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RESUMO

Oscilagbes na produtividade do arroz sdo ocasionados por estresses
abidticos, como desbalango de ferro e temperaturas baixas. O objetivo do trabalho
foi avaliar a interacdo dos efeitos de multiplos estresses abidticos sobre parametros
fotossintéticos do arroz irrigado. O trabalho foi realizado em duas etapas. Na
primeira, sementes de arroz da cultivar IRGA 424 foram germinadas em areia, e,
quando em estadio V1, as plantas fora transferidas para solu¢ao nutritiva contendo
diferentes concentracbes de ferro: 100uM (controle), 1um (deficiente) ou 4000uM
(excessiva), e submetidas a diferentes tratamentos de temperatura: 28°C (controle)
ou 10°C (frio). Foram realizadas medidas de fluorescéncia da clorofila em cinco
ocasides, antes da exposicao ao frio, e apds 24, 48, 72 e 96 horas, e, no final, as
plantas foram secas em estufa para determinacdo da massa da matéria seca. Na
segunda etapa, foram utilizadas trés cultivares com niveis diferentes de tolerancia ao
ferro: IRGA 409 (sensivel), IRGA 424 (tolerante) e EPAGRI 108 (tolerante). As
sementes foram germinadas em vermiculita e as demais etapas procederam como
no experimento anterior. Foi analisada também a capacidade de recuperagao das
plantas da cultivar IRGA 424, nas quais foi realizada mais uma medida apds retirada
condicdo de frio. Foi possivel observar que plantas das cultivares IRGA 424 e
EPAGRI 108 podem apresentar tolerancia a toxidez de ferro sob temperatura de
28°C, porém apresentar sensibilidade a combinagdo de estresse por excesso de
ferro e temperatura baixa. Observou-se também que plantas da cultivar IRGA 409
apresentaram tolerancia ao excesso de ferro nos dois tratamentos de temperatura.
No entanto, mostrou sensibilidade a deficiéncia de ferro, tanto a 10°C, quanto a
28°C.
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INTRODUCAO GERAL

O Rio Grande do Sul ocupa uma posi¢ao de destaque na produgéo de arroz (Oriza
sativa L.) no Brasil. Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2010),
sao cultivados anualmente no RS em torno de um milhdo de hectares com arroz irrigado,
0S quais sao responsaveis por 62,2% da produgéo nacional desta cultura. De acordo com
dados da Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), foram plantados no Brasil
2.909 mil hectares de arroz na safra de 2008/2009, sendo colhidas 12.602,5 mil toneladas
do grdo. A maior parte da produgdo anual de arroz no pais € destinada ao consumo
interno, demonstrando a grande importancia da cultura na alimentagao nacional.

O arroz é considerado o produto de maior importancia econémica em muitos
paises e, segundo Santos e Rebelo (2008), é a cultura com maior potencial de aumento
da produgado. Porém, a obtengao de produtividades crescentes nos ultimos anos nao tem
sido suficientes para suprir a demanda por este tipo de alimento (Rosso, 2006). InUmeros
fatores sao responsaveis pela baixa produtividade e instabilidade na producéo, dentre
eles a suscetibilidade dos gendtipos cultivados a estresses abidticos (Arenhart, 2008). Os
estresses abiodticos sdo a causa primaria de perda de produgao agricola, podendo causar
perdas na produtividade da colheita de graos em até 50% (Boyer, 1982; Bray et al. 2000).

No Rio Grande do Sul, as oscilagbes na produtividade do arroz irrigado s&o
ocasionadas, fundamentalmente, pelas condi¢des climaticas, onde a ocorréncia de baixas
temperaturas tem sido um dos principais fatores determinantes dessa variabilidade nos
niveis de produtividade (Steinmetz et al., 1996). O arroz é cultivado nas mais diversas
condigbes ambientais, porém quando comparado a outros cereais como a aveia e o trigo,
€ mais sensivel as baixas temperaturas. (Okuno, 2003).

Uma das praticas recomendadas para a obtencdo de elevados rendimentos na
producao € a antecipacao da época de semeadura (final de setembro até meados de
outubro). Esta pratica permite a coincidéncia das fases de perfilhamento e inicio da fase
reprodutiva com o periodo de maior radiagao solar, condigdo essencial para a expressao
do potencial produtivo da maioria das cultivares (Mariot et al, 2005). Entretanto, no RS, a
ocorréncia de temperaturas abaixo de 17 °C nos meses de setembro a novembro sao
frequentes, resultando em menor velocidade de germinacédo e do desenvolvimento inicial
das plantas.

Atualmente, um numero cada vez maior de pesquisas evidencia que as mudangas

climaticas globais estdo ocorrendo e que elas terdo efeitos importantes nos processos



biolégicos nas proximas décadas. Uma importante alteragdo mostrada pelos modelos
climaticos sdo as mudancas abruptas de temperatura. E previsto aumento da freqiiéncia
de eventos de curta duragao de temperaturas extremas (muito baixas ou elevadas). Esta
variagdo no cenario global da temperatura é vista como um dos principais problemas a ser
enfrentado pelas plantas e que podera causar redugdes significativas na produtividade
dos cultivos agricolas (Porter, 2005; Porter & Semenov, 2005). Os efeitos diretos das
baixas temperaturas sobre os processos fisiologicos, particularmente a fotossintese, sao
especialmente importantes.

Entretanto, a temperatura ndo € o unico fator de estresse a ser enfrentado pela
cultura do arroz. O arroz irrigado esta frequentemente exposto a condigdo de estresse por
excesso de ferro (Fe) no solo. Nesse tipo de cultivo, a anoxia e a redugdo do pH,
decorrentes do alagamento promovem a redugdo dos Oxidos férricos (Fe **) a oxidos
ferrosos (Fe ?*), uma das principais formas de absorgdo e transporte pelas plantas, com
consequente aumento da solubilidade e aumento da disponibilidade, causando toxidez as
mesmas (Ponnamperuma, 1972). A concentragdo de ferro soluvel, que anterior a
submergéncia do solo raramente excede 0,1 mg L™, pode chegar, em solos acidos, a
aproximadamente 600 mg L-1 (Ponnamperuma et al., 1978). No Rio Grande do Sul, o
excesso de ferro atinge cerca de 10% da area orizicola, causando reducgdes significativas
da producao deste cereal. A toxidade por ferro € decorrente da absorgcao excessiva pelas
raizes e sua translocacao para as folhas, onde uma elevada produc¢ao de radicais livres
pode danificar os componentes estruturais da célula, prejudicando inicialmente o processo
fotossintético (Becker & Folkard, 2005).

