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RESUMO

EFEITOS DA INTERACAO ENTRE FOSFORO E EXCESSO DE FERRO NAS
CARACTERISTICAS MORFOMETRICAS E FISIOLOGICAS DE CULTIVARES DE
ARROZ (Oryza sativa L.)

AUTORA: Miriam da Silva Tavares
ORIENTADOR: Fernando Teixeira Nicoloso

O ferro (Fe) é um micronutriente importante para varios processos fisioldgicos das plantas. No
entanto, a toxicidade de Fe é um problema que afeta muitas areas de arroz cultivadas em ambientes de
terras baixas. A intera¢do antagonista entre Fe e fosforo (P) é um assunto de interesse consideravel em
ambientes inundados. As respostas de distintas cultivares a diferentes niveis de aproveitamento de P
em condicdes de excesso de Fe, podem fornecer subsidios para uma maior tolerancia e eficiéncia na
absorcédo de nutrientes. Este trabalho teve por objetivo caracterizar os efeitos da nutricdo fosfatada em
cultivares de arroz submetidas a toxidez por Fe, identificando possiveis mecanismos de tolerancia.
Antes de estudar a interacdo do P e Fe no crescimento do arroz em solugdo nutritiva, trés cultivares de
arroz (Irga 425, Irga 424 e Br/Irga 409) foram cultivadas em diferentes concentragdes de P (2,5, 15, 25
e 35mg L) e de Fe (2, 100, 200 e 300mg L1) afim de verificar a variagdo das respostas das cultivares
a parametros de crescimento de raizes e de parte aérea, bem como os parametros fotossintéticos.
Verificou-se que as maiores respostas da taxa de assimilacdo liquida de CO. e eficiéncia de
carboxilacdo da Rubisco foram obtidas nas concentracdes de 15 e 25mg L de P. Os maiores danos
morfométricos radiculares, a menor taxa de assimilacdo liquida de COy, eficiéncia de carboxilagdo da
Rubisco e a menor producdo de massa seca de parte aérea e de raiz foram observados nas
concentracdes de 200 e 300mg L de Fe. Diante dos resultados, foram selecionadas as concentracdes
de P (2,5, 15, 25mg L) e de Fe (200mg L) para obtencdo de respostas morfométricas radiculares,
nutricionais, fisioldgicas e bioguimicas em cultivares de arroz. Em um experimento, as cultivares
foram expostas ao excesso de Fe (200mg L*) combinado com as concentragdes de P (2,5, 25mg L?)
em solucdo nutritiva durante 15 e 22 dias. O excesso de Fe alterou a organizagdo do centro quiescente,
reduzindo nimero de células do meristema apical, refletindo em alteragdes no padrdo de divisao
celular. Com o aumento na concentracdo de P, em condicBes de excesso de Fe, a cultivar Irga 425
apresentou maior resposta dos pardmetros morfométricos radiculares (comprimento de raizes, area
superficial e volume radicular), maior concentracdo de P no tecido de parte aérea e eficiéncia de
absorcdo de P do que as cultivares Br/lrga 409 e Irga 424. Com excecdo da concentracdo de Fe e
manganés nos tecidos da parte aérea, 0 aumento na concentracdo de P na solu¢do nutritiva, em
condicBes de excesso de Fe, ndo influenciou na absorgéo de cobre e zinco. Em experimento utilizando
areia como substrato, as cultivares foram submetidas a diferentes concentracdes de Fe (2 e 200mg L)
combinadas com concentracdes de P (2,5, 15mg L) em solucéo nutritiva. No geral, todas as cultivares
apresentaram algum grau de sensibilidade ao excesso de Fe, que causou comprometimento da taxa de
assimilacéo liquida de CO», condutancia estomatica, reducgdes nas concentracdes de clorofila, os quais
refletiram em redugdes no crescimento. A cultivar Irga 425 apresentou maior capacidade de utilizacéo
do P, em condicbes de toxidez de Fe, por meio de incrementos na atividade fotossintética e na
atividade da superoxido dismutase.

Palavras chave: Nutricdo mineral. Oryza sativa L.. Mecanismos fisioldgicos.



ABSTRACT

EFFECTS FROM THE INTERACTION BETWEEN PHOSPHORUS AND EXCESS
OF IRON IN THE MORPHOMETRIC AND PHYSIOLOGICAL
CHARACTERISTICS OF RICE CULTIVARS (Oryza sativa L.)

AUTHOR: Miriam da Silva Tavares
ADVISOR: Fernando Teixeira Nicoloso

Iron (Fe) is an important micronutrient for several physiological processes of plants. However, Fe
toxicity is a problem that affects many areas of rice cultivated in lowland environments. The
antagonistic interaction between Fe and phosphorus (P) is a subject of considerable interest in flooded
environments. The responses of different cultivars to different levels of P utilization in conditions of
excess Fe can provide new information for larger tolerance and efficiency in nutrient absorption. This
work aimed to characterize the effects of phosphate nutrition on rice cultivars submitted to Fe toxicity,
identifying possible mechanisms of tolerance. Before studying the interaction of P and Fe in the
growth of rice in nutrient solution, three rice cultivars (Irga 425, Irga 424 and Br/Irga 409) were
exposed at different concentrations of P (2,5, 15, 25 and 35mg L) and Fe (2, 100, 200 and 300mg L)
in order to investigate the variation of the responses of the cultivars to the parameters of root and shoot
growth, as well as the photosynthetic parameters. We found that the larger responses in the assimilation
rate of CO, and Rubisco carboxylation efficiency were observed at concentrations of 15 and 25 mg L™
of P. The larger root morphometric damages, the lower assimilation rate of CO,, Rubisco
carboxylation efficiency and the lower dry mass of roots and shoots were observed at the
concentrations of 200 and 300mg L™ of Fe. Were selected the concentrations of P (2,5, 15, 25mg L)
and Fe (200mg L) to obtain root, nutritional, physiological and biochemical morphometric responses
rice cultivars. In one experiment, the cultivars were exposed to excess Fe (200mg L™) combined with
the two concentrations of P (2,5, 25mg L) in nutrient solution, for 15 and 22 days. Fe excess altered
the organization of the quiescent center, reflecting changes in the pattern of cell division. With the
increase in P concentration under conditions of Fe excess, the cultivar Irga 425 presented higher root
length, surface area and root volume, as well as higher of P concentration in the shoot tissue and
absorption efficiency than the cultivars Br/lrga 409 and Irga 424. Except for the concentration of Fe
and manganese in the tissues of the shoot, the increase in P concentration in the nutrient solution,
under conditions of Fe excess, did not influence the absorption of copper and zinc. In another
experiment, the cultivars were cultivated in pots having sand as substrate and twosand with distinct
concentrations of Fe (2 e 200mg L) combined with two concentrations of P (2,5, 15mg L%) in
nutrient solution were tested, for 60 days. In general, all cultivars presented some degree of sensitivity
to Fe excess, which caused impairment of the assimilation rate of CO,, stomatal conductance,
reductions in chlorophyll concentrations, which reflected in reductions in growth. The cultivar Irga
425 presented greater capacity of use of the P, in conditions of Fe toxicity, through increments in the
photosynthetic activity and activity of superoxide dismutase.

Key words: Mineral nutrition. Oryza sativa L.. Physiological mechanisms.



Figural-—

LISTA DE FIGURAS

Dinamica dos nutrientes em solos inundados. ...

Manuscrito 1

Figural-—

Figura 2 —

Figura 3 —

Figura4 —

Figura 5 —

Figura 6 —

Taxa de assimilagdo liquida do CO2 [A] (A), eficiéncia de
carboxilacdo da Rubisco [A/Ci] (B) e condutancia estomatica [Gs]
(C) de trés cultivares de arroz (Br/lrga 409, Irga 424 e Irga 425)
cultivadas em diferentes concentragcdes de P em solugédo
NUETTEIVA. ettt ne e
Taxa de assimilacdo liquida do CO: [A] (A), eficiéncia de
carboxilacdo da Rubisco [A/Ci] (B) e condutancia estomética [Gs]
(C) de trés cultivares de arroz (Br/lrga 409, Irga 424 e Irga 425)
cultivadas em diferentes concentragdes de Fe em solucdo
MUEFTEIVAL ettt st srenreas
Comprimento radicular (A, D), éarea superficial radicular (B, E),
volume radicular (C, F) e didmetro radicular (G) de trés cultivares de
arroz (Br/lrga 409, Irga 424 e Irga 425) cultivadas em diferentes
concentracdes de P em SOIUGAOD NULIILIVA..........ccccvviieiveiieiie e,
Comprimento radicular (A, E), area superficial radicular (B, F),
volume radicular (C, G) e diametro radicular (D) de trés cultivares de
arroz (Br/lrga 409, Irga 424 e Irga 425) cultivadas em diferentes
concentracdes de Fe em SOIUGAO NULIItIVA...........ccceevveveeiecieieeie e,
Producdo de massa seca de parte aérea [MSPA] (A) e producdo de
massa seca de raiz [MSR] (B) de trés cultivares de arroz (Br/Irga 409,
Irga 424 e Irga 425) cultivadas em diferentes concentragdes de P em
0] (Vo (o I g1V 1 V7 VOSSPSR
Producdo de massa seca de parte aérea [MSPA] (A) e producao de
massa seca de raiz [MSR] (B, C) de trés cultivares de arroz (Br/Irga
409, Irga 424 e Irga 425) cultivadas em diferentes concentragdes de
Fe emM SOIUGAD NULITIVA........cceeiiiiecieecie e

Manuscrito 2

Figura 1 -

Figura 2 —

Figura 3 —

Concentrac6es de nutrientes (P, Fe, Zn, Cu e Mn) no tecido de parte
aérea de trés cultivares de arroz (Br/Irga 409, Irga 424 e Irga 425)
cultivadas sob excesso de +Fe (200mg L) combinado com P (2,5mg
L) e +P (25mg L) em SolUGAD NULFItIVa. .........cocvverecreiceeieceeeee.
ConcentracOes de nutrientes (P, Fe, Zn, Cu e Mn) no tecido de raiz de
trés cultivares de arroz cultivadas sob excesso de +Fe (200mg L)
combinado com P (2,5mg L) e +P (25mg L) em solucdo nutritiva

Concentracdo de clorofila total (A), concentracdo de carotenoides
(B), concentracdo de malondialdeido (MDA) na parte aérea (C) e na
raiz (D) de trés cultivares de arroz (Br/lrga 409, Irga 424 e Irga 425)
cultivadas sob excesso de +Fe (200mg L) combinado com P (2,5mg
L) e +P (25mg L) em SolUGAD NULFItIVa. .........c.cvevrecrerceeeieceeas

Manuscrito 3

Figural—

Figura 2 —

Comprimento radicular (A), area superficial (B), diametro (C) e
volume radicular (D) de trés cultivares de arroz (Br/Ilrga 409, Irga
424 e Irga 425) cultivadas sob excesso de +Fe (200mg L)
combinado com P (2,5mg L) e +P (25mg L) em solucgdo nutritiva...
Organizacdo celular do sistema radicular de cultivares de arroz

37

38

39

40

41

42

59

60

61

76



(Br/Irga 409 e Irga 425) quando submetidas a concentracdo de 200
mg L de Fe, associado com 2,5mg L de P em solug&o nutritiva......
Figura3 — Concentracdo de P total (A), Eficiéncia de absorcdo de P [PUpE] (B)
e Eficiéncia de utilizacdo de P [PUtE] (C) no tecido de parte aérea de
trés cultivares de arroz (Br/Irga 409, Irga 424 e Irga 425) cultivadas
sob excesso de +Fe (200mg L) combinado com P (2,5mg L) e +P
(25mg L) em SOIUGAD NUEMLIVAL........cveeeeeeieeeeceee s
Manuscrito 4
Figural— Mudancas na concentracdo de peroxido de hidrogénio em folhas de
trés cultivares de arroz cultivadas em diferentes concentragdes de Fe
(2,200mg L) e de P (2,5 e 15mg L) em solugéo nutritiva.................
Figura2 — Massa seca de parte aérea (MSPA) de trés cultivares de arroz em
diferentes concentragdes de Fe (2, 200mg L) ede P (2,5e 156mg LY)
€M SOIUGED NUETTEIVAL ..ot

77

78

102



LISTA DE TABELAS

Manuscrito 2

Tabela 1l —

Tabela 2 —

Tabela 3 -

Concentracbes e disponibilidade de Fe e P na solucdo nutritiva
estimadas pelo software VISUAL MINTEQ .........cccceevvveiieiieiiene e,
Componentes biométricos de crescimento [altura de plantas, nimero de
folhas, nimero de perfilhos, producdo de massa seca de parte aerea
(MSPA) e massa seca de raiz (MSR)] de cultivares de arroz (Br/lrga
409, Irga 424 e Irga 425) cultivadas sob excesso de +Fe (200mg L™?)
combinado com P (2,5mg L) e +P (25mg L) em solugéo nutritiva......

