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RESUMO: Visando atender as demandas
agricolas de aumento na produgéo surgem
diversas tecnologias, dentre elas os
bioestimulantes. Sdo substancias naturais
ou sintéticas, que ao serem aplicados
estimulam processos fisiologicos e rotas
metabodlicas. Sendo assim, o presente
trabalho teve por objetivo avaliar o
potencial do extrato de folhas de moringa
como bioestimulante em plantas de
arroz submetidas a baixo suprimento de
nitrogénio (N). Para isso, foram aplicados
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8 tratamentos: controle, MLEPO, MLEP20,
MLEP50, MLEP60, MLEP80, MLEP90
e MLEP100. As sementes de arroz
foram tratadas, germinadas em agua e
transferidas para solugao nutritiva com 0,2
mM de N. Vinte dias apés a germinagéo
(DAG) foi realizada a coleta e posterior
determinacdo dos metabdlitos soluveis
e expressao génica, ambas no sistema
radicular. Houve alteracdo nos teores de
nitrato, aminoacidos totais e acglcares
solveis, sobretudo no tratamento
MLEP100. As doses menos concentradas
do extrato de moringa estimularam o
aumento na expressao relativa de genes
relacionados ao metabolismo de N. Sendo
assim, conclui-se que o extrato de moringa
apresenta potencial como bioestimulante
em plantas de arroz em situagcdo de
fornecimento reduzido de N, causando
alteracdes metabdlicas e na expresséao
génica.
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MORINGA EXTRACT STIMULATES METABOLISM IN RICE PLANTS GROWN
UNDER LOW NITROGEN SUPPLY

ABSTRACT: In order to meet the agricultural demands of increased production, several
technologies have emerged, including biostimulants. They are natural or synthetic substances
that, when applied, stimulate physiological processes and metabolic pathways. Therefore,
the present work aimed to evaluate the potential of moringa leaf extract as a biostimulant
in rice plants subjected to low nitrogen (N) supply. For this, 8 treatments were applied:
control, MLEPO, MLEP20, MLEP50, MLEP60, MLEP80, MLEP90 and MLEP100. The rice
seeds were treated, germinated in water and transferred to a nutrient solution with 0.2 mM
of N. Twenty days after germination (DAG) the collection and subsequent determination of
soluble metabolites and gene expression, both in the root system, were performed. There
was a change in the levels of nitrate, total amino acids and soluble sugars, especially in the
MLEP100 treatment. The less concentrated doses of moringa extract stimulated an increase
in the relative expression of genes related to N metabolism. Therefore, it is concluded that the
moringa extract has potential as a biostimulant in rice plants in a situation of reduced N supply,
causing metabolic changes and gene expression.

KEYWORDS: biostimulant, moringa, rice.

INTRODUCAO

A populagdo mundial cresce exponencialmente, com previsdo de ultrapassar 9,7
bilhGes de pessoas até 2050 (UN, 2020). Atrelado a isso ha uma degradagédo cada vez mais
intensa dos solos agricultaveis em funcéo de ag¢des antropicas e mudancas climaticas,
levando a maior incidéncia de deficiéncia hidrica e de nutrientes para as plantas. Sendo
assim, mostram-se necessarias novas tecnologias visando aumentar a produtividade
das culturas de interesse agronémico de forma eficiente, acessivel e com menor impacto
possivel ao meio ambiente.

Os bioestimulantes surgem com o intuito de atender essa demanda. S&o substancias
naturais, sintéticas ou microrganismos que podem ser aplicados de diversas formas e em
diferentes concentracdes, trazendo beneficios a processos fisiologicos através do aumento
da absorcéo e eficiéncia de uso dos nutrientes, estimulando rotas metabdlicas (MELLO et
al., 2022).

A moringa (Moringa oleifera Lam.) € uma espécie arborea que tém se destacado
tendo em vista sua implementagdo em diversos setores, dentre eles o agricola. Seu uso
tem por base os diversos elementos presentes em seu extrato, que pode ser preparado a
partir das diferentes partes da planta, se destacando a presenca de flavonéides, taninos,
vitaminas, minerais, precursores de fitorménios e acidos fendlicos (TSHABALALA et al.,
2019).

