrientes foi obtida quando se estudou
o efeito dessas moléculas sobre a absorgdo de NOs". O transporte desse nutriente & um processo
substrato/induzivel e envolve co-transporte de H". Em taxas de absorcdo mais elevados de NO3
, 0S niveis e a atividade da PM H*-ATPase de raiz aumentam (SANTI et al, 1995; SANTOS,
2006, LIMA, 2008). O contato das raizes por curto prazo (4 h) com substancias humicas de
baixa massa molecular (SHH20) na presenca ou auséncia de NOscausou um desenvolvimento
mais rapido da capacidade de absor¢do de NOs'e um aumento na atividade da PM H*-ATPase,
medida nas vesiculas isoladas de membrana plasmatica a partir de raizes de milho (PINTON et
al, 1999a;.), sem aumento na quantidade de proteina, este efeito foi atribuido a regulacéo pés-
traducional da PM H*-ATPase.

Os efeitos estimulantes da fracdo LMS na absorcdo de NO3™ as vezes requerem longos
periodos de incubagdo (ALBUZIO et al., 1986; LIMA, 2008; JANNIN et al, 2012). Esses
mecanismos poderiam ser explicados através de uma regulacéo do tipo “grosseira”. Na verdade,
a partir do bombeamento de prétons por ATPase (H™-ATPase) sensiveis ao vanadato, que se
acumula um gradiente eletroquimico de prétons através da membrana plasmatica
(MORSOMME & BOUTRY, 2000) e modula o transporte ativo primério de células vegetais.
Este gradiente energiza o transporte ativo secundario, realizado por proteinas transportadoras
via simporte ou antiporte. Neste contexto, NO3™é ocupado por um simporte induzivel H*/NOs
com uma estequiometria de 2:1 (MILLER & SMITH, 1996; GLASS et al., 1992; EPSTAEIN
& BLOOM, 2006). Outra linha de evidéncia, reforca a hipotese de que a fracdo LMS poderia
interagir com essas proteinas de transporte (regulacdo “fina”), levando a uma modulacdo de
absorcdo de NO3™ (NARDI et al., 2009). Esta afirmacéo é reforcada pela observacdo da fracao
LMS pode chegar ao apoplasto e interagir com a membrana plasmatica de raizes (VAUGHAN,
1986) e em células de cenoura em meio de cultura (MUSCOLO et al., 2007a), e mais
recentemente nos estudos das interaces dos AHs com biomembranas modelos (large
unilamellar vesicle-LUV) mostrando que ocorre a adsorcdo superficial e a passagem de
fragmentos humicos através da membrana para o interior da célula, induzindo sua
permeabilidade (OJWANG & COOK, 2013).

A bioatividade das substancias humicas também tem sido relacionada a acidificacdo da
parede celular, causada pela ativacdo da H™-ATPase de membrana plasmatica. Acéo tida como
0 evento inicial da expanséao celular (CANELLAS et al, 2005). Atividade essa verificada com
0 aumento na hidrolise de ATP pela H*-ATPase da fragdo microssomal devido a ativacdo das
bombas de H* pelas substancias hiimicas isoladas de vermicomposto obtida de raizes de milho
(NARDI et al., 1991). O mesmo ocorreu com plantulas de milho tratadas com substancias
himicas solGveis em agua isoladas de turfas, associada a um aumento na absorcdo de NO3
(PINTON et al., 1999; QUAGGIOTTI et al., 2004).

Aliado a atividade da PM H"-ATPase, observou-se um aumento nos niveis de
transcricdo da isoforma mHA2 de PM H™-ATPase em raizes de milho tratadas por 48h com
uma fracdo humica de baixo peso molecular de vermicomposto, dotado de AIA
(QUAGGIOTTI et al., 2004). Vale ressaltar também que a acao de moléculas humicas sobre as
PM H*-ATPase, pode afetar positivamente a aquisicdo de nutrientes moderadamente solGveis,
tais como Fe (VARANINI & PINTON, 2006). Aumentando a atividade da PM H*-ATPase,
pode contribuir para nutricdo de Fe de diversas maneiras: (a) por solubilizacdo de Fe no
apoplasto e na rizosfera, (b) mantendo as condi¢des favoraveis para a atividade do Fe(lll)
quelato redutase (baixo pH no apoplasto e homeostase de potencial elétrico transmembrana),
e (c) favorecendo a absorcdo de Fe (Il) livre ou complexos Fe(lll) (por exemplo, Fe-
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fitosideroforos), bem como os transportadores de Fe de alta afinidade (PINTON et al., 2009;
AGUIRRE et al., 2009).

Outra evidéncia é relatada no artigo de CANELLAS et al. (2002), em que ocorreu um
estimulo da atividade da H*-ATPase de membrana plasmatica, aparentemente, associada a uma
capacidade de promover a expressao desta enzima, como confirmado pela analise de western
blot. Sendo a isoforma de H*-ATPase PMA2 de Nicotiana plumbaginifolia Viv. (MORSOMME
et al., 1996), que apresentou quantidade de proteinas imunorreativas no locus PMA, em que
aumentou quase trés vezes mais na membrana das vesiculas isoladas de raizes de milho tratadas
com AH (CANELLAS et al., 2002).

Em outro estudo de Canellas et al. (2010), o0 AH aumentou em mais de quatro vezes a
atividade da H™-ATPase sensivel a vanadato, enquanto o estimulo da subfracédo de acido himico
(SF) estimulou mais essa enzima do que a outras subfracdes, podendo até reprimi-las. Os
autores sugeriram que a ativacdo da ATPase parecia estar relacionada com o aumento do
desenvolvimento radicular em plantulas de milho (QUAGGIOTTI et al., 2004; ZANDONADI
et al., 2006). Promovendo parte do fendmeno responsavel pelo aumento do numero de sitios de
mitose e raizes laterais, conferindo em maior area radicular (CANELLAS et al. 2010).

Sobre a absorcdo de nitrogénio, estudos fisioldgicos demonstraram a existéncia de pelo
menos trés diferentes Sistemas de absorgdo de NO3z™ em plantas, com um sistema de transporte
de baixa afinidade (LATS) ativos em alta concentracdo de NOs™ externo e dois sistemas de
transporte de alta afinidade, um destes sendo constitutiva (c(HATS), enquanto o outro é induzida
por nitratos (IHATS), que sdo ativos em baixas concentragcfes externas (GLASS & SIDDIQI,
1995; FORDE & CLARKSON, 1999). Assim, a absorcéo e assimilacdo de nitrato (ALBUZIO
et al., 1986) em pléantulas de cevada incubadas com SH e respectivas fracdes de um solo de
pastagem a atividades da nitrato redutase (NR), glutamato desidrogenase (GDH) e glutamina
sintetase (GS) foram analisados em conjunto com a taxa de absorgéo de nitrato. As atividades
enzimaticas foram estimuladas pelo tratamento de extrato de himus ndo-fracionado com
aumentos em comparagao aos controles em 65%, 35% e 45%, respectivamente.

Cacco et al., (2000) relataram que em experimentos de absorcdo de NOs", onde plantulas
de trigo foram induzidas por fragdes humicas de baixo peso molecular (LMS), aumentaram a
Vmax € reduziram o Km em 60% quando comparado ao extrato de substancia humica sem sofrer
fracionamento. Enquanto fragdes de alto peso molecular inibiram fortemente a taxa de
absorcdo. Quaggiotti et al. (2004) encontraram para plantulas de milho pré-tratadas com LMS
por 48h e transferidas para 1,5mM de NOsz", maior influxo (70%) do que nas plantas controle.
Este efeito foi atribuido a um aumento na atividade dos transportadores ou no aumento do
gradiente de potencial eletroquimico, como verificado em plantulas de milho expostas a NO3
e acidos humicos extraidos com agua promovendo maior atividade da PM H*-ATPase e levando
ao aumento da forca préton motriz para absorcdo de NO3z™ (PINTON et al., 1999).

Em outro estudo com suspensdes de células de cenoura (MUSCOLO et al., 1999, 2013)
a atividade das enzimas glutamato desidrogenas (GDH), glutamina sintetase (GS), e malato
desidrogenase (MDH) também foram estudados. Todas as enzimas testadas foram
positivamente afetados pela fracdo acidos humicos de baixo peso molecular. Considerando
(HEf) como constituinte humico solGvel em agua de baixa massa molecular (abaixo de 3.5
kDa), compativel com a absor¢éo radicular. E (HSp) como constituinte himico de alta massa
molecular, acima de 3.5 kDa (NARDI et al., 1991; MUSCOLO et al., 1999, 2013). A atividade
da GDH, GS, e MDH foram aumentadas pelo tratamento Hef. Como consequiéncia do aumento
da atividade dessas enzimas, também foram encontrados um aumento na quantidade de
metionina, treonina, isoleucina e lisina, derivados de aminoacidos da via do oxaloacetato.

Nas raizes, a atividade da nitrato redutase (NR) teve um efeito positivo, induzido por
SH proveniente de diferentes materiais: D, L e R-HL. Para GS e glutamato sintase (GOGAT),
os altos incrementos dependeram da fonte do AH. Em particular, D-HL mostrou os maiores
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incrementos da atividade das enzimas GS e GOGAT com valores trés vezes maiores em relacao
ao controle (ERTANI et al., 2013). Assim a reducdo do contetdo de nitrato e o estimulo da
atividade enzimatica foi internamente transformada num incremento do contetido de proteina
tanto na raiz e folha. HL induziu um incremento do nitrogénio organico como relatado para
outros bioestimulantes e substancias humicas (CHEN et al., 2003; ERTANI et al., 2009;
QUAGGIOTTI et al., 2004).

Abordagens genéticas, bioquimicas e fisioldgicas foram realizadas para confirmar o
efeito benéfico do extrato de acido humico (HA7) sobre o metabolismo e expressdo de
transportadores de N e S em canola por Jannin et al. (2012). Esses autores observaram que 0
nivel de expressdo do gene BnNRT2.1 foi aumentado nas plantas tratadas por 1 dia e
permaneceu superexpresso até 3 dias, mas ndo foi detectavel ap6s 30 dias de tratamento,
enguanto a expressdo de BnNRT1.1 foi mais fortemente induzida posteriormente aos 3 e 30
dias. Observaram ainda que, a quantidade total de N, nas plantas tratadas, apos 1 e 30 dias,
mostraram que 0 HA7 afetou significativamente o conteido de N das raizes e aumento de massa
seca, quando comparadas as plantas controle. Isto mostra que, a absorc¢éo de N foi seguida do
estimulo de crescimento (JANNIN et al. 2012). A quantidade de S total nas plantas tratadas
com HAZ7 resultou em significativo maior contetdo de S ap6s 30 dias de tratamento na parte
aérea (76 = 30,8%) e nas raizes (137 £ 13,7%). Além disso, 0s genes que codificam para
transportadores de S na membrana plasmética, BhASULTR1.1 e BnSULTR1.2 foram induzidos
apos 1 e 3 dias de tratamento com HA7, bem como, os genes BnSULTR4.1 e BnSULTR4.2 que
codificam para os transportadores de tonoplasto envolvidas nos fluxos vacuolares de sulfato,
foi induzida apenas depois de 3 dias de tratamento (JANNIN et al. 2012).

Portanto, este compilado mostra como as substancias himicas tem uma agéo direta sobre
absorcdo e assimilagdo dos nutrientes, afetando sobremaneira a nutricdo mineral e o
crescimento das plantas. Contudo, os transportadores de Nitrogénio por exemplo, séo
especificos para amo6nio e para nitrato, tanto em alta como em baixas concentraces,
necessitando de mais estudos para melhorar nossa compreenséo sobre a participacdo das SHs
na modulacédo da absorcdo e assimilacdo de nitrogénio e demais nutrientes.

2.5. A Hipotese da Acio Tipo Hormonal das Substancias Humicas

Além da controvérsia sobre a estrutura da SH também ha& um debate sobre suas
propriedades funcionais no desenvolvimento e na fisiologia da planta (TREVISAN et al., 2009).
Varios estudos tém mostrado que certos tipos de SHs (principalmente aqueles obtidos a partir
de vermicompostagem) sdo capazes de afetar o crescimento da planta em hidroponia e sem
limitacdes de nutrientes (TREVISAN et al., 2010; MORA et al., 2010, 2012). No entanto, estes
efeitos foram expressos por faixas especificas de concentracdo, normalmente mais elevados do
que aqgueles envolvidos em complexos humico-micronutrientes.

O estudo da relagéo entre a estrutura e atividade das substancias humicas é complicada
devido a presenca de outras moléculas, como AlA de origem microbiana, e a grande variedade
dessas, por exemplo, Ferro et al., (2006) descreveram a existéncia de mais de 240 moléculas
tipo auxina. E ainda hoje ndo estd completamente claro se 0s mecanismos de acdo através do
qual a SH interage com as células das raizes pode subsequentemente influenciar a fisiologia e
crescimento da planta (MUSCOLO et al., 2013).

Muitos autores (BOTTOMLEY, 1914a, 1914b, 1917; CACCO AND DELL'AGNOLA,
1984; VAUGHAN & MALCOLM, 1985; DELL'AGNOLA & NARDI, 1987; NARDI et al.,
1988; O'DONNELL, 1973; PICCOLO et al., 1992; NARDI et al., 1996; MUSCOLO et al.,
2013; NARDI et al., 2002) sugerem que o efeito bioldgico positivo da SH sobre a planta poderia
ser devido a uma atividade tipo auxina, mas os dados que sustentam esta hipdtese ainda estao
em debate. Pois varios resultados de imunoprecipitacdo ou espectrométricas demonstraram a
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identificacdo de &cido indol acético (AlA) no interior de varias SH (MUSCOLO et al., 1998;
1999; 2013; NARDI et al., 2000; CANELLAS et al., 2002; QUAGGIOITTI et al., 2004).

Muscolo et al. (1998) testou a especificidade de AIA nas substancias himicas com
varias preparacoes de anticorpos anti-AlA. Os dados sugeriram que AlA estava presente nas
substancias humicas. Os resultados foram confirmados no estudo sobre o crescimento radicular
de agrido. Tanto AIA e material humico afetou significativamente a inibicdo radicular. A
inibicdo foi parcialmente removida quando o anticorpo foi adicionado a solu¢do demonstrando
que o anticorpo se ligou ao antigeno de AIA ou fracdo humica. A existéncia de mais de 240
moléculas tipo auxina descrito por Ferro et al. (2006), e tal numero de auxinas e seus efeitos
pleiotropicos poderia promover a diversidade de crescimento radicular e padrdes de ativacao
das bombas de prétons induzidas por diferentes tamanhos das fracdes de AH (CANELLAS et
al., 2010).

Atualmente, duas abordagens tém sido empregadas para sobrepor as limitagOes
envolvidas no estudo com hormdnios. Uma delas € a dosagem do contetdo hormonal enddgeno
nos tecidos (PERES et al., 1997) com técnicas analiticas muito sensiveis como a cromatografia
do tipo HPLC, e 0 uso de anticorpos em ensaio do tipo ELISA, além de espectrometria de
massas (MS) acoplada a cromatografia gasosa ou liquida, e a outra abordagem é através do uso
de plantas transgénicas nas quais se introduzem genes que alteram o metabolismo ou a
sensibilidade hormonal. Assim, mutantes nos genes envolvidos no transporte polar de auxina
ou acdo com AUX1 e TIR1 ou tratamentos com quimicos inibindo 0s mesmos processos, como
1-NOA e PCIB, resultaram em um numero reduzido de primordios de raiz lateral. O gene
repdrter de auxina DR5::GUS e a transcricdo de genes responsivos a auxina I1AA5 e 1AA19,
mostraram que as SHs induzem a formacdo de raizes laterais principalmente através de sua
atividade tipo auxina (TREVISAN et al, 2009).

Um namero de estudos tem mostrado que esta capacidade da SH em afetar o crescimento
e morfologia da raiz poderia envolver a acdo de diferentes fitorreguladores, tal como cido indol
acetico (AlA), citocininas, giberelinas e 6xido nitrico (ON) (MUSCOLO et al., 1998, 2013;
ZANDONADI et al.,, 2007, 2010; DOBBSS et al., 2010; QUAGGIOTTI et al., 2004;
VACCARO et al., 2009; PIZZEGHELLO et al., 2013).

Em muitos desses estudos a possivel funcdo do AIA e ON na acdo da SH sobre o
desenvolvimento da raiz foi associada com a presenca de AIA na estrutura himica
supramolecular (MUSCOLO et al., 1998; CANELLAS et al., 2002; ZANDONADI et al.,
2007). Estudos tém demonstrado que as substancias humicas extraidos de diferentes fontes
podem reagir com anticorpos dirigidos contra AIA (MUSCOLO et al., 1998; PIZZEGHELLO
et al., 2001) membranas celulares de cenoura marcadas com fluoresceina também foram
observados com coloragéo fluorescente semelhante para o AlA e substancias himicas de baixo
peso molecular (MUSCOLO et al., 2007). Além disso, a presenca de grupos auxinicos trocaveis
em substancias humicas extraidas de humus de vermicomposto foi revelado por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massa (CANELLAS et al., 2002).

Em geral, os mecanismos propostos para explicar estes efeitos baseiam-se na presenca
potencial de auxina ou compostos semelhantes a auxina (Tabela 1) nas estruturas agregadas na
SH-supramolecular (NARDI et al., 2002; CANELLAS et al., 2005; TREVISAN et al., 2010).
No entanto, outros estudos que empregam substancias humicas sedimentares purificadas, sem
concentracOes detectaveis dos principais fitorreguladores em sua composi¢cdo, mostrou que o
AH é capaz de afetar a raiz e a funcionalidade da parte aérea (PA), tanto em nivel transcricional
e pos-transcricional (AGUIRRE et al., 2009; MORA et al., 2010, 2012; JANNIN et al., 2012).
Neste sentido, os resultados de (MORA et al, 2010; JANNIN et al., 2012) indicam que o AH
provavelmente afeta o crescimento de PA, melhorando a absorc¢do radicular de nitrato e sua
translocacdo da raiz para PA. Esta acdo promove a translocacao de citocininas ativas da raiz
para a parte aérea, aumentando assim o estado dos nutrientes da parte aérea e seu
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desenvolvimento (MORA et al., 2010). Essas rela¢des funcionais entre absor¢éo radicular de
nitrato, bem como a funcionalidade de citocininas na parte aérea envolvida na acdo das
substancias hdmicas sobre o desenvolvimento da parte aérea foi apoiada por estudos
fisioldgicos e de transcricdo génica realizadas em canola (JANNIN et al., 2012). Quanto aos
efeitos dos AH sobre a raiz, o qual pode estar por tras dos efeitos acima mencionados sobre a
parte aérea, alguns estudos mostraram que o AH é capaz de afetar a concentracao radicular de
etileno, o acido indol-acético (IAA), acido abiscisico (ABA) e 6xido nitrico (NO) (MORA et
al., 2012). Esses autores mostraram ainda que, a acado macro-morfologico do AH na arquitetura
da raiz ndo foi dependente de efeitos do AH sobre o equilibrio hormonal na raiz.
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Tabela 1. Atividade biolégica de diferentes fracdes himicas em diferentes espécies de plantas, e hipotese relacionada entre estrutura e atividade.

Culturas Materiais Efeito Bioldgico Atividade-estrutura Hipdtese Ref
< ‘s A ) . . Muscolo et
Agrido Fracdo de matéria organica < Aumento no crescimento da raiz Presenca de moléculas de AIA  SH com atl\_/ldade tipo al.. 1998:
3500 Da nos SH auxina 2013
Fracdo de matéria organica ~ Maior grau de lignificacdo, taxa de
Pinus de pinus, de baixo (LMS) e diferenciacdo dos vasos do xilema, e Conteldo alto de moléculas de  SH com atividade tipo  Nardi et al.,
sylvestris alto (HMS) tamanho atividade de invertases, peroxidases  AlA nas fracdes LMS e HMS auxina 2000
molecular. e esterases
AH de vermicomposto de . Presenca de reguladores de AH com atividade tipo  Atiyeh et
Tomate . A Aumento no crescimento da planta . - .
residuo organico crescimento no vermicomposto hormonio al., 2002
Fracdo tipo-AH extraido com A‘gl\{agao 4 BT RIS de, ST e dzrd Qe AH extraido com 4gua  Tomasi et
Tomate z aquisicao de Fe operando em nivel  baixo peso molecular extraido e O :
agua ) , sem efeito tipo-auxina  al., 2009
foliar com agua com complexo de Fe
SH de vermicomposto, Efeito na arquitetura radicular e
tratado quimicamente para L q Dominio hidrofébico, e SH com atividade tipo  Dobbss et
Tomate . ativacdo de ATPase de tomate e - X
causar mudangas estruturais milho componentes bioativos auxina al., 2010
e conformacionais
Arabidopsis AH de vermicomposto e Crescimento radicular de plantulas, , . FracGes AH com
< . . N Contetdo especifico de ” Canellas et
e separado em fracBes com  com diferentes efeitos em relacdo as ) S resposta exdgena
. . moléculas bioativas LI . al., 2010
Milho reducdo de peso molecular plantas e tamanhos moleculares classica tipo auxina
Milho AH extraido de diferentes Estimulo de crescimento de raiz, Estrutura quimica de AH AH com atividade tipo  Zandonadi
solos PRL e V H+-ATP-ases condensada auxina et al., 2007
Lepidium i) [EO. d? (ES BB Aumento no crescimento de raiz e Caracteristica quimica de EEiie |nduz_|do POT ) offredo et
L de um perfil de solo de . . - grupos funcionais e
Papilliferum parte aérea estrutura hidrofébica s x P al., 2010
deserto composicao quimica
Aumento no crescimento da PA,
. . atividade da H+-ATPase da raiz e x AH sem atividade tipo Moraet al.,
Pepino AH de leonardita concentracio de NO3- na PA, e Conformacao molecular do AH auXina 2010

reducdo de crescimento da raiz.

15



2.6. A Prote¢ao das Substiancias Hamicas contra Estresse

Grandes avancos tém ocorrido nos Ultimos anos em relagdo aos estudos sobre os efeitos
das sustancias humicas nas plantas, o que possibilitou a descoberta de novos efeitos dos AHs
sobre diferentes mecanismos bioquimicos, fisiologicos e moleculares. Os AHs tem
demonstrado ter efeitos sobre o metabolismo dos fenilpropanoides induzindo a atividade
PAL/TAL (SCHIAVON et al., 2010). Também tem sido proposta uma acdo direta sobre a
distribuicdo de NOs™ da raiz & planta inteira, promovendo um efeito na distribuicdo dos
contetdos de citocininas e transporte de nutrientes, o qual se vincula com a atividade das H*-
ATPases exercida pelos AHs (MORA et al., 2010). Nesse sentido tem sido comprovado que 0
NO funciona como mediador na atividade tipo auxina dos AHSs, induzindo a atividade das H*-
ATPases e ratificando os mecanismos de crescimento mediante a extrusdo de H* na raiz
(ZANDONADI et al., 2010).

Recentemente se propds um novo modo de acdo dos AHs através da sua interacdo com
as raizes das plantas, onde se explica que os AHs sdo capazes de aglomerar-se nas raizes
afetando sua transpiracdo e, portanto sua condutividade hidraulica por meio de um estresse
coloidal (ASLI & NEUMANN, 2010). Outros autores tém encontrado efeitos sobre os
mecanismos de defesa antioxidativos, reportando-se um estimulo das catalases (CAT) e geracao
de espécies reativas de oxigénio (ERO), que atuam como intermediarios no crescimento das
plantas (CORDEIRO et al., 2011). Mesmo assim, tem-se reportado estimulos do crescimento,
baseados em SH, promovendo a atividade do superoxido dismutase (SOD) e ascorbato
peroxidase (APOX) em plantas submetidas ao estresse por déficit de &gua (VASCONCELOS
et al., 2009).

Esta relacdo AH-ERO como mecanismo de defesa antioxidativo, é fundamental para o
entendimento nos modos de acdo dos AHs, devido a importancia das ERO e as enzimas de
defesa antioxidativo na regulacdo dos processos bioquimicos. A producdo de ERO nas plantas
superiores € inerente a fotossintese e a respiracao (GILL & TUTEJA, 2010) e estimulam-se em
resposta a maioria dos processos mais importantes, entre eles, estresse, sinalizagdo hormonal,
crescimento polar, gravitropismo (MORI & SCHROEDER, 2004). As ERO séo capazes de
induzir hiperporalizagio da membrana induzindo o Ca?* citossélico (PEI et al., 2000) a0 mesmo
tempo que as auxinas também lideram os eventos de polarizacdo em nivel celular (KRAMER,
2009). O perdxido de hidrogénio (H202) é uma das mais estaveis ERO nas plantas que se
difunde através das membranas (HENZLER & STEUDLE, 2000) e em baixas concentracfes
funciona como molécula sinalizadora para a adaptacdo a varios estresses abioticos e bioticos
(QUAN et al., 2008) e atua sobre os processos de crescimento e desenvolviemnto (Foreman et
al., 2003). Recentemente Garcia et al. (2012) mostrou que plantas de arroz submetidas ao
estresse hidrico aumentaram sua protecdo contra estresse oxidativo a partir da aplicacdo do AH.
Em adicdo, Aydin et al. (2012) sugeriram que 0 AH tem grande potencial em aliviar o estresse
salino sobre o crescimento das plantas de feijoeiro em condicGes de solo salino de areas aridas
e semiaridas. O AH parece ser altamente efetivo como condicionador de solo no crescimento
vegetal, melhorando a tolerancia e crescimento das culturas em condicao salina.

Trevisan et al, (2011), aplicou estudos de sequenciamento para estudar os efeitos destas
substancias em Arabidopsis thaliana, no entanto, estes estudos foram feitos mediante técnica
de cDNA-AFLP, e Jannin et al. (2012) em Brassica napus por meio de microarranjo. Em estudo
combinando andlises fisioldgicas e microarranjo para explicar os efeitos do AH em canola de
inverno, esses autores verificaram que o aumento na assimilagéo de N, C e S poderiam explicar
0 aumento em crescimento das plantas tratadas com AH, além do mais, alguns genes envolvidos
em diferentes vias metabdlicas (responsivas ao estresse e a senescéncia) foram reprimidas e
expressas em resposta ao AH.

2.7. Absor¢ao de Nitrogénio pelas Plantas

16



Nitrato (NOz’) e amdnio (NH4") sdo as principais formas de nitrogénio disponivel para
as plantas, entretanto, vale ressaltar as altas perdas de N (lixiviagéo, denitrificacdo, eroséo do
solo, volatilizacdo e imobilizacdo) direcionaram as pesquisas para entender 0os mecanismos
envolvidos na absorcdo de N pelas plantas (GLASS, 2003).

A absorcdo de NOs é um processo ativo, via simporte com 2 prétons (NOsz/2H")
(SONDERGAARD et al. 2004; SOUZA & FERNANDES, 2006), enquanto a absor¢do de NH4*
¢ passivo e acontece através de um transportador do tipo uniporte (SOUZA & FERNANDES,
2006). A forca préton-motriz usado no simporte de NOs é gerada pela H™-ATPase de
membrana plasmatica (PM H*-ATPase) (SONDERGAARD et al., 2004) que hidrolisa ATP,
bombeando H* para fora da célula, o que cria um gradiente de potencial eletroquimico, que é
composto do potencial elétrico através da membrana (AW) e da diferenca de potencial quimico

para 0 ion NHs" ou NO3™ (Aunna® ou Aunos’) entre o interior e o exterior da célula (SOUZA &
FERNANDES, 2006). O gradiente de prétons gera uma forgca préton motriz, direcionando 0s
H* do exterior da célula para o citossol (SOUZA & FERNANDES, 2006). O gradiente de
potencial eletroquimico contribui favoravelmente para a entrada de céations na célula, enquanto
gue os anions sdo absorvidos acompanhando o fluxo de protons (SOUZA & FERNANDES,
2006). A assimilacdo de NH4"é seguida pela producdo de um equimolar de prétons que sao
extrusados do citossol no apoplasto (VON WIREN, 2000). Vale ressaltar que o processo de
absorcdo de nitrogénio pelas plantas ocorre com a translocagcdo do nitrato pela membrana
plasmatica por um sistema de simporte com dois protons, enquanto 0 amonio segue atraves
dessa membrana por um sistema de transporte caracterizado como uniporte (SOUZA &
FERNANDES, 2006). Assim, em uma concentracdo de 1 mM de NH4* ou NOs', as proteinas
transportadoras desses ions podem ter maior ou menor afinidade durante o processo de
absorc¢éo, sendo denominado de HATS (High affinity transport system) quando a concentracédo
deste nutriente estd abaixo de 1 mM, e LATS (Low affinity transport system), quando a
concentracdo esta acima de 1 mM (SANTOS, 2009; DECHORGNAT et al, 2011).

A absorcdo de nitrato € mediada pela familia NRT (transportadores de nitrato) enquanto
a absorcdo de aménio é mediado, pela familia AMT (transportadores de amonio) (MAATHUIS,
2009). Ambos os tipos de transportadores operam em alta e baixa afinidade de acordo com a
disponibilidade do ion no solo (SPERANDIO, 2011). As isoformas OsAMT1.1 e OsAMT1.2
(alta afinidade) sdo expressas somente nas raizes (LOQUE, 2007). Em arroz, os transportadores
de NOz3 de alta afinidade OsNRT2.1 e OsNRT2.2 séo induzidos por NO3z™ e sdo controlados por
genes que podem ser considerados candidatos em ter uma funcdo no uso eficiente do N
(ARAKI, 2006).

A inducdo dos genes que codificam para as proteinas transportadoras de NO3z™ do sistema
IHATS, é estimulada pela presenca de NOs  no meio, enquanto que os sistemas transportadores
de NH4" sdo induzidos pela auséncia de NH4" no meio externo. As proteinas transportadoras de
NH,4* sdo codificadas por uma familia multigénica, e apresentam ampla variacdo de padrdes de
cinética de absorcao, este fato demonstra a plasticidade das plantas, para a aquisi¢éo de formas
reduzidas de N, que devem ter sido abundantes durante certo periodo na evolugdo das plantas
superiores (SOUZA & FERNANDES, 2006).

O sequenciamento do genoma do arroz revelou a existéncia de 10 isoformas de PM H*-
ATPase (SPERANDIO, 2011). Baxter et al. (2003) propds trés explicacOes para esse alto
numero de isoformas: diferente isoformas podem estar envolvidos em alguns tipos celulares
com uma propriedade bioquimica somente; eles apresentam expressao em tecidos especificos
com niveis de expressdo apropriadas para cada tecido; ou multiplas isoformas tem funcGes
redundantes. Algumas isoformas PM H™-ATPase tem sido identificada como sendo
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relacionadas a nutricdo mineral de plantas, tal como a isoforma OsA8 envolvida na aquisicéo e
translocacéo de fosforo em arroz.