Translocacdo de nutrientes (fésforo, ferro, zinco, cobre e manganés) de
cultivares de arroz (Br/Irga 409, Irga 424 e Irga 425) cultivadas sob
excesso de Fe combinado com P (2,5mg L) e +P (25mg L) em
SOIUGAOD NUEIITIVA ..o

Manuscrito 3

Tabela 1 -

Tabela 2 —

Concentracbes e disponibilidade de Fe e P na solugdo nutritiva
estimadas pelo software VISUAL MINTEQ .........ccccoeiieiiiieieeie e,

Componentes biométricos de crescimento [altura de plantas, area foliar,
producdo de massa seca de parte aérea (MSPA) e massa seca de raiz
(MSR)] de cultivares de arroz (Br/lrga 409, Irga 424 e Irga 425)
cultivadas sob excesso de +Fe (200mg L) combinado com P (2,5mg L
1 e +P (25mg L) em SOIUGAD NULTItIVAL........coecvreecriceeircee e,

Manuscrito 4

Tabela 1 -

Tabela 2 —

Tabela 3 -

Tabela 4 —

Tabela 5 —

Tabela 6 —

Taxa de assimilacdo liquida do CO2 (A) e taxa de eficiéncia de
carboxilacdo da Rubisco (A/Ci) de trés cultivares de arroz (Br/lrga 409,
Irga 424 e Irga 425) cultivadas em diferentes concentracfes de Fe (2,
200mg LY e de P (25 e 15mg LY em solugdo
NUETTEIVA. ettt sre e ere e ne s e nreees
Condutancia estomatica (Gs), concentracdo intercelular de CO2 (Ci),
peroxidacdo lipidica (MDA), concentracdo de clorofila a (Chl a),
clorofila b (Chl b), clorofila total (Chl total) e carotenoides (Carot.) em
folhas de trés cultivares de arroz (Br/lrga 409, Irga 424 e Irga 425)
cultivadas em diferentes concentracdes de Fe (2, 200mg L) e de P (2,5
e 15mg L) em SOIUGAD NULItIVAL.......c.cvveeeerceeieiceeeee e

Atividade enzimatica da superoxido dismutase (SOD) e guaiacol
peroxidase (POD) de trés cultivares de arroz (Br/lrga 409, Irga 424 e
Irga 425) cultivadas com diferentes concentraces de Fe (2, 200mg L?)
e deP (2,5 e 15mg L) em SoluGa0 NULTItIVA..........ccccvevrcecerreiercccecieeae.
Acumulacdo e concentracdo de P nos tecidos de parte aérea de trés
cultivares de arroz (Br/Irga 409, Irga 424 e Irga 425) cultivadas com
diferentes concentracdes de Fe (2, 200mg L) e de P (2,5 e 15mg L™Y)
€M SOIUGED NUEITEIVA. .....eeiiiiieiie e
Acumulacdo e concentracdo de Fe nos tecidos de parte aérea de trés
cultivares de arroz (Br/Irga 409, Irga 424 e Irga 425) cultivadas com
diferentes concentragdes de Fe (2, 200mg L) e de P (2,5 e 15mg L™Y)
€M SOIUGED NUEITEIVA......eiiiiiee i
Massa seca de raiz (MSR) de trés cultivares de arroz (Br/Irga 409, Irga
424 e Irga 425) cultivadas com diferentes concentracGes de Fe (2,
200mg LY e de P (25 e 15mg L?') em solucdo
MUETTEIVA. 1ttt sttt sne s

56

578

58

74

75

96

97

98

99

100



SUMARIO

1. APRESENTAGAQ --nnnmmmmmmmoo oo 14
2. REFERENCIAL TEORICO -- 16
2.1. Aspectos gerais: produgao de arroz ---------========-==mmmmmmmm e 16
2.2. Dinamica de solos alagados: disponibilidade Fe e P ---- 16
2.3. Efeito do Fe no metabolismo da planta -------=======mmnmmmmmmmm e 18
2.4. Estratégias de aclimatagao a toxidez por Fe --------===--nmmmmmmmmoo oo 20
2.5. Efeito do P no metabolismo da planta ---------=-========smmmmmmmmmmmeoomeeoeoeee 22
2.6. Interac@o Ferro-FOSfOrQ —----=-m-mmmmmmm e 23
3. PROPOSICAQD --nmmmmmmmmmmm e 25

4. MANUSCRITO 1- RESPOSTAS FOTOSSINTETIC~AS E MORFOMETRICAS
RADICULARES INDUZIDAS POR CONCENTRACOES DE FERRO E DE

FOSFORO EM PLANTAS DE ARROZ (Oryza sativa L.) S—F
RESUMO 27
INTRODUGAQ -=--nmmemmmmemmeeeeee e me e eee e eee e eee s mee e oms e me e e me e e e e e e e 28
MATERIAL E METODOS ---mmmmmmmmmmmmmm e 29
EXPERIMENTO 1 — Concentragdes de FOSfOro----------------mmmmmmmmmmmm oo 29
EXPERIMENTO 2 — Concentrag0es de Ferro ---------------mnn-mmmmmmmmmm oo 29
VARIAVEIS ANALISADAS -------nnnnnnnmmmmmmmmmmeemm e 30
ANALISE ESTATISTICA----mmmemmmmeem oo 31
RESUL TADOS mmm oo s oo e 31
DISCUSSAO 33
070 13 1Y 0] 34
= = 35

5. MANUSCRITO 2- EFEITO MITIGADOR DO FC')SFORONNA TOXICIDADE
POR FERRO: COMPOSICAO MINERAL E PEROXIDACAO LIPIDICA DE

CULTIVARES DE ARROZ (Oryza sativa L.)---=-===========mmmmm oo 43
RESUMO 43
INTRODUGAQ - 44
MATERIAL E METODOS -----seeesnnmmeesnomeeenasmnene e seeeenmene s mee e e mem e e e e 45
MATERIAL VEGETAL E CONDICOES DE CRESCIMENTO --------mmmnnemmmmmmnmv 45
VARIAVEIS ANALISADAS ~---=-n e 46
Componentes biométricos de cresciment ----------==-====-me-memmoo e 46
Analise nutricional dos tecidos 46
Variaveis DioqUIMICas ~=--=-=====mmmmmmmm e 46
ANALISE ESTATIS T IC A - mmmm e 47
RESULTADOS ----mmmmmm e mmem oo e 47
DISCUSSAO 49
(070 8 0] 52
REFERENCIAS == mmmm oo 52

6. MANUSCRITO 3- RESPOSTAS MORFOMETRICAS DE RAIZES E
EFICIENCIA DE USO DE FOSFORO DE CULTIVARES DE ARROZ (Oryza sativa L.)

CULTIVADAS SOB EXCESSO DE FERRO ----nnnnmmmmmmmmmmmmmeee 62
RESUMO 62
INTRODUGAQ ~mmmmmmmmmmm e 63
MATERIAL E METODOS ---mmmmmmmmmmmm oo 64

MATERIAL VEGETAL E CONDICOES DE CRESCIMENTO --------=mmnnemmmmmmnev 64

VARIAVEIS ANALISADAS - 65




Analises morfométricas e anatdmicas de raizes ---------======mmmmmm e 65

Componentes biométricos de Cresciment -------=-======mmmmmm oo 65

Concentracdo de P e Eficiéncia de uso do P -----=-===mmmmmmmmee oo 65
Y I S L ) S I 0 S —— 66
Y I 7Y 51— 66
DISCUSSAO 68
CONCLUSOES - 70
g ] N 70

7. MANUSCRITO 4- IMPL,ICA(;()ES DA NUTRICAO FOSFATADA NO
METABOLISMO FOTOSSINTETICO E ANTIOXIDANTE DE CULTIVARES DE

ARROZ SOB EXCESSO POR FERRO 79
RESUMO 79
INTRODUGAQD e 80
N = S 1 S Y [ = 10 0 ——————— 81
CONDICAO EXPERIMENTAL 81
VARIAVEIS ANALISADAS - 82
MedicOes de trocas gas0Sas-----=================m oo 82
Concentracdo de Pigmentos ---- 82
Determinacéo de peroxido de hidrognio -------=-======mmmmmmmmm oo 82
Determinagdo da Peroxidagdo Lipidica (MDA) --------nnnnmmmmmmmmmmm oo 83
Atividade ENZIMALICA =-=-==-=====nmmmemmemm e oo e mm e e 83
Producéo de biomassa e concentracdo de nutrientes -----------------=--=-m-ommommmee-- 84
ANALISE DE ESTATISTICA -84
RESULTADOS = e mm e e e 84
DISCUSSAO 88
070 13 1Y 0] 91
= = 91
8. DISCUSSAO GERAL --rmmmmmmmm oo 104
9. CONCLUSOES GERAIS --mmmmmmmmmm oo 105

(0T = o = o = N ] 107




14

1. APRESENTACAO

O arroz é uma planta anual ou perene, que pode ser cultivada tanto em ambiente
alagado como de sequeiro (MACLEAN et al., 2002). Varios fatores ambientais, incluindo a
disponibilidade de nutrientes (deficiéncia/excesso), ocasionam reducfes drasticas na
produtividade do arroz (MULLER et al., 2015).

A toxidez por Fe é reconhecida como a desordem nutricional de maior ocorréncia em
areas de producdo de arroz em ambientes alagados (SCHMIDT et al., 2013), como, por
exemplo, em regides da Asia, América do Sul e Africa central (SAHRAWAT, 2004). Nestes
ambientes, a atividade microbiana do solo favorece a reducdo de Fe (I11) insolavel em Fe (1)
solivel (DOBERMANN e FAIRHURST, 2000; FAGERIA et al., 2008; WEBER, 2006). De
acordo com Ponnamperuma et al. (1978), a concentragdo solivel do Fe anterior a
submergéncia do solo raramente excede 0,1 mg L™, podendo ap6s o alagamento elevar-se, em
solos acidos, a aproximadamente 600 mg L™, ocasionando altos niveis de estresse para as
plantas.

A toxidez por Fe potencializa o estresse oxidativo aumentando a producédo de espécies
reativas de oxigénio (EROs), como perodxido de hidrogénio, radical superéxido e hidroxil. Os
sintomas tipicos de toxicidade de Fe, geralmente, se manifestam como manchas marrons
minusculas a partir das pontas que se espalham para a base das folhas inferiores. As raizes
tornam-se escassas, mais grossas, curtas e de coloracdo marrom escuro. Além disso, associado
a tais respostas tem-se uma reducdo na aquisic¢éo de nutrientes como potéssio (K), célcio (Ca),
magnésio (Mg) e fosforo (P) (SAHRAWAT et al., 2004; SANTOS, 2006; SOSBAI, 2014).

Nas primeiras semanas de alagamento, ocorre liberacdo do P ligado a compostos de
Fe, seguida de posteriores decréscimos devido ao aumento do pH, ocasionando,
consequentemente, a precipitacdo do fosfato, bem como a sua adsor¢do a éxidos de Fe de
baixa cristalinidade (SOUSA et al., 2010), o que influencia na disponibilidade do P as plantas.
Alves et al. (2002) destacam que as plantas desenvolveram uma série de mecanismos
morfolégicos, fisioldgicos e bioquimicos para o uso eficiente de P em condigdes de baixa
disponibilidade, como o desenvolvimento de grandes sistemas radiculares, pelos radiculares
mais longos e raizes mais finas, exsudacdo de &cidos organicos de baixo peso molecular,
enzimas e associagdo com micorrizas.

Adicionalmente, para aliviar os efeitos negativos da toxidez por Fe, as plantas

desenvolveram mecanismos de compartimentalizacdo celular, exclusdo de Fe nas raizes e
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detoxificacdo. No entanto, de acordo com o tipo de solo e duracdo da ocorréncia da toxidez,
0s gendtipos diferem nos seus padroes de resposta (BECKER e ASCH, 2005).

Neste contexto, o estudo do impacto do excesso de Fe sobre a fisiologia das plantas
torna-se necessario para as culturas agricolas (STEIN, 2009). Além disso, quando forem
associados a diferentes niveis de aproveitamento de P, tais estudos podem fornecer subsidios
para uma maior tolerancia e eficiéncia na absorcdo de nutrientes. Neste sentido, as hipoteses
desse trabalho séo as seguintes:

- A capacidade de absorcdo do P afeta as caracteristicas morfométricas de raizes que
conferem distingdes entre cultivares quando submetidas ao excesso de Fe;

- O incremento na concentragdo do P na solucdo nutritiva reduzira o estresse oxidativo
ocasionado pelo excesso de Fe, resultando em uma maior producédo de fitomassa nas plantas;

- As cultivares tolerantes ao excesso de Fe apresentam diferentes niveis de
aproveitamento de P e micronutrientes em relacdo a cultivar sensivel quando submetidas a

toxidez de Fe.



16

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Aspectos gerais: producao de arroz

O arroz (Oryza sativa L.) é um dos cereais mais importantes no mundo e serve como
uma fonte de alimento basico para mais da metade da populacdo mundial (GROSS et al.,
2013; MACOVEI et al., 2012). Esta planta pertence a divisdo Angiosperma, classe das
monocotiledoneas, ordem Glumiflora, familia Poaceae, subfamilia Bambusoideae ou
Oryzoideae, tribo Oryzeae, e género Oryza. (MAGALHAES JUNIOR et al., 2004).

O género Oryza nomeado por Lineu em 1753 (Vaughan, 1989) possui duas espécies
cultivadas, a Oryza sativa L. (arroz cultivado asiatico) e a Oryza glaberrima Steud. (arroz
cultivado africano). Com base em uma analise geogréafica trés subespécies de O. sativa estdo
descritas atualmente, sendo indica e japonica as mais cultivadas, seguidas pela terceira
subespécie conhecida como javanica ou japonica tropical. O O. sativa indica foi domesticado
dentro de uma regido ao sul da cordilheira do Himalaia, provavelmente ao leste da india, em
Myanmar e Tailandia, enquanto o O. sativa japonica foi domesticado a partir do arroz
selvagem no sul da China (LONDO et al., 2006).

Nas regides tropicais umidas da Asia, Africa e América do Sul a toxidez por Fe é um
dos disturbios nutricionais de ocorréncia frequente (SAHRAWAT, 2004, 2010). No Brasil, a
toxidez por Fe ja foi constatada nos estados do Rio Grande do Sul (RS) e Santa Catarina (SC),
que sdo os principais estados produtores de arroz irrigado. Nessas regides, a toxidez por Fe
era raramente observada até fins da década de setenta, quando predominavam cultivares do
tipo tradicional e intermediario. Com o surgimento de novas cultivares, no inicio da década de
oitenta, os produtores e pesquisadores comecaram a observar os sintomas de toxidez com
maior frequéncia e intensidade pois as cultivares modernas, apesar de mais produtivas, sao

mais sensiveis ao problema (SOUSA, 2010).

2.2. Dindmica de solos alagados: disponibilidade Fe e P

O alagamento promove transformacdes nas caracteristicas biogeoquimicas do solo,
promovendo alteracfes no equilibrio natural do mesmo. Nestes ambientes formam-se duas
camadas distintas, uma camada oxidada com a presenca de microorganismos aerébicos e,
abaixo dessa, uma camada reduzida com a presenca de microorganismos anaerdbicos
obrigatdrios e facultativos (Figura 1) (FAGERIA et al., 2008; WOLTER, 2010).
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Figura 1 — Dinadmica dos nutrientes em solos inundados
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Fonte: Adaptado, conforme BECKER & ASCH, (2005).

Os microrganismos aerdbicos obtém energia através da oxidacdo do carbono da
matéria organica do solo, tendo como aceptor final de elétrons o oxigénio, que é reduzido a
agua. Por sua vez, 0s microrganismos anaerébios, usam como eletroaceptores os nitratos,
oxidos magnanicos, 6xidos féerricos e sulfatos, que terminam reduzidos a Nz, Oxidos
manganosos, Oxidos ferrosos e H.S, respectivamente (KOGEL-KNABNER et al., 2010;
PEZESHKI e DELAUNE, 2012). De acordo com Camargo et al. (1999), o potencial de oxi-
reducdo dos solos alagados determina a direcdo das reacdes dos sistemas redox (oxigénio,
manganés, nitrogénio, ferro, enxofre e carbono) quando fora do equilibrio. Nestas condigdes,
elevadas quantidades de Fe na forma reduzida (Fe?*) sdo liberadas para a solugdo do solo,
aumentando a absorcdo pelas plantas, podendo em casos de excesso, atingir niveis de toxidez
(SCHMIDT et al., 2013).