Sendo assim, este trabalho teve por objetivo avaliar o potencial do extrato de folhas
de moringa como bioestimulante em plantas de arroz submetidas ao estresse pelo baixo
suprimento de nitrogénio.
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MATERIAL E METODOS

O preparo do extrato se deu a partir da coleta de folhas de moringa (Moringa
oleifera Lam.) na Fazendinha Agroecologica Km 47, Seropédica, RJ — Brasil. As folhas
foram cortadas e maceradas em nitrogénio liquido, sendo homogeneizadas com etanol
80% numa proporcdo de 1:10 (m/v). A particdo da solugdo com cloroférmio foi feita de
acordo com Fernandes (1984). Foram aplicados 8 tratamentos, sendo: controle (sementes
nao tratadas), MLEPO (apenas agua destilada), MLEP20 (1 mL de extrato + 19 mL de agua
destilada), MLEP50 (1 mL de extrato + 49 mL de agua destilada), MLEP60 (1 mL de extrato
+ 59 mL de agua destilada), MLEP80 (1 mL de extrato + 79 mL de agua destilada), MLEP90
(1 mL de extrato + 89 mL de agua destilada) e MLEP100 (1 mL de extrato + 99 mL de agua
destilada).

Foram obtidas sementes de arroz, variedade manteiga, do banco de germoplasma do
Laboratoério de Nutricdo Mineral de Plantas (LNMP), Seropédica, RJ — Brasil. As sementes
foram desinfestadas em solugéo de hipoclorito de sédio a 2%. O condicionamento consistiu
em manter 40 sementes (+ 1,2g) em 6mL de solugdo dos tratamentos por um periodo de
16h a 25°C, sendo entédo lavadas com agua destilada e secagem em ventilagéo natural até
atingir a umidade inicial.

As sementes foram transferidas para potes de pléstico (1L) com gaze, contendo
agua destilada até 10 DAG (dias ap6s a germinacao), sendo arranjadas em 10 sementes
por vasos e 4 repeticdes. Aos 11 DAG foi disponibilizada solugéo nutritiva com 1/4 de forca
ibnica e 0,2 mM de N-NOS-. Aos 14 DAG a solugéo foi reposta por uma de 2 Fi contendo
0,2 mM de N-NOS-, reposta a cada trés dias. Aos 20 DAG foi realizada a ultima troca de
solucdo e a coleta das plantas, seccionadas em raiz e parte aérea. O experimento foi
conduzido em casa de vegetacdo, com luz natural e temperatura de 30°C + 2°C.

Para a determinacdo dos metabdlitos soluveis foram reservados 0,1g de material
fresco, que passou por processo de trituracdo, filtragem e particAo com cloroférmio
(FERNANDES, 1984). Os conteldos de nitrato (NO,"), aménio (NH,*), aminoacidos livres e
acucares soluveis presentes nas amostras foram determinados de acordo com Miranda et
al. (2001), Felker (1977), Yemm e Cocking (1955) e Yemm e Willis (1957), respectivamente.

O RNA total foi extraido de acordo com Gao et al. (2001) e quantificado utilizando
o “NanoDrop One’. As amostras foram tratadas com DNAse | utilizando o Kit “DNase |
Amplification Grade” e o cDNA foi obtido utilizando o Kit “High Capacity RNA-to-cDNA Kit”.
As reacoes de PCR em tempo real foram realizadas no “StepOne Plus Real-Time PCR
System” utilizando o kit “56x HOT FIREPoI® EvaGreen® gPCR Mix Plus (ROX) Kit”, seguindo
as recomendacoes dos fabricantes. A expressao relativa dos genes foi feita de acordo com
Livak e Schmittgen (2001) e o gene de referéncia utilizado foi a ubiquitina 5 (OsUBQ5). A
construcao dos graficos foi realizada utilizando o programa Sigmaplot 14.0.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi verificado aumento significativo no teor de NO* no tratamento MLEP100, o que
indica maior estimulo para a absor¢éo desse nutriente. Os teores de aminoacidos totais
apresentaram aumento nos tratamentos MLEP90 e MLEP100 (Figura 1). Além disso, houve
um aumento nos teores de agucares sollveis nos tratamentos MLEP50, MLEP60, MLEP80,
MLEP90 e MLEP100. A alteracéo observada nos teores dos metabdlitos, sobretudo nos
tratamentos mais diluidos, indica que houve aumento na absorgéo de N, que pode ter sido
acompanhado por um estimulo nas rotas metabdlicas das plantas de arroz.
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Figura 1. Teores das fragdes solUveis presentes no sistema radicular de plantas de arroz (Oryza sativa
L.) em situacéo de baixo fornecimento de nitrogénio submetidas a tratamento pré-germinativo com
extrato particionado de folhas de moringa (Moringa oleifera Lam.). A = Teor de aménio (NH,*)?; B = Teor
de nitrato (NO,) °; C = Teor de aminoacidos totais c; D = Teor de agucares solUveis d. Barras verticais
sdo os erros padrdes das médias. *, **, *** simbolos mostram diferenca estatistica significativa a 0,05,
0,01 e 0,001%, respectivamente (Teste de Dunnett, a = 0,05).