O nitrogénio pode ser encontrado no solo nas formas prontamente disponiveis as plantas
(NHs") e (NO3z), sendo transportados até as raizes por meio da solugdo aquosa do solo. Mas,
algumas culturas tém preferéncia pela absor¢do de N na forma amoniacal (MALAGOLI et al.,
2000). As formas amoniacais e nitricas apresentam diferentes efeitos na planta, influéncia no
crescimento, no vigor do vegetal, producdo de biomassa e até na reproducdo (LANE &
BASSIRIRAD, 2002).

Para algumas familias de plantas, o ion NH4* mostra efeito negativo sobre o crescimento
da planta, isso € atribuido a necessidade de utilizagdo dos carboidratos produzidos,
prioritariamente, para a rapida assimilacdo do amoénio absorvido, evitando seu acumulo e
consequentes problemas de toxicidade relacionados a alteracdes no pH celular e desbalancos
ibnico e hormonal, entre outros (BRITTO & KRONZUCKER, 2002).
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3. CAPITULO1

CARACTERIZACAO ESPECTROCOPICA DOS ACIDOS HUMICOS
DE VERMICOMPOSTO
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3.1. RESUMO

O conhecimento da estrutura e composicao das substancias humicas e da sua relagdo com a
propriedade e funcdo é de grande interesse. O objetivo deste capitulo foi elucidar as diferentes
caracteristicas estruturais e de composicdo elementar dos acidos humicos, extraidos com
diferentes extratores (NaHO, KOH e 4gua), por meio de CHN e por 3C CP-MAS RMN. Além
de conhecer suas propriedades, os quais podem definir funcdes de bioatividade. As fragdes do
tipo himico foram obtidas a partir do vermicomposto de esterco bovino. A fracdo, acido himico
(AHw) foi obtida utilizando apenas &gua como extrator, a fracdo AH foi extraida seguindo o
método recomendado pela Sociedade Internacional de Substancias Himicas (IHSS) tanto com
KOH como NaOH. Apds a extragcdo, os AHs foram caracterizados usando a técnica
espectroscopica de *C CP-MAS NMR e de composicio elementar (CHN). A anélise de
componentes principais (PCA) foi utilizada para encontrar um padréo de agrupamento entre as
variaveis estruturais avaliadas e suas propriedades. As fragdes de acido humico (AH) isoladas
de vermicomposto usando a metodologia da IHSS e o método de extracdo com &gua (AHw)
apresentaram diferentes caracteristicas estruturais. O AHw possui uma relacdo C/N mais baixa
em sua composicao elementar e uma maior quantidade relativa de estruturas alifaticas (CAlkyl-
H,R) observada por **C CP-MAS RMN. Em contrapartida, 0 AH tem uma quantidade relativa
maior de estruturas aromaticas (CAr-H,R; CAr-O,N). As fracGes HAw apresentaram ainda, maior
quantidade de grupos carboxila (Ccoo-H,R) quando comparada a fracdo AH. Estas evidéncias
sugerem que, o AH tem propriedade mais aromatica do que a fragdo AHw, que por sua vez,
tem maior alifaticidade e hidrofobicidade.

Palavras chave: Acido Himico. Extracdo com agua. Alifaticidade. *C CP-MAS RMN.
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3.2. ABSTRACT

Knowledge of humic substances structure and composition and their relationship to property
and function is of great interest. The objective of this chapter was to elucidate the different
characteristics structural and elemental composition of the humic acids extracted with different
extractors (NaOH, KOH and water), by CHN and by *C CP-MAS NMR. In addition to
knowing their properties, which can define bioactivity functions. Humic type fractions were
obtained from bovine manure vermicompost. The fraction, humic acid (HAw) was obtained
using only water as an extractor, the HA fraction was extracted following the method
recommended by the International Humic Substances Society (IHSS) with both KOH and
NaOH. After extraction, the HAs were characterized using the 3C CP-MAS NMR
spectroscopic technique and elemental composition (CHN). Principal component analysis
(PCA) was used to find a standard of grouping between the structural variables evaluated and
their properties. The humic acid fractions isolated from vermicompost using the IHSS
methodology (HA) and the water extraction method (HAw) showed different structural
characteristics. The AHw has a lower C/N ratio in its elemental composition and a greater
relative amount of aliphatic structures (CAlkyl-H,R) observed by *C CP-MAS-NMR. In

contrast, HA has a greater relative amount of aromatic structures (CAr-H,R; CAr-O,N). The HAw
fractions also had a higher carboxyl groups (Ccoo-H,R) amount when compared to the HA
fraction. These evidences suggest that HA has a more aromatic property than the HAw fraction,
which in turn has greater aliphatic and hydrophobicity.

Key-words: Humic Acid. Extraction with water. Aliphaticity. 3C CP-MAS-NMR.
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3.3. INTRODUCAO

As Substancias Himicas (SH) sdo componentes chave da formacéao de alguns solos, da
fertilidade do solo e controlam as propriedades quimicas e biologicas da rizosfera. Sao
substancias de coloracdo escura compostas por macromoléculas de massa molecular
relativamente elevada formada através de reacGes de sintese secundaria a partir de residuos
organicos de plantas, animais e microrganismos (STEVENSON, 1994). A fertilidade dos solos
geralmente é muito influenciada pelas caracteristicas moleculares da fragéo alcalino soltuvel do
carbono. As substancias himicas sdo dindmicas e refletem as mudangas do uso do solo. (LIMA,
2008). E também responsavel pelo seu acimulo na forma de matéria organica no solo.
Aproximadamente 90% (m/m) da estrutura da matéria organica (MO) morta do solo é composta
de C (52-58%) e O (34-35%), seguido de N e H (3,3 a 7%) (DICK, 2009). Em relacédo a
distribuicdo dos compostos orgéanicos nitrogenados, identificados em maior proporcédo no solo,
encontram-se 0s aminoacidos, como mondmeros de proteinas, e 0s agucares aminados, bem
como pequenas quantidades de acidos nucleicos (CAMARGO et al, 1999). A composicao da
matéria organica particulada (MOP) e fortemente influenciada pelo residuo vegetal que a
originou e, para avaliar a qualidade quimica do residuo, a relacdo C/N é considerada uma
caracteristica interessante, pois residuos provenientes de leguminosas tendem a apresentar uma
relagdo C/N por volta de 20 e de gramineas em torna de 40-80.

Andreux (1996) considera as substancias himicas como polimero aleatorio, e estrutura
formada por pontes de blocos poliaromaticos e cada uma por Ester, éter a ligagdes de C com
proporcdes variaveis de carboxila, hidroxila, amino e outros grupos hidrofilicos. Entretanto,
alguns estudos tém sugerido uma nova concepcao para a estrutura destas complexas substancias
himicas (ORLOV et al., 1975; PICCOLO, 2002; PICCOLO 2001; SUTTON & SPOSITO
2005). Foi postulado por Piccolo et al. (1999) que os acidos humicos sdo formados por uma
mistura heterogénea de pequenas moléculas reunidas num arranjo supramolecular estabilizado
por forcas relativamente fracas (ligagbes do tipo van de Waals, n-n, CH-x). Essas ligacOes
podem ser quebradas reversivelmente na presenca de baixas concentra¢des de acidos organicos
(NARDI et al., 2000; COZZOLINO et al., 2001; CANELLAS et al, 2005). Esse agregado
menor corresponderia a célula estrutural minima das substancias himicas sobre a qual vai se
desenvolvendo paulatinamente a macroestrutura através da adi¢do de camadas sobre esta célula
bésica, num arranjamento semelhante ao supraestrutural (Orlov et al. 1975).

E de grande interesse o conhecimento da estrutura e composi¢do das substancias
hamicas e da sua relagdo com a propriedade e funcdo. Principalmente no que se refere a sua
acao sobre as plantas, atualmente debatidos (CANELLAS et al., 2005; GARCIA et al., 2012).
Assim o objetivo deste capitulo foi elucidar as diferentes caracteristicas estruturais e de
composicdo elementar dos acidos humicos, extraidos com diferentes extratores (NaHO, KOH
e agua), por meio de CHN e por 3C CP-MAS RMN. Para conhecer suas propriedades, os quais
podem definir funcGes de bioatividade nos estudos posteriores com plantas.
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3.4. MATERIAL E METODOS
3.4.1. Extracao das fracoes AH

O primeiro AH foi doado pelo professor Leonardo Dobbs. Este foi extraido com NaOH
e caracterizado espectroscopicamente no departamento de quimica da UFRRJ.

O vermicomposto (VC) foram obtidos da Fazenda Agroecoldgica da Embrapa (Fazenda
Agroecologica da Embrapa, estado do Rio de Janeiro-RJ, Brasil). O AH foi isolado e purificado
de vermicomposto de acordo com a metodologia recomendada pela Sociedade Internacional de
Substancias Hamicas (IHSS, 2013) e de acordo com o protocolo relatado por Swift (1996). Os
acidos htimicos foram extraidos usando KOH 0,1 mol L, na razdo vermicomposto:extrator de
1:10 (v/v) sob agitacdo por 24h e permanecendo em repouso por mais 24h para solubilizacdo
das SH, sob atmosfera inerte de N.. O sobrenadante foi coletado através de centrifugacédo e
filtrado. A separacdo do acido humico (precipitado) dos acidos fulvicos (sobrenadante) foi
conseguida pela diminuicdo do pH da solugdo até 1,0 com HCI 6 mol L e a suspensdo foi
resfriada e mantida em repouso por 16 horas (Figura 1). O precipitado foi coletado através de
centrifugacdo. Em seguida, o precipitado de acido humico extraido em meio alcalino foi
resuspenso em 200 mL de uma solugdo aquosa diluida contendo HF 0,3 mol L*e HCI 0,1 mol
L't em frasco plastico agitando a amostra em temperatura ambiente por uma noite. O
precipitado foi coletado através de centrifugacdo. Em seguida, os &cidos humicos foram
transferidos para membrana de didlise (Spectra/Por® 7 dialysis tubing, MWCO 3500) para
retirar o excesso de ions através de dialise contra agua deionizada até o teste negativo com
AgNO:s. O extrato contendo o AH soltvel foi congelado em -80°C e seco por liofilizacdo, em
seguida realizada sua caracterizacdo por técnicas de alta resolucio como *C RMN e
composigéo elementar (Tabela 1).

A fracdo, &cido hamico, obtido utilizando apenas agua como extrator (HAa), foi isolada
com algumas modifica¢des. Resumidamente, uma massa de VVC foi adicionada a um volume de
agua deionizada (H20)4¢ numa razdo VC/(H-O)d de 1:10 m/v, que foi mantida num agitador
mecéanico durante 48 h sob atmosfera de N2 (g). O sobrenadante foi decantado, centrifugado a
10.000 rpm por 30 min e filtrado através de papel de filtro. Este sobrenadante foi ajustado para
pH 1,5 por adi¢do de HCI (6 mol L) para precipitar o AHw. Apds 10 h, a fracdo de acidos
falvicos na fragdo liquida foi decantada e removida por centrifugacdo. O AHw foi agitado por
24 h em contato com uma solucdo de HCI/HF/H>O na proporcdo de 1:1:98 (v/v) para
aproximadamente 100 mL g (AHw), para remover os elementos minerais. A suspenséo foi
novamente centrifugada para remover a solucdo e, 0 AHw foi lavado com agua destilada. Em
seguida, o AHw foi transferido para uma membrana de dialise (14 kDa), e o procedimento foi
realizado em &gua destilada até se obter um teste negativo para os ions Cl- usando AgNOs (0,1
mol LY). Em seguida, 0 AHw foi congelado a -80° C e liofilizado e armazenado em um
dessecadora e purificada a partir da VC seguindo a metodologia descrita por Pinton et al. (1998)
com a.
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Figura 1. Extracdo de acidos hiumicos com KOH e com &gua.
3.4.2. Analise de ressonincia magnética nuclear de carbono 13 (13C-NMR)

Foi verificado por RMN que o acido himico extraido com agua ndo necessitou ser
submetido ao processo de purificacdo. Entretanto o AH extraido com KOH necessitou ser
submetido ao processo de purificacéo.

A analise de espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de polariza¢do cruzada
com rotagio em torno do angulo magico (*C CP MAS NMR) foi realizada no aparelho Bruker
AVANCE Il RMN a 400 MHz, equipado com probe de 4 mm Narrow MAS e operando em
sequéncia de ressonancia de 3C a 100.163 MHz. Para a obtencio dos espectros, as amostras
dos materiais humificados foram colocadas em um rotor (porta-amostra) de Dioxido de zirconio
(ZrO2) com tampas de Kel-F sendo a frequéncia de giro de 8 + 1 kHz. Os espectros foram
obtidos pela coleta de 2048 data points para igual nimero de scans a um tempo de aquisi¢do
de 34 ms e com recycle delay de 5 s. O tempo de contato para a sequéncia em rampa de 1H
ramp foi de 2 ms. A coleta e elaboragéo espectral séo realizadas utilizando o Software Bruker
Topspin 2.1. Os decaimentos livres de indugdo (FID) séo transformados aplicando um zero
filling igual a 4 k e posteriormente um ajuste por funcdo exponencial (line broadening) de 70
Hz. A razéo entre os Indices de hidrofobicidade e hidrofilicidade (HB / HL) foi calculada como
se segue: HB/HL = [(0-46 ppm) + (110-142 ppm)] / [(46-110 ppm) + (142-230 ppm)]. A
aromaticidade e alifaticidade foram calculadas de acordo com o procedimento detalhado em
Song et al., (2008).

3.4.3. Analise elementar (CHN)

A anélise elementar foi obtida utilizando um analisador elementar Perkin EImer 2400
CHN. As analises foram realizadas utilizando-se 1,1 + 0,1 mg de amostras pesadas em micro
balanca acoplada ao aparelho (GARCIA et al., 2014).

A andlise de componentes principais (PCA) foi utilizada para encontrar um padrao de
agrupamento entre as variaveis estruturais avaliadas e suas propriedades.
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3.5. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.5.1. Ressonancia magnética nuclear de 13C

Atécnica de 1*C CP-MAS NMR (ressonancia magnética nuclear de **C com polarizacio
cruzada e rotacdo em torno do angulo méagico) tem sido intensamente utilizada para o estudo
da matéria organica do solo tanto para avaliar sua composicéo e estrutura (KOGEL-KNABER
et al., 1991; NOVOTNY et al., 2004), quanto para acompanhar suas transformacoes
(LEINWEBER et al., 1993) e avaliar os efeitos de diferentes sistemas de manejo do solo
(PRESTON et al.,1994; NOVOTNY et al., 2004). Os espectros de **C CP-MAS NMR das
amostras analisadas foram semelhantes (Figura 4) e tipicos de acidos himicos com perda de
resolucdo (PRESTON et al.,1994; NOVOTNY et al., 2004). Entretanto € possivel observar que
as amostras extraidas em meio alcalino apresentaram grande ruido devido, segundo Novotny et
al. (2004), possivelmente devido a presenca de grandes quantidades de ions paramagneéticos
(especialmente Fe** e Mn?*), sendo necessaria a etapa de purificagdo (Figura 4b), o que ndo
ocorre naquelas extraidas somente com &gua (Figura 4c). Embora os espectros sejam
semelhantes visualmente, ao se calcular as areas referentes a cada grupo funcional (Tabela 1)
pode-se identificar diferencas entre as amostras analisadas a partir dos principais intervalos de
ressonancia que sdo atribuidos a diferentes tipos de carbono segundo Song et al., 2008: 0-46
ppm, C alquilico; 46-59 ppm, C Metoxil e N-alquilico; 59-91 ppm, C O-alquilico; 91- 110 ppm,
C di-O- alquilico e alguns aromaticos; 110-142 ppm, C aromético; 142-156 ppm., C O-
aromatico; 156-186 ppm, C carboxilicos, amidas e ester; 186-230 ppm, C carboxilico.

De um modo geral, os acidos hamicos apresentam caracteristicas similares ao da
literatura (AGUIAR et al., 2013 a,b; DOBBSS et al., 2010). A Figura 2 mostra o espectro obtido
para os acidos hiimicos através da técnica 3C CP MAS NMR. O espectro mostra uma assinatura
semelhante aos reportados na literatura para acidos humicos isolados de vermicomposto
(Dobbss et al., 2010; Canellas et al., 2013). Na Tabela 2 mostra-se um predominio de estruturas
do tipo C-alquil (0-45 ppm), C-alquil-O,N (45-65 ppm), C-alquil-O (65-95 ppm) e C-Aromatico
(110-142 ppm). Os &cidos humicos apresentaram caracteristicas alifaticas mais marcadas que
as aromaticas. Estas caracteristicas e o indice HB/HI foram semelhantes aos relatados na
literatura (AGUIAR et al., 2012; AGUIAR et al., 2013).

Alguns destes picos predominantes entre 0-59 ppm, podem ser o resultados da
presenca de grupamentos - CHs terminais pertencentes a estruturas lipidicas de tecidos vegetais
e poliésteres alifaticos. O pico entorno a 55 ppm pertence a grupamentos metoxilas ligados a
anéis aromaticos de ligninas. O pico por volta de 72 ppm € resultado da superposi¢do dos
carbonos C», Cs e Cs nas estruturas pirandsicas de celulose e hemicelulose, assim como o sinal
do carbono anomérico C1 que aparece entorno de 104 ppm. Os picos em torno de 172 ppm
podem ser assinalados a grupos carboxilas (SPACCINI & PICCOLO, 2007; AGUIAR et al.
2013).

A intensidade relativa dos picos varia entre as amostras de vermicomposto extraidas
com KOH e agua. Assim, na primeira regido dos espectros 0-46 ppm, as amostras de acido
himico de vermicomposto extraido com agua possuem dois picos em 22 e 28 ppm,
caracteristicos de CH> e CH de cadeias alquila (GIOVANELA, 2002; MESSIAS, 2004),
correspondendo a 40,6%. Ja o acido humico de vermicomposto extraido com KOH possui
19,79% da composicao do acido humico nessa regiéo.
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Figura 2. Espectros de 13C CP-MAS NMR no estado solido dos &cidos humicos de
vermicomposto extraidos com (a) NaOH (b) KOH 0,1 mol L, (c) extraidos com agua.

A segunda regido dos espectros (Figura 2 e (Tabela 2) é caracterizada por um pico bem
definido a 55 ppm, tipico de C com esteres e eteres alifaticos (metoxi e etoxi) de lignina. A
Terceira regido dos espectros (59 -91) com 10,41% da composi¢do do &cido himico extraido
com agua e 13,5% em KOH, apresenta um pico em 71 ppm, caracteristicos de C éteres de anéis
de polissacarideos. Esses picos estdo presentes nas duas amostras extraido com KOH e &gua,
mas com maior intensidade nos acidos humicos extraido com agua. A regido de 91-110 ppm,
atribuido ao C ligado a dois atomos de oxigénio e a C anomérico em polissacarideo
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(GIOVANELA, 2002), corresponde a 4,1% da composigéo do acido humico extraido com agua
e 6,25% com KOH.

Na regido caracteristica de C aromaticos (110-142 ppm) com 11,4% da composi¢do do
acido humico extraido com agua, e 19,79% extraidos com KOH, as amostras apresentam um
pico em 128 ppm, atribuido a C aromaticos ndo substituidos ou alquil substituidos. Nas
amostras extraidos com KOH (Fgura 2b) esse pico apresenta maior intensidade em relacao ao
acido humico extraido com agua (Figura 2c). Os espectros na regido de 142-156 ppm refere-se
a C aromaticos substituidos por O e N, como etéres aromaticos, fenois e aminas aromaticas, nas
amostras extraidos com KOH (figura 4b) essa faixa apresenta 8,33% e 4,1% nas com agua.

Na regido compreendida entre 156-186 ppm com 14,58% da composi¢do do acido
himico extraido com agua e 10,42% com KOH, apresenta um pico em 172 ppm, que é
normalmente associado a C carboxilico, C de ester e de amida. Esse pico esta presente em
ambos os acidos humicos com intensidades similares (Figura 2).

Na regido compreendida entre 186-230 ppm com 3,12% da composi¢do do &cido
himico extraido com agua e 9,38% com KOH, essa regido é associada a C carbonilico de
aldeidos e cetonas (MESSIAS, 2004).

Tabela 2. Distribuicao relativa de carbono (%) em regides de deslocamento quimico (ppm)
dos espectros de ¥C-CPMAS-RMN, grau de aromaticidade e alifaticidade, indice de
hidrofobicidade e quantidade relativa (%) de carbono, nitrogénio e hidrogénio em base
seca de &cido humico extraido com KOH.

Faixa de
Atribuicdo [nqdangas Caddigo N':gH I?(;IH HA:C')
guimicas (ppm)

C-alquil-H,R 0-46 Ca-hr 29,29 19,79 40,6
Metoxilas e C-alquil-O,N 46-59 Cakon 19,19 12,5 10,41
C-alquil-O 59-91 Cak-o 13,13 1354 1041

C-alquil-di-O (anomérico) 91-110 Calk.di-o 5,05 6,25 41

13C-CP C-aromaético- H,R 110-142 Carnr 13,13 19,79 11,4

MAS C-aromético-O,N 142-156 Caron 7,07 8,33 4,1
NMR C-carboxila-H,R 156-186 Ccoonr 9,09 10,42 14,58
C-carbonila 186-230 Cc-o 4,04 9,38 3,12
Aromaticidade - Arom 20,2 28,13 15,62

Alifaticidade - Alif 79,79 7188 84,3

indice de hidrofobicidade - HB/HL 0,73 0,66 0,88

Nitrogénio N - 3,39 4,17

Carbono C - 34,9 35,0

Elementar Hidrogénio H - 4,58 4,96
Razdo Carbono/Nitrogénio C/N - 10,31 8,38
Matéria Organica MO - 60,2 60,33

Pode ser observado, na Figura 2 e Tabela 2, que as amostras de vermicomposto extraido
com agua apresentam maiores valores nas areas das regides compreendidas entre 0-110 ppm,
atribuidas a C-O de metoxila e de carboidratos, e entre 156-186 ppm, normalmente associado
a C carboxilico, C de ester e de amida. Essas amostras apresentam, porém, menores valores das
areas das regides caracteristicas de C ligado a dois atomos de oxigénio e a C anomérico em
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polissacarideo 91-110 ppm e areas entre 140-160 ppm, que sdo atribuidas a grupos O-
aromaticos e de C aromaticos ndo oxigenados (110-140 ppm). E sabido que, com o avango da
humificacdo, o conteudo de grupos carboxilicos e aroméaticos aumenta, enquanto o de O-
aromaticos e metoxilas diminuem (KOGEL-KNABNER et al., 1991; PRESTON et al., 1994).

As amostras de vermicomposto extraido com agua apresentam enfim, maiores valores
nas regides que caracterizam carbono alquilico ndo substituido e C carboxilico e em geral
conferem as propriedades alifaticidade e hidrofobicidade do material (Figura 3 e Tabela 2).
Entretanto, as amostras extraidas com KOH apresentam maiores valores nas regides que
caracterizam C alquilico substituido, carbonila, C anomérico, C aromatico substituido por O e
N e ndo-substituido, confereindo a sua propriedade de maior aromaticidade e consequente
menor alifaticidade (Figura 3).

A andlise de componentes principais (ACP) das fracdes acidos humicos, obtidos por
meios de diferentes extratores explicou 100% da variabilidade total nas duas primeiras
componentes (Figura 3A), sendo que 82,5% da variancia estdo explicados pela CP1, e 17,5%
explicados pela CP2. A CP1 é explicado pelas contribuigdes positivas dos C-alquil-H,R,
Alifaticidade, Indice de hidrofobicidade, C-carboxila-H,R, associados aos humicos extraidos
com agua (AHa) (Figura 3B, D). Em oposicéo, projeta-se negativamente na CP1, C-carbonila,
C-aromético- H-R, Aromaticidade, C-alquil-di-O (anomérico), os quais estdo associados aos
humicos extraidos com KOH (AHK) (Figura 3B, D). A CP2 sdo explicados pelas contribui¢es
negativas das Metoxilas e/ou C-alquil-O,N associados aos humicos extraidos com NaOH
(AHna) (Figura 3C, D). Em oposicgéo, projeta-se positivamente na CP2, C-carboxila-H,R e C-
carbonila.
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Figura 3. Analise de componentes principais para os tipos de carbono dos acidos humicos de
vermicomposto extraidos com NaOH, KOH e 4agua. (A) Porcentagem das variancgas retidas
nas componentes principais (CP). (B) Contribuicdo dos carregamentos (loadings) na CP1.
(C) Contribuicdo dos carregamentos na CP2. (E) Biplot da analise de componentes
principais com os loadings e scores.

3.5.2. Analise elementar (CHN)

Na Tabela 2 sdo apresentados a caracterizagcdo elementar dos acidos humicos extraidos
com agua e KOH. As diferencas ocorreram somente para o teor de N nas amostras de acidos
himicos extraidos com agua e KOH, sendo maior para os extraidos com agua. Entretanto, ndo
foi possivel fazer a andlise elementar das amostras extraidas com NaOH, devido a pouca
quantidade de material necessario para procedesr a analise.

Esta analise foi importante na quanfificacgdo do N que poderia afetar os estudos
posteriores de biatividade nas plantas sob diferentes niveis e fontes de nitrogénio.
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3.6. CONCLUSOES

As fracGes de &cido humico isoladas de vermicomposto usando a metodologia da IHSS
(AH) tanto com NaOH como KOH e o0 método de extracdo com agua (AHa) apresentaram
diferentes caracteristicas estruturais. O AHa possui uma relacdo C/N mais baixa em sua
composicdo elementar e uma quantidade relativa maior de estruturas alifaticas (CAlkyl-H,R)
observada por 13C CP-MAS RMN. Em contrapartida, o AHk tem uma quantidade relativa maior
de estruturas aromaticas (CAr-H,R; CAr-ON). As fraces AHa apresentaram ainda, maior
quantidade de grupos carboxila (Ccoo-H,R) quando comparada a fracdo AHk e AHna. Estas
evidéncias sugerem que, o AHk tem propriedade mais aromatica do que a fracdo extraida com
agua, que por sua vez, tem maior alifaticidade e hidrofobicidade. Por fim, a fracdo AHna possui
mais C-alquil-O,N em sua estrutura.
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4. CAPITULO 11

A APLICACAO DE ACIDOS HUMICOS DE VERMICOMPOSTO EM
PLANTAS DE ARROZ MODIFICA A EXPRESSAO GENICA (OSAMTS,
OSNTRS E OSAS), A ABSORCAO E O METABOLISMO DO
NITROGENIO
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4.1. RESUMO

Os &cidos humicos (AHs) tém um efeito importante sobre a absor¢do de nutrientes, o
metabolismo, o crescimento e desenvolvimento das plantas. Aqui, nds avaliamos o efeito do
pre-tratamento de AH aplicado numa solugdo nutritiva sobre a cinética de absorcéo de nitrato
(N-NO3") e amdnio (NH4"), o metabolismo de nitrogénio (N) em plantas de arroz sob condigdes
de alta e baixa disponibilidade de NO3 ou NH4". Além disso, os parametros cinéticos de
absorcao tanto de NOs como NH.", metabdlitos, a expressdo dos genes dos transportadores de
nitrato (NRTS) e amdnio (AMTS), das bombas de prétons de membrana plasmatica (PM) H*-
ATPase foram examinados. As plantas foram cultivadas em camara de crescimento com
solucdo modificada de Hoagland e Arnon até 21 dias apds a germinagdo (DAG), sendo entdo
transferidas para uma solucdo sem N por 48 h, e depois, para outra solugdo sem N, porém, com
e sem adi¢do de AHs por mais 48 h. Apoés este periodo de privacao de N, as plantas receberam
novas solucdes nutritivas contendo 0,2 e 2,0 mM de N-NOs ou N-NH4*. O tratamento das
plantas de arroz com AH mais N-NOs°, promoveu a indugédo dos genes OsNRT2.1-
2.2/0sNAR2.1 e algumas isoformas PM H*-ATPase nas raizes. A aplicacdo de AHs modificou
diferencialmente os pardmetros cinéticos de absor¢do de NO3™ sob ambas as concentracGes e
para NH4* na maior dose. Quando cultivadas com 0,2 mM de NOs’, as plantas pré-tratadas com
AH apresentaram menores valores de Km e Cmin, bem como maior razdo Vmax/Km. Quando
cultivadas com 2 mM de NOs, as plantas pré-tratadas com AH apresentaram maior valor de
Vmax, maior massa radicular e de parte aérea e menor razdo raiz/parte aérea. As fracbes
nitrogenadas também foram alteradas pelo pré-tratamento com AH, e um maior acimulo de
NOs e N-amino foi observado nas raizes e na parte aérea, respectivamente, das plantas pré-
tratadas com AH. Os resultados sugerem que o pré-tratamento com AH modifica a morfologia
radicular e a expressao génica de transportadores de NOs™ e das PM H*-ATPases, resultando
em uma maior eficiéncia de aquisi¢do de NOs™ pelos sistemas de alta e baixa afinidade.

Palavras chave: Cinética de Absorcdo do Nitrogenio. Transportadores de N. Acido Himico.
Bombas de Protons. Crescimento.
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4.2. ABSTRACT

Humic acids (HAs) have an important effect on nutrient uptake, metabolism, growth and
development of plants. Here, we evaluated the effect of AH pretreatment applied in a nutrient
solution on the absorption kinetics of nitrate (N-NOz’) and ammonium (N-NH4"), nitrogen (N)
metabolism in rice plants under high and low availability of NOs™ or NH4*. In addition, the
kinetic parameters for both NOz™ and NH." uptake, metabolites, expression of the nitrate
(NRTSs) and ammonium transporter (AMT) genes from proton pumps plasma membrane (PM)
H*-ATPase were examined. The plants were grown in a growth chamber with modified
Hoagland and Arnon solution until 21 days after germination (DAG), and they were then
transferred to a solution without N for 48 hours and then to another solution without N and with
and without the addition of HAs for another 48 hours. After this period of N deprivation, the
plants received new nutrient solutions containing 0.2 and 2.0 mM N-NOs or N-NH4". Treatment
of rice plants with HA plus N-NOs™ promoted the induction of the OsNRT2.1-2.2/0OsNAR2.1
genes and some PM H*-ATPase isoforms in the roots. The application of HAs differentially
modified the kinetic parameters of NO3™ absorption under both concentrations and for NH4" in
the highest dose. When cultivated with 0.2 mM NOs3’, plants pretreated with HA had lower
values of Km and Cmin. When cultivated with 2,0 mM NOg’, the plants pre-treated with HA
presented higher value of Vmax, greater root and shoot mass, and lower root/shoot ratio.
Nitrogen fractions were also altered by pretreatment with HA, and a higher accumulation of
NOz and N-amino was observed in the roots and shoot, respectively, of the plants pretreated
with HA. The results suggest that HA pretreatment modifies the root morphology and gene
expression of NOs” and PM H*-ATPases transporters, resulting in a higher efficiency of NOs
acquisition by high and low affinity systems.

