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RESUMO

CARVALHO, Daiane Baia, Ma.Sc., Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro, Margo de 2020. ESTRESSE DE ACIDO FRACO INDUZIDO POR
ACIDOS HUMICOS EM PLANTULAS DE MILHO. Orientador: Prof. Luciano
Pasqualoto Canellas.

A agricultura industrial € caracterizada pelo consumo de insumos, tornando as
lavouras mais suscetiveis aos estresses abidticos. O uso de bioestimulantes na
agricultura vem se destacando como uma alternativa para a protegéo das culturas.
Os acidos humicos podem pré-condicionar as plantas melhorando sua resposta
adaptativa quando submetidas a diferentes tipos de estresses abidticos, incluindo
salinidade, seca e toxicidade de metais pesados, conforme resultados prévios. No
entanto, os mecanismos pelos quais as substancias humicas promovem essa
adaptacao ainda nao sao claros. Este trabalho objetivou desenvolver as bases de
uma teoria geral para a sensibilizagao de plantas por acidos humicos relacionada
com a resposta do tipo estresse de acido fraco. Plantulas de milho foram tratadas
com diferentes concentragdes de acidos humicos isolados de vermicomposto e
comparadas com diferentes concentragdes de acido acético e salicilico. A avaliagao
na mudanga do pH do citoplasma na ponta de raiz foi realizada com a sonda
BCECF AM. A anélise da expressao diferencial de proteinas quinase (SnRK2.2) e
da malato desidrogenase (MDH) foi realizada por meio da RT qPCR. A transcrigao
dos fatores de transcricdo WKRY foi realizada com a analise transcriptdmica. A
MDH e a SnRK2.2 tiveram a expressao diferencial aumentada em relagdo ao

Vi



controle em todos os tratamentos. O Aumento da expressédo da MDH para o
tratamento com os acidos himicos a 8mM C L-'e 16 mM C L' foi de 1,72 e 2 vezes,
com o acido acético 0,4 mM e 4 mM foi de 2,23 e 4,29 vezes e acido salicilico
0,4mM e 1,2 mM aumentou 2,27 e 3,25 vezes, respectivamente. A expressao
diferencial dos genes da proteina quinase SnRK2.2 de acordo com diferentes
concentragdes de acidos himicos 8 MM C L''e 16 mM C L, acético 0,4 mM e 4
mM e salicilico 0,4 mM e 1,2 mM foi de 2,83 e 3,21, 3,75 e 5,08, 1,47 e 3,30 vezes,
respectivamente. A acidificacdo do citoplasma das raizes das plantulas de milho
tratadas com acidos humicos e o aumento na expressao diferencial dos genes
estudados foram observados. Os resultados foram comparados com aqueles
obtidos com os acidos organicos indicando uma clara resposta contra o estresse

do tipo acido fraco na fase de aclimatacao das plantulas.

Palavras-chave: Substancias humicas; estresses abidticos; bioatividade; RT

gPCR, pH do citoplasma.
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ABSTRACT

CARVALHO, Daiane Baia, M.Sc., Universidade Estadual do Norte Fluminense,
Darcy Ribeiro. March, 2020. WEAK ACID STRESS INDUCED BY HUMIC ACIDS
IN MAIZE SEEDLINGS. Advisor: Prof. Luciano Pasqualoto Canellas.

Industrial agriculture is characterized by the consumption of inputs making crops
more susceptible to abiotic stresses. The use of biostimulants in agriculture has
stood out as an alternative for crop protection. Humic acids can precondition plants
by improving their adaptive response when subjected to different types of abiotic
stresses, including salinity, drought and heavy metal toxicity, according to previous
results. However, the mechanisms by which humic substances promote this
adaptation are still unclear. This work aimed to develop the bases of a general
theory for the sensitization of plants to humic acids related to the stress response of
weak acid. Maize seedlings were treated with different concentrations of humic
acids isolated from vermicompost and compared to different concentrations of acetic
and salicylic acid. The evaluation of the pH change of the cytoplasm at the root tip
was performed with the BCECF AM probe. The analysis of the differential
expression of protein kinase (SnRK2.2) and malate dehydrogenase (MDH) was
performed using RT qPCR. The transcription of WKRY transcription factors was
performed with transcriptomic analysis. MDH and SnRK2.2 had an increased
differential expression compared to control in all treatments. The increase in MDH

expression for the treatment with humic acids at 8mM C L-1 and 16mM C L-1 the
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increase was 1.72 and 2 times, with 0.4mM and 4mM acetic acid was 2.23 and 4.29
times and 0.4 mM and 1.2 mM salicylic acid increased 2.27 and 3.25 times,
respectively. The differential expression of the SnRK2.2 protein kinase genes
according to different concentrations of humic acid was 8 mM C L' and 16 mM C L-
', acetic 0.4 mM and 4 mM and salicylic 0.4 mM and 1, 2 mM was 2.83 and 3.21,
3.75 and 5.08, 1.47 and 3.30 times, respectively. The acidification of the cytoplasm
of the roots of maize seedlings treated with humic acids and an increase in the
differential expression of the studied genes were observed. The results were
compared to those obtained with organic acids, indicating a clear response against

weak acid stress in the seedling acclimatization phase.

Keywords: Keywords: Humic substances; abiotic stresses; bioactivity; RT qPCR,

cytoplasm pH.



1.INTRODUGAO

A agricultura industrial € caracterizada pelo constante desenvolvimento
tecnoldgico e altos rendimentos (Mazoyer e Roudart, 2006; Goodman et al., 2008)
O padrao produtivista e seu pacote tecnoldgico conhecido genericamente como
Revolucédo Verde embora tenha elevado a produtividade agricola total tanto nos
paises desenvolvidos e como nos em desenvolvimento (Bin, 2004; Goodman et al.,
2008) deu origem a varios problemas econémicos, sociais e ambientais: éxodo
rural, intensificagdo da poluicéo levando a contaminagao quimica e bioldgica dos
mananciais hidricos, degradagcdo ambiental e esgotamento dos recursos naturais,
intoxicacao de trabalhadores rurais e de consumidores urbanos (Mazoyer e
Roudart, 2006; Albergoni e Pelaez, 2007; Felicio, 2011). Vivan (1998) aborda as
limitagbes desse modelo deixando evidente a necessidade do desenvolvimento e
aplicacdo de alternativas que visem assegurar o rendimento da producao
(qualitativa e quantitativamente), porém conservando os recursos naturais e
propiciando melhor qualidade de vida aos agricultores. Nesse sentido, o uso de
biofertilizantes e bioestimulantes na agricultura vem se destacando pelo seu
potencial como promotor de crescimento e aumento da produtividade das culturas
(Canellas et al., 2002; Nardi et al., 2002; Tanaka et al., 2003; Criollo et al., 2011;
Nardi et al., 2016). Os bioestimulantes aplicados nos estadios de desenvolvimento
inicial das plantulas podem estimular o crescimento e desenvolvimento radicular,

proporcionando maiores possibilidades de recuperagdo quando estas forem



submetidas ou se encontrarem em condi¢cdes de estresses abidticos e bidticos
(Vasconcelos et al., 2009).

Os bioestimulantes sdo materiais que contém uma ou mais substancias e/
ou microrganismos capazes de estimular a absor¢gao e aumentar a eficiéncia de
uso dos nutrientes, aumentar a tolerancia das plantas ao estresse abidtico/ bidtico
e melhorar a qualidade das culturas quando aplicados em pequenas quantidades
sem considerar o conteudo de nutrientes na sua formulagao (Vasconcelos et al.,
2009; Calvo et al., 2014; Nardi et al., 2016). A legislagcao brasileira € omissa em
relacdo aos bioestimulantes e a regulamentacdo desses produtos junto ao
Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (Mapa) é realizada nas
categorias de inoculantes, fertilizantes organicos ou organominerais ou, ainda,
como condicionadores de solo (Brasil, 2007; Brasil, 2010).

Os principais materiais utilizados na fabricagéo de bioestimulantes sao os
hidrolisados de proteinas e outros compostos contendo N, extratos de algas
marinhas, quitosana, acidos humicos e fulvicos e bactérias promotoras de
crescimento de plantas (Da Silva et al.,, 2017). Dentre estes, as substancias
hamicas (SH) séo utilizadas com maior frequéncia na formulagdo de
bioestimulantes (Canellas et al., 2019).

