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RESUMO

As substancias humicas, em solugdo, modificam a arquitetura radicular das plantas,
porém os mecanismos dessa agao ainda nao sao claros. O objetivo desse estudo foi
avaliar alteragbes na morfogénese da raiz, de plantulas de Arabidopsis thaliana,
provocadas pela adigdo de acidos humicos (AH) na solugao nutritiva, comparadas
ao efeito da auxina acido indol-3-acético (AlA). Para tanto, foi conduzido um
experimento no delineamento em blocos casualizados utilizando-se diferentes
concentragdes de AH isolados de vermicomposto (0, 40, 80, 160 e 320 mg L") e AIA
(0; 0,005; 0,01; 0,02 e 0,04 mmol L™). Foram encontradas respostas diferentes na
capacidade de estimular a emergéncia de raizes laterais. Com o uso do AlA foi
verificado aumento linear (P<0,0142) entre o numero de raizes laterais emergidas e
o aumento da concentracdo, enquanto que com AH foi observada resposta
quadratica (P<0,0278). O AIA induziu aumento quadratico no comprimento total das
raizes (P<0,0171), enquanto que as plantas tratadas com 40 mg L"'de &cidos
humicos exibiram maior comprimento da raiz principal do que as plantas-controle.
Os acidos humicos modificaram a morfologia das plantulas de Arabidopsis thaliana;
entretanto, seus efeitos ndo podem ser explicados somente pela acdo da auxina.
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BIOACTIVITY OF HUMIC ACIDS ON Arabidopsis thaliana
ABSTRACT

The humic substances in solution modify the root architecture of plants, however the
mechanisms of this action are not yet clear. The aim of this study was to evaluate the
effect of humic acids (HA) on the root morphogenesis of Arabidopsis thaliana plants
compared to those of the auxin Indole-3-acetic acid (IAA). Therefore, an experiment
was conduced in a completely randomized design with the following treatments:
control; IAA concentrations: 0.005; 0.01; 0.02 and 0.04 mmol L' and HA
concentrations: 40, 80, 160 and 320 mg L. Different responses in the capacity of
stimulating the emergency of lateral roots were found. It was observed a linear
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regression (P<0,0142) between lateral root number and the increasing
concentrations, with the use of auxin, while for HA a quadratic (P<0,0278) response
was observed. The auxin induced a quadratic (P<0,0171) increase in total root
length, while the plants treated with 40 mg L' of HA exhibited higher principal root
length than the control plants. The humic acids modify the morphology of Arabidopsis
thaliana seedlings; however their effects could not be explained only by auxin action.

KEY-WORDS: auxin, humic acid, indole-3-acetic acid, lateral roots

INTRODUGCAO

A matéria organica humificada influencia as propriedades quimicas, fisicas e
bioldgicas do solo. A capacidade de promogéo do crescimento vegetal (bioatividade)
que as substancias humicas (SH) apresentam esta adquirindo nova importancia em
funcdo da necessidade de redesenho de alternativas para a agricultura organica ou
sustentavel.

As SH exercem forte estimulo no crescimento radicular em plantulas de milho,
aumentando o numero de sitios de mitose e de raizes laterais emergidas e a area
superficial (CANELLAS & SANTOS, 2005). Em Arabidpsis thaliana, foi observado
efeito de SH no aumento do numero de raizes laterais e de pélos absorventes
(DOBBSS et al., 2007; SCHMIDT et al., 2007). Estas modificagbes na arquitetura
radicular conferem vantagem na absor¢do de nutrientes pouco moveis,
principalmente em solos com baixa capacidade de troca catiénica (HODGE, 2004).