Key-words: Nitrogen Absorption Kinetics. N Transporters. Humic Acid. Pumps of Protons.
Growth.
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4.3. INTRODUCAO

Alguns pesquisadores consideram as substancias humicas (SHs) como macromoléculas,
micelas e mais recentemente estas foram consideradas supramoleculas (STEVENSON, 1994;
WERSHAW, 1993; PICCOLO, 2002). Devido a sua complexidade e diversidade ainda ndo foi
possivel uma descricdo detalhada e inequivoca da base estrutural e por consequéncia da
atividade biol6gica das SH (ZANDONADI et al, 2013). Considera-se, porém, a estrutura das
SH como um arrranjamento supraestrutural de pequenas unidades bioativas estabilizadas
através de forcas relativamente fracas em pH baixo ou neutro, é possivel que &cidos organicos
exsudados das raizes de plantas desmontem a aparentemente complicada estrutura himica e
faca com que subunidades biologicamente ativas acessem a célula e promova incrementos tanto
a biomassa quanto ao metabolismo energético vegetal (VAUGHAN & MALCOLM,1985;
VARANINI et al., 1993; PINTON et al, 1999; CANELLAS et al., 2002; ZANDONADI et al,
2006; CANELLAS et al., 2010).

Ha& muito tempo se sabe dos beneficios da matéria organica sobre as propriedades
fisicas, quimicas e bioldgicas dos solos. Entretanto, uma outra abordagem tenta estabelecer e
explicar as interacfes benéficas de diferentes fracBes himicas sobre o crescimento e
metabolismo das plantas (VAUGHAN & MALCOLM,1985; NARDI et al, 2002, CANELLAS
et al, 2006; NARDI et al, 2009; TREVISAN et al., 2011; JANNIN et al., 2012).

Dentre as substancias humicas, os AH exercem efeito direto sobre o crescimento e
metabolismo das plantas, especialmente sobre o desenvolvimento radicular (NARDI et al.,
2002). Varios trabalhos vém mostrando o efeito benéfico de diferentes materiais humificados
sobre o crescimento de diferentes espécies vegetais (CANELLAS et al., 2010; AGUIAR et al.
2009, ERTANI et al, 2013) do mesmo modo que alguns fitorménios (QUAGGIOTTI et al.,
2004; DOBBSS et al., 2010; PIZZEGHELLO et al, 2013; MUSCOLO et al, 2013). Entre os
efeitos das SH ligados diretamente a nutricdo de plantas e descritos em diferentes espécies, esta
a sua habilidade tanto para ativar a atividade da PM-ATPase das raizes (CANELLAS et al.,
2002; FACANHA et al., 2002; CANELLAS et al., 2010) como estimular as taxas de absor¢édo
de alguns nutrientes como NOs  (PINTON et al, 1999; QUAGGIOTT]I et al, 2004; MORA et
al., 2010, ERTANI et al, 2013). Apesar de existirem muitos estudos sobre o efeito positivo de
materiais himicos na absorcdo de diversos nutrientes (VAUGHAN & MALCOLM, 1985;
CHEN & AVIAD, 1990, VARANINI & PINTON, 1995, 2001; NARDI et al. 1996, 2002, 2009;
CLAPP et al. 2001; TAN 2003; e CHEN et al. 2004a) s&o escassos relatos que envolvam fontes
de nitrogénio (NOs™ e NH4") envolvendo os sistemas de absorcdo de baixa e alta afinidade
(LATs e HATSs) bem como nos mecanismos envolvidos nesse processo.

De acordo com o exposto, 0 objetivo do presente estudo foi avaliar em nivel génico e
metabolico, o efeito do pre-tratamento com acidos himicos aplicados via radicular sobre as
plantas de arroz, submetidas em seguida a condi¢cdes de baixo e alto suprimento de N,
determinando parametros cinéticos da absor¢do de NOs™ e NH4* e 0 metabolismo de nitrogénio.
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4.4. MATERIAL E METODOS
4.4.1. Extracio e caracterizacio dos AH de vermicomposto

O AH foi isolado e purificado de vermicomposto de acordo com a metodologia
recomendada pela Sociedade Internacional de Substancias Hamicas (IHSS, 2014). A analise da
A aromaticidade e alifaticidade foram calculadas de acordo com o procedimento detalhado em
Song et al. (2008) e Capitulo I.

4.4.2. Condi¢ao experimental e de crescimento das plantas

O experimento foi conduzido em camara de crescimento no Departamento de Solos da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. As plantas foram cultivadas com fotoperiodo de
14h de luz com aproximadamente 500 pmol m2 s de fluxos de fotons fotossintéticos, umidade
do ar relativa de 70% e temperaturas de 28°C/24°C (luz/escuro). Os tratamentos consistiram da
combinacdo da aplicacdo ou nao de acido himico e duas concentracdes de NO3 e NH4™ (nas
doses de 0,2 e 2,0 mM) abrangendo os sistemas de alta e baixa afinidade de absorcéo de N,
(HATS e LATS, respectivamente). O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado
com 4 repeticoes.

Sementes de arroz da variedade Piaui foram inicialmente desinfetadas com hipoclorito
2% durante 15 min sob agitacdo orbital e em seguida lavadas dez vezes com &gua destilada.
Depois de desinfetadas, as sementes foram colocadas para germinar na superficie da lamina de
agua de um vaso, sustentadas por uma gaze. Seis dias ap6s a germinacdo (DAG) as plantulas
foram transferidas para potes de 0,7 L contendo solu¢do de Hoagland (HOAGLAND &
ARNON, 1950) modificada a ¥ da forca i6nica (FI) com uma razdo 3:1 de N-NOs™ e N-NH.".
Trocas de solucdo para 2 FI foram realizadas a cada trés dias. Aos 21 DAG as plantas foram
submetidas para uma solucgdo nutritiva, sem N por 96 h. Ap6s as primeiras 48 h de privacdo de
N, as plantas foram separadas em dois grupos com ou sem a aplica¢do de acido humico (AH)
pelas 48 h restantes. Ap6s o periodo de privacdo de N e tratamento com AH, os dois grupos de
plantas foram submetidos a solucdes nutritivas contendo as doses de 0,2 ou 2,0 mM de NO3™ ou
NH4* (Figura 4).
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Figura 4. Representacdo esquematica do experimento realizado para avaliacdo da absor¢éo de
NOs e NH4* sob dois niveis (0,2 e 2,0 mM) com ou sem pré-tratamento com &cido himico.
Para a obtencdo dos parametros cinéticos nos tratamentos com 0,2 mM de N-NO3™ ou
N-NH4*, aliquotas de 1,0 mL da solugdo nutritiva foram coletadas a cada meia hora até 28 horas.
No tratamento com 2,0 mM, aliquotas de 1,0 mL da solucdo nutritiva foram coletadas a cada
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hora até as 12h, em seguida a cada duas horas até 24h, e finalmente coletadas a cada 4h até 56h.
As amostras de solucdo nutritiva foram armazenadas em microtubos para posterior
determinacdo das concentracdes de N-NOs; (CATALDO et al., 1975) e N-NH4s" (FELKER,
1977). Ao final dos experimentos, as raizes foram coletadas para obter-se a massa fresca e
calcular os pardmetros cinéticos da absorcédo (Vmax € Km) de NOs™ e NH4". Esses parametros
foram determinados, em cada tratamento, a partir da diminuig@o da concentragéo destes ions na
solucdo nutritiva em funcdo do tempo, conforme meétodo descrito por Claassen & Barber
(1974). O ajuste das curvas de deplecédo desses nutrientes e os calculos dos parametros cinéticos
foram realizados empregando-se o processo grafico matematico proposto por Ruiz (1985) e
Cometti et al. (2006), com o software Cineticawin 1.0 (UFV). A relagéo entre a concentracdo
de N (C) na solugdo e as taxas de absorcao ou influxo liquido (I) foi representada graficamente
pelo modelo de Michaelis-Menten modificado (BARBER, 1979; BRIX et al, 1994,
JAMPEETONG et al, 2009):

Y max (C —C min)
Km+C -Cmin

Ao final das coletas de solucdo nutritiva as plantas foram coletadas e amostras de um
grama raiz e parte aérea (folhas e bainhas) foram homogeneizadas em etanol (80%), e apds
particdo com cloroférmio (FERNANDES, 1984), a fracdo soltvel obtida foi utilizada para a
determinacdo de N-NOs™ (CATALDO et al. 1975), N-NHs* (FELKER, 1977), N-amino livre
(YEMM & COCKING, 1955) e acucar solavel (YEMM & WILLIS, 1957). Todas as medicdes
foram quantificadas por colorimetria em placa de 96 pogos utilizando um espectrofotémetro
padrdo (Multiskan GO, Thermo Fisher Scientific, Vantaa, Finlandia) e as leituras feitas em
duplicatas para cada repeticdo em cada tratamento.

4.4.3. Expressao génica das isoformas de ATPase e transportadores de N

Para o estudo da expressdo dos transportadores de NOz e NH." bem como das isoformas
de ATPases um segundo experimento foi realizado. As sementes foram germinadas apenas em
agua destilada. Aos cinco DAG, cinco plantulas foram transferidas para vasos de 0,3 litros,
contendo solucéo de Hoagland (1950) modificada a 1/4 da Fle 1,5 mM de N (1,25 mM N-NO3z
e 0,25 mM N-NH4"). O pH foi mantido em 5,8. Trocas de solucao foram realizadas a cada dois
dias. Aos Treze DAG as plantas receberam solucdo, com ou sem adicdo de acido humico. O
experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado com trés repeti¢Ges. As
amostras de raizes foram coletadas as 6, 9, 24, 48 e 72 horas apés a aplicacdo dos tratamentos
e armazenadas em freezer -80 °C, para posterior extracdo de RNA e posterior analise da
expressao génica dos transportadores e bombas de protons.

4.4.4. Extracao de RNA e sintese de cDNA

O RNA total foi extraido de acordo com Gao et al. (2001) usando o tampédo NTES (0.2
M Tris—HCI pH 8.0; 25 mM EDTA; 0.3 M NaCl; 2% SDS). Amostras de raizes foram
primeiramente trituradas em N2 liquido e homogeneizadas em uma mistura contendo 4,5 mL
de tampdo NTES e 3 mL de fenol:cloroférmio (1:1). Amostras homogeneizadas foram
centrifugadas a 12000 x g por 10 min a 4 °C e o sobrenadante transferido para um novo tubo.
O RNA total foi precipitado adicionando-se 0,1 volume de acetato de sédio 2M pH 4,8
(NaOAcperc) e 1 volume de isopropanol gelado. As amostras foram mantidas a -20°C por 2 h
e centrifugadas a 12000 x g por 10min. Os Peletes foram ressuspendidos em 2,5 mL de H2Opepc
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e precipitados de novo pela adi¢do de 2,5 mL de cloreto de litio 4M pH 4.8 (LiClperc). ApOs
centrifugacdo a 12000 x g por 10 min, os peletes foram lavados com etanol 70% e dissolvidos
em 0,1 mL de H2Operc.

O RNA total foi quantificado em duplicata em aparelho Thermo Scientific NanoDrop
2000c. Apds a quantificacdo, a qualidade do RNA foi verificada em gel de agarose (1%) com
brometo de etidio. Amostras de RNA total utilizadas para a sintese de cDNA foram tratadas
com DNAse | (Invitrogen, Inc.) seguindo as recomendacdes do fabricante. A fita simples de
cDNA foi sintetizada utilizando o kit High Capacity RNA to cDNA (Life Technologies) e
primer oligo dT de acordo com as recomendacdes do fabricante.

4.4.5. PCR em tempo real

A anélise da expressdo génica foi realizada por transcri¢cdo reversa em tempo real
(RT)-PCR usando o kit Power SYBR® Green PCR Master Mix no sistema StepOne Real-Time
PCR (Applied Biosystems ™). O processo de amplificagdo foi realizado a 95 °C por 15se a
60 °C por 60 s. Os ensaios quantitativos foram realizados em duplicata para cada amostra de
cDNA. Foram realizadas avaliagBes para determinar a expressao de sete isoformas de PM H*-
ATPase detectada nas raizes das plantulas de arroz (SPERANDIO et al., 2011), bem como a
expressao de NRTs [OsNRT2.1, OsNRT2.2, OsNAR2.1 e OsNPF8.9 (anteriormente
OsNRT1.1)]. O gene para o fator de alongamento 1-o (eEF1-a) foi usado como referéncia (JAIN
et al., 2006) para normalizar os dados usados para calcular a expressdo génica relativa com o
método 224¢T (LIVAK & SCHMITTGEN, 2001). Os primers para as PM H*-ATPases (OsA1,
OsA2, OsA3, OsA4, OsA5, OsA7 e OsA8) foram os mesmos utilizados em Sperandio et al.
(2011), e aqueles para os NRTs foram os mesmos utilizados em Bucher et al. (2014). Foram
utilizados os “primers” desenhados por Duan et al. (2007) para os transportadores de amonio
(OsAMT1.1; 1.2 e 1.3).

Foi realizado o teste de Lilliefors e Cochran em todos os parametros estudados para
testar a normalidade dos erros e homocedasticidade das variancias (NETER & WASSERMAN,
1974). Os resultados foram submetidos a analise de variancia com aplicacdo do teste F e as
médias comparadas entre si pelo teste de Tukey utilizando-se o programa SAEG (UFV, 2000).
A ordenacdo dos dados foi realizada pela analise de componentes principais utilizando o
programa CANOCO (TER BRAAK & SMILAUEr, 2002).
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4.5. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.5.1. Variac¢oes de pH na solu¢io nutritiva

As variagOes de pH na solugdo nutritiva, quando as plantas de arroz foram supridas
somente com NO3z  ou NH4" nas doses de 0,2 mM e 2,0 mM de N L™ com e sem a aplicagdo de
acido hiimico (2,7 mg C L) sdo mostrados na Figura 5. A absor¢do de NOs™ aumentou o pH,
enquanto a absorcao de NH4" o reduziu, principalmente em alta concentragdo (Figura 5).

Para as concentragfes de 0,2 mM de N, a amplitude dessa variagdo foi menor,
principalmente na solucdo nutritiva contendo somente NH4". O mesmo comportamento foi
observado por Santos et al. (2011) em estudo avaliando os pardmetros cinéticos de absorcao de
NOs™ (0,2 ou 2,0 mM). A absorgdo de NO3™ ocorre em simporte com dois prétons (NOz/2H"),
promovendo a alcalinizagdo da solugdo nutritiva (SANTOS et al., 2011), ja a absorcdo de NH4*
é acompanhada pela extrusdo de quantidade equimolar de H*, promovendo a acidificacdo da
solucdo. Além disso, sabe-se também que variagdes de pH na solugdo nutritiva podem ser
reflexos da absorcdo diferenciada de cations e anions (COMETT] et al.,2006).

Por outro lado, o tratamento prévio das plantas com AH e posterior contato das mesmas
com a solugdo nutritiva contendo NH4*, modificou ligeiramente a acidificacdo do meio. Em
ambas as concentragdes de NH4*, o tratamento com AH perece tamponar 0 meio parcialmente
e, consequente impedir acidificacdo do meio. Este comportamento também foi observado nas
plantas pre-tratadas com AH e posterior contato com 2,0 mM de NOs'.

A influéncia na extrusdo de prétons e consequentemente a acidificacdo do meio de
cultivo dos AH em plantas tem sido relatada (LIMA, 2008; ZANDONADI et al., 2010), porém,
ainda ndo existem estudos nas condi¢Ges experimentais deste trabalho. O desenho experimental
utilizado aqui, permite entender que esta ligeira modificacdo no valor de pH do meio de cultivo
se deve ao tratamento prévio das plantas com AH e que o posterior contato das plantas com 0s
diferentes niveis de N ndo é suficiente para reestabelecer o comportamento observado na
extrusao de protons em plantas tratadas somente com niveis diferentes de N.

O valor de pH medido na solucdo somente registra a quantidade de H* livres, sugere-se
entdo que este ligeiro deslocamento no pH para uma faixa mais alcalina responde a uma
condigdo adquirida nas plantas no tratamento prévio com os AH. Uma possivel explicacdo para
isso pode ser devido a uma possivel associacdo entre fragmentos humicos e as raizes das plantas
(GARCIA et al., 2012; 2014). Essas interagdes tem sido confirmadas tanto com biomembranas
(OJWANG’ & COOK, 2013) quanto com plantas (ASHLI E NEUMMAN, 2010) e a
caracterizagdo mediante 3C NMR mostra que estes fragmentos sdo enriquecidos em estruturas
oxigenadas (GARCIA et al., 2012; 2014), como observado no espectros do CAPITULO 1, em
gue mostra um pico bastante expressivo na regido em que caracteriza estrururas com presenca
de picos em torno de 172 ppm que assinalam para grupos carboxilas (Ccoo-H,R) (Figura 1a).
Neste sentido, a extrusdo de H* pelas raizes das plantas tanto pela acdo dos AHs quanto na
geracdo nos mecanismos de absor¢cdo de N, podem estar participando da protonagdo das
estruturas himicas associadas as raizes promovendo o tamponamento da solucéo.
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Figura 5. Curso-tempo do pH na solucgéo nutritiva, quando as plantas de arroz foram supridas
somente com NOs™ e somente NH4" numa concentracéo inicial de 0,2 mM e 2,0 mM de N
L. Com (AH) e sem adicdo (Cont) de acido humico de 0 as 28h do inicio do experimento.
Teste F, “p<0,01, "p<0,05, barra = + erro padrao.

4.5.2. Influxo de N-NO3™ e N-NH4" (0,2 ¢ 2,0 mM) com e sem adicio de AH

Os resultados encontrados na extrusao de prétons nas plantas podem ser relacionados
com o influxo das formas de N mostradas na Figura 6. O influxo de N-NH4" (2,0 mM) foi
estimulado pelo pré-tratamento das plantas com AH (Figura 6B), isto pressupde uma maior
extrusdo de H e por tanto menor valor de pH no meio quando comparado ao controle, o que
ndo foi observado (Figura 5) e por tanto poderia reafirmar a nossa hipotese de uma possivel
protonacdo de estruturas humicas nas raizes reduzindo uma maior acidificacdo quando
comparado ao controle. J& o influxo de NH4" (0,2 mM) se mostra maior para as plantas sem
tratamento prévio com AH (Figura 6A), justificando os valores mais baixo de pH (Figura 5).

No caso do tratamento com NOz (2,0 mM) (Figura 6D), foi encontrado um
comportamento onde as plantas sob tratamento prévio com AH produzem um aumento do
influxo de NOsz". J& para a o tratamento com 0,2 mM de NOs’, e 0 tratamento prévio das plantas
com AH, proporcionou um aumento sobre o influxo com maior intensidade quando comparadas
as plantas controle (Figura 6C). Neste caso, também ndo houve registros de um aumento do pH
na solucdo, mesmo com este estimulo sobre o influxo de NOs". A protonacdo de fragmentos
himicos aglomerados na superficie das raizes parece também ser adequada para explicar este
fato.

Uma questdo importante a se discutir atendendo a relacdo entre o estimulo no influxo
de NOs e NH4* em plantas pré-tratadas com AH e a acidificacdo do meio que isto pressupde, é
o0 possivel mecanismo pelo qual isto pode acontecer. Uma primeira explicacdo ja foi proposta,
tendo em conta a protonacgdo de estruturas humicas sobre as raizes, isto explicaria o registro da
diminuig&o do valor de pH do meio, no entanto, o estimulo do influxo de N nas plantas tratadas
previamente com AH pode ser o resultado do estimulo da atividade das H*-ATPases, como ja
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tem sido comprovado em outros trabalhos (VARANINI et al.,1993; ZANDONADI et al., 2007;
CANELLAS et a.l, 2002; 2010).
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Figura 6. Taxa de absorcao liquida de NH4* (A e B) e NO3™ (C e D) sob dois niveis (0,2 e 2,0
mM) em plantas de arroz induzidas com pre-tratamento de privacao de N, com e sem adicdo
de &cido htmico, numa solucéo nutritiva. Cada ponto de um total de trinta corresponde a 3
repeticoes.

4.5.3. Parametros cinéticos aparentes da absorcio de NO3™ e NH4"

Os parametros cinéticos que descrevem a absorcéo de N nas plantas de arroz submetidas
a baixos e altos niveis de N sdo mostrados na Tabela 3. Em geral, 0 modelo de Michaelis-
Menten modificada (BARBER, 1979) ajustou-se as relacdes e estima os parametros cinéticos
de absorcdo com alta confianca estatistica.

A Vmax, pardmetro que descreve a velocidade de absor¢do maxima quando os sitios de
ligagcdo na raiz estdo saturados (FERNANDES & SOUZA, 2006), ndo promoveram diferencas
nas plantas tratadas previamente com AH quando comparadas as do controle para NHs* nas
duas concentragdes (0,2 e 2,0 mM) e 0,2 mM para NOs™ (Figura 6A, B, C e Tabela 3). No
entanto, para 2,0 mM de NOgz", houve um maior valor de Vmax nas plantas tratadas previamente
com &cido humico do que nas plantas controle.
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Tabela 3. Parametros cinéticos de absorgcdo aparente: Velocidade maxima de absorcao
(Vmax), concentragdo de N em que a absorcdo atinge a metade da Vmax (Km),
concentracdo do ion na solucédo a partir da qual ndo se observa absorcédo liquida (Cmin),
da variedade de arroz Piaui, sob dois niveis de NO3 e NH4" (0,2 e 2,0 mM), pré-tratadas
com ou sem acido humico (AH).

Vmax Km Cmin
c AH s AH c AH s AH c AH s AH
-—-- umol N gpr* ht === - umol N L ------- -pumol N L -
NH4* 0,2mM 10,26a 12,58a 65,65a 78,16a 41,7a 42,17a
2,0mM 12,87a 12,56a 288,07b** 475,57a - -
NOs 0,2mM 12,74a 10,12a 65,47b*** 109,78a 8,55b***  64,31a
2,0mM 18,4a* 9,20b 730,5b*** 819,5a - -

Efeitos significativos sdo representados por letras diferentes a p<0,001***; 0,05**;0,1*.

O valor de Kn que descreve a concentragdo do ion na qual se atinge a metade da
velocidade maxima de absorcdo (BARBER, 1979; COMETTI et al., 2006; FERNANDES &
SOUZA, 2006; MASCHENER, 2012), mostrou menores valores para as plantas tratadas
previamente com acidos humicos quando comparados com as plantas controle para as duas
fontes de N nas duas concentragdes utilizadas (Tabela 3). Estes resultados indicam que, 0
tratamento prévio das plantas com acidos humicos, aumentam a afinidade de absorcdo do
sistema radicular pelos ions NO3z e NH4" nos sistemas de baixa e alta afinidade de absor¢éo. A
concentracdo de N na solucdo onde ndo houve absorcao liquida ou a concentracdo do ion na
solucdo em que as taxas de influxo/efluxo tendem a zero (FERNANDES & SOUZA, 2006),
Chmin, foi significativamente afetado para NOz", pelos tratamentos com AH, como mostrado pela
analise da variancia (Tabela 3). Em média, as plantas tratadas com e sem AH aclimatados a
baixa disponibilidade de NOs apresentaram um Cmin de 8,55 e 64,31 pmol NOs L%,
respectivamente (p<0,001). Contudo, o Cwin das plantas tratadas com aménio néo foi afetado
pela indugdo prévia com AH.

Cacco et al., (2000) relataram que em experimentos de absor¢ao de NO3", com plantulas
de trigo induzidas por fragbes humicas de baixo peso molecular (LMS) aumentaram a Vimax €
reduziram o Kn em 60% quando comparado ao extrato de substancia humica sem sofrer
fracionamento. Enquanto fracOes de alto peso molecular inibiram fortemente a taxa de
absorcdo. Neste trabalho as plantulas de arroz apds pré-tratamento por 48 com AH e submetidas
em seguida a 2,0 mM de nitrato, apresentaram incremento da Vmax, € reduziram bastante o K,
confirmando o aumento da afinidade pelo NOs". Quaggiotti et al. (2004) encontraram para
plantulas de milho pré-tratadas com LMS por 48h e transferidas para 1,5 mM de NO3’", maior
influxo (70%) que nas plantas controle. Esse efeito foi atribuido a um aumento na atividade dos
transportadores ou no aumento do gradiente de potencial eletroquimico, como verificado em
plantulas de milho expostas a NOz™ e &cidos humicos extraidos com agua promovendo maior
atividade da PM H*-ATPase, levando ao aumento da forca préton motriz para absor¢do de
NO3z (PINTON et al., 1999; QUAGGIOTTI et al., 2004). Neste trabalho, j& foi enunciada a
possibilidade de um aumento na atividade das H*-ATPase, produzido pelo pre tratamento das
plantas com AH, isto condicionaria as plantas a uma absorcdo mais eficiente do N o que se
reafirma através dos valores nos parametros cinéticos estudados e a maior expressao relativa
das isoformas de PM H*-ATPases.
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4.5.4. Quantificacido das formas de N nos orgaos das plantas arroz

Em relacdo ao metabolismo das plantas de arroz da variedade Piaui, pré-tratadas com
AH a 0,2 mM de NH.", foram observadas diferengas significativas na raiz entre os tratamentos
com ou sem AH. Entretanto, os valores sdo muito baixos para caracterizar qualquer efeito
biolégico (Figura 7A). Porém, as plantas submetidas a 2,0 mM de NH4", acumularam
significativamente mais NHs+" na raiz, no tratamento sem adi¢do de AH (Figura 7B). Nédo
havendo diferencas na parte aérea (Figura 7C e D). As plantas na solucdo contendo 0,2 e 2,0
mM de NOsz, ndo apresentaram diferencas significativas para o teor de NH4" nas raizes e na
parte aérea (Figura 7A e B).

Plantas sob 0,2 e 2,0 mM NOs’, apresentaram maior concentragdo de NOs™ quando pre-
tratadas com AH (Figura 7A e B), fruto do maior influxo de NO3™ nesse 6rgéo. Estes resultados
estdo de acordo com os pardmetros cinéticos e influxo encontrados para NOs™ (Tabela 2, Figura
6).

N&o houve diferencas entre os tratamentos no acumulo de NO3™ na parte aérea (Figura
7G e H), devido ao maior acumulo e metabolismo de NO3™ na raiz. Resultado divergente foi
observado por Quaggiotti et al. (2004) em que, plantulas tratadas com substancias humicas de
baixo peso molecular mostraram 50% mais NOs™ nas folhas de milho quando comparadas as
plantas controle.
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Figura 7. ConcentracGes de N-NH4" na raiz (A, B) e parte aérea (C, D). N-NOs na raiz (E, F)
e parte aérea (G, H) da variedade de arroz Piaui, sob dois niveis de nitrato ou amonio (0,2
e 2,0 mM), com e sem acido humico (AH), numa solucdo nutritiva.

De modo geral, nas doses de 0,2 e 2,0 mM de NO3” e NH4" com ou sem AH, as plantas
ndo apresentaram diferencas para N-amino livre nas raizes (Figura 8A, B). Contudo, houve um
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pequeno aumento nos teores de N-amino na parte aérea no tratamento com 0, 2 mM de NH4*
sem AH (Figura 8C), em decorréncia do menor teor de NH4" encontrado na raiz (Figura 7A) no
tratamento controle. O NOz™ absorvido é preferencialmente reduzido e assimilado na parte
aérea, enquanto o NH4" é responsavel por causar toxidez, devendo ser rapidamente assimilado
em esqueletos de carbono e transportado na forma de aminoéacidos, principalmente para a parte
aérea JAMPEETONG & BRIX, 2009). Diante disso, observou-se um maior teor de N-amino
na parte aérea em todos os tratamentos analisados.

Com respeito ao teor de agucares soluveis, nas plantas sob 0,2 e 2,0 mM de nitrato,
apresentaram diferencas no teor de agucares nas raizes, sendo menor com adicdo de &cido
himico sob 0,2 mM (Figura 8E) e maior com 2,0 mM (Figura 8F). As plantas sob 2,0 mM de
nitrato ou amoénio mostraram altos teores de acUcares solGveis na parte aérea. Contudo,
apresentaram maior concentracdo de agucare, somente quando foram tratadas com 2,0 mM de
amonio sem AH (Figura 8H). Segundo Santos et al., (2009, 2011) os niveis de N-amino livre e
acucares sollveis na parte aérea ap0s o periodo de privacdo de N na solucdo nutritiva sdo altos
na variedade Piaui, indicando que essas plantas tém grande controle sobre a remobiliza¢do do
NOs" estocado quando em deficiéncia de N.
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Figura 8. Concentracdes de N-amino na raiz (A, B) e parte aérea (C, D). Acucar soltvel na raiz
(E, F) e parte aérea (G, H), da variedade de arroz Piaui, sob dois niveis de nitrato e amoénio
(0,2 e 2,0 mMM), com e sem pre-tratamento com acido humico (AH), numa solucéo nutritiva.

As plantas produziram uma intensa quantidade de massa fresca de raiz e parte aérea em
48h (Figura 9B e D), quando foram pre-tratadas com AH e submetidas posteriormente a 2,0
mM de NOs". Por outro lado, produziram menor massa fresca de raiz e parte aérea quando pre-
tratadas com AH e posteriormente conduzidas na solugdo contendo 0,2 mM de NOgz™ (Figura
9A e C). Entretanto, a massa fresca tanto de raiz como parte aérea sob 0,2 mM de NHs™ ndo
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apresentou diferenca significativa entre AH e controle (Figura 9A e C). Contudo, quando pré-
tratadas com AH e conduzidas posteriormente com 2,0 mM de NHs* as plantas mostraram
menor massa fresca de raiz e parte aérea (Figura 9B e D), evidenciando uma possivel toxidez
por NH4",
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Figura 9. Massa fresca de raiz (A, B) e parte aérea (C, D) da variedade de arroz Piaui, sob dois
niveis de NOs e NH4* (0,2 e 2,0 mM), pré-tratadas com ou sem acido himico (AH).