Varios trabalhos ja demonstraram inequivocamente a presenga e a agao
similar a das auxinas por diferentes tipos de SH (Canellas et al., 2002; Trevisan et
al., 2010a; Canellas et al., 2011). As SH exercem acéo direta sobre o crescimento
e desenvolvimento das plantas bem como indiretas, ou seja, aquelas relacionadas
com as melhorias da qualidade do solo (Garcia et al., 2014b). Em sintese, os
principais efeitos das SH sobre planta sao:

- Aumento da absorgao e transporte de ions (Nannipieri et al, 1983; Canellas et al.,
2002; Zandonadi et al., 2007; Dobbss et al, 2010);

- Aumento da atividade respiratéria e influéncia no ciclo de Krebs (Nannipieri et al,
1983; Nardi et al., 2007);

- Modificagao no conteudo de pigmentos fotossintéticos (Tejada e Gonzalez, 2003);
- Aumento/diminuicdo da atividade de diferentes enzimas (Nannipieri et al, 1983;
Aguiar et al., 2009);



- Acgédo direta tanto no metabolismo primario (agucares, acidos organicos e
aminoacidos) (Trevisan et al., 2010a) como no metabolismo secundario (via do
acido chiquimico (Schiavon et al, 2010);

- Promocgao de mudangas fenotipicas relevantes como aquelas relacionadas com
modificagdes na arquitetura do sistema radicular incluindo indugao de formagéao e
emergéncia de raizes laterais (Trevisan et al., 2010a; Canellas et al, 2011; Baldotto
et al.,, 2011), raizes adventicias (Baldotto et al., 2011) e de pelos radiculares
(Canellas et al., 2002), encurtamento ou promog¢ao do alongamento radicular (Malik
e Azam, 1985);

- Aumento da solubilidade do complexo humico-cations metélicos facilitando a
absorgao de micronutrientes (Chen e Aviad, 1990; Pinton et al., 1999);

- Estimulagdo da atividade e sintese das enzimas H*-ATPases da membrana
plasmatica em um efeito semelhante ao produzido pelas auxinas (Faganha et al.,
2002; Nardi et al., 1991; Canellas et al., 2011; Jindo et al., 2012);

- Aumento da producao de exsudados radiculares e liberagao de células de fronteira
(Canellas et al., 2019);

- Controle da produgao de espécies reativas de oxigénio (ERO) e ativagao da
maquinaria enzimatica responsavel pela degradacdo das ERO (Garcia et al.
2014a).

Tomados em conjunto esses efeitos justificam o uso crescente das SH como
promotores do crescimento vegetal e o interesse cientifico sobre os bioestimulantes
produzidos a base de SH (Nardi et al, 2017; Olivares et al., 2017; Olk et al., 2018;
Olaetxea et al., 2018) No entanto, algumas questbes permanecem ainda pouco
esclarecidas. Uma delas é como um extrato alcalino pode desencadear tantos e
diversos efeitos nas plantas incluindo a ativagdo de mecanismos de defesa contra
estresses bidticos e abidticos. Outra questdo intrigante é qual a propriedade
quimica nas SH relacionadas com sua bioatividade.

O objetivo desse trabalho € o de desenvolver uma teoria geral para a agao
fisiolégica das SH relacionada com a aclimatagao das plantas visando aumento da

tolerancia a estresses abidticos.



2. REVISAO DE LITERATURA

As SH, em solugao, foram definidas como uma associagao de moléculas
organicas heterogéneas e de massa molecular pequena mantidas em agregado
supramolecular por forgas fracas de natureza predominantemente hidrofébicas (do
tipo van der Walls, 1r-11, € ligagdes CH-11), ligagdes hidrogénio e pontes catidnicas
intermoleculares (Piccolo et al., 2018). Com a acidificagao progressiva do meio, as
ligagbes de hidrogénio intermoleculares formadas aumentam a massa molecular
aparente das SH até a sua floculagao (Trevisan et al., 2010b). A conformagéo
molecular das substancias humicas é dependente do pH e da forga i6nica da
solugdo (Kononova, 1966), sendo assim a separac¢ao analitica pode ser feita por
meio da ionizagao com extratores alcalinos. Em pH elevado ocorre a dispersédo do
macropolimero para a solugao, ao contrario, a acidificacao colapsa a estrutura que
promove a precipitacdo dos acidos humicos (Nardi et al., 1988; Baldotto e Baldotto,
2014; Canellas e Olivares, 2014). Esse conceito permitiu compreender o papel
fisiologico das SH na medida em que componentes dessa supramolécula podem
em pH acido acessar os receptores celulares e intermediar diferentes tipos de
respostas das plantas. As SH aumentam a eficiéncia do uso de nutrientes
auxiliando a absorcao e assimilacdo tanto de macro como de micronutrientes e
promovem o crescimento vegetal pela indugdo do metabolismo primario e

secundario (Piccolo et al., 1992).



Os dominios hidrofébicos das SH podem manter e preservar moléculas
organicas bioativas originarias das plantas ou da sintese dos microrganismos
(Baldotto e Baldotto, 2014). Foi demonstrado previamente que os dominios
hidrofébicos podem incorporar moléculas organicas pelo mecanismo de particao
(Spaccini et al., 2002) sendo um dos principais mecanismos de preservagao da
matéria organica chamado genericamente de sequestro de carbono (Spaccini et
al., 2004). As moléculas orgéanicas preservadas no interior do arranjamento
supramolecular podem, por sua vez, ser liberadas com a mineralizagao da matéria
organica pelas enzimas microbianas ou pela agao de acidos organicos exsudados
por plantas e microrganismos que desmontam o aparato supramolecular em
solugao (Piccolo, 2002). Nao € surpreendente, portanto, observar trabalhos
reportando diferentes tipos de agdo hormonal das SH incluindo atividade auxinica
(Nardi et al., 1994; Muscolo e Nardi, 1997; Muscolo et al., 1998), giberélica
(Pizzeghello et al., 2001; Pizzeghello et al., 2002), citocinina (Mora et al., 2010;
Pizzeghello et al., 2013), alquilamidas (Zandonadi et al., 2019) e de 6xido nitrico
(Zandonadi et al., 2010; Mora et al., 2012). Conjuntamente é o que se nomina como
agao hormonal das SH (Nardi et al., 2018).

Canellas et al. (2011) estudaram a relagéo entre estrutura e atividade de
acidos humicos (AH) utilizando métodos espectroscopicos para caracterizagao
quimica e a indugao no numero de raizes laterais como marcador fenotipico da
bioatividade e o efeito sobre as H*-ATPases de membrana plasmatica como
marcador bioquimico. Métodos quimiométricos foram aplicados e foi possivel
correlacionar positivamente a hidrofobicidade dos AH com sua atividade de
promogao do crescimento radicular. O modelo foi submetido a testes adicionais e
a relagdo entre estrutura-atividade das SH pode ser ajustada em um modelo
matematico acurado (Aguiar et al., 2013a). Em termos gerais os AH mais bioativos
foram aqueles com forte presenga de grupamentos hidrofébicos como os
aromaticos (130-150 ppm) e metoxilicos (56 ppm) porém, participaram com o
coeficiente isolado mais importante os grupamentos carboxilicos (174 ppm)
indicando a hidrofobicidade (relagao entre grupamentos hidrofébicos/ grupamentos
hidrofilicos) como a propriedade quimica mais relacionada com a bioatividade. Os
mesmos resultados qualitativos foram reproduzidos mais tarde por Garcia et al.
(2014a).



O avancgo das técnicas de analise tem permitido avaliar além da natureza
quimica e composi¢cao molecular das SH a sua conformacgéao tanto em solugao
como no estado sdlido. A microscopia de forga atdmica permite a observagao em
escala manométrica de amostras pouco manipuladas durante a preparacao
resultando em uma aproximagao maior do estado natural. A aplicacao dessa
técnica aos estudos dos AH permitiu observar o espiralamento da associagao
supramolecular entorno de um eixo que permaneceu parcialmente vazio formando
um cone com o interior praticamente hidrofébico e o exterior hidrofilico em contato
com o meio (Colombo et al., 2015). Essa conformagao foi predita pelo modelo
conceitual de Piccolo (2002) no qual os dominios hidrofébicos sdo contiguos aos
dominios hidrofilicos que permanecem voltados para a face exposta ao meio
externo (Piccolo et al., 2018). A predominancia de acidos carboxilicos na acidez
total das SH é bem conhecida, mas o papel dos grupamentos carboxilicos na
inducao de fenbmenos fisioldgicos é pouco relatado.

Um dos conservantes de alimentos e bebidas mais antigos e mais usados
atualmente sdo os acidos organicos de cadeia curta. Os acidos organicos inibem o
crescimento de fungos e bactérias nem um efeito conhecido genericamente como
estresse de acido fraco. O estresse de acido fraco pode ser definido como o efeito
inibitério imposto aos microrganismos pelo acido fraco devido ao mecanismo de
desacoplamento (Guo e Olsson, 2016). Em valores de pH baixo, os acidos
organicos ficam predominantemente na forma nao dissociada tornando-se
hidrofdbicos e propensos a atravessar as membranas por difusao passiva simples.
Uma vez dentro da célula, os acidos fracos se dissociam devido ao pH préoximo da
neutralidade do citoplasma e liberar prétons, que com a acidificagdo da célula pode
promover a dissipacdo da forga préton-motora e afetar consequentemente a
fosforilagao e a sintese de ATP. Os acidos organicos de cadeia curta sdo, portanto,
amplamente utilizados como conservantes de alimentos em fungdo de acao
antimicrobiana conhecida como estresse por acidos fracos (Theron e Lues, 2010).