O P é representado por formas organicas e inorganicas variando o grau de
disponibilidade as plantas, uma vez que caracteristicas geoquimicas do solo podem favorecer
a retencdo de ions de P em seus constituintes solidos, principalmente a oxidos de Fe e Al
(MENDES e JR, 2003; SANCHEZ, 2007). Em solos acidos predomina a existéncia de P
associado a Fe e Al; porém, com o alagamento e, subsequentemente com a reducdo dos

compostos férricos em ferrosos, ocorre a liberacdo de P retido por adsorcdo. Paralelo a isso,
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com 0 aumento dos processos redutivos ocorre um aumento do pH e com isso a solubilidade
de diversos compostos é alterada em decorréncia da precipitacdo de fosfato ferroso e adsorcao
a oxidos de Fe (SOUSA et al., 2010). Os solos derivados de sedimentos de arenito e granito
(Planossolos) apresentam reducao mais rapida do Fe com liberagdo do P adsorvido, quando
comparados aos solos derivados de sedimento de basalto. Os Planossolos apresentam maior
quantidade de P acumulado que os Vertissolos e Chernossolos, sem ou com a adicdo de
superfosfato triplo (GONCALVES e MUER, 2011).

De acordo com Gongcalves (2007), em solos reduzidos a disponibilidade do P é
influenciada por: i) processo de sorcdo do fosfato (processo de absorcdo e adsorgéo
simultanea), ii) reducdo Fe*® em Fe*?, reducdo do Mn** a Mn*2; iii) acréscimo do fator de
difusividade (devido ao aumento da disponibilidade de agua); iv) mineralizacdo de fosfato
organico e v) complexacdo de cations. O mecanismo de sor¢do esta relacionado com teores e
morfologia dos éxidos de Fe, tempo de ocorréncia da reducdo de 6xidos férrico a 6xido
ferroso e pH da solucéo do solo.

Ponnamperuma (1972) afirma que o aumento dos teores de P na solucdo, pela reducéo
do Fe®* a Fe?* com o alagamento, depende das caracteristicas mineralégicas, quimicas e
eletroquimicas de cada tipo de solo. Shahandeh et al. (2003) estudando a relacdo da
disponibilidade de P com Oxidos Fe e Mn presentes nos solos, verificaram que a
disponibilidade de P esta relacionada com as quantidades de 6xidos de Fe pouco cristalinos e
oxidos de manganés. Além disso, verificaram que em solos dominados por éxidos de Mn, o

processo de reducao pode ser uma fonte significativa de P para as plantas.

2.3. Efeito do Fe no metabolismo da planta

Embora seja um dos metais mais abundantes na crosta terrestre, a disponibilidade do
Fe em ambientes aerobicos para as plantas € muito baixa (MORRISSEY e GUERINOT,
2009). Uma vez absorvido, o Fe é transportado em dire¢do ao feixe vascular e translocado
para a parte aérea, através do xilema e redistribuido pelo floema. O transporte radial ocorre
através das vias simplastica e apoplastica. Para evitar a toxicidade de Fe e facilitar o seu
transporte, tem sido documentado que as maiores concentracdes de Fe (férrico ou ferroso)
celular sdo quelados. No arroz, a nicotianamina (NA) e o citrato sdo considerados 0s
guelantes de Fe dominantes (CURIE et al., 2009; KOBAYASHI e NISHIZAWA, 2012).

Em nivel celular, as mesmas propriedades que fazem com que o Fe atue como cofator,

catalisando e controlando reacdes redox, também permitem que este funcione de forma
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negativa (HELL e STEPHAN, 2003). O Fe?* é capaz de catalisar a decomposicdo de peréxido
de hidrogénio (H20) para radical hidroxil ("OH) (equagdo 1), subsequentemente o Fe3* é
reduzido de volta a Fe?* dando continuidade ao processo (equacio 2). A soma das reacdes
descritas anteriormente é conhecida como reacdes Fenton e Haber Weiss (BRIAT et al.,
2010).

Fe? 1 H,0, — Fe** 40N+ oH- (€0UaGao 1)

Fe* 1 H,0, —Fe?* + HO," +H+  (equacdo 2)

Estes radicais sdo altamente tdxicos e atacam as cadeias de &cidos graxos poli-
insaturados iniciando o processo de peroxidacdo lipidica nas membranas e proteinas. Para
prevenir danos oxidativos as células, o Fe precisa estar firmemente ligado ou incorporado em
estruturas, a exemplo, ligado a proteinas heme e ndo-heme, que permitem controle de reacdes
de oxidacao-reducdo reversiveis (BROADLEY et al., 2012). De acordo com Balk e Schaedler
(2014), as heme-proteinas sdo estruturas rigidas altamente estaveis, nas quais o Fe é
coordenado em um anel tetrapirrélico tendo como ligantes quatro moléculas de nitrogénio. Se
um dos ligantes axial esta desocupado, o Fe pode ligar-se ao oxigénio e servir como um
transportador de oxigénio.

A expressdo de sintomas de toxidez por Fe nos tecidos foliares ocorre apenas sob
condigdes inundadas (KOGEL-KNABNER et al., 2010; PEZESHKI e DELAUNE, 2012).
Vaérios efeitos da toxidez por Fe tém sido relatados na literatura, sendo dois tipos bem
distintos, um devido a absorcdo excessiva (toxidez direta ou bronzeamento) outro por
deficiéncia nutricional multipla (toxidez indireta ou alaranjamento), que promove reducdo na
absorcéo de nutrientes (SOSBAI, 2014).

A raiz é o primeiro 6rgdo da planta que entra em contato direto com os metais,
tornando-se o primeiro alvo da toxicidade por Fe (ZHANGA et al., 2012). Como resposta, as
raizes poderao apresentar alteracGes anatdmicas e, consequentemente, ocasionar varios efeitos
no metabolismo das plantas (LUX et al., 2011). Sousa et al. (2004) destacam que os principais
sintomas de toxidez por Fe em arroz sdo inicialmente evidenciados nas raizes, as quais
tendem a paralisar seu crescimento em extensdo e aumentam em espessura (engrossamento),
podendo estes sintomas se manifestar em varios estadios de desenvolvimento da planta.

Harahap et al. (2014) estudando a producéo de etileno e formacédo de aerénquima em
genotipos de arroz submetidos a diferentes concentracfes de Fe, verificaram que 0s gendtipos

tem capacidade de oxidar Fe?* na superficie da raiz, assim como observaram que quanto
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maior producdo de etileno, maior era o tamanho do aerénquima das raizes. Li et al. (2015)
verificaram que o grau de inibi¢do do crescimento das raizes foi positivamente dependente da
concentracdo de Fe, promovendo uma reducdo do alongamento e divisao celular.

Zhang et al. (2011) estudando as células apicais de raizes de plantas de arroz
submetidas a niveis elevados de Fe, verificaram que o excesso Fe?* foi toxico para essas
células. O mesmo foi verificado por Xing et al. (2008), em que o0 aumento da concentracdo de
Fe?* e o tempo de exposicdo, mostraram inibicdo significativa na viabilidade das células da

ponta das raizes, causando a morte das mesmas.

2.4. Estratégias de aclimatacdo a toxidez por Fe

Para sobreviver em condicbes de toxidez por Fe as plantas desenvolveram
mecanismos morfoldgicos e fisiologicos para prevenir ou mesmo tolerar tais condigdes.
Assim como, as plantas apresentam mecanismos para absorver Fe em condi¢fes de
deficiéncia, estas também apresentam mecanismos para evitar a toxicidade do mesmo
(GROSS et al., 2003). Becker e Asch (2005) destacam trés tipos principais de estratégias de
adaptacdo que podem ser diferenciadas quanto a toxidez por Fe: a estratégia | (mecanismo de
exclusdo), a estratégia Il (mecanismo de inclusdo) e a estratégia |1l (mecanismo de tolerancia
ou inativacdo do Fe nos tecidos das plantas).

Entre os mecanismos desenvolvidos pelas plantas para reduzir a absorcédo do Fe tem-se
0 mecanismo de exclusdo através da formacdo da placa férrica. Plantas de arroz possuem a
capacidade de transportar o oxigénio das folhas até as raizes através de tecidos especializados
denominados de aerénquimas (BECKER e ASCH, 2005; WOLTER, 2010). Por meio da
funcionalidade destas estruturas, o Fe*? ¢ insolubilizado, formando uma placa férrica na
superficie do sistema radicular. Teoricamente, as plantas que possuem maior capacidade de
formar aerénquima transportam mais O para as pontas das raizes, podendo favorecer o seu
crescimento e, consequentemente, promover maior aprofundamento do sistema radicular. No
entanto, neste processo podem ocorrer perdas de O, que sdo determinadas por caracteristicas
radiculares, como o espessamento da parede celular e volume de aerénquima (COLMER,
2003; EVANS, 2003).

Dan et al. (2010) estudando o efeito da anatomia radicular e da placa férrica sobre a
absorcdo de arsénio, verificaram que as raizes de arroz com maior area superficial especifica
tendem a formar maior placa férrica, bem como a formacéo desta afeta a cinética do consumo

de arsénio. Nanzyo et al. (2010) analisando a formacéo da placa férrica e o fosfato de ferro
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[Fe3(PO4)]2 em plantas de arroz, verificaram que as condigdes de oxidacgéo e reducéo variam
conforme a idade das raizes. Os mesmos autores verificaram diferencas na espessura da placa,
qguando as raizes mais finas apresentavam placas menos espessas se comparadas as raizes
mais grossas. Mei et al. (2012) destacam que a perda radial do O para a rizosfera difere de
acordo com o estégio de crescimento, podendo causar mudancas na formacéo da placa férrica.
A reducdo na oxidagdo da rizosfera deve-se a senescéncia da raiz, quando o aeréngquima
comeca a desintegrar, perdendo sua capacidade de transportar O, ocasionando pouca
oxidacdo do Fe na zona radicular. Existe um limiar critico na formacgéo da placa férrica, pois
os efeitos benéficos do poder de oxidacdo das raizes podem se transformar em respostas
negativas, através da deficiéncia nutricional de nutrientes (ENGEL et al., 2012).

Um outro mecanismo para evitar a toxidez por Fe é a inclusdo do Fe em locais como
folhas velhas ou fotossinteticamente menos ativas ou, ainda, a exclusdo do simplasto, através
da imobilizacdo no apoplasto foliar. Este mecanismo € particularmente importante na fase de
plantulas, uma vez que neste periodo as plantas encontram-se com aerénquima pouco
desenvolvido (BECKER e ASCH, 2005). Além disso, as plantas podem evitar Fe?*
metabolicamente ativo, através da distribuicdo interna e armazenamento em proteinas
chamadas ferritina, as quais podem acomodar até 4.000 atomos de Fe numa forma segura e
bio-disponivel (BRIAT et al., 2010).

A destoxificacdo € vital para minimizar os danos causados pelo excesso de Fe?*
(STEIN et al., 2014). Devido a forte reatividade com o oxigénio, o Fe quando em excesso,
através de reacdo de Fenton promove a formacdo de EROs (BRIAT et al., 2010;
KOBAYASHI e NISHIZAWA, 2012).

As EROs sdo altamente tdxicas e responsaveis pelo estresse oxidativo, ocasionando a
peroxidacdo de lipidios de membrana e proteinas (HELL e STHEPAN, 2003). Neste contexto,
as células vegetais sdo equipadas com mecanismos enzimaticos, tais como a superdxido
dismutase (SOD), ascorbato peroxidase (APX), catalase (CAT), guaiacol peroxidase (POD),
bem como mecanismos ndo enzimaticos, como a glutationa (GSH), acido ascorbico (ASA)
carotenoides e tocoferdis (lipossolavel), que eliminam ou reduzem os efeitos prejudiciais das
EROs (YADAVALLI etal., 2012).

Em relacdo a SOD, esta catalisa a transformacéo de dois radicais anions superoxidos
(02" ) em H202 e O2 (CHANG-QUAN e RUI-CHANG, 2008; CHEN et al., 2006). Baseada
no metal co-fator utilizado pela SOD, esta € classificada em 3 grupos: SOD Ferro (Fe SOD),
SOD Manganés (Mn SOD), SOD Cobre-zinco (Cu-Zn SOD), que estdo localizadas em

diferentes compartimentos. A Fe-SOD é localizada nos cloroplastos, Mn-SOD na mitocondria
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e peroxissomos e a Cu-Zn SOD nos cloroplastos, citosol, e possivelmente, no espaco
extracelular (ALSCHER et al., 2002). A catalase (CAT) e as peroxidases (POX) sdo proteinas
que detoxificam o peroxido de hidrogénio em agua (CARVESAN et al., 2012). Bode et al.
(1995) destacam que existe uma ligacéo entre a tolerancia ao Fe e a atividade SOD e POD. He
et al. (2008), destacam que a atividade da SOD e GPx (glutationa peroxidase) das células
tratadas com Fe (1) era mais elevadas em condicdes de toxidez.

2.5. Efeito do P no metabolismo da planta

Através de varias reagdes quimicas o P é incorporado em compostos organicos,
incluindo acidos nucleicos (DNA e RNA), fosfoproteinas, fosfolipidios, enzimas e compostos
ricos em energia, como adenosina trifosfato (ATP). O ATP é disponivel como uma fonte de
energia para muitos outros processos, como fotossintese, respiracdo, participando na
ativacdo/inativacdo de enzimas (BUCHER, 2007; VANCE et al., 2003). Adicionalmente, o P
modula varias func@es celulares em vias de transducao de sinal e expressdo génica em células
(CZARNECKI et al., 2013).

Neste contexto, o0 P é um importante macronutriente para 0s vegetais e representa
cerca de 0,2% do peso seco das plantas. No entanto, a principal fonte de P para estas € o
fosfato inorganico (Pi), que se caracteriza pela sua fraca disponibilidade e baixa mobilidade
(SCHACHTMAN et al., 1998). Para lidar com esta situacdo, as plantas desenvolveram varias
estratégias para otimizar o seu crescimento em condi¢des de limitacdo de P. A absorcao de Pi
¢ dependente de energia que prossegue através de co-transporte H'/Pi dependente do
gradiente eletroquimico de prétons e, portanto, da atividade de uma bomba de extrusdo de H*
tal como a H"-ATPase (ULLRICH-EBERIUS et al. 1981, 1984).