A anélise de componentes principais baseada na biomassa e nas fragdes sollveis sob 2,0
mM de NOs™ e NH4* com e sem AH, explicou 72,1 % da variabilidade total nas duas primeiras
componentes (Figura 10), sendo que 50,1 % da variancia estdo explicados pela CP1 estando
positivamente ligado, aos carregamentos da massa fresca da raiz e parte aérea (PA), e ao NOz
da raiz e PA 0s quais estdo associados aos scores dos tratamentos com 2,0 mM de NOs". Em
oposicdo, projetam-se negativamente na CP1 os teores de NH4" da raiz e PA, bem como N-
amino livre e agucares sollveis da raiz no tratamento com 2,0 mM de NH4". Essa primeira
componente principal sintetiza o efeito preponderante das condic¢des da planta sob os diferentes
tratamentos. A CP2 apresenta 22,0 % da variancia, separando 0s grupos de acordo com ou sem
a aplicacdo de AH (simbolos cheios e vazios, respectivamente). Sendo explicada, pelas
contribuicGes positivas do N-amino livre da parte aérea, e a contribuigbes negativas do peso
fresco da parte aérea.
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Figura 10. Anélise de Componentes principais para fracdes solUveis e peso fresco da raiz e
parte aérea da variedade de arroz Piaui, sob 0,2 (a) e 2,0 (b) mM de nitrato com (®) sem
(o) acido humico e amodnio com (m) ¢ sem (O0) adigdo de 4cido humico numa solugdo
nutritiva.

A anélise de componentes principais baseada na biomassa e nos metabolitos das plantas
de arroz sob 0,2 mM de NOs™ e NH.4", explicou 68% da variabilidade total nas duas primeiras
componentes (Figura 10), sendo que 45,7% da variancia estdo explicados pela CP1 estando
positivamente ligado, a massa fresca da raiz e NO3™ da raiz 0s quais estdo associados ao
tratamento com 0,2 mM de NOs". Em oposi¢édo, projetam-se negativamente na CP1 os teores
de NH4" da raiz e PA, bem como N-amino livre e aglcar solGvel da raiz e PA no tratamento
com 0,2 mM de NH4". A CP2 apresenta 22,3 % da variancia. Sendo explicada, pelas
contribui¢des positivas da massa fresca da parte aérea e NO3™ da PA, e a contribui¢Bes negativas
do NOs" daraiz. Por outro lado, os AH ndo promoveram efeitos sobre o metabolismo das plantas
nas concentraces de 0,2mM tanto de NHs* como NOs, que os separassem do tratamento
controle.

4.5.5. Expressio génica de transportadores de NO3 e NH4" e das bombas de prétons

A absorgdo de nutrientes pelas plantas € um processo coordenado pela a¢do de proteinas
transportadoras e PM-H™-ATPases. Os niveis de expressdo relativa dos genes OsNRT2.1 e
OsNRT2.2, foram significativamente maiores a partir das 24, 48 e 72h nas plantas tratadas com
AH, em relacdo as plantas sem AH (Figura 11). Foi realtado que numa condicdo de
ressuprimento de 2,0 mM de NOs’, foram encontrados aumentos de expressao de 20 e 15 vezes
para 0s genes OsSNRT2.1 e OsNRT2.2, respectivamente (SPERANDIO et al. 2011). Neste
trabalho, os niveis de expressao relativa dos genes OsNAR2.2 e OsNRT1.1 tambem foram
maiores quando tratadas com AH especialmente as 24 e 48h. Esses resultados corroboram os
resultados para biomassa e metabdlitos nitrogenados, em que o crescimento e acumulos
significativamente maiores de NOs™ e N-amino foram observados nas plantas tratadas com AH
quando cultivadas com a dose mais elevada de NO3".

A expressao relativa dos genes OsAMT1.1, OsAMT1.2 e OsAMTL1.3, mostraram uma
repressdo quando tratadas com AH em relacéo as plantas controle (Figura 11). Sabe-se que o
OsAMT1.1 e OsAMT1.2 respondem positivamente ao ressuprimento com doses crescentes de
NHs" (RANATHUNGE et al., 2014; SONODA et al., 2003), no entanto o efeito do pré-
tratamento com AH na inducdo ou repressdo desses genes ainda ndo é bem conhecido. O
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OsAMTL1.3 pode ter sua expressdo aumentada em deficiéncia de N e reprimido em
concentragcfes acima de 0,15 mM (GAUR et al., 2012). Em adicdo, pdde-se observar uma
repressao inicial até as 24 h nas plantas tratadas com AH.
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Figura 11. Expresséo relativa dos transportadores de NOz™ de baixa (OsNRT1.1) e alta afinidade
(OsNRT2.1 e OsNRT2.2), e transportadores de NHs* de alta afinidade (OsAMT1.1,
OsAMTL1.2 e OsAMTL1.3) em raizes de arroz da variedade Piaui, pré-tratadas com ou sem
acido humico (AH), seguidas de ressuprimento com de NOs e NH4™, as 6, 9, 24, 48 e 72 h.

A expressao relativa das sete isoformas das PM H*-ATPases das raizes de arroz OsAl,
OsA2, OsA3, OsA4, OsA5, OsA7 e OsA8 foram preferencialmente induzidas as 24h quando
houve pré-tratamento com AH (Figura 12). Sendo que a OsA2 e OsA3 foram induzidas cerca
de duas vezes, e as OsA5, OsA7 e OsA8 induzidas cerca de trés vezes e finalmente a isoforma
OsA4, induzida cerca de dez vezes em real¢do ao controle (Figura 12).
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Figura 12. Expressao relativa das isoformas de PM H™-ATPases as 24 e 48h, nas raizes de arroz
da variedade Piaui, pré-tratadas com ou sem acido himico (AH), seguidas de ressuprimento
com NO3z e NHy4".

A absorcdo de NO3™ e NH4* envolve dois grupos de transportadores que co-ocorrem na
membrana plasmatica das células da raiz e agem de forma coordenada para absorver o NO3™ e
NH4* em uma faixa ampla de concentracdo (TSAY et al., 2007; SOUZA & FERNANDES,
2006). De acordo com suas propriedades cinéticas e respostas a NO3™ e NH4", e produtos de
assimilacdo de N, esses transportadores podem ser classificados em dois grupos, HATS ou
LATS, e podem ser constitutivos ou induzidos por NOs  ou (OKAMOTO et al., 2003; SOUZA
& FERNANDES, 2006).

Para a analise da expressdo de NRT e PM H*-ATPase, as plantas foram submetidas a
um suprimento constante de N na solucdo nutritiva, evitando assim o forte efeito indutor da
reposicdo com N sobre a expressdo dos NRTSs, esobre a expressdo dos AMTs o que pode
mascarar o efeito dos AHs. Apos 48 h de exposicdo ao AHSs, 0s niveis de expressao dos genes
OsNRT2.1 e OsNRT2.2 foram aproximadamente trés vezes maiores que os do controle (Figura
11). O que ndo ocorre para 0s AMTSs, apresentando sintomas de toxidez por NH4".

Em estudos de Fernandes (1983), plantas de arroz submetidas a baixa intensidade de luz
e alta temperatura apresentaram menor peso de massa fresca quando tratadas com NH4",
causando maior estresse no crescimento da planta, este efeito foi verificado nas plantas pré
tratadas com AH e submetidas a solucdo nutritiva com 2,0 mM de NHs". Como uma
consequéncia do maior influxo de NH4*, observado na Figura 6 e 10. Entretanto, quando sob
NOs, a massa fresca foi maior, sendo uma condicdo favoravel ao crescimento. Foi demonstrado
ainda que plantas de arroz, sob condigdes de estresse leva ao acimulo de N-NH." nos tecidos e
apresenta correlacdo positiva com N-amino livre (FERNANDES, 1990). Devido ao fato da
assimilacdo de NH4" ocorrer inicialmente nas raizes e requerer grandes quantidades de
carboidratos. As plantas sob nutricdo amoniacal mostram reducdo na taxa de crescimento das
raizes (SILVA et al., 1987; SOUZA & FERNANDES, 2006)

Sob condigdes de excesso de N, o NO3™ pode ser absorvido e acumulado nos vacuolos
(como pool de reserva) e mais tarde metabolizado pela planta em crescimento (FERNANDES,
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1990; FERNANDES, 1991; SANTOS et al, 2005; SOUZA & FERNANDES, 2006). Plantas
de arroz podem acumular grandes quantidades de NOs’, no pool de reserva enquanto mantém o
pool de N-amino livre sob controle, mantendo o metabolismo normal de N sob condig¢bes
normais (FERNANDES, 1983, 1995).

No arroz, os NRTs de alta afinidade OsNRT2.1 e OsNRT2.2 e a proteina acessoria
OsNAR2.1 sdo considerados proteinas-chave para o uso eficiente de N (ARAKI &
HASEGAWA, 2006). Embora possa haver forte regulacdo transcricional desses genes, o que
foi demonstrado para 0 AtNRT2.1 em Arabidopsis (LAUGIER et al., 2012), ha também relatos
de uma correlagdo positiva entre a absorcdo de NO3™ e 0 aumento de transcritos de NRT2.1 em
Arabidopsis e arroz (OKAMOTO et al., 2003; ARAKI & HASEGAWA, 2006; BUCHER et
al., 2014).

Assim, os resultados sugerem que a maior taxa de absorcédo liquida de NOs em plantas
pré-tratadas com AH poderia ter sido causada, pelo menos em parte, pela maior expressdo dos
transportadores OsNRT2.1 e OsNRT2.2 (Figura 11). Em Arabidospsis, 0 bloqueio da expressado
dos genes AtNRT2.1 e AtNRT2.2 resultou em uma forte redugdo de Vmax e um aumento no
valor de Km em plantas mutantes apds o ressuprimento com 1 mM NO3z™ (LI et al., 2007).

Esses autores também mostraram que os mutantes Atnrt2.1-Nrt2.2 tiveram uma forte
reducdo do influxo de NO3z  pelo sistema constitutivo de alta afinidade (CHATS). Em
comparagdo com 0s parametros cinéticos de absorcdo de NOsz (SANTOS et al., 2011),
variedades de arroz com maior Vmax e menor Km sob condices de baixa oferta de NO3’
também apresentaram maiores niveis de expressdo dos NTRs de alta afinidade OsNRT2.1 e
OsNRT2.2 (BUCHER et al., 2014).

Mesmo sob alta suprimento de NOs’, os transportadores de alta afinidade também
podem ser ativos para a absor¢do de NOs™ (LE DEUNFF & MALAGOLLI, 2014), indicando que
este grupo de transportadores contribui significativamente para a aquisicdo de NOsz pelas
plantas em uma ampla faixa de concentracdo. Embora os métodos pelos quais os AHs causam
alteragdes na expressdo de NTRs permanecam incertos, outros autores tambem relataram esse
efeito em diferentes culturas (QUAGIOTTI et al., 2004; JANNIN et al., 2012).

A absor¢do de NOs™ ocorre contra um potencial de gradiente eletroquimico; assim, € um
transportador ativo secundario que € energizado por uma forca proéton motriz, e 0 mecanismo
de acdo é um simporte com dois H" (NOs/2H") no interior da célula. No entanto, ocorre uma
relacdo proxima entre o0 bombeamento de H* e o transporte de NO3". Os PM H*-ATPases sdo
bombas eletrogénicas que hidrolisam o ATP para gerar movimento vetorial de prétons na
direcdo do apoplasto.

O bombeamento de H* por H*-ATPases resulta em um gradiente de protons (AuH") que
gera uma forga préton-motriz (Ap) e energiza a absor¢do de dnions como NOgz™ da solugédo
nutritiva para as raizes. As PM H*-ATPases sdo considerados enzimas chave na geracdo de um
potencial de membrana (gradiente elétrico, negativo no interior da célula) e um gradiente de
prétons transmembrana (&cido no lado de fora) resultando em uma forga préton-motriz que
governa o influxo e efluxo de ions e metabdlitos através da membrana plasmatica
(SONDERGAARD et al. 2004; DUBY & BOUTRY, 2009; PALMGREN et al., 2011).

No arroz, existem dez isoformas de PM H*-ATPase (BAXTER et al., 2003), das quais
a expressdo de sete, sdo detectadas em raizes (SPERANDIO et al., 2011). Verificamos que,
apos 24 h de exposicao aos AHSs, as isoformas OsA2, OsA3, OsA4, OsA5, OsA7 e OsA8 foram
induzidas (Figura 12). Muitas destas isoformas também sao induzidas pela reposicdo com NO3z
nas raizes e parte aérea, especialmente as isoformas OsA2 e OsA7 (SPERANDIO et al., 2011),
gue mostraram uma forte correlacdo positiva com a expressdo dos NRTs OsNRT2.1 e
OsNRT2.2 e a proteina OsNAR2.1 (SPERANDIO et al., 2014).

Assim, a maior taxa de absorc¢&o liquida de NO3™ observada nas plantas pré-tratadas com
AHs (Figura 6 e Tabela 3) provavelmente reflete a acdo conjunta de maiores quantidades de
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NTRs e PM H'-ATPases. Ambos os efeitos podem aumentar a aquisicdo de nutrientes, primeiro
através do aumento da exploracdo do solo, e o segundo, acelerando a absorcéo de nutrientes
(ROSE et al., 2014). Outros estudos também mostraram o efeito estimulante de SH e AHs na
expressdo e atividade de bombas de H* (SANTI et al., 2003; QUAGGIOTTI et al., 2004;
AGUIRRE et al., 2009).

No experimento de cinética, apds o resuprimento com 2,0 mM de NOs', as plantas pré-
tratadas com AHs apresentaram um aumento na Vmax para absor¢do de NOs™ e crescimento da
raiz e parte aerea (Tabela 3 e Figura 9), o que indicou um aumento na capacidade de absor¢éo
de NOz3™ e assimilagdo de N. Apds o ressuprimento com 0,2 mM de NOgz", foram observados
resultados distintos dagueles encontrados com 2,0 mM de NO3z". No tratamento com 0,2 mM,
ndo observamos uma forte alteracdo na Vmax, embora tenha sido observada uma reducéo
acentuada nos valores de Km (Tabela 3). Estes resultados mostram que as aplicagdes de AHs
proporcionam beneficios distintos a taxa de absor¢do liquida de NO3s™ nos dois sistemas de
absorcdo desse nutriente, com aumentos pronunciados na taxa de absorcdo liquida em altas
doses (LATS) e uma afinidade aumentada para NOs™ em doses baixas (HATYS).

A alteracdo da Vmax so é possivel quando o nimero de sitios de transporte € modificado
na membrana plasmatica para permitir o transporte de nutrientes (MARSCHNER, 2012),
enquanto a alteracdo de Km sé é possivel com a participacdo diferencial de transportadores
contribuindo para a absor¢éo global de alta afinidade de NO3z". Os transportadores de NOs™ de
alta afinidade de plantas sdo encontrados principalmente na familia de transportadores NRT2
(GOJON, 2013).

Além disso, existem componentes adicionais que podem contribuir para a absorcao
global de alta afinidade do NO3™ sob condicGes especificas, especialmente a NRT1.1, que possui
uma dupla afinidade para o transportador de NOs™ (LIU & TSAI, 2003; LI et al., 2007; GOJON,
2013). Esses transportadores tém propriedades cinéticas diferentes (LIU et al., 1999; LIN et al.,
2000; OKAMOTO et al., 2006) e podem ser expressos diferencialmente entre os tratamentos.

As plantas tratadas com AHs apresentaram diferentes niveis de expressdo para 0s
principais NRTs com alta afinidade quando comparados com as do controle. Estas respostas
positivas sobre a taxa de captacdo liquida de NO3s™ poderiam ter sido causadas pelo aumento da
atividade da NRT, especialmente aquelas com alta afinidade, e a atividade da PM H*-ATPase.
Em outro estudo utilizando plantas de arroz Piaui, o tratamento com AHs extraido de uma fonte
semelhante a utilizada neste estudo resultou em um aumento pronunciado na atividade
hidrolitica de PM H*-ATPases e bombeamento de prétons (ZANDONADI et al., 2007).

Além disso, tem sido relatado que a atividade hidrolitica e o bombeamento de H*
aumentam nas vesiculas plasmaticas de platulas de milho tratadas com AHs de varias fontes
(ZANDONADI et al., 2007). Avaliamos alguns metabdlitos nitrogenados e obtivemos
resultados que corroboram os do ensaio cinético de NO3". Especificamente, observou-se maior
acumulo de NO3™ nas raizes e maior concentragdo de N-amino na parte aérea das plantas tratadas
com AH (Figura 7 e 8), 0 que corrobora os valores mais elevados de biomassa de raizes e parte
aérea observados em plantas pré-plantadas com AHs (Figura 9).

Apesar dos beneficios dos AHs para a cinética de absor¢do de NO3z™ em doses baixas
(Tabela 3), as quantidades de N absorvidas podem ndo ter sido suficientes para alterar
significativamente os metabdlitos N avaliados (Figura 7 e 8).

A principal pratica agronémica realizada para aumentar a absorc¢ao de nutrientes pelas
plantas € aplicar fertilizantes com grandes concentracGes de nutrientes. Entretanto, o uso de
SHs, incluindo os elicitores de PM H*-ATPases, também pode ser usado porque aumentam a
negatividade do potencial de membrana, o que favorece a absorcdo de cations, e aumentam o
gradiente de H* (AuH"), 0 que favorece a absorcédo de anions. O uso de SHs também leva a um
melhor crescimento das raizes, como mostrado nas Figuras 9 e 10, que podem melhorar a
absorcao de nutrientes de baixa mobilidade, como P e Zn, em solos tropicais.
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Nossos resultados sugerem que os AHs aumentam a Vmax e reduzem os valores de Km
e Cmin para NOsz, o que ocorre, pelo menos parcialmente, por meio da indugdo de
transportadores de alta afinidade e diferentes isoformas de H*-ATPases na membrana
plasmatica.

50



4.6. CONCLUSOES

O tratamento das plantas com AH promove a absor¢do de N tanto na forma N-NOs
quanto N-NH,*.

A indugdo prévia das plantas, com acido humico de vermicomposto em solugdo
nutritiva, promove uma maior absorcéo liquida de nitrato em plantas de arroz variedade piau,
no sistema de baixa afinidade de transporte, melhorando a eficiéncia de absorgéo de nitrato e
producéo de biomassa.

O suprimento de alta dose amonio, apos a indugao prévia das plantas com acido humico,
proporciona maior absor¢do do amonio, sendo prejudicial as plantas de arroz, causando
diminuigéo na producdo de massa fresca.

As plantas de arroz tém preferéncia por aménio, quando submetidas a condicdes de
baixa disponibilidade de N, apos a inducédo prévia das plantas com acido humico.

A aplicacdo de AH aumenta a expressdo dos transportadores de alta afinidade para NO3”
(OsNRT2.1 e OsNRT2.2 e a proteina OsNAR2.1) e diferentes isoformas de H™-ATPase na
membrana plasmatica (OsA2, OsA3, OsA4, OsA5, OsA7 e OsA8) melhorando a performance da
planta em condic¢des de baixo suprimento de N e reprimi a expressao dos transportadores para
NHs* (OsAMT1.1, OsAMT1.2 e OsAMTL1.3).
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5. CAPITULO 111

0S ACIDOS HUMICOS MODIFICAM A MORFOLOGIA DA RAIZ DE
PLANTULAS DE ARROZ
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5.1. RESUMO

O objetivo do estudo foi avaliar as mudancgas dos parametros morfolégicos do sistema
radicular em respostas a aplicacdo de acido humico (AH) extraido com agua (AHa) e KOH
(AHKk), provenientes de vermicomposto sobre as raizes das plantulas de arroz na auséncia de
nutrientes. O estudo foi realizado em camara de crescimento no Departamento de Solos da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. Os tratamentos consistiram da aplicacao de &cido
himico extraido com agua (AHa) e KOH (AHk) em doses crescentes: 0, 20, 40, 60, 80, 110,
150 mg AH L, com meio minimo de CaSO4 a ¥4 de forga idnica. Depois trés plantulas foram
coletadas, as 24h, 48h, 72h, 96h, 120h e 144h e armazenadas em alcool 50% a -20°C. Foi
analisado o sistema radicular das plantulas de arroz no software WinRhizo. As diferentes
caracteristicas de raizes mensuradas foram: comprimento total, area total de superficie, volume
total e numero total de pontas, nimero de ramificacdes e didmetro médio das raizes, bem como
dentro das classes de diametro (raizes superfinas, finas e grossas). As analises foram realizadas
através da regressdo e técnicas multivarirada verificando a adequabilidade desses modelos,
através do pacote do software R. O padrdo de estimulos das doses crescentes do &cido himico
sobre a morfologia das raizes das plantulas de arroz var. Piaui, em sua maioria foi do tipo de
resposta linear reta para AHa e quadratico para AHK, apresentando alta significancia estatistica
(p<0,0001). Portanto os acidos humicos modificam a morfologia da raiz (comprimento, area,
volume e namero de pontas da raiz) das plantas de arroz. Foram utilizadas varias técnicas de
analise multivariada e de analise quantitativo de crescimento que possibilitaram identificar o
tratamento com 150 mg AH L™ extraido com agua e 80 mg AH L extraido com KOH a
promover maiores estimulos sobre o crescimento, taxas de crescimento absoluto e relativo da
morfologia radicular das plantulas de arroz.

Palavras chave: WinRHIZO. AH. Morfologia radicular. Regressdo. TCA.
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5.2. ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the changes in root system morphological
parameters in response to humic acid (HA) extracted with water (HAa) and KOH (HAK) from
vermicompost application on rice seedlings roots in the absence of nutrients. The study was
carried out in a growth chamber in the Department of Soils of the Federal Rural University of
Rio de Janeiro. The treatments consisted of humic acid extracted with water (HAa) and KOH
(HAK) application in increasing doses: 0, 20, 40, 60, 80, 110, 150 mg HA L, with CaSO4
minimum medium at ¥ of ionic strength. Then three seedlings were collected at 24h, 48h, 72h,
96h, 120h and 144h, and stored in 50% alcohol at -20 °C. The root system of rice seedlings was
analyzed in WinRhizo software. The different root characteristics measured were: total length,
total surface area, total volume and total number of roots, number of branches and average root
diameter, as well as within diameter classes (superfine, fine and thick roots). The analyzes were
carried out through the regression and multivariate techniques verifying the suitability of these
models through the R software package. The stimulus pattern of increasing humic acid doses
on the root morphology of the rice seedlings var. Piaui, for the most part, was a straight linear
response type for AHa and quadratic for HAK, presenting high statistical significance
(p<0.0001). Therefore the humic acids modify the root morphology (length, area, volume and
number of root tips) of the rice plants. Several techniques of multivariate analysis and
quantitative growth analysis were used to identify the treatment with 150 mg HA L extracted
with water and 80 mg HA L? extracted with KOH to promote greater stimuli on growth,
absolute growth rates and relative growth rates on root morphology of rice seedlings.

Key words: WinRHIZO. Humic Acid. Root Morphology. Regression. AGR.
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5.3. INTRODUCAO

As raizes s@o os 6rgdos das plantas que estdo envolvidas na absor¢do e assimilagao de
nutrientes, aquisicdo de agua, sintese de horménios vegetais, acidos organicos e aminoacidos,
e ancoragem das plantas e sdo o local de interagdo com o0s organismos na rizosfera (DEN
HERDER et al., 2010). A morfologia e a fisiologia da raiz estdo intimamente associadas ao
crescimento, desenvolvimento e produtividade da planta, especialmente sob condic¢des adversas
(SERRAJ et al., 2004; LYNCH, 2007).

A morfologia radicular refere-se as caracteristicas intrinsecas externas do sistema, sendo
fundamental também na identificacdo e classificacdo das espécies. Em geral é
morfologicamente que se pode visualizar as principais alteragcdes no sistema devido a efeitos
bioticos e/ou abidticos (MCCULLY, 1999). Essas alteracGes sdo devidas as caracteristicas de
elasticidade e plasticidade intrinseca dessa parte do vegetal (ZONTA et al., 2006). A maioria
das plantas ramifica suas raizes a partir do eixo principal em eixos laterais de ordens superiores.
Essas diferentes ordens de raizes podem variar suas caracteristicas, com relacdo a espessura,
taxa de crescimento, capacidade de crescimento secundario, duracdo, estruturas e adaptacdes
(ZONTA et al., 2006). Essas variagcOes por sua vez, vao influenciar a capacidade de obtencao
de agua, nutrientes, sobrevivéncia a condi¢des adversas e a possibilidade de servir de habitat
para microrganismos da rizosfera (ZONTA et al., 2006).

A capacidade de adaptacdo do sistema radicular, através de mudancas morfoldgicas e
fisiologicas as condigbes do meio ambiente é dada pela plasticidade fenotipica (LOPEZ-
BUCIO et al., 2002), sendo que as plantas que apresentam maior plasticidade sdo mais
competitivas (FAN et al., 2003).

As raizes de Poacea (gramineas), proliferadas em regides mais férteis do substrato, sdo
finas e apresentam aumento de diversas caracteristicas, tais como comprimento especifico,
numero de raizes laterais de primeira e segunda ordem, comprimento do eixo radicular principal
e comprimento médio da raiz principal em relacdo ao comprimento do eixo principal
(LARIGAUDERIE & RICHARDS, 1994).

Um sistema radicular eficiente é aquele que otimiza a relacdo entre quantidade de
recursos adquiridos e empregados para sua obtencao, e, a arquitetura do sistema radicular é
fundamental para a aquisicdo de recursos no solo (MILLER et al., 1999). Sua defini¢&o é muito
complexa, por envolver varios aspectos, como taxa de crescimento, ramificacdo, orientacdo e
longevidade dos diferentes tipos de raiz (BONSER et al., 1996).

Entre as modificagOes induzidas pela SH nas plantas tratadas, as mudangas em tamanho
e desenvolvimento foram os primeiros parametros as serem estudados analiticamente
(TREVISAN et al; 2010). Sob condicdes particulares, SH pode estimular o crescimento da
planta em termos de aumento do comprimento da planta, massa seca e fresca (BLANCHET,
1958, GUMINSKI, 1968). Esses efeitos parecem depender da concentracdo (ELGALA et al,
1978), da fonte da SH (HERNANDO et al, 1977), da solucéo de extracdo dos AH, da idade e
espécie da planta (BLANCHET, 1958, GUMINSKI, 1968), bem como das condi¢6es de cultivo
do experimento (TREVISAN et al; 2010).

Muitos estudos tem relatado a capacidade das substancias humicas (SH) obtidas de
diveras origens modificar o crescimento, morfologia e arquitetura radicular (PINTON et al.,
1999; CANELLAS et al., 2002, 2009; DOBBSS et al., 2007, 2010; SCHMIDT et al., 2007,
ZANDONADI et al., 2007, 2013; TREVISAN et al., 2010). Como o crescimento da raiz
primaria de plantulas de milho (Zea mays) Canellas et al, 2002; melao (Cucumis melo L.), alface
(Lactuca sativa L.), cebola (Allium cepa L.) Van de Venter et al.(1991) pepino (Cucumis
sativus L.) Pinton et al., (1999), trevo e manjericdo transgénicos (Lima, 2008) canola (jannin,
2012), Arabidopsis (Arabidopsis thaliana) (Schmidt et al., 2007; Canellas et al., 2010).
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Embora tenha sido feito um grande nimero de estudos sobre o crescimento e
desenvolvimento radicular de gramineas (HOCHHOLDINGER & TUBEROSA, 2009; IYER-
PASCUZZI et al., 2010; PACHECOVILLALOBOS & HARDTKE, 2012), e existirem varios
estudos sobre a bioatividade dos AH sobre as raizes de culturas agricolas e plantas modelos , o
conhecimento da relacdo dos estimulos sobre a morfologia radicular das plantas de arroz
tratadas com as fragdes humificadas da materia organica ao longo do tempo ainda é
relativamente limitado. Nesse sentido, pretendeu-se monitorar possiveis mudangas na
morfologia da raiz induzida por substancias himicas, crescidas em meio minimo contendo
concentracOes crescentes de AH extraidos com agua e KOH. Por meio de regressao, de técnicas
multivariadas e analise quantitativo do crescimento. Para quantificar a dissimilaridade e
reconhecer o padrdo de similaridade entre as doses de acido humico sobre a morfologia e as
taxas e crescimento das raizes das plantulas de arroz var. Piaui.
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5.4. MATERIAL E METODOS

5.4.1. Experimento dose-resposta com acido humico

O estudo foi realizado em camara de crescimento no Departamento de Solos da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. As sementes de arroz (var. Piaui) foram
inicialmente desinfestadas em hipoclorito 2% durante 30 min sob agitacao orbital e em seguida
lavadas dez vezes com agua destilada. Seis dias apds a germinacdo (DAG) as plantulas foram
transferidas para potes de 250 ml no experimento com AH extraido com agua (AHa) e para
potes de 700 ml no experimento com AH extraido com KOH (AHk) (Figura 13). As plantas
foram expostas as 14h/10h (luz/escuro) de fotoperiodo com 480 pmol m2 s de fluxo de f6ton
fotossintético, umidade do ar relativa de 70% e temperaturas de 28°C/24°C (dia/noite).

Os tratamentos consistiram da aplica¢do de acido humico (AH) extraido com &gua e
KOH em doses crescentes: 0, 20, 40, 60, 80, 110, 150 mg AH L* juntamente com meio minimo
de CaSO4 a ¥ de Fl e pH 5,5. Depois trés plantulas de um total de 21, foram coletadas a cada
24h, ou seja, as 48h, 72h, 96h, 120h e 144h e armazenadas em alcool 50% em tubos falcon de
50ml e armazenadas a -20°C, para andlises posteriores.

Transplantio Coletas das plantas
G 24h 48h 72h 96h 120h 144h
T A A A 2
H,O 1 mM L1 CaSO, + 0 mg AHk. L™
H,O 1 mM L1 CaSO, + 20 mg AHk. L1
H,O 1 mM L1 CaSO, + 40 mg AHk. L1
H,O 1 mM L* CaSO, + 60 mg AHk. L
H,O 1 mM L1 CaSO, + 80 mg AHk. L™
H,O 1 mM L1 CaSO, + 110 mg AHk. L
H,O 1 mM L+t CaSO, + 150 mg AHK. L

Figura 13. Esquema do experimento dose-resposta para AH extraido com agua (AHa) e KOH
(AHK) em plantulas de arroz com 1mM de CaSOs.

Para analise do crescimento vegetal, foi feito um terceiro experimento com as doses de
maior inducéo sendo 150 mg AHa L™ de acido hiimico extraido com agua (AH a) e 80 mg AHK
Lt de acido humico extraido com hidroxido de potassio (AHK) bem como o controle. As
sementes de arroz (var. Piaui) foram desinfestadas em hipoclorito 2% durante 30 min sob
agitacdo orbital e em seguida lavadas dez vezes com agua destilada. Seis dias ap6s a germinacéo
(DAG) as plantulas foram transferidas para potes de 700 ml. Posteriormente submetidas aos
tratamentos e coletadas as 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168, 192, 216, 240 e 264 horas ap6s induc¢édo
(HAI) esquematizado na Figura 14.
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Transplantio Coletas das plantas

24h  48h 72h 96h 120h 144h 168h 192h 216h 240h 264h

R A A A

H,O 1mM L CaSO, + 150 mg AHa. L™!
H,0 1mM L1 CaSO, + 80 mg AHk. L1
H,O CaSO, ImM L

Figura 14. Esquema do experimento para analise do crescimento das plantulas arroz crescidas
em solu¢do com 1mM de CaSO4 e com AH extraido com agua (AHa) e KOH (AHK).

