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VASCONCELOS, ANA CAROLINA PEREIRA DE. Nutricio e analise do perfil
transcriptomico por RNA-seq em arroz submetido a aplicacio de bioestimulantes.
2023. 185 f. Tese (Doutorado em Agronomia, Concentracdo em Fitotecnia) — Instituto de
Ciéncias Agrarias, Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia. 2023. !

RESUMO

Apesar de ja terem sido realizados estudos com o uso de bioestimulantes em diferentes
culturas, os resultados obtidos tém sido controversos e com pouca base cientifica, havendo a
necessidade de maiores investigacdes a respeito da eficiéncia nutricional e expressdo de
genes, para melhor elucidacdo dos resultados obtidos. O objetivo deste trabalho foi estudar
o uso de bioestimulantes em plantas de arroz (Oryza sativa L.), investigando seus efeitos
nas respostas nutricionais, no crescimento vegetativo e na expressdo génica por meio de
andlises de sequenciamento de RNA (RNA-seq). O primeiro capitulo teve a finalidade de, a
partir de uma revisdo bibliografica, discutir o uso, os conceitos, os percalcos e os beneficios
dos bioestimulantes na agricultura brasileira e o uso da técnica de anélise transcriptomica
para identificar e validar biomarcadores potenciais, bem como a importancia e a utilizagao
de Oryza sativa L. como planta modelo para estudos génicos. Os capitulos seguintes
consistiram na apresentacio e discussao dos dados obtidos neste estudo. Assim, no Capitulo
2, foram avaliados dois bioestimulantes em suas doses comerciais, um acido monossilicico
(em fase de testes para posterior registro junto ao Ministério da Agricultura) e uma
testemunha. O experimento foi realizado em casa de vegetagc@o pertencente a Universidade
Federal de Uberlandia (UFU). Foram utilizados vasos com 10 dm® de solo classificado
como Neossolo Quartzarénico, utilizando-se a cultivar BRS Primavera. Os produtos foram
aplicados via foliar, no estddio de desenvolvimento V4. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, com seis repeti¢des. Foram determinadas a massa de matéria seca
da parte aérea e os teores e acimulo de macro e micronutrientes. Foram testadas as
pressuposicoes estatisticas dos dados obtidos com os testes de normalidade de Kolmogorov-
Smirnov e de homogeneidade das variancias de Levene, ambos a 0,01 de significincia e
submetidos a andlise de varidncia pelo teste de Tukey, a 0,05 de significancia. De modo
geral, a aplicacdo de bioestimulantes e dcido monossilicico altera os teores foliares de
célcio, manganés, boro e cobre. J4 no Capitulo 3, o experimento foi realizado em casa de
vegetacio, pertencente 2 UFU. Foram utilizados vasos com 10 dm® de solo classificado
como Neossolo Quartzarénico, utilizando-se a cultivar BRS Primavera. Foi avaliado um
bioestimulante, aplicado via foliar, no estidio de desenvolvimento V4. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, com trés repeticdes bioldgicas. A coleta de
material vegetal foi realizada no estddio reprodutivo (R4). As amostras foram colhidas e
imediatamente congeladas em N, liquido, armazenadas a -80° C e encaminhadas para
realizacdo das andlises de RNA-seq. Para a andlise dos dados moleculares foi realizada a
andlise de bioinformatica. Foram identificados 498 genes diferencialmente expressos em
tecido foliar de Oryza sativa L., quando tratadas com o bioestimulante. Para os genes
regulados positivamente, observou-se o aumento de expressio de genes intimamente
relacionados a mecanismos de defesa, respostas a estresses, floracdo, regulacdo de
transcricdo/traducdo génica e metabolismo vegetal. Ja para os genes regulados
negativamente, pdde-se observar principalmente genes relacionados a fotossintese,
respostas a estresses, desenvolvimento e regulagao floral.

Palavras-chave: Agroquimicos de regulacdo hormonal; defesa vegetal; floracdo;
fotossintese; nutricdo mineral; Oryza sativa; RNA-seq; termotolerancia; transcriptoma.
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profile analysis by RNA-seq in rice submitted to biostimulant application. 2023. 185 f.
Thesis (Doctorate’s degree in Agronomy, Focus on Crop Sciences) — Institute of
Agricultural Sciences, Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia. 2023.!

ABSTRACT

Although studies have already been conducted with the use of biostimulants in different
cultures, the results obtained have been controversial and with little scientific basis, with the
need for further investigations regarding nutritional efficiency and gene expression, for
better elucidation of the results obtained. The objective of this work was to study the use of
biostimulants in rice plants (Oryza sativa L.), investigating their effects on nutritional
responses, vegetative growth and gene expression through RNA sequencing analyses
(RNA-seq). The first chapter aimed, from a literature review, to discuss the use, concepts,
setbacks and benefits of biostimulants in Brazilian agriculture and the use of the
transcriptomic analysis technique to identify and validate potential biomarkers, as well as
the importance and use of Oryza sativa L. as a model for gene studies. The following
chapters consisted of the presentation and discussion of the data obtained in this study.
Thus, in Chapter 2, two biostimulants in their commercial doses, a monosylicic acid (in the
testing phase for later registration with the Ministry of Agriculture) and a control were
evaluated. The experiment was carried out in a greenhouse, belonging to the Federal
University of Uberlandia (UFU). Pots with 10 dm® of soil classified as Quartzarenic Neosol
were used, using the cultivar BRS Primavera. The products were applied via leaf, in the V4
development stage. The experimental design was completely randomized, with six
replications. The dry matter mass of the shoots and the contents and accumulation of macro
and micronutrients were determined. The statistical assumptions of the data obtained were
tested, with the Kolmogorov-Smirnov normality tests and the homogeneity of levene
variances, both at 0.01 significance and submitted to variance analysis by Tukey test, at
0.05 of significance. In general, the application of biostimulants and monosylicic acid alters
the leaf contents of calcium, manganese, boron and copper. In Chapter 3, the experiment
was carried out in a greenhouse, belonging to the UFU. Pots with 10 dm? of soil classified
as Quartzarenic Neosol were used, using the cultivar BRS Primavera. A biostimulant was
evaluated, applied via leaf, in the development stage V4. The experimental design was
completely randomized, with three biological replications. The collection of plant material
was performed at the reproductive stage (R4). The samples were collected and immediately
frozen in liquid N,, stored at -80° C and sent for cell transcriptome (RNA-seq).
Bioinformatics analysis was performed for the analysis of molecular data. Differential
expression analyses identified 498 genes differentially expressed in leaf tissue of Oryza
sativa L., when treated with the biostimulant. For up-regulated genes, it was observed the
increase in gene expression closely related to defense mechanisms, stress responses,
flowering, gene transcription/translation regulation and plant metabolism. For down-
regulated genes, it was possible to observe mainly genes related to photosynthesis, stress
responses, plant development and floral regulation.

Keywords: Flowering. Hormonal regulation agrochemicals. Mineral nutrition. Oryza
sativa. Photosynthesis. Plant defense. RNA-seq. Thermotolerance. Transcriptome.

' Supervisor: Prof. Dr. Hamilton Seron Pereira
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1 INTRODUCAO GERAL

O estabelecimento de uma agricultura sustentavel que preserve o meio ambiente
e proporcione seguranga alimentar futura € um fator primordial para o desenvolvimento
da humanidade ante as mudangas climaticas e o declinio das reservas energéticas nao
renovaveis. Diante desse cendrio, novas tecnologias e sistemas de producio sustentaveis
vém sendo estudados, desenvolvidos e adotados em todo o mundo, visando alcangar
maiores produtividades sem aumentar a abertura para exploracdo de novas areas
(LANA; VASCONCELOS, 2015).

Associados a esses sistemas, tem-se observado o uso crescente de agroquimicos
de regulacdo hormonal. Levando em conta a fisiologia da planta, intensificaram-se
estudos sobre os efeitos de substincias organicas modificadoras do desenvolvimento
vegetal, capazes de aumentar significativamente a produtividade. Esse emprego na
agricultura vem se tornando pratica vidvel com o objetivo de explorar o potencial
produtivo das culturas (SILVA et al., 2012).

A evolucdo do conhecimento em nutricio de plantas e praticas racionais de
adubacdo tem possibilitado o continuo crescimento da produtividade dos cultivos e
contribuido de forma decisiva para a producdo de alimentos com maior qualidade
(CASTRO, 2009). Neste contexto, a biotecnologia pode fornecer meios para 0 aumento
da producdo agricola pela aplicacdo do conhecimento molecular em funcdo dos genes e
das redes regulatérias envolvidas na tolerancia a estresses, desenvolvimento e
crescimento vegetal (TAKEDA; MATSUOKA, 2008).

Assim, o uso de produtos que contém reguladores hormonais, como os
bioestimulantes, em doses adequadas, melhora a eficiéncia da planta em inumeros
processos, conferindo-lhe maior capacidade de expressar seu potencial produtivo. Esses
agroquimicos de regulacdo hormonal sdo, em sua maior parte, substincias organicas
complexas capazes de atuar em fatores de transcri¢do e expressdao génica, em proteinas
de membrana e em enzimas metabdlicas incidentes sobre o metabolismo secundario, de
modo a modificar a nutricdo mineral e produzir precursores de hormonios vegetais,
levando a sinteses hormonais e a resposta da planta a nutrientes e hormdnios (CASTRO,
2006).

Neste contexto, o arroz é considerado uma planta modelo para estudos
fisiol6gicos, genéticos e evolutivos (SHIMAMOTO; KYOZUKA, 2002), apresentando

um genoma relativamente pequeno, além de possuir grande colinearidade em relagdo as
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outras gramineas, isto €, conservacdo de genes e de blocos ordenados de genes nos
cromossomos (GALE; DEVOS, 1998).

O sequenciamento do genoma do arroz revolucionou os estudos genéticos e
moleculares da espécie, tornando publicas informacgdes que passaram a serem utilizadas
para o desenvolvimento de marcadores moleculares, predi¢des da funcdo de sequéncias
regulatérias e/ou de genes e dos polipeptideos por eles codificados, dentre outros
(TYAGI et al.,, 2004). No entanto, embora centenas de genes ja tenham sido
identificados em arroz, a fun¢@o de muitos desses genes ainda ndo foi validada (WANG
et al., 2011), principalmente no que diz respeito a eficiéncia nutricional dessa espécie.

A vista disto, a andlise de transcriptoma da célula, ao contrario do genoma, é
dindmico e especifico para um determinado estdgio de desenvolvimento celular ou
condicdo fisioldgica. Dessa forma, estudar o transcriptoma € primordial para interpretar
os elementos funcionais do genoma e revelar os constituintes moleculares das células,
possibilitando a descoberta e o estudo de novos genes promissores que podem participar
na melhoria de muitas espécies de plantas economicamente importantes, sendo o reflexo
direto da expressdo génica, permitindo catalogar transcritos, identificar e determinar a
estrutura dos genes e quantificar mudancas nos niveis de expressdo génica sob
diferentes condi¢des (WANG et al., 2009), incluindo estados nutricionais de diferentes
culturas.

A técnica de sequenciamento em larga escala (RNA-seq) € utilizada para este
fim e se caracteriza, em sintese, por converter RNA em uma biblioteca de fragmentos
de cDNA, de forma que cada molécula pode ser sequenciada gerando pequenas
sequéncias (reads) com tamanho variando entre 21 e 500 bp e ndo necessita do
conhecimento prévio das sequéncias dos genes do organismo em estudo, utilizando
diretamente a contagem das sequéncias dos RNAs sequenciados como medida de
expressdao de cada gene, apresentando assim maior reprodutibilidade de resultados
(WANG et al., 2009).

Dessarte, apesar de ja terem sido realizados estudos com o uso de
bioestimulantes em diferentes culturas, os resultados obtidos até agora tém sido
controversos e com pouca base cientifica. Neste contexto, hd a necessidade de maiores
investigacdes a respeito do uso desses agroquimicos de regulacdo hormonal a nivel
molecular, estudando mecanismos bioquimicos, fisioldgicos e de expressdo de génica,
para melhor elucidagdo dos resultados obtidos, no que diz respeito ao aumento da

eficiéncia nutricional e agrondmica das culturas (VASCONCELOS, 2016).
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Também, devido ao ripido crescimento do uso na agricultura, a regulamentacao
dos bioestimulantes comercializados vem sendo cada vez mais urgente. No Brasil,
mesmo com todas as perspectivas de desenvolvimento e melhorias de produtos, um dos
principais paradigmas para o crescimento desse mercado ainda € a legislacdo a que
esses produtos estdo submetidos, que ainda se coloca extremamente restritiva € morosa
ao licenciamento, o que ¢ dificultado, principalmente, pela falta de clareza e de
protocolos padronizados e bem regulamentados, gerando, por consequéncia, um excesso
de burocracia e processos ineficientes (VASCONCELOS, 2016).

Diante deste cendrio, dados cientificos e a compreensdao mais detalhada dos
principais atributos que afetam o desempenho dos bioestimulantes sdo necessérios para
que essa categoria de produto atinja todo o seu potencial mercadoldgico. No entanto, a
falta de informagdes a respeito da atividade molecular e fisiologica dos bioestimulantes
€ um fator contribuinte para essas questdes de legislacdo. Véarias pesquisas ja estudaram
o desempenho de diferentes bioestimulantes em plantas, no entanto, hd pouquissimos
dados relacionando sua atividade bioestimulante e as alteracdes ocorridas a nivel
molecular.

Neste contexto, com a quantificacdo de genes diferencialmente expressos, as
vias de sinalizacdo ativadas e envolvidas na estimulacdo da resposta das plantas a
aplicacdo do bioestimulante sdo identificadas, confirmando os diferentes niveis de
expressdo dos genes potencialmente envolvidos para, além do posterior uso em
abordagens biotecnoldgicas, haver a comprovagao do efeito bioestimulante, podendo-se,
futuramente, posicionar estes produtos estrategicamente no mercado, evitando-se a
problematica de registro, burocracia e falta de metodologia adequada, agilizando-se o

processo do registro desses produtos.



2 HIPOTESE E OBJETIVOS

2.1 Hipotese

Esse estudo foi proposto com base na hipétese de que bioestimulantes podem
desencadear mecanismos moleculares envolvidos em respostas protetivas e/ou
adaptativas em plantas de arroz (Oryza sativa L.), via regulagdo de aspectos

nutricionais, vegetativos e da expressio génica.

2.2 Objetivo geral

Compreender o efeito de um bioestimulante na expressao diferencial de genes e,
a posteriori, indicar potenciais biomarcadores visando, em pesquisas futuras,
proporcionar a indicagdo e validacdo de uma possivel metodologia para andlise de

bioestimulantes.

2.3 Objetivos especificos

Avaliar a influéncia de bioestimulantes em pardmetros biométricos e nutricionais
de Oryza sativa L.;
Avaliar e determinar o enriquecimento funcional de redes génicas de Oryza

sativa L. em fun¢do da aplica¢do de bioestimulante.



3 JUSTIFICATIVA

Os impactos da utilizagdo excessiva de defensivos agricolas e fertilizantes, a
maior incidéncia de estresses abidticos, como oscilagdes climaticas, e bidticos, como
pragas e doengas e, ainda, a perda da fertilidade natural dos solos sdo alguns dos fatores
que vém impulsionando o desenvolvimento de novas tecnologias de producio a serem
adotadas na mitigacdo desses problemas na agricultura. Neste cenério, a utiliza¢do de
produtos com o efeito denominado “bioestimulante” vem ganhando cada vez mais
espaco no mercado de insumos agricolas.

Apesar das controvérsias a respeito do tema, discussdes conceituais e sobre
avaliacdo de eficiéncia, os bioestimulantes desempenham um papel importante tanto na
questdo de legalizacdo destes produtos, como também na prospeccido, pesquisa
cientifica e obtencdo de novos produtos a serem lancados no mercado. Devido a sua
composi¢do diversa e a falta de métodos padronizados, os bioestimulantes vém sendo ha
muito tempo registrados e comercializados, em diferentes paises, em diferentes classes
de produtos como inoculantes, biofertilizantes, dentre outros.

Ainda, atualmente, observa-se uma discrepancia entre a extensa lista de produtos
comerciais e os estudos cientificos sobre mecanismos e avaliacao de eficiéncia de uso,
se tornando imprescindiveis maiores e aprofundados estudos acerca das vias de
sinalizacdo ativadas pelo bioestimulante, envolvidas na resposta das plantas a aplicacao
destes produtos. Como consequéncia, a falta de metodologia adequada implica na
problematica de registro e excesso de burocracia para inclui-los na legislacao.

Dessa forma, o conhecimento dos mecanismos envolvidos em alteragdes na
expressdo génica, em resposta a aplicacdo de bioestimulante, possibilitaria indicar e
validar uma metodologia para andlise de bioestimulantes, agilizando-se o processo do

registro desses produtos.
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A CULTURA DO ARROZ, AGROQUIMICOS DE CONTROLE HORMONAL E
SEQUENCIAMENTO DE RNA: PERCALCOS E PERSPECTIVAS

. . 1 . .2
Ana Carolina Pereira de Vasconcelos ; Hamilton Seron Pereira

RESUMO

Novas tecnologias e sistemas de producdo sustentiveis vém sendo estudados,
desenvolvidos e adotados nas vérias regides do mundo, visando alcangar maiores
produtividades sem aumentar a abertura para exploracdo de novas areas, principalmente
em paises com pequena extensdo territorial. Associados a esses sistemas, tem-se
observado o uso crescente de agroquimicos de regulacio hormonal, como os
bioestimulantes, nos quais 0s avangos tecnoldgicos tém propiciado a sintese de novas
moléculas que, aplicadas as plantas, mostram-se eficientes para a sua protecdo e geracao
de aumentos em produtividade. A finalidade desta revisdo bibliografica € discutir o uso,
0s conceitos, os percal¢cos e os beneficios dos bioestimulantes na agricultura brasileira e
0 uso da técnica de andlise transcriptomica para analisar a expressdo de genes, bem
como a importancia e a utilizacdo de Oryza sativa L. como planta modelo para estudos
génicos. Nao obstante, a maioria das culturas se desenvolve bem quando o ambiente ¢
favoravel e, nessas situacOes, os efeitos benéficos dos bioestimulantes podem ndo ser
faceis de identificar. No entanto, culturas tratadas com estes produtos apresentam
melhor desempenho por desenvolverem um sistema de defesa mais eficiente,
aparentemente devido a niveis mais altos de antioxidantes. Apesar disso, no Brasil, o
principal paradigma ao crescimento do mercado desses produtos € a legislacio, que se
demonstra extremamente restritiva € morosa ao licenciamento, pela falta de protocolos
padronizados e bem regulamentados, em grande parte devido ao fato de que, apesar de
jé terem sido realizados estudos com o uso de bioestimulantes em diferentes culturas, os
resultados obtidos até agora tém sido controversos e com pouca base cientifica,
necessitando de maiores investigacdes a respeito do uso desses produtos a nivel
molecular. Por conseguinte, o arroz € considerado uma planta modelo para estudos
fisiol6gicos, genéticos e evolutivos e, a vista disto, a analise de transcriptoma da célula
€ dindmico e especifico para um determinado estdgio de desenvolvimento celular ou
condicdo fisioldgica, uma vez que a alteracdo nos niveis de expressdo esta diretamente
relacionada a modificagdes na fisiologia, metabolismo e consequentemente ao processo
de tolerancia/aclimatacdo das plantas, sendo promissor para estudos de eficiéncia
nutricional, nos quais ainda sdo escassos estudos envolvendo agroquimicos de regulagao
hormonal e expressdo de genes.

Palavras-chave: Bioestimulante; nutricao de plantas; Oryza sativa L.; regulador hormonal;
RNA-seq; transcriptoma.

' Doutoranda em Fitotecnia, Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia, MG.
2 Doutor, Professor Titular, Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia, MG.
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RICE CULTURE, HORMONAL CONTROL FARMING AND RNA
SEQUENCING: BOOKS AND PROSPECTS

ABSTRACT

New technologies and sustainable production systems have been studied, developed and
adopted in various regions of the world, aiming to achieve greater productivity without
increasing the openness for exploration of new areas, especially in countries with small
territorial extension. Associated with these systems, there has been a growing use of
hormonal control agrochemicals, such as biostimulants, in which technological
advances have led to the synthesis of new molecules, which, applied to plants, are
efficient for their protection and generation of increases in productivity. The purpose of
this literature review is to discuss the use, concepts, mishaps and benefits of
biostimulants in Brazilian agriculture and the use of the transcriptomic analysis
technique to analyze gene expression, as well as the importance and use of Oryza sativa
L. as a model plant for gene studies. Most cultures grow well when the environment is
favorable, and in these situations the beneficial effects of biostimulants may not be easy
to identify. However, cultures treated with these products perform better because they
develop a more efficient defense system, apparently due to higher antioxidant levels.
However, in Brazil, the main paradigm for the market growth of these products is the
legislation, which proves to be extremely restrictive and slow to licensing, due to the
lack of standardized and well-regulated protocols, largely due to the fact that, although
already Although studies with the use of biostimulants in different cultures have been
performed, the results obtained so far have been controversial and with little scientific
basis, requiring further investigation regarding their use at the molecular level. That
said, rice is considered a model plant for physiological, genetic and evolutionary
studies. In view of this, cell transcriptome analysis is dynamic and specific to a
particular stage of cell development or physiological condition, since the change in
expression levels is directly related to changes in physiology, metabolism and
consequently the process of cell adaptation. It is promising for nutritional efficiency
studies, in which there are still few studies involving hormonal control agrochemicals
and gene expression.

Keywords: Hormonal regulator. Oryza sativa. Plant biostimulant. Plant growth regulator.
Plant nutrition. RNA-seq. Transcriptome.
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1 IMPORTANCIA ECONOMICA E SOCIAL DO ARROZ

O arroz (Oryza sativa L.) € a base da dieta e principal fonte de proteinas e
carboidratos para mais da metade da populagao mundial (HUANG et al., 2010) e sua
importancia relativa € mais evidenciada em paises pobres e em desenvolvimento (LEE
et al., 2011), tais como o Brasil, desempenhando papel estratégico em niveis econdmico
e social.

Apenas uma pequena quantidade de arroz é consumida como ingrediente em
produtos processados, sendo seu maior consumo na forma de grdo, sendo excelente
fonte de energia devido a alta concentracdo de amido, fornecendo também proteinas,
vitaminas e minerais e possuindo baixo teor de lipidios (WALTER et al., 2008). Dessa
forma, devido a importancia do arroz na dieta de grande parte da populacdo, sua
qualidade nutricional afeta diretamente a saide humana.

Segundo Alcochete (2005), além do consumo pelo homem e da utilizagdo como
racdo animal, o grdo e a planta de arroz podem ser transformados em uma grande
variedade de produtos, como a casca do arroz, que € utilizada, por exemplo, na
Tailandia, como combustivel para os geradores vaporizados. Além disso, o farelo do
arroz € extremamente nutritivo e fonte natural de vitamina E, sendo que 40% do farelo é
usado na extracao de 6leo e 60% ¢€ utilizado na alimentacdo animal. Ainda, cerca de
70% de arroz quebrado € utilizado na producdo de ingredientes ou na producdo de
“noodles” instantaneos ou aperitivos.

Segundo Coé¢lho (2021), o Brasil € o décimo maior produtor do grdo, nao
havendo grandes excedentes exportiveis, como ocorre com outros graos, € a regidao Sul
€ a maior regido produtora, com 8,93 milhdes de toneladas, detendo também a maior
produtividade (7835 kg ha). E importante ressaltar que a situacdo de pandemia da
COVID-19, que assolou o mundo nos udltimos anos, ndo afetou a produgdo brasileira,
mas houve aumento do consumo, devido ao isolamento social € a necessidade de se
fazer as refeicdoes em casa, restringindo a oferta e, com isso, um aumento nos pre¢os no
primeiro ano de pandemia.

No atual cenario, a producdo de graos no Brasil € estimada em 272,5 milhdes de
toneladas (Figura 1) para o ciclo 2021/22 (CONAB, 2022), destacando-se como tinico

pais ndo-asiatico entre os 10 maiores produtores (FAO, 2022).
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Figura 1 — Mapa da producdo agricola de arroz no Brasil (milhdes de toneladas),
producdo por regido (CONAB, 2022).

Ainda, o Brasil € o pais com maior consumo de arroz fora do continente asiitico,
em torno de 12 milhdes de toneladas anuais em casca, o que equivale a 8 milhdes de
toneladas de arroz beneficiado (CONAB, 2020). A nivel mundial, os principais centros
de consumo deste cereal sdo Asia e Oceania, onde vivem 70% da populacio total dos
paises em desenvolvimento e cerca de dois ter¢os da populacdo subnutrida mundial.

No entanto, segundo o acompanhamento da safra brasileira de graos (CONAB,
2022), em relacdo as principais areas produtoras no pais, na safra 2021/22, houve uma
redu¢do na produtividade das lavouras, devido a condi¢do de estiagem e a consequente
escassez nos niveis dos reservatorios para a irrigacdo, que, consequentemente,
provocaram também a perda na qualidade dos grdos, dependendo da regido. Em
algumas areas, as altas temperaturas no periodo critico da floracdo prejudicaram o
potencial produtivo das lavouras. Além disso, houve regides em que a finalizacdo da
colheita atrasou devido ao excesso de chuvas.

No final da década de 1990, Fischer (1998) fez uma projecdo na qual a producao

de arroz deveria aumentar dramaticamente para atender a demanda projetada para 2025.
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Se as tecnologias para a utilizacdo de nutrientes pela cultura do arroz se mantiverem

inalteradas, ird se exigir um aumento de aproximadamente 300% na producdo.

2 GENOMICA DO ARROZ

O arroz, como outras gramineas, possui blocos de genes conservados, tanto com
relacdo a organizacdo quanto a similaridade em conteddo e sequéncia. Dessa forma, o
conhecimento do genoma do arroz pode ser aplicado a outras monocotiledoneas de
interesse agrondmico, como o milho e o trigo. Assim, o arroz é considerado uma planta
modelo para os cereais por apresentar o genoma relativamente pequeno quando
comparado a outras gramineas, de 389 milhdes de pares de bases (Mb), cerca de um
sexto do tamanho do genoma do milho e 40 vezes menor que o do trigo (JUNG et al.
2008), além de possuir grande colinearidade em relacdo as outras gramineas, isto &,
conservacdo de genes e de blocos ordenados de genes nos cromossomos (DEVOS;
GALE, 1997; GALE; DEVOS, 1998).

O numero de genes atualmente identificados no genoma do arroz € de cerca de
32.000, possuindo um total de 55.986 locos com funcdes preditas, incluindo 39.045
locos de ndao-ETs (elementos ndo transponiveis) codificando 49.066 modelos génicos e
16.941 locos de ETs (elementos transponiveis) codificando 17.272 modelos génicos
(KAWAHARA et al., 2013).

O sequenciamento do genoma do arroz revolucionou os estudos genéticos e
moleculares da espécie, tornando publicas informagdes que passaram a ser utilizadas
para o desenvolvimento de marcadores moleculares, capazes de amostrar virtualmente
qualquer regido do genoma, predi¢do da fungdo de sequéncias regulatorias e/ou genes e
dos polipeptideos por eles codificados, localizagdo de marcas moleculares nos mapas
genéticos e fisicos, entre outras (TYAGI et al., 2004).

Com a conclusdo do sequenciamento do genoma, foi criado o Banco de Dados
do Projeto de Anotagdo do Arroz (Rice Annotation Project Database, RAP-DB). Com
isso, foi possivel prover uma anotacdo com alta precisdo e confiabilidade, reunindo ndo
somente sequéncias, mas também outras informagdes relacionadas que pudessem ser
uteis a pesquisadores de arroz e outros cereais (RICE ANNOTATION PROJECT,
2008).

Entretanto, grande parte das sequéncias geradas pelos projetos de

sequenciamento do genoma do arroz ainda ndo possuem funcdo conhecida. Portanto, a
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determinagdo da fun¢do especifica de cada um dos 20 mil a 40 mil genes preditos é um
grande desafio. Varios estudos de gendmica funcional em arroz t€m utilizado diferentes
metodologias, como macro e microarranjos (KAWASAKI et al., 2001; RABBANI et
al., 2003), RT-qPCR (real time quantitative polymerase chain reaction), SAGE (analise
serial de expressdo génica), MPSS (massive parallel signature sequencing) (NOBUTA
et al., 2007) e, mais recentemente, RNA-seq (sequenciamento de transcriptoma em larga
escala). Porém, o grande desafio da gendmica funcional esti em identificar e determinar
a atividade de todos os elementos funcionais do genoma do arroz. Assim, para que
ocorra o sucesso da pesquisa neste campo € fundamental uma grande disponibilidade de

informacao detalhada de dados de transcriptoma em arroz (ZHANG et al., 2012).

3 TRANSCRIPTOMA POR SEQUENCIAMENTO DE NOVA GERACAO
(RNA-seq)

O transcriptoma pode ser definido como sendo o conjunto completo de
transcritos em uma célula e suas quantidades, em um estidgio especifico do
desenvolvimento ou condicdo fisiolégica (NOBUTA et al., 2007), incluindo o RNA
codificante (mRNA) e ndo codificante (rRNA, tRNA, RNA estrutural, RNA regulatério,
dentre outros) (WANG et al., 2009). No processo de transcri¢do nas células, a alteracdo
nos niveis de expressdo estd diretamente relacionada a modificagdes na fisiologia,
metabolismo e consequentemente ao processo de adaptacdo celular (VAN VLIET,
2010). Conhecer o transcriptoma de um organismo ou tecido € essencial para entender
como o genoma € expresso € como o metabolismo funciona na condi¢do estudada
(SANTOS, 2014).

Para estudar o transcriptoma de um organismo, o método que tem sido utilizado
atualmente € a nova geracdo de sequenciamento de DNA, denominada RNA-seq,
permitindo a medi¢ao de milhares de genes simultaneamente (Figura 2). Neste método,
o mRNA ¢ utilizado para a sintese de cDNA (DNA complementar), que é entdo
sequenciado em equipamento de altissima produtividade (SANTOS, 2014).

Primeiro, de acordo com Kukurba; Montgomery (2015), o RNA ¢ extraido do
material biol6gico de escolha, como células, tecidos, dentre outros. Apos, subconjuntos

de moléculas de RNA sdo isolados utilizando um protocolo especifico e, em seguida, o

RNA ¢é convertido em cDNA por transcricdo reversa e os adaptadores de
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sequenciamento sdo ligados as extremidades dos fragmentos de cDNA. Apds

amplificacdo por PCR, a biblioteca RN A-seq estard pronta para o sequenciamento.

Populagdo isolada de
células ou tecidos

Extracdo de RNA
total

ncRNA longo &
- \J W\ RNA
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ncRNAcurto [~
o N AAAAA
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~—_ AAAAA - AAAAA —
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Conversdao em cDNA
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Construcdo de biblioteca de sequenciamento

—
_)—_TEE

Amplificacdo e sequenciamento por PCR

Figura 2 - Visdo geral do sequenciamento de nova geracdo, através da técnica de RNA-
seq. Adaptado de Kukurba; Montgomery (2015).



O sequenciamento de transcriptoma surgiu como uma alternativa eficiente para
solucionar algumas limita¢cdes metodolégicas da técnica de microarranjos de DNA
(BLOOM et al., 2009), além de possibilitar a andlise e interpretacdo dos dados de
sequenciamento sem a necessidade de ter uma sequéncia gendmica de referéncia
previamente descrita, como no caso de microarranjos, onde se utiliza sequéncias
conhecidas para mensurar a expressdao génica. No entanto, o genoma de referéncia é de
extrema importincia para estudos de transcriptoma, porque permite que seja feita a
identificacdo dos genes que estdo sendo expressos em uma dada condi¢do (SANTOS,
2014). Ademais, o sequenciamento do transcriptoma por técnicas convencionais, como
por exemplo, sequenciamento por “Sanger”, ¢ muito dispendiosa e, por vezes, invidvel
economicamente devido ao grande nimero de sequéncias a serem geradas (SILVEIRA,
2019). Além disso, estes ensaios sdo insensiveis a medi¢do dos niveis de expressao das
isoformas de emenda e ndo podem ser usados para a descoberta de novos genes
(KUKURBA; MONTGOMERY, 2015).

Assim, ao contrario do genoma, o transcriptoma celular é dindmico e especifico
para um determinado estdgio de desenvolvimento e condicdo fisioldgica. A
compreensdo do transcriptoma € essencial na interpretacdo dos elementos funcionais do
genoma e no desenvolvimento de constituintes moleculares celulares. Essa metodologia
tem se mostrado util para descobrir novas transcricdes, identificacdes de mutacoes,
delecdes e inser¢des, splicings alternativos e oferece uma cobertura elevada (XU et al.,
2012).