A acumulagéao intracelular de anions exerce um efeito inibitério particular
na glicolise de leveduras levando a severa deplegéo de energia (Kren et al., 2003).
Acidos fracos mais lipofilicos podem causar danos nas membranas e, na presenca
de Oz, elevar a producao enddgena de radicais livres (espécies reativas de oxigénio
- ERO). Os acidos organicos, cuja toxicidade esta diretamente relacionada as



concentragdes utilizadas podem provocar vazamento na membrana celular e perda
da homeostase idnica (Armstrong e Armstrong, 2001).

Embora o estresse por acido fraco tenha sido estudado em leveduras, as
plantas também apresentam respostas contra acidos fracos. Em pH baixo, tal como
0 encontrado na rizosfera, os acidos fracos existem na forma ndo dissociada
(RCOOH) modo pelo qual entram na célula por difusdo passiva. O pH intracelular
mais elevado dissocia os acidos fracos gerando proétons (H*) e anions (RCOO-) que
se acumulam nas células e devem ser transportados para manutengao da
homeostase celular. Isto torna compreensivel que o aumento de duas vezes e meio
do transporte de H* em plantulas de arroz tratadas com AH tenha sido
acompanhado pelo aumento de vinte vezes no transporte de anions observados
pela microssonda eletrénica vibratil (Ramos et al., 2015).

Os acidos organicos podem causar danos severos em determinadas
concentracdes, inibindo totalmente o crescimento das raizes. Tal inibicdo foi
observada em plantas de arroz nas concentragoes entre 8,4 e 15,8 mM de acido
aceético, 4,2 e 9,1 mM de acido propidnico e 3,7 e 7,7 mM para o acido butirico
(Kopp et al, 2007). Em Arabidopsis, foi observada a peroxidacao lipidica, dano
oxidativo as proteinas e formacgéo de isbmeros de clorofila e caroteno causados
pela aplicagdo em excesso de acido salicilico (AS). Essas alteragcdes foram
parcialmente devidas a inativacao das enzimas catalase e ascorbato peroxidase,
resultando na fitotoxicidade observada (Rao et al., 1997, Horvath et al., 2007). O
excesso de AS também pode aumentar o nivel de H202, aumentando a atividade
da Cu/Zn superéxido dismutase (Singh e Usha, 2003). O acumulo de ERO parece
ser crucial para a indugao da morte celular programada (Grandis et al., 2010; dos
Santos Soares e Machado, 2007). Em concentragdes relativamente baixas (0,05—
0,5 mM) o AS atua como um causador de estresse moderado, afetando o estado
oxidativo da planta de modo semelhante ao dos processos de adaptacdo ao
estresse. Um rapido aumento transitério da ERO é seguido por uma capacidade
antioxidante aprimorada, que protege a planta dos graves danos causados por
fatores de estresse abidtico subsequentes. Concentragcbes mais altas de AS
causam um nivel de estresse oxidativo que a planta é incapaz de superar e que

pode resultar na morte da planta (Horvath et al., 2007).



O uso de acido acético para estimular o crescimento vegetal ja foi testado.
O tratamento de diferentes plantas como Arabidopsis, milho, canola, arroz e trigo
com acido acético aumentou a tolerancia a seca pela ativagao da via de sinalizacao
do acido jasmonico (AJ) (Kim et al., 2017).

Recentemente, Canellas e colaboradores (2020) realizaram um estudo no
qual demonstraram que o uso de AH durante o periodo de aclimatagao de plantulas
de milho acionou uma resposta tipica contra estresses abioticos observada também
em nivel de transcricado de genes resposta especificos para diferentes tipos de
estresse. As plantas pré-condicionadas por AH foram submetidas posteriormente
ao estresse osmotico (estresse salino e osmoético induzido por polietilenoglicol), a
toxicidade de metais pesados e por altas concentracbes do proprio AH. Foi
observada tolerancia significativamente maior aos efeitos dos diferentes tipos de
estresse nas plantas pré-condicionadas do que nas plantas n&o pré-condicionadas
por AH. Ao considerar o AH como um polieletrdlito de acido fraco e,
consequentemente, capaz de dissociar prétons de grupos carboxilicos no
citoplasma, torna-o um forte candidato a agente estressor que, por sua vez, pode
desencadear vias de sinalizagédo e a expressao de genes de resposta ao estresse.
As plantas pré-condicionadas quimicamente pelos AH poderao entédo, apresentar
respostas mais rapidas e tolerar melhor as mudangas ambientais. Os efeitos dos
acidos humicos sobre as bombas de prétons estdo diretamente relacionados a
definigdo concepcao de que os acidos humicos em arranjo supramoleculares
podem se fragmentar e alterar o metabolismo celular. O processo de ativagao de
H*ATPases da membrana plasmatica leva a acidificagao do apoplasto. Um grande
numero de fatores pode causar alteragdes no pH citoplasmatico, os acidos humicos
podem através do aumento da atividade da membrana plasmatica H + - ATPase (P
— H + -ATPase) e vacuolar H + - ATPase (V-H + -ATPase), modular o ambiente
elétrico celular, e atuando como tampao celular (Zandonadi et al, 2007). Por
estarem envolvidos como mediadores na transdugao de sinais nas plantas, os
prétons sdo um fator importante nas cascatas de sinalizagdo de genes de defesa a
situagdes adversas (Felle, 2001). O H* livre no citoplasma funciona como um
componente de sinalizagdo capaz de interagir com outros mensageiros (Mathieu et
al., 1996).



O acumulo de acido abscisico (ABA) na planta submetida a estresse pode
atingir um nivel 10 a 30 vezes maior que o normal (Leung et al., 2012; Beardsell e
Cohen,1975). Muitos genes induzidos por estresses abidticos sdo controlados pela
via dependente de ABA (Yamaguchi-Shinozaki e Shinozaki, 2005). Quatro classes
principais de sequéncias reguladoras conferem ao ABA a capacidade de indugao
da expressao génica: as proteinas quinases dependentes de calcio (CDPK),
mitdégeno ativado por proteina quinase (MAPKSs), proteina quinase relacionada a
sacarose (SnRK2) e a proteina fosfatase (PPS: PP1A, PP2A) (Taiz et al., 2013).
Algumas proteinas quinases relacionadas ao SNF1 tipo 2 (SnRK2) séo ativadas
por ABA e atuam na mediagdo da regulacdo da abertura estomatica. Em
Arabidopsis, nove de dez SnRK2 sao ativados por hiperosmolaridade e cinco
SnRK2 sao ativados por ABA (Boudsocq et al., 2004). Em arroz dez proteinas
quinases SnRK2 foram identificadas e todos os membros da familia sao ativados
pelo estresse hiperosmotico e tém sua ativagao promovida pelo ABA (NAKASHIMA
et al., 2009). SnRK2s ativados por ABA também fosforilam a NADPH oxidase da
membrana plasmatica que posteriormente produz EROS (de Zelicourt et al., 2016).

Alguns trabalhos relatam que o AS e o acido acetilsalicilico fornecem
multipla tolerancia ao estresse nas plantas e que podem regular a expressao de
genes envolvidos na tolerancia ao estresse e na regulagdo do metabolismo das
plantas (Kang et al., 2014; Senaratna, 2000).

Além dos genes mencionados, ha fatores de transcrigao (FT) importantes
para respostas vegetais ao estresse. Os FT s&o proteinas que codificam que se
ligam ao promotor e ao “enhancer” dos genes e ajudam no processo de iniciagdo
da transcricéo génica (Xiao et al., 2004). A regulagao transcricional desempenha
um papel crucial em muitos processos celulares de resposta das plantas a
situagdes de estresse (Xu et al., 2015). Os FT da familia WRKY estao ligados a
defesa, senescéncia e resposta da planta a varios estresses ambientais. O fator de
transcricao WRK70 foi ativado por AS e reprimido por acido jasmdnico (AJ) em
plantas de Arabdopsis (Shim et al., 2013). Estudos de expressdo de WRKY46,
WRKY70 e WRKY53 em Arabdopsis sugeriram que estes genes estdo
parcialmente envolvidos na via de sinalizagdo de AS (Hu et al.,, 2012). Em
Arabdopsis submetidas ao estresse osmaotico, WRKY70 e WRKY54 cooperaram
como reguladores negativos do fechamento estomatico (Li et al, 2013).
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O objetivo desse trabalho foi comparar o efeito de AH com AA e AS no pH
intracelular de raizes de plantulas de milho. As mudangas na arquitetura do sistema
radicular de plantulas de milho e no nivel de transcricdo de alguns genes alvo

também foram avaliadas.
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3. HIPOTESE E OBJETIVO

A hipdtese da pesquisa € a de que os AH podem desencadear uma

resposta tipica nas plantas caracterizada como estresse por acido fraco tal como o

observado com o uso de acido acético ou acido salicilico. A inducdo de uma

possivel resposta contra os estresses induzida por AH justificaria a agdo dos

bioestimulantes produzidos a base de SH na melhoria da tolerancia aos estresses

bidticos e abidticos.