Embora o ferro seja um elemento abundante na natureza, grande parte encontra-se
indisponivel para as plantas, formando complexos insoluveis na presenga de oxigénio e
em condi¢cdes de pH neutro ou alcalino. Nestas condi¢des, o ferro, que normalmente
encontra-se como ion férrico (Fe3+) é rapidamente oxidado, formando 6xidos férricos
insoluveis com a matéria organica do solo, e por isso € de dificil absor¢cao pelas raizes
(Christou, 1994).As plantas requerem aproximadamente 10° M de ferro na solugdo do
solo para que o0 mesmo possa ser absorvido, mas em solos calcareos, com pH alcalino, a
quantidade de ferro soltvel no atinge 10" M (Guerinot & Yi, 1994).

Por ser um elemento essencial para a planta, estando envolvido na transferéncia
de elétrons e na transformacao de energia, a deficiéncia de ferro também acarreta danos

na fotossintese.



A aclimatacdo de uma planta a uma condigao particular de estresse requer uma
resposta especifica, a qual é estreitamente vinculada a precisa condicdo ambiental em
que a planta se encontra. Assim, processos moleculares, bioquimicos e fisiologicos
podem diferir daqueles ativados por uma composigcao de diferentes fatores de estresse. A
maioria dos estudos de estresse é feita sob condicdes controladas, isolando-se somente
um dos fatores de estresse e, portanto refletem pouco as condi¢gdes que ocorrem no
campo. Existe, assim, uma consideravel lacuna entre o conhecimento obtido nestas
condi¢cdes controladas e o conhecimento requerido para o desenvolvimento de plantas
com aumento de tolerancia as condigdes de campo.

Tendo em vista a importancia econémica e social do arroz, e os efeitos danosos
dos estresses abidticos sobre a agricultura, o conhecimento das interagdes entre
estresses abioticos e respostas fisiologicas das plantas de arroz € importante para a
compreensao e avaliacdo da suscetibilidade da producdo do arroz e outros cultivos
agricolas. Tal entendimento podera auxiliar no desenvolvimento de cultivares com
aumento de tolerancia a estresses de temperatura e ferro, permitindo a manutengao ou

incremento do potencial produtivo do arroz e outras culturas agricolas.



1.1 Estresses Abioticos

As plantas frequentemente enfrentam condigdes rigorosas de estresse ao longo de
seu crescimento, tais como temperaturas extremas, salinidade, seca, estresse nutricional,
toxidez por metais pesados e ataque de patdgenos, entre outros. Um estresse bioldgico &
uma forca adversa ou uma condicdo que impede o funcionamento e a constituigcao
normais de um sistema biolégico (Caverzan, 2008). A aclimatagdo das plantas para
condi¢cdes de multiplos estresses abidticos parece depender de uma resposta especifica
associada para cada condi¢ao de estresse, bem como da capacidade de compensar ou
ajustar alguns dos aspectos antagonistas das condicdes de estresse combinados (Mitler,
2006). Por exemplo, durante o estresse por calor, as plantas abrem os estématos para
resfriar a folha por transpiragdao. Entretanto, se o calor for combinado com condi¢des de
salinidade ou e/ou excesso de metais pesados, as plantas podem néo ser capazes de
abrir seus estdmatos. Isto porque o aumento da transpiracao, necessario para resfriar a
folha, pode causar aumento na absorcao de sal ou metais pesados (Rizhsky et al., 2002).

A aclimatacao de plantas para condicdes de multiplos estresses abidticos parece
depender de uma resposta especifica associada para cada condigdo de estresse, bem
como, da capacidade de compensar ou ajustar alguns dos aspectos antagonistas das
condigbes de estresses combinados (Mitler, 2006). O conhecimento do tipo de resposta
que a planta possui as condigdes combinadas de estresse é o primeiro passo para o
entendimento dos processos moleculares envolvidos. Esse conhecimento é fundamental
para a compreensao e avaliacdo da suscetibilidade dos cultivares agricolas as diferentes
condigbes de estresse normalmente encontradas em condigbes de campo. No presente
trabalho, sera estudado os efeitos causados pela combinagcdo de estresses por baixa

temperatura e desbalango nutricional de ferro.

1.2 Estresse por Temperatura Baixa

As plantas de origem tropical como o arroz sao geralmente sensiveis aos danos
causados por temperaturas baixas. A tolerdncia ao frio € a capacidade que certas
cultivares apresentam de suportar a ocorréncia de baixas temperatura, sem redugcao
importante no rendimento de graos (Torres et al, 1985). A maioria das cultivares de arroz

desenvolvidas para o RS pertencem ao grupo Indica, o qual apresenta alto potencial de



rendimento e qualidade de grdos, porém, ndo sdo tolerantes as temperaturas baixas
(Lopes, 2008).

A temperatura 6tima para o desenvolvimento do arroz situa-se entre 20 e 35°C,
sendo esta a faixa também a ideal para a germinagéo. A faixa ideal para a floragao é de
30 a 33°C e para a maturacao € de 20 a 25°C. O arroz é mais sensivel as baixas
temperatura na fase de pré-floragao ou, mais especificamente, na microsporogénese, com
efeitos negativos diretos na produtividade. A segunda fase mais sensivel é a floragdo. A
faixa critica de temperatura para induzir esterilidade no arroz € de 15 a 17°C, para os
gendtipos tolerantes ao frio, e de 17 a 19°C para os mais sensiveis. Os genotipos
respondem diferentemente em relacdo a tolerdncia ao frio, sendo que, em geral, as
cultivares do grupo Japonica sao mais tolerantes do que as do grupo Indica.

Em geral, as baixas temperaturas no RS coincidem com o periodo reprodutivo, que
€ o de maior sensibilidade. Os sintomas visuais s&o observados logo apds a incidéncia do
frio, constituindo-se de descoloracdo e degeneragdo de espiguetas, o que provoca
aumento na esterilidade de espiguetas e, com isso, redugao no rendimento de graos. Se a
ocorréncia do frio acontecer na fase vegetativa observa-se uma clorose generalizada nas
plantas, que no entanto, podem recuperar-se com a posterior elevacido da temperatura.