Vérias caracteristicas fisioldgicas e bioquimicas estdo envolvidas para aumentar a
eficiéncia de absorcdo de P nas culturas. Em geral, o termo eficiéncia refere-se a habilidade
das espécies vegetais em absorver e utilizar os nutrientes ou mesmo relacionar a
produtividade das culturas em funcdo da unidade de nutriente aplicado na forma de adubo
(FAGERIA e BALIGAR, 2005). Os mecanismos de eficiéncia de uso do P nas plantas
incluem tanto a eficiéncia de absor¢éo (a capacidade de uma planta para absorver mais P sob
condicBes limitantes) quanto a eficiéncia de utilizacdo (a capacidade de uma planta produzir
um maior rendimento de matéria seca por unidade P absorvida) (BALEMI e
NEGISHO,2012).
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As plantas desenvolveram uma diversidade de mecanismos para obter P adequado
para seu crescimento em condigOes limitantes de P, sendo: i) mecanismos de eficiéncia de
absorcdo que incluem modificacdo da arquitetura radicular, pelos radiculares mais longos e
raizes mais finas, exsudacdo de acidos organicos de baixo peso molecular, prétons e enzimas
como fosfatases e fitases, associacdo de micorriza, transportadores de P de alta afinidade; e ii)
mecanismo para melhorar a eficiéncia de utilizagdo: uso de enzimas independentes de P das
vias glicoliticas ou mesmo maior capacidade de remobilizacdo de P de outras partes da planta
(BALEMI e NEGISHO, 2012).

2.6. Interacdo Ferro-Fosforo

A interacdo Fe-P constitui um exemplo da interferéncia de um elemento sobre o outro
(MULLER et al., 2015). Zhang et al. (1999) verificaram decréscimos na concentracéo de P na
parte aérea quando as plantas apresentaram uma maior quantidade da placa férrica nas raizes.
Segundo esses autores, é possivel que a formacdo de placa férrica se torne uma barreira,
impedindo a difusdo de P na superficie das raizes. Liu et al. (2004) destacam que a formacéo
da placa férrica promove uma barreira para a absorcdo de nutrientes e de metais, tais como
Cu, Ni, Mn e Cd, imobilizando-os. Ward et al. (2008) estudando o efeito do Fe sobre o
alongamento primario da raiz de Arabidopsis, verificaram que a inibicdo do alongamento
priméario é um resultado da toxicidade por Fe. No entanto, quando a concentracdo de Fe no
meio deficiente em P é reduzida, observa- se alongamento da raiz primaria, indicando que a
disponibilidade de Fe pode ser uma estratégia para melhorar a capacidade de uma planta para
tolerar a deficiéncia de P.

Outros trabalhos que buscam explicar a interacdo P-Fe em processos metabdlicos
verificaram que a liberacdo e remobilizacdo do P e do Fe na planta mudam em funcdo da
disponibilidade dos mesmos no meio de crescimento. As células vegetais estdo envolvidas por
uma parede celular, constituida principalmente de celulose e polissacarideos, incluindo
pectina e hemiceluloses (COSGROVE, 2005). De acordo com 0s mesmos autores, as pectinas
constituem um grupo de complexos polissacarideos (homogalacturonas, ramnogalacturonas |
e I, galactanas, arabinans e outros).

Zhu et al. (2015) concluiram que o grupo carboxilato (-COO-) das pectinas pode
quelar Fe** e PO4>, os quais podem ficar aprisionados através de uma ligacdo de -COO-Fe-
PO4. Zhang et al. (2011) verificaram que o excesso de Fe nas raizes de arroz reduziu o

desenvolvimento das células na regido periférica das raizes e, consequentemente causando o
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espessamento das paredes celulares das células da coifa, fato atribuido ao aumento na
producdo de polissacarideos pelas células.

As ferritinas, como foi citado anteriormente, sdo proteinas que apresentam funcéo de
reserva, bem como a disponibilizam Fe quando necessario as plantas (BRIAT et al., 2010;
LOPEZ-MILLAN et al., 2016). Wad et al. (1993) analisando sementes de ervilhas por
microscopia eletronica e espectroscopia de Mdssbauer, verificaram um teor relativamente
elevado de P (Fe: P = 2,83; 1800 Fe, 640 atomos de P/molécula), sugerindo que a proteina
pode estar envolvida tanto no armazenamento de P como de Fe.

Em uma anélise geral, pode-se dizer que o efeitos de P sobre a toxidez por Fe séo
complexos, uma vez que estdo envolvidos varios processos distintos que podem ocorrer
separadamente ou em conjunto. Desse modo, o entendimento de como as plantas respondem
adequadamente as condi¢des nutricionais impostas € de grande importancia para o adequado

manejo da nutricdo de planta.
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3. PROPOSICAO

Objetivo geral

- Caracterizar os efeitos da nutricdo fosfatada em cultivares de arroz submetidas a

toxidez por Fe, identificando possiveis mecanismos de tolerancia.

Obijetivos especificos

- Determinar as respostas das cultivares de arroz em relacdo a variacdo das
concentracdes de ferro (Fe) e fosforo (P) presentes em solucdo nutritiva;

- Analisar caracteristicas morfomeétricas de raizes e eficiéncia de uso do P de
cultivares de arroz (Oryza sativa L.);

- Investigar as respostas nutricionais e a extensdo do estresse oxidativo em cultivares
de arroz ap0s a exposicao excessiva ao Fe, com suprimentos contrastantes de P;

- Investigar através de respostas fotossintéticas e antioxidantes, o efeito da nutricdo de
fésforo (P) como mitigador da toxidez de ferro (Fe) em cultivares de arroz.

Para tanto foram utilizadas duas cultivares de arroz tolerantes ao excesso de ferro (Irga
425 e Irga 424) provenientes de trabalhos da equipe de Melhoramento Genético do Instituto
Rio Grandense do Arroz (IRGA) e uma cultivar sensivel (Br/lrga 409) fruto da parceria
EMBRAPA com o IRGA. Os cultivos utilizados variaram quanto ao sistema experimental,
conforme descrito nos manuscritos para atender os objetivos propostos. Na sequéncia serdo

apresentados 4 capitulos (manuscritos):

1) RESPOSTAS FOTOSSINTETICAS E MORFOMETRICAS RADICULARES
INDUZIDAS POR CONCENTRACOES DE FERRO E DE FOSFORO EM
PLANTAS DE ARROZ (Oryza sativa L.)

2) EFEITO MITIGADOR DO FOSFORO NA TOXICIDADE POR FERRO:
COMPOSICAO MINERAL E PEROXIDACAO LIPIDICA DE CULTIVARES DE
ARROZ (Oryza sativa L.)

3) RESPOSTAS MORFOMETRICAS DE RAIZES E EFICIENCIA DE USO DE
FOSFORO DE CULTIVARES DE ARROZ (Oryza sativa L.) CULTIVADAS SOB
EXCESSO DE FERRO
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4) IMPLICACOES DA NUTRICAO FOSFATADA NO METABOLISMO
FOTOSSINTETICO E ANTIOXIDANTE DE CULTIVARES DE ARROZ SOB
EXCESSO POR FERRO
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4. MANUSCRITO 1

RESPOSTAS FOTOSSINTETIQAS E MORFOMETRICAS RADICULARES
INDUZIDAS POR CONCENTRACOES DE FERRO E DE FOSFORO EM PLANTAS
DE ARROZ (Oryza sativa L.)

PHOTOSYNTHETIC RESPONSES AND ROOT MORPHOMETRIC CHANGES
INDUCED IN RICE PLANTS BY VARIED IRON AND PHOSPHORUS
CONCENTRATIONS (Oryza sativa L.)

RESUMO
O presente trabalho teve como objetivo determinar as respostas de cultivares de arroz em

relacdo a variacdo das concentracdes de ferro (Fe) e fosforo (P) presentes em solucdo
nutritiva. Para tanto, foram utilizados parametros de crescimento de raizes e de parte aérea,
bem como parametros de trocas gasosas relacionados a fotossintese. Os experimentos foram
realizados em casa de vegetacdo, utilizando trés cultivares de arroz (Br/Irga 409, Irga 424,
Irga 425). No experimento 1 as plantas foram cultivadas em quatro concentragdes de P (2,5,
15, 25 e 35mg L) em solucdo nutritiva. No experimento 2 as plantas foram cultivadas em
quatro concentragdes de Fe (2, 100, 200 e 300mg L™*) em solugdo nutritiva. As variaveis taxa
de assimilacéo liquida de CO:z (A) e eficiéncia de carboxilacdo da Rubisco (A/Ci) aumentaram
com 0 aumento nas concentragdes de P (15 e 25mg L) na solugdo nutritiva. Por outro lado,
as plantas apresentaram diminui¢cdes na A, A/Ci e condutancia estomatica (Gs) nas maiores
concentragdes de Fe (200 e 300mg L), o que causou menor producdo de massa seca de parte
aérea. Independente das concentracdes de Fe e P utilizadas na solucdo nutritiva, nao
ocorreram diferencas significativas quanto a concentracdo intercelular de CO,. Com aumento
na concentracdo de P e Fe na solucdo nutritiva, verificou-se reducdes em todas as variaveis
morfométricas radiculares analisadas (comprimento radicular, area superficial, volume e
diametro radicular). Diante dos resultados, foram selecionadas as concentragdes de P (2,5, 15,
256mg L) e de Fe (200mg L) para obtencdo de respostas morfométricas radiculares,
nutricionais, fisioldgicas e bioquimicas de cultivares de arroz.

Palavras chave: Fotossintese, Nutricdo mineral, Toxidez, Oryza sativa L.

ABSTRACT

The aim of this study was to determine the responses of rice cultivars in relation to the
variation in the concentration of iron (Fe) and phosphorus (P) in nutrient solution. Therefore,
growth parameters of roots and shoot, as well as gas exchange parameters related to
photosynthesis. The experiments were carried out in a greenhouse using three rice cultivars
(Br/lrga 409, Irga 424, Irga 425). In experiment 1, plants were submitted to four
concentrations of P (2,5, 15, 25 e 35mg L) in nutrient solution. In experiment 2, plants were
grown at four concentrations of Fe (2, 100, 200 e 300mg L?) in nutrient solution. The
variables liquid assimilation rate of CO> (A) and carboxylation efficiency of Rubisco (A/Ci)
increased with the increase in P concentration (15 e 25mg L) in the nutrient solution. On the
other hand, the plants showed decreases in A, A/Ci e Gs at the high concentrations of Fe (200
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e 300mg L7), which caused lower production of dry mass of shoot. Independently of
concentrations of Fe and P used in the nutrient solution, there were no significant differences
in the intercellular concentration of CO2 With increase in the concentration of P and Fe in the
nutrient solution, all root morphometric parameters (root length, surface area, volume and root
diameter) were decreased. From these results, concentrations of P (2,5, 15, 25mg L) and Fe
(200mg L) were selected to further study the effect of these two nutrients on the responses of
root morphometric parameters, as weel as alterations in nutritional, physiological and
biochemical responses of rice cultivars.

Keywords: Photosynthesis, Mineral nutrition, Toxicity, Oryza sativa L.

INTRODUCAO

A producdo das culturas agricolas depende de varios fatores, dentre os quais a
disponibilidade de nutrientes em quantidade e em equilibrio, pois a deficiéncia ou a toxidez de
um determinado nutriente influencia na atuagéo dos demais (CARNEIRO, 2006).

O Fe é um micronutriente e devido a sua capacidade de ganhar e perder elétrons
funciona como um cofator para enzimas envolvidas em uma grande variedade de reacdes de
oxidacdo-reducdo (fotossintese, respiracdo, sintese de horménios, sintese de DNA) (ROUT e
SAHOOQO, 2015). No entanto, quando o Fe se acumula em concentracdes elevadas nos
vegetais, pode atuar de forma catalitica através da reacdo de Fenton para gerar radicais
hidroxil, que podem danificar lipidios, proteinas e DNA (CONNOLLY e GUERINOT, 2005).

O P € um macronutriente, por desempenhar um papel central em praticamente todos 0s
principais processos metabolicos. O P faz parte da estrutura dos &cidos nucleicos (DNA e
RNA), fosfoproteinas, fosfolipidos, enzimas e compostos fosfatados ricos em energia
(Trifosfato de adenosina (ATP)) (AHEMAD et al., 2009).

As interacOes que ocorrem entre 0s nutrientes afetam desde processos que ocorrem nos
solos (contato com a raiz) até mecanismos que ocorrem nos vegetais como absorcgéo,
transporte e redistribuicdo, podendo induzir deficiéncias ou toxidez, consequentemente
refletindo na composicdo mineral das plantas (FAGERIA, 2001; ROBSON e PITMAN,
1983). Existe uma interagdo classica entre Fe e P, segundo a qual a presenca de altas
concentracdes de Fe nos solos ou solucdo nutritiva comprometem a absorcdo de P pelas
plantas, e vice-versa. As interacfes dos nutrientes sdo geralmente medidas em termos de
resposta ao crescimento e mudanga nas concentracfes dos mesmos. Apés a adi¢do de dois
nutrientes, pode ocorrer interacdes positivas (sinérgicas) ou negativas (antagbnicas). Na

maioria das vezes, sao interacfes complexas que podem induzir a toxicidade, assim como as


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Connolly%20EL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12186653
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plantas podem modificar as respostas de crescimento de acordo com as condig¢des nutricionais
impostas (FAGERIA, 2001). Neste contexto, antes de estudar a interacdo do P e Fe no
crescimento do arroz em solucdo nutritiva, o presente trabalho teve como objetivo determinar
as respostas de cultivares de arroz em relacdo a variacdo das concentracbes de Fe e P
presentes em solugdo nutritiva. Para tanto, foram utilizados pardmetros de crescimento de

raizes e de parte aérea, bem como parametros de trocas gasosas relacionados a fotossintese.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo localizada no campus da
Universidade Federal de Santa Mara, RS. Utilizaram-se trés cultivares de arroz: IRGA 425,
IRGA 424 e BR IRGA 409 diferindo em relagéo a toxidez por Fe. As sementes inicialmente
foram umedecidas em agua destilada permanecendo a 25°C, no escuro durante 24 horas em
placas de petri. Apds este periodo as sementes pré-germinadas foram transferidas para caixas
revestidas com papel germiteste parcialmente fechadas, sendo irrigadas com agua destilada

por 7 dias, em camaras de crescimento climatizada.

EXPERIMENTO 1 - Concentracdes de Fdsforo

Apds 7 dias em agua destilada, 10 plantulas foram transferidas para vasos contendo 5
L de solucdo nutritiva desenvolvida por Yoshida et al. (1976) com pequenas modificacbes. A
solucdo nutritiva usada para aclimatar as plantulas durante 7 dias teve a seguinte composicao:
40mg L NHsNOs, 2,5mg L*NaH2P04.2H,0, 40mg L K;SO4, 40mg L'CaCl,, 40mg L*
MgSOQ4. 7H20, 0,5mg LMnCl,.4H20, 0,05mg L (NH4)6.M0O7024.4H40, 0,2mg L*H3BOs3,
0,01mg L1ZnS04.7H20, 0,01mg L CuSO4. 5H20, 2mg L Fe2S04.7H20.