3.1. Objetivos especificos

1.

2.

3.

4.

Caracterizar a presenga de grupamentos carboxilicos nos &acidos
humicos utilizando a espectroscopia de ressonancia magnética no
estado solido e a titulagdo potenciométrica;

Avaliar mudangas da arquitetura do sistema radicular de plantulas de
milho tratadas com AH e compara-las com o tratamento com acido
acetico e salicilico;

Avaliar mudangas no pH intracelular do sistema radicular por meio da
sonda  fluorescente BCECF - 2',7'-Bis-(2-carboxietil)-5(6)-
carboxifluoresceina;

Avaliar mudancas no nivel de transcricdo dos genes SnRK2.2 de
proteinas quinases relacionadas a Snfl e, WRKY70;
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5. Investigar a expressao diferencial do gene da isoenzima Malato

Desidrogenase (MDH) sob diferentes condigodes.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Extracao e caracterizagao dos acidos humicos

Os AH foram extraidos de vermicomposto produzido com esterco de curral
com uso de base forte diluida (NaOH) na concentragao de 0,1 mol L' razdo (1:10
v:v) em atmosfera de N2 sob agitagédo durante 4 horas. Apds esse periodo o extrato
alcalino foi separado por centrifugagéo a 3.500 g por 30 min. A extragao foi repetida
até obtencdo de um extrato incolor. Os acidos humicos foram isolados com o
abaixamento do pH da solugéo até 1,0 com HCI 6 mol L-'. Os AH foram separados
dos acidos fulvicos por centrifugacgao e redissolvidos adicionando-se um volume de
KOH 0,1 mol L' sob N2. Adicionou-se KCI sélido até concentragédo de 0,3 mol L
para remocgao de argilas realizada com centrifugagao (3500 g por 30 min). A
solugéo foi novamente acidificada até pH~1,0 com HCI 6 mol L-! e mantida em 8 °C
por 12 horas. Os acidos humicos foram separados por centrifugacéo (3.500 g 20
min) e dialisados com membrana com poro de exclusdo de 1000 Da até a
condutividade elétrica constante. Por fim, os acidos humicos foram secos por
liofilizagdo. A caracterizagcdo dos AH foi realizada pela espectroscopia de
Ressonancia Magnética Nuclear com Polarizagdo Cruzada e Rotacdo no Angulo
Magico ('*C CP-MAS NMR). O espectro no estado sélido foi obtido no equipamento
Bruker-400 equipado com sonda para amostras solidas nas seguintes condi¢des

experimentais: sequéncia de pulsos utilizada: CP/MAS; frequéncia de observacao:
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75,4 MHz para o 13C; largura espectral de 50 kHz; tempo de aquisi¢ao 50 ms; pulso
de 5 ms (90 o ); intervalo entre pulsos: de 4 s; tempo de contato de 1 ms; nucleo
desacoplado na aquisi¢cdo: 1H; modo desacoplador: “gated”; e numero de
transientes: 10.000. As areas dos sinais de NMR foram integradas utilizando-se o
software do espectrometro Bruker (Topspin) e hexametilbenzeno (HMB) (dmetilas
= 17,3 ppm) como referéncia secundaria. Os deslocamentos quimicos foram
expressos em ppm e os espectros integrados nas seguintes regides: C alquilico (0—
50 ppm), C mono ou dioxigenado ou C de peptideos (50-110 ppm), C aromaticos
e olefinas (110-150 ppm), C aromatico substituido por heteroatomo (150-165 ppm)
e C em grupamentos carboxilicos, cetonas, amidas ou éteres (165-200 ppm). A
composicao elementar foi determinada em um analisador elementar Perkin-Elmer
modelo 1200 em duplicata. A determinacao da acidez total foi realizada por titulagao
potenciométrica. Para tanto, foram preparadas solugdes aquosas experimentais
com agua ultrapura e tituladas com NaOH isento de CO2 a temperatura ambiente
em atmosfera inerte de N2. Amostras de 50 mg L' de acidos himicos foram
tituladas com NaOH 0,1 mol L' até pH 11 com aliquotas de 100 microlitros
adicionadas apods a estabilizacao do pH. A forga ibnica foi mantida constante com
NaCl 0,01 mol L-'. Os resultados foram tratados com o programa Origin® para

obtencéao das curvas de derivagéo e com o programa CurTiPot - IQ-USP.

4.2. Ensaio com plantas

4.2.1. Determinacgao da curva de dose-resposta

Foi utilizado o milho Dekalb VT Pro 3™ Hibrido 117. As sementes foram
desinfestadas superficialmente pela imersdao em hipoclorito de sédio 2 % (v/v) por
cinco minutos sob agitagao orbital. Apés 10 lavagens com agua ultrapura, as
sementes foram colocadas para germinar em papel germitest no escuro a 28°C.
Decorridos 4 dias apds a germinagao (DAG), as plantulas foram selecionadas e
transferidas para crescimento em potes de 0,5 L em meio minimo contendo solugao
de CaCl2com 2 mM L' por um periodo de 6 dias. Nesse experimento, o meio
minimo foi utilizado a fim de evitar qualquer influéncia dos nutrientes. As plantas

foram expostas a um fotoperiodo de 14h/10h (luz/escuro) com fluxo fotossintético
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de 480 pmolm2s-!, umidade relativa do ar de 70% e temperaturas de 28°C / 24°C
(luz/escuro). Os tratamentos consistiram na aplicagdo de crescentes doses dos
seguintes acidos organicos fracos: acidos humicos (AH) nas concentragoes 0, 2, 4,
8 e 16 mM C L-"; acido acético (AA) nas concentragdes 0, 0,004, 0,04, 0,4 e 4 mM
L' e acido salicilico (AS) nas concentragées 0, 0,2, 0,4, 0,8 e 1,2 mM L'
solubilizados em solugdo de CaCl2 2 mM L. O pH das solugdes foi ajustado em
5,8. O pH de cada pote foi medido diariamente com eletrodo de vidro e calomelano.
O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com trés repeticoes com
3 pléntulas em cada pote. Apds seis dias de crescimento nas solugdes de acidos
hamicos (AH), acido acético (AA) e acido salicilico (AS), as plantulas foram
coletadas para avaliagdo do crescimento. Para determinagdo da melhor
concentracao utilizou-se uma balanga analitica de precisao para determinacéo da
massa fresca das raizes. Para controle utilizou-se somente solucdo de CaCl2 2 mM
L-'. A melhor concentragdo foi determinada pela derivacdo da equacgdo de
regressao da curva de resposta obtida pelo tratamento dos dados no software
Origin®.

Apods o ensaio de doses, foi conduzido um novo experimento utilizando-se a
dose 6tima e a dose de inibicao de cada acido organico. Para o acido acético
utilizaram-se as doses 0,4 mM L' e 4 mM L. Para o acido salicilico utilizaram-se
as doses 0,4 mM L' e 1,2 mM L' e para os acidos himicos utilizaram-se as doses
8 MM C L' e 16 mM C L' solubilizadas em solugdo de CaCl2 2 mM L-'. O pH das
solugdes foi ajustado em 5,8. Este ensaio foi utilizado para avaliagdo da variagao

do pH intracelular e expressao diferencial de genes.

4.2.2. Avaliagao da variagao do pH intracelular

Apos 6 dias de crescimento nos tratamentos nas doses de inibicdo e
estimulo de cada acido organico, as raizes foram cortadas manualmente com
lamina em segmentos de 3,0 a 4,0 cm de comprimento, dispostas sobre uma placa
de Petri e imersas em solugao tampao fosfato (PBS-Phosphate-buffer saline) pH
7,1 em microtubo de polipropileno do tipo Eppendorf de 0,5 mL. A solugao PBS foi
descartada adicionado 30 uM da sonda BCECF, AM 2’,7’-Bis-(2-carboxietil)-5(6)-

carboxifluoresceina. Depois de 30 minutos de incubagcdo em temperatura ambiente,
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as raizes foram lavadas novamente com solugéo PBS e fixadas por 24 horas com
solugdo formaldeido 4%. Posteriormente, as amostras foram visualizadas e as
imagens capturadas pelo microscopio 6tico Axioplan - Zeiss, acoplado ao sistema
de aquisicao de imagem digital equipado com camera ZVS-47EC. Utilizou-se o

programa Zeiss® para a observagao da variagao do pH intracelular das plantulas.