Em nivel celular, o frio resulta na perda da integridade das membranas. As
membranas sdo suscetiveis ao frio pois apresentam lipideos com alta porcentagem de
cadeias de acidos graxos saturados que tendem a solidificar, tornando as membranas
menos fluidas, e, além disso, os componentes protéicos podem nao funcionar
normalmente. Na membrana do cloroplasto, esse dano leva a inibicdo da fotossintese. As
reagoes fotoquimicas primarias da fotossintese, como o transporte de elétrons ao longo
da membrana do tilacoide sao prejudicadas pela perda da fluidez da membrana,
resultante da exposigao ao frio. (Larcher, 2000).

Diferentes componentes do processo fotossintético sdo afetados quando a planta é
exposta a baixa temperatura, tais como, inibicdo da biossintese de clorofilas (Hodgins &
Van Huystee, 1986 a e b), dano na cadeia de transporte de elétrons cloroplastidica, ou em
enzimas soluveis do estroma da fase bioquimica da fotossintese (Grantz, 1989). Quando
as vias metabodlicas se encontram total ou parcialmente inibidas pelas baixas
temperaturas, boa parte da energia radiante absorvida pelas antenas fotossintéticas nao
pode ser utilizada, podendo ocorrer processos de dissipagédo alternativa dessa energia,

constituindo assim num mecanismo de protecao das estruturas fotossintéticas (Demming-



Adamns et al., 1996). A fluorescéncia da clorofila € um processo importante de dissipagéo

da energia , o qual sera discutida posteriormente.

1.3 Estresse por Excesso de Ferro

No Brasil, a toxidade por excesso de ferro tem sido constatada nos estados de
Minas Gerais, Santa Catarina, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul, Goias, Mato Grosso,
Espirito Santos, Alagoas, Para e Sao Paulo, causando perdas na produtividade (Barbosa
Filhos et al., 1983). Estas perdas podem levar a prejuizos de 15 a 20 %, sendo que
perdas totais na producao ja foram descritas na literatura (Audebert & Sahrawat, 2000;
Winslow et al., 1989).

A toxidez por excesso de ferro € o maior problema nutricional em arroz irrigado,
sendo responsavel por perdas significativas da produtividade (Stein, 2009). Os principais
sintomas observados sdao o bronzeamento das folhas, que adquire coloracdo amarelada
ou alaranjada, principalmente as mais velhas, inclusdes marrons nas folhas mais jovens,
causadas pela deposicdo de ferro, as quais se espalham para as nervuras durante a
progressao da toxidez, e as raizes se tornam de coloragcdo marrom (Sahravat, 2004).
Plantas de arroz severamente prejudicadas pela toxidade por excesso de ferro
apresentam baixa taxa de crescimento, produzem paniculas pequenas e com alta
proporgao de espiguetas estéreis (Yoshida, 1981), causando diminui¢do da produtividade
€, em casos mais severos, morte da planta (Ponnamperuma, et al., 1955).

Varios estudos sobre a toxidez por excesso de ferro vem sendo realizados, e ja
foram identificados dois tipos de toxidez: uma toxidez direta, decorrente do acumulo de
grandes niveis de ferro em tecidos vegetais (Vahl, 1991), e uma toxidez indireta, causada
pela deficiéncia de nutrientes essenciais como K, P, Ca e Mg devido a precipitagao do
ferro sobre a epiderme das raizes que limita a absor¢do dos nutrientes pelas plantas
(Meurer, 2000)

Quando livre em excesso dentro da célula, o ferro é capaz de gerar radicais livres,
como o radical hidroxila, através da reacao de Fenton (Becama et al., 1998). Este radical
€ extremamente téxico para o metabolismo celular, sendo responsavel pela oxidagao de
macromoléculas biolégicas como proteinas, acidos nucléicos e lipideos da membrana

(Halliwell & Gutteridge, 1984). Os radicais livres também oxidam a clorofila, e,



posteriormente, levam a uma diminuicdo no conteudo deste pigmento nas células
(Monteiro e Winterbourn, 1988).

1.4 Estresse por Deficiéncia de Ferro

A maior parte do ferro encontrado no interior das células vegetais € localizado no
interior do cloroplasto (Terry & Low, 1982), envolvido no processo fotosintético (na
biossintese das moléculas de clorofila e na ferrodoxina). No interior dos plastideos
encontra-se localizada a ferritina, proteina globular multimérica responsavel pelo
sequestramento e liberacao de ferro (Briat et al., 1999), atuando como um tampao celular
de ferro.

A deficiéncia de ferro € um dos sérios disturbios nutricionais do arroz cultivado em
condi¢des aerdbias alcalinas de sequeiro e de solos calcarios, que leva a um declinio na
produtividade (FFTC, 2001). A baixa disponibilidade de ferro soluvel no solo leva a
sintomas de deficiéncia de ferro, tais como o amarelecimento ou clorose das areas
internevuras das folhas mais jovens, isso ocorre porque o ferro ndo pode ser prontamente
mobilizado das folhas mais velhas. Mais tarde, as nervuras podem tornar-se cloréticas
também, fazendo com que toda a folha se torne branca. Sob condigbes de deficiéncia
extrema ou prolongada, toda a planta torna-se clorética e morre.

O ferro possui fungdo essencial para o crescimento e desenvolvimento vegetal.
Este elemento participa de centros de oxirredugdo da respiragao mitocondrial e da
fotossintese (Rouault & Tong, 2005) e também esta envolvido na sintese de clorofila no
cloroplasto, motivo pelo qual sua deficiéncia causa clorose na planta. O ferro tem
importante papel como componente de enzimas envolvidas na transferéncia de elétrons
(reagbes redox) como os citocromos. As proteinas heme sdo caracterizadas pela
presenca de um complexo Fe heme-porfirina, o qual age com um grupo prostético do

citocromos que facilitam o transporte de elétrons na fotorrespiragao.