Assim, em consonancia com Wang et al. (2009), a metodologia de RNA-seq
pode ser descrita, de uma forma simplificada, pelas seguintes etapas: uma quantidade de
RNA ¢€ convertida em uma biblioteca contendo fragmentos de cDNA; em seguida estes
fragmentos recebem adaptadores (bases de DNA) e passam pelo sequenciamento,
gerando uma sequéncia curta (na ordem de 30 a 400 pares de base); essas leituras sao
alinhadas a um genoma de referéncia (ou outro transcriptoma) ou até mesmo
remontadas sem um genoma de referéncia a fim de criar um mapa em escala gendmica
que é composto pela estrutura transcricional ou o nivel de expressio de cada gene

individualmente (Figura 3).
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Figura 3 - Um experimento tipico de RNA-seq. Adaptado de Wang et al. (2009).

O RNA-seq fornece uma visdo mais detalhada e quantitativa da expressao
genética, splicing alternativo e expressao especifica de alelo. Avancos recentes no fluxo
de trabalho do RNA-seq, desde a preparacio da amostra até as plataformas de
sequenciamento até a andlise dos dados bioinformaticos, permitiram o perfilamento
profundo do transcriptoma e a oportunidade de elucidar diferentes condicdes
fisiologicas e patologicas (KUKURBA; MONTGOMERY, 2015). Na Figura 4

observamos uma visdo geral da andlise de dados RNA-seq.
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Figura 4 - Visdo geral da andlise de dados RNA-seq. Adaptado de Kukurba;
Montgomery (2015).
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Nao obstante, varios estudos t€ém demonstrado que dados de RNA-seq
representam de maneira fidedigna as complexas redes integradas da biologia celular
vegetal (BLEEKER et al., 2011). Ademais, progressos significativos tém sido
alcangcados com esta tecnologia para o entendimento da expressdo gé€nica em arroz
(GAO et al., 2013) e a respostas a estresses bioticos e abidticos (KAWAHARA et al.,
2012).

4 AGROQUIMICOS DE REGULACAO HORMONAL

Os vegetais desenvolvem-se em ambientes com elevada e constante pressao
natural. Esta condicio fez com que estes individuos sésseis desenvolvessem sofisticados
mecanismos para suportar o estresse e, assim, sobreviverem (HOPKINS; HUNER,
2004). Dentre esses mecanismos, os hormoOnios vegetais participam ativamente como
sinalizadores no crescimento, diferenciacdo e desenvolvimento das plantas (DAVIES,
1995). Eles destacam-se pela eficaz sinalizagdo entre os diferentes 6rgdos vegetais,
conferindo-lhes eficientes mecanismos de defesa.

Assim, os sinais quimicos s@o responsaveis por realizar a comunicagdo entre
partes diferentes das plantas (TAIZ et al., 2015). Esses sinais sdo em sua maioria
pequenas moléculas que em baixas concentracdes permitem a regulacdo e coordenagdo
do desenvolvimento vegetal, face as mudancgas internas (fatores endogenos) e externas
(fatores ambientais) (RIGAL et al., 2014). Dentre as moléculas com efeito sinalizador
nos vegetais, temos destaque para cinco metabolitos, que sdo considerados hormdnios
vegetais classicos: auxinas, giberelinas, citocininas, etileno e 4cido abscisico e,
atualmente, com o crescente investimento em novas ferramentas tecnoldgicas,
pesquisadores ao redor do mundo tem descrito novas moléculas com potencial
sinalizador nos vegetais, como o 4cido salicilico, dcido jasmodnico, brassinoesterdides,
estrigolactonas, poliaminas e polissacarideos (MACEDO; CASTRO, 2015).

Os hormodnios vegetais s3o mensageiros quimicos que regulam o
desenvolvimento normal das plantas, como crescimento de raizes e parte aérea, além de
regularem as respostas ao ambiente onde elas se encontram (LONG, 2006). Ademais,
segundo Davies (2004), hormonios vegetais sao um grupo de ocorréncia natural, sendo
substancias organicas que influenciam processos fisiologicos em baixas concentracdes.

Os processos influenciados consistem principalmente no crescimento, diferenciacdo e
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desenvolvimento, entretanto, outros processos, como o movimento estomatal, podem
ser afetados.

Segundo Cato e Castro (2006), os hormdnios vegetais desempenham um papel
importante, podendo uniformizar a germinagdo, controlar o desenvolvimento
vegetativo, aumentar a fixacao de flores e frutos, bem como antecipar ou atrasar a
maturacdo dos produtos de interesse comercial. Essas substancias sdo sinalizadoras,
responsaveis por efeitos marcantes no desenvolvimento, atuando em concentracdes
bastante pequenas. Além disso, todos os aspectos do desenvolvimento radicular sdo
influenciados pelos hormodnios vegetais, com fortes efeitos atribuidos a auxina, a
citocinina e ao etileno. Existe grande evidéncia de que a arquitetura radicular é um
aspecto fundamental da produtividade das plantas, especialmente nos ambientes
caracterizados por baixa disponibilidade de 4gua e nutrientes (LYNCH, 1995; FAGAN
et al., 2015).

A evolucdo do conhecimento em nutrigdo de plantas e praticas racionais de
adubacdo tem possibilitado o continuo crescimento da produtividade dos cultivos e
contribuido de forma decisiva para a producdo de alimentos com maior qualidade
(CASTRO, 2009). Dessa forma, a biotecnologia pode fornecer meios para o aumento da
producdo agricola pela aplicacdo do conhecimento molecular em funcdo dos genes e das
redes regulatdrias envolvidas na tolerincia a estresses, desenvolvimento e crescimento
vegetal (TAKEDA; MATSUOKA, 2008).

Assim, moléculas sintéticas com atividades similares aos hormonios vegetais
foram desenvolvidas (CASTRO et al.,, 2009) e a utilizacdo destes produtos vem
aumentando na agricultura, devido a crescente evolucdo nas técnicas de cultivos. Estas
moléculas vém sendo utilizadas na composicio de produtos conhecidos como
agroquimicos de regulacdo hormonal. Segundo Castro (2010), estes produtos sdo
denominados como biorreguladores, bioestimulantes e bioativadores, que além de
fitoquimicos antiestressantes e complexantes, sdo condicionadores do sistema solo-
planta e t€ém apresentado crescente importancia na agricultura.

O ndo aproveitamento desses produtos pode restringir a evolu¢do do manejo dos
cultivos e a maior economicidade do sistema de producdo agricola. Atualmente, com o
alto potencial genético das cultivares, é de suma importancia utilizar essas tecnologias
por meio do uso racional de agroquimicos de regulacao hormonal. Essas tecnologias sdo
eficientes principalmente para melhorar o equilibrio hormonal das plantas,

proporcionando, ainda, uma melhor relag@o entre raizes e parte aérea, visto que todas as
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espécies vegetais tém seus processos regulados por horménios (VASCONCELOS,

2016).

4.1 Bioestimulantes

Os reguladores vegetais sdo definidos como substincias naturais ou sintéticas
que, quando aplicadas as plantas, possuem acdes similares aos compostos vegetais
conhecidos, alterando seus processos vitais e estruturais. Assim, sao compostos
organicos, ndo nutrientes, que aplicados em baixas concentragdes promovem, inibem ou
modificam processos morfologicos e fisiologicos dos vegetais. Como resultado da
utilizacdo de um regulador vegetal ou por uma mistura de reguladores vegetais (como
os bioestimulantes, como explanado a seguir), obtém-se incrementos de producdo,
melhoria de manejo e facilidade de colheita (CASILLAS et al., 1986; LACA-
BUENDIA, 1989; FAGAN et al., 2015; TAIZ; ZEIGER, 2017).

A mistura de dois ou mais reguladores vegetais ou a mistura de pelo menos um
deles com outras substancias de natureza bioquimica, como aminodcidos, vitaminas e
nutrientes, sao designadas como bioestimulantes (VIEIRA, 2001). Os bioestimulantes
possuem em sua composicdo diferentes substdncias como aminoicidos, nutrientes e
vitaminas, que em contato com a planta podem atuar na formagdo de enzimas,
hormoénios e clorofilas. Ainda, auxiliam no armazenamento e transporte de nitrogénio,
modificando os processos fisiologicos das plantas e promovendo -crescimento,
desenvolvimento e produtividade (LIMA, 2017).

Os bioestimulantes sdo descritos por Russo e Berlyn (1992) como produtos ndo
nutricionais, que podem reduzir o uso de fertilizantes e aumentar a producdo e a
resisténcia aos estresses causados por temperatura e déficit hidrico. Ono et al. (1999),
por sua vez, definem bioestimulantes como complexos que promovem o equilibrio
hormonal das plantas, favorecendo a expressdao do seu potencial genético e estimulando
o desenvolvimento do sistema radicular. Ferrini e Nicese (2002) destacam que a
utilizacdo de bioestimulantes serve como alternativa potencial a aplicacdo de
fertilizantes para estimular a producdo de raizes, especialmente em solos com baixa
fertilidade e disponibilidade de 4dgua.

A utilizacdo de bioestimulantes como alternativa de manejo visando favorecer a
expressao do potencial genético das plantas tem crescido nos ultimos anos (KOLLING

et al., 2016). Os bioestimulantes podem ser utilizados no tratamento de sementes, sulco
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de semeadura ou em aplicacdes foliares (ABRANTES et al., 2011). A aplicacao desses
produtos nos estadios iniciais de desenvolvimento das culturas favorece o crescimento
de raizes, contribui para rapida recuperacdo em situagdes de estresse hidrico, melhora a
resisténcia contra pragas e doencas e promove o estabelecimento rapido e uniforme das
plantas, melhorando a sua capacidade de obter nutrientes favorecendo um maior
rendimento (IZIDORIO et al., 2015).

Os bioestimulantes possuem substancias organicas complexas modificadoras do
desenvolvimento vegetal, capazes de atuar na transcri¢do e expressdao génica da planta,
de modo a alterar, inclusive, a nutricdo mineral, aumentando a resposta das plantas aos
nutrientes (CASTRO, 2010), atuando ainda, na expressdao de genes responsaveis pela
sintese e ativacdo de enzimas metabolicas relacionadas ao crescimento da planta,
alterando a produ¢do de aminodacidos precursores de hormonios vegetais (CASTRO et
al., 2007; ROSSETO, 2008).

Muitos dos efeitos benéficos dos bioestimulantes sdo baseados na sua habilidade
de influenciar a atividade hormonal das plantas, que € responsavel por regular o
desenvolvimento normal dos vegetais e as suas respostas ao ambiente onde se
encontram (LONG, 2006). Nao obstante, a maioria das culturas se desenvolve bem
quando o ambiente é favoravel. Nessas situacdes, os efeitos benéficos destes produtos
podem ndo ser faceis de identificar. No entanto, culturas tratadas com bioestimulantes
apresentam melhor desempenho por desenvolverem um sistema de defesa mais
eficiente, aparentemente devido a niveis mais altos de antioxidantes.

Assim, a ac¢do mdutua dos compostos organicos de bioestimulantes com a
nutricdo de plantas, relacionados com aumento da eficiéncia no transporte e absor¢ao
dos nutrientes, tem evidéncias de que os compostos organicos apolares, como dos
bioestimulantes, aumentam a capacidade de circulacio de substincia através das
membranas que sdo polares (FLOSS; FLOSS, 2007). Por ocorrer uma alteracio no
metabolismo secundério da planta, em decorréncia da acdo dos bioestimulantes, ha
inducgdo de precursores de fitormdnios e sintese fito-hormonal, aprimorando a resposta
das plantas aos nutrientes € melhorando o desenvolvimento vegetal (SIQUEIRA;
SIQUEIRA, 2013).

Hoje, com modernas técnicas de marcadores moleculares, é possivel identificar
genes envolvidos na resposta da planta a vérios estresses, incluindo foto-oxidagdo, frio,
salinidade, seca e a resposta a aplicacdo de bioestimulantes. As vias de sinalizacdo

ativadas por bioestimulantes envolvidos na estimulacdo da resposta das plantas a
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nutrientes e/ou estresses sao identificadas, ligadas a genes de importancia agrondmica
cujos fendtipos sdo de dificil avaliagdo, e permitem acelerar o processo de investigacao
dos efeitos bioestimulantes dos produtos. Assim, € possivel determinar processos pelos
quais uma célula diminui a quantidade de um componente celular, como RNA ou
proteina, em resposta a uma variavel externa (down-regulation), ou o contrario, com um
aumento relativo de um componente celular (up-regulation).

Apesar disso, os mecanismos de ag¢do dos bioestimulantes ainda nao foram
completamente elucidados. E comum identificar a presenca de moléculas similares aos
hormoénios vegetais nestes produtos, como a giberelina (CONSELVAN et al., 2017), o
acido indolacético (QUAGGIOTTI et al.,, 2004; ZANDONADI et al.,, 2007) e a
citocinina (ZHANG et al., 2016) e correlacionar com seus efeitos nas plantas. Contudo,
determinados bioestimulantes ndo t€ém esses hormonios, no entanto, sdo capazes de
alterar o metabolismo das plantas, aumentando sua produtividade (ELENA et al., 2009;
JANNIN et al., 2012). Destarte, a resposta das plantas a aplicacdo de bioestimulantes
val além da sinalizacdo por moléculas com estruturas semelhantes aos fitormonios
presentes nos bioestimulantes. Desta forma, € necessario ampliar a compreensdo do

modo de acdo destes produtos a nivel molecular e transcricional (XU; GEELEN, 2018).

4.2 Legislagdo

Em sua maioria, esses produtos sdo registrados como fertilizantes para aplicagao
via foliar, via irriga¢do localizada, aplicacdo no sulco de plantio ou aplicagdo nas
sementes. Isso se deve ao fato de essas substancias possuirem, entre suas propriedades,
a capacidade de complexar cations, a exemplo dos polissacarideos do 4cido alginico e
seus grupos carboxilicos. Sao contempladas como compostos naturais autorizados como
aditivos ou agentes quelantes/complexantes para fertilizantes minerais (MOGOR,
2010).

Segundo Rodrigues et al. (2015), no Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) existem 41 reguladores vegetais registrados no Brasil para
utilizagdo em diferentes cultivos, como soja, milho, algoddo, cana-de-aguicar, varias
frutiferas e hortalicas. Portanto, diversos tipos de reguladores vegetais encontram-se
disponiveis na forma de um grupo hormonal especifico ou como combinacdo de

diferentes grupos hormonais ou grupos hormonais com minerais (FAGAN et al., 2015).
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Apesar de todos os beneficios que podem ser obtidos com a utilizacdo desses
agroquimicos de regulacdo hormonal, especificamente o termo “bioestimulante” ainda
ndo é contemplado pela legislacdo brasileira. Em sua maioria, como ja dito, esses
produtos sdo registrados como fertilizantes para aplicacdo via foliar, via irrigagdo
localizada, aplicacdo no sulco de plantio ou aplicacdo nas sementes (SILVA et al.,
2012). No ambito legal, sdo qualificados como produtos que contém ingrediente ativo
capaz de melhorar, direta ou indiretamente, o desenvolvimento das plantas (BRASIL,
2008). Ademais, os produtos contendo reguladores vegetais sintéticos, ou a sua mistura,
sdo registrados no MAPA na classe “Regulador do Crescimento Vegetal”, seguindo a
Legislacdo dos Agrotoxicos (MOGOR, 2011).

Nunes (2010) destaca que o registro desses produtos para uso no territorio
nacional € dificultado pela demora, burocracia e grau de exigéncia dos oOrgdos
governamentais (MAPA, Ibama e Anvisa). Embora produtos compostos por extratos
vegetais, extratos de algas, aminoacidos, polissacarideos, dcidos himicos e filvicos,
dentre outros, ja estejam classificados na legislacdo de vérias formas, como fertilizantes
minerais, organicos, organominerais, agentes quelantes e aditivos, suas propriedades
biologicas nao podem ser divulgadas por questdao de legislagdo, muito embora estejam
liberados para uso pelo MAPA. Tal fato constitui-se em barreira a aplicacdo dessa
técnica no pais (SILVA et al., 2012).

Diante deste cenario, a falta de informacdes a respeito das alteragcdes ocorridas a
nivel molecular, com a aplicacdo de bioestimulantes, é um fator contribuinte para a falta
de enquadramento na legislacdo e a elucidacdo dessas vias evitaria a problematica de
registro, burocracia e falta de metodologia adequada, agilizando-se o processo do

registro desses produtos.
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ASPECTOS NUTRICIONAIS DA APLICACAO FOLIAR DE
BIOESTIMULANTES E SILICIO EM ARROZ DE TERRAS ALTAS

. . 1 . .2
Ana Carolina Pereira de Vasconcelos ; Hamilton Seron Pereira

RESUMO

Atualmente, um dos maiores desafios da agricultura mundial é desenvolver sistemas
agricolas sustentaveis que possam produzir alimentos de qualidade em quantidade
suficiente, com reduzido impacto nos recursos do ambiente. Neste sentido, a adocdo de
produtos alternativos e inovadores que resultem na reducido do uso de insumos de alto
custo econdmico e ambiental representa uma estratégia vidvel para produtores que
estejam buscando adotar sistemas produtivos mais sustentdveis, sem reduzir a
produtividade das culturas e dentro destas novas tecnologias destaca-se o uso dos
bioestimulantes. O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia de bioestimulantes e
acido monossilicico nos aspectos nutricionais e vegetativos em arroz (Oryza sativa L.).
O experimento foi realizado em casa de vegetacdo pertencente a Universidade Federal
de Uberlandia (UFU). Foram utilizados vasos com 10 dm’® de solo classificado como
Neossolo Quartzarénico, utilizando-se a cultivar BRS Primavera. Foram avaliados dois
bioestimulantes em suas doses comerciais ¢ um acido monossilicico (em fase de testes
para posterior registro junto ao Ministério da Agricultura), e uma testemunha, aplicados
via foliar, no estddio de desenvolvimento V4. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, com seis repeticdoes. Foram determinadas a massa de matéria
seca da parte aérea e os teores e acimulo de macro e micronutrientes. Os dados obtidos
foram submetidos aos testes de normalidade de Kolmogorov-Smirnov e de
homogeneidade das variancias de Levene, ambos a 0,01 de significancia, com o aporte
do programa R. Em seguida, os dados foram submetidos a andlises estatisticas
utilizando-se o programa R, sendo as médias comparadas pelo teste de Tukey a 0,05 de
significancia. De modo geral, a aplicacdo de bioestimulantes e acido monossilicico
altera os teores foliares de calcio, manganés, boro e cobre.

Palavras-chave: Adubacdo foliar; agroquimicos de regulagdo hormonal; nutricdo de
plantas; Oryza sativa; silicio.

2 Doutoranda em Fitotecnia, Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia, MG.
3 Doutor, Professor Titular, Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia, MG.
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NUTRITIONAL ASPECTS OF THE FOLIAR APPLICATION OF
BIOSTIMULANTS AND SILICON IN HIGHLAND RICE

ABSTRACT

Currently, one of the biggest challenges facing agriculture worldwide is to develop
sustainable agricultural systems that can produce enough quality food with reduced
impact on environmental resources. In this sense, the adoption of alternative and
innovative products that result in the reduction of the use of inputs of high economic
and environmental cost, represents a viable strategy for producers who are seeking to
adopt more sustainable production systems, without reducing crop productivity and
within these new technologies, the use of biostimulants stands out. The objective of this
study was to evaluate the influence of biostimulants and monosilicic acid on nutritional
and vegetative aspects of rice. The experiment was carried out in a greenhouse
belonging to the Federal University of Uberlandia (UFU). Pots with 10 dm’ of soil
classified as Quartzarenic Neosol were used, using the cultivar BRS Primavera. Two
biostimulants were evaluated in their commercial doses, one monosilicic acid (in the
testing phase for later registration with the Ministry of Agriculture) and a control,
applied via foliar, at the V4 development stage. The experimental design was
completely randomized, with six replications. The shoot dry matter mass and the levels
and accumulation of macro and micronutrients were determined. The data obtained
were submitted to Kolmogorov-Smirnov normality tests and Levene's homogeneity of
variances tests, both at 0.01 significance, with the contribution of the R program. Then,
the data were submitted to statistical analysis using the R program, with means being
compared by Tukey's test at 0.05 significance. In general, the application of
biostimulants and monosilicic acid alters the foliar contents of calcium, manganese,
boron and copper.

Keywords: Ascophyllum nodosum. Hormone regulating agrochemicals. Leaf fertilization.
Oryza sativa L. Plant nutrition. Silicon.
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1 INTRODUCAO

O arroz € um dos grdos em maior producdo e consumo no mundo. A quantidade
desse grdo produzido no cendrio mundial ndo vem acompanhando a necessidade do
consumo. A producdo mundial de arroz beneficiado na safra 2021/22 foi de
aproximadamente 508 milhdes de toneladas (FAO, 2022), registrando a primeira queda
nos dltimos 6 anos, enquanto o consumo sobe para 518 milhdes.

Dados da USDA (2022) apontam a previsdao de uma menor producdo mundial,
contrastando com um consumo maior e, em consequéncia, redu¢do nos estoques deste
grdo. Estes dados despertam grande preocupagdo quanto a estabilidade da producdo
mundial (EMBRAPA, 2022). No Brasil, nos ultimos 10 anos, o consumo tem ficado em
torno de 12 milhdes de toneladas anuais em casca, o que equivale a 8 milhdes de
toneladas de arroz beneficiado (CONAB, 2020).

Segundo o acompanhamento da safra brasileira de graos (CONAB, 2022), em
relacdo as principais areas produtoras no pais, na safra 2021/22, houve uma reducdo na
produtividade das lavouras, devido a condi¢des de estiagem e a consequente escassez
nos niveis dos reservatdrios para a irrigacdo que, consequentemente, provocaram
também a perda na qualidade dos graos em algumas regides. Ademais, as altas
temperaturas no periodo critico da floragdo prejudicaram o potencial produtivo das
lavouras e, além disso, houve regides em que a finalizacao da colheita atrasou devido ao
excesso de chuvas.

Diante deste cenario, atualmente, um dos maiores desafios da agricultura
mundial é desenvolver sistemas agricolas sustentaveis que possam produzir alimentos e
fibras de qualidade em quantidade suficiente, com reduzido impacto nos recursos do
ambiente. Neste sentido, a ado¢do de produtos alternativos e inovadores que resultem na
reducdo do uso de insumos de alto custo econdmico e ambiental representa uma
estratégia viavel para produtores que estejam buscando adotar sistemas produtivos mais
sustentaveis, sem reduzir a produtividade das culturas e, dentro destas novas
tecnologias, destaca-se o uso dos bioestimulantes.

Aplicados diretamente sobre a planta ou na rizosfera, os bioestimulantes podem
contribuir na melhoria das propriedades fisico-quimicas do solo, na absor¢io,
translocacdo e uso dos nutrientes pelas plantas, incluindo aumento de resisténcia a
estresses bidticos ou abidticos, extremamente importantes em situacdes de veranicos,

podendo ser usado nas diversas fases do desenvolvimento vegetal, desde a germinagao
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até a maturidade (CALVO et al., 2014; DU JARDIN, 2015; CANELLAS et al., 2015;
HALPERN et al., 2015; VAN OOSTEN et al., 2017; YAKHIN et al., 2017).

Estes produtos quando aplicados as plantas modificam ou alteram varios
processos metabodlicos e fisioldgicos especificos. O bioestimulante pode, em funcido da
sua composi¢do, concentra¢do e propor¢do das substincias, incrementar o crescimento e
desenvolvimento vegetal estimulando a divisdo celular, diferenciacdo e o alongamento
das células, podendo também, aumentar a absor¢do e a utilizacdo de agua e dos
nutrientes pelas plantas (CASTRO; VIEIRA, 2001).

Em termos praticos, contudo, estudos que abordem o efeito da aplicagdo foliar de
bioestimulantes nos aspectos nutricionais em diversas culturas e, em especial na cultura
do arroz, ainda sdo relativamente escassos no Brasil, com resultados insuficientes e
contraditérios. Dessa forma, ha a necessidade de se avaliar como esses produtos
interferem em aspectos agrondmicos € nutricionais nos cultivos. Nesse sentido, o
objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia de fontes bioestimulantes, aplicadas via

foliar, em pardmetros biométricos e nutricionais em arroz de sequeiro.

2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi instalado em casa de vegetacdo pertencente a Universidade
Federal de Uberlandia (UFU), localizada no municipio de Uberlandia, Minas Gerais,
situada a 18° 35° de Latitude Sul, 47° 52° de Longitude Oeste € 931 m de altitude. O
experimento foi implantado no dia 03 de maio de 2019, com avaliacdo aos 102 DAE
(dias ap0Os a emergéncia).

Foram utilizados vasos com 10 dm® de solo, classificado como Neossolo
Quartzarénico Ortico tipico (EMBRAPA, 2018), cuja caracterizacdo fisica (Tabela 1)
foi realizada no Laboratério de Manejo de Solo da Universidade Federal de Uberlandia
(LAMAS/UFU), de acordo com EMBRAPA (2017). A escolha de um solo arenoso se
baseia no fato de que, por apresentar baixo teor de silicio (Si) disponivel, a absorcdo
desse elemento (proveniente do solo) pela cultura do arroz seria minima, a ponto da

planta se tornar pouco capaz de suprir suas necessidades do elemento através do solo.
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Tabela 1 - Andlise fisica do solo utilizado nos experimentos.

Solo Areia Grossa Areia Fina Silte Argila

RQo - Neossolo Quartzarénico Ortico tipico

Analise textural pelo Método da Pipeta (EMBRAPA, 2017).

A analise quimica foi realizada no Laboratério de Analise de Solos da
Universidade Federal de Uberlandia (LABAS/UFU) seguindo metodologia de
EMBRAPA (2017). O teor de Si no solo foi determinado no Laboratério de
Fertilizantes da Universidade Federal de Uberlandia (LAFER/UFU) seguindo
metodologia proposta por Korndorfer et al. (2004). As caracteristicas quimicas do solo

anteriores a sua corre¢do encontram-se na Tabela 2.

Tabela 2 - Caracterizagdo quimica do solo anterior a instalacdo do experimento.

pH A  H+Al  SB t CTC \Y% m  M.O.
——————————————————— cmolC dm™ - R/ — gkg !
4,1 0,5 1,9 0,22 0,72 2,12 10 69 1,1
P P rem Si S K Ca Mg B Cu Fe Mn Zn
————————————————— mg BTt R — Cn’lolC dm>--—- ----------mg dm> -
1,1 35,9 2,8 6 0,02 0,1 0,1 009 1,1 67 19 03

P, K = (HC1 0,05 N + H,SO, 0,025 N); Al, Ca, Mg = (SPT 1 N); M.O. = (Walkley-Black); Si = (CaCI2
0,5 mol L'l); SB = Soma de bases / t = CTC efetiva/ T = CTC a pH 7,0 / V = Sat. por Bases / m = Sat.
por AL

A correcdo do solo foi feita utilizando-se carbonato de calcio (CaCO;) e
carbonato de magnésio (MgCOs) (p.a.) nas quantidades de 4,75 g e 1,16 g por vaso,
respectivamente. O solo foi incubado por 60 dias, recebendo umidade suficiente para
que os corretivos pudessem reagir durante todo o periodo. Para tal, foram realizados
teste de capacidade de campo e reposicdo da 4dgua perdida por evaporacdo. Os vasos
foram rotacionados de forma que o ambiente fosse o mais homogéneo possivel. Apos a
incubacdo do solo foi realizada uma nova andlise quimica para verificar se o solo fora
corrigido adequadamente, atingindo-se o valor de V% igual a 60. Os valores estdo

dispostos na Tabela 3.
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Tabela 3 - Caracterizagdo quimica do solo ap6s incubacao.

pH Al H+AI SB t CTC Y% m M.O.
cmol dm-3 % g kg_l
6,2 0,0 1,2 2,61 2,61 3,81 68 0 1,1
P P rem Si S K Ca Mg B Cu Fe Mn Zn
mg dm_3 ___________________ ---- cmol dm-s———— ————————————— mg dm-3 ———————————————
0,5 32,0 2,8 3 001 23 03 00 10 32 1,6 0,2

P, K = (HC1 0,05 N + H,S0, 0,025 N); Al, Ca, Mg = (SPT 1 N); M.O. = (Walkley-Black); Si = (CaCl,
0,5 mol L™"); SB = Soma de bases / t = CTC efetiva/ T = CTC a pH 7,0/ V = Sat. por Bases / m = Sat.
por AL

Antes da semeadura, foram incorporados ao solo 400 mg kg de fésforo (P) e
200 mg kg'1 de potassio (K), provenientes das fontes MAP e KCl, respectivamente e 50
mg kg'1 do produto FTE BR-12, que contém 9% zinco (Zn), 7,1% célcio (Ca), 5,7%
enxofre (S), 2% manganés (Mn), 1,8% boro (B), 0,8% cobre (Cu) e 0,1% molibdénio
(Mo). A semeadura do arroz foi realizada distribuindo-se 20 sementes vidveis por vaso,
a uma profundidade de 0,5 cm, utilizando-se a cultivar BRS Primavera. Aos 10 DAE foi
realizado o desbaste, deixando-se dez plantas por vaso. Aos 15 e 30 DAE foi realizada a
adubacdo de cobertura parcelada, sendo utilizados 100 mg kg por cobertura,
totalizando 200 mg kg™, com sulfato de aménio diluido em 4gua a uma concentracio de
5S¢ L' deN. Aplicaram-se 100 mL da solucdo por vaso.

A 1rrigacgdo foi realizada por gotejamento, com 100 a 400 mL por dia, de acordo
com a necessidade da cultura. Durante todo o periodo de conducdo do experimento a
temperatura e umidade foram aferidas por meio de uma central automatizada,
registrando os dados a cada hora e programada para manter a temperatura abaixo de
33°C e umidade acima de 50%, com o auxilio de exaustores e climatizadores. Os dados

registrados estdo demonstrados na Figura 1.
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Figura 1 — Temperatura (°C) e umidade (%) registradas por central automatizada
durante o periodo do experimento.

Foram utilizados nos tratamentos dois bioestimulantes e uma solucao de acido
monossilicico, aplicados via foliar, em suas doses comerciais (Tabela 4) e com volume

de calda de 25 mL por vaso.

Tabela 4 — Tratamentos, doses e aplicacdo dos produtos em teste.

Tratamentos Produtos Doses (L ha™') Aplicagao mL / 100 mL
T1 Agua * 0 0,00
T2 Vorax 0,05 0,05
T3 ExpertGrow 0,05 0,05
T4 BioSil 33 33
* Controle

Vorax®: pertencente a Microquimica Industria Quimica Ltda., contém 4% de N
(50 g L' de N), 18% de Carbono Orgénico Total (225 g L' de COT), 30% de
aminoacido Acido L-Glutidmico, 1% extrato de alga e 0,5% de tensoativo.

ExpertGrow®: pertencente a Adama Brasil S/A, é formulado a base de extrato
de algas marinhas (Ascophyllum nodosum) e 3,5% de hidréxido de potéssio.

BioSil: em fase de testes para posterior registro junto ao Ministério da
Agricultura, é obtido a partir da transformacdo do silicato de potéassio em &4cido
monossilicico (que € a forma disponivel para as plantas), usando resina trocadora de

cations e estabilizado com acido boérico.
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Nas Tabelas 5 e 6 estdo apresentadas a composi¢do de nutrientes € a composi¢ao

hormonal de extrato da alga marinha Ascophyllum nodosum, respectivamente.

Tabela 5 - Composi¢do de nutrientes de extrato de algas marinhas (Ascophyllum
nodosum), dissolvido em 4gua a uma concentracdo de 67 g L' DW.

Elemento Concentragdo (ppm) Elemento Concentragao (%)
Ca 572 C 1,79
Cu 6 H 9,89
Fe 20 N 0
K 4,442 0] 87,3%
Mg 616
Na 2,078
P 78

S 1782
Si 18
7Zn 1,2

* Determinacao por diferenca. (JANNIN et al., 2013)

Tabela 6 - Composicao hormonal de extrato de algas marinhas (Ascophyllum nodosum).