Buscando elucidar as alteragoes nos teores dos metabdlitos solUveis foi realizada
a expressao relativa de genes no sistema radicular das plantas. Foram selecionados
oito genes, sendo trés relacionados a absorgéo de nitrogénio (OsNRT1.1, OsNRT2.1 e
OsNRT2.4), trés envolvidos com a reducao e assimilagao de nitrogénio (OsNIA1; OsGS1.2;
OsNADH-GOGAT), e dois transportadores de aminoacidos (OsAAP1 e OsAAP3) (Figura 2).
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Figura 2. Expressao relativa dos genes relacionados ao metabolismo de nitrogénio no sistema radicular
de plantas de arroz (Oryza sativa L.) em situacédo de baixo fornecimento de nitrogénio submetidas a
tratamento pré-germinativo com extrato particionado de folhas de moringa (Moringa oleifera Lam.). A =
Expressao relativa do gene OsNRT1.1 2, B = Expresséo relativa do gene OsNRT2.1°; C = Expressao
relativa do gene OsNRT2.4 ¢; D = Expressao relativa do gene OsNIA1 ¢; E = Expresséo relativa do
gene OsAAP1 ¢; F = Expresséo relativa do gene OsAAP3'. Asteriscos (*) indicam uma alteragdo média
significativa de mais de 2 entre o controle e os tratamentos.

Foi verificado aumento na expressao relativa do gene OsNRT1.1 nos tratamentos
MLEP50, MLEP60, MLEP80, MLEP90 e MLEP100. Esse aumento pode ter relagdo com
a funcdo do gene, um transportador de dupla afinidade, no reconhecimento e importagédo
de NO,, além do mecanismo de tolerncia em situacbes adversas (HO et al., 2009;
ARAUJO et al., 2015;: FANG et al., 2021). O gene OsNRT2.1 apresentou aumento nos
tratamentos MLEP60, MLEP90 e MLEP100. J4 o gene OsNRT2.4, diminuiu a expressao
nos tratamentos MLEP20 e MLEP100 quando comparados ao controle. Ambos os genes
sdo de alta afinidade, sendo expressos em baixas concentragdes de N. O silenciamento do
gene OsNRT2.4 tem relagdo com aumento da absorcéo de NO3- e melhora na reposta de
expressao em situagédo de baixo N (SOUZA et al., 2022).

O gene OsNIA1, que codifica a enzima nitrato redutase, apresentou aumento de
expressdo nos tratamentos MLEP50, MLEP60, MLEP80, MLEP90 e MLEP100. Esse
aumento indica que o processo de absorcéo, reducdo e assimilacdo pode estar ocorrendo
preferencialmente nas raizes, como uma estratégia para poupar gastos energéticos com
transporte para parte aérea.

O gene OsAAP1 apresentou aumento de expressdo nos tratamentos MLEP50,
MLEP60, MLEP80, MLEP90 e MLEP100, enquanto o gene OsAAP3 s teve aumento de
expressao no tratamento MLEP60. O aumento em ambos os genes pode estar relacionado
com um estimulo ao transporte dos aminoacidos produzidos nas raizes para os demais

6rgéos drenos da planta.
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CONCLUSOES

Com os resultados obtidos nesse estudo, conclui-se que o extrato de folhas de
moringa apresenta potencial como bioestimulante em plantas de arroz, melhorando o
desempenho dessa planta em situagéo de estresse por fornecimento reduzido de N.
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