1.5 Fluorescéncia da clorofila- Maxima Eficiéncia do Fotossistema 11

A analise das mudangas na emissdo de fluorescéncia da clorofila a € uma

poderosa ferramenta para estimar a taxa de transporte de elétrons nas folhas (Genty et al.
1989), e da dissipacédo térmica de energia do fotossistema Il (FSIl) (Krause & Weiss,
1991; Demming-Adamns et al., 1996). Assim, esse tipo de analise permite a avaliagdo dos
danos causados pelos estresses abidticos ao aparelho fotossintético, em especial, a
membrana dos tilacoides, onde ocorre a transferéncia de elétrons.
A conversao de energia radiante em quimica ocorre nos tilacéides dos cloroplastos, onde
esta a clorofila, nos chamados fotossistemas. Ha dois sistemas de pigmentos (chamados
de sistema antena) que trabalham em série. O fotossistema | (P700) e o fotossistema I
(P680). Cada um deles é constituido por um complexo coletor de radiagdo (complexo an-
tena) e pelo centro de reacao. Nos fotossistemas, os quanta de luz sdo captados pelos
pigmentos e a energia é passada para o centro de reacgao (clorofila a). Ocorrem reacgoes
de oxi-reducdo que levam ao armazenamento de energia a longo prazo. Os fétons exci-
tam os centros de reagédo (P680 e P700) e um elétron é ejetado. O elétron passa por car-
readores até a redugao de P700 (para os elétrons vindos do FSIlI) ou o NADP+ (para os
elétrons vindos do FSI). Desta maneira, os pigmentos fotossintetizantes, apds receberem
a energia dos fétons, dissipam a energia proveniente da luz por meio de trés vias de dissi-
pacéo de energia: i) dissipacéo fotoquimica (utiliza a energia luminosa para os processos
fotoquimicos da fotossintese); ii) fluorescéncia: emisséo de radiagao na regido do visivel
(vermelho e vermelho distante); e iii) dissipacdo nao-fotoquimica: producédo de calor na
forma de radiagéo infravermelha. Os trés processos de dissipa¢ao de energia sdo compe-
titivos, ou seja, as alteragdes nas taxas fotossintéticas e na dissipagao de calor causarao
alteragcdes complementares na emissao da fluorescéncia. Sendo assim, alteragbes na
fluorescéncia podem mostrar a auséncia ou presenca de comprometimentos no processo
fotossintético (Strasser et al., 2000).

A eficiéncia do FSII é determinada pela eficiéncia com que o féton absorvido pode
alcangar o centro de reagao e pela proporgdo de centros que sao capazes de transferir
um elétron para outro componente da membrana (Genty, 1989). A fluorescéncia, emitida
pelo FSIl pode ser utilizada na avaliagdo do dano causado pelas baixas temperatura ao
aparelho fotossintético (Agati et al., 1996). O principal parametro utilizado na avaliagao
dos danos ao sistema fotossintético € a razdo Fv/Fm ou eficiéncia maxima do FSIl onde

Fv é a fluorescéncia variavel, calculada através da diferenga entre a fluorescéncia minima



(Fo) e a fluorescéncia maxima (Fm). Esse parametro indica a eficiéncia fotoquimica do
FSII, ou seja, a eficiéncia relativa da captura de energia luminosa pelo FSII disponivel
para a fotossintese. Normalmente essa razao decresce em plantas submetidas a algum
tipo de estresse (Krause & Weiss, 1991). Valores o6timos sédo considerados de 0.83,
independente da espécie em estudo ( Genty, 1989). Essa diminui¢gdo do valor da razao
Fv/IFm poder decorrente tanto de um aumento na Fo, quanto de um aumento da
fluorescéncia maxima, ambas indicando danos no processo fotossintético.

Varios tipos de estresses podem afetar direta ou indiretamente o desempenho do
FSIl (Oquist, 1987). Desta maneira, a fluorescéncia da clorofila tem sido usada como uma
ferramenta em varios estudos relacionados a estresses abidticos em espécies vegetais. A
fluorescéncia da clorofila foi usada para pesquisar a influéncia de temperaturas infra-
otimas em feijoeiros (Siebeneichler et al., 1998). Falqueto et al., 2007, comparou as
caracteristicas da fluorescéncia da clorofila de duas cultivares de arroz que apresentavam
diferenca na produtividade. Outra aplicacdo de determinagcbes da fluorescéncia da
clorofila ocorreu no estudo das respostas fisiologicas ao déficit hidrico em plantas de
mamona (Sausen, 2007). Ainda, diferentes estudos descrevem o efeito de disturbios
nutricionais na fluorescéncia da clorofila (Konrad et al., Cassoli, 2007; 2005; Kitao et al.,

1998; Conroy et al., 1986), dentre varias outras referéncias.



2. OBJETIVO

2.1 Geral
Determinar a resposta de planta de arroz irrigado aos efeitos de multiplos estresses

considerando um novo cenario climatico de ocorréncia de maior amplitude térmica.

2.2 Especificos

i) Avaliar a interagcdo dos efeitos de deficiéncia ou excesso de ferro e baixas
temperaturas sobre parametros fotossintéticos de arroz irrigado.

i) Comparar as respostas fisiolégicas as condi¢des de multiplos estresses nas
cultivares de arroz contrastantes a tolerancia ao excesso de ferro, IRGA-409 (sensivel),
IRGA-424 ( tolerante) e EPAGRI-108 (tolerante).
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3. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado em duas etapas. Na primeira foram caracterizadas as
alteracdes fisioldgicas decorrentes da exposigdo ao excesso ou deficiéncia de ferro e
temperatura baixa na cultivar IRGA-424 (I 424). Na segunda etapa, o mesmo experimento
foi realizado com as cultivares IRGA-409 (1 409), EPAGRI-108 (E 108) e novamente com
a IRGA-424. Neste ultimo experimento, foi analisada também a capacidade da cultivar
IRGA-424 de corrigir os danos causados ao aparelho fotossintético, apds ser retirado o
fatores de estresse frio. Em ambas as etapas, as plantas de arroz foram cultivadas em
solucao nutritiva com diferentes niveis de ferro: 100 uM (controle); 1 uM (deficiente) ou
4000 uM (excesso) e submetidas a diferentes temperaturas: 28°C (controle) ou 10°C
(frio). Foram utilizadas cinco repeticbes por tratamento, totalizando 30 plantas, em
delineamento inteiramente casualizado. A cultivar IRGA-424 foi escolhida por ser uma das
cultivares mais produtivas e possivelmente sera uma das mais plantadas nos proximos
anos no Rio Grande do Sul. As demais cultivares foram escolhidas por apresentarem
niveis diferenciais de tolerancia ao excesso de ferro. A cultivar IRGA 409 é suscetivel ao

excesso de ferro e EPAGRI 108 é tolerante.