Um sistema de raiz de uma plantula de arroz, foi uniformemente distribuido em uma
camada de agua em uma bandeja transparente de acrilico 30 cm (20 cm) e a digitalizacédo da
plantula com uma resolucéo de 600 dpi (pontos por polegada) com um sistema de digitalizacao
Epson Expression 10000XL com uma unidade de luz adicional (TPU), pois segundo
(HIMMELBAUE et al, 2004), o uso do scanner com uma fonte de luz adicional acima
promoveu maior resolucdo de digitalizacdo, melhorou notavelmente a qualidade da imagem e
dos resultados do programa. Imagens das raizes foram convertidas para um formato em tons de
cinza de oito bits. Individualmente trabalhada, analisadas e quantificadas um total de 18
diferentes caracteristicas das raizes: comprimento (mm plant™?), area projetada (mm? plant™?),
area de superficie (mm? plant?), didametro médio (mm.10plant™?), volume (mm? plant), nimero
de pontas (n° plant?), nimero de bifurcagdes de raiz (n° plant?). Também foram definidos e
medidos Comprimento, area de superficie, volume e nimero de pontas dentro das classes de
raizes superfino (0,5 < d < 1,5 milimetros), fino (1,5 < d < 3,5 milimetros) e grossas (d > 3,5
milimetros), usando o software WinRhizo Arabidopsis, 2012b (Régent Instruments, Quebec,
Canada Inc.). Foi adotado o método n&o estatistico Regent para realizar medi¢Ges da morfologia
radicular em WinRhizo (ARSENAULT et al., 1995; Régent Instruments, 2012). Os limites das
imagens foram definidos e entdo importados para o software WinRHIZO para anélise de
caracteres de raiz e quantificacdo. As imagens foram analisadas usando um grid de calibracédo
como uma escala de referéncia e alterou-se as configuragdes de entrada para raizes palidas em
um fundo preto (BOUMA et al, 2000; SOUSA et al, 2012; Régent Instruments, 2012). Em
seguida os dados foram analisados através do XLRhizo (Régent Instruments, Quebec, Canada
Inc.). Esses macros adicionam analise e comandos graficos de raiz aos comandos padrdo do
Excel (Microsoft Corp.) para anélise de arquivos de dados produzido pelo WinRhizo.

A divergéncia entre culturas pode ser avaliada a partir de caracteristicas agronémicas,
morfoldgicas, moleculares, dentre outras. As informacBes mdltiplas de cada cultivar sdo
expressas em medidas de dissimilaridade, que representam a diversidade existente no conjunto
de acessos estudados (CRUZ & CARNEIRO, 2006). Dentre os varios métodos de estudo, foi
utilizado medidas de dissimilaridade obtidas a partir de variaveis quantitativas.

As medidas de dissimilaridade mais freqlientemente utilizada quando da falta de
repeticOes € a Distancia Euclidiana e suas variantes. Entretanto, existem criticas a esse método
por ndo levar em consideracdo as variancias e covariancias residuais das caracteristicas
mensuradas (CRUZ & CARNEIRO, 2006). Contudo, a distancia de Mahalanobis, permite
analisar os dados provenientes de ensaios experimentais por meio de uma matriz de disperséo
residual (y) e as meédias das caracteristicas. Para o calculo das Distancias de Mahalanobis
utilizam-se as médias originais e as estimativas das variancias e covariancias residuais entre os
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caracteres estudados. Nesse sentido foi realizado uma Andlise de Varidncia Multivariada
(MANOVA) (Tabela 4). Apoés esta analise que permite obter as estimativas das covariancias
residuais, obtém-se a matriz de dispersdo. No calculo da estimativa das distancias generalizadas
de Mahalanobis (Tabela 5), sdo obtidas a partir dos valores médios e da matriz de dispersao .
Exige porem, a pressuposicdo de normalidade multidimensional e homogeneidade da matriz de
covariancias das unidades amostrais (CRUZ & CARNEIRO, 2006). No entanto, segundo Cruz
& Carneiro (2006) foi demonstrado consideravel robustez para a violagcdo dessas hipéteses,
fazendo da distancia generalizada de Mahalanobis (D?) instrumento (til, além da vantagem de
proporcionar maior analogia entre as técnicas multivariadas e outras técnicas de agrupamento.

Apos a verificacdo do grau de semelhanca ou de diferenca entre genotipos, é necessario
reconhecer 0s grupos homogéneos, fazendo-se necessario 0 uso de métodos de agrupamento ou
de projecOes de distancias (otimizagdo ou hierarquicos) em graficos bidimensionais, em que
cada coordenada seja obtida a partir da medida de dissimilaridade. N&o se conhece em principio,
0 numero de grupos a serem estabelecidos. Dessa forma os diferentes métodos de agrupamento
proporcionam diferente resultados. Neste estudo foram adotados os métodos hierarquicos, onde
os tratamentos foram agrupados por um processo gque se repete em varios niveis, até que seja
estabelecido o dendrograma. Nao havendo preocupacdo com o numero 6timo de grupos. Dentre
eles foram testados o0 método do vizinho mais préximo (s), método do vizinho mais distante (c),
método UPGMA (a) e método de Ward (W). Uma vez com a formacgdo do dendrograma, pode
ocorrer consideravel simplificacdo das informacGes originais e podem ser geradas algumas
distor¢des sobre o padrdo de dissimilaridade entre os tratamentos estudados, sendo necessario
avaliar a adequacdo dos resultados. Nesse sentido, foi realizado o teste de consisténcia do
padrdo de agrupamento pelos métodos hierarquicos por meio do coeficiente de correlagdo
cofenético (CCC), onde, quanto maior o valor de CCC, menor sera a distor¢do provocada ao
agrupar os tratamentos (CRUZ & CARNEIRO, 2006). Foi testado ainda, o coeficiente de
correlacdo de Mantel (rv), o qual é equivalente algebricamente a correlagcdo de Pearson para
avaliar o numero 6timo de agrupamentos, cada valor de rwv foi testado por 1000 permutacdes
(LEGENDRE & LEGENDRE, 2004; BOCARD et al, 2011).

Para analise do crescimento vegetal os ajustes foram efetuados em fungdo de
comprimento total, Area de raiz total, volume total de raiz e nimero total de ramificacdes, os
dados originais foram ajustados por meio de regresséo, derivando-se as taxas de crescimento,
obtendo-se estimativas de valores instantaneos das taxas (ARAUJO & ROSSIELLo, 2013).
Assim, dentre os varios modelos propostos por Hunt (1978, 1982), optou-se por trabalhar com
0 modelo de Richards a partir de processos iterativos. A selecdo do modelo foi baseada na
significancia dos coeficientes, o valor do coeficiente de determinagdo (R?) conjuntamente com
a tendéncia global de variacdo temporal da varidvel mensurada. A fungdo de Richards para
comprimento radicular, por exemplo, a taxa de crescimento absoluto (TCA) e a taxa de
crescimento relativo (TCR), foram calculados para comprimento e demais parametros segundo
as expressoes:

C=altte®m ) (mm) (eq. 1)
ace”™ p-c1 ¥ 1
TCA= r -(1J_re ) " (mm.dia™) (eq. 2)
Ceb—cT

TCR = W) (mm.mm-l. dla-l) (eq. 3)
Te
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A taxa de crescimento absoluto (TCA) exprime a velocidade de producdo de biomassa
por unidade de tempo. A taxa de crescimento relativo (TCR) exprime a velocidade de producéo
de biomassa por unidade de material preexistente (HUNT, 1981).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com sete doses de AH, 5-6
épocas de coleta e 8-12 repeticdes. As analises de regressdo, analises de variancia multivariada
(MANOVA), a distancia de mahalanobis, a construcdo dos dendrogramas, obtencdo do
coeficiente de correlacdo cofenético e teste de mantel foram feitos através do Programa R,
versdo 1.7.1 (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2011), utilizando-se os pacotes cluster
(MAECHLER et al., 2011), vegan (OKSANEN et al., 2011), ade4 (DRAY & DUFOUR,
2007) e permute (SIMPSON, 2011). A ordenacdo dos dados foi realizada pela analise de
componentes principais através do programa R utilizando-se o pacote vegan (OKSANEN et al.,
2011).
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5.5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.5.1. Efeito dose-resposta dos acidos humicos sobre os parametros radiculares

Para verificar a importancia das 18 variaveis quantitativas de morfologia de raiz foi feita
uma estatistica descritiva, com os valores maximos, minimos e médios, desvio padrdo e
variancia (Tabela S1). Os distintos parametros morfoldgicos de raiz, comprimento total (C),
Area de superficie total da raiz (AS), volume total de raiz (V), nimero total de pontas (P),
namero total de bifurcacbes (B), das plantulas de arroz da variedade tradicional Piaui, que
receberam o tratamento crescente de &cido himico extraido com agua, curiosamente se
ajustaram ao modelo de regresséo linear para cada momento de coleta, 48, 72, 96, 120 e 144h
(Figura 15). Embora o comportamento normalmente seja quadratico quando as plantas recebem
aplicacdo de substancias humicas (DOBBSS et al., 2007; AGUIAR et al., 2009; BUSATO et
al, 2010; BALDOTO et al, 2011, CANELLAS et al., 2011; GARCIA et al., 2012).

O comprimento total da raiz e comprimento nas diferentes classes de diametro
(superfinas, finas e grossas), foram estimulados desde as 48 até as 144h de avaliacdo (Figura
15 a, b, ¢, d). Apresentaram maior estimulo a medida que as doses de AHa aumentaram em
todos os tempos. Um modelo de regressdo de primeira ordem produziu um ajuste satisfatorio.
Contudo, observa-se que os efeitos ja apresentam dose-resposta as 48 h apds aplicacdo e séo
mais marcantes a partir das 96h até as 144h.

Em relagdo a area superficial total da raiz, de raizes superfinas, finas e grossas, todas
foram estimuladas desde as 48h até as 144h de avaliacdo (Figura 15 e, f, g, h) e um modelo de
primeira ordem produziu um ajuste satisfatorio dos dados experimentais. Sendo que area
superficial total da raiz e as classes de raizes também apresentaram um comportamento linear
para 0 AHa. Sendo observado um maior estimulo a partir de 150 mg AHa L em todos os
tempos. Contudo, dentre as classes, as raizes grossas contribuiram substancialmente para o
parametro area total superficial da raiz.

Em relacdo ao volume total da raiz, de raizes superfinas, finas e grossas, todas foram
estimuladas desde as 48h até as 144h de avaliagdo (Figura 151, j, k, I) e um modelo de primeira
ordem, também produziu um ajuste satisfatorio aos dados experimentais. Sendo observado um
maior estimulo a partir de 150 mg AHa L™ em todos os tempos. Contudo, dentre as classes, as
raizes grossas contribuiram substancialmente para o parametro volume total da raiz.

Em relacdo ao numero total de pontas da raiz, de raizes superfinas, finas e grossas, todas
foram estimuladas desde as 48h até as 144h de avaliacdo (Figura 15 m, n, 0, p) e um modelo de
primeira ordem, também produziu um ajuste satisfatorio aos dados experimentais. Sendo
observado um maior estimulo a partir de 150 mg AHa L™ em todos os tempos. Contudo, dentre
as classes, as raizes superfinas contribuiram substancialmente para o parametro numero total
de pontas da raiz.
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Figura 15. Gréafico de dispersao e curva estimada pelo modelo de regressdo linear com as bandas de confianca para as variaveis comprimento total

de raiz, area de superficie total, volume total e nimero total de pontas de raiz, e dentro das classes de raizes superfinas, finas e grossas, das
plantulas de arroz em fungéo das doses de acido himico extraido com agua (AHa). Mensuradas em intervalos de 48 até 144h apds aplicacéo.
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Entretanto, as plantas que receberam o tratamento de acido himico extraido com KOH,
apresentaram ajustes para o modelo polinomial de segunda ordem (Figura 16) para cada coleta
como comumente encontrado na literatura (DOBBSS et al., 2007; AGUIAR et al., 2009;
BUSATO etal, 2010; BALDOTO etal, 2011, CANELLAS etal., 2011; GARCIA et al., 2012).
Considerando a duragdo da indugdo com acido humico, todas as caracteristicas foram
significativamente diferentes ao longo do tempo.

O comprimento total da raiz e de raizes superfinas, finas e grossas, foram estimulados
desde as 24 até as 144h de avaliacdo (Figura 16 a, b, ¢, d). Apresentaram maior estimulo a
medida que as doses de AH aumentaram em todos os tempos. Um modelo polinomial de
segunda ordem produziu um ajuste satisfatorio. Contudo, observa-se que os efeitos ja
apresentam dose-resposta as 24 h ap6s aplicacdo e sdo mais marcantes a partir das 96h até as
144h. Além disso, o comprimento dentro das classes de raizes superfinas e grossas foram as
principais classes que contribuiram para o0 comprimento total de raiz.

Em relacdo a area superficial total da raiz, de raizes superfinas, finas e grossas, todas
foram estimuladas desde as 28h até as 144h de avaliacdo (Figura 16 e, f, g, h) e um modelo
polinomial de segunda ordem produziu um ajuste satisfatério dos dados experimentais. Sendo
observado um maior estimulo a partir de 80 mg AHk L* em todos os tempos. Entretando a
classe fina de raizes ndo apresenta um ajuste claro para o AHK. Contudo, dentre as classes, as
raizes grossas contribuiram substancialmente para o parametro area total superficial da raiz. Em
relacdo ao volume total da raiz, de raizes superfinas, finas e grossas, todas foram estimuladas
desde as 28h até as 144h de avaliacdo (Figura 16 i, j, k, I) e um modelo polinomial de segunda
ordem produziu um ajuste satisfatorio dos dados experimentais. Sendo observado um maior
estimulo a partir de 80 mg AHk L™ em todos os tempos. Contudo, dentre as classes, as raizes
grossas contribuiram substancialmente para o pardmetro volume total da raiz. Em relacdo ao
numero total de pontas da raiz, de raizes superfinas, finas e grossas, todas foram estimuladas
desde as 24h até as 144h de avaliacao (Figura 16 m, n, 0, p) e um modelo polinomial de segunda
ordem produziu um ajuste satisfatério dos dados experimentais. Sendo observado um maior
estimulo a partir de 80 mg AHk L™ em todos os tempos. Contudo, dentre as classes, as raizes
superfinas contribuiram substancialmente para o parametro nimero total de pontas da raiz.

As diferencas ao longo do tempo de inducgdo foram detectadas logo apos as 48h para as
plantas tratadas com AH extraido com &agua e 24h apds a transferéncia das plantulas para
solucdo com AH extraidas com KOH (Figura 15, 16, 18 e 19). Isso indica que podemos
diferenciar os tratamentos logo ap6s aplicacdo. Embora, as 96h parece estar mais marcante a
inducdo como ocorre em milho em que as raizes seminais estavam sob estresse de P (SOUZA
etal., 2012).
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Figura 16. Gréafico de dispersdo e curva estimada pelo modelo de regressdo linear quadratico com as bandas de confianca para a variavel
comprimento total, area de superficie total, volume total de raiz e nimero total de pontas de raiz, e dentro das classes de raizes superfinas, finas
e grossas, das plantulas de arroz em funcdo das doses de &cido humico extraido com hidréxido de potéssio (AHk). Mensuradas em intervalos
de 24 até 144h apds aplicagéo.
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Quase todas as caracteristicas de raizes foram significativamente correlacionadas
(PCA), incluindo 10 caracteres radiculares com valores de correlagdo acima de 0,9 (Figura 17).
Entretanto o didmetro médio de raiz apresentou correlacdo negativa com todas as outras
caracteristicas de raizes que foram avaliadas, como encontrado em milho sob estresse de P
(SOUZA et al., 2012). Recentemente, Zobel et al. (2006) demonstraram que em chicoria, raizes
finas pode apresentar trés diferentes respostas especificas de cultivares a privacao de fosforo:
primeiro, uma reducéo no tempo de uma classe de didmetro de raizes finas em favor de uma
segunda classe de diametro, mais fino, em segundo lugar, uma reducdo na densidade de massa
de raizes finas, sem uma mudanca concomitante de comprimento, em terceiro lugar, 0 inverso
do primeiro tipo de resposta. No primeiro tipo de resposta, as raizes maiores em média de 0,86
mm de didmetro, e a menor de 0,28 mm de didmetro (cerca de 75% do comprimento total da
raiz).

Neste estudo, a Analise de Variancia Multivariada (MANOVA) com 18 variaveis
radiculares mensuradas em plantulas de arroz em intervalos de 24h até 144h mostram uma alta
significancia para os distintos tratamentos com acido humico em cada tempo de coleta (Tabela
4).

Tabela 4. Anélise de Variancia Multivariada (MANOVA) para 18 varidveis radiculares
mensuradas em intervalos de 24h até 144h em plantulas de arroz var. Piaui sob doses
crescentes de acido humico extraido com dgua (AHa) e extraido com KOH (AHK).

Trat Horas GL Wilks Faprox numGL den Df Pr(>F)
48h Dose AH 1 037 31,93 18 35 0,00143  **
Residuo 53
72h Dose AH 1 0,32 74,87 18 64 6,90E-07 ***
Residuo 81
AHa  96h Dose AH 1 0,28 92,04 18 64 1,09E-08 ***
Residuo 81
120h Dose AH 1 024 11,24 18 63 1,82E-13 ***
Residuo 80
144h Dose AH 1 017 17,67 18 65 2,20E-16 ***
Residuo 82
48h Dose AH 1 048 3,92 18 65 2,5E-05  ***
Residuo 82
72h Dose AH 1 0,36 3,65 18 37 0,00042  ***
Residuo 54
AHK  96h Dose AH 1 0,27 5,54 18 37 5,6E-06 ***
Residuo 54
120h Dose AH 1 0,28 5,79 18 41 1,7E-06  ***
Residuo 58
144h Dose AH 1 025 10,59 18 65 4,2E-13  ***
Residuo 82

A maior distancia de Mahalanobis Tabela 5 foi verificada entre os tratamentos 150 e 20
(D?=17,6) as 48h, entre 150 e 0 (D?=21,54) as 72h, entre 150 e 0 (D?=26,67) as 96h, entre 150
e 0 (D?=28) as 120h e entre 150 e 0 (D?=46,63) as 144h, sendo os tratamentos menos
relacionados. E a menor entre os tratamentos 40 e 20 (D?=2,16) as 48h, entre 20 e 0 (D?=2,52)
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as 72h, entre 40 e 20 (D?=1,53) as 96h, entre 40 e 20 (D?=1,88) as 120h e entre 80 e 60
(D?=1,81) as 144h.

Tabela 5. Matriz de Distancia de Mahalanobis (D2) para 18 variadveis radiculares mensuradas
em intervalos de 48h até 144h, em plantulas de arroz var. Piaui sob doses crescentes de acido
himico extraido com agua.

48h 0 20 40 60 80 110 72h 0 20 40 60 80 110
20 3,30 20 2,52

40 428 2,16 40 465 3,23

60 6,57 8,14 5,52 60 7,19 590 2,67

80 11,44 10,02 7,30 5,90 80 1069 7,41 499 431

110 580 7,22 510 394 447 110 14,31 11,01 8,48 5,74 6,63
150 16,43 17,24 13,77 8,40 7,46 6,80 150 21,54 1752 13,87 6,68 6,51 9,50
96h 0 20 40 60 80 110 120h 0 20 40 60 80 110
20 3,35 20 3,94

40 598 1,583 40 6,19 1,88

60 1155 537 314 60 11,10 7,58 4,66

80 1324 544 286 2,46 80 1591 10,02 7,94 4,24

110 1832 929 6,02 4,67 3,34 110 22,41 15,76 1257 6,61 4,77
150 26,67 17,25 11,28 9,03 6,27 4,46 150 28,00 21,94 17,23 10,01 7,93 3,95
144h 0 20 40 60 80 110

20 3,32

40 7,07 411

60 1559 9,43 451

80 1449 8,33 4,74 181

110 29,47 20,61 13,64 5,76 5,19

150 46,63 36,21 27,63 15,89 16,32 6,61

Os resultados de consisténcia dos agrupamentos testados a partir das combinagdes entre
as matrizes de distancia de mahalanobis (D?) e os métodos de agrupamento sdo apresentados
na Tabela 6. Dentre os métodos hierarquicos de agrupamento testados, o0 UPGMA foi o que
apresentou os dendrogramas com maximo coeficiente de correlacdo cofenética (CCC)
concordando com Sokal e Rohlf (1962). Portanto, a técnica UPGMA, apresentou maior
consisténcia quando comparada a metodologia do vizinho mais préximo (Single linkage
clustering), vizinho mais distante (Complete linkage clustering) e Ward clustering. Nesse
sentido, pode-se notar que os CCC empregado como pardmetro na avaliacdo da consisténcia
das técnicas testadas, apresentaram valores superiores quando as matrizes de distancia
estimadas nas diferentes coletas foram agrupadas na metodologia de UPGMA.
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Tabela 6. Coeficiente de Correlagio COFENETICO (CCC) entre a matriz de Distancia
de Mahalanobis (D2) e os métodos de agrupamento, das variaveis radiculares
mensuradas em intervalos de 48h até 144h, em plantulas de arroz sob doses
crescentes de &cido humico extraido com agua (AHa) e KOH (AHK).

horas Single linkage  Complete linkage  Average Warq
clustering clustering clustering ~ clustering

48 0,734 0,601 0,745 0,594

72 0,66 0,51 0,676 0,498

AHa 96 D? 0,54 0,537 0,535 0,521
120 0,475 0,67 0,673 0,667

144 0,632 0,642 0,645 0,643

48 0,849 0,880 0,881 0,876

72 0,451 0,630 0,634 0,631

AHk 96 D? 0,524 0,634 0,640 0,627
120 0,649 0,631 0,657 0,656

144 0,582 0,671 0,672 0,591

Os resultados de consisténcia via Mantel dos agrupamentos testados a partir das
combinagbes entre as diferentes matrizes de distancia de mahalanobis e os metodos de
agrupamento sao apresentadas na Tabela 7. Dentre os métodos hierarquicos de agrupamento
testados, 0 UPGMA também foi o que apresentou os dendrogramas com maximo ry e alta
significancia. Assim, pode-se contruir os dendrogramas utilizando a distancia de mahalanobis
combinado com o metodo de agrupamento UPGMA.

Tabela 7. Consisténcia via Mantel (estatistica de Mantel) entre a matriz de Distancia de
Mahalanobis (D?) e os métodos de agrupamento (Single linkage-S, Complete linkage -C,
UPGMA-A e Ward-W) das variaveis radiculares mensuradas em intervalos de 48h até
144h, em pléntulas de arroz sob doses crescentes de &cido humico extraido com éagua
(AHa) e KOH (AHK).

Horas S Signif: C Signif: A Signif: W Signif:

48 0,73 0,001 0,6 0,001 0,74 0,002 059 0,001

72 0,66 0,002 051 0014 0,68 0,001 05 0,021

AHa 96 D> 054 0019 054 0013 053 0001 052 0,002
120 0,47 0,004 067 0002 0,67 0003 067 0,004

144 0,63 0001 064 0002 064 0003 064 0,001

48 085 0001 088 0004 088 0003 088 0,002

72 045 0001 063 0001 063 0003 063 0,002

AHK 96 p2 052 0007 063 0001 064 0002 063 0,002
120 0,65 0,003 063 0007 066 0004 066 0,004

144 0,58 0,002 067 0002 067 0001 059 0,001

As Figuras 7 e 8 apresentam as andlises das variaveis quantitativas via distancia de
mahalanobis para os acidos himicos extraidos com dgua e KOH, respectivamente, bem como
suas distintas doses e momentos de coletas. Nestas, é possivel perceber um padrdo de
agrupamento similar, na qual a distancia D? proporcionou um dendrograma com 2 grupos para
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0s AH extraidos com agua. Assim, o dendrograma para as 48 horas apresenta resultados que
ndo se escuadunam com as demais épocas de coleta, pois agrupa como similares as doses 60 e
110 mg AHa L. Uma vez que, para as demais épocas a dose 110 se apresenta como similar
com a dose de 150 mg AHa L*. Demonstrando que as primeiras horas de estimulo dos cidos
himicos sobre as raizes das plantulas de arroz ainda ndo promoveram os fen6tipos de maneira
definida, possivelmente por ainda estar ocorrendo alteragcdes em nivel molecular e metabdlica,
ndo sendo, portanto, um momento adequado para avaliacdo segura dos varios parametros
morfoldgicos da raiz em funcéo das doses dos acidos humicos. O dendrograma para as 96 horas,
entretanto, apresenta resultados em que os fenotipos radiculares se manifestam de maneira
definida com as demais eépocas de coleta, e 0s agrupam em classes de respostas, sendo como
similares as doses 0, 20 e 40, e agrupam as doses 60, 80, 110 e 150 mg AHa L™

Um padrao de agrupamento similar no dendrograma da Figura 18, mostra 2 grupos para
0s AHk. Onde o dendrograma para as 24 e 48 horas apresenta maior distancia entre o controle
(zero) e as demais doses de AHK. Demonstra que as primeiras horas de estimulo dos acidos
hamicos sobre as raizes das plantulas ainda ndo promoveram os fen6tipos de maneira definida,
ndo sendo, momentos adequados para avaliacdo segura dos parametros morfoldgicos da raiz
em funcdo das doses dos acidos humicos. Entretanto, o dendrograma a partir das 96 horas,
apresenta resultados em que os fendtipos radiculares se manifestam de maneira definida com
as demais épocas de coleta, e os agrupam em classes de respostas similares as doses 0, 20 e 40,
60e agrupam as doses 80, 110 e 150 mg AHa L. Wm que ocorre as maioes estimulos sobre os
parametros radiculares (Figura 18).
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Figura 17. Dendrogramas para as 18 variaveis radiculares mensuradas em intervalos de 24h
até 144h, em plantulas de arroz var. Piaui sob doses crescentes de acido humico extraido
com agua.
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Figura 19. Analise de Componentes Principais para as 18 variaveis radiculares mensuradas em
intervalos de 24h até 144h, em plantulas de arroz var. Piaui sob doses crescentes de acido
himico extraido com agua.

A andlise de componentes principais (ACP) permitiu identificar as variaveis que
contribuiram em maior e menor escala para a variabilidade encontrada. De acordo com
Legendre e Legendre (2003), esta técnica permite transformar um grupo original de variaveis
em um conjunto secundario, de dimensdo equivalente, porém, independentes entre si, portando
a maxima informacdo necessaria para explicar a variagdo observada. Desse modo, a PCA
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possibilita reduzir o conjunto original de variaveis, via dispersdo grafica dos componentes de
maior variagdo. Nesse sentido, Cruz e Carneiro (2003) recomendam que, no minimo, 80% da
variacdo seja absorvida até os 3 primeiros componentes principais, tornando, assim, mais segura
a representacdo grafica em planos bi ou tridimensionais.

A analise de componentes principais para as 48h (Figura 19), baseada nos parametros
morfoldgicos da raiz, explicou 83,4% da variabilidade total nas duas primeiras componentes,
sendo que 71,2 % da variancia estdo explicados pela CP1 estando positivamente ligado, a
maioria das variaveis, associados ao tratamento com as maiores doses de AH. Em oposicéo,
projetam-se negativamente na CP1 o diametro médio da raiz. Essa primeira componente
principal sintetiza o efeito preponderante das condi¢des na qual a planta foi submetida. A CP2
apresenta 12,2 % da variancia, separando as diferentes classes de raizes como as superfinas das
demais.

A andlise de componentes principais para as 72h, 96h, 120h el44h baseada nos
parametros morfologicos da raiz, explicou 79,6%, 82,5%, 77,6% e 76,4%, respectivamente a
variabilidade total nas duas primeiras componentes (Figura 19), sendo que as maiores
percentagens da variancia estdo explicadas pela CP1 estando positivamente ligado, a maioria
das variaveis, associados ao tratamento com as maiores doses de AH.

Tabela 8. Média das taxas de incremento das 18 variaveis radiculares mensuradas nas plantas
controle e nas plantas tratadas com a melhor dose de acido humico extraido com agua
(AHa) e extraido com KOH (AHk) as 144h.

Tx . Tx
144h AHa AHk increment
Incremento o
Dose 0 150 0 80

Comprimento 631,50 1160,76 83,81 1024,40 1574,73 53,72
Area Surperficie 664,86 1092,24 64,28 912,26  1455,18 59,51

Diametro médio 3,37 3,01 -10,60 2,86 2,96 3,79
Volume Radicular 55,90 82,48 47,56 65,02 108,39 66,71
N° de Pontas 289,17 501,50 73,43 497,00 955,08 92,17
N° de Bifurcagbes 328,58 714,92 117,58 588,00  1199,33 103,97
0.5<.C.<=15 196,21 507,31 158,55 410,68 656,18 59,78
1.5<.C.<=35 169,40 261,66 54,46 321,44 383,87 19,42
.C.>35 237,51 333,54 40,43 252,48 457,50 81,21
0.5<. AS.<=15 63,16 154,65 144,84 117,36 181,07 54,29
1.5<. AS<=35 126,22 179,00 41,82 256,91 283,15 10,21
AS.>35 335,51 515,54 53,66 345,72 660,10 90,93
0.5<.V.<=15 1,71 4,00 133,72 2,82 4,22 49,79

1.5<.V.<=3.5 8,11 10,43 28,53 17,37 17,75 2,21
V.>35 39,05 67,22 72,17 39,15 78,89 101,47
0.5<.P.<=15 162,33 290,17 78,75 376,42 685,83 82,20
1.5<.P.<=3.5 52,25 76,00 45,45 30,58 40,33 31,88
P.>35 11,00 13,92 26,52 9,42 27,58 192,92

Para destacar a contribuicdo daquelas doses de AH com maior efeito sobre as raizes
foram calculadas as taxas de incremento médio, das 18 variaveis radiculares mensuradas nas
plantas tratadas com a melhor dose de acido himico extraido com adgua (AHa) e extraido com
KOH (AHKk) e seus respectivos controles as 144h (Tabela 8).
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A anélise quantitativa do crescimento vegetal foi realizada para as plantulas tratadas
com a dose de 150 mg AHa Lte 80 mg AHk L™, e as controle (Figura 20). Os AHs promoveram
maior estimulo sobre o crescimento dos parametros radiculares e sobre as taxas de crecimento.
O modelo matematico de Richards ajusta confiavelmente os dados (Tabela, 9). Em geral
apresentou altos valores do coeficiente de determinagdo bem como os coeficientes estimados
foram significativos (Tabela, 10). O que permite em seguida, obter as TCA e TCR para cada
variavel. De modo geral, as plantas tratadas com AHs mostram que a eficiéncia da planta no
crescimento diario aumentou. Entdo, para o comprimento radicular total (Figura 20) a TCA das
plantas tratadas com AHa séo superiores as tratadas com AHk que séo superiores ao do controle
das que estdo com AHa, que apresentam reducédo das taxas a partir das 150h, pois continuam
crescendo em menor velocidade, isto é devido a contribuicdo em comprimento das raizes
superfinas (0,5-1,5mm) que continuam alongando (Tabela Al). Ja a taxa de crescimento
absoluto maxima (TCAmax) foi de 20, 13 e 10 mm h as 150h e 200h para as tratadas com AHa,
AHk e controle, respectivamente (Figura 20). Com relacdo a area total radicular os AHs
proporcionam TCA e TCR superiores aos do controle durante o periodo de crescimento e a
TCAmax S80 de 14, 10 e 7 mm? h! com quedas a partir das as 150h para as tratadas com AH e
a partir da 200h nas controle.