Apesar da promocgao do crescimento vegetal pelas SH ser bem documentada,
0s mecanismos de acgdo ainda precisam ser esclarecidos. Um conjunto de
evidéncias indica que a agdao das SH pode ser comparada com atividade do
hormonio auxina. Uma das evidéncias € a demonstracdo de que SH ativam bombas
de prétons da plasmalema e aumentam a expansao celular de forma analoga ao
observado pela auxina, de acordo com a “teoria do crescimento acido” (CANELLAS
et al., 2002). Esta bioatividade pode ser justificada pela presenca de grupamentos
funcionais com caracteristicas semelhantes a auxina (CANELLAS & FACANHA,
2004). SCHMIDT et al. (2007), entretanto, indicaram que o aumento da densidade
de pélos absorventes, obtido com SH, ndo foi mediado por agdo auxinica. No
trabalho de DOBBSS et al. (2007), as SH também nao apresentaram efeito similar
ao AIA na concentragdo de 0,001 mmol L. No presente trabalho, diferentemente da
abordagem de DOBBSS et al. (2007) e de SCHMIDT et al. (2007), foram usadas
diferentes concentracbes de AIA para serem comparadas com as diferentes
concentragcbes de SH. Outra diferenca entre estes trabalhos esta relacionada com a
origem das SH; no presente trabalho a fonte foi vermicomposto, enquanto que
DOBBSS et al. (2007) e SCHMIDT et al. (2007) utilizaram, respectivamente,
oxissolos e turfa de Sphagnum como fonte das SH.

Devido a complexidade estrutural das SH e heterogeneidade do
comportamento quimico em solucdo, € possivel que a presenca de varios tipos de
substancias capazes de promover o desenvolvimento vegetal apresentem respostas
diferentes das normalmente observada com auxina.

A planta modelo de estudos de Genética e Fisiologia Vegetal, Arabidopsis
thaliana, oferece diversas facilidades que justificam seu amplo uso nas pesquisas
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cientificas, tais como reduzidos tamanhos da plantula, do ciclo de vida e do genoma
bem caracterizado (ESTELLE & SOMERVILLE, 1986).

Diante do exposto, torna-se importante avaliar o impacto da aplicacédo de
acidos humicos na arquitetura radicular da planta modelo Arabidopsis thaliana, o que
pode permitir a elucidacdo do efeito bioativo destas substancias, bem como gerar
informacgdes aplicaveis a outras plantas de interesse cientifico e agronémico.

OBJETIVOS
Comparar as mudancas na arquitetura radicular de Arabidopsis thaliana
promovidas pela aplicagdo de auxinas e acidos humicos, os quais constituem a
fracao alcalino soluvel das substancias humicas.

MATERIAL E METODOS
Obtencgido dos Acidos humicos

Os acidos humicos (AH) foram isolados de vermicomposto de esterco de curral
com NaOH 0,5 mol L' em atmosfera inerte de N, de acordo com a metodologia
descrita por SCHNITZER & SKINNER (1982). A composicao elementar foi
determinada em analisador automatico CHN (Perkin-Elmer 1483; Perkin-Elmer,
Norwalk, CT, USA). O conteudo de cinzas foi obtido com incineragdao de amostras de
AH a 700°C por 8 horas. Estas amostras foram incineradas em menor temperatura e
durante maior tempo para evitar a formacao de estruturas recalcitrantes de acordo
com as recomendagbes do International Humic Substances Society
(www.ihss.gatech.edu). A acidez total foi estimada usando-se Ba (OH). e a
carboxilica cpm Ca(OAc), de acordo com metodologia descrita por SCHNITZER &
GUPTA (1965). O grau de humificagao foi estimado pela relagdo E+/Es como descrita
por KONONOVA (1982) medindo-se a absorbancia em 465 e 665 nm de uma
solugdo de 20 mg L' de C de AH e NaHCO; 0,05 mol L' em pH de 8,2. A
absorbancia foi mensurada em espectofotdbmetro Shimadzu DMS 8000 (Tokyo,
Japao).

Ensaio com Arabidopsis

As plantas de Arabidopsis thaliana, ecétipo Columbia, foram cultivadas em
sistema hidropénico, constituido de camadas de materiais sobrepostos, como
descrito detalhadamente em DOBBSS et al. (2007). A estrutura de suporte, na qual
as plantas se desenvolveram, foi constituida de: um pedaco de plastico transparente
de 6 cm x 5 cm, sobre o qual as sementes foram colocadas na borda superior; sobre
as sementes e o plastico foi colocado um pedago de tecido, a base de nylon
transparente, e sobre este tecido foi colocado papel de germinagdo. O uso de
materiais transparentes teve objetivo de permitir a captura de imagens sem que
houvesse movimentagao das raizes. Essa estrutura foi envolvida por plastico preto,
que deixava vazadas a superficie superior, por onde emergiam as plantulas, e a
inferior, por onde penetrava agua por capilaridade, para repor a perda por
evapotranspiracao. As estruturas de cultivo foram dispostas na posicao vertical, em
reservatorios individuais de formas de gelo, com agua mantida em nivel constante.
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Cada estrutura recebeu dez sementes de Arabidopsis thaliana, ecétipo Columbia, as
quais, apos a germinagao, passaram por desbaste, deixando-se apenas 5 plantas.