3.1 Cultivo das Plantas

3.1.1 Etapa I — Cultivar IRGA 424

Sementes de arroz (Oriza sativa L.) foram germinadas em areia, previamente
lavada com solugéo de acido nitrico 12% e enxaguada com agua destilada. A germinagao
ocorreu em B.O.D. a temperatura de 28°C. Foi feita a irrigagdo com agua destilada até as
plantas atingirem o estadio V1 (formagao do colar na primeira folha do colmo principal).
Neste estadio as plantas foram transferidas para solugéo nutritiva (descrita por Yoshida et
al., 1976) contendo 0,1mM de KCI, 0,1mM de KH2POys, o7mm de K2SOs4, 0,2mM de Ca(NOs):,
0,5mM de MgSos, 0,5uM de MnSOs, 0,01uM de (NH4)sM07024-4H20, 10uM de HsBs 0,5uM
de ZnS047H.0, 0,2uM de CuSO4+5H:0 e as diferentes concentracdes de ferro, a
temperatura de 28°C, em recipientes plasticos com 750 ml de solu¢ado cada. O ferro foi
adicionado a solugao nutritiva na forma de FeSO4 7H20. O pH da solugdo foi corrigido

para 5.4, e a solugao nutritiva foi substituida a cada dois dias. As plantas foram mantidas
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nestas condi¢gdes até atingirem o estadio V3, quando foi feita a primeira medi¢do de
fluorescéncia (medida pré-frio) e, no dia seguinte, iniciou-se os tratamentos de
temperatura, expondo metade das plantas a temperatura de 10°C. As demais medidas de
fluorescéncia foram realizadas 24, 48, 72 e 96 horas apds o inicio da exposicdo aos
tratamentos de temperatura. Por fim, as plantas foram lavadas com agua destilada e

secas em estufa para determinacdo da matéria seca da parte aérea e da raiz.

3.1.2 Etapa Il — Cultivares EPAGRI 108, IRGA 409 e IRGA 424

Neste experimento, as sementes foram germinadas em vermiculita, e as demais
etapas procederam como no experimento anterior. Apdés as 96 horas de exposigao ao frio,
as plantas da cultivar IRGA-424 foram expostas novamente a temperatura de 28°C, e feita
a ultima medida de fluorescéncia da clorofila. No final, as plantas foram congeladas para

analise da expressao génica, que sera realizada posteriormente, em outro trabalho.

3.2 Analise de Fluorescéncia da Clorofila

As medidas de fluorescéncia da clorofila foram feitas com o uso do fluorémetro ndo
modulado da Optcs Science, UK. As folhas eram adaptadas ao escuro durante 30 minutos
para a determinagdo da Fo (fluorescéncia minima). Na sequéncia um pulso de luz foi
aplicado para a determinacédo da Fm (fluorescéncia maxima). A partir destas variaveis foi
possivel calcular a eficiéncia quantica maxima do fotossistema Il, o Fv/Fm.

Foi feita comparagéo dos valores de Fv/Fm ao longo do experimento, dentro de
cada tratamento com combinacgdo de concentragdo de ferro e temperatura. No segundo
experimento, as medidas de 96 horas de exposicdo ao frio das plantas da cultivar 424
também foram comparadas com as medidas apds o retorno das plantas a temperatura de
28°C para avaliar a capacidade de recuperacdo das plantas ao ser retirado um dos
fatores de estresse, no caso, a temperatura baixa. Também no segundo experimento,
foram comparados os valores de Fv/Fm entre as trés diferentes cultivares de arroz para
avaliar a diferengca nas respostas fisiologicas as condi¢des de multiplos estresses nas

cultivares.
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3.3 Analises Estatisticas

Os dados foram submetidos a analise de variancia, e quando as diferencas foram

significativas, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Etapa I — Cultivar IRGA 424

A cultivar de arroz IRGA 424 apresenta tolerancia a toxidez por excesso de ferro no
solo, e estd adaptada para cultivo em regides com temperatura média baixa, onde a
expressado do potencial de rendimento de outras cultivares é prejudicada (Cruz et. Al,
2009). No entanto, a maxima eficiéncia quantica do FSIl (FV/Fm) apresentou redugéo nas
plantas que sofreram estresse por frio, € manteve-se constante ao longo do experimento
nas plantas que nao foram expostas a temperatura baixa (FIGURA 1). A variacdo
estatisticamente significativa ocorreu apenas em dois dos tratamentos de ferro expostos a
10°C, controle e excesso de ferro (TABELA 1), A redugao do valor de Fv/Fm ocorreu apés
48 horas de exposicdo ao frio nas plantas cultivadas na solugdo com concentragao
controle de ferro, e apds 72 horas nas plantas cultivadas sob estresse por excesso de
ferro. Esses dados indicam que, mesmo sendo uma cultivar tolerante a toxidez de ferro,
quando expostas a combinacdo de estresse por excesso de ferro e frio, as plantas
apresentam efeitos danosos ao aparelho fotossintético, e que, mesmo em solucéo
controle de ferro, o frio também causa danos ao aparelho fotossintético. Apesar de nao
apresentarem recuperacdo dos valores de Fv/IFm, as plantas da cultivar | 424,
demonstraram capacidade de adaptagdo a combinagao de estresse, pois os valores de

Fv/Fm ndo mais reduziram.