Fitormonio AIA ABA Z DHZ tZR cZR DHZR
Teor 7,53 17,63 ND ND ND ND ND

Fitormonio P PR BAR mT mTR oT oTR
Teor 16,11 0,46 ND ND ND ND ND

Os contetidos sdo expressos em pmol g'l. Fitormonios: auxina (AIA), acido abscisico (ABA), citocininas:
zeatina (Z), dihydrozeatina (DHZ), trans-zeatina (tzr), cis-zeatina (CZR), riboside dihydrozeatina
(DHZR), iso-pentil-adenina (iP), iso-pentil-adenosina (iPR), benziladenina riboside (BAR), meta-topolin
(MT), meta-topolin riboside (MTR), orto topolin (OT) e orto-topolin riboside (OTR). ND = ndo
detectado. (JANNIN et al., 2013)

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), com seis
repeticoes, totalizando 24 vasos, sendo cada vaso uma parcela. Foram realizadas as
avaliacOes de massa de matéria seca (g) de parte aérea (MSA) total da parcela (ou vaso),
onde as plantas de cada tratamento foram seccionadas a altura do colo, separando-se a
parte aérea da raiz. As folhas (parte aérea) foram levadas para estufa a 65°C, até
atingirem massa constante. Apos 72 horas, foram pesadas em balanca de precisdo e
tiveram extraidos seus teores de macro e micronutrientes foliares, segundo EMBRAPA

(2017), e o teor de Si de acordo com Korndorfer et al. (2004).
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Para o célculo de acimulo de nutrientes, foram utilizadas as seguintes formulas:

P . -1 o z
e Acuimulo de macronutrientes (g parcela ) = massa de matéria seca de parte aérea

(g parcela™) x teor do nutriente (g kg™) : 1000.

. . . -1 L.
e Actimulo de micronutrientes (mg parcela” ) = massa de matéria seca de parte

aérea (mg parcela’l) x teor do nutriente (mg kg'l) : 1000.

Os dados obtidos foram submetidos aos testes de normalidade de Kolmogorov-
Smirnov e de homogeneidade das variancias de Levene, ambos a 0,01 de significancia,
com o aporte do programa R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2010). Em seguida,
os dados foram submetidos a andlises estatisticas utilizando-se também o programa R,

sendo as médias comparadas pelo teste de Tukey a 0,05 de significancia.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 7 estao demonstrados os teores foliares de nitrogénio (N), fosforo (P)
e potassio (K) (g kg'l) e a producdo de massa de matéria seca da parte aérea (MSA) (g)
do arroz (Oryza sativa L.), em func¢do da aplicacdo de bioestimulantes e &cido
monossilicico. Observa-se que nao houve diferenca significativa (p>0,05) para os teores

desses nutrientes € no incremento de MSA.

Tabela 7 - Produ¢do de massa de matéria seca e teores de nitrogénio, fosforo e potassio
da parte aérea de arroz, em funcdo da aplicagdo de bioestimulantes e acido

monossilicico.
MSA N P K
Bioestimulante 3
sem @ em e gkg -

Controle 73,28 13,80 2,97 9,33
Biosil 76,78 13,23 2,83 9,17
ExpertGrow 73,91 12,55 3,05 9,33
Vorax 70,88 13,15 2,98 10,00

CV % 6,96 6,99 10,05 13,59
DMS 8,54 1,53 0,50 2,14
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Ja com relagdo ao acimulo de N, P e K na parte aérea do arroz, também nao
foram observadas diferencas significativas (p>0,05) com a aplicacio dos produtos

(Tabela 8) em consonincia com a Tabela 7.

Tabela 8 - Acimulo de nitrogénio, fésforo e potissio na parte drea de arroz, em funcdo
da aplicacdo de bioestimulantes e 4cido monossilicico.

Bioestimulante N P T K
e g parcela - --

Controle 1,01 0,22 0,69
Biosil 1,02 0,22 0,70
ExpertGrow 0,94 0,23 0,68
Vorax 0,93 0,21 0,70
CV% 9,18 10,62 12,81
DMS 0,15 0,04 0,15

No que diz respeito a producdo de MSA (Tabela 7), diversos trabalhos
demonstram resultados similares aos obtidos no presente estudo, onde a utilizacdo de
bioestimulantes em diversas culturas nido resultou em incrementos significativos de
MSA. Nao obstante, Santos et al. (2013) verificaram que o uso de bioestimulante
composto por auxina e citocinina nao influenciou na producdo de MSA. Também,
Olsen et al. (2017) ndo observaram diferencas no incremento de MSA em arroz, sob
tratamento com bioestimulante.

Dados semelhantes foram verificados por Rodrigues et al. (2015) que estudando
o efeito de doses de bioestimulante nas caracteristicas fisioldgicas de sementes de arroz,
observaram que a MSA ndo foi afetada pelas doses do bioestimulante.
Semelhantemente, na cultura do feijoeiro, Alleoni et al. (2000), Vieira e Castro (2003) e
Almeida e Soratto (2014), também ndo verificaram efeito da aplicacdo de
bioestimulante, via foliar, no acimulo de MSA. Ainda, Stamatiadis et al. (2015), em
experimento com trigo submetido a aplicacdo foliar de bioestimulante a base de algas
marinhas (Ascophyllum nodosum), tampouco observaram diferencas no incremento de
MSA, assim como no presente estudo. Avila et al. (2010), Mauad et al. (2003) e
Carvalho (2000) também nao observaram diferencas na produg¢ao de MSA do arroz com
a aplicacao de fonte de Si.

Garcia et al. (2009), estudando o crescimento da parte aérea de arroz submetido

a doses de P, na presenca e auséncia de bioestimulante, concluiram que a eficiéncia
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deste pode ser observada apenas nas menores doses de adubo fosfatado, em que as
determinagdes de MSA tiveram acréscimos em relagdo a auséncia de produto. Assim,
deduziram que, em caso de baixa disponibilidade de P, a utilizagdo de bioestimulantes
pode proporcionar aumentos na producdo de MSA. Pode-se inferir que, como neste
estudo, o solo estava com teores adequados de P e o potencial estimulo que a fonte
bioestimulante daria ao incremento de MSA ndo foi efetiva, ndo havendo assim,
diferencgas significativas (p>0,05) entre os tratamentos (Tabela 7).

No entanto, apesar da nao diferenciagdo estatistica entre os tratamentos (p>0,05),
observa-se que com o uso de acido monossilicico (BioSil), houve um incremento em
torno de 4,5% na MSA, comparando-se com a testemunha e, de até 7,5%, em relagcdo
aos demais tratamentos (Tabela 7). Normalmente, a aplicacdo de Si estimula varios
processos na planta, tais como: maior rigidez estrutural dos tecidos; reducdo da
transpiracdo; aumento da resisténcia mecénica das células; folhas mais eretas e;
diminui¢do do autossombreamento (DEREN, 2001), conferindo maior captacdo da
energia luminosa, favorecendo o aumento da taxa fotossintética e a producdo de
biomassa (TAKAHASHI, 1995; CARVALHO-PUPATTO et al., 2003). Contudo, assim
como no presente estudo, outros autores também verificam que o uso do Si ndo
influenciou na producdo de MSA em plantas de arroz (TANAKA; PARK, 1966;
LIANG et al., 1994; CARVALHO, 2000; MAUAD et al., 2003; AVILA et al., 2010;
MAUAD et al., 2011; VASCONCELOS, 2016; PRADO, 2017; FERNANDES, 2020;
CUNHA, 2021).

Uma questdo relacionada a aplicagdo de silicatos via foliar é a formacdo de
polimeros pela solucdo de silicato de potédssio na superficie da cuticula foliar, fazendo
com que a absor¢do de Si pela folha do arroz seja pouco eficiente, dificultando a sua
absorcao (VASCONCELOS, 2016). Iler (1979) e Menzies et al. (1992) relataram a
formacdo de uma pelicula esbranquicada sobre a folha que, com o aumento da
concentracdo de Si, pode formar polimeros de cadeias longas a partir do &4cido
monosilicico (HsS104) que se transformam em acido polisilicico e se polimerizam
facilmente em meio 4cido. Visualmente, neste estudo, pode-se observar a formacdo de
uma pelicula branca sobre as folhas, com a aplica¢do de dcido monossilicico obtido do
silicato de potéassio. Essa observacao reforca o argumento desses autores, sendo a planta
beneficiada, nesse caso, conforme ja explanado, pela melhoria na arquitetura das
plantas, que se desenvolvem com folhas mais eretas, facilitando a interceptacdo dos

raios solares (TAIZ; ZEIGER, 2017).
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Em relacio aos aspectos nutricionais, ha um forte questionamento na
comunidade cientifica acerca da acdo de extratos de algas (provenientes de
bioestimulantes) em cultivos manejados em niveis adequados de nutrientes, como no
caso do presente estudo, pois € esperado que a sua utilizacdo seja mais adequada em
culturas cultivadas sob déficits nutricionais. Nesse contexto, autores como Cunha
(2021), Fernandes (2020), Vasconcelos (2016), Stamatiadis et al. (2015), Featonby-
Smith e Van Staden (1987) e Mooney e Van Staden (1985) relataram aumentos de
rendimento com a utilizacdo de extratos de algas em culturas com suprimento adequado
de nutrientes, evidenciando, dessa forma, a capacidade destes produtos em aumentar a
eficicia dos fertilizantes convencionais.

Segundo Scalon et al. (2009), os bioestimulantes, além de atuarem nos processos
de divisdo e de alongamento celular, podem aumentar a absor¢cdo e a utilizacdo dos
nutrientes, atuando em diversas etapas do metabolismo das plantas e sendo eficientes
quando aplicados como fertilizantes foliares. Ainda, de acordo com Khan et al. (2009),
quando aplicados em pequenas quantidades, os extratos de algas marinhas apresentam
efeitos benéficos que t€m sido atribuidos a compostos reguladores de crescimento de
plantas, fitormdnios e, possivelmente, micronutrientes, que estimulam o crescimento do
sistema radicular e a absor¢do mineral. Assim, espera-se que haja diferencas no
conteudo de nutrientes presentes nos tecidos vegetais tratados com esses produtos.

Em relacao aos teores de N foliar (Tabela 7), de acordo com Malavolta (2006),
se encontram abaixo do nivel adequado considerado para a cultura do arroz. Segundo
Maia et al. (2005), esse efeito € demonstrado quando a taxa de crescimento relativo de
MSA ¢ superior a taxa de absorcdo relativa do nutriente. Também, outro efeito que
contribui para a diminui¢ao dos teores na planta € a translocacio do nutriente das folhas
mais velhas para o fruto (ou enchimento de graos), que € um dreno. Isso se deve a
grande demanda por N nesses estagios da cultura, devido a formacao e desenvolvimento
de estruturas reprodutivas, consideradas drenos fortes (FAGERIA, 1999).

O N participa de importantes processos metabodlicos na fotossintese, como
constituinte da clorofila e pigmentos, entre outras funcdes e, por isso, sua deficiéncia
resulta em reducdo de perfilhamento e desenvolvimento da planta, adiantamento da
senescéncia e pode tornar a planta mais suscetivel ao ataque de doencas (ZAMBOLIM
et al., 2012). De acordo com Vieira (2017), o N é um nutriente essencial requerido por
todos os organismos vivos e, frequentemente, limita a produg¢do priméaria em

ecossistemas aquaticos e terrestres. Este elemento é necessario em grandes quantidades,
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uma vez que esta presente na composi¢ao das mais importantes biomoléculas, tais como
ATP, NADH, NADPH, clorofila, proteinas, inimeras enzimas, acidos nucleicos e de
outros constituintes celulares. As proteinas sozinhas compreendem 60% ou mais do N
das plantas e de células microbianas.

Nao obstante, em muitos sistemas de producdo, a disponibilidade de N € quase
sempre um fator limitante, influenciando o crescimento da planta mais do que qualquer
outro nutriente. Em agrossistemas agricolas, um dos problemas com a utilizacdo de
fertilizantes nitrogenados consiste na baixa eficiéncia de sua utilizacdo pelas plantas,
raramente ultrapassando 30 a 40%. Isto ocorre porque este elemento apresenta um
acentuado dinamismo no sistema solo, em consequéncia das transformagdes a que esta
sujeito e que podem levar a perdas deste elemento para o ambiente por meio da
volatilizacdo de NHj3, lixiviacdo do NO3 e emissdao de Nj, N,O e de outros 6xidos de
nitrogénio (VIEIRA, 2017), o que também pode resultar em um baixo teor deste nas
folhas.

Para o K (Tabela 7), observa-se que os teores foliares deste elemento encontram-
se abaixo do nivel adequado considerado para a cultura do arroz, considerada por
Malavolta (2006). Baixos teores de K na cultura de arroz nio sido tdo comuns como 0s
de N e de P. Entretanto, em solos muito arenosos, como os utilizado neste experimento
(Tabela 1), com baixa capacidade de retencdo de K, pode ocorrer deficiéncia deste
elemento (FAGERIA et al., 1995). Outra possibilidade € que a utilizacdo de N
amoniacal, encontrado em fontes como sulfato de amdénio e o MAP empregados na
adubacgio do arroz neste experimento, possuem carga positiva (NH4"), propriedade que
pode resultar em alguns efeitos sobre a dinamica de assimilacido de alguns nutrientes do
solo pelas raizes, pois devido a carga positiva do ion amodnio, ha uma interacdo de
antagonismo indesejada com outros fons de carga semelhante, como o do potissio (K"),
0 que pode ocasionar uma ma absorcdo deste nutriente pela planta (TAIZ; ZEIGER,
2017, MALAVOLTA, 2006).

Uma func¢do importante do K na planta € em relacdo as reacdes enzimaticas. Ele
atua como ativador, sendo importante para varios processos fisioldgicos, como
crescimento meristematico, distribuicdo da agua, fotossintese e transporte a longas
distancias (MALAVOLTA, 2006; KERBAUY, 2012). O K é o macronutriente mais
absorvido pela planta do arroz e, apesar deste nutriente ser muito exigido, a maior parte

do K extraido pela cultura do arroz permanece na palhada (FAGERIA et al., 1995).
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Assim como no presente estudo, Buck (2006) e Zando Junior et al. (2009),
estudando a aplicagdo de silicato de potassio em arroz, e Bognola et al. (2011), em
eucalipto, relataram que a aplicacdo desse produto ndo alterou significativamente os
teores foliares de K. Barbosa (2006), avaliando o efeito da aplicacdo de bioestimulante
em trés cultivares de arroz, observou que os teores de K ndo diferiram entre as doses
aplicadas. Lana et al. (2009), estudando o efeito da aplicagdo de bioestimulante em
diferentes doses e vias de aplicagdo (semente e foliar), também ndo observaram
diferencas nos teores foliares de K na cultura do feijoeiro.

Ainda, Vasconcelos (2006), estudando o efeito de diferentes bioestimulantes
aplicados em diferentes doses em plantas de milho e soja, também ndo relatou
diferencas nos teores foliares de K em ambas as culturas. Em soja, Rodrigues et al.
(2009) relataram que a aplicacdo foliar de solucdes de silicato de potassio também
incrementou o teor foliar de K. Em contrapartida, diferentemente dos resultados obtidos
no presente estudo (Tabela 7), Moraes et al. (2011) observaram que o teor de K nas
folhas respondeu de forma linear as doses de silicato de potassio em cana-de-agucar.

Com relacdo aos teores foliares de P, observa-se que ndo houve diferencas
(p>0,05) em funcdo dos tratamentos. Apesar disso, de maneira geral, independente do
tratamento aplicado, os teores encontram-se acima da faixa de suficiéncia considerada
pela CFSEMG (1999) para a cultura do arroz (Tabela 7). Assim como no presente
estudo, Almeida e Soratto (2014) mostraram que os teores de P na parte aérea do
feijoeiro também nao foram alterados pela aplicacdo de bioestimulantes via foliar, assim
como De Mello Frasca et al. (2019), com aplica¢des via foliar e semente. Em milho,
Galindo et al. (2015) e Galindo et al. (2019) em trigo, tampouco observaram diferencas
(P>0,05) no teor de P foliar com a aplica¢cdo de bioestimulantes via foliar.

O P ¢é um nutriente muito importante no metabolismo das plantas,
desempenhando papel importante na transferéncia de energia da célula, na respiracdo e
na fotossintese. E também componente estrutural dos 4cidos nucleicos de genes e
cromossomos, assim como de muitas coenzimas, fosfoproteinas e fosfolipideos
(GRANT et al., 2001).

Em relacdo aos teores foliares de calcio (Ca), magnésio (Mg), enxofre (S) e
silicio (Si) (Tabela 9), observa-se que houve diferencas (p<0,05) nos teores de Ca, em
funcdo dos tratamentos aplicados, os quais também, independente do produto utilizado,
ficaram dentro do nivel adequado para a cultura do arroz, considerado por Malavolta

(2006). Ja para os demais nutrientes, nao foram observadas diferencgas significativas
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(p>0,05). Apesar disso, os niveis de S considerados adequados para a cultura do arroz,
de acordo com Wilson Jr. et al. (2006), Guindani (2007) e Carmona et al. (2009),
variam de 1,5 a 1,8 g kg'l, tendo em vista grandes produtividades, encontrando-se,

assim, em niveis adequados segundo esses autores.

Tabela 9 - Teores de célcio, magnésio, enxofre e silicio na parte area de arroz, em
funcdo da aplicacdo de bioestimulantes e 4cido monossilicico.

) ) Ca Mg Si S
Bioestimulante 3
e - gkg e

Controle 5,60 c 2,70 3,15 1,75
Biosil 9,25a 2,46 3,33 1,83
ExpertGrow 8,08b 2,57 2,72 1,85
Vorax 6,40 c 2,63 2,90 1,78
CV % 7,52 8,45 17,06 9,6
DMS 0,92 0,36 0,86 0,29

*Médias seguidas por letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey a 0,05 de
significancia.

Nota-se ainda que a aplicacdo do 4cido monossilicico (BioSil) proporcionou o
maior incremento de Ca foliar, seguido do bioestimulante ExpertGrow. O
bioestimulante Vorax propiciou o menor teor foliar de Ca, ndo diferindo da testemunha
(Tabela 9).

O Ca tem um papel extremamente importante na constituicdo dos tecidos
vegetais, permite um melhor desenvolvimento das plantas, aumenta a resisténcia dos
tecidos vegetais e favorece um melhor comportamento do caule, desenvolvimento
normal do sistema radicular e melhor resisténcia as agressdes externas (EPSTEIN;
BLOOM, 2006). E um nutriente absorvido em quantidades relativamente pequenas
pelas plantas e € absorvido do inicio ao fim do ciclo (GARGANTINI; BLANCO, 1977;
GIUDICE, 1979).

Ainda, muitas das funcOes do Ca estdo ligadas a composi¢do estrutural de
macromoléculas e relacionadas a sua capacidade de coordenacdo, o que confere ligacdes
intermoleculares estiveis, mas reversiveis, principalmente nas paredes celulares e na
membrana plasmética (VITTI et al., 2006). Para Amaral (2003), o Ca pode ser
fornecido em altas concentracdes e atingir mais de 10% do peso seco em folhas adultas,

sem incorrer em sintomas de toxicidade ou inibi¢cdo do crescimento da planta. Além
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disso, ao contrario dos outros nutrientes, altos teores de Ca estdo localizados
frequentemente nas paredes celulares dos tecidos, vaciolos e apoplasma.

Para o acimulo de Ca foliar, houve diferengas significativas (p<0,05) entre os
produtos utilizados (Tabela 10). A aplicagao de 4cido monossilicico (BioSil) promoveu
0 maior incremento deste nutriente, em detrimento do bioestimulante Vorax, que
propiciou o menor acimulo de Ca, ndo diferindo da testemunha, resultados estes
correlacionados com os teores deste elemento nas folhas (Tabela 9), como era esperado.
Para os demais nutrientes (Tabela 10), também nao foram observadas diferencgas

significativas (p>0,05) em funcdo da aplicacdo dos produtos.

Tabela 10 — Actimulo de calcio, magnésio, enxofre e silicio na parte area de arroz, em
func¢do da aplicac@o de bioestimulantes e acido monossilicico.

) ) Ca Mg Si S
Bioestimulante 7
—————————————————————————————— g parcela -—- —mmmmen

Controle 041c 0,20 0,23 0,13
Biosil 0,71 a 0,19 0,26 0,14
ExpertGrow 0,60 b 0,19 0,20 0,14
Vorax 0,45c 0,19 0,20 0,13
CV % 9,59 11,92 18,88 10,0
DMS 0,09 0,04 0,07 0,02

*Médias seguidas por letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey a 0,05 de
significancia.

Uma ressalva importante a se fazer é com relacdo ao Si (Tabelas 9 e 10). De
acordo com Dobermann e Fairhurst (2000), teores abaixo de 5% nos tecidos foliares do
arroz sao considerados deficientes. Alguns estudos, como o de Bognola et al. (2011),
Vasconcelos (2016), Prado (2017) e Fernandes (2020), sugerem que a aplica¢do de
silicatos, via substrato ou foliar, mostra-se inadequada quando o substrato utilizado ou o
solo apresentam composi¢do basica equilibrada em termos de nutrientes e pH, como o
utilizado no presente estudo.

Ainda, Zando Junior et al. (2009), avaliando as fontes silicato de potéssio e acido
monossilicico aplicadas via foliar e estudando métodos de aplicagdo de Si para
aumentar a absorcdo deste elemento e a resisténcia de plantas de arroz a mancha-parda,
observaram que a aplicacdo de Si via foliar apresentou resultados semelhantes aos da
testemunha, assim como nos teores foliares de Si e K e acimulo de MSA, como nos

resultados obtidos no presente trabalho (Tabelas 7, 8, 9 e 10).
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Um problema relatado por Buck et al. (2008) diz respeito a metodologia
utilizada para determinacdo de Si foliar. Pelo fato de existirem limitagdes na
metodologia para as anélises de Si em plantas (tecido vegetal), ndo se pode afirmar com
certeza que o Si aplicado via foliar nao foi absorvido (Tabelas 9 e 10), devido, em parte,
a forma de digestdo (via imida), que nem sempre € completa, gerando-se uma alta
variabilidade para esse tipo de andlise. Dessa forma, pequenas diferencas no contetido
de Si das folhas sdo dificeis de serem detectadas devido as referidas limitagoes
metodoldgicas.

Ademais, um dos problemas no uso de silicato via foliar é a sua elevada
alcalinidade, que tem sido motivo de muita discussdo sobre o efeito da aplicacdo foliar
desse elemento. Segundo Malavolta (2006), um aspecto muito importante a ser
considerado para melhorar a eficiéncia de absor¢do de nutrientes via foliar é o valor do
pH da calda de pulverizacdo. De modo geral, pH abaixo de 7,0 na solugdo facilita a
absor¢do de anions, enquanto aquele acima da neutralidade favorece a absorcdo de
cations. Sugere-se, entdo, o uso de pH em torno de 6,0 quando a solu¢do possui varios
cations e anions, sendo esse valor considerado ndo prejudicial a quaisquer dos ions. No
entanto, neste trabalho, avaliou-se as fontes sem a reduciao do pH, aplicando o produto
somente com a diluicdo proposta para o tratamento, dessa forma, o pH da solucido do
tratamento com BioSil foi de pH =9.8.

N3ao obstante, Rodrigues et al. (2009), avaliando o teor foliar de Si em funcdo de
doses crescentes de silicato de potassio em dois valores de pH, concluiram que ndo
houve variacdo significativa no teor foliar de Si no experimento com solucdes de doses
crescentes de silicato de potassio em pH 10,5. Contudo, observou-se efeito linear
positivo das doses crescentes de silicato de potassio em pH 5,5 no teor foliar desse
elemento. Entretanto, Buck (2006), estudando a absor¢do de Si via foliar no controle da
incidéncia de brusone em arroz e utilizando silicato de potassio em diferentes doses,
nimeros de aplicagdes e variacdes do pH da calda, também nao observou diferencas nos
teores € no acumulo de Si na parte aérea da planta, independentemente do pH da
solucdo e do nimero de aplicagcdes das doses, assim como no presente estudo.

De acordo com Barbosa Filho e Prabhu (2002), o Si é absorvido em grandes
quantidades pelo arroz, podendo ser varias vezes maior que os macronutrientes
essenciais como N, P, K, Ca, Mg e S. Na literatura é citado que, para uma producdo de
5tha’ de graos, em média, o arroz remove do solo cerca de 230 a 470 kg ha! de Si, ou

o equivalente a 500 a 1000 kg ha™' de SiO,. De acordo com esses autores, apesar da
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importancia de Si para as gramineas, a necessidade de adubac¢do da cultura do arroz no
Brasil ndo tem sido tdo exaustivamente avaliada como em outros paises.

Além disso, a absorcao foliar de Si pelas plantas nao € clara, mesmo em plantas
acumuladoras, como o arroz. Alguns estudos sugerem que o teor de Si de diferentes
cultivares estd relacionada com diferencas em seus genes de resisténcia ou em seus
niveis de resisténcia a estresses (ABUMIYA, 1959; SEEBOLD et al., 2001). Bybordi
(2012) e Feng et al. (2010) relataram que, com a utilizacdo de Si, houve aumento na
atividade das enzimas redutase do nitrato, glutamina sintetase, glutamato sintetase e
glutamato desidrogenase, melhorando a eficiéncia no metabolismo de N. Como ndo
houve diferenca significativa (p>0,05) nos teores e acimulo de Si (Tabelas 9 e 10),
consequentemente os teores de N (Tabelas 7 e 8) ndo foram influenciados por esse
elemento.

Na Tabela 11 observa-se que houve diferencas (p<0,05) nos teores de manganés
(Mn) e boro (B), em fun¢ao dos tratamentos aplicados. Ja para os teores de cobre (Cu),
ferro (Fe) e zinco (Zn) na parte area de arroz, ndo houve diferencas significativas
(p>0,05) em funcdo da aplicacdo dos produtos. Apesar disso, todos estes nutrientes,
com exce¢do do B, ficaram com niveis considerados adequados para a cultura do arroz,
de acordo com Malavolta (2006). Para o teor de Mn, de acordo com a CFSMG (1999),
este se encontra acima da faixa de suficiéncia considerada para a cultura, fato que pode
ser explicado pela utilizagdao de N amoniacal (sulfato de amdnio e o MAP) utilizados na
adubacdo do arroz neste experimento, que podem aumentar o teor de Mn na folha, de

acordo com Malavolta (2006), pelo efeito da disponibilidade.

Tabela 11 - Teores de cobre, ferro, manganés, zinco e boro na parte area de arroz, em
func¢do da aplicac@o de bioestimulantes e a&cido monossilicico.

Cu Fe Mn Zn B
Bioestimulante %

e R mg Kg™ ----mmmm e
Controle 6,81 219,38 187,99 a 20,52 6,46 a
Biosil 7,87 193,80 148,02 b 20,64 4,46 c
ExpertGrow 7,77 217,91 166,40 ab 20,98 5,68 b
Vorax 7,68 196,41 158,62 ab 21,23 6,56 a

CV % 11,9 21,64 13,98 5,98 6,21

DMS 1,49 74,53 38,47 2,07 0,59

*Médias seguidas por letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey a 0,05 de
significincia.
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Observa-se na Tabela 11 que os maiores teores de Mn foram obtidos no
tratamento controle que, no entanto, ndo diferiram do tratamento com o0s
bioestimulantes ExpertGrow e Vorax. O menor incremento de Mn foi obtido com a
aplicacdo do acido monossilicico (BioSil). Galindo et al. (2019) também observaram
incremento no teor foliar de Mn utilizando bioestimulante contendo extrato de algas na
nutri¢do de trigo irrigado. Ainda, Bognola et al. (2011), avaliando o efeito da aplicacdo
de silicato de potéssio via foliar no desenvolvimento de mudas de Eucalyptus grandis,
observaram diferencas (p<0,05) para os teores foliares de Mn.

Na planta, o Mn atua como ativador enziméitico, como de descarboxilases,
hidrolases e transferidoras de grupos (fosfoquinases e fosfotransferases), controlando
reacOes de oxi-reducdo essenciais a fotossintese. Também atua no metabolismo do N,
nos compostos ciclicos como precursor de aminodcidos aromaticos, hormonios, fenois e
ligninas (HEENAN; CAMPBELL, 1980; MALAVOLTA, 2006).

A disponibilidade deste nutriente pode ser bastante varidvel, podendo causar
deficiéncia ou toxicidade as plantas, dependendo da solubilidade dos compostos de Mn
presentes no solo. E absorvido na forma inica Mn?*, atuando na sintese de clorofila e
participando do metabolismo energético. Sua absor¢do € pouco regulada pela planta,
podendo ocorrer uma absor¢do excessiva, resultando em niveis toxicos (CLARKSON,
1988), como observado na Tabela 11, onde os niveis de Mn ficaram acima da faixa
considerada adequada para plantas de arroz (CFSMG, 1999).

Nesse contexto, o Si tem sido bastante relatado na literatura pelos efeitos
benéficos as culturas, principalmente relacionados a mitigacdo de diferentes estresses,
seja bidtico ou abidtico (ABUMIYA, 1959; JONES; HANDRECK, 1967; EPSTEIN,
1999; SEEBOLD et al., 2001; FAWE et al., 2001; MA et al., 2006; ZUCCARINI, 2008;
COTE-BEAULIEU et al., 2009; CRUSCIOL et al., 2009; ZANAO JUNIOR et al.,
2009; FENG et al., 2010; BYBORDI, 2012; MARAFON; ENDRES, 2013; MOHSENI;
SABBAGH, 2014; LUYCKX et al., 2017; FERNANDES, 2020; CUNHA, 2021). Os
beneficios do Si incluem também aumento da tolerancia a toxidez por Mn e B (HORST;
MARSCHNER, 1978; REYNOLDS et al., 2009; LANA et al., 2003; MEENA et al.,
2014; ZANAO JUNIOR et al., 2019), comprovada pela interagdo destes elementos com
o Si (LIANG et al., 2007; DONCHEVA et al., 2009; GU et al., 2011), fato que pode ser
observado na Tabela 11, onde a aplicac@o de acido monossilicico (BioSil) proporcionou

os menores valores de B e Mn nas folhas do arroz.
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Diversos estudos demonstram interacdes entre Mn e Si. Em plantas de pepino, a
aplicacdo de Si amenizou o estresse causado por toxicidade de Mn (DRAGICIS-
MAKSIMOVIC et al., 2007), assim como em sorgo (OLIVEIRA, 2017), leucina
(CARMO, 2018) e em plantas de arroz (GU et al., 2011; FREITAS et al., 2015;
ZANAO JUNIOR et al., 2019).

Em relacdo ao B (Tabela 11), os maiores incrementos deste nutriente foram
alcancados com a aplicacdo do bioestimulante Vorax, nao diferindo do controle. O
menor teor foi observado com a aplicacdo do acido monossilicico (BioSil).

Taiz e Zeiger (2017) esclarecem que as citocininas, como as presentes nos
bioestimulantes avaliados, também influenciam a mobilizacdo de certos nutrientes para
as folhas, advindas de outras partes da planta. Trata-se de um fendmeno conhecido
como “mobilizagdo de nutrientes induzida por citocinina”, no qual ha uma relagao entre
o local de armazenamento do nutriente (fonte) e o local de utiliza¢do (dreno), para onde
¢ estimulado o deslocamento dos nutrientes mediante a aplicacdo de citocinina. Esses
autores ressaltam ainda que ndo € necessaria a metabolizacdo, nas células-drenos, dos
nutrientes para que elas sejam deslocadas ou mobilizadas.

Apesar do BioSil apresentar este nutriente em sua formulacdo, o extrato de
algas, rico em hormonios vegetais, como as citocininas (Tabela 6), presente no
bioestimulante Vorax, propiciou um maior teor de B nas folhas do arroz (Tabela 11),
seguido do bioestimulante ExpertGrow, que também contém extrato de algas.Em
consonancia ao presente estudo, Tanaka et al. (2008) observaram diferencas (p<0,05)
nos teores de B nas folhas de couve-flor, relatando aumento na absorcdo deste nutriente
com a aplicac@o de bioestimulante.

O B atua em diversos processos como a divisdo celular, transporte de agucares,
metabolismo de carboidratos e formacdo de novos tecidos, por fazer parte da
constituicdo da parede celular e na integridade da membrana plasmética, absor¢do de
agua, na germinacao do grao de pdlen e no crescimento do tubo polinico (KERBAUY,
2012; TAIZ; ZEIGER, 2017).

Ja em relacdo ao acimulo de B (Tabela 12), os bioestimulantes ExpertGrow e
Vorax proporcionaram maiores acimulos deste nutriente, ndo diferindo do controle,
enquanto que o dcido monossilicico (BioSil) propiciou o menor actimulo deste elemento

nas folhas do arroz.
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Tabela 12 — Actimulo de cobre, ferro, manganés, zinco e boro na parte area de arroz, em
funcdo da aplicacdo de bioestimulantes e 4cido monossilicico.

