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Resumo

A matéria organica do solo de Terras Pretas de Indios servem de modelo para a sintese de
condicionadores de solo que sequestrem carbono numa forma recalcitrante e util. Materiais
carbonizados, como o carvao vegetal, apresentam grupos aromaticos condensados, que garantem
sua recalcitrancia no solo (estimativas da sua meia-vida variam de séculos a milénios), sendo assim
um eficiente material para o seqiiestro de carbono. Entretanto, diferentemente da MOS encontrada
nas Terras Pretas de Indios esses materiais ndo apresentam os grupos funcionais carboxilicos que
sdo importantes para sua reatividade e contribuicao para a capacidade do solo em reter nutrientes.
Visando obter materiais que mimetizam essa matéria organica, efetuou-se a funcionalizagao
quimica de carvoes e procedeu-se a analise da bioatividade das suas fragdes: hidrofilica (HI —
aquela excluida pela resina XAD-7); acidos fulvicos (AF) e; humicos (AH). A bioatividade foi
testada com plantulas de tomate (emergéncia de raizes laterais) e mutantes de tomateiro variedade
Micro-Tom DRS5::GUS. O método proposto visando a funcionalizagdo quimica do carvao mostrou-
se eficiente na insercdo de grupos acidos a estrutura aromatica dos carvdes. O efeito da
funcionalizacao foi demonstrado na atividade dos AF e AH sobre a inducdo de raizes laterais em
plantulas de tomate. Acredita-se que a bioatividade dos AF e AH também esteja ligada a compostos
bioativos, como auxinas.

Introducao

As Terras Pretas de Indios (TPI) encontradas na Amazonia sio extremamente férteis, sendo sua
sustentabilidade e estabilidade atribuida aos seus elevados teores de matéria organica e as
propriedades fisico-quimicas desta. As cores escuras dos horizontes superficiais das TPI ocorrem
em razao da elevada concentragao de carbono total e carbono pirogénico (Glaser et al., 2001). O
carbono pirogénico (black carbon) ¢ derivado da carbonizacao (pirolise) parcial, principalmente de
materiais ligno-celulosicos, e € composto de unidades poliaromaticas condensadas, deficientes em
hidrogénio e com diferentes tamanhos e niveis organizacionais (Kramer et al., 2004). O carvao
vegetal apresenta os grupos aromaticos condensados, que garantem a sua recalcitrancia no solo,
sendo um eficiente material para seqiiestro de carbono (estimativas da sua meia vida variam de
séculos a milénios), entretanto ndao apresenta os grupos carboxilicos, importantes para sua
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reatividade. Sua aplicag@o ao solo e conseqiientes alteragdes quimicas e biologicas acabam gerando
esses grupos acidos, porém esse processo pode demorar décadas. Entretanto, ¢ possivel sintetizar
em laboratério materiais organicos similares aqueles proprios das TPI, a saber, estruturas
aromaticas policondensadas e carboxiladas, procedendo-se a funcionalizacdo quimica de carvdes
vegetais. Sabe-se que as substancias humicas (SH) tém reconhecida capacidade de estimular o
crescimento vegetal. A presenca de moléculas ou unidades bioativas semelhantes as auxinas ligadas
ou agregadas as SH foi relacionada com a inducdo de sitios de mitose nas raizes e ativagdo das H'-
ATPases (Canellas et al.,, 2002). Tendo isso em vista, avaliou-se a bioatividade das fracdes
hidrosoluveis (4cidos himicos — AH; acidos fulvicos — AF e; fragao hidrofilica - HI) do produto da
funcionalizagdao quimica de carvao ativado.

Material e Métodos

Amostras de carvao ativado P.A. (Vetec) foram parcialmente oxidadas quimicamente com
hipoclorito de sodio a duas concentragdes (10 e 20 cMol L™, indicadas com os subscritos 10 e 20,
respectivamente) em meio alcalino (pH ~ 13) por 3 h a 60 °C £2 °C. Ao final do processo, os
filtrados obtidos das misturas reacionais foram acidificados até pH ~ 1 e os AH recuperados por
centrifugacao e dialisados. Os AF que permaneceram em solugdo foram purificados com as resinas
XAD-7 e Ambertile IR-120 (Swift, 1996). Coletou-se a fragdo HI que ndo fora retida pela resina
XAD-7. Todas as fracoes obtidas foram liofilizadas.