Variag3o da fluorescéncia da clorofila Variagéo da fluorescéncia da clorofila
1424 -10°C 1424 -28°C
0,9 0,9

0,8 4 0,8
M

0,7 7 \\ o U:e 0‘7 1 \’/ —— 1Fe
06 —=— controle 06 —=— controle
: =% tFe ’ tFe

FvIFm

0,5 v 0,5

0,4 . . . T { 0,4 . . T T
pré-frio 24 48 72 96 pré-frio 24 48 72 96

Tempo (horas) Tempo (horas)

FIGURA 1. Respostas de pardmetro da fluorescéncia da clorofila ao longo do experimento. Maxima
Eficiéncia do FSIl (Fv/Fm) de plantas de arroz da cultivar IRGA 424 expostas a baixa temperatura (B), e de

plantas sem exposigcéo ao estresse por frio (A) .
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E possivel observar que as plantas dos trés tratamentos de ferro que foram
expostas a 10°C se mostraram menos desenvolvidas (FIGURA 2), apresentando uma
tendéncia de valores inferiores aos das plantas que permaneceram a 28°C, sendo que,
diferencas significativas entre os tratamentos comegaram a aparecer a partir de 48 horas
de exposicao. Apos 48 horas, as plantas da solugdo controle de ferro expostas a 10°C
apresentaram Fv/Fm estatisticamente menor (0,565), comparado ao das plantas do
mesmo tratamento de ferro, porém, expostas a 28°C (0,787). Ainda nesse periodo de
exposi¢cao, nao houve diferencga significativa entre os demais tratamentos. Apds 72 horas,
as plantas dos trés tratamentos submetidos a temperatura baixa apresentaram valores de
Fv/Fm significativamente menores que as plantas cultivadas em solugao controle a 28°C.
Nesse periodo, as plantas mais prejudicadas foram as dos tratamentos com deficiéncia de
ferro e controle de ferro. Com 96 horas de exposicado, os tratamentos expostos a 28°C

nao diferiram entre sim, e os demais, expostos ao frio, apresentaram médias inferiores.

Tabela 1: Valores de maxima eficiéncia quantica do FSII (Fv/Fm) em plantas de arroz, cultivar IRGA 424

exposta a diferentes tratamentos de ferro e temperatura.

Horas apds |Fe Controle 1Fe |Fe Controle 1Fe
inicio do frio 10°C 10°C 10°C 28°C 28°C 28°C
Pré-frio 0.739nsNS  0.843*a NS 0.802aNS 0.762nsNS 0.768* nsNS 0.854 nsNS

24 h 0.565*NS 0.685 abNS 0.592 abNS  0.754NS 0.776*NS 0.738NS
48 h 0.618AB 0.565b B 0.612ab AB 0.719AB 0.787 A 0.750AB
72 h 0.530B 0.525 bB 0.541 bBC 0.781AC 0.800A 0.698ABC
96 h 0.570*B 0.589 bB 0.539 bB 0.829A 0.782A 0.748A

ns: nao significativo na coluna; NS: ndo significativo na linha. Médias seguidas pela mesma letra (letra
minuscula na coluna e maiuscula na linha) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Redugao no
numero de repeti¢do: * (n=4).
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Figura 2: Plantas da cultivar IRGA 424 expostas aos diferentes tratamentos:, 100uM Fe, 1uM Fe 4000uM Fe
a 10°C (2A); 4000uM Fe, 1uM Fe, 100uM Fe a 28°C (2B).

A tabela 2 apresenta as medidas de massa da matéria seca das plantas. Nao
houve diferenga entre os tratamentos na massa da matéria seca da raiz. Porém, a massa
da matéria seca da parte aérea diferiu entre os tratamentos. Os maiores valores foram
das plantas cultivadas em solucdo controle e que ndo sofreram estresse por temperatura
baixa, seguidas pelas plantas expostas a deficiéncia de ferro e temperatura baixa. Na
sequéncia ficaram as plantas expostas ao excesso e a deficiéncia de ferro, ambas sem
exposicao ao frio. Os menores valores foram das plantas cultivadas em solugao controle e
temperatura baixa (18,2 mg) e das plantas sob excesso de ferro e temperatura baixa (19,8
mg). Ambos os tratamentos também apresentaram queda significativa nos valores de

Fv/Fm ao longo do experimento.

Tabela 2: Massa seca da raiz e parte aérea das plantas de arroz cultivar IRGA 424 submetidas aos

diferentes tratamentos de ferro e temperatura.

Tratamento Massa seca da raiz (mg) Massa seca da parte aérea (mg)
|Fe -10°C 11,80ns 33,4 ab
|Fe -28°C 11 23,8 bc
controle - 10°C 10 18,2 ¢c
controle - 28°C 12,2 33,8a
1Fe - 10°C 12,4 19,8¢c
1Fe - 28°C 16 26 abc

ns: nao significativo. Médias seguidas pela mesma letra na coluna n&o diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05).

16



4.2 Etapa 11

4.2.1 Cultivar EPAGRI 108

Estudos realizados por Stein (2009), envolvendo respostas fisiolégicas de plantas
de arroz da cultivar E 108 ao excesso de ferro, mostraram a capacidade de tolerancia da
cultivar a toxidez por ferro. Foi observado nesse estudo, que quando submetidas a
condigbes de excesso de ferro, um dos mecanismos utilizados é a redugdo da
translocacgao do ferro a partir da raiz para a parte aérea devido ao acumulo e oxidacéo do
ferro na superficie da raiz. Com isso as plantas deixam de acumular o metal nas folhas,
diminuindo os efeitos da toxidez no processo fotossintético. Na TABELA 3 é possivel
observar que as plantas da cultivar E 108 ndo apresentaram toxidez por excesso de ferro
quando expostas a temperatura de 28°C, o que era esperado, porém, quando expostas a
combinacgdo de estresse por excesso de ferro e frio, as plantas tiveram uma redug¢ao no
valor de Fv/Fm ao longo do experimento, atingindo um valor significativamente menor
apds 96 horas de exposigao ao frio. Quando cultivadas em solugao controle de ferro a
28°C, as plantas da cultivar E 108 n&do apresentaram diferenca nos valores de Fv/Fm,
contrastando com as plantas cultivadas na mesma solugao, porém a 10°C, indicando que
a cultivar pode apresentar suscetibilidade a temperaturas baixas. Estas plantas tiveram
reducéo do valor Fv/Fm apds 24 horas de exposig¢ao ao frio. No entanto, apds a reducao,
houve uma recuperagdo da maxima eficiéncia do FSll, e os valores de Fv/Fm atingiram
niveis semelhantes aos do inicio da exposi¢cao. As plantas desta cultivar ndo sofreram
danos ao fotossistema devido a deficiéncia de ferro em nenhum dos tratamentos de
temperatura. Na FIGURA 3 é possivel observar as diferengcas no desenvolvimento das

plantas nos trés tratamentos, ao final do experimento.
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Tabela 3: Valores de maxima eficiéncia quantica do FSII (Fv/Fm) de plantas de arroz, da cultivar EPAGRI

108, submetidas aos diferentes tratamentos de ferro e temperatura.