) ) Cu Fe Mn 7n B
Bioestimulante |
———————————————————————————————————— mg parcela o o
Controle 0,50 b 15,99 13,78 1,50 0,47 a
Biosil 0,60 a 14,70 11,27 1,58 0,34 b
ExpertGrow 0,57 ab 16,12 12,27 1,55 0,41 a
Vorax 0,54 ab 13,81 11,32 1,50 0,46 a
CV% 10,62 18,28 14,73 7,77 9,01
0,10 4,61 2,98 0,20 0,06

*Médias seguidas por letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey a 0,05 de
significancia.

Benedito (2004), estudando a interagdo do B e Si na nutri¢do do arroz, observou
que embora ndo tenha tido interacdo entre as doses de B e as doses de Si para o teor de
B na parte aérea, verificou-se uma tendéncia generalizada de reducdo no teor de B nas
folhas do arroz, conforme foram aumentadas as doses de Si aplicadas. Ainda, Deren et
al. (1992) observaram correlagdo negativa entre valores de Si e B encontradas na parte
aérea de angiospermas, corroborando com os dados obtidos no presente estudo.

No que diz respeito ao acimulo de Cu, nota-se que houve maior incremento de
Cu nas folhas de arroz quando aplicado o acido monossilicico (BioSil), ndo diferindo
dos bioestimulantes ExpertGrow e Vorax (Tabela 12).

O Cu ¢ ativador de enzimas, dentre as quais podem ser citadas a tirosinase,
oxilase do 4cido ascérbico e desidrogenase de butiril-coenzima A. Vale salientar a
importancia do Cu na nutricdo de plantas, ja que confere consequéncias positivas na
permeabilidade da membrana das células e na atividade enzimatica referente a
respiracdo celular e fotossintese (CAMARGO; SILVA, 1975; TAIZ; ZEIGER, 2017).

Em oliveiras da variedade Koroneiki, Chouliaras et al. (2009) observaram que a
aplicacdo de produto a base de extrato de algas conferiu aumento dos teores foliares de
Cu. Também, Turan e Kose (2004) relataram aumento nos teores de Cu em folhas de
videiras, com a aplicacdo de bioestimulante contendo extrato de algas, em conformidade

com os presentes resultados.
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4 CONCLUSOES

De modo geral, a aplicacdo de bioestimulantes e dcido monossilicico altera os
teores foliares de cédlcio, manganés, boro e cobre.

Os teores foliares de nitrogénio, fosforo, potassio, magnésio, enxofre, silicio,
zinco, ferro e a producdo de massa de matéria seca da parte aérea nao sdo afetados em
funcdo da aplicacdo de bioestimulantes e 4cido monossilicico, no entanto, a aplicagao
proporciona niveis adequados de fésforo, célcio, magnésio, cobre, zinco e ferro nas

folhas de arroz, independente do produto utilizado.
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EXPRESSAO DIFERENCIAL DE GENES EM ARROZ SOB APLICACAO DE
BIOESTIMULANTE

. . 1 . .2
Ana Carolina Pereira de Vasconcelos ; Hamilton Seron Pereira

RESUMO

A evolugdo do conhecimento em nutri¢do de plantas e praticas racionais de adubacdo
tem possibilitado o continuo crescimento da produtividade dos cultivos e contribuido de
forma decisiva para a producdo de alimentos com maior qualidade. No entanto, apesar
de j4 terem sido realizados diversos estudos com o uso de bioestimulantes em diferentes
cultivos, os resultados obtidos até agora tém sido controversos € com pouca base
cientifica. Diante disso, hd a necessidade de maiores investigacOes a respeito do uso
desses produtos a nivel molecular, estudando mecanismos relacionados a expressao de
genes, para melhor elucidacdo dos resultados obtidos. Nesse sentido, o objetivo desse
trabalho foi analisar a expressdo de genes, por meio da andlise de sequenciamento de
RNA (RNA-seq), em plantas de arroz (Oryza sativa L.), em resposta a aplicagdo de
bioestimulante. O experimento foi realizado em casa de vegetacdo pertencente a
Universidade Federal de Uberlandia (UFU). Foram utilizados vasos com 10 dm® de solo
classificado como Neossolo Quartzarénico, utilizando-se a cultivar BRS Primavera. O
bioestimulante foi aplicado via foliar, no estddio de desenvolvimento V4. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com trés repeti¢des bioldgicas.
A coleta de material vegetal foi realizada aos 102 DAE, no estadio reprodutivo (R4).
Foi retirada a ultima folha completamente expandida de cada planta, em cada
tratamento, para realizacdo das andlises moleculares. Para isso, as amostras foram
colhidas e imediatamente congeladas em N, liquido, armazenadas a -80° C e
encaminhadas para a realizacdo das andlises de RNA-seq. Para a andlise dos dados
moleculares foi realizada a andlise de bioinformatica. Foram identificados 498 genes
diferencialmente expressos em tecido foliar de Oryza sativa L., quando tratadas com o
bioestimulante. Para os genes regulados positivamente, observou-se o aumento de
expressdo de genes intimamente relacionados a mecanismos de defesa, respostas a
estresses, floracdo, regulacdo de transcricao/tradugdo génica e metabolismo vegetal. Ja
para os genes regulados negativamente, pdde-se observar principalmente genes
relacionados a fotossintese, respostas a estresses, desenvolvimento e regulacdo floral.

Palavras-chave: Agroquimicos de regulacdo hormonal; adubacdo foliar; nutricio mineral;
Oryza sativa; RNA-seq; transcriptoma.

2 Doutoranda em Fitotecnia, Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia, MG.
3 Doutor, Professor Titular, Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia, MG.
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DIFFERENTIAL EXPRESSION OF GENES IN RICE UNDER
BIOSTIMULANT APPLICATION

ABSTRACT

The evolution of knowledge in plant nutrition and rational fertilization practices has
enabled the continuous growth of crop productivity and contributed decisively to the
production of higher quality food. However, although several studies have already been
carried out with the use of biostimulants in different crops, the results obtained so far
have been controversial and with little scientific basis. Therefore, there is a need for
further investigations regarding the use of these products at the molecular level,
studying mechanisms related to gene expression, to better elucidate the results obtained.
In this sense, the objective of this work was to analyze the expression of genes, through
RNA sequencing analysis (RNA-seq) in rice plants (Oryza sativa L.), in response to the
application of biostimulant. The experiment was carried out in a greenhouse belonging
to the Federal University of Uberlandia (UFU). Pots with 10 dm® of soil classified as
Quartzarenic Neosol were used, using the cultivar BRS Primavera. The biostimulant
was applied through the leaves, at the V4 development stage. The experimental design
was completely randomized, with three biological replications. Plant material was
collected at 102 DAE, at the reproductive stage (R4). The last completely expanded leaf
of each plant, in each treatment, was removed to carry out the molecular analyses. For
this, the samples were collected and immediately frozen in liquid N», stored at -80° C
and sent for RNA-seq analyses. For the analysis of molecular data, bioinformatics
analysis was performed. Differential expression analyzes identified 498 genes
differentially expressed in leaf tissue of Oryza sativa L., when treated with the
biostimulant. For the up-regulated genes, an increase in the expression of genes closely
related to  defense  mechanisms, stress responses, flowering, gene
transcription/translation regulation and plant metabolism was observed. As for down-
regulated genes, it was possible to observe mainly genes related to photosynthesis,
responses to stress, plant development and floral regulation.

Keywords: Hormonal regulation agrochemicals. Leaf fertilization. Mineral nutrition. Oryza
sativa. RNA-seq. Transcriptome.
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1 INTRODUCAO

A evolucdo do conhecimento em nutricio de plantas e praticas racionais de
adubacdo tem possibilitado o continuo crescimento da produtividade dos cultivos e
contribuido de forma decisiva para a producdo de alimentos com maior qualidade
(CASTRO, 2009). Neste contexto, a biotecnologia pode fornecer meios para o aumento
da produg¢do agricola pela aplicagdao do conhecimento molecular em funcio dos genes e
das redes regulatérias envolvidas no desenvolvimento vegetal (TAKEDA;
MATSUOKA, 2008).

Dessarte, o uso de produtos que cont€ém reguladores hormonais, como os
bioestimulantes, em doses adequadas, melhora a eficiéncia da planta em todos seus
processos, conferindo-lhe maior capacidade de expressar todo seu potencial produtivo.
Esses produtos sdo, em sua maior parte, substancias organicas complexas capazes de
atuar na regulacdo da expressdo génica, de modo a melhorar a nutricio mineral e
produzir precursores de hormonios vegetais, levando a sinteses hormonais e a resposta
da planta a nutrientes e hormonios (CASTRO, 2006). Dessa forma, facilitam a
expressdo da capacidade genética da planta por realizar o equilibrio hormonal e
estimular o crescimento das raizes (SILVA et al., 2008), ampliando a absor¢do de dgua
e nutrientes pelas plantas, tornando-os de grande valia para a utilizacdo na agricultura
(VASCONCELOS, 20006).

No Brasil, hd muitas barreiras para as empresas que fabricam e desenvolvem
estes produtos, pois, especificamente, o termo ‘“bioestimulante” ainda nao ¢
contemplado pela legislacdo brasileira. Os produtos contendo reguladores vegetais
sintéticos, ou a sua mistura, sdo registrados no Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) na classe “Regulador do Crescimento Vegetal”, seguindo a
Legislacdo dos Agrotoxicos (MOGOR, 2011). Nunes (2010) destaca que o registro
desses produtos para uso no territério nacional € dificultado pela demora, burocracia e
grau de exigéncia dos oOrgdos governamentais (MAPA, Ibama e Anvisa) e tal fato
constitui-se em barreira a aplicacdo dessa técnica no pais (SILVA et al., 2012).

Na Unido Europeia e nos Estados Unidos as empresas encontram esta mesma
dificuldade, devido a caréncia global acerca da ciéncia dos mecanismos e sitios de acao
destes produtos e suas implicincias no metabolismo da planta, tornando mais dificil a
geracdo de resolucdes ou leis proprias para esse ramo de produtos (COLMAN et al.,

2013; DU JARDIN, 2015; MORAES, 2015). S6 na Europa, mais de 5,5 milhdes de
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hectares sdo anualmente tratados com agroquimicos de regulacio hormonal,
considerados fundamentais para a sustentabilidade da agricultura europeia.

Isto se deve, em grande parte, ao fato de que apesar de ji terem sido realizados
diversos estudos com o uso de bioestimulantes em diferentes cultivos, os resultados
obtidos tém sido controversos e com pouco embasamento cientifico. Diante disso, ha a
necessidade de maiores investigacdoes a respeito do uso desses produtos a nivel
molecular, estudando mecanismos relacionados a eficiéncia nutricional e expressao de
genes, para melhor compreensao dos resultados obtidos.

Neste cenério, a andlise do transcriptoma é uma ferramenta poderosa que pode
identificar a expressdo génica diferencial em determinados tecidos ou fases de
desenvolvimento da planta ou em resposta a um estimulo externo (GONI et al., 2016).
Através de analises de transcriptoma, tem-se a possibilidade de se avaliar mudancas
globais na transcri¢do de genes através de multiplos processos, vias e funcdes celulares,
em resposta a aplicacdo de bioestimulantes. Nao obstante, a andlise do transcriptoma
demonstra sensibilidade e especificidade para identificar o efeito que bioestimulantes
provocam nas plantas, efeitos esses, muitas vezes nao observados a “olho nu”, como,
por exemplo, o auxilio proporcionado as plantas na superacdo de estresses abidticos,
uma vez que atuam como incremento hormonal e nutricional.

Ademais, na biologia vegetal, grande parte dos estudos € realizada com o uso de
plantas como Arabidopsis (Arabidopsis thaliana L.) e arroz (Oryza sativa L.), que
representam plantas-modelo no grupo das dicotiledoneas e monocotiledoneas,
respectivamente. O uso dessas plantas tem diversas vantagens, mas uma das principais é
devido ao fato de haver protocolos e técnicas moleculares bem estabelecidas, o que
facilita a aplicagdo de diferentes abordagens metodologicas. Uma das aplicacdes da
genOmica funcional em plantas-modelo mais utilizadas diz respeito a busca de genes
envolvidos em respostas a estresses, pois as plantas estdo constantemente expostas a
condi¢Oes ambientais desfavoraveis (PAIVA, 2018).

Neste contexto, o objetivo desse trabalho foi analisar a expressdao de genes,
através da técnica de RNA-seq, estudando os mecanismos envolvidos em alteracdes
fisioldgicas e moleculares em Oryza sativa L., em resposta a aplicacio de
bioestimulante, visando proporcionar, em pesquisas futuras, a indicacdo e validacdo de

uma possivel metodologia para andlise de bioestimulantes.
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2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi instalado em casa de vegetacdo pertencente a Universidade
Federal de Uberlandia (UFU), localizada no municipio de Uberlandia, Minas Gerais,
situada a 18° 35’ de Latitude Sul, 47° 52 de Longitude Oeste e 931 m de altitude. O
experimento foi implantado no dia 03 de maio de 2019, com avalia¢do aos 102 DAE
(dias apds a emergéncia).

Foram utilizados vasos com 10 dm® de solo, classificado como Neossolo
Quartzarénico Ortico tipico (EMBRAPA, 2018), cuja caracterizacio fisica (Tabela 1)
foi realizada no Laboratério de Manejo de Solo da Universidade Federal de Uberlandia
(LAMAS/UFU), de acordo com EMBRAPA (2017). A escolha de um solo arenoso se
baseia no fato de que, por apresentar baixo teor de silicio (Si) disponivel, a absorcao
desse elemento (proveniente do solo) pela cultura do arroz seria minima, a ponto da

planta se tornar pouco capaz de suprir suas necessidades do elemento através do solo.

Tabela 1 - Analise fisica do solo utilizado nos experimentos.

Areia Areia . )
Solo Grossa Fina Silte Argila
T
RQo - Neossolo Quartzarénico Ortico tipico —— "~ gkg coeoreeoo
626 218 1 155

Andlise textural pelo Método da Pipeta (EMBRAPA, 2017).

A andlise quimica foi realizada no Laboratério de Analise de Solos da
Universidade Federal de Uberlandia (LABAS/UFU) seguindo metodologia de
EMBRAPA (2017). O teor de Si no solo foi determinado no Laboratério de
Fertilizantes da Universidade Federal de Uberlandia (LAFER/UFU) seguindo
metodologia proposta por Korndorfer et al. (2004). As caracteristicas quimicas do solo

anteriores a sua corre¢ao encontram-se na Tabela 2.

Tabela 2 - Caracterizacdo quimica do solo anterior a instalacdo do experimento.

pH Al H+Al SB t CTC \% m  M.O.
------------------- P 1970) PTG 1) A — % g kg'l
4,1 0,5 1,9 0,22 0,72 2,12 10 69 1,1
P P rem Si S K Ca Mg B Cu Fe Mn Zn
————————————————— mg 11— ----- cmol, dm™---- -----—--—-mg 11—
1,1 359 2,8 6 0,02 0,1 0,1 0,09 1,1 67 1,9 03

P, K = (HC1 0,05 N + H,SO, 0,025 N); Al, Ca, Mg = (SPT 1 N); M.O. = (Walkley-Black); Si = (CaCl,
0,5 mol L™); SB = Soma de bases / t = CTC efetiva/ T = CTC a pH 7,0 / V = Sat. por Bases / m = Sat.
por Al
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A correcdo do solo foi feita utilizando-se carbonato de calcio (CaCOs3) e
carbonato de magnésio (MgCOs) (p.a.) nas quantidades de 4,75 g e 1,16 g por vaso,
respectivamente. O solo foi incubado por 60 dias, recebendo umidade suficiente para
que os corretivos pudessem reagir durante todo o periodo. Para tal, foram realizados
teste de capacidade de campo e reposi¢do da dgua perdida por evaporacdo. Os vasos
foram rotacionados de forma que o ambiente fosse o mais homogéneo possivel. Apds a
incubacdo do solo, foi realizada uma nova analise quimica para verificar se o solo fora
corrigido adequadamente, atingindo-se o valor de V% igual a 60. Os valores estdo

dispostos na Tabela 3.

Tabela 3 - Caracterizagdo quimica do solo ap6s incubacao.

pH Al H+Al SB t CTC \Y% m M.O.
cmol, dm” % g kg
6,2 0,0 1,2 2,61 2,61 3,81 68 0 1,1
P P rem Si S K Ca Mg B Cu Fe Mn Zn
LTS 1) —— SR 110) G |7 A — LT I3 P ———
0,5 32,0 2,8 3 001 23 03 00 1,0 32 1,6 0,2

P, K = (HCI1 0,05 N + H,SO,4 0,025 N); Al, Ca, Mg = (SPT 1 N); M.O. = (Walkley-Black); Si = (CaCl,
0,5 mol L"); SB = Soma de bases / t = CTC efetiva/ T = CTC a pH 7,0 / V = Sat. por Bases / m = Sat.
por AL

Antes da semeadura, foram incorporados ao solo 400 mg kg'1 de fésforo (P) e
200 mg kg'1 de potassio (K), provenientes das fontes MAP e KCl, respectivamente, e 50
mg kg'1 do produto FTE BR-12, contendo 9% zinco (Zn), 7,1% célcio (Ca), 5,7%
enxofre (S), 2% manganés (Mn), 1,8% boro (B), 0,8% cobre (Cu) e 0,1% Mo. A
semeadura do arroz foi realizada distribuindo-se 20 sementes viaveis por vaso, a uma
profundidade de 0,5 cm, utilizando-se a cultivar BRS Primavera. Aos 10 DAE foi
realizado o desbaste, deixando-se dez plantas por vaso. Aos 15 e 30 DAE foi realizada a
adubacdo de cobertura parcelada, sendo utilizados 100 mg kg' por cobertura,
totalizando 200 mg kg™, com sulfato de aménio diluido em 4gua a uma concentracdo de
5S¢ L' deN. Aplicaram-se 100 mL da soluc¢do por vaso.

A 1rrigacgdo foi realizada por gotejamento, com 100 a 400 mL por dia, de acordo
com a necessidade da cultura. Durante todo o periodo de conducdo do experimento a
temperatura e umidade foram aferidas por meio de uma central automatizada,
registrando os dados a cada hora e programada para manter a temperatura abaixo de
33°C e umidade acima de 50%, com o auxilio de exaustores e climatizadores. Os dados

registrados no periodo estdo demonstrados na Tabela 4.
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Tabela 4 — Temperaturas registradas no periodo do experimento, maxima e minima.

Dia Miax (°C) Min (°C) Dia Miax (°C) Min (°C) Dia  Max (°C) Min (°C) Dia Miax (°C) Min (°C)
03/mai 33 21 29/mai 37 21 24/jun 32 16 20/jul 32 14
04/mai 33 22 30/mai 37 21 25/jun 33 17 21/jul 31 15
05/mai 35 22 31/mai 36 21 26/jun 35 19 22/jul 31 16
06/mai 37 21 01/jun 37 21 27/jun 36 20 23/jul 32 16
07/mai 37 22 02/jun 37 22 28/jun 34 19 24/jul 34 17
08/mai 38 22 03/jun 35 21 29/jun 33 17 25/jul 34 18
09/mai 37 21 04/jun 32 17 30/jun 33 17 26/jul 33 18
10/mai 36 22 05/jun 31 13 01/jul 34 17 27/jul 35 17
11/mai 36 22 06/jun 33 14 02/jul 34 17 28/jul 34 16
12/mai 36 22 07/jun 31 15 03/jul 35 18 29/jul 36 19
13/mai 38 23 08/jun 32 16 04/jul 34 19 30/jul 34 19
14/mai 35 23 09/jun 33 16 05/jul 28 19 31/jul 37 18
15/mai 35 19 10/jun 33 16 06/jul 27 12 01/ago 36 19
16/mai 31 20 11/jun 34 17 07/jul 29 8 02/ago 35 20
17/mai 26 18 12/jun 35 18 08/jul 32 11 03/ago 34 18
18/mai 32 17 13/jun 33 18 09/jul 33 14 04/ago 26 16
19/mai 34 17 14/jun 33 19 10/jul 31 15 05/ago 27 14
20/mai 34 17 15/jun 31 18 11/jul 33 14 06/ago 27 17
21/mai 36 19 16/jun 33 18 12/jul 36 16 07/ago 33 16
22/mai 36 20 17/jun 33 18 13/jul 37 19 08/ago 34 17
23/mai 37 19 18/jun 34 16 14/jul 37 19 09/ago 35 19
24/mai 34 21 19/jun 35 19 15/jul 37 20 10/ago 37 19
25/mai 30 18 20/jun 34 19 16/jul 34 18 11/ago 36 20
26/mai 34 15 21/jun 32 16 17/jul 34 17 12/ago 37 21
27/mai 37 19 22/jun 31 16 18/jul 33 15
28/mai 36 20 23/jun 31 16 19/jul 32 15
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Foi utilizado no tratamento um bioestimulante (Tabela 5) aplicado via foliar, em

trés repeticdes bioldgicas e volume de calda de 25 mL por vaso.

Tabela 5 — Tratamento, dose e aplicacdo do produto em teste.

Tratamentos Produtos Doses (L ha'l) Aplicagao mL / 100 mL
T1 Agua * 0 0,00
T2 ExpertGrow 0,05 0,05
* Controle

ExpertGrow®: pertencente a Adama Brasil S/A, é formulado a base de extrato

de algas marinhas (Ascophyllum nodosum) e 3,5% de hidréxido de potéssio.

A coleta de material vegetal foi realizada aos 102 DAE, no estadio reprodutivo
(R4). Foi retirada a ultima folha completamente expandida de cada planta, totalizando
dez folhas por parcela, em cada tratamento, sendo seccionadas e utilizadas somente o
terco médio da folha, para determina¢do das analises moleculares. Para isso, as amostras
foram colhidas e imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas em
Ultrafreezer vertical a -80° C. Apds, as amostras de folhas foram encaminhadas para o
Laboratorio de Fisiologia Molecular de Plantas da Universidade Federal de Lavras
(LFMP/UFLA), para a extracdo de RNA total e, em seguida, preparo de amostras para o
sequenciamento de RNA (RNA-seq), para identificacdo e selecdo dos genes envolvidos
na resposta a aplicacdo do bioestimulante.

Foi procedida a maceracdao das folhas com nitrogénio liquido, para posterior
extracdo de RNA. A extracdo de RNA foi realizada por meio do Protocolo QIAzol
(Anexo I), de acordo com as instrugdes do fabricante (com adaptagdes). Apos a extragao
do RNA, as amostras foram analisadas quanto a quantidade e qualidade (A260\280 e
A260\230), utilizando-se o espectrofotdmetro Nanovue® (NanoVue GE Healthcare)
(Tabela 6).
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Tabela 6 - Quantificacdo e Relacoes 260/280 e 260/230.

Extracdo com Qiazol Tratamento com DNAse

RNA 260/280  260/230 Volume Aliquot RNA 260/280 260/230  Volume
(nghl) (1,822) (1.8) (ML) a@l) (ghg (1822 (21.8) Final (uL)

2541 1.992 2474 20 1.97  231.6 1.862 2.443 15.0
27170 2.060 1.925 20 1.81  261.6 1.869 1.890 15.0
656.4 1.954 2.088 20 7.62  186.8 1.914 3.013 15.0
3306 2.005 2.001 20 1.51  309.6 1.955 2.263 15.0
1465 2.008 1.520 20 341  202.0 1.913 1.583 15.0
818.4 1.914 1.973 20 6.11  298.0 1.835 1.609 15.0
735.2 1.917 1.813 20 6.80 375.6 1.981 1.324 15.0
1711 2.005 2.343 20 292 268.8 1.821 1.211 15.0
2439 2.059 2.319 20 205 2212 1.849 2.324 15.0

Para avaliar a integridade do RNA extraido, as amostras foram submetidas a
técnica de eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com GelRed Nucleic Acid Gel
Stain, sendo visualizado em fotodocumentador UYV-transilluminator (UVITEC

FireReader XS D-77Ls- 20. M) (Figura 1).

14 17(2) 22 13 19 21 1518(2)24 17 19(2) 18

Figura 1 — Eletroforese: Gel Integridade — Extra¢do com Qiazol.
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As amostras obtidas foram tratadas com o Turbo DNA freeTM kit (Ambion)
para eliminacdo do DNA residual (Anexo II). Em seguida, um volume de 1,5 uL. do
RNA tratado foi utilizado para quantificacdo no Nanovue®. Para avaliar a integridade e
pureza do RNA, as amostras foram submetidas a eletroforese, visualizando-se em
fotodocumentador UV-transilluminator e armazenadas posteriormente em freezer a -

20°C (Figuras 2 e 3).

14 17(2) 22 13 19 21 15 18(2) 24

Figura 2 — Eletroforese: Gel Integridade — RNA tratado com DNAse.

22 13 19 21 15 18(2)

Figura 3 — Eletroforese: Gel Integridade — RNA tratado com DNAse.
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Para o envio das amostras, o RNA tratado foi transferido para tubos
estabilizantes que foram mantidos em temperatura ambiente por cinco minutos e, em
seguida, foram submetidos ao SpeedVac™ até a secagem total, mantendo-se a
concentracdo e qualidade recomendados pela empresa de sequenciamento. As
especificagdes técnicas para o sequenciamento incluiram 24 amostras, trés lanes de
sequenciamento em plataforma Illumina 2X150 pb, com preparo de bibliotecas por
selecao de poli-A e cobertura de pelo menos 43 mi reads por amostra.

As andlises de qualidade, de alinhamento ao genoma e quantificacdo e da andlise
de expressdo diferencial estdo descritas em Anexo 1. J4 o protocolo de extracdo de RNA

e o protocolo de tratamento com DNAse estdo descritos em Anexo Il e Anexo III,

respectivamente.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Deep sequencing (sequenciamento em grande escala): Expressdo

diferencial por RNA-seq

Dos 904.066.384 fragmentos sequenciados, 761.906.919 (84%) foram
selecionados pelo controle de qualidade para alinhamento ao genoma de referéncia de
Oryza sativa L. Aproximadamente 91% dos fragmentos foram alinhados unicamente a
exons no genoma. Entretanto, apds a etapa de remocao de fragmentos duplicados e de
genes pouco expressos, o numero efetivo de fragmentos utilizados, para a andlise de
expressao diferencial, foi 144.136.823, ou seja, aproximadamente 16 milhdes de
fragmentos em cada repeticao biologica.

As analises de expressdo diferencial identificaram 498 genes diferencialmente
expressos (DE) entre os tratamentos. Os resultados da expressao diferencial mostraram
que muitos genes tiveram uma enorme mudanga na expressao quando as plantas foram
tratadas com o bioestimulante (Figura 4). Assim, as diferencas de magnitude entre a
expressdo dos genes, representadas na Figura 4, indicam o total de transcritos e o
impacto biologico da diferenga de expressdo, em relacdo ao nivel de expressdo gé€nica
dada em log2 de Fold Change e a expressao absoluta. Assim, como se pode observar no
grafico (Figura 4), pontos em vermelho representam genes mais expressos (up-

regulated), enquanto pontos em azul representam genes menos expressos (down-
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regulated). Pontos em cinza representam genes cuja expressdo nao foi diferente nas

condicoes.

log2FC

| | | I I | I I
0 2 4 6 8 10 12 14

logCounts (CPM)

Figura 4 — Expressdo diferencial de genes em folhas de arroz, submetidas a aplicacdo de
bioestimulante (ExpertGrow®), determinada a partir de andlises de RNA-
seq.

Grdfico representando a expressdo relativa no eixo Y em logaritmo base 2 dos valores
de diferenca de expressao (Fold Change) e expressdo absoluta média em logaritmo

base 10 da média de expressdo para cada gene quantificada em CPM (Counts Per
Million).

Em relagdo a magnitude da mudanga de expressao (Fold-Change) e ao nivel de
significincia estatistica (FDR), os resultados mostraram que o bioestimulante promoveu
efeitos significativos em larga escala, em que muitos genes positivamente regulados
apresentaram maior significancia em relacido aos genes negativamente regulados (Figura
5). Genes que foram identificados com grandes altera¢des de dobras de expressdo e com
posicdes estatisticamente significativas podem ser mais fisiologicamente significativos.

Em relacdo a dispersdao dos dados, exibidos na Figura 5, quanto menor o valor
do teste estatistico para um dado gene maior € sua posicdo no eixo Y. O valor FDR de
0,05 esta representado pela linha pontilhada horizontal e delimita o valor madximo de
FDR para dado gene ser considerado DE. Linhas pontilhadas verticais delimitam o valor

minimo do mddulo de Fold Change para dado gene ser considerado DE. Genes que ndo
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satisfazem ambos os requerimentos nio sdo considerados DE e estdo representados em
cinza. Assim, observamos que pontos em vermelho representam genes mais expressos
(up-regulated) com a aplicagcao do produto, enquanto pontos em azul representam genes

menos expressos (down-regulated).

20 — * Up-regulated : .
Not DE ' '
* Down-regulated . !
15 - ' '
e ‘ '
o i :
L ! '
S 10 — . ’
o " '
o " -
] ' '
5 — i '

| s, | JaEN LT
1 ’
0 — FDR =0. X .

|

| I | I I
-1 -9 -7 -5§ -3 -101 3 5§ 7 9 M

Figura 5 — Representacdo esquematica da magnitude da expressao diferencial de genes
em folhas de arroz tratadas com bioestimulante (ExpertGrow®).

Os genes mais positivamente regulados estdo a direita, os genes mais negativamente
regulados estdo a esquerda (eixo x) e os genes estatisticamente mais significativos
estdo para o topo (eixo y).

Observa-se na Figura 6 a visdo global de como os genes DE estdo distribuidos
nas duas condi¢des avaliadas. Assim, genes com maiores valores de expressdo estdo
codificados na escala de cor vermelha, enquanto genes com valores de expressdao
menores estdo codificados na escala de branco e azul. Assim, € notado o gradiente de
cores indicando a intensidade do nivel de significincia. Os valores de expressdo estdo
apresentados em logaritmo base 10 de FPKM (Fragments per kilo base per million

mapped reads) + 1.
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Figura 6 — Representacdo em heatmap dos 498 genes diferencialmente expressos
(linhas) nas duas condi¢des bioldgicas avaliadas (colunas), a partir das
andlises dos dados de RNA-seq, de folhas de arroz submetidas a aplicacdo
do bioestimulante (ExpertGrow®).

3.2 Comparagdo entre os transcriptomas usando a categorizacdo do Gene
Onthology

A fim de comparar os transcriptomas do tratamento com bioestimulante, foi
utilizada a categorizacdo do Gene Ontology (GO) para encontrar as categorias a que
estas sequéncias pertencem. A ontologia génica é uma linguagem controlada de termos
gerada para representar as informacdes biologicas de forma organizada. De acordo com
Thomas (2017), o GO fornece uma estrutura € um conjunto de conceitos para descrever

de maneira compreensiva as fun¢des dos produtos génicos. Dessa forma, os termos
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definem o conjunto das possiveis fung¢des desempenhadas por um gene e sdo
referenciados por diferentes categorias de evidéncias (HUANG et al., 2019).

Os termos GO s@o subdivididos em trés ontologias (uma ontologia define as
regras que regulam a combinag¢do entre os termos e as relacOes) distintas que
representam diferentes aspectos dos sistemas biologicos: Funcdo Molecular (F),
Processo Bioldgico (P) e Componente Celular (C). Nesta representacdo de trés
ontologias, um gene codifica um produto bioldgico que realiza fungcdo em nivel
molecular (F) em um local especifico da célula (C) e essa fungdo faz parte de um
processo bioldgico mais complexo (P), que pode abranger vérias fungdes moleculares
(THOMAS, 2017).

Assim, uma func¢do molecular representa um processo bioquimico realizado por
um produto génico e as suas interacdes com outras biomoléculas, enquanto um
componente celular refere-se a localizagdo de um produto génico nos diferentes
compartimentos e estruturas celulares ou a sua participagdo em complexos estaveis de
macromoléculas (GAUDET et al.,, 2017). Ja4 um processo bioldgico representa um
conjunto de funcOes moleculares realizadas por produtos génicos especificos,
frequentemente de uma maneira altamente regulada e em uma sequéncia temporal
particular (THOMAS, 2017; GAUDET et al., 2017).

Na Tabela 7 estdo demonstrados os dados da andlise de enriquecimento
funcional de genes diferencialmente expressos (up-regulated) nas folhas de arroz em

funcdo da aplicac@o do bioestimulante.

Tabela 7 — Enriquecimento funcional de genes diferencialmente expressos (up-
regulated) em tecido foliar de arroz (Oryza sativa L.) submetido a
aplicacao de bioestimulante (ExpertGrow®).