4.2.3. Expressao Diferencial de Genes

4.2.3.1. Desenho de Primers

Apods revisdo em bases de dados cientificos para estabelecimento das
possiveis sequéncias de oligonucleotideos passiveis de expressao, desenharam-
se os oligonucleotideos a serem testados com auxilio de trés programas para
desenho dos iniciadores: Primer3Plus, NCBI Blast e OligoExplorer. Os primers
foram desenhados selecionando-se os seguintes parametros: tamanho dos primers
(18 a 22 pares de bases); tamanho do amplicon (80 a 150 pares de bases);
temperatura de melting (58 a 60° C); contetudo G/C (45 a 55%); numero de runs e
repeticdbes (maximo 4 pares de bases); bases na regiao 3" (G, C, GC ou CG,
maximo 3 G ou C); formagao de grampos, autodimeros e cross-dimero. Os dados
gerados em cada software foram cruzados com os demais para definicdo dos
primers com caracteristicas ideais. Os pares de primers selecionados foram
submetidos a verificacdo de possiveis dimeros e dobramentos utilizando-se o
programa Primer Premier. As informagdes relativas aos primers utilizados

encontram-se no Quadro 1.
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4.2.3.2. Extragcao de RNA

A extracdo do RNA foi realizada na sala de Biologia Molecular do
Laboratério de Biologia Celular e Tecidual — LBCT da Universidade Estadual do
Norte Fluminense. O RNA das raizes das plantulas de milho foi isolado com
RNeasy® Plant Mini Kit (QIAGEN) seguindo os seguintes procedimentos: 10 pl de
B-mercaptoetanol (B-ME) ou 20 ul de ditiotreitol 2 M (DTT) foram adicionados a 1
mL de tampao RLT ou tampéao RLC para preparo de trabalho. O material coletado
foi colocado imediatamente em nitrogénio liquido. Um volume de 100 mg de
material vegetal foi moido em nitrogénio liquido utilizando-se almofariz e pildo. O
po de tecido foi colocado em um tubo de microcentrifuga de 2 mL sem RNase e
resfriado com nitrogénio liquido. Adicionaram-se 450 ul de tamp&o RLT ou tampao
RLC até um maximo de 100 mg de po de tecido. Vortexou-se vigorosamente.
Transferiu-se o lisado para uma coluna de rotagao QIAshredder (lildas) colocada em
um tubo de coleta de 2 mL. Centrifugou-se por 2 min em velocidade total. O
sobrenadante do fluxo foi transferido para um novo tubo de microcentrifuga. Foram
adicionados 0,5 volumes de etanol (96—-100%) ao lisado limpo e misturados
imediatamente por pipetagem. A amostra com aproximadamente 650 pL foi
transferida para uma coluna RNeasy Mini spin (rosa) em um tubo de coleta de 2
mL. Centrifugou-se por 15 s a 28000 x g (=10.000 rpm). O fluxo foi descartado. 700
pl de tampao RW1 foram adicionados a coluna de rotagao RNeasy, centrifugados
por 15 s a 28000 x g descartando-se o fluxo. 500 ul de tampao RPE foram
adicionados a coluna de rotacdo RNeasy, centrifugados por 15 s a 28000 x g e o
fluxo descartado. 500 ul de tampao RPE foram novamente adicionados a coluna de
rotacédo RNeasy e centrifugados por 2 min a 28000 x g. A coluna de rotagédo RNeasy
foi colocada em um novo tubo de coleta de 1,5 mL. Foram adicionados 30-50 ul de
agua sem RNase diretamente a membrana da coluna de rotagao e centrifugados
por 1 min a 28000 x g para eluir o RNA.

A analise quantitativa (ng/uL), pureza e integridade do RNA isolados foi
avaliada em gel de agarose a 1,5% corado com brometo de etideo. A quantificagao

do RNA foi realizada por espectrofotometria e a pureza determinada pela relagao
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A260nm/A280nm (Sambrok e Russel, 2001), utilizando 1 pl de amostra para leitura
no espectrofotdmetro Nanodrop Microvolume Quantification of Nucleic Acids. Apés
a quantificacao as amostras foram tratadas com 3 pL da enzima DNAse incubando
10 minutos a 65°C para posterior sintese de cDNA e estabilizacdo da amostra.
Foram extraidas 3 repeticdes das amostras de RNA das raizes de plantulas de cada

tratamento.

4.2.3.3. Sintese de cDNA

A sintese do cDNA foi realizada utilizando-se o kit SuperScript™ Ill Reverse
Transcriptase (Invitrogen). Para a reagao foram utilizados um volume aproximado
de 5000 ng de RNA total (x pL), 250 ng/ yL de Random Primer (1 pL), 10mM de
dNTP (1 pL) e agua ultrapura (H20 para PCR y uL). O volume total da reagao foi
de 13 L. Incubou-se a 65°C por cinco minutos no equipamento AB Applied
Biosystems® Veriti® 96-Well Thermal Cycler, em seguida colocou-se em gelo por
um minuto. Apds esse periodo fez-se uma breve centrifugagéo e adicionaram-se
0s seguintes reagentes: 4 uL de tampéao de reacgéo (5x First — Strand Buffer — 250
mM Tris HCL); 1 yL de DTT 100mM; 1 yL de RNase OutTM Recombinant RNease
Inhibitor (40U/ pL) e 1 puL de SuperscriptRM Il RT (200U/ pL). O conteudo foi
misturado por pipetagens e incubado por 10 minutos a temperatura de 25°C, 60
minutos a 50° C e a inativou-se a reagao por aquecimento a 70° C por 15 minutos
no equipamento Applied Biosystems® Veriti® 96-Well Thermal Cycler.

A integridade do material isolado foi avaliada por PCR Convencional e gel
de agarose a 1,5% corado com brometo de etideo.

4.2.3.4. PCR em tempo real (RT-qPCR)

A RT-gPCR foi realizada no termociclador StepOne™ Real-Time PCR
System (Applied Biosystems) usando o SYBR Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems). A reacao de PCR foi composta de: 7,5 ul de SYBR Green PCR Master
Mix, diferentes concentracdes para cada par de iniciadores e 1,0 ul de cDNA molde
nas seguintes diluicoes de (1:4, 1:8 e 1:16) em um volume final de reacao de 15 pl.

Os ciclos foram realizados com as seguintes condigdes: 2 minutos a 95°C, seguido
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de 40 ciclos de 20 segundos a 95°C e 30 segundos a 58°C. Para cada amostra de
cDNA foram realizadas trés reagdes da RT-qPCR obtendo assim trés réplicas
técnicas para validagdo dos resultados da expressao relativa dos genes. Os
resultados foram analisados estatisticamente pelo software qBase e os graficos

plotados com auxilio do GraphPad Prism.
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5. RESULTADOS

5.1. Caracterizacao dos acidos humicos

As principais fungdes quimicas relacionadas a composi¢do molecular dos
AH foram estudadas com o uso da espectroscopia de '*C-CPMAS NMR. O espectro
dos acidos humicos pode ser observado na Figura 1. O Quadro 2 apresenta o
resultado da integragdo dos principais deslocamentos quimicos. O espectro da
amostra de acidos humicos mostrou a presenga de um ombro alargado com centro
ao redor de 30 ppm que corresponde a grupamentos alifaticos do tipo CH2. Em 55,8
ppm foi observado um sinal forte e estreito indicando a presenga de grupos
metoxilicos (OCH3) provenientes de estruturas de ligninas. Em 73 ppm foi
observado um ombro de absorgéo tipico de C-O alquilico e estruturas peptidicas.
O carbono anomérico em 104,7 ppm esteve presente em baixas concentracoes. O
carbono do tipo sp? em estruturas aromaticas ndo substituidas teve deslocamento
quimico em 131,6 ppm enquanto os substituidos em 152,3 ppm. Finalmente, os
grupamentos carboxilicos foram observados em 173,7 ppm. Os grupamentos

carboxilicos corresponderam a cerca de 9% da area do espectro.
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Figura 1. Espectro de '3C-CPMAS NMR de 4&cidos humicos isolados de

vermicomposto de esterco bovino.

Quadro 2. Distribuigao relativa (%) dos grupamentos funcionais nas diferentes
regides (ppm) do espectro de '3C-CPMAS NMR da amostra de acidos humicos

isolados de vermicomposto.