Horas apos |Fe Controle Fe 1Fe |Fe Controle Fe 1Fe
inicio do
frio 10°C 10°C 10°C 28°C 28°C 28°C
Pré-frio 0,732 ns 0,786a 0,798a 0,731 ns 0,812 ns 0,768 ns
24 h 0,677 0,451b 0,742ab 0,74 0,783 0,648**
48 h 0,614 0,551ab 0,733**ab 0,776 0,808 0,601*
72 h 0,654 0,641ab 0,678ab 0,729* 0,799 0,753*
96 h 0,626 0,634ab 0,639b 0,78 0,789 0,744***

ns: nao significativo. Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05). Redugéo no numero de repetigdes: * n=4, ** n=3, *** n=2.

Figura 3: Plantas da cultivar EPAGRI 108 expostas aos diferentes tratamentos: deficiéncia de ferro a 10°C e
a 28°C (3A); controle de ferro a 10°C e a 28°C (3B) e excesso de ferro a 10°C e a 28°C (3C).

4.2.2 Cultivar IRGA 409

O mesmo trabalho de Stein, que caracterizou as respostas fisioldgicas ao excesso
de ferro da cultivar e 108, também comparou as respostas fisiolégicas da cultivar | 409.
Neste estudo foi demonstrada a suscetibilidade da cultivar ao estresse por excesso de
ferro. Foram observados sintomas tipicos de toxicidade de ferro, como descoloragao de
folhas e necrose, menores niveis de clorofila, comparado com a cultivar tolerante (E 108),
menores niveis de proteinas soluveis (indicativo de dano oxidativo) e maior atividade de
enzimas antioxidantes, devido a altas concentragdes de ferro na parte aérea das plantas.
Verificou-se, no mesmo trabalho, que esta cultivar sofre efeito direto do acumulo de
niveis elevados de ferro, e ndo qualquer deficiéncia indiretamente induzida de outro
nutriente. Alguns mecanismos de tolerancia foram observados, como precipitados de ferro
em cloroplastos e vacuolos e tolerancia no tecido foliar a base de enzimas anti-oxidante.
No entanto, a TABELA 4 mostra que a cultivar | 409 nao sofreu toxidade por excesso de
ferro em nenhum dos tratamentos de temperatura. Embora, seja observado, na FIGURA

4, que as plantas deste tratamento tiveram o desenvolvimento prejudicado. Curiosamente,
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a cultivar demonstrou efeitos negativos no FSIl nas plantas expostas a condicédo de
deficiéncia de ferro, tanto na temperatura de 10°C, quanto na de 28°C. As plantas
expostas a combinacao de estresse por deficiéncia de ferro e frio apresentaram reducao
significativa da maxima eficiéncia do fotossistema apds 72 horas de exposigéao ao frio, e
na medida realizada apdés 96 horas, houve uma pequena recuperacdo desse valor.
Quando expostas a 28°C, a diferenca no valor de Fv/Fm das plantas cultivas sob
deficiéncia de ferro ocorreu apenas apos 24 horas, € apos isso, as plantas apresentaram
recuperacao do FSIl. As plantas do tratamento controle de ferro ndo apresentaram

diferenca em nenhum dos tratamentos de temperatura.

Tabela 4: Valores de maxima eficiéncia quantica do FSIl (Fv/Fm) de plantas de arroz, cultivar IIRGA 409,

expostas aos diferentes tratamentos de ferro e temperatura.

Horas apos |Fe Controle Fe 1Fe |Fe Controle Fe 1Fe
inicio do
frio 10°C 10°C 10°C 28°C 28°C 28°C
Preé-frio 0,797a 0,651 ns 0,558 ns 0,705a 0,741 ns 0,710* ns
24 h 0,748ab 0,618 0,725*** 0,628b 0,741 0,765*
48 h 0,771*ab 0,722 0,652 0,785a 0,788* 0,700**
72 h 0,513**b 0,731* 0,463**** 0,777a 0,703 0,716***
96 h 0,686*b 0,703 0,639** 0,750a 0,804 0,592***

ns: ndo significativo. Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey

(p<0,05). Redugao no numero de repetigdo: * n=4, ** n=3, *** n=2, **** n=1.

Figura 4: Plant cultivar IRGA 409 expostas aos diferentes tratamentos: deficiéncia de ferro a 10°C e a
28°C (3A); controle de ferro a 10°C e a 28°C (3B) e excesso de ferro a 10°C e a 28°C (3C).
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4.2.3 Cultivar IRGA 424

Nesse segundo experimento, as plantas da cultivar | 424 n&o apresentaram
diferencas na maxima eficiéncia do FSIl quando cultivadas sob excesso de ferro, tanto a
28°C, quanto a 10°C., o que confirma as caracteristicas da cultivar de tolerancia ao
excesso de ferro e a temperaturas baixas, assim como nao apresentaram diferenca
quando cultivadas sob deficiéncia de ferro em nenhum dos tratamentos de temperatura.
Embora, a medida feita apés 24 horas, apresente um valor menor que as demais. As
plantas cultivadas em solugdo controle de ferro a 10°C também n&o apresentaram
reducéo significativa do valor de Fv/Fm, porém o mesmo tratamento de ferro a 28°C

apresentou reducio apods 24 horas, e depois os valores ficaram préximos ao inicial.

Tabela 5: Valores de maxima eficiéncia quéantica do FSIl (Fv/Fm) de plantas de arroz, cultivar IRGA 424,

submetidas aos diferentes tratamentos de ferro e temperatura.