=} * =} % = % =

<o '?n ‘§ e A < g : N E I~

S = ) g3 g% E = s a

£ e 2 EE EESs 3 =

= S a z% Z%5 "
G0:0009628 P Response to abiotic stimulus 28 3022 9.10E-13 4.90E-11
G0:0006950 P Response to stress 32 4660 3.10E-11 8.40E-10
GO0:0050896 P Response to stimulus 33 6928 1.70E-07 3.10E-06

*P = processo bioldgico.

Na comparagdo das sequéncias diferencialmente expressas (up-regulated)

utilizando o GO, foram encontradas trés categorias enriquecidas. Entre os termos
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enriquecidos destacam-se processos bioldgicos envolvidos com resposta ao estimulo
abiodtico, resposta a estresses e resposta a estimulos (Tabela 7).

Nos resultados ilustrados na Figura 7, o diagrama da distribui¢ao hierarquica da
andlise de enriquecimento de genes up-regulated esti representado para processos

biologicos, em funcio da aplicacio de bioestimulante.

GO:0008150
biclogical process

1

P

Figura 7 — Diagrama da distribui¢c@o hierarquica da anélise de enriquecimento de genes
up-regulated para processos bioldgicos, em funcdo da aplicacio de
bioestimulante (ExpertGrow®), com significincia estatistica pelo teste de
Fisher e FDR.

Observa-se que 33 dos 68 genes superexpressos pela aplicacdo do
bioestimulante sdo ligados a respostas a estimulos, com relacdo direta a resposta
estimulos abidticos e resposta a estresses, com 34296 termos ligados ao processo.
Destes, 28 e 32 dos 68 genes superexpressos pela aplicagdo do bioestimulante sdao
ligados a estimulos abidticos e de resposta ao estresse, respectivamente (Figura 7).

Na Tabela 8 estdo demonstrados os dados da andlise de enriquecimento
funcional de genes diferencialmente expressos (down-regulated) nas folhas de arroz em
funcdo da aplicacdo do bioestimulante. Na comparacao das sequéncias diferencialmente
expressas (down-regulated), foram encontradas quinze categorias enriquecidas. Dentre
os termos enriquecidos observam-se aqueles envolvidos a processos biologicos e
componentes celulares. Assim, nota-se processos relacionados a fotossintese e geragao

de metabdlitos precursores e energia.
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Tabela 8 — Enriquecimento funcional de genes diferencialmente expressos (down-
regulated) em tecido foliar de arroz (Oryza sativa L.) submetido a aplicacdo
de bioestimulante (ExpertGrow®).

8 %& 1?‘}« § g § g -E N g I~

g S 5 g SLEEL a

5 £ $ EE ESE+ 2 2

= S a z % z¥%
G0:0015979 p Photosynthesis 23 324 1.80E-12 5.10E-10
GO:0006091 p Generation of precursor metabolites and energy 17 480 1.60E-05 0.0023
GO0:0009536 Plastid 119 4703  1.90E-21 1.50E-19
GO0:0009579 Thylakoid 43 772 1.20E-18 5.00E-17
GO0:0005623 Cell 270 22048 3.90E-07 1.10E-05
G0:0044444 Cytoplasmic part 154 10930 2.30E-06 4.60E-05
GO0:0005737 Cytoplasm 162 11866  7.10E-06 0.00011
G0:0016020 Membrane 113 8187  3.00E-05 0.00031
GO0:0043231 ¢  Intracellular membrane-bounded organelle 159 11878 3.10E-05 0.00031
GO0:0043227 Membrane-bounded organelle 159 11878 3.10E-05 0.00031
GO0:0044464 Cell part 235 19532 0.00011 0.001
GO0:0043229 Intracellular organelle 159 12251 0.00018 0.0013
GO:0043226 Organelle 159 12251 0.00018 0.0013
G0:0044424 Intracellular part 176 14514 0.0023  0.016
GO0:0005622 Intracellular 180 15144 0.0052  0.033

*P = processo bioldgico; C = componente celular.

Em relacdo a classe de componentes celulares, destacam-se alteracdes nos

processos relacionados com plastideos, tilacoides, células, partes citoplasmaticas,

citoplasma, membranas, organelas intracelulares ligadas a membranas, partes das

células e organelas intracelulares (Tabela 8).

Na Figura 8, observa-se o diagrama da distribuicdo hierarquica da analise de

enriquecimento de genes down-regulated para processos bioldgicos em funcdo da

aplicacdo de bioestimulante. Neste, nota-se que 17 dos 352 genes diferencialmente

expressos pela aplicacdo do bioestimulante sdo ligados a geracdo de metabolitos

precursores de energia, com relacdo indireta a processos metabdlicos celulares. Ainda,

23 dos 352 genes diferencialmente expressos sdo ligados a processos fotossintéticos

(Figura 8).

88



GO:0008150
biclogical_process

N N
. *

.4 4

GO:0009987 GO:0008152
cellular process metabolic process

4 »
GO:0044237

cellular metabolic
process

v A
£ *

* ~
G0:0006091 (0.00234)
generation of
precursor metabelites and energy
17/352 | 480/34296

Figura 8 — Diagrama da distribui¢@o hierarquica da anilise de enriquecimento de genes
down-regulated para processos biologicos, em funcdo da aplicagdo de
bioestimulante (ExpertGrow®), com significincia estatistica pelo teste de
Fisher e FDR.

Ja na Figura 9, observa-se o diagrama da distribui¢do hierarquica da analise de
enriquecimento de genes down-regulated para componentes celulares, em funcido da
aplicacdo de bioestimulante. Neste, sdo destacadas alteracdes nos processos
relacionados a plastideos e tilacoides.

Assim, nota-se que 43 dos 352 genes diferencialmente expressos pela aplicagao
do bioestimulante sdo ligados aos tilacoides, com relagdo direta com partes
intracelulares e 119 dos 352 genes diferencialmente expressos sdo ligados a plastidios,
com relacdo direta as partes citoplasmaticas e organelas intracelulares de membranas
(Figura 9).

Na Figura 10, no diagrama da distribuicdo hierarquica da analise de
enriquecimento de genes down-regulated para funcdo molecular, em funcdo da
aplicacdo de bioestimulante, destacam-se alteragdes nos processos relacionados a
ligacdes de fons de ferro e atividade de proteinas quinases, com relagdo direta a grupos

especificos de serina e treonina e atividade de proteina tirosina quinase.
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De acordo com o diagrama da distribuicio hierdrquica da anéalise de

enriquecimento de genes down-regulated para funcdo molecular, observa-se que 17 dos

245 genes diferencialmente expressos pela aplicacdo do bioestimulante sdo ligados a

ligacdes de ions de ferro e 29 ligados a atividade de proteinas serina/treonina quinases e

de proteinas tirosina quinase, com 24075 termos ligados ao processo (Figura 10).
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Os bioestimulantes sdo descritos por Russo e Berlyn (1992) como produtos nao

nutricionais, que podem reduzir o uso de fertilizantes e aumentar a producido e a

resisténcia aos estresses, como os causados por temperatura e déficit hidrico. Ainda,

muitos dos efeitos benéficos dos bioestimulantes sdo baseados na sua habilidade de

influenciar a atividade hormonal das plantas, que € responsavel por regular o
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desenvolvimento normal dos vegetais e as suas respostas ao ambiente onde se
encontram (LONG, 2006).

Dessa forma, é esperado que a aplicacdo de bioestimulantes propicie melhores
respostas aos efeitos deletérios em plantas submetidas a estresses (VENDRUSCOLO et
al., 2016; FERNANDES, 2020; VIEIRA et al., 2019; DIESEL e SILVA, 2020;
MARTINS et al., 2022; MORAES, 2020; RODRIGUES, 2020; CORNETA, 2021;
CUNHA, 2021; SILVA et al., 2021). A comparagdo dos transcriptomas utilizando os
termos Gene Ontology (GO) possibilitou encontrar categorias funcionais enriquecidas
com a aplicagdo do bioestimulante e, dentre os termos diferencialmente enriquecidos
identificados, observou-se genes superexpressos ligados a respostas a estimulos, com
relacdo direta a resposta estimulos abidticos e resposta a estresses (Tabela 7),
corroborando com a hipotese de que os bioestimulantes atenuam o estresse das plantas
as condi¢des climaticas adversas, ativando, ainda, o sistema de defesa das plantas
(MARTINS et al., 2022).

Neste contexto, foram registrados durante a conducdo do experimento, com o
aporte de uma central automatizada instalada dentro da casa de vegetacdo, dados de
temperatura e umidade, registrando os dados a cada hora (Tabela 4). Dos 102 dias
(tempo total do cultivo do arroz), 94 dias foram em condicdes de estresse térmico para a
cultura. De acordo com o Zoneamento Agricola de Risco Climético (Zarc) para a
cultura do Arroz de Sequeiro, para um bom desenvolvimento da cultura a temperatura
deve variar entre 20°C e 35°C e, durante a floracdo, a temperatura ideal situa-se entre
30°C a 33°C (BRASIL, 2022).

Os estresses abidticos sdo um dos responsaveis pela inducido de adaptagdes em
plantas. Estas quando submetidas ao estresse, respondem através de mecanismos de
sinalizacdo nas rotas fisiologicas, desencadeando um processo de aclimatacdo. Esses
estresses sdo causados tanto por fatores abidticos (temperatura, agua, minerais,
radiacdo, gases), como por estresses bidticos (planta, microrganismos, pragas, origem
antropogénica). Dessa forma, no ambiente temos diversos tipos de estresses
(VICTORIA, 2015; BIANCHI et al., 2016; SOUZA, 2016), no entanto, os genes
diferencialmente expressos pela aplicacdo do bioestimulante aqui encontrados (como
por exemplo, um grande nimero de proteinas induzidas por choque térmico, como as
heat shock protein), caracterizados no topico a seguir (Topico 3.3), nos direcionam a
inferir a grande probabilidade destes genes terem sua expressao diferencial induzida por

este estresse térmico, podendo ser refor¢cado ainda pela magnitude da mudanca de
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expressdo (Fold-Change), ja explanado no Tépico 3.1 (Figuras 4 e 5), ocasionadas pela
acdo do bioestimulante.

Desta forma, os mecanismos identificados pelo GO podem estar diretamente
relacionados com a tolerancia das plantas ao estresse térmico enfrentado no periodo
(Tabela 4), indicando que a aplicacdo do bioestimulante estimulou respostas positivas,
superexpressando genes envolvidos com respostas ao estimulo abidtico, resposta a
estresses e resposta a estimulos (Tabela 7). Ainda, foram observadas alteracdes na
expressdo de genes relacionados a processos bioldgicos associados a fotossintese e
geracdo de metabdlitos precursores de energia e componentes moleculares relacionados
a tilacoides e plastideos (Tabela 8), inferindo-se que pode ser um indicativo de que as
plantas de arroz, submetidas a aplica¢do do bioestimulante, tentam responder aos danos
provocados pelo estresse evitando/minimizando a ocorréncia de danos por estes

mecanismos de acao.

3.3 Caracterizacdo dos genes diferencialmente expressos

Em relacdo especificamente aos transcritos sequenciados, foram identificados
498 genes diferencialmente expressos. Dentre estes, foram selecionados 176 genes que
foram regulados negativamente (down-regulated) e os 65 genes que foram
superexpressos (up-regulated). Estas sequéncias estdo dispostas nas Tabelas 9 e 10,
respectivamente. Estudos funcionais revelam que a superexpressao ou silenciamento de
genes especificos podem modificar acentuadamente mecanismos de defesa e respostas a
estresses (OLIVEIRA, 2010; HUTHER, 2014; OLIVEIRA, 2016; SANTOS, 2016;
GULLNER et al., 2018; ZHANG et al., 2021).

Para os genes regulados positivamente, observou-se o aumento de expressao de
genes intimamente relacionados a mecanismos de defesa, respostas a estresses, floracdo,
regulacdo de transcri¢do/traducdo génica e metabolismo vegetal (Tabela 10). J& para os
genes regulados negativamente, pode-se observar principalmente genes relacionados a

fotossintese, respostas a estresses e regulagao floral (Tabela 9).
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Tabela 9 — Selecao de genes diferencialmente expressos (down-regulated) em tecido
foliar de arroz (Oryza sativa L.) submetido a aplica¢do de bioestimulante

(ExpertGrow®).

Gene Model Protein Name/Function P-Value
LOC_0s08g39300.4 Alanine:glyoxylate aminotransferase 8.51E-05
LOC_0s02g43194.1 Aldehyde dehydrogenase 3F1 0.000114542
LOC_0Os10g41270.1 0.0005838
LOC_0s04g56240.1 9.20E-05
LOC_0s09g28640.1 5.38E-05
LOC_0s07g06860.1 0.00044879
LOC_0Os01g51360.2 0.00029547
LOC_0s10g35520.1 Alpha/beta-Hydrolases superfamily protein 6.09E-05
LOC_0s01g51360.1 0.00033232
LOC_0s01g69060.1 0.00039386
LOC_0s05g35470.1 0.00058625
LOC_0s08g37040.1 0.00122624
LOC_0s09g28630.1 0.00014963
LOC_Os11g07980.1 0.00010681
LOC_0s07g34830.1 . . . 0.00032826
LOC_0s07g33660.1 Ankyrin repeat family protein 0.00067749
LOC_0Os06g18850.1 0.00074502
LOC_0s03g63480.1 Ankyrin repeat-containing protein 2 0.00077473
LOC_0s03g20650.1  Basic-leucine zipper (bZIP) transcription factor family protein  6.29E-05
LOC_0s06g15330.1 o o , 2.51E-05
LOC_ 0s03g50310.1 B-box type zinc finger protein with CCT domain 70.000623 3
LOC_0s03g52239.1 BEL1-like homeodomain 4 0.00050987
LOC_0s07g35880.1 Beta-amylase 5 0.00012457

Bifunctional inhibitor/lipid-transfer protein/seed storage 2S

LOC_0s07g19000.1 albumin superfamily protein 0.00094805
LOC_0s03g57240.1 C,H, and C,HC zinc fingers superfamily protein 0.00043782
LOC_0s05g06920.1 Ca*"-activated rela/spot homolog 9.75E-05
LOC_0s02g49680.1 Calcium sensing receptor 0.0001222
LOC_0s03g12530.1 Cation efflux family protein 0.00014369
LOC_0s12g06060.1 Cationic amino acid transporter 6 0.00091681
LOC_0Os10g28370.1 Chlorophyllase 2 0.00067029

LOC_0s03g03990.1 Chloroplast signal recognition particle component (CAO) 0.00034233

LOC_0s11g37920.1  Class I glutamine amidotransferase-like superfamily protein ~ 0.00063991

LOC_0s01g73540.1 Cofactor assembly, complex C (B6F) 0.00089481
LOC_0s09g09510.1 Concanavalin A-like lectin protein kinase family protein 0.00089765
LOC_0s01g03549.1 Cupredoxin superfamily protein 0.00029614
LOC_0Os06g43180.1 Cyclase family protein 0.00129666
LOC_0s03g42070.1 Cyclin d5;1 4.84E-05
LOC_Os04g53680.1 Cyclin p2;1 0.000506638

(... continua ...)
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Cyclophilin-like peptidyl-prolyl cis-trans isomerase family

LOC_0s01g02080.1 protein 0.00024604
LOC_0s07g43560.1 . . . L 0.00062343
LOC_0s07g43570.1 Cysteine-rich RLK (RECEPTOR-like protein kinase) 10 70.0006066
LOC_0s07g34980.1 o _ o 0.00096857
LOC_ 0510047301 Cysteine-rich RLK (RECEPTOR-like protein kinase) 23 000013035
LOC_0s09g35940.1 Cytochrome p450 7829 1.68E-05
LOC_Os10g381102  Cytochrome P450, family 704, subfamily A, polypeptide 2  0.00066355
LOC_0s08g43440.1 Cytochrome P450, family 706, subfamily A, polypeptide 6  0.00047165
LOC_0s06g43430.1 Cytochrome P450, family 71 subfamily B, polypeptide 7 0.00080275
LOC_0s01g12740.1  Cytochrome P450, family 71, subfamily A, polypeptide 24  0.00021316
LOC_0s09¢36070.1  Cytochrome P450, family 71, subfamily B, polypeptide 34 ~ 0.00019265
LOC_0s05g01120.1 Cytochrome P450, family 722, subfamily A, polypeptide 1 ~ 0.0010868
LOC_0s03g14420.1 Cytochrome P450, family 76, subfamily C, polypeptide 4 0.00049931
LOC_Os11g29720.1  Cytochrome P450, family 78, subfamily A, polypeptide 10 0.00024822
LOC_0s08g43390.1 Cytochrome P450, family 78, subfamily A, polypeptide 6 0.00029849
LOC_0s02g30110.1 Cytochrome P450, family 81, subfamily D, polypeptide 5 0.0004657
LOC_0s08g05620.1 Cytochrome P450, family 87, subfamily A, polypeptide 6 0.00073285
LOC_0s03g04680.1 Cytochrome P450, family 96, subfamily A, polypeptide 1 7.53E-05
LOC_0s02g05686.1 Disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class) family 0.0012806
LOC_0s07g01620.1 Disease resistance—respons;;/; é;i;rigent—like protein) family 0.00010012
LOC_Os11g16550.1 Enzyme binding;tetrapyrrole binding 0.0003284
LOC_0s04g56230.1 Farnesyl diphosphate synthase 1 6.88E-05
LOC_0s02g57860.1  F-box and Leucine Rich Repeat domains containing protein ~ 0.00130604
LOC_0s03g20500.1 F-box family protein 0.00063484
LOC_0s06g02500.1 Fe superoxide dismutase 2 0.00033665
LOC_0s04g36720.1 Ferric reduction oxidase 7 0.00013862
LOC_0s03g63970.1 Gibberellin 20 oxidase 2 0.0012511
LOC_0Os10g38730.1 0.000344425
LOC_0s10g38780.1 Glutathione S-transferase family protein 0.001035795
LOC_0Os10g38140.1 0.000488074
LOC_0s10g38710.1 Glutathione S-transferase TAU 16 2.01E-05
LOC_0s07g28480.1 Glutathione S-transferase TAU 24 3.77E-05
LOC_0s04g53230.1 Glycine cleavage T-protein Family 0.00037647
LOC_0s06g01620.1 _ o 0.00012967
LOC. 05065407801 GRAS family transcription fator —0.0001 1206
LOC_0s01g20830.1 Heavy metal transport/detoxification superfamily protein 0.00060471
LOC_Os01g71330.1 High chlorophyll fluorescence 153 0.0001127
LOC_0s02g04510.1 High chlorophyll fluorescence phenotype 173 7.02E-05
LOC_0s03g19560.3 High chlorophyll fluorescent 107 0.00055098
LOC_0s06g02580.1 High-affinity nickel-transport family protein 0.0005909
LOC_Os12¢41860.1 Homeobox-leucine zipper family protein / lipid-binding 0.000871235

START domain-containing protein
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LOC_0s02g02000.1

Hydroperoxide lyase 1

7.02E-06

LOC_0s05g28090.2

Inorganic carbon transport protein-related

0.00016756

LOC_0Os06g45370.1

Inositol monophosphatase family protein

0.00046805

LOC_0s03g48030.1

Integral membrane HPP family protein

0.00057897

LOC_0s06g36450.1

Iron regulated 2

0.00014814

LOC_0s05g04120.1

Iron-regulated protein 3

0.00046344

LOC_0s01g50840.1

Kelch repeat-containing F-box family protein

0.000400597

LOC_0s03g56370.1

Leucine carboxyl methyltransferase

0.000143434

LOC_0s08g39550.1

Leucine-rich repeat (LRR) family protein

0.000827033

LOC_0s08g14940.1

LOC_0s08g14950.1

LOC_0Os01g66810.1

LOC_0s05g51070.1

Leucine-rich repeat protein kinase family protein

5.36E-05

0.000137533

0.000853675

0.001328396

LOC_0s10g02990.1

Leucine-rich repeat receptor-like protein kinase family protein

1.49E-05

LOC_Os11g13890.2

LOC_Os11g13890.6

Light harvesting complex of photosystem II 5

0.00058166

0.00014882

LOC_0Os04g38410.1

Light harvesting complex photosystem II subunit 6

3.88E-05

LOC_0s08g33820.1

Light-harvesting chlorophyll-protein complex I subunit A4

0.00097323

LOC_0s05g30220.1

LRR and NB-ARC domains-containing disease resistance

protein

0.00011958

LOC_0Os07g46310.1

Magnesium-chelatase subunit chlh, chloroplast, putative / Mg-
protoporphyrin IX chelatase, putative (CHLH)

0.00113612

LOC_0s06g04150.1

Magnesium-protoporphyrin IX methyltransferase

0.00093587

LOC_0Os10g05780.1

LOC_Os12g12934.1

LOC_0s10g02340.1

LOC_0Os01g65140.1

LOC_0Os01g65130.1

LOC_0Os04g38026.1

LOC_0s08g31700.1

Major facilitator superfamily protein

1.24E-05

0.00014921
0.00013537

0.00063959

0.00069387

0.00028605

0.00069894

LOC_0s02g44570.1

Mitochondrial substrate carrier family protein

3.74E-05

LOC_0Os03g57149.1

LOC_0s07g22670.1

Mitochondrial transcription termination factor family protein

5.19E-05

0.00115026

LOC_0Os03g18170.1

Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 14

0.00127943

LOC_0s01g59090.1

Mogl/psbp/DUF1795-like photosystem II reaction center psbp

family protein

0.00106525

LOC_0s02g51020.1

NDH dependent flow 6

0.00021636

LOC_0s03g06230.1

LOC_0Os08g17390.1

NDH-dependent cyclic electron flow 1

0.00033443

0.00066916

LOC_0s03g53710.1

NDH-dependent cyclic electron flow 5

0.00044462

LOC_0s02g47510.1

Nine-cis-epoxycarotenoid dioxygenase 4

7.79E-05

LOC_0Os10g40600.1

Nitrate transporter 1.1

0.00022114

LOC_0s01g54490.1

LOC_0s06g06300.1

PEBP (phosphatidylethanolamine-binding protein) family

protein

0.001235392

6.62E-05
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LOC_0s05g50950.1 Pentatricopeptide (PPR) repeat-containing protein 0.00081404
LOC_0s07g40120.1 Pentatricopeptide repeat (PPR) superfamily protein 0.00078032
LOC_0s03g21780.1 5.84E-05
LOC_0s03g43470.1 Pentatricopeptide repeat (PPR-like) superfamily protein 0.00077752
LOC_0s07g36390.1 0.00118725
LOC_0s06g49220.1 Peptide transporter 2 0.0004323
LOC_0s03g58570.1 Phosphate transporter traffic facilitator1l 0.00071998
LOC 0062281943 Phosphoglucomutase, plgit;\;?v/e glucose phosphomutase, 0.00082271
LOC_Os06g40180.1 Phospholipase D alpha 1 0.0004752
LOC_0s02g47020.1 Phosphoribulokinase 0.0013001
LOC_0s09g26810.1 Photosystem I light harvesting complex gene 6 0.00057683
LOC_0s07g28610.3 Photosystem I P subunit 0.0001424
LOC_Os12¢08770.1 Phowsyswmp&;f‘vc:;’g Sclerll\tlerpi‘::xg g%i%;hlompla“’ 0.00023603
LOC_0s02g37060.1 Photosystem II 5 kd protein 0.00049215
LOC_0s03g21560.1 Photosystem II family protein 0.00021799
LOC_0s01g71190.1 Photosystem II reaction center PSB28 protein 0.00094519
LOC_0s08g10020.1 Photosystem II subunit R 0.00031176
LOC_0s03g22370.1 . 0.00026989
LOC_0Os07g47640.1 Photosystem IT subunit X 0.00043512
LOC_0s02g35970.1 . . . . 5.11E-05
LOC_ 05126393801 Phototropic-responsive NPH3 family protein 00030458
LOC_Os06g01934.1 POX (plant homeobox) family protein 0.000209744
LOC_0s02g17710.1  Protein kinase family protein with leucine-rich repeat domain  0.00049535
LOC_0s06209230.2 Protein kinase }Ila}r]?l?:,)ilr;l S\Z;t_lllﬂig?oirrifainnucleotide alpha 0.0004207
LOC_0s09g12300.1 2.80E-05
LOC_0s01g66020.1 3.53E-05
LOC_0s01g02370.1 o , ‘ 0.00033267
LOC_ 0s01g02570.1 Protein kinase superfamily protein o004
LOC_0s01g02770.1 0.00126362
LOC_0s01g02710.1 0.00108263
LOC_0s02g36850.1 Psbq-like 2 2.10E-05
LOC_0s04g44200.1 Psbq-like 3 0.00136174
LOC_0s02¢35180.1 Response regulator 3 7.06E-05

LOC_0s02g38240.1

Rhodanese/Cell cycle control phosphatase superfamily protein 0.00034753

LOC_Os11g02424.1

LOC_0s02g35440.1

LOC_0s02g15110.1

LOC_0s05g40020.1

LOC_0Os02g15120.1

LOC_0Os06g34400.1

RING/U-box superfamily protein

0.000779891
0.001140932
10.000179207
0.000677229
0.000763154
0.001306714

LOC_Os11g47970.1

Rubisco activase

0.00107822
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LOC_Os11g32500.1 o ) ) 0.0002326
LOC_ 05086234101 Rubredoxin-like superfamily protein 000043928
LOC_0Os08g15460.1 SECY homolog 1 0.00016606
LOC_0s03g54130.1 Senescence-associated gene 12 0.000575494
LOC_0s05g50550.1 . 0.00044181
LOC_ 05125173201 Solanesyl diphosphate synthase 2 To000a76Ts
LOC_0s02¢51070.1 Starch synthase 2 0.00069559
LOC_0s04g55800.1 Sulfate transporter 91 0.00057124
LOC_0s07g01030.1 Sulfoquinovosyldiacylglycerol 2 0.0006979
LOC_0s12g42190.1 Teosinte Branched 1, cycloidea, and PCF family 24 0.00018316
LOC_0s02g09940.1 Thioredoxin superfamily protein 0.00074428
LOC_0s05g33280.1 Thylakoid lumen 18.3 kda protein 0.00025921
LOC_0s01g01280.1 Thylakoid lumenal 17.9 kda protein, chloroplast 0.00021304
LOC_0Os01g13120.1 Tonoplast intrinsic protein 4;1 2.18E-05
LOC_0s03g08080.1 YGGT family protein 0.00012876
LOC_0s02g53530.1 Zinc finger protein 8 0.00029851

Os bioestimulantes promovem um adequado desenvolvimento das plantas e
podem induzir a tolerdncia a estresses bidticos e abidticos, contribuindo para uma
agricultura sustentivel de alto rendimento, com menos insumos agricolas (VAN
OOSTEN et al. 2017; YAKHIN et al. 2017). Com a utilizacdo do sequenciamento em
larga escala (RNA-seq), pode ser propiciada a compreensdo de genotipos em condi¢des
distintas e respostas ambientais dos vegetais, possibilitando a identificacdo de genes e
vias que induzem a tolerancia a estresses bidticos e abidticos, sinalizagdes hormonais,
dentre outros processos que alteram a fisiologia e morfologia da planta (LOWE et al.,
2017).

Neste contexto, um pais tropical como o Brasil facilmente apresenta situacdes
climaticas capazes de induzir a lavoura a uma condi¢cdo de estresse térmico.
Temperaturas muito elevadas ou muito frias (Tabela 4) podem trazer complicac¢des para
as plantas e as respostas dadas aos estresses pelo proprio organismo vegetal consomem
a energia que seria utilizada na producao (BRASIL, 2022).

O estresse térmico € a condicdo fisioldgica induzida nas plantas quando estdo
submetidas a temperaturas excessivas e/ou extremas. A incidéncia de temperaturas
elevadas, por exemplo, provoca uma maior intensidade da respiracdo nos vegetais.
Quando ocorre essa respiracdo mais intensa, ocorre uma maior perda de reservas

(carboidratos) que seriam utilizadas na manutencdo e no crescimento da planta,
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prejudicando, consequentemente, a producido (SALISBURY; ROSS, 1992; HOPKINS;
HUNER, 2009; OLIVEIRA, 2015; TAIZ; ZEIGER, 2017).

Dessa forma, quando submetida ao estresse térmico continuo, a planta acaba por
sofrer reducao em seu crescimento. Em casos mais intensos, pode ser observada até a
interrupcao do processo de fotossintese, que € o principal gerador de energia e de
reservas para as plantas (KADEREIT et al., 2014).

Nao obstante, um aspecto diretamente relacionado ao estresse térmico e
responsavel pela queda acentuada da produgdo é o aborto sofrido pelos botdes florais
em algumas culturas (DIDONET, 2010; ROSOLEM et al., 2014). Ainda, outro efeito
deletério causado por estresse térmico é o aumento da suscetibilidade das plantas as
doencas, devido ao fato de seus mecanismos naturais de resisténcia serem diminuidos
(CHAKRABORTY; PANGGA, 2004; GHINI, 2009; SOUZA, 2019).

Assim, extremos de temperaturas podem prejudicar o desenvolvimento da planta
como um todo. A manutencio da divisdo celular, mesmo sob estresse térmico, parece
ser uma estratégia eficiente utilizada por plantas de arroz tolerantes (DAMETTO,
2015). Observam-se na Tabela 9, sequéncias relacionadas com a divisdo e crescimento
celular, diferencialmente expressas pela aplicacdo do bioestimulante. A proliferacdao
celular nas plantas é controlada principalmente por uma familia de quinase dependente
de ciclina, cuja atividade estd diretamente regulada por ligacdo e ativacdo de ciclinas
(LA et al., 2006). No presente estudo foram detectadas sequéncias que codificam
ciclinas e quinases-dependente de ciclina, diferencialmente expressas com a aplicacdo
do bioestimulante (Tabela 9 e Figura 10). De acordo com Mahajan e Tuteja (2005), a
reducdo na atividade de quinase dependente de ciclina resulta em baixa taxa de divisdo
celular e inibicdo do crescimento sob condicdes de déficit hidrico em plantas de arroz,
sendo que é sabido que o estresse por déficit hidrico e estresse por extremos de
temperatura partilham de varias respostas moleculares, entre elas, desidratacdo celular e
desequilibrio osmotico.

Ma et al. (2009), estudando a tolerancia aumentada ao estresse de resfriamento
em plantas de arroz, observaram um aumento na tolerancia ao estresse causado por
baixa temperatura, através da alteracdo de genes relacionados com o ciclo celular,
incluindo o gene que codifica a ciclina, sugerindo que um dos mecanismos de tolerancia
ao frio em arroz pode ser mediado através da regulacio do ciclo celular. Também, Chen
et al. (2011) observaram que plantas de arroz que mantém a divisdo celular sob

condicdes de frio aumentam a sua tolerancia ao estresse térmico.
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Dessarte, tanto em animais quanto em plantas, as ciclinas do tipo D (Tabela 9)
desempenham um papel importante nas respostas do ciclo celular a sinais externos,
formando a subunidade reguladora dos complexos quinase dependentes de ciclina
(MEIER; MURRAY, 2000). A progressdao através do ciclo celular eucaridtico é
amplamente regulada em dois pontos de controle principais, um na fase G1 e outra no
limite G2/M. Outro controle importante existe na transicdo da metafase para a anafase e,
sem duvida, também existem ainda outros controles subsidiarios. O transito por esses
pontos de controle requer complexos de quinase ativados, consistindo em uma proteina
quinase serina/treonina dependente de ciclina (CDK) ligada a uma ciclina. Dessa forma,
o ciclo celular é impulsionado pela ativacdo e destrui¢do sequencial das atividades de
CDK, o que indica que CDKs e ciclinas desempenham papéis centrais na regulacdo do
comprometimento e progressdo do ciclo celular (PINES, 1995; MEIJER; MURRAY,
2000), induzindo assim, um provavel mecanismo de tolerdncia manifestado pela
aplicacdo do bioestimulante.

Por fim, segundo relatado por Doonan (1998) e Gaudin et al. (2000), a
descoberta da expressdo diferencial de dois genes Cyclin (CycD) em Antirrhinum, com
um deles expresso apenas em primérdios incipientes e em desenvolvimento € o outro
regulado negativamente em camadas limitrofes de células que se encontram entre zonas
proliferativas, sugere a possibilidade de que as ciclinas CycD, como as encontradas no
presente estudo (Tabela 9), estejam envolvidas na fun¢do do meristema e no controle da
proliferacdo e diferenciacdo.