Aromatico O-
Caboxilicos190-  O-Arilico nao Alguilicol CH3O/CN alquilico
160 160-145 substitido 110-60 60-45 45-0
145-110
HA 8.8 7.5 19.5 24.6 16.7 22.9

A caracterizacdo da acidez carboxilica foi determinada pela titulagao
potenciométrica (Figura 2), marcada pelo aumento significativo do pH quando o
ponto de equivaléncia foi atingido. O Quadro 3 apresenta as concentragdes e os
pKas dos sitios ionizaveis determinados para as quatro classes de grupos

ionizaveis nas amostras de acidos humicos isolados de vermicomposto. Na faixa
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de pH utilizada no experimento com plantulas de milho 5,8-6,0 a maior parte dos
grupamentos carboxilicos encontra-se inicialmente dissociada (pKa 3,3, 3,6 € 4,8).
Na estrutura das substancias humicas, dentre os grupamentos com caracteristicas
acidas, as carboxilas sdo as que apresentam pKa mais baixos (Canellas et al.,
2005).
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Figura 2. Curvas de titulag&o potenciométrica (NaOH 0,1 mol L") de acidos humicos
isolados de vermicomposto. Correlagao linear entre os valores experimentais e o0s
valores ajustados pelo modelo: R = 0,9873.

Quadro 3. Concentracdo e pKa das quatro classes de sitios ionizaveis nas
amostras de acido humico, determinados em meio NaOH 0,1 mol L.

Concentragao (mol L") pKa
5,30 x 10 pKa1 3,3
3,19 x 10 pKa2 3,6
4,57 x 10 pKa3 4.8
6,14 x 10 pKa4 7,5

5.2. Ensaio com plantas
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5.2.1. Crescimento radicular

As curvas de dose-resposta em relacdo a massa radicular das plantulas de
milho tratadas com os diferentes acidos sao apresentadas na Figura 3. A aplicagao
exdgena de baixas concentragdes tanto de acido acético como do salicilico
promoveu aumento na biomassa fresca das raizes da ordem de 10 e 7%,
respectivamente em relacao ao controle (Figura 3 B e C).
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Figura 3. Curva de resposta da massa fresca de raizes de plantulas de milho em
funcao da concentragao de A: acidos humicos; B: acido acético e C: acido salicilico.
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Figura 4. Aspecto visual das raizes de plantulas de milho em fungéo de diferentes
concentragdes (mM C L) de A: acidos humicos (mM L-"); B: acido acético e C:
acido salicilico (mM L")

A massa fresca das raizes de plantulas de milho em fungéo das diferentes
concentragdes de todos os acidos organicos apresentou um modelo polinomial de
segunda ordem (quadratico) com R? elevado. Em baixas concentragbes os acidos
organicos de cadeia curta e aromaticos promoveram aumento da biomassa, porém
em concentracbes mais elevadas foi observada a diminuicdo do crescimento
radicular (Figura 3 B e C; Figura 4). No tratamento com os acidos humicos a
concentracao mais elevada também apresentou massa radicular maior em relagcao

ao controle.

5.2.2. Variagao do pH do meio de crescimento das plantulas

A imposigao dos tratamentos (diferentes concentragdes de acidos organicos)
foi realizada com pH do meio de crescimento ajustado para 5,8. O pH do meio foi

monitorando diariamente e sua variagao pode ser observada na Figura 5.
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O pH do meio de crescimento das plantulas tratadas com AH sofreu um
decréscimo exponencial estabilizado em valores abaixo do controle em 80 h de
tratamento nas concentragdes de 8 e 16 mM L-'. Na concentragdo mais elevada de
acidos humicos (16 mM C L") os valores de pH permaneceram muito préximos do
controle. A maior diferenca em relacdo ao controle foi observada com a
concentragdo de 8 mM C L' ou seja com pH final mais acido. A concentragdo de 2
mM C L' apresentou uma variagdo erratica com decréscimos no inicio do
experimento e aumento do pH no final. A adigdo de acido salicilico (Figura 5C)
promoveu um abaixamento do pH da solucdo de crescimento em todas as
concentragdes utilizadas. No entanto, o pH do meio de crescimento das plantulas
controle foi menor do que em todas as concentragdes de acido salicilico. O acido
acético nas concentracgdes de 0,4 e 4 mM L' promoveu a alcalinizagdo do meio de
crescimento das plantulas (Figura 5 B). Nas concentragcbes menores de acido
acético o pH do meio permaneceu acido, porém mais elevado do que o pH do meio

controle.

5.2.3. Avaliagao da acidificagao do citoplasma

O uso da sonda BCECF AM permitiu observar a mudanga no pH do
citoplasma em fungéo dos tratamentos com os diferentes acidos utilizados nesse
experimento. A Figura 6 apresenta a fluorescéncia das células das raizes
visualizada pela microscopia 6tica. Foi possivel observar nas células das raizes das
plantulas controle a maior emissao de fluorescéncia indicando pH préximo da
neutralidade. O uso de acidos humicos na concentragdo de 8 mM C L' promoveu
uma forte acidificacdo do citoplasma demonstrado pelo desaparecimento quase
completo da emissao de fluorescéncia da sonda (Fig 6B). Com a concentragao mais
elevada (16 mM C L") a acidificagdo promovida no citoplasma foi menor (Fig 6C).
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Figura 6. Fluorescéncia da sonda BCECF, AM 2’ 7’-Bis-(2-carboxietil)-5(6)-
carboxifluoresceina em células da ponta de raizes de plantulas de milho tratadas
ou nao (controle) com diferentes concentragdes de acidos organicos. A: controle;
B: acidos hiimicos 8 mM C L-': acidos hiimicos 16 mM L-'; D: &cido acético 0,4 mM
L-'; E: acido acético 4 mM L-; F: acido salicilico 0,4 mM L-'; G: acido salicilico 1,2
mM L. Os segmentos radiculares foram cortados manualmente; o uso da sonda

foi descrito no material e métodos e as imagens foram obtidas em microscopio ético
da Zeiss com aumento de 20x.




30

O 4&cido acético em baixa concentragdo (0,4 mM L) nao alterou
significativamente o pH das células em comparagédo com o controle (Figura 6D)
mas provocou forte acidicagdo do citoplasma na maior concentragédo (4 mM L")
com desaparecimento quase completo da fluorescéncia do sonda (Figura 6E). O
acido salicilico promoveu acidificacdo do citoplasma nas duas concentragdes
utilizadas (Figura 6F e 7G).

5.2.4. Avaliagao da expressao diferencial da ShnRK2.2, malato desidrogenase
e Fatores de transcricao WRKY

A expressao diferencial dos genes da proteina quinase SnRK2.2
(serina/treonina quinase relacionada a sacarose nao fermentativa SNF) e MDH
(malato desidrogenase) nas raizes de plantulas de milho em fungéo de diferentes
concentracdes de acidos humicos e dos acidos acético e salicilico € mostrada na
Figura 7. O nivel de transcrigao dos fatores de transcrigdo WKRY foi determinado
somente no tratamento com &cidos hiimicos na concentragido de 4 mM C L' e pode
ser observado na Figura 8 a partir da analise do transcriptoma das raizes.

Todos os acidos orgéanicos aplicados no meio de crescimento das plantulas
de milho promoveram aumento da expresséo relativa do gene SnRK2.2 em relagao
ao controle. O acido acético aumentou a expressdo da SnRK2.2 entre 5 e 3,75
vezes em relagdo ao controle na concentracédo de 4 e 0,4 mM L™, respectivamente.
O 4&cido salicilico na concentragdo de 0,4 mM L' foi o que proporcionou o menor
aumento da expressao diferencial da SnRK2.2 em relagdo ao controle. No
tratamento com os acidos humicos o aumento na expressao diferencial da SnRK2.2
foi de 2,8 e 3,2 vezes em relagédo ao controle nas concentragdes 8 e 16 mM C L™,
respectivamente. Da mesma forma, todos os tratamentos induziram a expressao

relativa da malato desidrogenase (MDH) (Figura 7B).
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Figura 7A: Expressao da transcricao diferencial dos genes SnRK2.2
(serina/treonina quinase relacionada a sacarose nao fermentativa SNF) em raizes
de plantulas de milho tratadas com diferentes acidos organicos. B: expressao
diferencial da MDH (malato desidrogenase). AH: acidos humicos [8 e 16 mM C L-
); AA: acido acético (0,4 e 4 mM L"); AS: acido salicilico [0,4 e 1,2 mM L. A
expressao foi normalizada em relagéo ao tratamento controle (controle = 1). Os
dados representam a média e as barras o desvio padrdo (n= 3) em trés
experimentos independentes.



32

No entanto, na concentracdo de acido acético de 4 mM L' foi observado um
aumento de 4,3 vezes em comparagao com o controle. O acido acético na
concentragdo de 0,4 mM L' teve uma expressdo de 2,24 vezes maior que o
controle. Os acidos humicos em ambas as concentracdes utilizadas induziram a
expressdao da MDH ao redor de duas vezes em relagdo ao controle. Nao foi
observada diferenca significativa entre as concentragdes utilizadas. Os fatores de
transcricao WKRY foram encontrados em niveis mais elevados de transcricao nas
plantulas de milho tratadas com 4 mM C L' em relagéo ao controle (Figura 8). Os
niveis de transcrigdo variaram de 2 vezes em relagdo ao controle para os fatores
de transcricdo WKRY 54, 69 e 70 até perto de 4,5 vezes para os fatores de
transcricdo WKRY 40, 70 e 74 em relagao ao controle.