Apos o periodo de aclimatacdo, as plantas foram submetidas aos tratamentos com
diferentes concentragdes de P na solucdo nutritiva. Os tratamentos foram dispostos em
esquema fatorial 3x4, sendo trés cultivares (Br/lrga 409, Irga 424 e lIrga 425) e quatro
concentragdes de P (2,5, 15, 25 e 35mg L), com 4 repeticdes. As solucdes foram renovadas

a cada 5 dias e o pH ajustado em 6,0+ 0.1 pela adi¢do de NaOH ou HCI 0,5mol L.

EXPERIMENTO 2 — Concentragdes de Ferro
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Ap0s 7 dias em agua destilada, 4 plantulas foram transferidas para vasos contendo 1,2
L de solugéo nutritiva desenvolvida por Yoshida et al. (1976) com pequenas modificagfes. A
solucdo nutritiva usada para aclimatar as plantulas durante 7 dias teve a seguinte composicao:
40mg Lt NH4NOs, 2,5mg LNaH,P04.2H,0, 40mg L*K;SO4, 40mg L*CaCly, 40mg L*
MgSOQ4. 7H20, 0,5mg LMnCl,.4H20, 0,05mg L (NH4)6.MO7024.4H40, 0,2mg L1H3BOs,
0,01mg L1ZnS04.7H,0, 0,01mg Lt CuSO4. 5H,0, 2mg L EDTA-Fe2S04.7H,0.

Apols o periodo de aclimatacdo, as plantas foram submetidas aos tratamentos com
diferentes concentracGes de Fe na solucdo nutritiva. Os tratamentos foram dispostos em
esquema fatorial 3x4, sendo trés cultivares (Br/lrga 409, Irga 424 e Irga 425) e quatro
concentragbes de Fe (2, 100, 200 e 300mg L), com 4 repeticdes. As solucdes foram

renovadas a cada 2 dias e o pH ajustado em 5,0+ 0.1 pela adi¢do de NaOH ou HCI 0,5 mol L°
1

VARIAVEIS ANALISADAS

Apos 15 dias de exposi¢do aos tratamentos isolados de Fe e P foram determinadas as
variaveis de trocas gasosas, as caracteristicas morformétricas de raizes, a producdo de massa
seca de raiz (MSR) e de parte aérea (MSPA).

As medicdes de trocas gasosas foram realizadas no terco medio de folhas totalmente
expandidas, com a utilizagdo do medidor portétil Infra Red Gas Analyzer (IRGA), marca LI-
COR, modelo LI-6400 XT, utilizando uma radiacdo fotossintética de 1500pmol m2 s* e
concentragéo de CO, de 400umol mol™. Foram utilizadas duas plantas por repeticdo de cada
tratamento e as leituras foram realizadas entre as 8 e 11 horas da manhda. Foram determinadas:
a taxa de assimilagdo liquida de CO. (A), condutdncia estomatica (Gs), concentracdo
intercelular de CO; (Ci) e eficiéncia de carboxilacdo da Rubisco (A/Ci).

As raizes de 4 plantas por repeticdo foram distribuidas em bandeja de acrilico (30 x 60
cm) com lamina de 0,5cm de agua e digitalizadas com auxilio de escaner (EPSON Expression
11000XL) equipado com unidade de transparéncia (TPU) com varredura em 600dpi para as
raizes. As imagens foram analisadas utilizando-se o programa WinRhizo® Pro 2013 (Regent
Instruments Canada Inc, Québec, Canada) para obtencdo das seguintes variaveis:
comprimento radicular, area superficial radicular, volume e didmetro radicular. Ja a producao
de massa seca de parte aérea (MSPA) e raiz (MSR) foi avaliada em amostras secas em estufa

a 60 °C até peso constante.
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ANALISE ESTATISTICA

Os experimentos foram submetidos aos testes de pressuposi¢ao do modelo matematico
e, para a ANOVA, foi utilizado um modelo bi fatorial. Quando houve interacdo entre os
fatores, foi realizada anélise de regressdo das concentraces de P e comparacdo das médias
das cultivares dentro das concentracdes de P, através do Teste Scott Knott, ambos a 5% de
probabilidade de erro (experimento 1). No caso de ndo haver interacdo entre os fatores, foi
realizada somente a andlise de regressdo para concentracdes de P e o teste de Scott Knott para
as cultivares, também a 5% de probabilidade de erro. O mesmo procedimento estatistico
descrito anteriormente foi realizado com os resultados do experimento 2. Todas as anélises
foram realizadas por meio do programa estatistico SISVAR (Universidade Federal de Lavras,

Lavras, Brasil).

RESULTADOS

No experimento 1, a taxa de assimilacdo liquida de CO2 (A) e a eficiéncia de
carboxilacdo da Rubisco (A/Ci) apresentaram resposta quadratica a concentracdo de P, tendo o
ponto de maxima eficiéncia proximo a concentracdo de 15mg L de P. No entanto, na maior
concentracéo de P (35mg L) verificou-se uma diminuico acentuada na A e A/Ci (Figura 1A
e 1B). Independente das concentracdes de P estudadas, a cultivar Irga 424 apresentou maior
condutancia estomatica (Gs) do que as outras duas cultivares (Figura 1C).

No experimento 2, 0 aumento na concentracdo de Fe na solugdo nutritiva decresceu
linearmente a A e a A/Ci (Figura 2A e 2B). Verificou-se redugdo na Gs, com ajuste de
equacdo quadratica com o aumento na concentracdo de Fe na solucdo nutritiva, com ponto de
minima eficiéncia técnica proximo da concentragdo de 200mg L™ de Fe (figura 2C). A
concentracdo intercelular de CO: (Ci) ndo apresentou diferenca significativa nas
concentragdes de P e Fe testadas na solucdo nutritiva.

No geral, as variaveis morfométricas de raizes comprimento radicular, area superficial,
volume e didmetro radicular foram afetadas pelo fator isolado de cultivares e concentragédo de
P [Experimento 1] (Figura 3), e também pelo fator isolado de cultivares e concentragdes de Fe
[Experimento 2] (Figura 4).

O comprimento e a area superficial radicular diminuiram drasticamente com o
aumento na concentracdo de P, onde a resposta foi quadratica com ponto de minima eficiéncia

técnica proximo de 35mg L de P (Figura 3A, 3B). Verificou-se reducdo significativa no
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volume radicular, com ajuste de equagdo linear, com aumento na concentracdo de P na
solugéo nutritiva (Figura 3C).

Independente das concentracdes de P estudadas, as cultivares Br/lrga 409 e Irga 424
apresentaram maior comprimento e area superficial radicular em relacdo a cultivar Irga 425
(Figura 3D, 3E). Quanto ao volume (Figura 3F) e didametro radicular (Figura 3G) a cultivar
Br/Irga 409 apresentou maiores valores, em relagéo as outras duas cultivares.

Com aumento na concentracdo de Fe na solucdo nutritiva, 0 comprimento radicular
respondeu de forma quadratica negativa, com reducéo de 52% na concentracio de 300mg L
de Fe (Figura 4A). A area superficial radicular (Figura 4B) e o volume radicular (Figura 4C)
decresceram linearmente com o aumento da concentragdo de Fe na solugdo nutritiva. Por
outro lado, o diametro radicular aumentou linearmente com o aumento na concentracao de Fe
(Figura 4D).

Independente da concentragcdo de Fe na solucdo nutritiva, verificou-se que a cultivar
Irga 425 seguida da Irga 424 apresentaram maior comprimento radicular do que a Br/Irga 409
(Figura 4E). A cultivar Irga 425 manteve maior area superficial (Figura 4F) e volume
radicular (Figura 4G) em relacdo as outras duas cultivares.

Quanto a producdo de MSPA e MSR [experimento 1], houve resposta ao fator isolado
cultivares (Figura 5). Independente das concentracdes de P estudadas, as cultivares Br/lrga
409 e Irga 425 apresentaram maior producdo de MSPA, quando comparadas com a cultivar
Irga 424 (Figura 5A). Ja em relacdo a producdo de MSR, apenas a Br/lrga 409 apresentou
maior valor em relacdo as outras duas cultivares (Figura 5B).

Para a producdo de MSPA [experimento 2], houve resposta a interagdo concentracdes
de Fe e cultivares. No tratamento controle de Fe (2mg L), a cultivar Irga 425 apresentou
maior producdo de MSPA em relagdo as outras duas cultivares. No entanto, todas as
cultivares apresentaram uma resposta quadratica decrescente com aumento na concentracdo
de Fe na solugéo nutritiva (Figura 6A).

Ja em relacdo a producdo de MSR houve resposta ao fator isolado de cultivares e
concentragdes de Fe. A producdo de MSR decresceu linearmente com o aumento da
concentracdo de Fe na solugéo nutritiva (Figura 6B). Independente das concentragdes de Fe
estudadas, as cultivares Br/Irga 409 e Irga 425 apresentaram maior producdo de MSR, quando
comparadas com a cultivar Irga 424 (Figura 6C).
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DISCUSSAO

A fotossintese € um processo fisiologico primario, em que o CO; difunde-se por um
gradiente de concentracdo a partir da atmosfera até os cloroplastos, onde ocorre o
metabolismo redutivo do carbono. O adequado suprimento de P é essencial nesta fase, devido
a alta demanda por intermediarios fosforilados, bem como através da modulacdo de enzimas
envolvidas na fixagdo de carbono (PANDEY et al., 2015; RAO, 1996).

No presente trabalho verificou-se que proximo as concentragdes de 15 e 25mg L de
P, obteve-se os maiores valores de A e A/Ci (Figura 1A, 1B). YONG-FU et al. (2006)
estudando o efeito da disponibilidade de P em genoétipos de arroz, verificaram que as plantas
cultivadas em deficiéncia de P apresentaram redugdes na A, quando comparada com as
plantas supridas com P.

Independente das concentracBes de P estudadas, a cultivar Irga 424 apresentou maior
condutancia estomatica em relacdo as outras duas cultivares (Figura 1C), podendo esta
caracteristica favorecer o processo fotossintético, desde que exista boa disponibilidade hidrica
as plantas. A regulacdo estomatica deve operar para assegurar um equilibrio apropriado na
absorcdo de CO; para fotossintese, afim de controlar a quantidade de carbono interno para
atender a capacidade de carboxilacdo e regeneracao da ribulose 1,5 bifosfato, e a perda de
agua por transpiracdo (LAWSON, et al., 2014, OHSUM I et al., 2007).

A planta necessita de um ajuste fino de importacdo e exportacdo de Fe para os
cloroplasto (BRIAT et al., 2007). No entanto, apesar de ser um micronutriente fundamental
para o crescimento e desenvolvimento das plantas, quando em excesso, o0 Fe pode ser toxico
ao metabolismo vegetal (SAHRAWAT, 2004).

No geral, no presente trabalho o aumento nas concentragdes de Fe na solugédo nutritiva
diminuiu a A e a A/Ci (Figura 2A e 2B). Possivelmente, o excesso de Fe induziu a producéo
de espécies reativas de oxigénio, as quais afetaram a funcionalidade do processo
fotossintético. O excesso de Fe também pode reduzir a concentracdo de pigmentos
fotossintetizantes (JUCOSKI et al., 2016). Estudos com batata evidenciaram que altas
concentragfes de Fe afetaram a funcionalidade da fase fotoquimica da fotossintese
(ADAMSKI et al., 2011), resultando em comprometimento na dissipagdo de energia, e
consequentemente causando diminuicdo na A

Devido a grande plasticidade do sistema radicular, as plantas sdo capazes de
sobreviver em diferentes ambientes do solo. No entanto, a manutencdo de um adequado

sistema de divisdo e diferenciacdo celular das raizes depende de respostas a estimulos
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ambientais, uma vez que estdo em contato direto com o ambiente do solo, e portanto, séo
particularmente afetadas por condi¢Ges desfavoraveis (PERILLI et al., 2012; SMITH et al.,
2012).

No presente trabalho todas as plantas apresentaram maiores valores de comprimento e
area superficial radicular na menor concentragio de P (2,5mg L) (Figura 3A, 3B). Sob
condicBes limitadas de P, a soma do comprimento da raiz primaria e das raizes laterais,
obtém-se um valor similar ao alcancado pela raiz priméria sob suficiéncia de P, sugerindo
modificacdo na exploracdo do solo, devido ao maior volume radicular (SILVA e
DELATORRE, 2009).

Com aumento nas concentragdes de Fe na solugdo nutritiva, verificou-se redugdes
acentuadas nas carateristicas morfométricas radiculares [comprimento, area superficial e
volume radicular] (Figura 4A, 4B, e 4C), fato que nédo foi observado para o didmetro radicular
(Figura 4D). O excesso de Fe reduz o desenvolvimento das células das raizes e causa o
espessamento das paredes celulares (ZHANG et al., 2011), consequentemente influenciando
no didmetro radicular.

Ocorreu variabilidade entre as cultivares aos tratamentos utilizados. No experimento 1,
a cultivar Br/lrga 409 apresentou maior valor de volume radicular (Figura 3F) em relacéo as
outras cultivares, refletindo em maior produgdo de MSR (Figura 5B). J& no experimento 2, a
cultivar Irga 425 apresentou maiores valores nas varidveis morfométricas radiculares (figura
4E, 4F e 4G), refletindo em maior producdo de MSR (Figura 6C). Possivelmente, o
comportamento observado da cultivar indica um mecanismo de defesa ao excesso de Fe.

A partir dos resultados, foram selecionadas as concentragdes de P (2,5, 15, 25mg L)
com 200mg L? de Fe, para obtencdo de respostas morfométricas radiculares, nutricionais,

fisioldgicas e bioquimicas de trés cultivares (Br/Irga 409 Irga 424 e Irga 425) de arroz.