Dessa forma, embora possa parecer intuitivo que a regulacdo do ciclo celular
deva seguir-se aos controles do desenvolvimento, € possivel que mudancas na regulacdo
do ciclo celular possam conduzir a eventos de diferenciacdo descendentes. Em
mamiferos, por exemplo, esta hipotese encontra um paralelo na descoberta da mudanca
de divisao celular controlada para crescimento tumoral, apds interrup¢ao dos niveis de
expressdo de ciclina, inferindo um mecanismo de defesa induzido pela regulagdo
negativa dessa importante reguladora do ciclo celular (BARTKOVA et al., 1999).

Ainda, a alta temperatura modifica a atividade de enzimas do metabolismo do
carbono, o acimulo de amido e a sintese de sacarose, por regular negativamente genes
especificos do metabolismo de carboidratos (RUAN et al., 2010; BITA; GERALTS,
2013). Os actcares soliveis, além da funcdo de recurso metabdlico e constituinte
estrutural, atuam como sinais regulatérios em vdarios processos relacionados ao

crescimento e desenvolvimento vegetal (RUAN et al.,, 2010; ROTH et al., 2016).
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Plantas mutantes ou culturas que exibem maior termotolerancia apresentam alteracoes
nos niveis de agucares de diferentes classes, geralmente apresentando um aumento nos
niveis desses compostos (ROTH et al., 2016).

Assim, outro fato relacionado a uma maior tolerincia ao estresse térmico,
segundo Mahajan e Tuteja (2005), é decorrente do acimulo de sacarose e de aclcares
simples que ocorrem por advento da aclimatacdo ao frio, contribuindo para a
estabilizacio da membrana através da protecdo de proteinas intracelulares. Varias
sequéncias diferencialmente expressas (Tabela 9) de glutationas S-transferases (GSTs)
foram detectadas, sugerindo que os processos de sintese de sacarose e hidrdlise de
polissacarideos para gerar aclcares simples, como a glicose, foram ativados com a
aplicacdo do bioestimulante.

As GSTs tém sido bem documentadas por estarem envolvidas em diversos
aspectos de estresses bidticos e abidticos, especialmente em processos de
desintoxicacdo (JIANG et al., 2010), na homeostase redox, sobretudo na eliminacdo de
EROs sob estresses oxidativos, posteriormente a indutores bidticos ou abidticos
(SASAKI-SEKIMOTO et al., 2005). Ainda, ligam auxina, flavonoides endégenos e a
fitoalexina camalexina e podem estar envolvidas na regulacdo da ligacdo e transporte de
pequenos produtos naturais bioativos e compostos relacionados a defesa durante o
periodo de estresse da planta (DIXON et al., 2011). Também, catalisam a reducdo
dependente de glutationa de S-glutationilquercetina em quercetina, um flavonoide
encarregado de proteger as plantas de raios ultravioletas, sugerindo um papel na
manutencdo do pool de flavonoides sob condicdes de estresse (DIXON; EDWARDS,
2010). Além disso, as GSTs sdo necessarias para a via de sinalizacdo mediada por 4cido
jasmonico, que regula muitos mecanismos de desenvolvimento e defesa de plantas
(CHEN et al., 2017) e € necessario para a via de resisténcia mediada por acido salicilico
(CLARKE et al., 2000).

Dessa forma, as GSTs diferencialmente expressas neste estudo (Tabela 9) sdo
enzimas onipresentes que sido codificadas por uma grande familia de genes e
contribuem para a desintoxicacdo de compostos enddgenos ou xenobidticos e
metabolismo do estresse oxidativo em plantas (ZHUGE et al., 2020). Ainda, sua
expressdo é regulada por multiplos fotorreceptores, especialmente o fitocromo A
(phyA) sob todas as condi¢des de luz. Outros estudos fisiologicos indicaram que estas
participam de varios aspectos do desenvolvimento de plantas, acimulo de antocianina e

inibicdo do esverdeamento mediada por luz vermelha distante, com um requisito de
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phyA funcional. Deste modo, participa da sinalizacdo de luz e pode modular varios
aspectos do desenvolvimento de plantas, afetando pools de glutationa por meio de uma
regulacdo coordenada com phyA e fitormonios (JIANG et al., 2010).

Além disso, no presente estudo, os dados obtidos demonstraram que a aplicacao
do bioestimulante provocou forte resposta em processos fotossintéticos, fotorrespiragao
e de inducdo da floragdo, sendo identificadas pelo menos 140 proteinas
diferencialmente expressas que participam desses processos (Tabela 9).

Yan et al. (2011) mostraram que a superexpressdo (up-regulated) de um gene
que codifica uma proteina que contém um dominio F-box leva a reducdo da tolerancia
ao estresse abidtico em plantas de arroz. Em outro estudo, a superexpressdo destes
genes, integrantes da familia de proteinas com dominio F-box, ocasionou uma
diminui¢do da atividade de citocinina, hormonio regulador de processos como divisdao
celular, metabolismo e respostas a fatores abidticos, como estresse térmico e alta
salinidade (KIM et al., 2013). Neste contexto, foram detectadas sequéncias da familia F-
box reguladas negativamente (down-regulated) nas plantas de arroz tratadas com o
bioestimulante (Tabela 9), inferindo, dessa forma, que estes genes podem ter
desempenhado papéis fundamentais na resposta ao estresse decorrente do periodo de
conducdo deste experimento (Tabela 4).

Outro fato importante a ser considerado € que proteinas de dominio F-box sao
fotorresponsivas e regulam a iniciacdao floral. De acordo com He et al. (2017), a
iniciacdo floral é regulada por varias vias genéticas em resposta a luz, temperatura,
hormonios e estado de desenvolvimento. No entanto, os mecanismos moleculares
subjacentes as interacOes entre diferentes vias genéticas ainda ndo sdo totalmente
compreendidos. Ainda, de acordo com estes autores, este gene fotorresponsivo (FOF2)
regula negativamente a floracdo, codificando uma proteina F-box putativa que interage
especificamente com ASK14 (gene que juntamente com uma proteina F-box forma um
complexo ubiquitina ligase) e sua superexpressdo resulta em floragdo tardia, em
fotoperiodos de dias longos e dias curtos. Por outro lado, plantas transgénicas que
expressam o mutante de delecio do dominio F-box ou o mutante de dupla perda de
funcdo, apresentam fendtipos de floracdo precoce. O fendtipo de floragdo tardia das
linhas de superexpressao deste gene € suprimido pela mutagao de perda de funcdo flc-3.
Além disso, a expressio do mRNA do FOF2 € regulada pelo gene da via autdnoma
FCA e o efeito repressivo do FOF2 na floragdo pode ser superado pela vernalizagao.

Curiosamente, a expressdao do FOF2 € regulada pela luz e, assim, o nivel de proteina de
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FOF2 se acumula em resposta a luz, enquanto ¢ degradado no escuro pela via do
proteassoma 26S (HE et al., 2017). Dessa forma, com os dados do presente estudo
(Tabela 9), infere-se a hipétese de que a regulacdo negativa destes genes, além de
determinar uma maior tolerancia ao estresse térmico, ainda propiciou a floracao precoce
das plantas tratadas com o bioestimulante, numa provével via de mecanismo de defesa
as condi¢des adversas enfrentadas pelas plantas no periodo do experimento (Tabela 4).

Além disso, outros genes diferencialmente expressos ligados a regulacdo floral
foram encontrados, como Aldehyde Dehydrogenase 3F1, um repressor central do tempo
de floracdo (XU et al., 2020); Basic-leucine zipper (bZIP), envolvido tanto na floracdo
quanto a respostas ao estresse térmico (LIU et al., 2012); B-box do tipo zinc finger com
dominio CCT, necessario para a promog¢do da floracdo em plantas de dias curtos como o
arroz, com controle fotoperiddico da floracio (HAYAMA et al., 2003); Gibberellin 20
oxidase, enzima chave altamente regulada na biossintese de giberelina, com expressao
regulada negativamente no tecido foliar em resposta a dias curtos (ERIKSSON;
MORITZ, 2002); PEBP, membro da familia das proteinas de ligacdo a
fosfatidiletanolamina, que promove (florigeno) a transicdo floral (TSUJI; TAOKA,
2014); POX, induz transi¢do do desenvolvimento vegetativo para o reprodutivo
(SMITH et al., 2004); Response regulator 3, controla a resposta de floracdo
fotoperiodica (MATSUSHIKA et al., 2000).

O controle fotoperiddico da floracdo € um dos importantes processos de
desenvolvimento das plantas, pois estd diretamente relacionado ao sucesso reprodutivo.
Ainda, a transicdo floral é uma caracteristica adaptativa para uma reproducdo bem-
sucedida em plantas (THOMANN et al., 2013). As plantas podem antecipar a chegada
de uma estacdo ideal para a reproducao, quando as faixas de temperatura sdo adequadas
para o desenvolvimento dos Orgdos reprodutivos ou quando os polinizadores estdo
presentes. Dessa forma, antecipam as estagdes medindo as mudangas sazonais nos
parametros ambientais, como duracdo do dia e temperatura (KOBAYASHI; WEIGEL,
2007; TODESCO et al., 2010; ANDRES; COUPLAND, 2012). Essa habilidade permite
que muitas espécies se adaptem as variacoes de latitude, altitude e clima.

O tempo de floragdo também € importante em aplicacdes agricolas (BUCKLER
et al., 2009; EBANA et al., 2011). O controle do tempo de floracio é um requisito
agrondmico crucial para o cultivo de culturas em é&reas especificas e estacdes de
crescimento (JUNG; MULLER, 2009). Assim, o tempo de floracio pode ser

manipulado para expandir as areas de cultivo ou para ajustar a época de colheita para
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maximizar os rendimentos em climas especificos, como aconteceu no nordeste da Asia,
por exemplo, que com a extensa selecdo de linhagens de arroz de floragdo precoce e
insensiveis ao fotoperiodo resultou em variedades que florescem e produzem sementes
antes da chegada das baixas temperaturas no outono, permitindo areas mais amplas de
cultivo (IZAWA, 2007).

Héa também evidéncias de que os genes que controlam o tempo de floracao
afetam o vigor hibrido e, portanto, provavelmente tem impacto no rendimento. Em
todas os cultivos de sementes, a transicao floral é uma chave de desenvolvimento que
determina a produ¢do de matéria seca (MORALIS, 2021).

Além das perspectivas mencionadas acima, a transi¢do floral do meristema
apical caulinar € uma questdo interessante para a biologia do desenvolvimento (LIU et
al., 2009; ANDRES; COUPLAND, 2012). Quando as folhas da planta madura detectam
mudancas no ambiente que sinalizam o inicio da estacdo de floracdo, elas produzem um
sinal sistémico chamado florigen (CHAILAKHYAN, 1936; KOBAYASHI; WEIGEL,
2007; ANDRES; COUPLAND, 2012; TSUJI; TAOKA, 2014). Em resposta a
sinalizacdo deste florigeno, o meristema apical do caule € convertido em um meristema
de inflorescéncia. E importante enfatizar que os mecanismos moleculares pelos quais o
florigeno inicia uma transicdo de desenvolvimento tdo expressiva € uma area importante
na pesquisa de floracdo (TSUJI; TAOKA, 2014).

Ademais, a regulacdo do tempo de floracao influencia diretamente o sucesso da
producdo de graos em arroz (TSUJI et al., 2013). Segundo estes autores, o florigen € um
sinal sistémico da transi¢ao para a floragc@o nas plantas e o processo da floragao requer a
regulacdo sistémica do desenvolvimento de 6rgdos e a busca por esse sinal sist€émico
(florigeno) e tem sido o principal foco no estudo da floracdo. Recentemente, o florigeno
foi identificado como o produto proteico do gene FLOWERING LOCUS T (FT), o
mesmo encontrado no presente trabalho de pesquisa, diferencialmente expresso (down-
regulated) no tratamento com o bioestimulante (Tabela 9). Ademais, em estudos de
expressdo génica, foi observada floracdo tardia em plantas de Arabidopsis thaliana com
superexpressdao de FT (COELHO, 2014), reforcando uma relagdo com a sua fun¢do no
florescimento precoce do arroz (Tabela 9).

Outro aspecto importante a se considerar, diz respeito ao nimero de perfilhos. O
perfilhamento também é uma caracteristica intimamente associada ao potencial de
rendimento em culturas de cereais (RIAZ et al., 2023). Um dos genes regulados

negativamente pela aplicacdo do bioestimulante foi o Teosinte Branched 1 (TB1)

104



(Tabela 9), um regulador negativo da ramificacao lateral (CHOI et al., 2012). Este gene
tem papel no crescimento de gemas axilares (TAKEDA et al., 2003), trabalhando na via
das estrigolactonas para regular a gema axilar (MINAKUCHI et al., 2010), regula¢do do
desenvolvimento do meristema apical do caule (HUBBARD et al., 2002),
desenvolvimento de folhas e flores (KOYAMA et al., 2007; AGUILAR-MARTINEZ;
SINHA, 2013) e expressao de genes do ciclo celular (PENG et al., 2015).

Diversos autores relataram os multiplos papéis de TB1 em vérias culturas, como
o desenvolvimento de paniculas e espigas em trigo (ZHAO et al., 2018; DIXON et al.,
2018), desenvolvimento de perfilhos em trigo (LEWIS et al., 2008), ramificacdo lateral
em arroz (TAKEDA et al., 2003), perfilhamento em arroz e indutor da formacdo da
inflorescéncia feminina em milho (CHOI et al., 2012), fertilidade de espiguetas em
cevada (RAMSAY et al, 2011), desenvolvimento de gemas axilares em sorgo
(KEBROM et al., 2006) e brotacao lateral em cana-de-agicar (ORTIZ-MOREA, 2010).

Assim, no arroz, o perfilhamento € uma carateristica agrondmica importante que
determina o rendimento da cultura. A superexpressdo de TB1 resulta na reducdo da
ramificacdo lateral através da supressdo do crescimento de gemas axilares, enquanto a
regulacdo negativa deste gene aumenta a ramificacdo lateral (TAKEDA et al. 2003;
SAKAMOTO; MATSUOKA, 2004; SAKAMOTO; MATSUOKA, 2008; CHOI et al.,
2012).

Choi et al. (2012) estudando o perfilhamento de plantas de arroz observaram que
plantas com regulacdo negativa do TB1 exibiram maior nimero de perfilhos e
paniculas, em comparacdo com as plantas que superexpressaram esse gene. Além disso,
observaram um atraso na fase de perfilhamento nas plantas com superexpressdo de TB1,
aumentando o periodo da fase vegetativa. Segundo Sakamoto e Matsuoka (2008), um
perfilho produz uma panicula, no entanto, os perfilhos que se desenvolvem tardiamente
morrem ou ndo enchem os graos completamente. Neste panorama, a regulagdo negativa
de TB1, associado a floragao precoce (Tabela 9), pode ser um achado importante para se
considerar maiores estudos moleculares e agrondmicos em culturas cerealiferas.

Ainda, neste contexto, é importante se dar destaque a superfamilia do citocromo
P450 (CYP), muito expresso no presente estudo (Tabela 9), que é a maior familia de
proteinas enzimdticas em plantas e que também existem amplamente em mamiferos,
fungos, bactérias, insetos, dentre outros. Os membros desta superfamilia estdo
envolvidos em multiplas vias metabdlicas com funcgdes distintas e complexas,

desempenhando papéis importantes em uma vasta gama de reacdes. Como resultado,
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sdo sintetizados numerosos metabolitos secundarios que funcionam como sinais de
crescimento e desenvolvimento ou protegem as plantas de varios estresses bidticos e
abidticos (XU et al.,, 2015), desempenham um papel central na desintoxicacdo de
xenobidticos, atuam como catalisadores versateis e desempenham um papel crucial na
biossintese de metabolitos secundérios, antioxidantes, &4cidos graxos, esterdis,
componentes da parede celular, biopolimeros, compostos de defesa e fitormonios em
plantas superiores, tendo um enorme potencial para serem usados como genes
candidatos para a engenharia de espécies de culturas resilientes a estresses bidticos e
abioticos (PANDIAN et al., 2020). Ainda neste cendrio, Liu et al. (2015) demonstraram
que o citocromo P450 também atua regulando a maturagdo das flores e a homeostase do
hormonio floral, sincronizando a expansao das pétalas e a emissao de volateis.

Estes dados s3o de extrema importancia, pois um aumento de temperatura de
apenas alguns graus Celsius pode danificar os 6rgdos reprodutivos das culturas,
reduzindo a viabilidade do grao de pdlen e a fertilidade do pistilo, além de reduzir a taxa
de vingamento dos frutos, resultando em perda parcial ou total da cultura (JAGADISH
et al., 2007; MAAVIMANI; SARASWATHI, 2014; CHEABU et al., 2018).

A vista disso, a temperatura influencia a maioria dos processos da planta,
incluindo fotossintese, transpiracdo, respiracdo, germinagdo e floracdo. Conforme a
temperatura aumenta (até certo ponto), aumenta a fotossintese, a transpiracdo e a
respiracdo. Quando combinada com a duracdo do dia, a temperatura também afeta a
mudanca de crescimento vegetativo (folhoso) para reprodutivo (floragdo). Dependendo
da situacdo e da cultura, o efeito da temperatura pode acelerar ou retardar esta transicao.

Diante deste panorama, a exposicdo as altas temperaturas afetam diretamente
diversos componentes do aparato fotossintético, como os dos fotossistemas I e II (PSI e
PSII) e pigmentos fotossintéticos, assim como também afetam processos essenciais na
geracdo de ATP e assimilacdo do carbono (ALLAKHVERDIEV et al., 2007, SHARMA
et al., 2020).

A atuacdo dos fatores de tradugdo na biossintese de proteinas também tem sido
estudada nos dltimos anos, na sua correlacio com a atividade fotossintética, mas os
mecanismos que regem essa comunicagdo entre Os Processos permanecem pouco
elucidados (BOEX-FONTVIEILLE et al., 2013). A analise de expressdo diferencial,
realizada nesta investigacdo, demonstra que o tratamento com bioestimulante também
regula a expressdo de proteinas relacionadas ao complexo dos PSI e PSII (Tabela 9).

Assim, para uma visdo geral da alteracdo transcricional, o conjunto de genes
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diferencialmente expressos foi submetido a0 mapeamento de vias metabdlicas usando a
base de dados KEGG - Kyoto Encyclopedia of Genes e Genomes
(http://www.genome.ad.jp/kegg/) (Figura 11).
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Figura 11 - Analise integrativa da influencia do bioestimulante sobre genes que
codificam a montagem do aparato fotossintético. (A) Repressdo de
subunidades componentes do PSII, PSI e da ATPsintase e (B) Repressao
da expressdo de genes da montagem do complexo coletor de luz (LHC I e
LHC 1I), através da Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG).
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A anotacdo dos genes diferencialmente expressos no KEGG demonstra que as
vias metabdlicas relacionadas aos genes down-regulated na parte aérea do arroz estdo
categorizadas como Photosynthesis: map00195; Photosystem II: map00195;
Photosystem I: map00195; Cytochrome b6f complex: map00195; F-type ATPase and
chloroplasts: map00195; Photosynthesis - antenna proteins: map00196 (Figura 11).

Dados sobre o controle da fotossintese tém relevante importincia sobre a
compreensdo do desenvolvimento, para melhorias na assimilagdo de biomassa nas
culturas agricolas. Muito importante neste quesito sdo as moléculas componentes do
complexo coletor de luz I e IT (LHC I e LHC II), que na andlise de expressao diferencial
foram identificados (Tabela 9; Figura 11). Estes complexos sdo organizados em
estruturas de anéis com espacamento e orientacdo molecular de modo que estas
variacOes originem diferentes escalas de transferéncia de energia (YING-ZHONG et al.,
2008).

Em pesquisas de expressdo génica realizados em Phyllostachys edulis em
resposta a alta luz identificaram mudanca nos padrdes globais de expressdo génica, a
partir de observacdes em LHC e PsbS (subunidade do PSII), com destaque para genes e
fatores de transcricdo, como MYB e bZIP, que atuam na regulacio do metabolismo
fotossintético, controlando a expressdo proteica em funcdo da alta e/ou baixa
luminosidade (ZHAO et al., 2016). Estes resultados também ajudam a elucidar os
resultados da presente investigacdo, acerca da atuacdo do bioestimulante frente ao
estresse térmico na qual a cultura foi submetida (Tabela 9, Figura 11).

Ademais, estudos sobre irradiancia tém sido realizados, sendo que este é um
fator determinado pela temperatura e pelo comprimento de onda considerado, conforme
descrito pela Lei de Planck. Dessa forma, irradiincias superiores aquelas necessarias
para saturar a fotossintese frequentemente acarretam um decréscimo liquido na taxa de
transporte de elétrons através de FSII e um forte incremento na taxa de giro de D1, o
principal polipeptideo dos centros de reagdao do FSII (ANDERSSON et al. 1994). Esse
fendmeno, conhecido como fotoinibi¢do, sempre resulta em perda de eficiéncia
fotoquimica do FSII (RAMALHO et al., 2000).

Todavia, se a fotossintese e a fotorrespiracdo ndo utilizarem a maior fra¢do do
poder redutor gerada na fase fotoquimica, poderd ocorrer uma reducdo na cadeia de
transporte de elétrons do cloroplasto e, nessa condicdo, elétrons podem escapar e serem
usados para reduzir o oxigénio molecular, levando a formacdo de espécies reativas de

oxigénio (EROs), potencialmente capazes de resultar em danos fotoinibitdérios e
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fotoxidativos (LIMA et al., 2002, PINHEIRO et al., 2004). No entanto, a fotoinibicao
da fotossintese pode ser encarada também como uma estratégia de aclimataciao do FSII,
traduzindo-se em prote¢do contra niveis de luz potencialmente injuriosos (ASADA,
1999; CHAVES, 2005).

Por outro lado, de acordo com Chaves (2005), sob certas condig¢des, o0s
mecanismos de defesa da planta podem ndo ser suficientes para dissipar a energia
excedente e, nesse caso, a ocorréncia de fotodanos pode ser bastante expressiva. Dentre
tais condicdes, pode-se destacar especialmente o estresse térmico, como por exemplo,
baixas temperaturas noturnas seguidas de dias ensolarados, como ocorrido no periodo
de conducdo do experimento (Tabela 4), ou qualquer outro fator que leve ao
depauperamento da planta, como estresse hidrico, adubacdo deficiente, dentre outros
fatores. Estes, combinados ou ndo, podem ocasionar uma sequéncia de eventos
potencialmente deletérios, especialmente em culturas suscetiveis (DaMATTA; RENA,
2002; DaMATTA, 2004).

A protecdo contra danos oxidativos pode ocorrer a custa do aumento na
dissipacdo térmica da energia de excitacdo, por meio de carotenoides e/ou via do
metabolismo das EROs, em funcdo da maior atividade do sistema antioxidativo
(CHAVES, 2005). Tal sistema compreende enzimas antioxidantes, como super6xido
dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX) e glutationa redutase
(GR), além da participacdo de moléculas antioxidantes hidrofilicas, como ascorbato e
glutationa e lipofilicas, como a-tocoferol, B-caroteno e carotenoides do ciclo das
xantofilas (ORT; BAKER, 2002).

As plantas podem apresentar diversos meios para se defender contra estresse
térmico e irradiancias potencialmente fotoinibitdrias. A reducdo da absor¢do da energia
radiante via decréscimos na concentracdo de clorofilas, aumentos do angulo de
inclinacdo foliar e maior refletincia da folha, podem ter impactos profundos na
fotoprotecdo das plantas (BJORKMAN; DEMMING-ADAMS, 1995). Ressalta-se que
alguns autores tém sugerido que redugdes na concentracdo de clorofilas podem estar
associadas a processos fotoxidativos (CHAVES, 2005), enquanto outros relacionam tais
redugdes com alteragdes na organizacdo dos fotossistemas, de modo a servir como um
mecanismo fotoprotetor (OTTANDER et al., 1995; ELVIRA et al., 1998).

Em suma, os resultados aqui apresentados (Tabela 9) sugerem que a aplicagao
do bioestimulante, além de poder alterar a absor¢do da energia radiante, pode também

dissipar satisfatoriamente, por vias térmicas ou nio fotoquimicas, o excesso da energia
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absorvida, ainda que as taxas de fotossintese sejam consideravelmente baixas. As
diferencas relativamente pequenas na magnitude das trocas gasosas, da concentragdao de
pigmentos fotossintéticos, da fotoinibi¢do e da capacidade antioxidante, aliadas a
ocorréncia de danos celulares discretos, sugere que a cultura do arroz pode responder
plasticamente as variagOes da irradiancia e extremos de temperatura quando expostas ao
tratamento.

Ademais, na literatura, as EROs sao frequentemente descritas como subprodutos
indesejaveis da fotossintese, pois tém o potencial de causar danos irreversiveis aos
componentes da cadeia transportadora de elétrons (TAKAHASHI; MURATA, 2008;
MURCHIE; NIYOG]I, 2011; FOYER et al, 2012). Portanto, a regulacdo da producdo e
remocdo de EROs € essencial para a sobrevivéncia das plantas (TAKAHASHI;
MURATA, 2008). Alguns estudos tém evidenciado que o acimulo de H,O, nos
cloroplastos pode levar a inibi¢do da sintese da proteina D1, a qual é crucial para o
funcionamento do PSII (SEJIMA et al., 2014; GURURAN et al., 2015). Esse processo é
descrito como fotoinibicdo do PSII e representa um importante parametro de
sintomatologia do estresse abiotico de plantas (MURATA; TAKAHASHI, 2007).

O complexo do nicleo do PSII em organismos fotossintéticos eucariontes é
composto pelas proteinas codificadas pela familia génica Psb, composto por mais de 30
genes (PAGLIANO et al., 2013). Dentre esses genes, diversos transcrevem proteinas
com 5 hélices transmembranares que compdem o nucleo do PSII (D1 e D2) (NIELD;
BARBER, 2006). A D1 tem sido largamente estudada gracas a sua capacidade de
degradacdo e ressintese em curto intervalo de tempo (rdpido furnover) (NICKELSEN;
RENGSTL, 2013).

A PsbO (Tabela 9), por exemplo, € conhecida como proteina estabilizadora de
magnésio e trata-se de uma proteina extremamente conservada que possui um dominio
que atua como um local de ancoramento que se liga a superficie luminal da D1, D2,
CP43 e CP47, estabilizando o aglomerado MnsCaOs e mantendo uma 6tima oxidacao
da dgua (PAGLIANO et al., 2013). A DI ¢ considerada uma “proteina suicida”, pois
sua degradacdo evita que o excesso de energia gerado no PSII promova um dano
oxidativo (ARO; ANDERSON, 1993). Em estudos recentes, Tikkanen et al. (2014)
demonstraram que o PSI € protegido pelo ciclo de inibi¢ao/reparo da D1, o que evita um
dano irreversivel. Por outro lado, em estresses severos e/ou muito prolongados nos

quais o fotodano excede a taxa de reparo ocorre a fotoinibi¢ao do PSII (TAKAHASHI
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et al., 2009). Dessa forma, podemos inferir que a codificacdo de proteinas D1 do PSII
(proteina Q-B cloroplastidica) leva a uma maior resisténcia ao estresse térmico.

Assim, o conhecimento sobre D1 € de suma importancia nos estudos génicos de
termotolerancia nas culturas, pois como ja explanado, a fotossintese gera subprodutos
que podem danificar o proprio mecanismo de conversdo de luz e, quanto mais quente o
clima, maior a probabilidade do processo ficar descontrolado & medida que algumas
reacOes quimicas se aceleram e outras diminuem (STOKSTAD, 2020).

Neste sentido, em organismos fotossintéticos, o complexo do PSII é o alvo
primério do dano térmico. As plantas desenvolveram um processo de reparo para evitar
o acimulo de PSII danificado. O reparo do PSII envolve em grande parte a sintese de
proteinas, particularmente a proteina da subunidade D1 codificada por gene Psb no
cloroplasto. Dessa forma, pesquisadores da Academia Chinesa de Ciéncias, lideradas
por Fang-Qing Guo (CHEN et al., 2020) desenvolveram plantas que podem reparar
melhor os danos causados pelo calor, um avanco que pode ajudar a preservar o
rendimento dos cultivos, ja que o aquecimento global torna as ondas de calor mais
comuns. E, surpreendentemente, a mudanca tornou as plantas mais produtivas a
temperaturas normais.

Assim, estes pesquisadores relataram que a expressdo alotropica do DNA
complementar Psb impulsionado por um promotor responsivo ao calor no genoma
protege suficientemente o PSII da perda severa da proteina D1 e aumenta drasticamente
as taxas de sobrevivéncia das plantas transgénicas de Arabidopsis, tabaco e arroz sob
estresse térmico. Ainda, descobriram que a suplementacdo de origem nuclear da
proteina D1 estimula significativamente o crescimento de plantas transgénicas,
aumentando as taxas liquidas de assimilacdo de CO, com aumentos na biomassa e no
rendimento de graos (CHEN et al., 2020). Essas descobertas representam um avango na
bioengenharia de plantas para alcancar uma fotossintese eficiente e aumentar a
produtividade das culturas em condi¢des normais e de estresse térmico (CHEN et al.,
2020).

Em nossa investigacdo, diversos genes da familia génica Psb, que estio
relacionados com a codificagdo da proteina D1, foram observadas com o tratamento
com o bioestimulante (Tabela 9), incluindo genes que codificam proteinas extrinsecas
responsaveis pelo reparo eficiente de PSII fotodanificado; fator de montagem do PSI
que auxilia no dobramento e integracdo adequados de PsaB e PsaA na membrana

tilacoide; fator auxiliar necessario para a biogénese do PSII, especialmente para a
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sintese das proteinas do centro de reacdo (como D1), via regulacio do mRNA
correspondente, iniciacdo da traducgdo e estabilizagdo.

A energia luminosa absorvida pelo PSII gera oxidantes fortes que podem
quebrar as moléculas de dgua e essa divisdo das moléculas de 4gua ocorre no complexo
de evolucdo de oxigénio do PSII (ROCHAIX et al., 2014), que é estabilizado e
protegido por proteinas extrinsecas no lado luminal do PSII. Essas proteinas PSII
extrinsecas, como PsbP, PsbQ e PsbR (Tabela 9), sao conhecidas por serem alvos de
estresse (SASI et al., 2018).

De acordo com estudos, os estresses abidticos sdo responsaveis por uma reducao
de cerca de mais de 50% no rendimento médio das principais culturas (NATH et al.,
2013; SINGH et al., 2018). Ainda, estresses abidticos que restringem a disponibilidade
de CO; devido ao fechamento estomatico facilitam a geracao de moléculas de EROs nos
cloroplastos. Consequentemente, a taxa de transpiracdo e as trocas gasosas nas plantas
sao reduzidas, o que, por sua vez, leva a uma eficiéncia fotossintética significativamente
reduzida (SUZUKI et al., 2012; CHOUDHURY et al., 2017). Em nivel molecular, esses
estresses levam a diminuicdo da atividade do PSII e a reducdo excessiva na cadeia de
transporte de elétrons resulta na fotoxidagdo nas plantas (GURURANI et al., 2012;
ROACH; KRIEGER-LISZKAY, 2014). As plantas superam esse problema da reducao
de transporte de elétrons convertendo energia luminosa em energia térmica via extingao
nao fotoquimica (NPQ) (TIKKANEN et al., 2010; NATH et al., 2013; ROCHAIX,
2014). O NPQ reduz a concentracdo de estados excitados de clorofila no PSII pela
ativacdo de um canal de dissipacdo de calor que facilita o NPQ como uma importante
resposta fotoprotetora (CAZZANIGA et al., 2013; GURURANI et al., 2015). Durante o
estresse luminoso de alta intensidade, observa-se uma mudanca na distribuicdo de
proteinas associadas a clorofila e na orientacdo molecular na membrana do tilacoide
(HERBSTOVA et al., 2012).

Ainda, estresses abidticos levam a geracdo de EROs dentro da cadeia de
transporte de elétrons e a alta producdo de EROs sob estresse abidtico causa perda de
produtividade da cultura (SASI et al., 2020). Descobertas anteriores indicaram que 0s
elétrons energizados sdo alocados para o dioxigénio (O,) durante o estresse abidtico,
que é usado em duas reacdes fotossintéticas vitais: fotorrespiracdo e reagcdo da
peroxidase de Mehler (TOTH et al., 2011). No entanto, pouco se sabe sobre os supostos
papéis das proteinas extrinsecas do PSII na tolerancia ao estresse abidtico em plantas

superiores (SASI et al., 2018), demandando maiores estudos e a expressdao dos genes do
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cloroplasto depende de uma série de proteinas codificadas no nucleo, sendo que a
identificacdo dessas proteinas e a elucidacdo de suas fungdes sdo desafios constantes
(WILLIAMS-CARRIER et al., 2019).