Tabela 9. Coeficientes estimados e R? dos ajustes, obtidos pelo modelo de Richards, para
as cinco variaveis radiculares mensuradas nas plantas tratadas com a melhor dose de
acido humico extraido com agua (AHa) e extraido com KOH (AHK) e plantas controle
(ctr), as 144h.

Trat a b c d R?

AHa  4427,72 -0,0421 0,0133 0,1428 0,9952
Comprimento AHk  5462,00 -1,3262 0,0066 0,0565 0,9951
ctr 5890,94 -1,1490 0,0053 0,0701 0,9885

AHa  3163,30 -0,4664 0,0126 0,1228 0,9877

Areaderaiz AHk 3776,41 -1,5099 0,0076 0,0557 0,9880
ctr 3116,53 -0,8886 0,0069 0,1069 0,9881

AHa 192,34 -0,5593 0,0112 0,1543 0,9623

Volume AHk 217,73 -0,6378 0,0101 0,1393 0,9692
ctr 163,59 -0,0870 0,0092 0,2520 0,9744

AHa  2407,50 -1,2042 0,0101 0,0524 0,9929

Pontas AHk  2244,60 -0,2668 0,0088 0,1271 0,9932
ctr 3234,23 -1,2823 0,0054 0,0537 0,9935

AHa  2169,42 -0,8665 0,0141 0,0688 0,9922

Bifurcacdo AHk  3008,47 -1,3570 0,0075 0,0539 0,9923
ctr 2756,21 -1,5596 0,0064 0,0439 0,9893

Para o volume total radicular as que estdo com AH, apresentam as maiores TCA, TCR
guando comparados ao controle. Porém néo diferenciam entre elas. 1sso mostra que o volume
€ uma caracteristica muito influenciada pelas raizes mais grossas, aquelas compreendidas acima
de 3,5mm de didametro. E finalmente para o numero total de bifurcagdes e de pontas os AHa
promovem um estimulo maior quando comparado ao AHK e este € maior em relacédo as plantas
controle, que possuem taxas de crescimento inferiores (Figura 20).

O crescimento do sistema radicular das plantas no solo é exposto a uma ampla faixa de
componentes organicos e inorganicos, onde uma consideravel parte dos componentes organicos
é representada pelas substancias humicas (SHs). A aplicacédo desses bioestimulantes nas plantas
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normalmente leva a maior contetdo de nutrientes no tecido e alterages fisioldgicas positivas
guando utilizadas em concentra¢cfes adequadas (CANELLAS et al., 2005; NARDI et al., 2009).
Entretanto, no presente estudo todos os parametros radiculares foram estimulados pelas doses
de acido humico na solugdo somente com sulfato de calcio (sem demais nutrientes). As plantas
foram capazes de crescer mais intensamente quando submetidas aos AH, somente com o0s
recursos disponobilizados pelas sementes, apresentando maior eficiéncia no uso desses recursos
na producdo de um sistema radicular maior e mais vigoroso quando tratadas com os AHs. A
semente contém uma reserva relativamente grande de carboidratos e nutrientes de
armazenamento (MARSCHNER, 1998), que permite que a raiz embriondria cresga
rapidamente. Cresce 3-5 cm de comprimento em 2-3 dias apds a germinacéao.

A morfologia da raiz (por exemplo, o comprimento e o raio da raiz) e a arquitetura
(como padrdo geometrico de ramificacdo) sdo as principais caracteristicas que influenciam a
aquisicdo de recursos pelas plantas (CALDWELL, 1987; BARBER, 1995; YAMAUCHI et al.,
1996).

Em plantas de arroz, as raizes laterais sdo as que compreendem a maior propor¢éo do
sistema radicular em comprimento total e nimero de raizes (YAMAUCHI et al., 19873, b;
HARADA & YAMAZAKI, 1993), sdo responsaveis pela maior absor¢do de dgua e nutrientes
(YOSHIDA et al., 1982). As raizes mais finas normalmente conferem maior capacidadae
absorcdo de nutrientes por unidade de massa radicular, por aumentar a area da superficie da
raiz. Por exemplo, a taxa de absorcdo de nitratos por gramineas foi positivamente
correlacionada com o comprimento, superficie e volume da raiz fibrosa de cada classe de
diametro (WANG et al., 2006).

Uma grande area da superficie radicular é benéfica porque proporciona uma absor¢ao
global de nutrientes alta. Em estudo com mostarda-marrom, esta conseguia explorar Mn de um
volume de solo maior do que a cultura do trigo, provavelmente devido ao fato de que a area de
superficie radicular da mostarda-marrom era 2,3 vezes maior em relacdo ao do trigo (SADANA
et al., 2003; LIAO et al., 2004).

Foi sugerido que o volume especifico do solo, onde um nutriente difunde para raizes da
planta, se relaciona negativamente ao raio radicular Claassen & Steingrobe (1999), indicando
gue um sistema radicular mais fino possui uma area superficial maior, o que pode explicar a
observacdo de que as raizes mais finas aumentaram a disponibilidade de Zn devido a uma
exploragdo mais aprofundada do solo o que também pode aplicar-se ao P, uma vez que ambos
possuem baixa capacidade de difuséo no solo (DONG et al.,1995; LINCH et al., 2011).

Em alguns estudos foi observado que as raizes grossas tém um papel direto na resisténcia
a seca, porque as raizes de maior didmetro estdo relacionadas a capacidade de penetracdo
(MATERECHERA et al., 1992; NGUYEN et al., 1997; CLARK et al., 2008) e ramificacdo
(FITTER, 1991, INGRAM et al., 1994), e possuem raios do vaso do xilema maiores e menor
resisténcia axial ao fluxo de 4gua (YAMBAO et al., 1992).

Neste estudo, o investimento no sistema radicular aumentou com o a aplicacdo dos AHs
na solucdo como observado na morfometria realizada. Isso tem sido atribuido a uma série de
efeitos diretos e indiretos promovidos pelas substancias humicas para varias espécies vegetais
(CONCHERI et al., 1996; NARDI et al, 2002; FACANHA ., 2002; CANELLAS et al, 2002;
DOBBSS et al, 2007; LIMA, 2008; AGUIAR et al, 2009; TREVISAN et al, 2010, MUSCOLO,
2013). Neste caso, 0s AHa apresentaram um efeito inicial mais intenso sobre o sistema radicular
como jéa relatado por Pinton et al, (1998; 1999a; 1999b) e por Schimidt et al., (2007).

O efeito sobre o crescimento e o desenvolvimento das raizes, é geralmente obtido em
concentracOes baixas ou intermediarias de AH e, em geral, quando a concentragéo € elevada,
um efeito inibitério é observado (DOBBSS et al., 2007). O mesmo efeito quadratico foi
verificado em estudo com diferentes concentragcdes de AH e subfracBes (SF) sobre o numero
de raizes laterais emergidas tanto em Arabidopsis quanto em milho (AGUIAR et al., 2009;
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CANELLAS et al., 2010), e em plantula de arroz (GARCIA et al., 2012). Neste estudo foi
verificado um comportamento linear quando as plantas foram submetidas a acidos humicos
extraidos com agua (AHa). Entretanto, foi observado nas plantas de arroz que o comprimento
total, area total de superficie, volume total, nimero de raizes laterais, apresentaram um padréo
de dose resposta quadratico ao &cido humico nos diferentes momentos de avaliacdo quando as
plantas foram submetidas aos acidos himicos extraidos com KOH (AHK).

Vérios estudos mostraram que a capacidade das SH para afetar o crescimento e a
fisiologia das plantas é influenciada pelas suas caracteristicas estruturais (ROSE et al., 2014).
Os carbonos pertencentes a estruturas de lignina e grupos C-COOH em acidos humicos de
vermicomposto (HA) correlacionam-se positivamente com a emissdo de raizes laterais em
plantas de milho (JINDO et al., 2012; AGUIAR et al., 2013). SH extraidos de solos
apresentando enriquecimento estrutural de carbono -CHs e -COOH estimulam o metabolismo
do carbono em plantas de Pinus nigra (MUSCOLO et al., 2007). Um aumento na proliferacéo
de raiz lateral, area superficial e comprimento da radicula das plantas, podem estar relacionadas
com estruturas de AH menos complexos e mais funcionalizadas (-O, -N cadeias alifaticas
funcionalizadas) (GARCIA, 2013). Assim, a acdo da AHs pode ser associada a grupos C-
alifaticos substituidos (CAIlk [O, N], C-Alk-0O), grupos C-COOH carboxilicos e alifaticidade
como observados na caracterizacdo dos AH tratada no CAPITULO 1 (Tabela 2). Além disso,
a hidrofobicidade e hidrofilicidade s&o propriedades das SHs que tém se relacionado com a sua
bioatividade. O indice de Hidrofobicidade e fragmentos humicos polares, tem mostrado uma
correlagéo direta com o crescimento radicular e a atividade tipo auxina de AH em plantas de
milho (DOBBSS et al. 2010, CANELLAS et al. 2012, JINDO et al., 2012, CANELLAS et al.
2016).
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5.6. CONCLUSOES

O acido hdmico extraido com agua promoveu 0s maiores estimulos para todos os
parametros morfologicos radiculares das plantulas de arroz variedade tradicional Piaui, e
apresentou um padrao de bioatividade do tipo linear reta, das doses crescentes do &cido humico
extraido com agua sobre a morfologia das raizes das plantulas, em todos os momentos de
avaliacdo. Sendo a melhor dose de 150 mg de AHa L.

O padréo de estimulos das doses crescentes do acido humico extraido com KOH sobre
a morfologia das raizes das plantulas de arroz var. Piaui, foi do tipo quadratico em todos os
momentos de avaliacdo, modificando a morfologia (comprimento, area, nimero de pontas e
volume da raiz). Sendo a melhor dose de 80 mg de AHk L.

A técnica de agrupamento se mostrou robusto, e a distancia de Mahalanobis aliado ao
método de agrupamento UPGMA foram eficientes e adequados para avaliar o grande volume
de dados. Possibilitando identificando as doses 80, 100 e 150 mg de AH L *como as melhores
doses.

O &cido humico extraido com agua promoveu as maiores taxas de crescimento absoluto
e taxas de crescimento relativo do sistema radicular nas plantas de arroz, seguido do acido
himico extraido com KOH.

As propriedades bioativas positivas gerais do acido himico de vermicomposto soltvel
em KOH podem ser Gteis como elicitores para eficiéncia do uso dos recursos da propria semente
e garantir um crescimento mais rapido e vigoroso da plantula. Além disso, a bioestimulagéo por
acido hamico pode promover a formacdo de aparelhos radiculares maiores, aumentando
potencialmente a absor¢do de agua e nutrientes pelas plantas.
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6. CAPITULO IV

EFEITOS DOS ACIDOS HUMICOS E DO BAIXO SUPRIMENTO DE
NITRATO SOBRE A EXPRESSAO E ATIVIDADE DAS BOMBAS DE
PROTONS E METABOLISMO DE N EM PLANTULAS DE ARROZ
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6.1. RESUMO

As substancias hamicas, e especialmente os acidos humicos, extraidos com solugdo
alcalina proveniente de vermicomposto, exercem efeito sobre o crescimento, a absor¢do de
nutrientes, o metabolismo, e o desenvolvimento das plantas. Entretanto, acidos himicos
extraidos com agua, também proporcionam grandes estimulos sobre as plantas. Embora,
existam muitos estudos sobre o efeito positivo de fracbes humicas sobre a absor¢do de
nutrientes, sdo poucos os estudos que envolvam estimulos dos AHs sobre as plantas, quando
submetidas a baixos niveis de NO3z", e modulagéo dos sistemas de absor¢édo de alta afinidade. O
objetivo foi estudar o efeito do pré-tratamento com &cidos himicos extraidos com agua (AHa)
e KOH (AHK), sobre a atividade e expressdo das H'-ATPases de membrana plasmatica,
expressao dos transportadores de alta afinidade para N-NOgz, a atividade da enzima de
assimilacdo de N glutamina sintetase (GS), e sobre o acumulo de biomassa pelas plantas de
arroz sob baixo suprimento de N-NOsz". As plantas foram crescidas em camara de crescimento,
e ap6s 18 dias apds a germinacdo foram submetidas a privacdo de N, seguida da aplicacdo ou
ndo de &cido humico extraidas com agua e KOH durante 48h, as 72h de privacdo de N foram
transferidas para uma solugdo nutritiva com 0,2 mM de N-NOsz. As plantas tratadas
modificaram o pH da solugdo nutritiva, principalmente naquelas pre-tratadas com AH. A
aplicacdo dos acidos humicos promoveu estiimulos sobre a absor¢do de N-NOsz-, 0 teor das
fracOes nitrogenadas, a atividade das enzimas GS, IDH, e H"-PPases, bem como as PM H*-
ATPase e a expressdo dos transportadores iIHATS de NO3z™. Os AHs estimularam de maneira
diferenciada a expressao relativa das isoformas de PM H™-ATPases (OsAl, OsA2, OsA3, OsAb5,
OsA7 e OsA8) e dos transportadores para NOs de alta afinidade (OsNRT2.1, OsNRT2.2 e
OsNAR2.2) das raizes de arroz. Promoveu um estimulo adicional da atividade da GS, IDH e
das pirofosfatases, levando a um maior crescimento naquelas tratadas com acido himico
extraido com agua, melhorando a performance da planta em condi¢des de baixo suprimento de
N.

Palavras chave: Atividade da Glutamine Sintetase. Nitrogénio. Sistema de Absorcéo de Alta
Afinidade. NRTs. H*-ATPases.
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6.2. ABSTRACT

Humic substances, and especially humic acids extracted with alkaline solution from
vermicompost, have an effect on the plants growth, nutrient uptake, metabolism, and
development. However, humic acids extracted with water also provide great stimuli on plants.
Although there are many studies on the positive effect of humic fractions on nutrient uptake,
there are few studies that involve stimuli of AHs on plants when subjected to low levels of NO3
, and high affinity uptake systems modulation. The objective of this study was to evaluate the
effect of pre-treatment with humic acids extracted with water (HAa) and KOH (HAK) on the
activity and expression of plasma membrane H+-ATPases, expression of the high affinity
transporters for N-NOs', the N assimilation enzyme, glutamine synthetase (GS), and on biomass
accumulation by rice plants under low N-NOs supply. The plants were grown in a growth
chamber, and after 18 days after germination they were submitted to N deprivation, followed
by the application of humic acid extracted with water and KOH for 48h, and at 72h of N
deprivation, plants were transferred to a nutrient solution with 0.2 mM N-NOz". The treated
plants modified the pH of the nutrient solution, especially in those pretreated with HA. The
application of the humic acids modified the absorption of N-NOs", the nitrogenated fractions,
the enzymes GS, IDH, and H*-PPases, as well as the PM H*-ATPase isoforms and the
expression of the iIHATS transporters of NOs™. The HAs differentially stimulated the relative
expression of the H*-ATPases isoforms (OsAl, OsA2, OsA3, OsA5, OsA7 and OsA8) and the
high affinity NO3 transporters (OsNRT2.1, OsNRT2.2 and OsNAR2.2) of rice roots. Promoting
an additional stimulation of GS, HDI and pyrophosphatases activity, leading to greater growth
in those treated with humic acid extracted with water, improving the plant performance under
low N supply conditions.

Key words: Glutamine Synthase Activity. Nitrogen. High Affinity System. NRTs. H*-
ATPases.
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6.3. INTRODUCAO

O vermicomposto possui grandes quantidades de &cidos himicos na sua formagao
(ATIYEH et al., 2002). De modo geral, os acidos humicos extraidos com solucdo alcalina
proveniente de vermicomposto exercem efeito sobre o crescimento e metabolismo das plantas
(NARDI et al., 2002; MUSCOLO et al., 2013; CANELLAS et al., 2013), promove protecdo
contra o estresse e estimula o crescimento da raiz (GARCIA et al., 2012; TREVISAN eet al.,
2010). Varios trabalhos vém mostrando o efeito benéfico de diferentes materiais himicos sobre
o crescimento de diferentes espécies vegetais (CANELLAS et al., 2010; AGUIAR et al. 2009,
ERTANI et al, 2013). Entretanto, acidos humicos extraidos com &gua, também proporcionam
grandes estimulos sobre as plantas (PINTON et al., 1999; SCHMIDT et al., 2007).

Entre os efeitos das SH ligados diretamente a nutricdo de plantas e descritos em
diferentes espécies, esta a sua habilidade tanto para ativar a atividade da PM H*-ATPase das
raizes (CANELLAS et al., 2002; FACANHA et al., 2002; CANELLAS et al., 2010) e estimular
as taxas de absorgéo de nutrientes como NO3 (PINTON et al, 1999; QUAGGIOTTI et al, 2004;
MORA et al., 2010, ERTANI et al, 2013). Apesar de existirem muitos estudos sobre o efeito
positivo de fracbes himicos sobre a absorcao de nutrientes (VAUGHAN & MALCOLM; 1985;
CHEN & AVIAD; 1990; VARANINI & PINTON; 1995, 2001; NARDI et al., 1996, 2002,
2009; CLAPP et al., 2001; TAN, 2003; e Che,n et al., 2004a) sédo poucos os estudos que
envolvam a acao dos AHs sobre as plantas quando submetidas a baixos niveis de NO3’, e como
atua sobre os sistemas de absorcdo de alta afinidade.

Nesse sentido analisamos a hipotese do efeito direto sobre a nutrigdo das plantas, pois
para que se proceda o crescimento das plantas, é necessario que haja uma boa nutricdo. Os
acidos humicos podem promover uma melhoria na nutricdo das plantas sob baixa
disponibilidade de N, proporcionando um estimulo para o crescimento a partir do aumento da
atividade das bombas de prétons levando ao aumento da forca proton motriz, afetando de
maneira distinta sobre as variagdes nos niveis de nitrogénio no meio, exercendo influéncia
significativa sobre absorcdo de N e metabolismo das plantas de arroz, afetando a producéo de
raizes e a producao de biomassa.

O principal objetivo da presente pesquisa foi investigar, os padrdes de expressao
temporal de OsNRTs and OsNAR, codificando para um transportador de alta afinidade de N-
NOs, e OsAs, codificando para isoformas PM H*-ATPase, das plantulas de arroz sob baixo
ressuprimento de N-NOs’, em resposta ao pré-tratamento com acidos himicos extraidos com
agua e KOH. A quantificacdo dos metabolitos e a atividade de enzimas de assimilacdo de N,
bem como a atividade das bombas de protons, foram realizados em paralelo, a fim de comparar
seus padrdes com as expressdes dos genes.
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6.4. MATERIAL E METODOS
6.4.1. Descri¢ao experimental

O estudo foi realizado em camara de crescimento no Departamento de Solos da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. As plantas foram expostas as 14h/10h
(luz/escuro) de fotoperiodo com 400 pmol m2 st de fluxo de foton fotossintético, umidade do
ar relativa de 70% e temperaturas de 28°C/24°C (dia/noite).

Sementes de arroz da variedade Piaui foram inicialmente desinfetadas com hipoclorito
2% durante 30 min sob agitacdo orbital e em seguida lavadas dez vezes com agua destilada.
Depois de desinfetadas, as sementes foram colocadas para germinar na superficie da lamina de
agua de um vaso, sustentadas por uma gaze. Seis dias ap6s a germinacdo (DAG) as plantulas
foram transferidas para potes de 0,7 L contendo solu¢do de Hoagland (HOAGLAND &
ARNON, 1950) modificada a ¥ da forga ionica (FI) com 1,0 mM de N em uma razéo 3:1 de
N-NO3z e N-NHs* (0,6 mM de NOs e 0,4 mM de NH4*). Trocas de solugdo para %2 FlI foram
realizadas a cada trés dias. Aos 18 DAG as plantas foram submetidas a uma solugéo nutritiva,
sem N por 72 h. Apo6s as primeiras 24 h de privacdo de N, as plantas foram separadas em trés
grupos, em seguida as “plantas foram pre-tratadas com ou sem a aplicagéo de 150 mg L de
acido htimico extraido com agua (AHa) ou 80 mg L de acido hiimico extraido com hidréxido
de potassio (AHK) durante as 48 h restantes (Figura 21). Apds o periodo de privacdo de N e
tratamento com AH as plantas foram rinsadas 3 vezes com &gua destilada para evitar a possivel
interferéncia dos AHs aderidos a raiz e garantir somente o efeito do pré-estimulo dos AHs. Em
seguida os trés grupos de plantas foram submetidos a solugGes nutritivas contendo a dose de
0,2 mM de NOz™ simulando as pequenas quantidades de nitrato disponveis em solos aerados de
regides tropicais (Figura 20). As plantas foram coletadas aos 3, 6, 9 e 24h ap0s o ressuprimento
com N-NOs".
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Figura 21. Esquema do experimento para avaliacdo do crescimento, absorcdo de 0,2 mM de
NOs", com ou sem pré-tratamento com acido humico extraido com agua (AHa) e KOH
(AHK).
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6.4.2. Extracio alcodlica do material fresco e dosagem das fragdes soluveis

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

Ap0s determinar a massa fresca, um grama de material vegetal foi colocado em 20 mL
de etanol 80% e armazenado em frascos do tipo falcon para posterior extracdo das fragdes
sollveis. As amostras armazenadas em etanol foram trituradas em um triturador (TECNAL TE-
102), e filtrada em camadas de gaze e papel filtro. Posteriormente, foram transferidas para funil
de separacdo onde se adicionou igual volume de cloroférmio. Apds agitacao suave, permaneceu
em repouso por 40 minutos, apos a separagdo, a fracdo apolar foi descartada. A fragdo polar
(sobrenadante) foi recolhida e elevada a um volume final de 25 mL com etanol 80%, sendo em
seguida armazenada para as analises posteriores conforme descrito a seguir.

6.4.3. Determinacao dos teores de N-NO3"

A determinacdo dos teores de N na forma de nitrato foi realizada segundo Miranda et
al, (2001) e Doane & Horwath (2003) com modifica¢Ges de Arruda (2014). Para uma maior
precisdo na determinacdo de nitrato a partir de solu¢cdes com baixas concentracdes foi utilizado
0 protocolo proposto por Miranda et al. (2001), sendo necessarios ajustes pois o protocolo foi
inicialmente proposto para a determinacdo simultanea de nitrato e nitrito em plasma sanguineo.
A técnica é baseada na redugdo de nitrato a nitrito pelo cloreto de vanadio 11l (VCLs3),
combinado com a detec¢do por meio da reacdo de Griess.

Foram realizados varios testes (dentre eles, testes alterando a concentracdo dos
reagentes, das amostras, etc) até que os devidos ajustes foram feitos para uma melhor eficiéncia
na determinacdo de nitrato em solugdo nutritiva. Em uma microplaca de 96 pogos, sendo
pipetados 30uL da amostra de solugdo nutritiva e 60 pL de uma solucdo resultante da mistura
de VCL3 0,5% (m/v) em HCI 1M + sulfanilamida 0,4% (m/v) em HCI 1M + N-(1- naftil)
etilenodiamnino dihidroclorido (0,02% (m/v) em H>O ultrapura), na proporcéo de 2:1:1. Em
seguida as amostras foram colocadas em estufa a 40°C por 50 minutos para acelerar
desenvolvimento da cor, e ap6s o aquecimento foram adicionados 110 pL de H20 ultrapura e
procedendo a leitura a 540nm.

6.4.4. Determinacio dos Teores de N-NH4*

A determinacdo de N na forma de aménio foi realizada pelo método de Felker (1977).
Na determinag¢do foram utilizadas duas solug¢des: A “solucdo A” constituida de 1% de fenol e
0,005% de nitroprussiato de sddio e a “solugdo B” composta de 3% de NaOH e 0,062% de
dicloroisocianurato de sddio. Uma aliquota de 0,5 mL da solucdo obtida do extrato alcodlico
(diluida quando necessaria) foi acrescentada a 2,5 mL de cada solucéo, apds homogeneizagéo
e descanso por 1h 30min, as amostras foram lidas em espectrofotémetro. O NH4ClI (0,0; 10; 25;
50; 100; 200; 300; 400 nmoles de NH4*/0,5 mL) foi utilizado para confeccdo da curva padréo.

6.4.5. Determinacao dos teores de actcares solaveis

A determinacdo dos teores de agUcares soluveis foi realizada segundo Yemm & Willis
(1954). Em tubos de ensaio de 2,5 cm de diametro imersos em banho de gelo, foram adicionados
5 mL do reagente de antrona (2% em H>SO4 5:2), e ap0s 5 minutos de repouso, adicionou-se
lentamente 1 mL da solugdo obtida do extrato alcodlico (diluida quando necessario) deixando-
se em repouso por 5 minutos a 0°C. Em seguida, as amostras foram colocadas em banho-maria
a 100°C por 10 minutos para o desenvolvimento da cor verde caracteristica. Apds resfriamento
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em agua corrente, as leituras espectrofotométricas foram realizadas. A glicose (0, 20, 40, 50,
80 e 100ug mL™) foi utilizada como padréo.

6.4.6. Determinacao dos teores de N-amino livre

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

6.4.7. Avalia¢ido da atividade das bombas de prétons (PM H*-ATPases e H'-PPases)

As atividades das bombas de prétons (PM H*-ATPases e H*-PPases) foram
determinadas pela quantificagdo do fosfato inorganico (Pi) liberado pela hidrélise de ATP (para
as PM H*-ATPase) e PPi (para as H"-PPase) conforme Yang et al. (2002), Facanha e De Meis
(1995), Santos et al. (2006) e Sperandio et al. (2011).

6.4.8. Extracao das vesiculas microssomais

Apoés a separagdo das plantas em raiz e parte aérea, a extracdo das vesiculas de
plasmalema e atividade das PM H*-ATPases foram realizadas de acordo com Facanha e De
Meis (1995), Santos et al. (2006) e Sperandio et al. (2011). Amostras de raiz foram maceradas
em graal e pistilo com tampéao de extracao gelado (Tris-Cl 50 mM (pH 8,0), sacarose 250 mM,
glicerol 100 mL/L, KI 150 mM, cloreto de colina 100 mM, EGTA 2 mM, EDTA 2 mM,
polivinilpirrolidona (PVP) 10 g/L, fenilmetilsulfonil fluoreto (PMSF) 1 mM, ditiotreitol (DTT)
5 mM, 2-mercaptoetanol 5 mmoles/L e 5 g/L de albumina). Apds filtrar 0 homogenato em
quatro camadas de gaze foi realizada uma centrifugacédo a 3,600 x g por 10 minutos. O
sobrenadante foi recolhido e centrifugado e 8,000 x g por 10 minutos. O sobrenadante foi
recolhido e agora centrifugado a 105,000 g por 1 hora. Descartou-se, o sobrenadante e
ressuspendeu-se o precipitado com 1 mL de um meio contendo: Tris-HCI 30 mM (pH 7,5),
glicerol 150 mL/L, EGTA 1 mM, EDTA 1 mM, MgCl> 2 mM, DTT 2 mM e PMSF 1 mM. Em
seguida este material foi centrifugado a 105,000g por 1 hora. Descartou-se 0 sobrenadante e
ressuspendeu-se o precipitado com 0,5 mL de um meio contendo: Tris-HCI 30 mM (pH 7,5),
glicerol 150 mL/L, EGTA 1 mM, EDTA 1 mM, MgCl, 2 mM, DTT 2 mM e PMSF 1 mM. O
material resultante, denominado fracdo microssomal foram congeladas em N2 liquido e
armazenado a -80 °C para posteriores analises.

6.4.9. Quantificacdo da proteina

O teor de proteina dos extratos contendo vesiculas da membrana plasmatica e tonoplasto
foi determinada pelo método de BRADFORD, (1976), usando soro albumina bovina como
padrdo. Uma aliquota de 60 L da suspensdo de membranas foi adicionada em tubos de ensaio
e logo depois 3 mL da solugéo de Bradford (coomassie brilliant blue G-250 0,12 mol L™, etanol
0,1 mol L, 4cido fosforico 1 mol L1). Agitou e depois de 10 minutos foi lida em absorvéncia
a 595 nm.
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6.4.10. Atividade da PM H*-ATPase de Hidroélise de ATP

A atividade das PM H*-ATPases foi realizada de acordo com SANTOS et al, (2006)
usando meio de reagdo composto de MOPS-BTP 30 mM (pH 6,5), MgSO4 5 mM, KCI 50 mM,
Na:MoO4 1 mM, 0,2 mL/L de Triton X-100, KNOs 50 mM, NaN3z 1 mM e ATP 5 mM. Para
cada amostra foi feito um branco usando vanadato 0,2 mM (inibidor da atividade das PM H™-
ATPases). A reacdo foi iniciada com a adicdo de 1 pg de proteina no meio de reacdo, com
incubacdo a temperatura constante de 30 °C. Apds 1 hora de incubacédo foi adicionado a cada
tubo 1 ml do meio de parada (2% v/v de H2SOa, 5% p/v de SDS, 0,7% p/v de (NH4)2M004) e
50 pL de acido Ascorbico 10% p/v. Apds 10 minutos foi adicionado 1,45 mL do meio contento
citrato (4% de citrato de sodio e 2% &cido acético glacial) para evitar desenvolvimento adicional
da coloragéo. A leitura foi realizada em espectrofotdometro em comprimento de onda de 820
nm.