CONCLUSOES

Ocorreu variabilidade entre as cultivares aos tratamentos de Fe e P, validando a
escolha das cultivares para realizacdo de experimentos posteriores. As cultivares Irga 424 e
Br/lrga 409, em geral, obtiveram melhor resposta quando submetidas aos tratamentos com
fosforo, enquanto a Irga 425 foi a cultivar que mais tolerou o aumento da concentracao de Fe;

As maiores respostas na taxa de assimilacdo liquida de CO; e eficiéncia de

carboxilagdo da Rubisco foram obtidas nas concentracdes de 15 e 25mg L™ de P;
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Os maiores danos morfométricos radiculares e a menor a produgdo de massa seca de
parte aérea e a producdo de massa seca de raiz foram observados nas concentra¢des de 200 e
300mg L de Fe.
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Figura 1 — Taxa de assimilagdo liquida de CO2[A] (A), eficiéncia de carboxilagdo da Rubisco
[A/Ci] (B) e condutancia estomaética [Gs] (C) de trés cultivares de arroz (Br/Irga
409, Irga 424 e Irga 425) cultivadas com diferentes concentracbes de P em
solucdo nutritiva
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Figura 2 — Taxa de assimilacdo liquida de CO- [A] (A), eficiéncia de carboxilacdo da Rubisco
[A/Ci] (B) e condutancia estomaética [Gs] (C) de trés cultivares de arroz (Br/Irga
409, Irga 424 e Irga 425) cultivadas em diferentes concentracbes de Fe em
solucdo nutritiva
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Figura 3 — Comprimento radicular (A, D), area superficial radicular (B, E), volume radicular
(C, F) e diametro radicular (G) de trés cultivares de arroz (Br/lrga 409, Irga 424 e
Irga 425) cultivadas em diferentes concentracdes de P em solugédo nutritiva
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Figura 4 — Comprimento radicular (A, E), area superficial radicular (B, F), volume radicular
(C, G) e diametro radicular (D) de trés cultivares de arroz (Br/Irga 409, Irga 424 e
Irga 425) cultivadas em diferentes concentragdes de Fe na solugéo nutritiva
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Figura 5 — Producdo de massa seca de parte aérea [MSPA] (A) e producdo de massa seca de
raiz [MSR] (B) de trés cultivares de arroz (Br/Irga 409, Irga 424 e Irga 425)
cultivadas com diferentes concentracGes de P na solucdo nutritiva
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Figura 6 — Producdo de massa seca de parte aérea [MSPA] (A) e producdo de massa seca de
raiz [MSR] (B, C) de trés cultivares de arroz (Br/Irga 409, Irga 424 e lIrga 425)
cultivadas com diferentes concentrac6es de Fe na solucéo nutritiva
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5. MANUSCRITO 2

EFEITO~MITIGADOR DO FOSFORO NA TOX’ICIDADE POR FERRO:
COMPOSICAO MINERAL E PEROXIDACAO LIPIDICA DE CULTIVARES DE
ARROZ (Oryza sativa L.)

MITIGATOR EFFECT OF PHOSPHORUS IN RICE PLANTS SUBMITTED TO IRON
TOXICITY: MINERAL COMPOSITION AND LIPID PEROXIDATION

RESUMO

Objetivou-se caracterizar as respostas nutricionais e extensdo do estresse oxidativo em
cultivares de arroz apds a exposicdo excessiva ao ferro (Fe), com suprimentos contrastantes
de fosforo (P). Trés cultivares de arroz (Br/Irga 409, Irga 424, Irga 425), foram expostas ao
excesso de Fe (200mg L) combinado com as concentrages de P (2,5 e 25mg L) em
solugdo nutritiva, durante 15 dias. As cultivares Fe-tolerantes (Irga 424 e Irga 425)
apresentaram maior concentracdo de cobre na parte aérea e producdo de massa seca de raiz,
favorecendo o adequado crescimento em condicOes de excesso de Fe. O aumento na
concentracdo de P na solugdo nutritiva reduziu a translocacdo e concentracdo de manganés na
parte aérea. As cultivares ndo apresentaram reducBes na concentracdo de clorofila total e
carotenoides. Contudo, na baixa concentracdo de P e excesso de Fe, a Br/lrga 409 e Irga 425
apresentaram aumentos na concentracdo de malondialdeido na raiz e parte aérea,
respectivamente. Com excecao da concentracdo de Fe e manganés em tecidos da parte aérea,
0 aumento na concentracdo de P na solucdo nutritiva, em condicGes de excesso de Fe, ndo
influenciou na absorcdo dos micronutrientes cobre e zinco, porém foi fundamental para
reduzir a peroxidacéo lipidica.

Palavras-chave: Dano oxidativo, Absorcéo, Nutricdo mineral, Oryza sativa L.

ABSTRACT

The aim of this study was to characterize the nutritional responses and extension of oxidative
stress in rice cultivars after excessive exposure to Fe with contrasting supplies of P. Three rice
cultivars (Br/lrga 409, Irga 424, Irga 425) were exposed to excess of Fe (200mg L)
combined with two concentrations of P (2,5, 25mg L) in nutrient solution, for 15 days. The
Fe-tolerant cultivars (Irga 424, Irga 425) have higher tissue copper (Cu) concentration and
root dry mass production, which might favor adequate growth under conditions of excess of
Fe. The increase in P concentration in the nutrient solution reduced the translocation and
concentration of manganese (Mn) in shoot. The cultivars did not show alteration in the
concentration of total chlorophyll and carotenoids. However, at low availability of P and
excess of Fe, the Br/Irga 409 and Irga 425 showed increase in lipid peroxidation in shoots and
roots, respectively. With exception of the concentration of Fe and Mn in tissues of the shoot,
the increase in P in nutrient solution combined with Fe excess, did not influence the
absorption of Cu and Zinc, but was essential in reducing the lipid peroxidation.

Key words: Oxidative damage, Absorption, Mineral nutrition, Oryza sativa L., Toxicity.
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INTRODUCAO

Em ambiente aerdbico a absorcdo do Fe a partir das raizes pode torna-se deficiente,
uma vez que este nutriente encontra-se insolivel na sua forma oxidada (BALK e
SCHAEDLER, 2014). Entretanto, em ambientes anaerdbicos, o Fe3* torna-se um elemento
redox-ativo e transforma-se em Fe?* que ¢ facilmente disponivel aos vegetais (MORRISSEY
e GUERINOT, 2009).

Quando em excesso, o Fe?* por estar envolvido em reacbes de oxi-reducéo
aumentando a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs). A participacdo desse metal
ocorre, especialmente, por meio das reacdes de Fenton e Haber-Weiss: na primeira reacdo o
peréxido de hidrogénio reage com fon Fe** e é gerado o radical hidroxil, na reacdo
subsequente o Fe** pode catalisar a reacdo entre perdxido de hidrogénio e o radical
superdxido gerando o radical hidroxil. Este radical potencializa a peroxidacdo lipidica e
oxidacdo de proteinas (BARBOSA et al., 2010; ROUT et al., 2015).

Adicionalmente, as plantas apresentam Vvérias estratégias para atenuar os problemas
acarretados pelo excesso de Fe, tais como: (i) a exclusdo de Fe** ao nivel de raiz, por
oxidacdo e formacdo da placa férrica na rizosfera (CHEN et al., 1980); (ii) o sequestro em
vacuolos, apoplasto e proteinas ferritina (AUDEBERT e SAHRAWAT, 2000; MAJERUS et
al., 2009); e (iii) detoxificacdo por acdo de enzimas antioxidantes (MAJERUS et al., 2007).

A toxidez por Fe também ocasiona deficiéncia nutricional maltipla (toxidez indireta
ou alaranjamento), por meio de reducdes na absorcao de nutrientes, especialmente fosforo (P),
manganés (Mn), zinco (Zn) e cobre (Cu) (JIANG et al., 2009; SAHRAWAT et al., 2003;
ZHANG et al., 1999). Quanto ao P, este desempenha funcbes de armazenagem de energia,
composicdo de membranas, além de ser constituinte de nucleotideos e &cidos nucléico
(STIGTER e PLAXTON, 2015). Desse modo o P participa de funcbes essenciais na
fotossintese, respiracdo e outros processos metabolicos fisiologicos. Existe uma interagdo
antagonica entre o Fe e P, onde o excesso de um nutriente reduz a absor¢do do outro
(MULLER et al., 2015).

Adicionalmente, tém sido observado que varios genotipos diferem na capacidade de
tolerar 0 excesso de Fe (BECKER e ASCH, 2005). Desta forma, no presente trabalho foram
comparados trés cultivares de arroz, sendo duas tolerantes (Irga 424, Irga 425) e uma sensivel
(BR-IRGA 409) a toxidez de Fe e sua relacdo com as respostas a adicdo de P. O presente

estudo foi realizado com objetivo de investigar as respostas nutricionais e extensao do estresse
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oxidativo em cultivares de arroz apds a exposicdo excessiva ao Fe, com suprimentos

contrastantes de P.

MATERIAL E METODOS

MATERIAL VEGETAL E CONDICOES DE CRESCIMENTO

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo localizada no campus da
Universidade Federal de Santa Mara, RS. No estudo utilizou-se 3 cultivares de arroz,
selecionadas a partir da tolerancia a toxidez por Fe: IRGA 425 e IRGA 424 (Fe-tolerante), BR
IRGA 409 (Fe-sensivel) (SOSBAI 2014). As sementes inicialmente foram umedecidas em
agua destilada permanecendo a 25°C, no escuro durante 24 horas em placas de petri. Apos
este periodo as sementes pré-germinadas foram transferidas para caixas revestidas com papel
germiteste parcialmente fechadas, sendo irrigadas com agua destilada por 7 dias, em camaras
de crescimento climatizada.

Apos 7 dias em agua destilada, 15 plantulas foram transferidas para vasos contendo 5
L de solucdo nutritiva desenvolvida por Yoshida et al. (1976) com pequenas modificacbes. A
solucdo nutritiva de Yoshida usada para aclimatar as plantulas durante 5 dias teve a seguinte
constituicdo: 40mg L™ NHsNOs, 2,5mg L*NaH,P04.2H20, 40mg L1K,S04, 40mg L1CaCl,,
40mg L MgSOa. 7H,0, 0,5mg L*MnCl2.4H,0, 0,05mg L (NH4)6.MO7024.4H40, 0,2mg L
'H3B0s3, 0,01mg L1ZnS04.7H20, 0,01mg L™ CuSO4. 5H20, 2mg L™ EDTA-Fe2S04.7H,0. .

Apbs o periodo de aclimatacdo as plantas foram expostas ao excesso de +Fe (200 mg
L) combinado com diferentes concentracdes de P (2,5 e 25mg L1). A concentragio e a
disponibilidade do Fe e P na solugdo nutritiva foram estimadas usando o software Visual
Minteq, os resultados da especiagdo idnica encontram-se na Tabela 1.

Os tratamentos foram dispostos em esquema fatorial 3x2, sendo trés cultivares
(Br/lrga 409, Irga 424 e Irga 425) e duas concentracbes de P (2,5 e 25mg L), com trés
repeticdes. As soluces foram renovadas a cada 4 dias e o pH ajustado em 5,6+ 0.1 pela
adicdo de NaOH ou HCI 0,1mol L. As determinacbes das variaveis (biométricas de
crescimento, nutricionais e bioquimicas) foram obtidas 10 dias ap6s a aplicagdo dos

tratamentos.
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VARIAVEIS ANALISADAS

Componentes biométricos de crescimento

Ap0s o periodo de 10 dias da aplicacdo dos tratamentos de Fe e P, cinco plantas de
cada repeticdo foram separadas em parte aérea e raizes, para determinacdo dos componentes
biométricos de crescimento: nimero de folhas, numero de perfilhos e altura de plantas. Em
seguida foram colocadas em sacos de papel e submetidos a secagem em estufa, com
ventilacao forcada a 65°C, durante 48 horas, para determinacdo da producdo de matéria seca

de raizes (MSR) e de parte aérea (MSPA), por meio de pesagem em balanca de precisdo.

Analise nutricional dos tecidos

Apobs pesagem, as amostras foram submetidas a uma digestdo nitrico-perclérico e
foram determinadas as concentracdes de P e concentracGes dos micronutrientes [Fe, Zn, Cu e
Mn] (CARMO et al., 2000). As translocacGes dos nutrientes [Zn, Cu, Mn, Fe e P] foram

quantificadas de acordo com a metodologia de Shaibur et al. (2013):

3 . . Actmule de nutrientes na parte aérea
Translocacdo de nutrientes (%) = - , x100
Acumuleo total de nutrientes

Variaveis bioquimicas

Para as variaveis fisioldgicas foram utilizadas 10 plantas de cada repeticdo, as quais
foram imediatamente congeladas em nitrogénio liquido, seguida de armazenamento em
temperatura -80°C.

As concentracOes dos pigmentos (clorofilas e carotenoides) foram estimados seguindo
0 método de Hiscox e Israeslstam (1979) e calculado de acordo com Lichtenthaler (1987).
Utilizou-se 0,059 de material fresco para a determinagdo. As amostras frescas das folhas
foram incubadas a 65°C em dimetilsulféxido (DMSO) até os pigmentos serem completamente
removidos. Para a determinacédo da clorofila a, b e carotenoides, a absorbancia da solugéo foi
medida em 663 e 645 e 470 nm, respectivamente, utilizando um espectrofotdmetro.

A peroxidacgdo lipidica foi estimada através dos danos celulares pelo do acumulo de
malondialdeido (MDA) como produto final da peroxidacdo lipidica, pela reacdo com &cido
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tiobarbiturico (TBA), de acordo com El-Moshaty et al. (1993). Foi homogeneizado 0,59 de
amostra em 4ml de tampdo fosfato citrato TFK 0,2 M pH 6,5, apés as amostras foram
centrifugadas em centrifuga refrigerada a 4°C durante 15min, 20000g. Para a determinacdo de
MDA, aliquotas 1,5 ml da fracdo do sobrenadante foi adicionado a um volume igual de &cido
tiobarbiturico (TBA) 0,5% (p/v) e &cido tricloroacético (TCA) 20% (p/v) e incubadas em
banho-maria a 95°C por 40 minutos. A reacdo foi paralisada em banho de gelo por 15
minutos. Apos centrifugacdo a 10000g durante 5 min, em seguida foi determinada a

absorbancia a 532nm, descontando-se a absorbancia inespecifica a 600 nm.

ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA) e as médias foram
comparadas pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade de erro, com auxilio do programa
estatistico ASSISTAT.

RESULTADOS

Para as variaveis biométricas de crescimento, altura de plantas, niamero de folhas,
namero de perfilhos e producdo de MSPA, ndo houve interacdo entre os fatores cultivares e
concentracdes de P. Independente das concentracfes de P utilizadas na solucdo nutritiva, as
cultivares Fe-tolerantes (Irga 424 e Irga 425) apresentaram maiores valores de producdo de
MSR em relacdo a cultivar Fe-sensivel (Br/Irga 409) (Tabela 2).

A interacdo do excesso de Fe com as concentracdes contrastantes de P causou
diferentes respostas nas concentracfes de todos 0s nutrientes estudados nos diferentes 6rgaos
das plantas (Figura 1 e 2). A concentracdo de Fe nos tecidos de parte aérea foi afetada pelo
fator isolado das concentragdes de P na solucdo nutritiva. O aumento na concentragdo de P
(25mg L) ocasionou um decréscimo significativo na concentragdo de Fe nos tecidos de parte
aérea das plantas (Figura 1A).