Embora possa parecer que uma regulacdo negativa de genes (Tabela 9) possa ser
prejudicial para as plantas, estudos sugerem que a regulagdao negativa da fotossintese ou
o silenciamento de genes especificos podem promover termotolerancia em plantas.
Nesse contexto, um importante estudo foi realizado por Pollastrini et al. (2022) acerca
da regulacdo dos fotossistemas, onde foram avaliadas espécies florestais de sucessdo
precoce e tardia em uma pesquisa de campo em todo continente europeu e
demonstraram que a regulacdo negativa do PSI regula a fotossintese em espécies de
arvores sucessionais iniciais.

Deste modo, as plantas de sucessdo precoce podem responder rapidamente a
mudancas bruscas na exposicdo a radiacao solar, apresentando uma maior plasticidade
fotossintética, gragas a sua capacidade de regular a fotossintese. Essa regulagcdo esta
ligada a eficiéncia dos dois fotossistemas (PSI e PSII), onde o PSI desempenha um
papel importante no funcionamento da maquinaria fotossintética, para responder contra
mudancas repentinas do metabolismo em resposta a condi¢des ambientais heterogéneas
e fatores de estresse (BUSSOTTI et al., 2020; YU et al., 2020; BLANCO et al., 2022).
Dessa forma, este pode ser regulado negativamente sob alta pressao de redutores, para
manter o equilibrio entre a pressdo do redutor e a demanda metabdlica (POLLASTRINI
et al., 2022).

Estes dados fornecem informagdes importantes sobre a regulacdo dos
fotossistemas, especialmente sobre a plasticidade fotossintética em condicdes
estressantes, como de estresse térmico, € maiores estudos precisam ser realizados em
outras culturas para melhor elucidacdo deste mecanismo em plantas. No presente estudo
foram obtidos dados relevantes que nos levam a inferir sobre a plasticidade térmica e
fotossintética versus a aplicagdo de bioestimulante (Tabelas 9 e 10), onde a regulacdo
negativa da expressdo de genes relacionados a fotossintese parece ser um fator
direcional para a termotolerancia.

H4 de se ressaltar que os dois fotossistemas trabalham de forma coordenada para
regular os fluxos de elétrons, diminuindo, quando necessario, a taxa geral de transporte
linear de elétrons, evitando assim, um excesso do potencial redutor dentro do sistema
fotossintético e, em seguida, evitando a fotoinibi¢do nos PSI e PSII (YAN et al., 2020).

Ainda, os PSI e PSII tém sensibilidades diferentes aos varios fatores de estresse

113



(BUSSOTTI et al., 2020). Vérios estudos evidenciaram que a alta luz induz a
fotoinibicdo do PSII, mas aumenta a formacdo e a atividade do PSI (ADAMS;
DEMMIG-ADAMS, 2004; DESOTGIU et al., 2012; POLLASTRINI et al., 2017).

Além disso, Pollastrini et al. (2022) relataram que a regulag¢do negativa do PSI
em espécies de sucessdo precoce (Pinus sylvestrise e Betula pendula) foi mais eficaz em
locais com alto suprimento de nitrogénio, sugerindo que em ambientes pobres em
nutrientes, as plantas podem ser mais sensiveis a fotoinibicao. Com baixo suprimento de
nitrogénio, a regulacdo negativa do PSI pode falhar e EROs excessivos podem ser
produzidos, particularmente sob alta intensidade de luz (POSPISIL, 2016; KITAO et al.,
2018; POLLASTRINI et al., 2022).

Ainda, Zarter et al. (2006) relataram que a aclimatacdo fotossintética ao estresse
do inverno aparece como uma estratégia de aclimata¢do com forte regulacio negativa da
capacidade fotossintética. Além disso, a diminui¢do da transferéncia de elétrons para a
fase fotoquimica evita a transferéncia de elétrons para o oxigénio e a formacgdao de
superdxido potencialmente destrutivo (ADAMS et al., 2002; ADAMS et al., 2004).

Dessa forma, a transferéncia de energia de excitacdo da clorofila para o oxigénio
(resultando na formacdo de oxigénio singleto téxico) é aparentemente impedida por
altos niveis sustentados de dissipacdo de energia térmica e pode ser um requisito para
lidar com o estresse rigoroso e prolongado do inverno. Essa regulacdo negativa da
capacidade fotossintética intrinseca, por meio da remogdo estratégica de componentes-
chave da fotoquimica primaria, pode ser um pré-requisito para a manutencao de folhas
verdes com a maior parte de sua maquinaria fotossintética intacta, permitindo uma
rapida reativacdo da fotossintese na primavera, possibilitando que as plantas aproveitem
essas condi¢des ambientais favoraveis (ZARTER et al., 2006).

Inclusive, Zarter et al. (2006) neste estudo, observaram que as maiores
quantidades de zeaxantina (e, portanto, presumivelmente a maior capacidade de
fotoprote¢ao) foram observadas no inicio da primavera, quando as intensidades de luz
incidente (e, portanto, o excesso) estavam aumentando. Essas altas quantidades de
zeaxantina durante a primavera foram associadas a uma expressao transitoria de Elips,
proteinas associadas a fotossintese e fotoprote¢do. Esses resultados suportam uma
funcdo da Elip na aclimatacdo de plantas expostas ao sol que regulam negativamente a
fotossintese durante o inverno, sustentando um possivel papel dessa associacdo na
fotoprote¢do, corroborando com os resultados obtidos no presente estudo, onde também

houve regulacio negativa de diversos componentes do aparato fotossintético
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mencionados (Tabela 9) e a regulac@o positiva de proteinas precoces induziveis pela luz
(Chlorophyll A-B binding family protein — Elip2) (Tabela 10), desempenhando papel de
protetoras contra o estresse fotoxidativo, evitando o acimulo excessivo de clorofila
livre em resposta a alta radiacao e choque térmico (HARARI-STEINBERG et al., 2001;
HUTIN et al., 2003).

Outro achado importante diz respeito a Rubisco ativase (RCA), que regula o
estado de ativacdo de Rubisco, a enzima carboxilante da fotossintese, e foi regulada
negativamente com a aplicacdo do bioestimulante (Tabela 9). Os papéis da RCA na
produtividade da planta sdo multiplos, como: manter Rubisco em seu estado ativo para
salvaguardar a eficiéncia fotossintética continua e conferir aclimatacdo ao estresse
térmico moderado durante o estigio de enchimento de grios (WANG et al. 2010;
SHAN et al. 2011; YIN et al. 2014; SCAFARO et al. 2016).

A Rubisco é uma enzima que catalisa as duas reagdes concorrentes de fixagao de
CO; na fotossintese e producdo de 2-fosfoglicolato na via fotorrespiratéria, sendo um
fator limitante da taxa de fotossintese saturada de luz nas condi¢cOes atuais do ar
atmosférico (MAKINO et al., 1988; SUGANAMI et al., 2020). Assim, a Rubisco tem
sido considerada um dos alvos mais importantes para melhorar a capacidade de
fotossintese (CARMO-SILVA et al., 2015; SHARWOOD, 2017).

A relacao entre RCA/Rubisco no arroz e a atividade fotossintética vem sendo
intensamente estudada desde a década de 1990 e, foi relatado que, embora o RCA esteja
intimamente ligado a taxa de fotossintese nas folhas ao longo de seu desenvolvimento, a
atividade in vivo da Rubisco e o contetido de RCA tem relacdo inversa, especialmente
em estagios de folha jovem, sendo o nivel de expressio de RCA correlacionando-se
negativamente com o conteido de Rubisco em arroz (FUKAYAMA et al. 1996;
FUKAYAMA et al. 2012; FUKAYAMA et al. 2018). Assim, de acordo com
Wijewardene et al. (2021), a quantidade de Rubisco aumenta quando o RCA ¢ reduzido.
Também foi relatado por Fukayama et al. (2012) e Suganami et al. (2020) que a
superproducdo de RCA em arroz diminui o conteudo de Rubisco, resultando em
declinio da fotossintese.

Chen et al. (2022) relataram que as atividades de proteinas relacionadas a
fotossintese, principalmente do ciclo de Calvin-Benson, foram mais significativamente
afetadas e reguladas em plantas submetidas a estresse de alta temperatura, incluindo
Rubisco, RCA e as enzimas envolvidas na regeneracdo de RuBP, como sedoheptulose-

1,7-bisfosfatase (SBPase). Além disso, Fukayama et al. (2018) investigaram a maneira
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pela qual a superexpressdo de RCA afeta negativamente o contetido de Rubisco e
relataram a possibilidade de que a reducdo no conteido de Rubisco ocorra na etapa de
sintese da Rubisco.

Em plantas de cevada, Jurczyk et al. (2019) relataram, acerca da aclimatagao
fotossintética ao estresse de frio, que plantas com uma tolerancia a baixas temperaturas
exibem diminuicdo da condutincia estomatica, resultando em diminuicdo da atividade
fotoquimica, indu¢do mais rdpida do mecanismo ndo fotoquimico e expressdo regulada
negativamente de duas variantes de splicing da RCA, com diminuicdo da expressdo da
RCA e aumento da atividade de Rubisco, aumentando a taxa fotossintética liquida, fato
este que pode também ser correlacionado ao presente estudo (Tabela 9).

Outra proteina importante a se dar destaque é a BELI-like homeodomain4
(SIBL4) (Tabela 9), envolvida no aciumulo de clorofila e no desenvolvimento de
cloroplastos (YAN et al., 2020). Meng et al. (2018) relataram que a regula¢do negativa
de um fator de transcricio semelhante a BEL contendo homeobox (SIBELI11) resulta
claramente no aumento do acimulo de clorofila e promove o desenvolvimento de
cloroplastos em frutos de tomate, regulando negativamente TKN2, SICAB-1C e SIPOR,
que estdo envolvidos na biossintese da clorofila e no desenvolvimento do cloroplasto.
Em estudo de Yan et al. (2020), plantas transgénicas (SIBL4-RNAi) de tomate
produziram frutos verdes com cloroplastos maiores, mais cloroplastos por célula e
maior teor de clorofila em comparacdo com o de plantas ndo transgénicas, onde SIBL4
regulou diretamente TKN2, SICAB-1C e SIPOR e inibiu sua expressdao. Esses
resultados demonstraram que SIBL4, que tem funcionamento semelhante ao SIBEL11,
estd envolvido no acimulo de clorofila e no desenvolvimento do cloroplasto por meio
da supressao direta da expressao de TKN2, SICAB -1C e SIPOR.

Além disso, outros genes diferencialmente expressos ligados a codificacdo de
proteinas relacionadas a fotossintese foram encontrados (Tabela 9), como:

o Alpha/beta-Hydrolases, envolvida na degradacdo da clorofila e pertencente as
enzimas catabdlicas da clorofila (SCHELBERT et al., 2009; REN et al., 2010),
além de servir como estrutura central para receptores de fitormonios e ligantes nas
vias de sinalizacdo de giberelina, estrigolactona e carriquina em plantas
(MINDREBO et al., 2016);

o Beta-amylase 5, envolvida na degradacdo de amido, onde a regulacdo negativa de
uma [B-amilase direcionada ao cloroplasto leva a um aumento de amido nas folhas
(SCHEIDIG et al., 2002);
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C,H; and C,HC zinc fingers, atua como regulador negativo da sinalizacdo do 4cido
abscisico (ABA). Sua producdo e acimulo em folhas tem um papel relevante no
fechamento estomadtico, evitando a perda de &4gua por transpiragdo. Também
funcionam como repressores transcricionais envolvidos na inibi¢do do crescimento
vegetal sob condi¢cdes de estresse abidtico e sdo associados ao desenvolvimento da

planta e nas respostas a estresses ambientais (KODAIRA et al., 2011);

Calcium sensing receptor, otimiza a fotossintese por seu efeito na formagdo do
transporte de elétrons fotossintéticos. Localizado nos cloroplastos, é um regulador
crucial do fechamento estomatico induzido por célcio extracelular, aumenta

tolerancia seca/calor (ZHAO et al., 2015);

Nine-cis-epoxycarotenoid dioxygenase 4, catalisa a primeira etapa da biossintese do
ABA a partir dos carotenoides, modula o grau de pigmentagdo e a composicdo de
carotenoides e regulacdo negativa da expressdo dos principais genes catabdlicos

(SUN et al., 2012);

Starch synthase 2, contribui para a deposicao de amido transitério nos cloroplastos

das folhas (JIANG et al., 2004);

Solanesyl diphosphate synthase 2, formagdo de plastoquinona-9, antioxidante
lipofilico que atua como protetor e contra o estresse fotoxidativo sob condi¢des de

alto estresse por luz (BLOCK et al., 2013);

Thioredoxin superfamily protein, envolvido na elimina¢do de EROs sob estresse
oxidativo e desempenha um papel importante no ciclo ascorbato-glutationa (SHIN

et al., 2008);

YGGT family protein, necesséario para a distribui¢do adequada de nucleotideos em
cloroplastos, relacionada aos processos de divisdo do cloroplasto. A superexpressao
prejudica a divisdo dos cloroplastos, levando a um nimero reduzido e aumento dos

cloroplastos nas células do mesofilo (KABEYA et al., 2010);

Proteinas de repeti¢do de anquirina, desempenham papel essencial na biogénese das
proteinas de membrana do envelope externo do cloroplasto, envolvido na regulacao
dos niveis de peroxido de hidrogénio durante estresses bidticos e abidticos,
otimizando a atividade de degradacdo do per6xido de hidrogénio ascorbato

peroxidase 3 (BAE et al., 2008);
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o NDH-dependent cyclic electron flow, reduz as plastoquinonas nas membranas

tilacoides, esti envolvido no fluxo de elétrons ciclicos do PSI e na fotorrespiracdao

(ISHIDA et al., 2009);

o Light-harvesting chlorophyll-protein complex (CABs), as proteinas de ligacdo da

clorofila sdo complexadas com clorofila e xantofilas, que absorvem e transferem

energia para os complexos PSII e conduzem o transporte de elétrons no processo
fotossintético (JANSSON, 1999).

Por fim, ressalta-se que a integridade e o arranjo das estruturas tilacoides

desempenham papéis vitais na conversao efetiva da energia luminosa para a fotossintese

(BERTAMINI et al. 2006) e o aumento do acimulo de clorofila e do desenvolvimento

do cloroplasto nas plantas também resultam no aumento do acumulo de amido (SAGAR

et al., 2013), evidenciando-se a importancia da elucidacdo desses mecanismos quando

da aplicacdo do bioestimulante em plantas em condi¢des de estresses.

Na Tabela 10 encontram-se os genes superexpressos (up-regulated) no arroz,

com a aplicac@o do bioestimulante.

Tabela 10 — Genes diferencialmente expressos (up-regulated) em tecido foliar de arroz
(Oryza sativa L.) submetido a aplicac@o de bioestimulante (ExpertGrow®).

Gene Model Protein Name/Function P-Value
LOC_0s01g08860.1 17.6 kda class II heat shock protein 9.89E-05
LOC_0s02¢53320.1 Adenine nucleotide alplll)?ohtzﬁfolases—like superfamily | SOE.08
LOC_0s02g49840.3 AGAMOUS-like 16 0.00039922
LOC_0s01g34080.1 ARM repeat superfamily protein 3.27E-05
LOC_0s06¢29380.1 Atpase E1-E2 tl)i/llzz lfle;/rgri:))iazzogimni{yhglrz?;ig dehalogenase- 0.00077719
LOC_0s03g53400.1 Bax inhibitor-1 family protein 0.00016486
LOC_0s02g15930.1 BCL-2-associated athanogene 6 2.02E-18
LOC_0Os05g37450.1 Carbohydrate-binding-like fold 0.00100793
LOC_0s05g45830.1 CASC3/Barentsz eif4aiii binding 2.70E-05
LOC_0s02g08490.1 Casein lytic proteinase B4 4.46E-11
LOC_0s07g44740.1 Chaperonin 10 0.00015843
LOC_Os01g14410.1 Chlorophyll A-B binding family protein 0.00116122
LOC_0s06g33600.1 Cyclic nucleotide gated channel 1 0.00042188
LOC_0s08g39560.1 Cysteine proteinases superfamily protein 0.00031922
LOC_0s05g06440.1 Dnal heat shock family protein 0.000379456
LOC_0s03g60780.1 Fesl1A 6.16E-05
LOC_0s06g06520.1 GDSL-like Lipase/Acylhydrolase superfamily protein 7.96E-07
LOC_0s03¢24070.1 Haloacid dehalogenase—lil;ofgid;olase (HAD) superfamily 4 33E.05

(... continua ...)
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LOC_0s05g44340.1

Heat shock protein 101

1.01E-08

LOC_0Os03g14180.1

Heat shock protein 21

1.39E-17

LOC_0Os10g32550.1

Heat shock protein 60

6.03E-05

LOC_0s03g16920.1

LOC_0s01g62290.1

Heat shock protein 70

0.00021215

4.01E-05

LOC_0Os04g01740.1

Heat shock protein 90.1

1.44E-05

LOC_0s06g36930.1

Heat shock transcription factor A2

2.94E-13

LOC_0Os06g11610.1

LOC_0Os06g14240.1

LOC_0s01g04370.1

LOC_0s03g16020.1

LOC_0s02g54140.1

LOC_0s01g04360.1

LOC_0s03g16040.1

LOC_0s04g36750.1

LOC_0s03g16030.1

LOC_0s01g04380.1

LOC_Os11g13980.1

HSP20-like chaperones superfamily protein

0.00028652

8.31E-07
1.34E-06
9.10E-06
1.43E-09
2.51E-10
9.94E-13
3.51E-11
3.96E-08
5.91E-19
2.06E-09

LOC_0s02g34270.1

LOC_0s02g34260.1

Integrase-type DNA-binding superfamily protein

1.03E-10
1.34E-12

LOC_0Os01g67420.1

Lipase class 3 family protein

0.00036726

LOC_0s04g37960.1

Myosin heavy chain-related protein

0.00083751

LOC_0s02g49770.1

NHL domain-containing protein

0.00121281

LOC_0s08g09690.1

Nuclear factor Y, subunit A4

0.00013342

LOC_0s02g41670.1

PHE ammonia lyase 1

0.00024381

LOC_0Os01g43980.1

PIF1 helicase

3.18E-05

LOC_0Os01g12460.1

Plastid divisionl

0.0009006

LOC_0Os01g08260.1

Pleiotropic drug resistance 4

0.00013537

LOC_0Os10g39500.1

P-loop containing nucleoside triphosphate hydrolases
superfamily protein

0.00038732

LOC_0Os01g14090.1

P-loop nucleoside triphosphate hydrolases superfamily
protein with CH (Calponin Homology) domain

4.90E-06

LOC_0Os05g11140.2

Protein kinase family protein

0.00043312

LOC_0Os01g54340.3

Protein of unknown function (DUF506)

0.00135892

LOC_0Os12¢g38770.1

Purple acid phosphatases superfamily protein

0.00113215

LOC_0s02g01540.1

Ribosomal protein S11 family protein

4.47E-07

LOC_0s02g40900.1

RNA-binding (RRM/RBD/RNP motifs) family protein

0.0002269

LOC_0s02g28980.1

Rotamase FKBP 1

0.00016448

LOC_0s01g43990.1

RPA70-kda subunit B

0.00047371

LOC_0Os04g51080.1

Scramblase-related

0.00022277

LOC_0s01g55270.1

SGS domain-containing protein

5.98E-09

LOC_0Os06g36940.1

SMAD/FHA domain-containing protein

1.51E-05
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LOC_0s06g06490.3 . ) ) ) 5.19E-05
Stress-inducible protein, putative R —
LOC_0Os04g45480.1 9.51E-08
LOC_0s03g53910.1 . . . . . 0.00073666
Tetratricopeptide repeat (TPR)-like superfamily protein ————
LOC_0s05g03910.1 1.63E-05
LOC_0s03g08830.1 Transducin family protein / WD-40 repeat family protein ~ 9.05E-05
LOC_0s09g30411.1 UBX domain-containing protein 0.00083834
LOC_0s06g39260.1 UDP-galactose transporter 3 0.00022718

Segundo Gothandam et al. (2010), um outro mecanismo para tornar as plantas de
arroz tolerantes a baixas temperaturas é o remodelamento da parede celular. Liu et al.
(2012) encontraram correlacdo positiva entre os niveis de expressdo de genes de
celulose sintase e a tolerancia ao estresse abidtico em plantas de arroz. Ainda, Wang et
al. (2012) observaram que a alta expressdo de um gene que codifica uma celulose
sintase desempenha um papel importante na sintese de parede celular e crescimento de
plantas de arroz em condi¢cOes de estresse. Nesta linha de raciocinio, Somerville (2006)
relatou que a sintese de celulose € catalisada por diversos tipos de celulose sintases que
utilizam UDP (uridina difosfato), que € transportadora de hexoses formando UDP-
galactose (Tabela 10), como substrato. Estes dados sugerem que a aplicacdo do
bioestimulante pode manter a integridade da parede celular em condi¢des de baixas
temperaturas.

E importante destacar que danos na membrana celular sdo os principais efeitos
causados pela baixa temperatura (UEMURA; STEPONKUS, 1997, MAHAJAN;
TUTEJA, 2005). Varias sequéncias conhecidas por participarem da aclimatagdo ao frio
por meio de modificagdes na estrutura dos acidos graxos de membrana e relacionados
ao metabolismo lipidico (KARGIOTIDOU et al., 2008) foram detectadas (Tabela 10)
sugerindo que as plantas de arroz tratadas com bioestimulante apresentam niveis mais
elevados de acidos graxos insaturados quando submetidos a estresses de temperatura.
Também foram identificados genes relacionados ao metabolismo lipidico, envolvidos
na regulacdo positiva do processo biossintético da cera, dcidos graxos e da cutina, como
a Integrase-type DNA-binding (Tabela 10), que faz a regulacdo de transcrigdo,
regulagdo positiva do processo biossintético da cera, do processo biossintético de acidos
graxos e do processo biossintético da cutina (UNIPROT, 2022).

Alguns autores como Islam et al. (2009), Zhu e Xiong (2013) e Zhou et al.
(2013) observaram que um mecanismo de tolerancia ao déficit hidrico (correlacionado

ao estresse por extremos de temperatura) no arroz pode ser induzido pelo acimulo de
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cera nas membranas plasmaticas. Em Arabidopsis thaliana, uma das espécies mais
utilizadas na pesquisa cientifica atualmente, Amid et al. (2012) demonstraram que a
sensibilidade ao frio pode estar relacionada com a deficiéncia cuticular, sendo que a
camada de cuticula é composta por acidos graxos hidroxilados incorporados com ceras.
Aparentemente, de acordo com Todd et al. (1999), a biossintese de cera também pode
ser estimulada por baixa temperatura no arroz, sendo que os resultados do presente
estudo sugerem que a aplicacdo de bioestimulante propiciou uma maior sintese de cera
na condi¢do de baixa temperatura (Tabelas 4 e 10).

Além disso, € importante se destacar que varias familias de proteinas
relacionadas a sinalizacdo de hormonios foram observadas (Tabela 10). Os hormdnios
vegetais sdo pequenas moléculas que regulam o crescimento e o desenvolvimento das
plantas. Através de modificacdes em sua sintese e distribui¢c@o, as plantas sdo capazes
de coordenar e promover a sua sobrevivéncia sob condicdes de estresses ambientais
(COLEBROOK et al., 2014).

Os bioestimulantes sdo tecnologias eficientes, principalmente para melhorar o
equilibrio hormonal das plantas, visto que todas as espécies vegetais t€m seus processos
regulados por hormonios. Sendo assim, o uso de produtos que contém reguladores
hormonais, em doses adequadas, melhora a eficiéncia da planta em todos os seus
processos, conferindo-lhe maior capacidade de expressar todo seu potencial produtivo.
Assim, espera-se que estes produtos sejam capazes de atuar em fatores de transcric@o e
expressdo génica, em proteinas de membrana (alterando o transporte idnico) e em
enzimas metabdlicas incidentes sobre o metabolismo secundario, de modo a modificar e
produzir precursores de hormonios vegetais, levando a sintese hormonal e a resposta da
planta a nutrientes e hormonios (CASTRO, 2006), hipotese confirmada no presente
estudo (Tabelas 9 e 10).

Logo, foram detectadas diversas sequéncias que codificam proteinas
relacionadas a sinalizagdo mediada por hormonios vegetais (Tabela 10). Zhang et al.
(2012) e Lu et al. (2014) sugeriram a ocorréncia de estreita interacdo entre a sinalizagdo
mediada por auxina e a resposta ao estresse por baixa temperatura em plantas de arroz.
Jain e Khurana (2009) constataram que a auxina pode alterar a expressdao de varios
genes responsivos ao estresse. Além disso, os niveis do hormdnio giberelina estio
positivamente correlacionados com o crescimento das plantas sob condi¢des de estresse,

incluindo o estresse por baixa temperatura (COLEBROOK et al., 2014). Diante do
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exposto, nossos resultados sugerem que a interferéncia hormonal regula a resposta das
plantas sob estresse térmico (Tabela 10).

Genes da familia NHL, como as superexpressas no presente estudo (Tabela 10),
consistem em uma variedade de elementos responsivos ao estresse relacionados a
hormoénios e, em estudo recente, Zhang et al. (2022) relataram nimero de elementos
responsivos ao metil jasmonato (MeJA) e ao ABA significativamente maiores do que
outros elementos e confirmaram funcdes regulatérias de genes NHL em resposta ao
estresse em soja, sob tratamento com ABA e MEJA. Ainda, Bao et al. (2016) relataram
que a superexpressdo de um gene da familia NHL modulou a germina¢do de sementes
sob estresses abidticos, afetando a biossintese e a sinalizacdo de ABA, demonstrando o
papel de NHL em resposta a estresses.

A reacdo resultante da regulacdo hormonal, seja ela sinergista ou antagonista,
pode variar muito, dependendo do 6rgdo em questdo e da predisposicao da planta. Os
hormonios vegetais podem se movimentar nas plantas por difusdo entre as células
através dos plasmodesmas ou pelo espaco apoplastico. Deste modo, as células
destinadas a responder ao hormoénio, conhecidas como células-alvo, devem ser capazes
de detectar a sua presenca no espago celular ou em fluidos imediatamente circundantes
da célula. O sinal de transdugdo ocorre quando é ativado o complexo hormonio-
receptor, em andamento conjunto a uma cascata de eventos bioquimicos que acaba por
conduzir a caracteristica final da resposta (WENT; THIMANN, 1999; TAIZ; ZEIGER,
2017).

Além de genes relacionados a mecanismos de defesa e tolerancia a estresses, dos
65 genes superexpressos pela aplicacdo do bioestimulante, 29 estdo relacionados a
chaperonas, principalmente a proteinas de choque térmico (Heat shock proteins - HSPs)
e 15 delas relacionadas a fatores de transcricdo e tradugdo génica e/ou reparo de DNA,
tais como proteinas P-loop, CASC3, PIF1, RRM/RBD/RNP, RPA, SMAD/FHA e TPR,
aproximadamente 68% do total de transcritos (Tabela 10), sendo esta ultima essencial
para vias de transdu¢do de sinal mediadas pela maioria dos hormonios vegetais, como
etileno, citocinina, giberelina, dcido abscisico e auxina (SCHAPIRE et al., 2006).

De acordo com Cruz et al. (2013), uma série de fatores de transcricdo tém sido
relacionados as respostas ao estresse térmico, sendo que varios deles, quando
superexpressos, levam a tolerdncia em plantas de arroz. Dessa forma, fatores de
transcricdo sdo excelentes alvos para manipular rotas complexas e, varios deles, com

possivel envolvimento na resposta a estresses térmicos em Oryza Sativa L., estdo
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listados neste estudo (Tabela 10). Assim, fatores de transcricdo sd@o amplamente
envolvidos em varios processos bioldgicos e desempenham papéis importantes nas
respostas das plantas ao estresse abidtico.

Atualmente, poucos genes e mecanismos moleculares, envolvidos na adaptagdo
de plantas a diferentes ambientes e temperaturas sdo conhecidos. Dentre estes
mecanismos, destacam-se as Heat shock proteins (HSPs). Estudos demonstraram que os
genes HSPs (proteina de choque térmico) desempenham papéis importantes na
regulacio do crescimento, desenvolvimento e resposta ao estresse das plantas,
funcionando como acompanhantes, protegendo seus alvos da desnaturagdo e agregagao
quando os organismos sao submetidos a vérios estresses bidticos e abidticos, sendo que
sua expressdao € ativada ou aumentada sob estresse de alta temperatura. Foi relatado
inclusive, que os HSPs poderiam proteger o PSII do estresse oxidativo (JI et al., 2019;
GUO et at, 2020; CHUTIMANUKUL et al., 2021) e, no presente estudo, o
bioestimulante viabilizou a expressdo destes genes perante os extremos de temperatura
registrados no periodo (Tabelas 4 e 10).

Nas ultimas décadas, a expressdo de alguns HSPs em plantas demonstrou ser
desencadeada por calor (MALIK et al., 1999; LOPEZ-MATAS et al., 2004; CHARNG
et al., 2006; GUO et al., 2020), salinidade (HAMILTON; HECKATHORN, 2001; GUO
et al., 2020), seca (SATO; YOKOYA, 2008), osmose (SUN et al., 2001), hormdnios
(SUN et al., 2016), metais pesados e estresse oxidativo (LEE et al., 2000; NETA-
SHARIR et al., 2005; VOLKOV et al., 2006; LEE et al., 2015). Mais evidéncias
sugeriram que certos HSPs poderiam aumentar a tolerdncia ao estresse ao
superexpressar em plantas transgénicas (JIANG et al., 2009; SUN et al., 2012; LI et al.,
2016; HUANG et al., 2019). Apesar da identificacdo de diversas fun¢des para varios
HSPs em plantas, os importantes papéis desempenhados por muitas dessas proteinas
ainda precisam ser descobertos.

Recentemente, Guo et al. (2020) demonstraram que plantas de arroz transgénicas
superexpressando constitutivamente OsHSP20 e expostas a tratamentos de calor e
salinidade tiveram raizes mais longas e taxas de germinacdo mais altas do que as das
plantas do tratamento controle. Ainda, sob condi¢des de estresse bidtico e abidtico, uma
ampla gama de HSPs tem demonstrado atuar como chaperonas moleculares in vitro e in
vivo independente de ATP, impedindo a desnaturacdo ou agregacdo de proteinas
(DIETRICH et al., 1991; LUI, SHONO, 1999; HU et al., 2009; HILTON et al., 2012;
WATERS, 2013).
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As HSPs sdo caracterizadas por se ligarem a proteinas estruturalmente instiveis,
desempenhando importantes fungdes fisiologicas como chaperonas moleculares, que
vao além das funcdes de dobramento de proteinas, pois auxiliam também na resposta
aos estresses abidticos em plantas, especialmente sob temperaturas extremas (IBA,
2002; CHAUHAN et al., 2011). Ainda, o acimulo de vérios agentes crioprotetores,
incluindo as poliaminas que protegem as proteinas intracelulares, é possivel através da
inducdo de genes que codificam chaperonas moleculares (MAHAJAN; TUTEJA, 2005).

Ademais, uma chaperonina superexpressa com a aplicacdo do bioestimulante, a
Chaperonin 10 (Tabela 10), faz a regulagdo positiva da atividade da superdxido
dismutase (SOD), uma enzima que desempenha importante papel na resposta ao
estresse oxidativo nas plantas (CATANEO et al., 2005), sendo uma importante defesa
antioxidante. Diversos estudos t€m relacionado a atividade de enzimas antioxidantes
com a resposta ao estresse térmico (BONNECARRERE et al., 2011; ZHANG et al.,
2012). Guo et al. (2006) salientam que a tolerancia ao estresse térmico e/ou a outros
estresses, estd relacionada com o aumento da capacidade antioxidante durante a
condic¢do de estresse.

A SOD representa um dos componentes enzimaiticos do sistema de defesa
antioxidativo (GARCEZ et al., 2004). A indu¢do desta enzima reflete o seu importante
papel no mecanismo de defesa da planta (ASHRAF; ALIL 2008) e vérios estudos, em
nivel de expressdo génica e atividade enzimatica, t€ém sido conduzidos para se descobrir
a importancia da enzima SOD na presenca de estresses abioticos, tais como o estresse a
seca, salinidade, frio e temperaturas elevadas (SRIVALLI et al.,2003; WANG et al.,
2004; THOUNAOJAM et al., 2012; ARA et al,, 2013; AYDIN et al., 2013).