Control related expression
=N N
a N o
| | |

o
[6)} -
1 1

o

WRKY WRKY WRKY WRKY WRKY WRKY WRKY WRKY WRKY
11 33 40 51 54 n69 70 74 75

Figura 8. Analise da transcrigao diferencial dos fatores de transcricdo WRKY em
raizes de plantulas de milho tratadas com 4 mM C L' de acidos hiimicos isolados
de vermicomposto.
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6. DISCUSSAO

A intensificacdo da agricultura focada principalmente em produtividade tem
aumentado o efeito da acao dos diferentes tipos de estresses abidticos. Com as
mudancgas climaticas o desafio de proteger as lavouras contra os estresses é
fundamental principalmente para as economias de base agricola. O pré-
condicionamento de plantas pode ser uma estratégia importante na protecao das
lavouras. O pré-condicionamento significa aumentar a tolerancia da planta em nivel
celular melhorando seu desempenho contra agentes de estresse com a aplicagéo
de agentes quimicos e/ou biolégicos para elicitar essa resposta (Agathokleous et
al.,, 2018). Os AH também podem ser usados para a sensibilizacdo ou pré-
condiconamento de plantas para o aumento das respostas aos diferentes tipos de
estresse como salinidade, seca e toxicidade de metais pesados (Canellas et al.,
2020). Esse trabalho apresenta resultados de um possivel mecanismo responsavel
pela indugdo de respostas pelos acidos humicos envolvendo o mecanismo de
resposta ao estresse de acidos fracos.

Os acidos humicos isolados de vermicomposto apresentaram caracteristicas
quimicas semelhantes aqueles com elevada atividade bioldgica devido a presenca
de sinais de elevada intensidade em 56, 130 até 150 e 174 ppm no espectro de
13C-CPMAS NMR no estado sdlido (Aguiar et al., 2013a; de Aquino et al., 2019). A
quantidade elevada de grupamentos carboxilicos foi observada tanto por NMR
(Figura 1) como pelas curvas de titulagcdo potenciométrica (Figura 2) revelando a

presenca de comportamento tipico de polieletrdlito de acido fraco dos acidos
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hamicos quando em solugao. O conteudo de grupos COOH encontrado foi dentro
da faixa normalmente encontrada para acidos humicos isolados de vermicomposto
(Masini et al., 1998; Landgraf et al., 1999). Na faixa de pH do meio de crescimento
das plantas (5,8) é possivel indicar a presenga de formas nao dissociadas de
grupamentos COOH (Quadro 3).

A suspensao de acidos humicos nas concentragdes de 8 e 16 mM de C L'
promoveu o incremento na biomassa radicular das plantulas de milho em relagao
ao controle (Figura 3). Embora a aplicagédo de SH possa estimular o crescimento e
desenvolvimento das plantas, o efeito de estimulagdo pelos acidos humicos
depende da concentragao, da fonte de isolamento, do tipo e da idade da planta
(Nardi et al., 2009). De modo geral, 0 aumento médio observado na massa seca de
raizes em resposta a tratamentos com acidos humicos foi de cerca de 20%,
independente das condigdes experimentais, conforme a meta analise realizada por
Rose et al. (2014). A faixa de estimulo encontrada para aumento da massa fresca
da raiz nesse experimento foi de 50 a 80% (Figura 3) em relagao ao controle. A
atividade de promocao do crescimento radicular de milho pelos acidos humicos foi
relacionada com a promogéao da atividade das bombas de prétons membranares e
com a teoria do crescimento acido (Canellas et al., 2002; Zandonadi et al., 2007).
A expressao diferencial dos genes ZmMHA2 que codificam a sintese da H*-ATPase
de membrana plasmatica bem como a atividade hidrolitica dessa enzima foi
realizada previamente a este trabalho e os dados podem ser encontrados no anexo
1. O abaixamento significativo do pH do meio de crescimento (Figura 5) nos
tratamentos com acidos humicos € uma evidéncia indireta do acionamento das
bombas de prétons uma vez que essa correlagao ja foi obtida experimentalmente
(Aguiar et al., 2013b).

A promogao do crescimento associada ao uso de baixas concentragdes de
acido acético podem ser atribuidos a ativacdo da via de sinalizacdo do acido
jasménico que além da promogéo do crescimento conferiu tolerancia a seca em
diferentes tipos de plantas incluindo milho (Kim et al., 2007). Aplicagbes exdgenas
de acido salicilico ou similares tém sido sempre relacionadas com a estimulagao do
mecanismo de defesa das plantas (Campos et al., 2004). Altas concentrag¢des de
acidos organicos reduziram o crescimento radicular entre 20 e 26% em relagao ao

controle (Figura 3 B e C). Concentragbes de acido acético acima de 4 mM e de



35

acido salicilico acima de 1,2 mM levaram a morte das plantulas (dados néao
apresentados).

O principal efeito de curto prazo dos acidos organicos nas células é o
decréscimo do pH do citoplasma pela dissociagao de grupos COOH. O decréscimo
do pH do citoplasma com a adigdo de acidos organicos de cadeia curta foi
monitorado pela sonda BCECF AM em outros estudos bem como com o uso de
microelétrodos (Felle, 1987; Frachisse et al., 1998). Os acidos humicos na
concentragdo de 8 mM C L' promoveram uma acentuada acidificagdo do
citoplasma em relagdo ao controle (Figura 5). Em concentragdo mais elevada a
acidificagao foi menor como revelado pela maior fluorescéncia da sonda. Com os
acidos organicos de cadeia curta foi observado um efeito contrario, ou seja, em
menores concentragdes (a de estimulo de crescimento) foi observado um pH mais
elevado do citoplasma indicado pela preservagao da fluorescéncia da sonda e em
altas concentracdes (promocao de estresse e redugéo do crescimento celular) foi
observada a acidificagao significativa do citoplasma uma vez que a sonda é
especifica para citoplasma (Horn et al., 1992).

De acordo com Felle e Johannes (1990) acidos organicos lipofilicos entram
na célula somente na forma nao dissociada e a sua concentragdo exdgena
determina a magnitude da mudanga do pH intracelular. Além disso, foi observado
um efeito transiente da acidificacdo, uma vez que a capacidade tampéao celular é
acionada. No presente trabalho foram observadas mudangas permanentes no pH
citosdlico uma vez que as observagdes com a sonda foram realizadas com sete
dias de exposigcao aos tratamentos e 30 min de incubagdo com a sonda e 24h de
fixagado (ver material e métodos). Curiosamente, Frachisse e colaboradores (1998)
observaram um efeito de longo prazo na acidificagdo do citoplasma por acidos
graxos em comparagao com o efeito mais transitério proporcionado pela exposi¢cao
das plantas ao acido propidnico. Nebbioso e Piccolo (2009) demonstraram que a
maior quantidade de grupos COOH das substancias humicas foi encontrada em
cadeias saturadas e insaturadas de acidos graxos.

E possivel fazer muitas interpretacdes sobre o significado da importancia
fisiolégica da acidificagao intracelular. Hagendoorn et al. (1994) mostraram a
correlagcao entre a ativagao do metabolismo secundario e o abaixamento do pH do
citoplasma em diferentes espécies de plantas, evidenciando que a acidificagao do
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pH do citoplasma nao € uma condigao necessaria para o estimulo do metabolismo
secundario e sim uma consequéncia do aumento da concentragdo dos compostos
fendlicos. Pelagio-Flores et al. (2017) mostraram que a inoculagao de plantas com
Trichoderma promoveu a acidificacdo do citoplasma e o acumulo de antocianinas
aumentando o mecanismo de protecdo das plantas contra estresse bidtico. A
acumulagao de compostos fendlicos em plantas tratadas com substancias humicas
foi previamente descrita por Schiavon et al. (2010). Esses autores também
observaram aumento da atividade da fenilalanina aménia liase (PAL) a enzima que
catalisa o primeiro passo da conversado da fenilalanina até acido trans-cinamico.
Acidos humicos isolados de vermicomposto também induziram a atividade da PAL
em pléantulas de alface e tomate (Hernandez et al., 2015; Olivares et al., 2015). A
expresséo diferencial da ZmPAL em plantulas de milho tratadas com 4 mM CL-"
dos acidos humicos utilizados nesse trabalho foi determinada previamente e o
resultado pode ser observado no anexo 2.