A concentracdo de Fe nos tecidos de raizes apresentou resposta a interagdo entre 0s
fatores cultivares x concentracfes de P (Figura 2A). A cultivar Irga 424, quando submetida ao
excesso de Fe associado e baixa concentracdo de P (2,5mg L), apresentou maior
concentracdo de Fe nos tecidos de raizes do que as demais cultivares (Figura 2A). Por outro
lado, com aumento na concentracdo de P (25mg L), a cultivar Irga 424 apresentou menor

concentracdo de Fe em relacdo as outras duas cultivares. A cultivar Irga 424 foi a Unica que
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apresentou reducdo (32,70%) na concentracdo de Fe nas raizes pelo aumento na concentragdo
de P na solugdo nutritiva (Figura 2A).

A concentracdo de P nos tecidos de parte aérea respondeu ao aumento na concentracao
de P na solucdo nutritiva, com incremento de 55% na concentracdo do nutriente no tecido
(Figura 1B). A concentracdo de P nos tecidos de raizes foi afetada pela interacdo dos fatores
cultivares x concentragdes de P (Figura 2B). Verificou-se que as cultivares Br/lrga 409 e Irga
425 apresentaram maiores concentracdes de P em tecidos de raizes do que a cultivar Irga 424.
No excesso de Fe (200mg L), as trés cultivares mostraram maior concentracdo de P nas
raizes com o aumento da concentragdo de P (25mg L™) na solucéo nutritiva (Figura 2B).

A concentracdo de Zn na parte aérea variou de acordo com o fator isolado das
cultivares, sendo que a cultivar Irga 425 apresentou maior valor do que as outras duas
cultivares (Figura 1C). A concentracdo de Zn na raiz nao foi afetada por nenhum dos fatores
estudados (Figura 2C e 2D).

J& a concentracdo de Cu em tecidos de parte aérea (Figura 1D) e raizes (Figura 2E)
variou de acordo com o fator isolado de cultivares e concentracfes de P utilizadas na solucéo
nutritiva, respectivamente. A concentracdo de Cu na parte aérea foi menor na cultivar Br/Irga
409 do que nas cultivares Irga 424 e Irga 425, as quais ndo diferiram entre si (Figura 1D). O
excesso de Fe associado ao aumento na concentragdo de P, reduziu a concentracdo de Cu nas
raizes (Figura 2E).

A concentracdo de Mn nos tecidos de parte aérea (Figura 1E) e raizes (Figura 2 G)
apresentaram respostas a interacdo entre os fatores cultivares x concentracdes de P. Na baixa
concentragéo de P (2,5mg L), a cultivar Irga 425 apresentou maior concentragio de Mn na
parte aérea do que as cultivares Br/lrga 409 e Irga 424. Por outro lado, com aumento na
concentragio de P (25mg L™?) as cultivares ndo diferiram significativamente entre si. A
cultivar Irga 425 foi a Unica que reduziu a concentragdo de Mn no tecido de parte aérea com
aumento na concentragdo de P na solugéo nutritiva (Figura 1E).

Independente das concentracbes de P, a cultivar Irga 425 apresentou maior
concentracdo de Mn nas raizes. Com aumento na concentracdo de P (25mg L) a cultivar
Br/Irga 409 foi a Unica que apresentou incremento na concentracdo de Mn nas raizes, quando
comparada as plantas submetidas a baixa concentragdo de P (2,5mg L) (Figura 2G).

Em condicOes de excesso de Fe e independente das concentracdes de P as cultivares de
arroz ndo alteraram a translocagéo dos micronutrientes (Fe, Cu e Zn) e do P. Por outro lado, a
translocacdo de Mn para a parte aérea reduziu com aumento na concentracdo de P na solucao
nutritiva (Tabela 3).
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Quanto a concentragdo de pigmentos (clorofila total e carotenoides) ndo houve
resposta a interagé@o entre os fatores (Figura 3A e 3B). No entanto, a concentragcdo de MDA
nos tecidos de parte aérea (Figura 3C) e de raizes (Figura 3D) apresentaram respostas a
interacdo entre os fatores cultivares e concentracfes de P. A concentracdo de MDA na parte
aérea somente diferiu entre as cultivares na baixa concentracdo de P (2,5mg L™). Nessa
condigdo, a cultivar Irga 425 apresentou maior concentracdo de MDA na parte aérea do que as
outras duas cultivares. O aumento na concentracio de P (25mg L™?) reduziu em 45,26% a
concentracdo de MDA na parte aérea da cultivar Irga 425 (Figura 3C).

No excesso de Fe associado a baixa concentragdo de P, a cultivar Br/lrga 409
apresentou maior concentracdo de MDA nas raizes do que as demais cultivares. No entanto,
com aumento na concentracdo de P na solucdo nutritiva, a cultivar Br/lrga 409 foi a Unica que

reduziu a concentracdo de MDA nas raizes (Figura 3D).

DISCUSSAO

Para identificar as respostas das trés cultivares em relacdo ao excesso de Fe e 0s
possiveis efeitos da interacdo com a nutricdo fosfatada foram quantificados a concentracéo de
P e de quatro micronutrientes, as concentracdes de pigmentos, a peroxidacdo lipidica e varios
componentes biométricos de crescimento, os quais estdo fortemente relacionados aos efeitos
da toxidez por Fe em plantas.

As plantas submetidas a 200mg L' de Fe apresentaram valores médios de
concentracdes de Fe nos tecidos de 374,02 a 553mg kg™ na parte aérea (Figura 1A) e
11.211,16 a 12.541,06mg kg™ nas raizes (Figura 2A). Stein et al. (2014) relataram que no
excesso de Fe houve aumento acentuado no acimulo deste nutriente nas raizes e parte aérea
de plantas de arroz, com diferentes respostas entre as cultivares estudadas.

Apbs absorvido pelas raizes, o Fe pode ser transportado a parte aérea via Xilema
através da corrente transpiratéria (MORRISSEY e GUERINOT, 2009) ou, devido as altas
concentracdes deste nutriente no meio de crescimento, podera ocorrer a oxidacdo do Fe na
rizosfera (BECKER e ASCH, 2005), ocasionando a precipitacdo de oxidos de Fe (WEISS et
al., 2005). Consequentemente, essa precipitacdo causa a formagdo de um deposito de placa na
superficie radicular, de coloracéo alaranjada (CHEN et al., 2006).

Além do Fe retido na rizosfera, este pode ser retido também no apoplasto onde é
adsorvido aos sitios de ligacdo com cargas negativas da parede da celular

(SATTELMACHER, 2010). Desta forma, o incremento na concentracdo de Fe total nas raizes
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(Figura 2A) em detrimento a concentracdo de Fe na parte aérea, possivelmente deve-se ndo s6
ao acimulo intra e extracelular, mas também ao retido na rizosfera por meio da formagéo da
placa férrica.

Segundo Fageria (1984) os niveis criticos de P em plantas de arroz encontram-se na
faixa de 0,15-0,25%. No presente estudo, verificou-se na parte aérea em média valores de
0,25%, quando as plantas foram submetidas a baixa concentragdo de P e excesso de Fe,
demonstrando valores proximos daqueles considerados criticos para o adequado crescimento
do arroz (Figura 1B). Muller et al. (2015) observaram incrementos na expressao de
transportadores de fosfato OsPI1 quando cultivares de arroz foram submetidas a solugdo com
excesso de sulfato de Fe. Desta forma, o suprimento adequado de P a planta pode minimizar
os efeitos ocasionados pelo excesso de Fe.

O incremento na concentracdo de P nas raizes (Figura 2B) se deve a retencdo pela
camada de o6xidos de Fe nas raizes, ou mesmo devido a acidificacdo da rizosfera. Os H*
liberados na rizosfera podem ser produzidos para equilibrar o excesso de cations sobre a
absorcdo de &nions ou mesmo devido o processo de reducdo de Fe?* a Fe®" (ROSE et al.,
2013). Em condicdes de excesso de Fe, na presenca de alta concentracdo de P na solucdo
nutritiva, a cultivar Irga 424 apresentou menor concentracdo de Fe nas raizes (Figura 2A). Liu
et al. (2004) observaram incrementos de 10-25 vezes na formacdo da placa férrica quando as
plantas foram cultivadas em solugdo com baixo P (auséncia do nutriente).

Como esperado, as concentracfes de Fe nos tecidos de parte aérea encontraram-se
acima dos valores criticos de toxidez Fe > 300mg kg* (DORBEMAN e FAIRHUST, 2000),
0s quais sdo indicados para plantas mais velhas durante o crescimento vegetativo
(perfilhamento) (Figura 1A). Em relacdo aos demais micronutrientes estudados, estes
encontravam-se dentro da faixa adequada para o crescimento do arroz (Figura 1C, 1D e 1E).
De acordo com Fageria (1984), as concentragcdes adequadas para o Cu, Mn e Zn sdo de 5-20,
30-600 e 20-150mg kg-1, respectivamente.

No excesso de Fe e baixa concentracdo P, a cultivar Irga 425 obteve maior
concentracdo de Mn na parte aérea em relacdo as demais cultivares. No entanto, com aumento
na concentragdo de P na solucdo nutritiva, a cultivar reduziu em 43% a concentragéo de Mn
na parte aérea (Figura 1E). Adicionalmente, todas as cultivares reduziram a translocacéo de
Mn para parte aérea com o incremento da concentracdo de P na solucgéo nutritiva (Tabela 3).
Pedas et al. (2011) estudando a interagcdo dos nutrientes P e Mn em plantas de cevada,
verificaram reducéo na absorgdo de Mn que variava de 75% na concentracdo de 150uM de P

para completa auséncia na absorcdo do nutriente com a adi¢do de 500uM de P. De acordo
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com 0S mesmos autores, essa interacdo negativa pode induzir deficiéncia de Mn, refletindo
em reducdes na producdo.

Independente das concentracdes de P utilizadas, a cultivar Irga 425 apresentou maior
concentracdo de Zn na parte aérea (Figura 1C). Além disso, as cultivares Fe-tolerantes (Irga
424 e Irga 425) apresentaram maior producdo de MSR (Tabela 2) e maior absorc¢éo de Cu do
que a cultivar sensivel (Br/lrga 409) (Figura 1D). O alagamento em sistema de cultivo de
arroz irrigado € realizado aos 20 dias apos o plantio (estdgio V4), onde o processo de
liberacdo de Fe na forma reduzida Fe?" torna-se mais intenso devido ao processo de reducio
do solo (SCHMIDT, 2010). Desta forma, o incremento na concentragdo de Zn (Figura 1C) e
Cu (Figura 1D) nos tecidos nos estagios iniciais, podem minimizar distdrbios nutricionais
durante o periodo de toxidez por Fe.

O excesso de Fe associado com diferentes concentracdes de P nas folhas nao
ocasionou reducdo na concentragao de clorofila total e carotenoides (Figura 3A e 3B). Esses
resultados podem ser uma indicacdo que, devido periodo de exposicdo ao excesso de Fe, 0s
danos ndo atingiram o aparato fotossintético.

O malondialdeido (MDA) é um dos produtos finais da peroxidacdo oxidativa dos
lipidios (SHARMA et al., 2001). Neste contexto, a cultivar Irga 425 e Br/lrga 409
apresentaram aumento na peroxidacéo lipidica na parte aérea (Figura 3C) e nas raizes (Figura
3D) em condicdo com 2,5mg L*! de P e excesso de Fe, respectivamente. Resultados
semelhantes foram observados por Fang et al. (2001) onde o excesso de FeSOs induziu o
aumento na concentracdo de MDA. A estrutura quimica do Fe e sua capacidade para conduzir
reacOes redox torna-o um importante elemento na producdo de espécies reativas de oxigénio
(ERO) em sistemas bioldgicos, ocasionando aumento na peroxidacdo lipidica. As cultivares
Br/Irga 409 e Irga 425 reduziram a concentragdo de MDA na parte aérea (Figura 3C) e raizes
(Figura 3D) com aumento na concentracdo de P na solugdo nutritiva. Xiao-Hua et al. (2003)
destacam que plantas submetidas & baixa concentracdo de P podem apresentar aumento na
concentracdo de MDA pela formagédo de EROs. Porém de acordo com 0s mesmos autores, as

cultivares de arroz tolerantes a baixo P apresentaram menores conteido de MDA.
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CONCLUSOES

As cultivares Fe-tolerantes (Irga 424 e Irga 425) apresentam maior concentracdo de Cu
na parte aérea e producdo de massa seca de raiz, favorecendo o adequado crescimento em
condicdes de excesso de Fe.

O aumento na concentracdo de P na solucdo nutritiva reduziu a concentracdo de Fe nos
tecidos de parte aérea e raizes, bem como foi significativamente importante para minimizar a
peroxidacgdo lipidica, evidenciando sua importancia como mitigador da toxidez de Fe em
plantas de arroz.