Horas apos |Fe Controle Fe 1Fe |Fe Controle Fe 1Fe
inicio do
frio 10°C 10°C 10°C 28°C 28°C 28°C
Pré-frio 0,743 ns 0,714 ns 0,744 ns 0,701 ns 0,714ab 0,592* ns
24 h 0,476 0,594 0,801 0,707 0,585b 0,663*
48 h 0,624* 0,601 0,621 0,753 0,781a 0,573*
72 h 0,689* 0,807 0,616 0,804 0,764a 0,714*
96 h 0,679* 0,703 0,555 0,785 0,787a 0,594*

ns: nao significativo. Médias seguidas pela mesma letra na coluna nado diferem entre si pelo teste de Tukey

(p<0,05). Redugéo no numero de repetigdo: * n=4, ** n=3.

A tabela 6 apresenta os valores de Fv/Fm das plantas da variedade 424 que, apds
as 96 horas de exposigao ao frio, retornaram a temperatura de 28°C por 24 horas. O valor
do tratamento com excesso de ferro ndo é apresentado pois nao foi possivel fazer a
analise estatistica, por ter apenas uma repeticdo, devido a morte das plantas. As plantas
nao sdo as mesmas utilizadas para a comparacdo entre os tratamentos, portanto os
resultados diferem dos apresentados na tabela 5. Foi observado um aumento significativo
na maxima eficiéncia do FSIl apds as plantas terem sido retiradas da condigdo de
estresse por frio, demonstrando a capacidade de recuperagao da cultivar aos danos
causados pelo frio ao aparelho fotossintético. A FIGURA 5 ilustra o porte das plantas da

cultivar IRGA 424 no final do experimento.
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Figura 5: Plantas da cultivar IRGA 424 expostasaos diferentes tratamentos: deficiéncia de ferro a 10°C e a
28°C (3A); controle de ferro a 10°C e a 28°C (3B) e excesso de ferro a 10°C e a 28°C (3C).

Tabela 6: Valores de maxima eficiéncia quantica do FSIl (Fv/Fm) de plantas de arroz, cultivar IRGA 424,

submetidas aos diferentes tratamentos de ferro, e, apos retiradas da condigéo de estresse por frio.

|Fe controle
96h apds frio 0,657 * 0,620 *
24h apos 28°C 0,792 0,804

*Significativo pelo teste de Tukey (p<0,05).

4.2.4 Comparacgao entre as trés Cultivares

Quando comparadas entre si, as trés cultivares, E 108, | 409 e | 424 pouco
diferiram dentro de cada tratamento (FIGURA 6). E possivel observar que no tratamento
com deficiéncia de ferro a 10°C, as plantas da cultivar | 424 foram as que mais sofreram
com os efeitos da combinagao de estresse no processo fotossintético, apresentando valor
de Fv/IFm estatisticamente menor que as plantas das demais cultivares. Nos demais
tempos de exposicao, a diferenga entre as cultivares ndo aprarece mais, ja que parece
haver uma recuperacgao dos valores de Fv/Fm das plantas da cultivar | 424, enquanto as
da cultivar | 409 apresentam reducdo na maxima eficiéncia do FSII, principalmente apos
72 horas. No tratamento com deficiéncia de ferro a 28°C, as cultivares ndo diferiram entre
si. Quando as cultivares foram comparadas entre si no tratamento controle de ferro a
10°C, a cultivar | 409 diferiu das demais, apresentando Fv/Fm inferior. No entando, essa
diferenca desaparece, pois, embora os valores das plantas da cultivar | 409 permanegam
constantes ao logo do experimento, pois ocorre uma reducédo significativa nas plantas da
cultivar | 108 ap6s 24 horas (TABELA 3), havendo uma adaptacao posteriormente. No
tratamento controle de ferro a 28°C, a cultivar | 424 apresenta uma reducgao significativa
de Fv/Fm em relacdo as demais cultivares apos 24 horas, retornando posteriormente a
voles proximos ao inicial. Com a combinagao de excesso de ferro e frio, ndo foi possivel

observar diferenga entre as cultivares. Porém na medida pré-frio das plantas do
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tratamento com o excesso de ferro, a cultivar | 424 se mostra mais suscetivel a toxicidade

por excesso de ferro. Embora sem diferenga significativa, no decorre do tempo de

exposigao, a cultivar | 409 maiores valores de Fv/Fm.

Fluorescéncia da clorofila

Fluorescéncia da clorofila

09 Deficiéncia de Fe 10°C mE108 | Deficiécia de Fe 28°c
’ ns @ 409 0.9
a ns
0,8 1 o 124 08 | ns ns ns ns ns
g 0,7 ab ns ns 0,7 |
w
Z 06 06 1
0,54 b 0,5 1
0,4 0,4
pré frio 24 48 72 96 pré frio 24 48 72 96
Fliorescéncia da clorofila m E108 Fuorescéncia da clorofila
Controle Fe 10°C @ 409 Controle 28°C
0,9 =
‘ ns o K24
a
0,8 ns
a ns ns
u\E. 0,7 1 b
£ 06
0,5
04
pré frio 24 48 72 96 pré frio 24 48 72 9
Fluorescéncia da clorofila m E108 Fluorescéncia da clorofila
Excesso de Fe 10°C o K09 Excesso de Fe 28°C
0,9 o K24 09 ns ns
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’ ’ ns
ns
E 0,7 0,7 b
L 06 0,6
0,5 0,5
0,4 04
pré frio 24 48 72 pré frio 24 48 72 96

Tempo de exposigao (horas)

Tempo de exposicdo (horas)

Figura 6: Valores de Maxima eficiéncia quantica do FSIl (Fv/Fm) de plantas de arroz das cultivares E 108, |

409 e | 424, nos diferentes tratamentos de Ferro e temperatura.
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5. CONCLUSOES

Foi possivel observar que plantas da cultivar IRGA 424, mesmo sendo tolerantes
ao excesso de ferro, podem apresentar danos ao FSII quando expostas a combinacéo de
estresse por excesso de ferro e frio.

As plantas da cultivar EPAGRI mostraram tolerancia ao excesso de  ferro
somente sob temperatura de 28°C, apresentando sensibilidade a combinacéo de estresse
por excesso de ferro e frio.

As plantas da cultivar IRGA 409 n&o sofreram danos ao FSIlI quando expostas ao
excesso de ferro, nem quando combinado a temperatura baixa.

As trés cultivares apresentaram capacidade de adaptagcdo e até mesmo

recuperacao dos danos causados ao FSIl devido aos estresses abidticos.
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