Mudancas no pH do citoplasma podem ocorrer devido a uma ampla
variedade de estimulos incluindo horménios vegetais (Felle, 1988; Gehring et al.,
1994; Beffagna et al., 1995), agentes quimicos organicos e inorganicos incluindo
glicoproteinas, oligossacarideos, sulfidrilas (Mathieu et al., 1996) hidrocarbonetos
poli aromaticos (Zhan et al., 2015). Mathieu et al. (1996) demonstraram que a
acidificagcao celular foi controlada por proteinas de fosforilacdo incluindo as H*-
ATPases (Vera-Estrella et al., 1994). Um dos eventos mais estudados sobre os
efeitos fisioldgicos das substancias humicas é a promogao da atividade das bombas
de prétons que modulam o ambiente eletroquimico celular (Zandonadi et al., 2007).
Além disso, os prétons foram descritos por Felle (2001) como mensageiros
celulares importantes na transdugao da cadeia de sinalizagdo para ativagcédo de
genes de defesa em plantas.

O abaixamento do pH do citoplasma pode ser um componente da rede de
sinalizacdo e interagir com outros mensageiros secundarios e mudar a
concentragédo de Ca?* no citosol e o potencial de membrana (Mathieu et al., 1996).
O pulso de aumento de Ca?* no citoplasma em plantulas de arroz tratadas com
acidos humicos isolados de vermicomposto foi observado anteriormente por Ramos
et al. (2015) usando a microssonda eletrénica vibratil (SIET). O inicio da transdugao

de sinal inclui mudangas fisiolégicas como o aumento de Ca?* no citoplasma e
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utiliza a via de fosforilagdo. As proteinas de fosforilagdo e desfosforilagdo sdo a
mais ativa modificagdo poés-translacional que causa a ativagao e a inativagao de
proteinas e seus processos (van Bentem e Hirt, 2007). A fosforilagao de proteinas
tem um papel central na sinalizacao celular e as proteinas quinases e as fosfatases
catalisam a fosforilagdo e a desfosforilagdo de substratos especificos,
respectivamente.

As proteinas quinases regulam multiplos processos nas plantas incluindo
metabolismo, ciclo celular, respostas hormonais e diferentes estresses (Crozet et
al., 2014). A proteina quinase SNF1 é considerada um elemento crucial na
regulacao da resposta ao estresse, ja que modula a transcricdo, o0 metabolismo e
o desenvolvimento e a sobrevivéncia por meio do controle do balango energético
da célula (Polge e Thomas, 2007). O nivel de transcrigao da SnR K2.2 foi maior nas
plantulas tratadas com os acidos humicos e os acidos organicos (Figura 7A). Foi
mostrado anteriormente que acidos humicos aumentam a atividade e expressao
das proteinas quinases dependentes de calcio (CDPK) (Ramos et al., 2015). Além
disso, foi observado que acidos humicos promoveram o aumento da expressao da
TOR quinase (Canellas et al., 2019) o complexo que regula o nivel de agucares e
aminoacidos necessarios para a proliferacao celular (Robaglia et al. 2012). As
proteinas SnRK s&o um integrador central do nivel energético e das respostas
contra estresse, pois modulam mais de 1000 genes através da fosforilagdo de
varios fatores de transcrigdo incluindo muitos fatores de transcrigao do tipo WRKY
(Baena-Gonzalez et al., 2007).

A rede de transducgao de sinal em resposta aos estresses abibticos € muito
complicada, mas ha um certo consenso de que os fatores de transcricido podem
interagir com as proteinas quinases em uma resposta de via simples (Lan Thi
Hoang et al., 2017). O genoma das plantas tem um grande numero de fatores de
transcricao pertencentes a grandes familias multigénicas, tais como, NAC, bZip e
WRKY. Os fatores de transcrigao WRKY séao proteinas que se ligam ao DNA e tém
papel central nos mecanismos de defesa da planta e nas respostas contra
estresses abiodticos, mas também contribuem para o controle do desenvolvimento
das plantas (Zhou et al., 2008) e do metabolismo secundario (Westphal et al.,
2019). O fator de transcrigao WRKY 33 foi regulado positivamente no transcriptoma

de plantas com acidificacdo do apoplasto (Lager et al., 2010) e do citoplasma
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(Westphal et al., 2019). Foi demonstrado previamente que o WRKY23 foi
necessario para o crescimento apropriado da raiz e responsavel pela estimulagao
da biossintese localizada de flavondis, ou seja, de polifendis que regulam o
transporte de auxina (Grunewald et al., 2012). De acordo com esses autores, a
expressao do WRKY23 é controlada pela auxina através de um fator de resposta a
auxina (ARF7 e ARF9). O fator de transcricado ZmWRKY33 pertencente ao grupo
WRKY | teve a expressdao modificada em resposta a diferentes tipos de estresses
abidticos (Li et al., 2013), incluindo deficiéncia nutricional (Devaiah et al., 2007). O
fator de transcrigao WRKY75 foi o primeiro membro da familia envolvido na reposta
da deficiéncia de fosforo incluindo a promogao da sintese de transportadores de
fosfato de alta afinidade e emergéncia de raizes laterais. Acidos humicos foram
capazes de induzir a expressao de transportadores de fosfato de alta afinidade
mesmo em condi¢cdes de concentracao elevada de fosfato no meio de crescimento
(Jindo et al., 2016). A ativagao de transportadores de fosfato de alta afinidade por
fatores de transcricdo WRKY45 também foi mostrada por Wang et al. (2014). Varios
tipos de fatores de transcricdo WRKY tiveram expressao elevada em relagao ao
controle nas raizes de plantulas de milho tratadas com acidos humicos (Figura 8).
A analise da expressao diferencial por RT gPCR ainda esta em processamento.

A regulacao de genes mediada por pH inclui varios tipos de genes incluindo
aqueles em resposta a estresses bidticos e abidticos e defesa associada a
horménios. Estes incluem o acido salicilico que é um sinalizador central na resposta
contra patdégenos (Lager et al., 2010). O acido salicilico e o abscisico estédo
intimamente conectados com a defesa da planta e na tolerancia ao estresse
abidtico, respectivamente, e varias pesquisas tém focado essas cascatas de
sinalizagao na regulagao dos fatores de transcricdo WRKY (Rushton et al., 2012).
Os fatores de transcricao WRKY podem regular a biossintese de compostos da via
do acido chiquimico (Naoumkina et al., 2008; Guillaumie et al., 2010) aumentando
a producgao de flavonoides, ligninas (Besseau et al., 2007). Essa interagao foi
reforgada pelos resultados que demonstraram que o estresse osmotico pode induzir
a sintese de proteinas quinases mediadas por acido salicilico (Mikotajczyk et al.,
2000). O efeito dos acidos humicos sobre a via do acido chiquimico € bem

conhecido e foi mencionado anteriormente.
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Finalmente, os mecanismos que contribuem para a regulagao do pH celular
nas plantas podem ser simplificados em dois tipos. O mecanismo baseado na
regulacao metabdlica, i.e., pH bioquimico € um componente critico da regulagcéo do
pH do citoplasma. Compostos do metabolismo bioquimico sao liberados para atuar
como tampao celular. Entre eles se encontram aqueles capazes de produzir
reagoes de carboxilagdo e descarboxilagdo como o malato (Felle, 2001). O nivel
elevado da expressao génica da enzima malato desidrogenase foi observado em
todos os tratamentos (Figura 7B). O controle do pH pode ser exercido pela
carboxilagéo (consumo de OH), que é estimulada em pH elevado e descarboxilagéo
(producao de OH) em pH baixo. A enzima malica realiza esse processo. O segundo
componente da regulagdo do pH é biofisico e relacionado com o transporte
transmembranar de H* entre o apoplasto, citoplasma e o vacuolo. Esse transporte
¢é facilitado pela atividade das bombas (V, P H*-ATPase e pirofosfatase) que séo

coordenadamente moduladas por acidos humicos (Zandonadi et al., 2007).
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7. CONCLUSOES

Os acidos humicos da mesma forma que os acidos organicos (acético e
salicilico) induzem uma resposta similar a resposta de estresse por acido fraco. Os
acidos humicos promoveram a acidificacdgo do pH do citoplasma como
demonstrado com o uso da sonda BCECF AM sugerindo que este abaixamento do
pH possa estar relacionado com a cascata de sinalizagdo uma vez que a proteina
quinase SnRK2.2 teve seu nivel de transcrigdo elevado em todos os tratamentos.
Os fatores de transcricado WRKY foram também encontrados em nivel
significativamente maior que o controle em todos os tratamentos. Esses fatores de
transcricdo foram acionados em resposta ao estresse de acido fraco demonstrado
por outros autores. Como esperado, a expressao da enzima MDH relacionada
atividade da malato desidrogenase foi encontrada em nivel mais elevado do que o
controle em todos os tratamentos ja que a regulagéo do pH intracelular envolve um
componente bioquimico, além das bombas de H*, relacionado a regulagdo de

multiplos processos nas plantas incluindo metabolismo.
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Figura 9. A expresséo diferencial dos genes ZmMHA2 que codificam a sintese da

H+-ATPase de membrana plasmatica.
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Figura 10. A expressao diferencial da ZmPAL em plantulas de milho tratadas com
4 mM CL™" de acidos himicos de vermicomposto.