Sementes de tomate (Solanum lycopersicom L.) foram esterilizadas e colocadas para germinar em
caixas tipo Gerbox acondicionadas em cdmara BOD com as seguintes condi¢des: 25°C, e 16 h de
fotoperiodo. Apos a germinacao (5 dias), as plantulas foram tratadas com diferentes concentragdes
de AH, AF e HI (12,5; 25; 50; 100; 200 e 400 mg L'l) a fim de se obter as curvas de dose-resposta
para emergéncia de raizes laterais. Sementes de plantas transgénicas de tomate com a mutagdo
diageotropica (Micro-Tom), que reduz a sensibilidade a auxina, e com o transgene DRS5::GUS, que
sinaliza a atividade auxinica em tecidos, foram esterilizadas e colocadas para germinar em caixas
tipo Gerbox numa BOD (27° C). Quatro dias apOs a germinagdo, foram tratadas com as fragdes
Hl,o, AF;9, AF2, AHjp ¢ AHy. As andlises histoquimicas foram realizadas de acordo com o
procedimento descrito anteriormente por Jeferson et al. (1986).

Resultados e Discussio

A funcionaliza¢io das fracdes AH e AF foi confirmada por espectroscopia de *C-RMN e FTIR
(dados ndao mostrados), sendo que a fracao HI apresentou grande quantidade de cloretos de arila
(Figura 1). O sistema radicular das plantulas tratadas com HI, AF e AH foi significativamente
alterado, sendo o nimero de raizes laterais emergidas de duas a quatro vezes maiores nas plantas
tratadas, quando comparadas ao controle. A fragdo que menos apresentou atividade foi o AFy,
justamente aquela com a maior concentragdo de grupos aril-carboxil. O modelo quadratico ajustou
todas as curvas de respostas, exceto para o Hly, que foi ajustado com um modelo linear. Para
verificar se esse estimulo ao enraizamento ¢ auxinico, utilizou-se o tomateiro Micro Tom com gene
reporter DR5::GUS (Figura 2). Foi possivel visualizar a rota de sinalizagdo utilizada por auxinas
estimuladas por AF e AH isolados de carvdo, enquanto que a fragdo HI ndo apresentou resposta
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auxinica.

Esse resultado ndo deixa de ser surpreendente tendo-se em vista a origem das amostras: carvao
ativado e tratado com NaOCl, donde ndo se espera a presenga de auxinas, ou compostos similares,
preservados na estrutura dos materiais testados, embora a estrutura quimica dos produtos gerados
guardem uma grosseira semelhanga ao acido indol-acético (grupos arila carboxilados, embora falte
o grupo pirrol). Novos estudos se fazem necessarios, porém uma outra hipdtese € que os compostos
testados, com exce¢do da fragdo HI, induzem a producdo de auxina endogena.

Conclusoes

As fracdes hidrofilicas (HI, AF e AH), obtidas a partir de carvdo ativado quimicamente
funcionalizado com grupos carboxilicos, apresentaram efeito indutor do enraizamento de plantulas
de tomate. O ensaio com o mutante de tomateiro DR5:GUS mostrou que a bioatividade dos AF e
AH pode estar diretamente relacionada com a acdo da auxina. Como ndo se espera a persisténcia
desse fito-hormonio natural nos materiais testados, essa auxina provavelmente seja endégena ou a
resposta tenha sido induzida pela semelhanga estrutural do produto gerado com o acido indol-
acético.
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Figura 1. Curvas de dose-resposta e equagao de regressao para a emergéncia de raizes laterais em

plantulas de tomate (Solanum lycopersicum L.) ap6s o tratamento com diferentes concentracdes de:
(A) HIzo, (B) AFlO, (C) AF20, (D) AHlo.

Figura 2. Microfotografias das raizes de tomateiro transgénico Micro Tom DR5::GUS mostrando a
atividade GUS. Tratamentos: (A) AIA 10° Mol L™, (B) Controle , (C) Hly, (D) AF,o, (E) AH)o e
(F) AHy na concentragdo de 100 mg de AH e 200 mgL" de AF e HI em CaCkh 2 mMol L. A
barra de escala corresponde a 50 pm.
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