Foi utilizado o delineamento experimental em blocos casualizados com trés
repeticbes e 9 tratamentos: controle; acido indol-3-acético (AIA) nas concentracdes
de 0,005, 0,01, 0,02 e 0,04 mmol L'; e AH nas concentracdes de 40, 80, 160 e 320
mg L™

As plantas receberam solucédo contendo as diferentes concentra¢des de AH ou
auxina a partir do 4° dia apds a semeadura e receberam solugao nutritiva modificada
de HOAGLAND & ARNON (1950) com 2 mmol/L de nitrogénio (pH 5,8), nos 7° e 10°
dias apods plantio. A modificacdo na solugao nutritiva se deu pela substituicdo dos
nitratos de calcio e potassio por nitrato de amoénio, cloreto de calcio e sulfato de
potassio.

No 13° dia apds a semeadura, os envoltérios pretos e os papéis de germinagao
foram retirados, deixando as plantas entre as camadas de plastico transparente e
tecido de polietileno, para a coloragao das raizes com Azul de Toluidina (0,05%). O
uso do corante teve o objetivo de obter-se contraste entre as raizes e o fundo branco
do scanner CanoScan D646U ex (Hong Kong, Canon Inc.) no qual as imagens foram
captadas, e posteriormente convertidas em imagens preto-e-branco 1 bit para serem
analisadas no programa Delta T Scan, que determinou os valores de comprimento
total das raizes, comprimento médio da raiz principal e comprimento médio das
raizes laterais. O numero total de raizes laterais foi determinado através de
contagem visual nas imagens.

Os efeitos das regressdes lineares e quadraticas, das concentragdes de AH ou
AIA na morfologia radicular, foram submetidos a analise de variancia, usando o teste
F (P<0,05). Para as variaveis sem efeito significativo para regressao, foi feito o teste
de Dunnett.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Os AH isolados do vermicomposto apresentaram conteudo baixo de carbono
(485 g kg') e elevado de nitrogénio (32 g kg™'), enquanto os contetdos de hidrogénio
e oxigénio (56 e 420 g kg™, respectivamente) sdo normalmente encontrado em AH
(CANELLAS et al., 2002; CANELLAS & FACANHA, 2004). A acidez total de 666
cmol. kg™ é elevada e a maior parte constituida pela acidez carboxilica (450 cmol,
kg™). A andlise das cinzas revelou: Si - 13,07 g kg™, Fe - 9,78 g kg™', Al - 0,319 g kg™,
Zn - 0,042 g kg' e Cu - 0.012 g kg™'. O parametro utilizado para avaliar o grau de
humificagcdo dos AH foi a relacdo E./Es. Esta relacido, normalmente € menor que 4
para acidos humicos e entre 4 e 9 para acidos fulvicos (KONONOVA, 1982) Os AH
isolados do vermicomposto apresentaram valores elevados para a relacao E4/Eg, i.e.,
proximo de 6 e tipica de valores normalmente encontrados para acidos fulvicos de
solos (CANELLAS et al., 2002).

O uso de auxina induziu respostas lineares em relagdo ao aumento do niumero
de raizes laterais (Figura 1A). Comportamento similar para as concentragdes
estudadas foi observado por DONG et al. (2006).

A analise de variancia revelou significancia da regresséo quadratica entre as
concentracbes de AH e numero de raizes laterais (Figura 1B) e a concentragao
calculada de maximo estimulo foi 213 mg AH L. Efeitos semelhantes foram
observados por RAUTHAN & SCHNITZER (1981) com acidos fulvicos sobre a
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massa de raizes de pepino, com a concentragdo de 300 mg L™ resultando no maior
estimulo, e efeito inibitério nas concentracbes acima desta. DOBBSS et al. (2007),
trabalhando com &cidos humicos, fulvicos e huminas de diferentes oxisolos,
observaram também efeito quadratico das concentragdes de acidos humicos e
fulvicos sobre a densidade de raizes laterais das plantas de Arabidopsis thaliana,
cultivadas no mesmo sistema de cultivo utilizado neste experimento, o0 que indica a
possibilidade da presenca de substancias com atividade hormonal na matéria
organica oriunda destes solos.
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FIGURA 1. Numero de raizes laterais em Arabidopsisi thaliana em diferentes
concentragdes de (A) de AlA e (B) acidos humicos (AH).