Segundo Basu et al. (2010) a manuten¢do na atividade de SOD € decorrente de
uma provavel reducdo na sintese de EROs, uma vez que plantas tolerantes apresentam
ativacdo paralela de outros mecanismos de tolerancia, especialmente aqueles ligados ao
rearranjo na composi¢cdo da membrana lipidica, modificacdo no aparato fotossintético,
maior indu¢do de antioxidantes ndo enziméticos, dentre outros, enquanto plantas
sensiveis podem nao possuir a capacidade de fazer todos esses ajustes celulares quando
submetidas a severas condi¢des de estresse.

Ainda, é importante ressaltar a superexpressao génica que codifica a DnalJ heat
shock family protein (Tabela 10), que funciona provavelmente como uma chaperona co-
molecular, necesséria para o crescimento normal dos tubos polinicos sob estresse de alta

temperatura (YANG et al., 2009), demonstrando a maquinaria epigenética de
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termotolerancia ativada pela aplicagdo do bioestimulante, superexpressando e
silenciando genes (Tabelas 9 e 10), os quais interagem entre si e atuam no
desenvolvimento da planta em resposta as mudancas de temperatura, modulando o
desenvolvimento relacionado ao crescimento e o tempo de floracdo nestas situacoes,
propiciando uma floracdo adequada para garantir a perpetuacdo da espécie, tendo,
assim, uma relevancia fisiologica de suma importancia. Neste sentido, Yang et al.
(2009) demonstraram que uma muta¢do knockout em gene termossensivel, que codifica
uma proteina de choque térmico com dominios Dnal, leva a esterilidade gametofitica
masculina em Arabidopsis cultivada a 30° C, o qual retardou muito o crescimento do
tubo polinico no trato transmissor, resultando em uma reducdo significativa na
fertilidade masculina.

Estudos mostraram que, além das vias bem caracterizadas ja descritas, as plantas
sdo capazes de ajustar a duracdo de varias fases de desenvolvimento em resposta a
fatores ambientais (abidticos) para garantir a sobrevivéncia em ambientes ndo
favoraveis (SUNKAR et al., 2007).

Assim, as proteinas Dnal funcionam sozinhas ou em associacdo com Hsp70, que
contribuem no dobramento, redobramento, degradacdo e, principalmente, para a
homeostase do nivel proteico celular, em condi¢des de estresse (WANG et al., 2004;
HENNESSY et al., 2005; CRAIG et al., 2006). Durante parte do processo evolutivo das
plantas, a acdo conjunta destas proteinas tem sido importante para auxiliar na
recuperacdo efetiva do PSII, atuando em um dos mecanismos cruciais de protecdo e
reparo rapido deste complexo (ARO et al., 2005, TAKAHASHI; BADGER, 2011). A
Hsp70 executa dois mecanismos para protecao do PSII contra danos, um que promove a
sintese de nova proteina D1 do centro de reagcdo e outro capaz de redobrar, caso nao
haja dano intenso (SCHRODA et al., 2001).

Ainda, a Dnal estimula a atividade ATPase de HSP70 e as demais funcdes e
comumente é encontrada em altas concentracdes nos compartimentos celulares ao qual
opera (NAKATSUKASA et al., 2008). Dessa forma, atuando na regulacdo da sintese e
dobramento de D1 de PSII, torna-se um dos provaveis pontos de regulacdo.

Ha de se enfatizar que o0 momento da floracdo ¢ fundamental para maximizar o
sucesso reprodutivo sob condi¢des ambientais flutuantes. O tempo de floragao é
rigidamente controlado por redes genéticas complexas que integram sinais endogenos e
exogenos, como luz, temperatura, fotoperiodo e hormonios. A proteina superexpressa

(Tabela 10) AGAMOUS-LIKE16 (AGL16) e seu regulador negativo microRNA824
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(miR824) controlam o tempo de floracdo em Arabidopsis thaliana, de acordo com
estudo de Hu et al. (2014). Assim, funciona como provavel fator de transcricdao
envolvido na regulacdo do tempo de floracao e diminui o gene repressor da floracdo.

Yoo et al. (2011), demonstraram que a regulacdo do tempo de floragdo em
Arabidopsis thaliana por AGL6 € realizado através do controle da transcricdo de um
subconjunto dos genes da familia FLOWERING LOCUS C (FLC) e FT
(phosphatidylethanolamine-binding protein), dois reguladores-chave do tempo de
floracdo (Tabelas 9 e 10), onde um mutante agl6-1D, no qual o AGL6 foi ativado pelo
intensificador 35S, mostrou um fendtipo de floracdo precoce nas condi¢des de dias
longos e curtos. A floracdo precoce foi acelerada aditivamente pela superexpressiao de
CONSTANS (CO) e a mutacio agl6-1D suprimiu fortemente o florescimento tardio dos
mutantes fve-4 e fca-9. Estes resultados sugerem que o AGL6 atua como um promotor
floral com dupla funcao: a inibi¢do da transcri¢ao dos genes FLC/MAF e a promogao da
expressao de FT nas plantas de Arabidopsis thaliana.

Ademais, de acordo com Szaker et al. (2019), o m6édulo miR824/AGAMOUS-
LIKE16 integra mudancas recorrentes de estresse térmico ambiental para ajustar o
desenvolvimento pds-estresse, onde miR824 se acumula gradualmente em resposta ao
calor devido a combinac¢do de indugdo transcricional transiente e estabilidade pds-
transcricional. A inducdo de miR824 requer choque térmico e atividade da familia
HSFALI e fatores de transcricio HSFA?2 (heat shock transcription factor A2) (Tabela
10).

Curiosamente, o moddulo miR824/AGL16 foi inicialmente relatado para
promover o desenvolvimento de complexos estométicos de ordem superior, aumentando
o numero de divisdes adicionais em linhagens de células do meristema. O nimero e
distribuicao adequados dos estdmatos sdo essenciais para a troca eficiente de gases entre
a atmosfera e as partes aéreas das plantas e a densidade e o desenvolvimento de
complexos estomiticos na epiderme de folhas dependem, em parte, da regulacdo
mediada por microRNA de AGL16 (KUTTER et al., 2007).

Também, da-se destaque a Heat shock transcription factor A2 (Tabela 10),
regulador transcricional que se liga especificamente ao DNA de elementos promotores
de choque térmico (HSE), envolvido nos mecanismos necessarios para uma resposta
rapida ao calor e subsequente memoria transgeracional hereditiria de aclimatagdo ao
calor (como por exemplo, aquecimento global e, no caso do presente estudo, o

tratamento com bioestimulante), como floracdo precoce e imunidade atenuada. Este
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processo inclui a regulacdo epigenética, bem como o silenciamento do gene pods-
transcricional (LIU et al., 2019).

Outro gene a ser mencionado é o que codifica a Heat shock protein 21 (Tabela
10), uma chaperona necessaria para o desenvolvimento dos cloroplastos sob estresse
térmico, provavelmente pela manuten¢do da transcri¢do dependente da RNA polimerase
(PEP) codificada pelo plastidio (ZHONG et al., 2013). Segundo Kim e Na (2013), o
gene codifica uma proteina localizada nos cloroplastos das plantas de arroz, é regulado
positivamente e expresso sob estresse térmico e € necessario para o desenvolvimento de
cloroplastos em altas temperaturas.

As chaperonas podem exercer diversas fungdes celulares com base em sua
natureza molecular e estrutural, atuando no auxilio e manutencdo de dobramentos
proteicos e processos de ubiquitinacio (MAYER, 2010). Dentre as chaperonas
codificadas pelo estresse por calor, as HSPs (heat shock proteins) sdo conhecidas por
atuarem na estabilizacdo de membranas e proteinas, aliviando assim os danos causados
pelo estresse (Liu et al., 2020).

Durante a exposi¢cdo ao calor, os fatores de transcricao de estresse térmico HSFs
(heat shock transcription factors) atuam como os principais reguladores da resposta ao
estresse através da modulacdo e ativagdo da expressdo génica de HSPs (GUO et al.,
2016; AL-WHAIBI, 2011). Os HSFs sdo ativados de forma ripida aumentando assim a
expressao de muitos genes responsivos que codificam HSPs (OHAMA et al., 2016).

A deteccdo e sinalizacdo do estresse por calor em plantas foi recentemente
revisado por Sharma et al. (2020). A membrana plasmética (MP) e o reticulo
endoplasmatico (RE) participam ativamente da resposta ao estresse térmico em plantas.
Assim, altas temperaturas levam ao aumento da fluidez de membrana, alteracdo da sua
composicao lipidica e funcdo (LAMERS et al., 2020). Adicionalmente, 0 mecanismo
por trds da tolerancia ao estresse pelo RE é conhecido como resposta de proteina
desdobrada ou UPR (unfolded protein response) e envolve a identificacdo de proteinas
desdobradas ou mal dobradas acumuladas no limen do RE e a ativacdo de fatores de
transcricdo, foldases e chaperonas visando restaurar a funcdo normal da célula
(SHARMA et al., 2020). Neste sentido, as plantas possuem duas rotas primarias desta
resposta, sendo uma via iniciada por fatores de transcri¢do ligados a membrana como
bZIP (basic leucine zipper) e a outra inclui o fator de splicing de RNA IRE (inositol-
requiring enzyme) (LIU; HOWELL, 2016) (Tabela 9).
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Li et al. (2015) identificaram no arroz africano (Oryza glaberrima) o locus de
caracteristica quantitativa que codifica uma subunidade a2 do proteassoma envolvida na
degradacdo de proteinas ubiquitinadas. A expressdo deste protege as células degradando
as proteinas desnaturadas citotdxicas, aumentando a tolerancia ao calor. Diversos genes
relacionados a ubiquitinagdo foram expressos no tecido foliar das plantas de arroz
tratadas com o bioestimulantes, tanto down-regulated como up-regulated (Tabelas 9 e
10).

O sistema ubiquitinagao/proteassomo ¢é responsavel pela remog¢ao de peptideos
defeituosos e por agir como regulador celular de curta duracdo, controlando diversos
processos. Desta forma, possibilita as células responderem rapidamente aos sinais
intracelulares e as mudangas nas condi¢des ambientais através de modificacoes em
reguladores-chave (YATES; SADANANDOM, 2013). Neste sentido, Lourenco et al.
(2013) verificaram que o gene de arroz OsHOS1, que faz parte do sistema de
ubiquitinacdo, estd relacionado a modulacdo de outros genes, como OsICEl, em
resposta a condicdes de baixas temperaturas. Vérias sequéncias relacionadas com a
degradacdo de proteinas via ubiquitinacdo/proteassomo foram detectadas (Tabela 10),
sugerindo uma alta atividade de degradacdo via ubiquitinagdo, provavelmente
evidenciando o rapido turnover proteico que ocorre em decorréncia do estresse causado
pela baixa temperatura.

As modificagdes pos-tradicionais de proteinas por ligacdo de ubiquitina alteram
funcgdes proteicas e regulam uma série de processos, incluindo desenvolvimento, ciclo
celular e respostas a estresse bidtico e abidtico, vias de repressio de sinalizacdo
hormonal, degradacdo de fatores de transcri¢@o especificos e regulacdo da biossintese de
hormoénios (AARON; ESTELLE, 2010; CASTRO et al., 2012; MARINO et al., 2012).
A ligacdo de moléculas de ubiquitina a uma proteina pode resultar em degradacdo
proteassOmica ou, alternativamente, regular outros processos, cComo transcri¢ao e reparo
de DNA (GLICKMAN; CIECHANOVER, 2002).

Os resultados encontrados demonstram que a aplicacio do bioestimulante
também propiciou o aumento de respostas a mecanismos antioxidantes (Tabela 10), que
sdo extremamente importantes em condicdes estressantes. Os componentes do sistema
de defesa antioxidativo trabalham de forma bem coordenada e ativa em resposta as
situacOes de estresse que normalmente intensificam a produg¢do de EROs causando

danos ao organismo (MITTLER 2002; FOYER; NOCTOR, 2005).
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Um dos mecanismos de resposta ao estresse nas plantas mais documentados € a
sintese e o acimulo de solutos compativeis. Os metabdlitos priméarios sao compostos
organicos, soliveis em dgua e impermeéveis & membrana que podem acumular em altas
concentracdes no citoplasma, dependendo da resposta ao estresse (HASANUZZAMAN
et al., 2019). Algumas moléculas do metabolismo primério com funcdo osmoprotetora
possuem papel vital na adaptacdo das plantas aos estresses abidticos, o que inclui a
exposicao a altas temperaturas (XALXO et al., 2020).

Dentre os osmdlitos produzidos por diferentes espécies de plantas estdo os
acucares, prolina, glicina betaina, compostos de amonio tercidrio e quaternario e
compostos de sulfonico terciario (WAHID et al., 2007; XALXO et al., 2020). Esses
osmoprotetores tém funcdes de amplo espectro, incluindo eliminacio de EROs,
equilibrio do estado redox celular, acdo osmoprotetora, estabilizacdo do pH citosolico,
de proteinas, enzimas € membranas, além de atuarem como uma fonte potencial de
carbono e nitrogénio para plantas durante eventos de estresse e os episddios de
recuperagdo subsequentes (HASANUZZAMAN et al., 2019).

As respostas moleculares envolvidas nestes processos podem ser divididas em
dois grupos principais: 0os que envolvem a ativagdo ou repressdo de genes que atuam
diretamente nas respostas, como transportadores iOnicos, dentre outros; € 0s que
participam das etapas intermediarias destas respostas, como as proteinas quinases € 0s
fatores de transcrigao.

Ademais, um fato importante a se ressaltar é que a elucidacdo dos mecanismos
de controle molecular da tolerancia aos estresses abidticos, 0os quais resultam na
utilizacdo de ferramentas moleculares para a engenharia de plantas mais tolerantes, €
baseada na expressdo de genes especificos relacionados ao estresse. Estes genes estdo
divididos em duas categorias: os envolvidos na cascata de sinalizagdo e no controle
transcricional, como as quinases e os fatores de transcri¢do; aqueles que funcionam
diretamente na prote¢do de membranas e proteinas, como proteinas de choque térmico e
chaperonas, proteinas LEA, osmoprotetores, trocadores e transportadores de ions, dentre
outros (Tabelas 9 e 10).

Segundo Sairam e Saxena (2000), as enzimas antioxidantes e metabodlitos que
regulam o status redox celular aumentam sob varios estresses, com sua atividade
comparativamente mais elevada em genodtipos tolerantes, sugerindo que uma maior
atividade antioxidante transmite maior tolerdncia a planta. Na parte aérea da planta,

diversos mecanismos de adaptacdo morfofisiologicos podem integrar os mecanismos de
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defesa, como a estrutura da planta, fechamento estomatico, reducdo das taxas
fotossintética e transpiratoria, dentre outros (GLOSER;GLOSER, 1996; YORDANOV
et al., 2000).

Estes mecanismos antioxidantes (Tabela 10) também podem ser associados com

a regulacdo negativa de alguns genes (Tabela 9), como:

O

Cyclase family protein, atua como um regulador negativo da morte celular

programada (SMITH et al., 2015);

Cyclophilin-like peptidyl-prolyl cis-trans isomerase family protein, a regulacdo
negativa da peptidilprolil isomerase A promove a morte celular e aumenta a
apoptose ou morte celular programada, ¢ um processo essencial para a manutengao
do desenvolvimento dos seres vivos, sendo importante para eliminar células
supérfluas ou defeituosas (CHENG et al., 2016; WEI et al., 2018), com o aumento
da temperatura aceleram processos de degradacdo e proporcionam recuperacao
mais rapida;

Cysteine-rich RLK (RECEPTOR-like protein kinase) 10, regulador negativo da
morte celular, que afeta tanto os processos de senescéncia quanto os de aclimatag¢ao

(BURDIAK et al., 2015);

Farnesyl diphosphate synthase 1, o silenciamento do FPS leva a desregulacdo de
genes envolvidos na manutencdo da homeostase redox, mas ndo desencadeia

sintomas de estresse oxidativo (MANZANO et al., 2016);

Fe superoxide dismutase 2, uma das principais enzimas do sistema de defesa
antioxidativo, negativamente regulados em plantas tolerantes sob estresse (DEUS,

2014).

Em sintese, os resultados aqui explanados (Figura 11), tomados em conjunto,

sugerem certamente que o nivel de atividade e/ou expressao diferencial dos genes

reportados nesse estudo devem ser fortemente considerados para elucidar os

mecanismos moleculares de termotolerancia em plantas de arroz, quando submetidas ao

tratamento com bioestimulante.
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Figura 11 — Esquematizacdo dos principais processos metabolicos envolvidos na
resposta das plantas ao estresse térmico, com a aplicacio do
bioestimulante. Elaboracdo propria (2023).

4 CONCLUSOES

As analises de expressdo diferencial identificaram 498 genes diferencialmente
expressos em tecido foliar de Oryza sativa L., quando tratadas com o bioestimulante.
Para os genes regulados positivamente (up-regulated), observou-se o aumento de
expressdao de genes intimamente relacionados a mecanismos de defesa, respostas a
estresses, floracdo, regulacdo de transcricdo/traducdo génica e metabolismo vegetal. Ja
para os genes regulados negativamente (down-regulated), pode-se observar

principalmente  genes relacionados a fotossintese, respostas a  estresses,

desenvolvimento e regulacgao floral.

5 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

O arroz (Oryza sativa L.), conforme j4 explanado, € um excelente modelo de
monocotiledonea para estudos gé€nicos e uma cultura Unica que alimenta quase metade
da populagdo do mundo. Durante seu ciclo de vida, a planta monocotiledonea
normalmente tem que lidar com véarios estresses, o que pode reduzir muito seu
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rendimento e a qualidade do grdo. Assim, deve ser de fundamental importincia se obter
uma visdo profunda dos mecanismos de resisténcia ao estresse ou tolerdncia nesses
vegetais (GUO et al., 2020) e estudos referentes a plasticidade térmica no
desenvolvimento sdo essenciais, assim como tecnologias que auxiliem os produtores a
obterem produtos (graos, fibras etc.) de qualidade e ecologicamente sustentaveis, como
os bioestimulantes, que precisam ser contemplados pela legislacdo brasileira.

Ademais, o arroz € a principal fonte de alimento para mais da metade da
populacdo mundial e com o aquecimento global, a redu¢do da producdo de grdos de
arroz por estresse de alta temperatura se tornarad cada vez mais severa, ja evidenciado
em trabalho de Peng et al. (2004), onde foi demonstrado que a producdo de arroz
diminui com temperatura noturna mais alta devido ao aquecimento global. Neste
cendrio, 0 RNA-seq pode ser amplamente utilizado para investigar transcriptomas sob
condi¢cOes de estresse bidticos e abidticos em diversas culturas (SONG et al., 2014;
GARG et al., 2015).

Os genes identificados neste trabalho permitem a obtencdo de informagdes
valiosas sobre os processos de tolerancia e defesa vegetal em plantas de arroz, sob
aplicacdo de bioestimulante. Estes resultados revelaram genes importantes expressados
em condi¢des de estresse térmico, que podem ser tteis em futuras abordagens
biotecnoldgicas visando a elaboracdo de uma metodologia para andlise de
bioestimulantes, sendo o entendimento do transcriptoma essencial para a interpretacio
dos elementos funcionais do genoma de Oryza sativa L., com os dados gerados pelo
RNA-seq. Dessa forma, em etapas futuras, esses dados serdo explorados visando a

indicacdo e validacdo de uma possivel metodologia para analise de bioestimulantes.
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Anexo I - Analises de qualidade, controle de qualidade, alinhamento ao genoma e

quantificaco e analise de expressao diferencial.

i. Andlises de Qualidade

Um total de 904.066.384 paired-end reads com 150 pares de base foram
sequenciados a partir de fragmentos de RNA extraidos de folhas de Oryza sativa L.
utilizando um sequenciador Illumina modelo Hiseq 2500. Para a separagdo do RNA
mensageiro (MRNA) de RNAs ribossomais foi utilizada a técnica de selecdo de cauda
poli-A (poly-A tail selection) na qual diferentes tipos de RNA sdo separados em fung¢do
de sua afinidade com sequéncias compostas por longas repeticdes do nucleotideo
timina.

As plantas foram submetidas a um tratamento, com aplicacdo de bioestimulantes
e, uma testemunha, para a avaliacdo do efeito do tratamento no perfil molecular da
expressao génica. Para o tratamento foram feitas trés repeticdes bioldgicas resultando
em aproximadamente 50 (+ 4.5) milhdes de fragmentos para cada biblioteca em T1 e T2

(Figura 1).
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Figura 1 — Ndmero médio de fragmentos sequenciados por condi¢do. Intervalos sdo
referentes ao desvio padrao de trés repeticOes bioldgicas.

Ap6s o sequenciamento todas as bibliotecas foram inspecionadas com o

software FastQC para avaliagdo dos valores de qualidade PHRED, presenca de
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sequencias adaptadoras e niveis de duplicagdo. A qualidade mensurada em PHRED
determina a probabilidade de determinado nucleotideo ser sequenciado erroneamente.
Os valores sdo representados em uma escala logaritmica de forma que um valor PHRED
igual a 10 representa a probabilidade de que determinada base sequenciada tem 1
chance em 10 de estar errada, enquanto um valor de PHRED igual a 20 representa 1
erro em 100 e 30 representa 1 erro em 1000. Conforme a Figura 2, podemos observar
que o valor médio de PHRED para as bibliotecas sequenciadas foi superior a 37.

Como as amostras foram processadas na configuragdo paired-end cada
fragmento de mRNA foi sequenciado em ambas as extremidades 5’ (Forward na Figura
2) e 3’ (Reverse na Figura 2). A qualidade média nos fragmentos Reverse foi inferior
aos fragmentos Forward. Entretanto essas diferencas podem ser compensadas durante as

etapas de controle de qualidade.
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Figura 2 — Pontuacdo Phred em funcdo da posi¢do das bases nos fragmentos para os
fragmentos Forward e Reverse de uma repeti¢ao biologica de T1. Intervalos
e retangulos amarelos representam a distribuicdo da qualidade enquanto
linhas azuis representam os valores médios de casa posicao.

A andlise de qualidade também identificou a presenca de sequéncias
adaptadoras. Essas sequéncias sdo inseridas nos fragmentos de mRNA para permitir a
hibridizacdo com regides especificas da Flow cell dos sequenciadores antes das etapas
de amplificagdo. A hibridizacdo especifica em determinadas regides da Flow cell

permite que multiplas condi¢des experimentais sejam processadas em uma mesma
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corrida de sequenciamento. Entretanto essa abordagem permite que algumas sequéncias
adaptadoras sejam inevitavelmente sequenciadas com o fragmento alvo, principalmente
nas regides terminais de ambos os fragmentos Forward e Reverse como pode ser visto
na Figura 3. A partir da posi¢do 70 a presenca de adaptadores nos fragmentos aumenta
continuamente. Essa presenca dos adaptadores prejudica o alinhamento correto dos

fragmentos ao genoma e, por esse motivo, devem ser identificados e removidos.
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Position in read (bp)

Figura 3 — Porcentagem de sequencias de adaptadores [llumina (linha em vermelho) em
diferentes posi¢coes dos fragmentos.

A ultima etapa da avaliacdo de qualidade estimou o nivel de duplicacdo dos
fragmentos sequenciados. A duplicacdo ocorre quando, devido a elevada concentracio
de determinado fragmento durante os ciclos de amplificagdo ou devido a imprecisdes
nos sensores Oticos dos sequenciadores, alguns fragmentos especificos tém sua
quantidade aumentada indevidamente. Nesses casos € fundamental a identificacdo e
remogdo desse excesso para ndo prejudicar a quantificacdo dos genes expressos. Nesta
andlise foi identificado certo nivel de duplicacdo nas bibliotecas (Figura 4) que devem

ser tratadas adequadamente para minimizar os efeitos da duplicagao.
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Figura 4 — Relacdo estimada entre fracao de fragmentos duplicados e reads tnicos.

Uma vez realizada a avaliagdo geral da qualidade das amostras sequenciadas é
possivel tracar a melhor estratégia para remover fragmentos ou regides especificas nos
fragmentos com o intuito de realizar o alinhamento ao genoma de referéncia de forma

eficiente.

ii. Controle de Qualidade

A partir da andlise de qualidade, foi possivel identificar os parimetros ideais
para adequar os paired-end reads para as etapas de alinhamento e quantificacdo de
fragmentos. O programa Trimmomatic, versao 0.39 (BOLGER et al., 2014) foi utilizado
com 0s parametros SLIDINGWINDOW:4:20, MINLEN:30 e
ILLUMINACLIP:./all.adp.fasta:4:20:7.

iii. Alinhamento ao Genoma e Quantificacdo

Ap6s o controle de qualidade, aproximadamente 761 milhdes de fragmentos de
mRNA foram selecionados para a realizacdo do alinhamento dos reads ao genoma de

Oryza sativa Japonica Group — MSU release 7 (OUYANG et al.,, 2007). Esse
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procedimento foi realizado com o programa STAR versdo 2.7.2b (DOBIN et al., 2013).
Os fragmentos foram separados em paired-end e single-end (apenas quando um dos
pares foi removido nas etapas de controle de qualidade). Posteriormente, os arquivos de
alinhamento, foram ordenados e inspecionados por duplicacdes com ferramentas do
pacote picard tools (‘Picard toolkit’, 2019). Por fim, o nimero de fragmentos mapeados

a exons no genoma foi quantificado com o script htseq-count (ANDERS et al., 2015).

iv. Andlise da Expressdo Diferencial

Para a andlise estatistica do nimero de fragmentos de mRNA mapeados ao
genoma foi realizada uma série de etapas para padronizar os valores de expressdo de
cada gene em funcdo do tamanho e composicao das bibliotecas. Para isso, as tabelas
com os valores de contagem de fragmentos de mRNA alinhados, foram carregadas no
ambiente estatistico R. Genes, com valores médios de expressdo inferiores a 10
fragmentos por biblioteca foram removidos, uma vez que genes pouco expressos, em
dado tecido, possuem efeito fenotipico questionavel e afetam a distribuicao dos dados.
Posteriormente, ajustes como normalizacio dos valores de expressdo entre as
bibliotecas, modelagem GLM e inferéncia de expressdo diferencial foram aplicados
para cada gene (ROBINSON et al., 2010).

Genes com expressdo duas vezes superior nas diferentes condi¢des (log2FC >=
1 e log2FC <= -1) e FDR (False Discovery Rate - Benjamini and Hochberg, 1995)
inferior a 0,05 foram considerados diferencialmente expressos (DE). Termos de
ontologia génica (GO — Gene Ontology) foram enriquecidos a partir da comparacio dos
termos de ontologia de gene DE, com o conjunto de termos anotados para Oryza sativa
Japonica Group — MSU release 7 (YAN et al., 2017). Os gréaficos de expressao para
genes DE foram produzidos a partir dos valores de expressao em FPKM (Fragments per
kilo base per million mapped reads), que leva em consideracdo tanto o nimero de
fragmentos de RNA mapeados aos exons, quanto o tamanho da regido codificadora dos

genes.
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Anexo II - Protocolo de extracio de RNA com QIAzol (Adaptado)

Procedimentos iniciais:

v' Verificar disponibilidade dos materiais, solugdes e reagentes a serem usados no
protocolo;

v" Manter os reagentes em baixa temperatura,

v Ligar a centrifuga no inicio do procedimento para que a mesma atinja a
temperatura desejada (4 °C);

v Adicionar gelo picado em uma caixa de isopor para manter as amostras
posteriormente;

v" Selecionar as amostras em uma caixa de isopor com nitrogénio liquido;

v Marcar tubos Eppendorf adicionais (1,5 mL) com a identificacdo das amostras;

Primeira Etapa

1. Adicionar 1 mL de Qiazol para cada 100 mg de tecido macerado. Agitar em vortex

por 30 segundos;

Obs.: Adicionar o Qiazol e agitar em seguida brevemente no vortex para que todo o
tecido descongele com o Qiazol. Fazer esse processo para todas as amostras. Depois,
vortex de 30 segundos.

2. Deixar as amostras a temperatura ambiente por 5 minutos;

Obs.: Os tubos devem ser mantidos na horizontal para aumentar a superficie de contato

do Qiazol com o tecido macerado.

3. Adicionar 300 pL de cloroformio para cada 1 mL de Qiazol e homogeneizar

rigorosamente no vortex por 15 segundos;

4. Deixar em temperatura ambiente por 3 minutos;

5. Centrifugar por 15 minutos a 12000 g ou 12125,74 rpm a 4 °C;
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6. Transferir o sobrenadante para novos tubos (1,5 mL), aproximadamente 300 uL;

Obs.: Muito cuidado para ndo misturar as fases.

7. Adicionar 500 uL de isopropanol para cada 1 mL de Qiazol. Vortex rigoroso de 30

segundos;

Obs.: Adicione e ja promova o vortex de 30 segundos, amostra por amostra.

8. Deixar as amostras em temperatura ambiente por 10 minutos;

9. Centrifugar por 10 minutos a 12000 g ou 12125,74 rpm a 4 °C;

10. Coletar o sobrenadante e descarta-lo;

Obs.: O tubo deve ser virado em um béquer com cuidado para ndo remover o pellet

junto com o conteddo liquido.

11. Adicionar 1 mL de etanol 75% para cada 1 mL de Qiazol e centrifugar por 10
minutos a 75000 g ou 9586 rpm a 4 °C

12. Remover completamente o sobrenadante e secar o pellet por 15 minutos

aproximadamente (deixar os tubos com o pellet na horizontal).

Segunda Etapa (precipitacdo e lavagem):

13. Adicionar 500 puL de isopropanol para cada 1 mL de Qiazol. Vortex rigoroso de 30

segundos;

Obs.: Adicione e ja promova o vortex de 30 segundos, amostra por amostra.

14. Deixar as amostras em temperatura ambiente por 10 minutos;

15. Centrifugar por 10 minutos a 12000 g ou 12125,74 rpm a 4 °C;
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16. Coletar o sobrenadante e descarta-lo;

Obs.: O tubo deve ser virado em um béquer com cuidado para ndo remover o pellet

junto com o conteddo liquido.

17. Adicionar 1 mL de etanol 75% para cada 1 mL de Qiazol e centrifugar por 10
minutos a 75000 g ou 9586 rpm a 4 °C

18. Remover completamente o sobrenadante e secar o pellet por 15 minutos

aproximadamente (deixar os tubos com o pellet na horizontal).

ApO6s a secagem, adicionar 20 pL de dgua livre de RNAse — dgua MiliQ autoclavada —

para ressuspender o pellet (homogeneizar delicadamente utilizando a micropipeta).
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Anexo III - Protocolo de tratamento com DNAse

Procedimentos iniciais:

v' Verificar disponibilidade dos materiais, solugdes e reagentes a serem usados no
protocolo;

v" Manter os reagentes em baixa temperatura;

v Adicionar gelo picado em uma caixa de isopor para manter as amostras
posteriormente;

v" Selecionar as amostras da Extracdo de RNA em uma caixa de isopor com gelo;

<\

Marcar tubos Eppendorf adicionais (0,2 mL) com a identificagdo das amostras;

v" Ligar o banho-maria ou termociclador com antecedéncia.

1. Calculo da quantidade necessaria de RNA a ser utilizada em uma concentracio de 5

ugul™.

Exemplo: RNA com 1600 ng uL "
1uL > 1,6 ug

XuL 2> 5pug

X =3,125 L

Neste caso, deve-se utilizar 3,125 da amostra de RNA e 18,875 de agua miliQ

autoclavada para um volume de 22 pL.

2. Pipetar a amostra de RNA e 4gua miliQ autoclavada nos seus respectivos tubos.

Obs.: utilizar tubos de 0,2 mL; os tubos com amostras devem ficar no gelo.

Preparo do Mix (Tampao - TURBO DNAse Buffer + Enzima - TURBO DNAse):

1. Utilizar 2,5 uL. de 10x TURBO DNAse Buffer e 0,5 uL de TURBO DNAse para
cada amostra de RNA;
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2. Preparar o MIX calculando sempre o total de volume a mais que o necessario (2 a 3
reacoes a mais). Misturar o MIX levemente com cuidado para evitar a formacgdo de
bolhas.

Tratamento:

1. Adicionar 3,0 uL. do MIX em cada amostra de RNA + 4gua e misturar levemente

evitando a formacao de bolhas;

2. Incubar a 37 °C por 30 minutos;

3. Adicionar 2,5 pL. de DNAse Inativation Reagent e misturar;

Obs.: Homogeneizar a solugdo antes de usar.

4. Incubar a temperatura ambiente por 5 minutos, misturando cada amostra levemente

(agitar o fundo do tubo levemente com os dedos) durante esse tempo;

5. Centrifugar a 10.000 xg por 2 minutos;

6. Transferir 15 pL do sobrenadante para um novo tubo de 0,2 mL;

Obs.: Caso o material ndo seja utilizado brevemente, estoca-lo no freezer a -80° C.
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