6.4.11. Atividade da H*-PPase de Hidrolise de ATP

A atividade das H*-PPases foi realizada de acordo com SANTOS et al, (2006). O meio
de reacdo é composto de HEPES-BTP 30 mmoles L (pH 7,2), sorbitol 100 mmoles L*,
MgS0O4 5 mmoles L, KCI 100 mmoles L-1, 0,2 mL L de Triton X-100, NaN3 1 mmol L e
PPi 1 mmol L. A atividade da H+-PPase dependente de K* foi calculada pela diferenca entre
a atividade observada na auséncia e presenca de 100 mmoles L™ de KCI no meio de reagio.
Uma solugdo de NaF a 2,5 mmoles L™ também foi usada em meio de reacéo separado para
verificar o grau de inibicdo das H-PPases.

6.4.12. Determinacio da atividade de glutamina sintetase (GS)

A atividade foi realizada como descrito por FARDEN e ROBERTSEN (1980). A
atividade foi realizada em 500 uL de uma solucéo contendo 50 mM de Imidazol-HCI pH 7,5, 5
mM de hidroxilamina neutralizada com Tris, 20 mM de MgCl2, 25 mM de L-glutamato, 5 mM
de B-mercaptoetanol e 5 mM de ATP. O controle da reacdo foi realizado sem a adi¢do de ATP
no meio de reagdo. A reacdo foi iniciada pela adi¢do de 50 pg de proteina j& incluidos nos 500
UL da reacdo e conduzida a 30°C durante 30 min. A reacéo foi paralizada pela adi¢ao de 350uL
de uma solucao composta por 4% (p/v) de acido tricloroacético — TCA e 3,2% (p/v) de cloreto
férrico anidro — FeCl; preparada em HCI 0,5N. O y-glutamil hidroxamato (GHD) foi
colorimetricamente determinado em A=540 nm.

6.4.13. Determinacio da atividade da isocitrato desidrogenase NADP*-dependente

A atividade da Isocitrato Desidrogenase NADP*-dependente foi realizada como descrito
por SCHIAVON et al, (2008). A atividade foi determinada em 500uL de uma solugéo contendo
88mM de Imidazol-HCI pH 8,0, 3,5mM de MgCl», 0,41 mM de NADP* (adicionado na hora
do ensaio), 0,55mM de isocitrato de sodio e 50ug de proteina. A reacdo foi disparada com a
adicdo da proteina e uma cinética foi realizada a cada 10 segundos durante dois minutos. A
atividade foi expressa pela taxa de acréscimo da densidade dtica a 340nm pelo tempo.

6.4.14. Avaliacio da expressio génica da PM H'-ATPase (Osal a OsA8) e transportadores
de nitrato (OsNRT2.1 e OsNRT2.2 e NAR2.1)

a) Extracao de RNA total e sintese de cDNA
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O RNA total foi extraido segundo GAO et al, (2001) utilizando tampé@o NTES (0,2 M
Tris-Cl pH 8,0; 25 mM EDTA,; 0,3 M NaCl; 2% SDS). Amostras de parte aérea e raiz foram
maceradas em N> liquido e homogeneizadas em uma mistura contendo 4,5 ml de tamp&o NTES
e 3 ml de solucdo fenol:cloroférmio (1:1). Apos centrifugacdo a 12,000 x g por 10 minutos a
4°C e o sobrenadante foi transferido para um novo tubo. O RNA total foi precipitado pela adi¢éo
de 1/10 volume de 2 M acetato de sodio pH 4,8 (NaOAcperc) € 1 volume de isopropanol puro
gelado. A seguir a mistura foi mantida a -20 °C por 2 horas seguida de centrifugacédo a 12,000
x g por 10 min. O precipitado foi solubilizado em 2,5 mL de H>Operc € precipitado novamente
pela adicdo de 2,5 mL de 4 M cloreto de litio pH 4,8 (LiClpepc). Ap6s centrifugacdo a 12,000g
por 10 minutos, o precipitado foi lavado com etanol 70% e dissolvido em 0,1 mL de H2Opepc.

A qualidade do RNA extraido foi verificada espectrofotometricamente por meio das
relaces Azeo/A2zo € Azeo/Azgo € Visualizagdo em gel de agarose (1%) com brometo de etidio.
As amostras de RNA total utilizadas nas reacdes de sintese do cDNA foram tratadas com
DNAse | (Invitrogen) seguindo as recomendacdes do fabricante. A fita simples de cDNA foi
sintetizada utilizando a “TagMan Reverse Transcription Reagents” (Applied Biosystems) e
primer oligodT de acordo com as recomendagdes do fabricante.

b) PCR em tempo real

As reacOes de PCR em tempo real foram realizadas em duplicata, utilizando o kit
“SYBR® Green PCR Master Mix” (Applied Biosystems) de acordo com as recomendagdes do
fabricante. Cada reacdo foi realizada da seguinte maneira: dez minutos a 95°C, quarenta ciclos
de amplificagdo com 95 °C por 15 segundos e 60 °C por um minuto e finalmente a “curva de
melting” com aumento de temperatura de 0,3°C de 60°C até 95°C para verificar a especificidade
da reacdo. Os genes de referéncia utilizados para o calculo da expressao génica relativa foram
0 da actina e do fator de alongamento 1-a de arroz (eEF1-a) (Jain et al., 2006) (Tabela 11).
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Tabela 10. Sequéncias dos “primers” (“forward e reverse”) usados nas reacdes de PCR em
tempo real para as isoformas de PM H™-ATPases (OsAl a OsA8) desenhados por Sperandio
(2011) e trés isoformas de transportadores de nitrato (OsNRT2.1 e OsNRT2.2 e OsNAR2.1).
A actina (OsActl1) e o fator de alongamento 1-a (eEF-/«) de arroz e respectivos acessos
nos bancos de dados TIGR e NCBI.

Gene Primer Forward Primer Reverse Acesso NCBI
OsAl 5 TGGGCACATGCACATAGGA-3’ 5°-GCTCACTGTAGCCGGTCTTCTC-3’ NM_001057482.1
OsA2 5°-GCAGAAGAGGCCCGTAGGA-3’ 5-CAGGGTGGTCAGCTCTCTCAA-3’ NM_001065628.1
OsA3 5-AATTCTGCAATCACCTACGTGTACTT-3’ 5°-GCTGGAGCAGGAGGGACAA-3’ NM_001073914.1
OsA4 5°-CGTCGAGTCGGTGGTCAAG-3’ 5-CGGTGTAGTGGTTCTGGATGGT-3’ NM_001061721.1
0sA5 5-CGGCGTCATCTGGCTCTAC-3’ 5-GACGGCGAACTTGAAGATGTC-3 NM_001067873.1
OsA7 5-TCGACACGATCCAGCAGAAC-3’ 5-GCTGATGACGATCTCTCGTTGA-3 NM_001060653.1
OsA8 5-TGTTTAACCTACAACACGACAATGC-3 5°-AATGGGATGGGAAAGGAAAATAC-3 NM_001055182.1
OsNRT2.1 5- GCGACCGAGACCAGCAATAC-3' 5- TTCATCACCGTTTGCAACAAG-3' NM_001052193.1
OsNRT2.2 5- GCCGGAGCACGCCTAAT-3' 5- AAACGGTAACAAAACGTTCAACAG-3' NM_001052194.1
OsNAR2.1 5°-~AAGACGCAGGTGTTCCTCTCC-3’ 5°-ACTTCACCGTGCTTGGGC-3' NM_001053852.2
OsActll 5 -TTATGGTTGGGATGGGACA-3’ 5-AGCACGGCTTGAATAGCG-3’ NM_197297
eEF-la 5-TTTCACTCTTGGTGTGAAGCAGAT-3' 5-GACTTCCTTCACGATTTCATCGTAA-3' AK061464

6.4.15. Analise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com tres repetigdes. Os
dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), através do teste F e os resultados
foram submetidos ao teste de médias utilizando Tukey a 5% de probabilidade (NETER &
WASSERMAN, 1974), e barras de erro padrdo (CUMMING et al., 2007). O teste de Lilliefors
e Cochran foi realizado para testar a normalidade e homocedasticidade dos erros,
respectivamente (NETER & WASSERMAN, 1974; STEEL & TORRIE, 1995). Foi realizada
ainda, andlise de correlacdoo de Pearson. A ordenagdo dos dados foi realizada pela anélise de
componentes principais e o0 agrupamento por meio de hetmaps. As anéalises foram realizadas
utilizando o software R.
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6.5. RESULTADOS E DISCUSSAO
6.5.1. Variacoes de pH e NO3™ na solucdo nutritiva

As variacOes de pH na solucdo nutritiva, nas plantas de arroz supridas com NOz na
doses de 0,2 mM de N L com e sem a aplicagio de acido htimico extraido com &gua (AHa) e
KOH (AHk) s@o mostrados na Figura 22 e apresentam um comportamento quadratico em dois
momentos, do inicio as 2h e das 2 as 9h (Figura 22).

Para a concentracéo de 0,2 mM de N, a absorcdo de NO3z™ aumentou o pH, a amplitude
dessa variacdo foi menor para as plantas pré-tratadas com AHK. Entretanto aquelas tratadas com
AHa apresentaram 0 mesmo comportamento do controle, separando-se a partir de 1,5h caindo
0 pH até as 2h, quando acaba NO3 na solucdo, voltando a alcalinizar das 4 as 7h e volta a cair
novamente. Comportamento similar de alcalinizagdo para 0,2 mM de N-NOs" foi observado por
Santos et al. (2011), em estudo avaliando os parametros cinéticos de absorcdo de NOs™ sob 0,2
mM. A absorcdo de NOs™ ocorre em simporte com dois prétons (NO3/2H"), promovendo a
alcalinizacdo da solucdo nutritiva (MILLER & SMITH, 1996; LU & BRISKIN, 1993;
SANTOS et al., 2011) o que ocorreu em todos os tratamentos.
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Figura 22. Curso-tempo do pH na solucdo nutritiva, quando as plantas de arroz foram
ressupridas com N-NOs™ numa concentracio inicial de 0,2 mM de N L. O pre-tratamento
foi sem (C) e com adicdo de acido humico extraido com agua (AHa) e KOH (AHK).

A influéncia na extrusao de prétons e consequente acidificacdo do meio de cultivo com
AH tem sido relatada em estudos com raizes transgénicas de manjericéo e trevo (LIMA, 2008)
e em plantas inteiras (PINTON et al, 1998; CANELLAS et al, 2008; ZANDONADI et al.,
2010). Levando-se em conta que o valor de pH medido na solu¢do somente registra a quantidade
de H* livres, sugere-se entdo que este ligeiro deslocamento no pH para uma faixa menos alcalina
em relacdo ao controle, responde a uma condicao adquirida pelas plantas no tratamento prévio
com os AH. Uma possivel explicacdo para isso pode ser o efeito tamponante dos AH devido a
capacidade de troca eletronica dos AH (CANELLAS et al., 2008), ou por causa da associagdo
entre fragmentos himicos dos AH nas raizes das plantas (PINTON et al., 2009; GARCIiAcet al.,
2012; 2014). Essas interagdes tém sido confirmadas tanto com biomembranas (OJWANG’ E
COOK, 2013) quanto com plantas (ASHLI E NEUMMAN, 2010). Além disso, a caracterizacdo
mediante 3C RMN mostra que estes fragmentos recuperados das raizes, sio enriquecidos em
estruturas oxigenadas (GARCIA et al., 2012; 2014). Neste sentido, a extrus&o de H* pelas raizes
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das plantas tanto pela agdo dos AH quanto na geragdo dos mecanismos de absorcéo de N, como
observado na deplecédo de N-NO3- da figura 23 em que parece haver mais rapida absorcéo pelas
plantas pre-tratadas com AHa, os quais podem estar participando da protonacgéo das estruturas
himicas associadas as raizes.
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Figura 23. Deplecdo de NOs numa concentracdo inicial de 0,2 mM de N L na solucdo
nutritiva com a variedade de arroz Piaui, em funcdo do tempo. As plantas foram pré-
tratadas por 48h sem (C) e com éacido himico extraido com agua (AHa) e KOH (AHKk), e
ressupridas com 0,2 mM de NOs'. Barras representam o erro padrdo das médias.

6.5.2. Massa fresca das plantas de arroz

Com respeito a massa fresca, as plantas apresentaram maior peso fresco de raiz, parte
aérea e R/PA quando pré-tratadas com AHa e posteriormente conduzidas na solucdo contendo
0,2 mM de NOz™ as 6h (Figura 24 a, b, ¢). Entretanto, o preso fresco de raiz bem como R/PA
quando pré-tratadas com AHKk foi menor as 6h de ressuprimento com 0,2 mM de NOz". Nao
havendo diferencas entre os tratamentos as 9 e 24h.

O comportamento geral de crescimento radicular foi muito parecido aos encontrado em
arabidopsis por TREVISAN et al. (2009) ao acompanhar o crescimento no tempo e Mora et al.
(2010) sobre a taxa de crescimento relativo da parte aérea das plantas de pepinno.
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Figura 24. Massa fresca de raiz (a), parte aérea (b) e r/pa (c), da variedade de arroz Piaui. As
plantas foram preé-tratadas por 48h sem (C) e com acido hdmico extraido com agua (AHa)
e KOH (AHK). As plantas foram coletadas as 3, 6, 9 e 24 horas ap0s 0 ressuprimento com
0,2 mM de N-NOs'.

6.5.3. Metabolitos nitrogenados nas plantas

Em relagdo aos metabolitos nitrogenados das plantas de arroz da variedade Piaui (Figura
25), foi observado os maiores teores de NO3z™ as 6h apds resssuprimento com 0,2 mM NOgz™. Ja
os teores de NH4* foram maiores as 3h apds resssuprimento. Entretanto para amino e agucares
sollveis ndo apresentaram um momento de maiores acumulos ao longo do tempo.

Em relagdo aos tratamentos, o teor de NOs™ (Figura 25a) nas plantas apresentaram
maiores teore no controle a partir das 9h, sendo menor para as pré-tratadas com AHa que se
mantiveram mais baixo das 9h até as 24h em relacdo aos outros tratamentos.

Para o teor de NH4" na raiz (Figura 25b), as plantas apresentaram efeitos significativos
a partir das 6h sendo maior para as plantas pré-tratadas com AHk e menor para as controle. Por
outro lado, as plantas apresentaram maiores teores no controle as 9h e menor para as pré-
tratadas com AHa e KOH. Mantendo-se iguais as 24h.

Para o teor de amino-N (Figura 25c), as plantas controle, apresentaram maior teor as 9h
e menor para as pre-tratadas com AHa e KOH que se mantiveram mais baixo até as 24h.

Para o teor de acUcares solUveis (Figura 4d), as plantas apresentaram a partir das 3h,
maior teor quando pré-tratadas com AHa e menor para as controle e pré-tratadas com AHK.
N&o houveram diferencas para as demais coletas.

Embora em outros estudos mostrem que, para haver efeitos estimulatorios de
substancias humicas de baixo peso molecular sobre a absor¢do de N-NOs™ precisou de longos
periodos de incubacdo (Albuzio etal., 9866). Por outro lado, também ha relatos na literatura de
periodos curtos de incubacdo para manifestacdo de efeitos estimulatorios sobre a absorcdo de
N-NOz (PINTON et al., 1999; QUAGGIOTTI et al., 2004).
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Figura 25. Teor de N-NOs (a), N-NH4* (b), N-amino (c) e agUcar solGvel (c) em raiz de
plantulas de arroz Piaui. As plantas foram pré-tratadas por 48h sem (C) e com adicao de
acido humico extraido com agua (AHa) e KOH (AHKk), e ressupridas com 0,2 mM de NOs
. Coletadas nos tempos 3, 6, 9 e 24 horas ap6s o fornecimento de NOs'".

6.5.4. Atividade da enzima glutamina sintetase e isocitrato desidrogenase

A atividade da enzima glutamina sintetase (GS) foi crescente até as 9h e apresenta queda
a partir das 24h (Figura 26 a). Ja a atividade da isocitrato desidrogenase (IDH) foi crescente até
as 24h (Figura 26 b).

Em relacdo aos tratamentos a atividade da GS foi significativamente maior para as
plantas pré-tratadas com AHa a partir das 3h, 6h e 24h (Figura 26 a). A menor atividade ocorreu
quando pré-tratadas com AHk as 3h e 24h.

Além disso, a atividade da IDH, foi maior para as plantas com AHa as 3 e 6h e nas
controle as 9h. Sendo menor para as pre-tratadas com KOH nesses tempos (Figura 26 b). Por
outro lado, esse comportamento se inverteu as 24h, passando a ser maior para as pré-tratadas
com KOH seguido de AHa.

O teor de proteina das plantas foi significativamente maior as 6h, para as plantas pré-

tratadas com AHa (Figura 26 c¢), e maior para as plantas controle as 9h, seguida da pré-tratadas
com AHa e KOH.
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Figura 26. Atividade de Glutamina sintetase (GS) (a), isocitrato desidrogenase NADP™-
dependente (IDH) (b) e proteinas totais (c), das raizes de plantulas de arroz var. Piaui. As
plantas foram pré-tratadas por 48h sem (C) e com acido hdmico extraido com agua (AHa)
e KOH (AHK). Foram feitas coletas nos tempos 3, 6, 9 e 24 horas ap0s 0 ressuprimento
com 0,2 mM de NOs'.

Segundo Chen & Gadal (1990), citrato pode ser exportado da mitocdndria para o citosol
sofrendo agédo da aconitase e da (ICDH) do citosol formando o (2-OG), que ¢ utilizado para a
assimilacdo de amonio. Dessa forma ha um direcionamento de esqueletos de carbono para a
assimilacdo do amoénio formado a partir da reducdo do NOsz. O amonio é inicialmente
incorporado em glutamato, por meio da GS, formando glutamina (SOUZA & FERNANDES,
2006).

A SH induz o metabolismo do carbono e do nitrogénio aumentando a atividade das
enzimas da glicdlise, do ciclo de Krebs e da assimilagdo de N (MUSCOLO et al., 2007; NARDI
etal., 2005, 2007, 2009; QUAGGIOTTI et al., 2004). Em estudo sobre a absorcéo e assimilagdo
de nitrato em plantulas de cevada incubadas com SH, a atividade da nitrato redutase (NR),
glutamato desidrogenase (GDH) e glutamina sintetase (GS) foram estimulados, junto com a
taxa de absorcdo de nitrato (ALBUZIO et al., 1986). Em outro estudo, a atividade de GS, GDH
e malato desidrogenase (MDH) também foram estimulados por fracdo de acidos himicos de
baixo peso molecular, sobre suspensdes de células de cenoura (MUSCOLO et al., 1999, 2013).
Acido hiimico soluvel em dgua com pequena massa molecular, também aumentou a atividade
da GDH, GS e MDH (NARDI et al., 1991; MUSCOLO et al., 1999, 2013). Levando ao aumento
na quantidade de metionina, treonina, isoleucina e lisina, aminoécidos derivados da via do
oxaloacetato (esqueleto de carbono). Os autores verificaram que SHs mais hidrofilicas e menos
complexas estruturalmente aumentam a atividade bioquimica das planas de milho,
especialmente sobre as enzimas envolvidas na assimilacdo de N, como GS/GOGAT e AspAT
(NARDI et al., 2007; VACCARO et al., 2009). No presente estudo confirmamos o estimulo
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dos AHs sobre a atividade da GS e sobre a IDH, sendo mais acelerado quanto tratado com AHa
e mais tardia para AHk.

6.5.5. Atividade das bombas de prétons (PM H*-ATPases e H'-PPases) nas raizes de arroz

A atividade da PM H*-ATPase, pirofofatases totais (H*-PPase), H"-PPase dependente
de K (depK) e H*-PPase independente de K (idK) em nosso estudo, foram crescentes até as 9h
e apresenta queda as 24h em todas as condi¢Ges (Figura 27). Em relacdo aos tratamentos, a
atividade da PM H™-ATPase foi significativamente maior para as plantas no tratamento controle
a partir das 3, 6 e 9h (Figura 27a). Sendo menor para as plantas pré-tratadas com AHK as 6 e
24h.

Neste caso é possivel observar que, somente a adicdo N-NO3z™ promove uma atividade
maior das PM H*-ATPase do que aquelas pre-tratadas com AHs. Embora, em estudo de Lima
et al. (2008) foi observado maior estimulo das raizes trangenicas submetidas ao AH e aplicacao
de N-NOs.Ensaios in vivo, com plantulas de milho tratadas com substancias humicas extraidas
com agua, a partir de turfas, mostraram estimulo da atividade da PM-H*-ATPase (PINTON et
al., 1999). Embora, NARDI et al. (2000) tenham observado inibicdo da PM-H*-ATPase, nas
fragbes microssomais de raizes de milho quando submetidas a substancias himicas de baixo
peso molecular extraidas de um solo de clima temperado. Essa discrepancia foi relacionada as
diferencas encontradas nas concentracdes e na natureza quimica das substancias hdmicas
usadas.

Por outro lado, a atividade das H*-PPases totais foi significativamente maior para as
plantas pré-tratadas com AHa as 6h e 24h (Figura 27b). Entretanto, as 24h a atividade das H'-
PPases totais foi significativamente menor para as plantas controle. Resultado similar ao
encontrado em plantas de arroz da variedade Piuai, a qual apresentou altos niveis de atividade
das H-PPases totais na raiz apds 48 h de privacdo de N-NOs’, em relacdo a variedade 1AC-47
que é responsiva a aplicacdo de fertilizantes (SANTOS et al., 2009). Houve aumentos da
atividade das H"-PPases ainda que baixa em relacdo as PM H"-ATPase nas raizes de manjericdo
e trevo e nos dois periodos de avaliacdo, aos 6 e 9 dias (LIMA 2008).

Entretanto, neste estudo, foi avaliado a atividade das H*-PPases dependentes de K*, que
apresentaram efeitos significativos as 6h apos ressuprimento com 0,2 mM N-NOs", sendo maior
para as plantas pré-tratadas com AHa seguido das pré-tratadas com AHk e controle (Figura
27c¢). Além disso, tambem foi avaliado a atividade das H*-PPases independentes de K*, as quais
também apresentaram efeitos significativos, as 6h (Figura 27d), sendo maior para as plantas
pré-tratadas com AHa seguido das pré-tratadas com AHk e controle. Embora tendo maior
atividade para as plantas pré-tratadas com AHa e controle as 24h.
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Figura 27. Atividade das PM H*-ATPases (a) e H"-PPases totais (b), H*-PPase dependente de
K (c), e H*-PPase independente de K (d), das raizes de plantas de arroz (var. Piaui). As
plantas foram pré-tratadas por 48h sem (C) e com adi¢do de &cido huimico extraido com
agua (AHa) e KOH (AHK). Foram feitas coletas nos tempos 3, 6, 9 e 24 horas ap0s 0
ressuprimento com 0,2 mM de NOz. As mesmas letras que seguem dados para 0s
tratmentos ndo diferem significativamente (teste de Tukey, p <0,05). Barras sdo desvios
padrao.

A membrana plasmatica é uma barreira celular extremamente importante, pois separa o
conteddo celular do ambiente circundante. Os nutrientes minerais que sdo essenciais para o
crescimento devem passar pela membrana plasmatica (MP) para alcancar o interior da célula, e
outros ions e metabolitos tém que deixar a célula na mesma barreira. Na natureza, bombas
bioldgicas catalisam o transporte ativo de matéria de um compartimento para outro
(PALMGREN et a., 2011).

A membrana plasmatica separa o contetdo celular do ambiente circundante. Os
nutrientes devem entrar através da membrana plasmatica para atingir o interior da célula, e
metabolitos tdxicos e varios ions saem da célula viajando pela mesma barreira. As bombas
biol6gicas na membrana plasmatica incluem transportadores ABC, bombas H*-vacuolares (tipo
V) e bombas do tipo P. Todas essas bombas utilizam o ATP como combustivel para energizar
0 bombeamento. A funcéo fisioldgica das bombas do tipo P da membrana plasmatica,
representa a principal atividade hidrolitica do ATP nessa membrana. Bombas do tipo P s&o
transportadores de cations que derivam seu nome do fato de que eles sdo fosforilados durante
o ciclo catalitico (PEDERSEN e CARAFOLLI, 1987, PALMGREN et a., 2011). Este evento de
fosforilagdo ocorre durante cada ciclo catalitico e resulta em uma mudanca conformacional da
bomba, que € necessaria para a fungédo de transporte (MJLLER et al. 1996). Posteriormente, a
bomba € desfosforilada, novamente por um processo autocatalitico, e retorna a sua conformacao
original. Bombas do tipo P também estdo localizadas no cloroplasto (metais pesados, tipo P1B)
e no vactolo (Ca?*, tipo P2). Ao longo da via secretora (reticulo endoplasmatico e golgi), varias
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outras ATPases do tipo P podem ser encontradas, incluindo P2, P3, P4 e P5 (PALMGREN et
a., 2011).

Com relacéo ao estimulo por SHs Varanini et al., (1993); Pinton et al., (1997) e Pinton
et al., (1999) encontraram maior atividade das H*-ATPases as 4h, em vesiculas microssomais
in vitro ou quando as plantulas de milho foram tratadas com AH e NO3s™ na mesma solugéo de
cultivo e as 12h nas plantas somente com NOs, houve posterior reducdo as 24h em todos os
tratamentos. Alguns estudos encontraram um padrdo de ativacdo das H*-ATPases altamente
correlacionadas com o desenvolvimento e crescimento radicular (CANELLAS et al, 2010;
BALDOTO et al, 2010; ZANDONADI et al., 2007). Varios estudos sugerem que a forga que
dirige a absor¢do de NO3" é fornecido pelas bombas de prétons, como as H"-ATPases (SANTI
el al., 1995, 2003; SORGONA et al., 2011). Segundo Sperandio (2011) o periodo de deficiéncia
de N por um periodo de trés dias no experimento com NO3z também resultou em maiores
atividades das PM H*-ATPases, sugerindo a participacdo destas bombas de prétons no fluxo
interno do NOs™ oriundo do processo de remobilizagdo. Aliado a isso, Sondergaard et al. (2004)
sugerem que a energia necessaria para a redistribuicdo dos nutrientes no interior da planta, é
fornecida pelas PM H™-ATPases.

Entretanto, as H*-PPases, localizam-se nas membranas vacuolar, de Golgi e plasmatica
(CLELAND 1995; BALTSCHEFFSKY et al. 1999; RATAJCZAK et al. 1999;
DROZDOWICZ et al. 2000; JIANG et al. 2001; MITSUDA et al. 2001). As plantas possuem
dois tipos filogeneticamente distintos de H*-PPases: tipo | e tipo Il. As H*-PPases do tipo |
dependem do K™ citosolico para a sua atividade e sdéo moderadamente sensiveis a inibi¢éo pelo
Ca?*, e as H*-PPases do tipo Il sdo sensiveis ao K*, mas extremamente sensiveis ao Ca?*
(FUGLSANG et al., 2011).

A planta modelo A. thaliana possui um gene que codifica para uma H*-PPase tipo |
(AVP1) e outro gene que codifica para uma H*-PPase tipo Il (AVP2) (SARAFIAN et al., 1992;
DROZDOWICZ et al. 2000). H*-PPases Tipo | se mostram com capacidade para acidificar o
vacutolo da planta. O H* resultante e o gradiente eletroquimico sdo 0s mecanismos para 0
armazenamento de sacarose, acidos organicos, regulacdo da pressdo hidrostatica através do
armazenamento de ions inorganicos e desintoxicacdo citoplasméatica (MAESHIMA 2001,
FUGLSANG et al., 2011).

A pirofosfatase proténica (H™-PPases) é uma bomba de prétons dirigida por PPi que
participa da homeostase celular do PPi (FERJANI et al., 2011, PIZZIO et al., 2015). Presente
no reino vegetal, essa proteina é altamente conservada evolutivamente (SEUFFERHELD et al.,
2011) pode usar a energia derivada da hidrdlise do PPi para bombear prétons através das
membranas (MAESHIMA e YOSHIDA, 1989, MAESHIMA, 2000; FUGLSANG et al., 2011)
ou sob um gradiente de préton favoravel, trabalha reversivelmente para sintetizar PPi
(FACANHA e DE MEIS, 1998).

O sequestro vacuolar de sddio € um mecanismo conservado usado por espécies vegetais
tolerantes ao sal. Superexpressao do tipo | H*-PPase AVP1 em Arabidopsis resultou em plantas
com maior tolerancia a salinidade e resisténcia a seca (GAXIOLA et al. 2001). A
superexpressdo deste e de outros genes de plantas que codificam para uma H™-PPase tipo | pode
aumentar tanto a tolerancia ao sal quanto a seca em sistemas heterélogos, incluindo o arroz
(ZHAO et al. 2006) e milho (LI et al. 2008).

A H*-PPase do tipo Il de Arabidopsis, localizam-se exclusivamente no Aparelho de
Golgi sendo sugerido que a H*-PPase tipo Il pode ser necessario durante a expansao celular
(MITSUDA et al., 2001). Supostamente a H*-PPase tipo Il pode auxiliar a V-ATPase residente
no Aparelho de Golgi na geracdo do ambiente acido sob condi¢des em que a disponibilidade de
ATP esteja comprometida (FUGLSANG et al., 2011).

O gene ZmGPP (tipo AVP2, supostamnente codificando para H*-PPase tipo Il em
milho) quando é superexpressa, tanto na parte aérea como na raiz de plantulas de milho sob
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desidratacdo, frio e estresse salino, sugere que ZmGPP poderia desempenhar um papel
importante na tolerancia ao estresse abiético em Z. mays (YUE et al. 2008). Além disso, as H*-
PPases sdo freqlientemente denominadas como bombas de prétons auxiliares as V-H*-ATPases
quando o suprimento energeético das células esta baixo. Neste estudo foi observado estimulos
dos AHs sobre as PM H*-ATPases bem como as H*-PPases totais, H*-PPase tipo | e H"-PPase
tipo Il.

6.5.6. Expressio relativa das isoformas de PM H*-ATPases

As analises de PCR em tempo real mostraram que as isoformas de PM H*-ATPases
foram reguladas pelo pre-tratamento com AH e ressuprimento de 0,2 mM de NOs™ ap6s 72 de
privacdo de N (Figura 28). Apresentaram forte inducéo as 3h com posterior repressdo ao longo
do periodo de avaliacdo até as 9h, voltando a ser induzidas as 24h (Figura 28). As isoformas
OsAl, OsA2, OsA3, OsA5, OsA7 e OsA8 foram induzidas de maneira distinta nas raizes quando
houve pre-tratamento tanto com AHa e AHK, e posterior ressuprimento com 0,2 mM de N-NOz

Com respeito aos tratamentos, o gene OsA1 foi induzida 1,4 vezes com o pre-tratamento
AHa as 3h e reprimido as 6h (Figura 28a). Entretanto aumentou cerca de 2,0 vezes com o pre-
tratamento AHK as 24h.