O maximo efeito calculado dos AH na formacao de raizes laterais € comparavel
ao efeito obtido com 0,01 mmol L' de AIA, no presente trabalho. Estes resultados
estdo em concordancia com os de DOBBSS et al. (2007), que também observaram
maior formacgao de raizes laterais com SH do que com AIA na concentragao de
0,001 mmol L, a qual foi a Gnica concentragdo usada no trabalho destes autores. O
uso de diferentes concentracbes de AIA, no presente trabalho, permitiu a
observagdo de uma diferenca consideravel entre as acdes de auxina e AH, na
formacdo de raizes laterais, com efeito linear e quadratico para AIA e SH,
respectivamente.

A variagao do comprimento total das raizes apresentou comportamento tipico
de dose-resposta com AIA (Figura 2) no qual foi observado significAncia para
regressao quadratica.
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FIGURA 2. Comprimento total de raizes de Arabidopis thaliana em diferentes
concentracdes de acido indol-3-acético (AlA).

Nao foi verificado efeito significativo das regressdes entre as concentracdes
tanto dos AH como AIA em relagdo ao comprimento médio das raizes laterais e da
raiz principal. Contudo, em comparagao com as plantas-controle, o AlA apresentou
tendéncia de diminuir o comprimento da raiz principal, como esperado (DONG et al.,
2006), embora sem significancia estatistica, enquanto que os AH tenderam a induzir
o aumento desta variavel em todas as concentracbes estudadas, com efeito
significativo para a concentragdo de 40 mg L™ (Tabela 1). A figura 3 também
apresenta os efeitos opostos do AlA e dos AH sobre o comprimento da raiz principal
de Arabidospsis thaliana.

TABELA 1. Médias do comprimento da raiz principal Arabidospsis thaliana tratadas
com concentragées de acido indol-3-acético (AlA) e acidos humicos
(AH). Médias seguidas da mesma letra do controle ndo diferem
significativamente (P<0,05), pelo teste de Dunnett.

Tratamento Médias (mm) Diferengas 5%
Controle 36,12 0% B
AlA 0,005 mmol L™ 28,60 -21%

AIA 0,01 mmol L™ 29,26 -19% B
AlA 0,02 mmol L™ 31,98 -14% B
AlA 0,04 mmol L™ 28,11 -22% B
AH 40 mg L™ 52,84 +46% A
AH 80 mg L™ 42,63 +18% B
AH 160 mg L™ 46,34 +28% B
AH 320 mg L™ 46,86 +30% B
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Os resultados do presente trabalho estdo em concordancia com a indicagao de
que os efeitos das SH nao podem ser explicados apenas pela agao auxinica
(DOBBSS et al., 2007; SCHMIDT et al., 2007). No trabalho de DOBBSS et al. (2007)
o crescimento da raiz principal também foi promovido por algumas SH. As
alquilamidas, uma nova classe de compostos com acido hormonal, também
apresentam estimulo do crescimento da raiz principal e de forma independente da
sinalizacdo auxinica (RAMIREZ-CHAVEZ et al., 2004). Desta forma, uma das
hipéteses que se pode formular € que as SH contenham substancias relacionadas
as alquilamidas. O teste desta hipbétese podera indicar novas explicacdes para a
discrepancia entre as agdes das auxinas e das SH no desenvolvimento de raizes.

(A) ®)

P
©

(C)

FIGURA 3. Imagens de plantas de Arabidopsis thaliana nos tratamentos: controle (A),
concentragdo 160 mg L"'de AH (B) e concentragdo 0,04 mmol L™ de AIA (C).

ENCICLOPEDIA BIOSFERA, Centro Cientifico Conhecer - Goiania, vol.6, N.11; 2010 Pag. 7



CONCLUSOES
Os acidos humicos modificam a morfogénese das raizes de Arabidopsis
thaliana provocando aumento quadratico do numero de raizes laterais emitidas, bem
como aumentando significativamente o comprimento da raiz principal na dose de 40
mg L. Portanto, a sua agao sobre as raizes é préxima ao efeito da auxina na planta
modelo Arabidopsis thaliana. Apesar disto, novos estudos sao necessarios para
elucidar os mecanismos atuantes na bioatividade de acidos humicos em plantas.
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