A isoforma OsA2, foi significativamente induzido pelo pre-tratamento com AHa e
controle as 3h (Figura 28b) e reprimido as 6h e 9h em todos os tratamentos, voltando a ser
induzido as 24h, especialemte para as plantas pré-tratadas com AHK.

A isoforma OsA3, foi significativamente induzido pelo pre-tratamento com AHa as 3h
com cerca de 1,2 vezes (Figura 28c). Contudo, foi significativamente induzido pelo AHk cerca
de 1,3 e 4,3 vezes as 6h e 24h, respectivamente.

A isoforma OsA7, foi significativamente induzido pelo pre-tratamento com AHa cerca
de 1,4 e 1,5 vezes as 3 e 6h, respectivamente (Figura 28e), e induzido as 9 e 24h pelo pre-
tratamento com AHKk cerca de 1,4 vezes.

A isoforma OsA8, foi significativamente induzido pelo pre-tratamento com AHa as 3h
(Figura 28f), e fortemente induzido pelo pre-tratamento com AHKk cerca de doze vezes as 24h.

As plantas submetidas ao pre-tratamento com AHa, apresentaram maior inducdo das
isoformas OsAl, OsA2, OsA3, OsA8 as 3h, e especialmente da isoforma OsA7 as 3h e 9h.
Segundo Sperandio et al, (2011) as isoformas OsA2 e OsA7 sdo as mais induzidas entre as
isoformas de PM H*-ATPases na raiz das plantas de arroz numa condi¢éo de ressuprimento de
NOs". Porém, as isoformas OsA3 e OsA4 podem ser reprimidas na deficiéncia de NO3™ nas
raizes. Entretanto, OsA3 foi induzida tanto por AHa como po AHK (Figura 28c).
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Figura 28. Expressao relativa das isoformas de PM H*-ATPases das raizes das plantas de arroz
(var. Piaui). As plantas foram pré-tratadas por 48h sem (C) e com acido himico extraido
com agua (AHa) e KOH (AHK). Foram feitas coletas nos tempos 3, 6, 9 e 24 horas ap4s 0
ressuprimento de 0,2 mM NOz. Os tratamentos com letras diferengges diferem
significativamente entre si (Teste de Tukey, p<0,05). As barras representam média + EP
(erro padréo).

Por outro lado, foi observada repressdo no pre-tratamento com AHk das isoformas
OsA2, OsA3 e OsA7 as 3h, mas com indugéo crescente, com maiores niveis de inducdo as 24h
(Figura 28) exceto para a isoforma OsA5 que mostra as mais altas expressées com AHK, sendo
superexpresso as 3h e 6h com 10 e 13 vezes de inducdo, respectivamente (Figura 28d).
Curiosamente a isoforma OsA5 foi reprimido com AHa as 3h e 6h.

Assim € interessante constatar que, o pre-tratamento com AHa promove inducdes das
isoformas de PM H'-ATPase mais cedo, ou seja, nas primeiras horas da inducéo, e o pre-
tratamento com AHk promove indugfes mais tardias ao final do periodo experimental (Figura
28).
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6.5.7. Expressao relativa dos genes de transportadores de NO3™ de alta afinidade e proteina
acessoria NAR

Os niveis de expressdo relativa dos genes OsNRT2.1, OsNRT2.2, e OsNAR2.1 foram
altos nas primeiras horas e foram reprimidos ao longo do periodo experimental (Figura 29).

O gene OsNRT2.1 foi induzido pelo pre-tratamento com AHs, sendo maiores a partir
das 3h e 9h nas plantas tratadas com AHa (Figura 29a), e maiores as 6h para as plantas pré-
tratadas com AHKk, ndo apresentado diferencas as 24h.

O gene OsNRT2.2 foi induzido pelo pre-tratamento com AHa as 3h e quando pré-
tratadas com AHk as 24h (Figura 29b).

Curiosamente o gene OsNAR2.1 foi induzido pelo controle as 3h e 6h (Figura 29c), ndo
apresentado diferencas nos periodos posteriores.
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Figura 29. Expresséo relativa dos transportadores de NO3™ de alta afinidade OsNRT2.1 (a) e
OsNRT2.2 (b) e proteina NAR OsNAR2.1 (c), nas raizes das plantas de arroz (var. Piaui).
As plantas foram pré-tratadas por 48h sem (C) e com acido humico extraido com agua
(AHa) e KOH (AHK). Foram feitas coletas as 3, 6, 9 e 24 horas apds o ressuprimento com
0,2 mM de NOs". As barras representam média + EP (erro padréo).

Foi realizada a analise de correlagdo de Pearson entre as variaveis para cada época de
coleta, depois que as plantas foram pré-tratadas por 48h sem e com acido humico extraido com
agua (AHa) e KOH (AHKk) no periodo de privacdo de N. Foram feitas coletas as 3h (Figura
30A), 6h (Figura 30B), 9h (Figura 30C) e 24h (Figura 30D) apds o ressuprimento com 0,2 mM
de NOs'.

Nas primeiras trés horas, foi observado que as plantas apresentam altos e significativos
coeficientes de correlagdo entre os niveis de expressao relativa dos transportadores de NO3™ de
alta afinidade OsNRT2.1, OsNRT2.2 e os valores de expressao das isoformas de PM H*-
ATPases OsAl, OsA2, OsA3, OsA7 e OsA8 (Figura 30A), o que sugere um envolvimento
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conjunto e sincronizada dos transportadores de NOs™ e PM H'-ATPase na captacdo de NO3
(SPERANDIO et al, 2014), bem como, relacéo entre o teor de agtcar e OsA7 com OsA8 (r =
1,0%). Exceto o gene para proteina NAR OsNAR2.1 e OsA5 entre OsNRT2.1 que apresentou r
=-0,7*. Contudo as 6h ha correlacéo positiva entre os valores de expressao OsNRT2.1, OsAb5,
OsA3 (Figura 30B). As 9h hé correlacio positiva entre os valores de expressdo OsA5, OsA8
(Figura 30C).
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Figura 30. Matrix de correlagdo de Pearson da expresséo relativa dos transportadores de NO3”
de alta afinidade e bombas de protons, atividade enzimética e metabolitos das raizes das
plantas de arroz (var. Piaui). Foram feitas coletas as 3h (A), 6h (B), 9h (C) e 24h (D) ap6s
0 ressuprimento com 0,2 mM de NOs'.

As 24h ha correlacdo positiva entre os valores de expressdo OsNRT2.2, OsAl, OsA2,
OsA3, OsA7 e OsA8 (Figura 30D). Embora existam altas relagdes entre OsA2 com OsA3 e OsA7
(r = 1,0%). Portanto as relacdes entre as variaveis sdo temporais, o que deve ser levado em
consideracdo quando do estudo dessas associagoes.

A andlise de componentes principais (ACP) das plantas pré-tratadas com AHa, AHk e
controle, seguida do ressuprimento com 0,2 mM de N, as 3h explicou 63,1% da variabilidade
total nas duas primeiras componentes (Figura 31A), as 6h explicou 64,1% (Figura 31B), as 9h
explicou 47,6% (Figura 31C), e as 24h explicou 58,7% (Figura 31D) da variabilidade total,
respectivamente.
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Figura 31. Andlise de componentes principais da expressdo relativa dos transportadores de
NOs de alta afinidade e bombas de protons, atividade enziméatica e metabolitos das raizes
das plantas de arroz (var. Piaui). As plantas foram pré-tratadas sem (C) e com acido himico
extraido com adgua (AHw) e KOH (AHKk). Foram feitas coletas as 3h (A), 6h (B), 9h (C) e
24h (D) apos o ressuprimento com 0,2 mM de NOs'.

Com relacdo aos tratamentos, as 3h do ressuprimento com 0,2 mM de N-NOs 43,7 %
da variancia estdo explicados pela CP1 e 19,4 % explicados pela CP2 (Figura 31A). A CP1
separa em oposicdo as plantas pré-tratadas com AHa daquelas com AHK e controle, onde 0s
carregamentos dos transcritos para PM H*-ATPases e transportadores de NOs™ de alta afinidade,
estdo associados ao AHa. Em oposicdo, os teores de NH4* e NOs’, PPaseT e OsA5 da raiz,
projetam-se negativamente na CP1 (Figura 31A) associados ao AHK.

As 6h do ressuprimento com 0,2 mM de N-NOs’, a CP1 separa em oposicao as plantas
pré-tratadas com AHa das AHk e controle (Figura 31B). A CP1 (42,5 % da variancia), sdo
explicados pelas contribuicbes positivas da atividade das H*-PPases totais, H*-PPase
dependente de K, e H"-PPase independente de K, GS, proteina total e transcrito de OsA7 (Figura
31B). Em oposicgéo, projetam-se negativamente na CP1 os carregamentos dos transcritos OsA3
e OsA5, OsNRT2.1 e o teor de NH.", associados ao AHk (Figura 31B). Por outro lado, 21,6 %
da variabilidade sdo explicados pela CP2 (Figura 31B) com carregamento de transcrito
OsNRT2.2, OsNAR2.1 e OsA2. associadas as plantas controle. Portanto as 6h ocorre a separacao
dos trés tratamentos utilizados neste estudo.

As 9h do ressuprimento com 0,2 mM de N-NOs", a CP1 separa em oposi¢ao as plantas
pré-tratadas com AHk das controle e AHa. A CP1 explica 30,3 % da variancia, sdo explicados
pelas contribuicdes positivas da atividade das ATPases, H"-PPase totais, proteina total, GS,
IDH, e transcrito de OsNRT2.2 (Figura 31C) ligadas as plantas controle. Em oposicéo,
projetam-se negativamente na CP1 os carregamentos dos transcritos OsAl, OsA3 e OsA7,
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OsNAR2.1, associados ao AHk (Figura 31C). Assim, as 9h, tambem se mantém a separacao dos
trés tratamentos utilizados neste estudo.

Com relagdo as 24h do ressuprimento com 0,2 mM de N-NOs™ 41,2 % da variancia
estdo explicados pela CP1 e 17,5 % explicados pela CP2 (Figura 31D). A CP1 separa em
oposicdo as plantas pré-tratadas com AHk dagquelas com AHa e controle, onde os carregamentos
dos transcritos para PM H*-ATPases e transportadores de NOs de alta afinidade, estdo
associados ao AHk. Em oposicdo, projetam-se negativamente na CP1 os teores de N-amino,
GS, OsNAR2.1, H*-PPase independente de K, (Figura 31D) associados as plantas controle e
tratadas com AHa, 0s quais ndo se separaram neste periodo.

Os resultados obtidos nas componentes principais (PCA) podem ser confirmadas pela
andlise de agrupamento relazida para cada época de coleta e apresentadas por meio dos heatmap
(Figura 32). As 3h os tratamentos se separam em 0posi¢do ou com maior dissimilaridade, as
plantas pré-tratadas com AHa em verde, daquelas com AHk e controle em vermelho (Figura
32A). As 6h os tratamentos se separam em oposicao, as plantas pré-tratadas com AHa daquelas
controle e com AHKk (Figura 32B). As 9h entretanto, os tratamentos se separam em 0posiGao,
as plantas agrupadas pelo AHk daquelas com AHa e controle (Figura 32C). E finalmente as 24h
entretanto, as plantas se separam em oposi¢do, quando pre-tratadas com AHk agora em verde
daquelas controle e com AHa em vermelho (Figura 32D).

Color Key Color Key

15105005115 15 05005115
Column Z-Score Column Z-Score

Calor Key Color Key

15 05005115
Golumn 2-Seore

Figura 32. Anélise de agrupamentos da expresséo relativa dos transportadores de NO3™ de alta
afinidade e bombas de protons, atividade enzimatica e metabolitos das raizes das plantas
de arroz (var. Piaui). As plantas foram pré-tratadas sem (C) e com &cido humico extraido
com agua (AHw) e KOH (AHK). Foram feitas coletas as 3h (A), 6h (B), 9h (C) e 24h (D)
apos o ressuprimento com 0,2 mM de NOs'.
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As raizes das plantas normalmente sdo expostas a solucdo do solo, que estdo
constantemente mudando de pH, bem como nas concentragcdes de nutrientes minerais, ions
toxicos e substancias humicas, como &cidos humicos e acidos fulvicos.

A variedade de arroz Piaui € adaptada a condic6es de baixa disponibilidade de nutrientes
e ao fluxo sazonal de NOs, isso foi constatado pelos resultados de décadas de estudos
publicados anteriormente pelo grupo de Nutricdo Mineral de Plantas da UFRRJ, que indicaram
que essa variedade desenvolveu mecanismos bioquimicos e moleculares voltados para 0 uso
mais eficiente de N, provavelmente devido aos longos anos de cultivo em solos de baixa
fertilidade (SOUZA et al., 1998; SPERANDIO et al, 2014) e confirmamos no capitulo 11, onde
foi observado que as plantas foram ainda melhor quando foram pre-tratadas com AHs. Além
disso, essa variedade apresenta maiores valores de Vmax e menores valores de Km em
comparagdo com a variedade melhorada de arroz IAC-47 e maior taxa de absor¢éo liquida de
NOz" quando cultivada com baixos teores de N ou 0,2 mM de N-NOsz™ (SANTOS et al., 2011,
SPERANDIO et al, 2011; 2014). Como 0 HATS operam em uma faixa de concentragdo menor
que 1ImM (FERNANDES E SOUZA, 2006; DECHORGNAT et al., 2011; MARSCHNER,
2012), a maior expressao desses transportadores pode estar relacionado com uma absor¢ao mais
eficiente quando o N-NOs™ é limitante no solo.

Adicionalmente, foi avaliada a expressao dos transportadores de NO3™ de alta afinidade
e a proteina acessodria dos transportadores de nitrato (OsNRT2.1, OsNRT2.2 e OsNAR2.1) por
PCR em tempo real, a fim de verificar o efeito dos AH sobre a nutricdo nitrica, ap0s
ressuprimento deste nutriente, especialmente, sobre a expresséo desses genes (Figura 29). Tem
sido relatado que estes transportadores sdo importantes para a absor¢do de NO3™ (ARAKI &
HASEGAWA, 2006; FENG et al., 2011). Dessa maneira, neste estudo os transportadores de
NOs  OsNRT2.1 apresentaram maior expressdo quando tratadas com AHa as 3h, embora tenha
apresentado repressdo as 6h. Contudo as plantas tratadas com AHK apresentaram maior
expressao somente as 6h, e repressao as 3h e 9h. Para o gene OsNRT2.2, apresentaram repressao
nesse perodo. Porém, houve maior inducdo com o ressuprimento de NO3z™ somente as 24h.
Apesar dessas flutuacdes para os genes de transporte, houve repressao do gene OsNAR2.1 que
codifica para proteina acessoria de transporte de nitrato durante as 3h, 6h e 24h (Figura 29c).
Resultados anteriores demonstraram que a proteina OsNAR2.1 interage com o0s transportadores
OsNRT2.1, 2.2 e 2.3a tornando-os funcionais para o transporte de NO3™ (YAN et al., 2011;
FENG et al., 2011). Estudos recentes com Arabidopsis demonstraram que existe a formacéo de
um complexo com proteina de massa molecular de aproximadamente 150kDa formando duas
unidades de AtNAR2.1 e duas de AtNRT2.1 (YONG et al., 2010). O mesmo estudo sugere que
apenas o complexo AtNAR2.1/AtNRT2.1 estd envolvido no HATS e ndo apenas a forma
monomeérica do AtNRT2.1. Essa hipotese é apoiada pelo fato de que a injecdo conjunta de
mRNA do AtNAR2.1 e AtNRT2.1 em ovoécitos de sapo aumentaram o acimulo de N quando
comparados com o controle (OKAMOTO et al, 2006; KOTUR et al., 2011).

A RSA, morfologia e atividade de transporte para as formas disponiveis de N na
rizosfera determina a taxa de absor¢do de N (GLASS 1992; 2003; XU et al., 2012).

Além da presenca de transportadores de nitrato na membrana plasmatica. A absorc¢éo de
NOs" ocorre contra um potencial de gradiente eletroquimico; portanto, é um transportador ativo
secundario que é energizado por uma forga préton-motriz, e 0 mecanismo de acdo € um
simporte com dois H" (NO3z/2H") para o interior da célula (GLASS 2003; XU et al., 2012). As
PM H"-ATPases sdo necessarios para manter o potencial de membrana (Ay) e o gradiente de
H* (A+pH) durante a absor¢do de nitrato (PALMGREN e HARPER, 1999; SONIA E
FERNANDES 2006). Dessa maneira, ocorre uma relacdo préxima entre o bombeamento de H*
e o transporte de NO3. As PM H*-ATPases sdao bombas eletrogénicas que hidrolisam o ATP
para gerar movimento vetorial de prétons no sentido do apoplasto. O bombeamento de H* por
H*-ATPases resulta em um gradiente de protons (AuH") que gera for¢a motriz de protons (Ap)

102



e energiza a captacdo de anions como NOs™ da solucéo nutritiva para o interior das raizes. As
PM H*-ATPases sdo considerados enzimas chave na geracdo de um potencial de membrana
(gradiente elétrico, negativo no interior da célula) e um gradiente de prétons transmembrana
(acido no lado externo a célula) resultando em uma for¢a motora de protons que governa o
influxo e a saida de ions e metabdlitos através da membrana plasmatica (SONDERGAARD et
al., 2004; DUBY E BOUTRY, 2009; PALMGREN et al., 2011; FULSANG et al., 2011)

Na cultura do arroz, existem 10 isoformas de PM H*-ATPase (BAXTER et al., 2003),
das quais a expressao de 7 sdo detectadas nas raizes (SPERANDIO et al., 2011). Embora as
OsA2 e OsA7 sejam as isoformas de PM H*-ATPase mais induzidas nas raizes, apés o
ressuprimento com 0,2 mM N-NOs (SPERANDIO et al., 2011, 2014). Verificamos em nosso
estuso que, as plantas submetidas ao pre-tratamento com AHa, as isoformas OsA1, OsA2, OsA3,
OsA8 as 3h, e especialmente a isoforma OsA7 as 3h e 9h foram induzidas ap0s o ressuprimento
com 0,2 mM N-NOs" (Figura 28). Por outro lado, nas plantas submetidas ao pre-tratamento com
AHk foi observada repressdo das isoformas OsA2, OsA3 e OsA7 as 3h. Mas estas isoformas
mais OsAl, OsA8 apresentaram inducédo crescente, com altos niveis de inducdo as 24h (Figura
28). Entretanto, com excecao da isoforma OsA5, que mostra as mais altas expressées quando
as plantas foram pre-tratadas com AHK, sendo superexpresso as 3h e 6h com 10 e 13 vezes de
inducdo, respectivamente (Figura 28d). Curiosamente a isoforma OsA5 foi reprimido com AHa
as 3h e 6h. Embora os métodos pelos quais 0s AHs causam alteracfes na expressdo de NTRs e
PM H-ATPase permanecam incertos, outros autores também relataram esse efeito em
diferentes culturas (QUAGIOTTI et al., 2004; ZANDONADI et al., 2007; TOMASI et al.,
2009; JANNIN et al., 2012).

Portanto o pre-tratamento com AHa promove indugdes das isoformas de PM H*-ATPase
mais cedo e o pre-tratamento com AHK promove inducdes mais tardias (Figuras 28, 29, 31 e
32). Embora, muitas dessas isoformas também sejam induzidas pela reposicdo com o NO3™ nas
raizes e na parte aérea, principalmente as isoformas OsA2 e OsA7 (SPERANDIO et al., 2011),
que mostraram uma forte correlagdo positiva com a expressdo do OsNRT2.1 e do OsNRT2.2 e
0 gene da proteina acessoria OSNAR2.1 (SPERANDIO et al., 2014).

Assim, a maior taxa de absor¢do liquida de NOs™ em plantas pré-tratadas com HAs
provavelmente reflete a acdo conjunta de maiores quantidades de NTRs e PM H*-ATPases e/ou
H*-PPases (SPERANDIO et al., 2014). Ambos os efeitos podem aumentar a aquisicdo de
nutrientes, o primeiro através do aumento da explora¢do do solo, por meio do aumento do
sistema radicular, como os parametros radiculares visto no capitulo 11, tanto pelo AHa e AHk
e reportado por varios estudos (SCHMIDT et al., 2007; DOBBSS et al., 2010; CANELLAS et
al., 2010; MORA et al., 2012) além da acidificacdo do meio externo, e o segundo, acelerando
a absorcdo de nutrientes (ROSE et al., 2014). Outros estudos também mostraram o efeito
estimulante de SH e AHs sobre a expressao e atividade de bombas H* (SANTI et al., 2003;
QUAGGIOTTI et al., 2004; ZANDONADI et al., 2007; AGUIRRE et al., 2009). Conferindo
uma maior eficiéncia de absor¢cdo de N (TOMASI et al., 2009). Por outro lado, foi possivel
verificar que os AHs também melhoram a eficiéncia de utilizacdo de N, outra componente da
NUE, ao aumentar a atividade das enzimas envolvidas na assimiliacdo de N como a GS e que
também tem sido relatado em outros estudos, a constatacao desse estimulo sobre essas enzimas
(NARDI et al., 2009).
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6.6. CONCLUSOES

A inducdo prévia das plantas com acido humico de vermicomposto em solugao nutritiva
promoveu maior acimulo de massa fresca de raiz. Promoveu inicialmente um estimulo
adicional da atividade da GS, IDH e das pirofosfatases, levando ao aumento na eficiéncia no
uso de NO3™ em baixas concentragdes.

Os éacidos humicos estimularam de maneira diferenciada a expressdo relativa das
isoformas de PM H*-ATPases (OsAl, OsA2, OsA3, OsA5, OsA7 e OsA8) e dos transportadores
para NOs™ de alta afinidade (OsNRT2.1, OsNRT2.2 e proteina acesséria OsSNAR2.2) das raizes
de arroz. Promovendo um maior crescimento naquelas tratadas com acido himico extraido com
agua, melhorando a performance da planta em condicGes de baixo suprimento de N.
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7. CONCLUSOES GERAIS

De acordo com os dados deste trabalho pode-se concluir que:

As fragdes de acido humico isoladas de vermicomposto usando a metodologia da IHSS
tanto com NaOH (AH-Na) como KOH (AH-k) e o método de extragdo com agua (AHa)
apresentaram diferentes caracteristicas estruturais que Ihes conferem diferentes propriedades e
consequentemente exercem diferentes modos de agéo sobre as plantas.

O acido hdamico extraido com agua promoveu 0s maiores estimulos para todos os
parametros morfolégicos da raiz das plantulas de arroz variedade tradicional Piaui, e apresentou
um padréo de bioatividade do tipo linear reta, para as doses crescentes do acido humico sobre
a morfologia das raizes das plantulas, em todos os momentos de avaliacdo. Por outro lado, o
acido humico extraido com KOH atua sobre a morfologia das raizes das plantulas de arroz, com
padrdo do tipo quadratico em todos os momentos de avaliacéo.

O &cido humico extraido com agua proporcionou os melhores resultados e promoveu as
maiores taxas de crescimento absoluto e relativo do sistema radicular nas plantas de arroz,
seguido do &cido humico extraido com KOH.

O acido humico de vermicomposto isoladas com NaOH, em solugdo nutritiva,
proporciona uma inducédo prévia das plantas, e promove maior absorcéo liquida de N tanto na
forma N-NO3™ quanto N-NH4". Especialemnte, no sistema de baixa afinidade de transporte,
melhorando a eficiéncia de absorcao de nitrato e producdo de biomassa. Por outro lado, quando
proporciona maior absor¢do do aménio, é prejudicial as plantas de arroz devio a toxicidade do
amonio, causando diminui¢do na producdo de massa fresca.

As plantas de arroz tém preferéncia por amonio, quando submetidas a condicfes de
baixa disponibilidade de N, apds a inducdo prévia das plantas com acido humico.

A aplicacdo de AH aumenta a expressdo dos transportadores de alta afinidade para NO3™
e diferentes isoformas de H*-ATPase na membrana plasméatica melhorando a performance da
planta em condic¢des de baixo suprimento de N e reprimi a expressdo dos transportadores para
NH4".

A inducéo prévia das plantas com acido himico de vermicomposto em solucéo nutritiva
promove maior acumulo de massa fresca de raiz. Promove inicialmente um estimulo adicional
da atividade da GS, IDH e das pirofosfatases, levando ao aumento na eficiéncia no uso de NO3’
em baixas concentragdes. Além disso, estimularam de maneira diferenciada a expresséo relativa
das isoformas de PM H"-ATPases (OsAl, OsA2, OsA3, OsA5, OsA7 e OsA8) e dos
transportadores para NOs de alta afinidade (OsNRT2.1, OsNRT2.2 e proteina acessoria
OsNAR?2.2) das raizes de arroz. Promovendo um maior crescimento naquelas tratadas com acido
himico extraido com agua, melhorando a performance da planta em condigdes de baixo
suprimento de N.

Uma resposta mais rapida e em maior intensidade promovida pela a¢do dos acidos
humicos, principalmente extraidos com agua demonstra a capacidade de promover aumentos
na eficiéncia no crescimento radicular, na de absor¢do e metabolismo de nitrato se apresenta
como uma vantagem adaptativa durante ao fluxo sazonal de N que ocorre na regido tropical.
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9. ANEXOS

Anexo Al. Estatistica descritiva de 18 variaveis radiculares mensuradas em intervalos de 24h até 144h em plantulas de arroz var, piaui sob doses
crescentes de acido humico extraido com agua.

Var Média Minimo Maximo DP  Variancia Média Minimo Méaximo DP Variancia Média Minimo Maximo DP  Variancia
L 21193 73,00 354,37 74,60 5565,54 374,2 191,2 611,4 93,6 8765,6 583,73 325,63  1009,55 147,61 21789,68
A 24491 87,65 404,57 75,51 5701,05 4240 231,0 716,1 100,7 10148,1 611,92 363,48 982,68 126,97 16120,72
D 3,75 3,18 5,93 0,40 0,16 3,7 2,8 5,6 0,6 0,3 3,38 2,74 3,98 0,25 0,06
vV 22,77 8,38 47,98 7,12 50,76 39,1 21,9 80,7 13,2 175,5 51,32 30,31 76,12 9,30 86,55
T 111,49 57,00 217,00 41,02 1682,40 158,2 57,0 301,0 526 @ 2771,3 237,06 132,00 449,00 60,97 3717,35
F 151,11 56,00 296,00 66,99 4487,36 216,3 63,0 4070 80,1 64204 325,35 126,00 614,00 97,67 9539,03
L1 5529 8,07 132,47 30,76 946,31 110,3 25,3 2452 479  2291,3 192,64 47,68 411,44 74,61 5567,33
L2 43,18 10,84 94,41 23,11 534,24 87,4 33,9 176,0 33,3 1108,8 140,47 42,90 319,77 52,59 2765,85
2d L3 96,55 3463 154,16 23,75 563,98 3d 151,7 104,3 217,8 293 859,3 4d 217,25 115,84 316,44 37,50 1406,48
Al 16,96 1,58 43,98 9,70 94,18 34,8 8,4 73,2 14,7 217,4 61,06 15,22 135,15 23,61 557,44
A2 29,33 7,55 63,36 14,96 223,74 58,9 22,1 1144 227 513,1 95,33 27,52 21520 35,13 1233,99
A3 15490 5594 262,66 42,43 1800,58 247,0 1495 416,4 60,0 3596,3 339,56 179,33 484,82 62,94 3961,50
V1 044 0,03 1,23 0,26 0,07 0,9 0,2 1,9 0,4 0,1 1,64 0,42 3,73 0,63 0,40
V2 1,71 0,40 3,77 0,83 0,70 3,4 1,1 6,5 1,4 1,9 5,52 1,53 12,12 2,02 4,06
V3 21,25 7,44 38,14 7,27 52,79 34,1 17,5 69,1 11,0 121,5 44,70 23,66 67,86 9,57 91,54
Tl 51,64 22,00 10500 19,63 385,49 70,8 17,0 1330 25,9 670,7 114,02 59,00 205,00 32,11 1031,10
T2 15,58 2,00 34,00 6,63 43,99 24,5 11,0 46,0 8,4 70,0 34,25 14,00 64,00 10,30 106,09
T3 10,00 2,00 20,00 4,79 22,93 10,3 3,0 28,0 4,9 23,7 12,36 3,00 27,00 5,45 29,72




Anexo A2. Continuacgdo da estatistica descritiva de 18 varidveis radiculares mensuradas em intervalos de 24h até 144h em plantulas de arroz var, piaui

sob doses crescentes de acido humico extraido com agua.

Var Média Minimo Maximo DP Variancia Média Minimo Maximo DP Variancia
L 719,98 387,68 1120,05 174,55 30466,95 865,9 509,7 1420,5 208,7 43574,6
A 740,44 464,11 1138,18 151,09 22828,11 868,7 570,8 1323,5 173,9 30257,7
D 3,31 2,81 4,03 0,26 0,07 3,2 2,6 3,8 0,2 0,1
Vv 60,96 39,34 93,35 11,56 133,62 69,8 46,6 114,5 13,1 171,7
T 314,20 171,00 449,00 72,58 5267,96 399,5 223,0 629,0 96,7 9351,6
F 412,37 166,00 666,00 121,90 14860,53 518,2 230,0 880,0 151,3 22895,9

L1 250,47 53,75 472,13 96,02 9219,29 322,2 104,1 634,8 127,3 16212,0
L2 169,08 56,84 309,31 54,06 2923,02 214,1 113,7 349,0 54,8 3001,0
5d L3 255,37 161,67 373,77 42,46 1802,61 6d 283,9 156,8 404,5 51,1 2611,8

Al 78,39 17,09 146,49 29,76 885,41 100,0 33,1 200,4 38,2 1459,2

A2 116,60 39,09 203,33 36,74 1349,78 152,3 86,3 243,6 36,6 1342,6

A3 396,30 243,42 585,52 73,13 5347,35 436,1 252,1 637,2 86,9 75445

V1 2,08 0,47 3,84 0,78 0,61 2,6 0,9 5,3 1,0 1,0

V2 6,89 2,38 12,62 2,19 4,80 9,3 55 14,5 2,2 4,7

V3 51,78 27,72 75,25 11,00 120,89 56,5 33,4 84,9 13,1 1711

Tl 156,10 62,00 249,00 41,29 1704,71 224,3 101,0 384,0 62,6 3921,0
T2 46,66 21,00 89,00 13,42 180,20 63,0 24,0 118,0 18,7 349,4
T3 13,98 3,00 28,00 5,28 27,85 14,2 5,0 36,0 5,2 27,4
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