O aumento na concentracdo de P na solucdo nutritiva reduziu a translocacdo e

concentracdo de Mn na parte aérea.
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Tabela 1 — Concentracdes e disponibilidade de Fe e P na solugdo nutritiva estimadas pelo
software VISUAL MINTEQ

Tratamentos Disponibilidade de Fe na Disponibilidade de P
Fe P solucéo nutritiva na solugdo nutritiva

---------------- (mg L) —-mmemeeee- N ——
200 2,5 97 41

200 25 87 44
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Tabela 2 — Componentes biométricos de crescimento [altura de plantas, nimero de folhas,
namero de perfilhos, producdo de massa seca de parte aérea (MSPA) e massa seca
de raiz (MSR)] de cultivares de arroz (Br/lrga 409, Irga 424 e Irga 425) cultivadas
sob excesso de +Fe (200mg L1) combinado com P (2,5mg L) e +P (25mg L)
em solugéo nutritiva

Componentes biométricos de crescimento

Tratamentos Altura  N° de folhas N°de MSPA MSR
--- Fe (200mg LY)---  (cm) (planta?) perfilhos (g planta®) (g planta?)
(planta®)
P (2,5mg LY 19,02 a 391a 0,77 a 0,053 a 0,011 a
+P (25mg LY) 18,73 a 3,52a 0,94 a 0,055 a 0,012 a
Cultivares
Br/lrga 409 19,38 a 3,58 a 0,87 a 0,055 a 0,0093 b
Irga 424 19,29 a 3,75a 0,83a 0,058 a 0,0132 a
Irga 425 18,96 a 3,83a 0,87 a 0,050 a 0,0119a
CV (%) 11,97 13,98 15,87 15,85 11,50

Médias seguidas por letras diferentes em cada coluna diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott ao nivel
de 5% de probabilidade do erro.
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Tabela 3 — Translocacdo de nutrientes (fosforo, ferro, zinco, cobre e manganés) de cultivares
de arroz (Br/lrga 409, Irga 424 e Irga 425) cultivadas sob excesso de Fe
combinado com P (2,5mg L) e +P (25mg L) em soluc&o nutritiva

Translocacdo de nutrientes

Tratamentos Foésforo  Ferro Zinco Cobre Manganés
- Fe (200mg L) --- e S S ——
P(2,5mg LY 17,94a 87,56a 40,68a 76,85a 98,61a
+P (25mg LY) 14,07a 83,79 39,46a 81,94a 97,40b
Cultivares
Br/Irga 409 19,22a 86,69a 44,26a 80,23a 97,87a
Irga 424 13,25a 85,86a 32,13a 81,55a 97,93a
Irga 425 15,53a 84,47a 43,84a 76,40a 98,22a
CV (%) 24,16 5,44 35,28 8,53 2,22

Médias seguidas por letras diferentes em cada coluna diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott ao nivel

de 5% de probabilidade do erro.
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Figura 1 — Concentragdes de nutrientes (P, Fe, Zn, Cu e Mn) no tecido de parte aérea de trés
cultivares de arroz (Br/lrga 409, Irga 424 e Irga 425) cultivadas sob excesso de
+Fe (200mg L) combinado com P (2,5mg L) e +P (25mg L) em solugdo
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Médias seguidas por letras diferentes diferem significativamente pelo teste Scott Knott a 5% de probabilidade do
erro. Letra mailscula compara as cultivares entre si em um mesmo tratamento. Letra mindscula compara a
mesma cultivar em diferentes concentracGes de P (2,5mg L) e +P (25mg L1).
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Figura 2 — Concentragdes de nutrientes (P, Fe, Zn, Cu e Mn) no tecido de raiz de trés
cultivares de arroz cultivadas sob excesso de +Fe (200mg L) combinado com P
(2,5mg L) e +P (25mg L) em solug&o nutritiva
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Figura 3 — Concentracdo de clorofila total (A), concentracdo de carotenoides (B),
concentracdo de malondialdeido (MDA) na parte aérea (C) e na raiz (D) de trés
cultivares de arroz (Br/Irga 409, Irga 424 e Irga 425) cultivadas sob excesso de +Fe
(200mg L) combinado com P (2,5mg L) e +P (25mg L) em solugéo nutritiva
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6. MANUSCRITO 3

RESPOSTAS MORFOMETRICAS DE RAIZES E EFICIENCIA DE USO DE
FOSFORO DE CULTIVARES DE ARROZ (Oryza sativa L.) CULTIVADAS SOB
EXCESSO DE FERRO

MORPHOMETRIC ROOT RESPONSES AND EFFICIENCY OF PHOSPHORUS USE OF
RICE CULTIVARS (Oryza sativa L.) CULTIVATED UNDER EXCESS OF IRON

RESUMO
O excesso de ferro (Fe) € um importante fator que reduz a produtividade do arroz em

condicdes de solos alagados. Objetivou-se caracterizar as respostas de trés cultivares de arroz
(Oryza sativa L.) expostas ao excesso de ferro (Fe) e a diferentes concentrac@es de fésforo (P)
quanto as caracteristicas morfométricas de raizes e eficiéncia do uso do P. Trés cultivares de
arroz (Br/lrga 409, Irga 424, Irga 425) foram expostas ao excesso de +Fe (200mg L)
combinado com duas concentracdes de P (2,5 e 25mg L) em solugdo nutritiva, durante 22
dias. Foram determinadas as caracteristicas morfométricas de raizes (comprimento radicular,
area superficial, diametro e volume radicular), concentracdo de P no tecido de parte aérea,
eficiéncia de absorcdo (PUpE) e utilizacdo (PUtE) do P, producdo de massa seca de raiz
(MSR), altura, area foliar e massa seca de parte aérea (MSPA). A cultivar Irga 425 apresentou
maior capacidade de utilizacdo do P em condicBes de excesso de Fe, através do aumento nas
variaveis morfométricas de raizes, refletindo positivamente na producdo de MSR.
Independente das concentracbes de P, 0 excesso de Fe alterou a organizagdo do centro
quiescente, reduziu o numero de células do meristema apical, refletindo em alteracfes no
padrdo de divisdo celular. Todas as plantas apresentaram reducdes na PUtE com aumento na
concentracdo de P na solucdo nutritiva. A cultivar Irga 425 quando cultivada na concentracédo
de 25mg L de P sob excesso de Fe apresentou maiores concentracdes de P no tecido da parte
da parte aérea e maior PUpE quando comparada com as cultivares Br/lrga 409 e Irga 424.

Palavras-chave: Absorcdo mineral, Raiz, Oryza sativa L., Toxidez.

ABSTRACT

Excess iron (Fe) is an important factor that reduces rice productivity under flooded soil
conditions. The aim of this study was to characterize the root morphometric characteristics
and phosphorus (P) use efficiency of three rice cultivars (Oryza sativa L.) exposed to excess
iron (Fe) and different concentrations of phosphorus. Three rice cultivars (Br/Irga 409, Irga
424, Irga 425) were exposed to excess Fe (200mg L™) combined with two P concentration
(2,5 and 25mg L?) in nutrient solution, at 22 days of treatment. The cultivar Irga 425
presented higher capacity of use of the under conditions of Fe excess, which was related to the
better performance of the root morphometric parameters and root dry matter. Independently of
P concentrations in nutrient solution, the Fe excess altered the organization of the quiescent
center and decreased the number of cells in the root apical meristem, which caused changes in
the pattern of cell division. All plants showed decrease in efficiency of use of the P with
increase in P concentration in the nutrient solution. Under Fe excess and high P (25mg L™) in
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nutrient solution, the cultivar Irga 425 showed higher shoot P concentration and absorption
capacity of the P, when compared to the cultivars Br/Irga 409 and Irga 424.

Key words: Mineral absorption, Root, Oryza sativa L., Toxicity.

INTRODUCAO

A disponibilidade limitada do P é resultado das caracteristicas quimicas dos solos,
uma vez que este pode formar complexos com Fe e outros metais. A consequéncia evolutiva
desta baixa disponibilidade de P resultou ao longo do tempo em um conjunto extremamente
diversificado de espécies de plantas, com adaptacGes radiculares (crescimento de raiz
primaria, desenvolvimento de raizes laterais, formacdo de pelos radiculares) visando adquirir
P e usa-lo internamente de maneira eficiente (ABEL, 2011; CHIOU e LI, 2001; LAMBERS et
al., 2006; PERET et al., 2011; VEJCHASARN et al., 2016).

O termo eficiéncia refere-se a habilidade das espécies vegetais em absorver e utilizar
0s nutrientes ou mesmo relacionar a produtividade das culturas em funcdo da unidade de
nutriente aplicado na forma de adubo (FAGERIA e BALIGAR, 2005). Em geral, trés
estratégias podem melhorar a eficiéncia do uso P pelas plantas: (i) melhorar a aquisicdo de P,
através de modificacGes radiculares; (ii) melhorar a extracdo de P através da dessorcéo,
solubilizacdo ou mineralizacdo de P a partir de fontes moderadamente disponiveis no solo e
(iii) melhorar a eficiéncia interna de utilizacdo de P através do uso de plantas que produzam
mais por unidade de P absorvido (RICHARDSON et al., 2011).

O Fe € um micronutriente importante para o crescimento e desenvolvimento das
plantas. No entanto, em excesso conduz a toxicidade (BECKER e ASCH, 2005, FAGERIA et
al. 2008) através da diminui¢do do alongamento e divisdo celular, inibindo a iniciacdo e
formacdo de raizes laterais (LI et al. 2012; 2015 a,b). Neste contexto, a manutencdo de um
adequado sistema radicular dos vegetais torna-se importante para uma ampla variedade de
processos fisiologicos (YORK et al., 2013).

Estudos demonstram que interacGes antagonistas entre P e Fe alteram o controle do
crescimento radicular via meristema primario (LI et al., 2015). Consequentemente, a
manipulagdo das interacdes desses elementos poderia ser uma nova maneira de melhorar a
nutricdo fosfatada das culturas (WARD et al., 2008), quando as plantas sdo submetidas a
toxidez por Fe. Entretanto, as espécies vegetais ou até mesmo cultivares dentro de uma
mesma espécie, apresentam comportamentos distintos a toxidez de Fe (SILVEIRA et al.,
2007; STEN et al., 2014). O presente estudo teve como objetivo caracterizar as respostas de
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trés cultivares de arroz (Oryza sativa L.) expostas ao excesso de Fe e a diferentes
concentracfes de P quanto as caracteristicas morfométricas de raizes e eficiéncia do uso do P.

MATERIAL E METODOS

MATERIAL VEGETAL E CONDICOES DE CRESCIMENTO

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo localizada no campus da
Universidade Federal de Santa Mara, RS. No estudo utilizou-se trés cultivares de arroz,
selecionadas a partir da tolerancia a toxidez por Fe: IRGA 425 e IRGA 424 (Fe-tolerante), BR
IRGA 409 (Fe-sensivel) (SOSBAI 2014). As sementes inicialmente foram umedecidas em
agua destilada permanecendo a 25°C, no escuro durante 24 horas em placas de petri. Apos
este periodo as sementes pré-germinadas foram transferidas para caixas revestidas com papel
germiteste parcialmente fechadas, sendo irrigadas com agua destilada por 7 dias, em camaras
de crescimento climatizada.

Apos 7 dias em agua destilada, 5 plantulas foram transferidas para vasos contendo 5 L
de solucdo nutritiva desenvolvida por Yoshida et al. (1976) com pequenas modificacdes. A
solucdo nutritiva utilizada para aclimatar as plantulas durante 5 dias teve a seguinte
composicdo: 40mg Lt NHsNOsz, 2,5mg L*NaH,P04.2H,0, 40mg L1K,S04, 40mg L1CaCly,
40mg L™ MgSOa. 7H,0, 0,5mg L*MnCl2.4H,0, 0,05mg L (NH4)s.MO7024.4H40, 0,2mg L
'H3B0Os, 0,01mg L1ZnS04.7H20, 0,01mg L CuSO4. 5H20, 2mg Lt EDTA-Fe;S04.7H0.

Apds o periodo de aclimatacdo as plantas foram expostas ao excesso de +Fe (200mg
L) combinado com diferentes concentrages de P (2,5 e 25mg L™?) em um sistema
hidropdnico ndo-aerado. As concentragdes e a disponibilidade das formas idnicas do Fe e P na
solugdo nutritiva foram estimadas usando o software Visual Minteq, os resultados da
especiacdo encontram-se na Tabela 1.

Os tratamentos foram dispostos em esquema fatorial 3x2, sendo trés cultivares
(Br/lrga 409, Irga 424 e Irga 425) e duas concentracdes de P (2,5 e 25mg L), com trés
repeticdes e 5 plantas por repeticdo. As solucbes foram renovadas a cada 4 dias e o pH
ajustado em 5,6+ 0.1 pela adicdo de NaOH ou HCI 0,1mol L. A determinagdo das variaveis
(morfométricas de raizes, biométricas de crescimento e nutricionais) foi realizada aos 22 dias
apos a aplicacdo dos tratamentos. As plantas submetidas aos diferentes tratamentos foram

separadas em raizes e parte aérea.
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VARIAVEIS ANALISADAS

Analises morfométricas e anatébmicas de raizes

As raizes foram suspensas em 0,5cm de dgua em uma bandeja acrilica transparente de
30 x 40cm? e depois escaneadas. As imagens foram analisadas através do uso do software
WinRhizo Pro 2013, acoplado a um scanner EPSON Expression 11000 equipado com luz
adicional (TPU) com definicdo de 600dpi. Foram determinados os seguintes parametros:
comprimento das raizes, area superficial, didmetro e volume radicular.

Para as andlises histologicas, foram realizadas 4 1dminas por tratamento, cada Iamina
com 4 cortes. O material foi fixado numa solucdo contendo glutaraldeido a 1% e formaldeido
a 4% (MCDOWELL e TRUMP, 1976) em tampdo de fosfato de sodio 0,1M, pH 7,2
(GABRIEL, 1982), seguido de lavagem no mesmo tampdo, lavagem em agua destilada e
finalmente desidratacdo numa série de alcool etilico (O'BRIEN e MCCULLY, 1981). O
material foi pré-infiltrado numa solucdo de metacrilato de 2-hidroxietilo (HEMA) e etanol a
99,5% (1:1) durante 12 h, seguido de infiltracdo em HEMA durante aproximadamente 4 h e
incorporacdo num suporte de Teflon até a polimerizacao estar completa (GERRITS e SMID,
1983). As amostras de raizes foram seccionadas até uma espessura de 3um utilizando um
microtomo rotativo Leica RM2245. Utilizou-se azul de toluidina em tampao de benzoato de
sodio a 0,05%, pH 4,4 para colorir as ldaminas histologicas (SIDMAN et al. 1961).

Componentes biométricos de crescimento

Foram determinadas a altura de plantas, com auxilio de uma régua graduada e a area
foliar foi determinada através do uso do software WinRhizo Pro 2013, acoplado a um scanner
EPSON Expression 11000 equipado com luz adicional (TPU), com definicdo 200dpi. Para
determinacdo da massa seca de parte aérea (MSPA), as amostras foram colocadas em sacos de
papel e transferidas para estufa em estufa a 65°C até peso constante, quando foram retiradas e

pesadas separadamente em balanca de preciséo.

Concentracéo de P e Eficiéncia de uso do P
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Apbs a pesagem, as amostras foram digeridas numa mistura de acido de nitrico-
percldrico e nos extratos minerais foram determinados as concentracfes de P nos tecidos de
parte aérea (CARMO et al., 2000).

O acumulo de P nos tecidos foi obtido pelo resultado do produto entre a concentracao
de P e massa seca de cada 6rgdo da planta (parte aérea ou raiz). Obtidos esses dados,
calculou-se a eficiéncia de uso de P, que foi separada em eficiéncia de absorcéo de P (PUpE):
acumulo de P na planta/massa seca de raiz, conforme Swiader et al. (1994), e a eficiéncia de
utilizagdo do P (PUtE): (massa seca total da planta)?/acimulo de P na planta inteira, conforme
Siddiqi e Glass (1981).

ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias foram
comparadas pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade de erro, com auxilio do programa
estatistico ASSISTAT.

RESULTADOS

As varidveis comprimento radicular (Figura 1A), éarea superficial (Figura 1B),
diametro (Figura 1C) e volume radicular (Figura 1D) apresentaram interacdo entre cultivares
x concentracOes de P. Quando submetidas ao excesso de Fe associado a baixa concentracdo de
P (2,5mg L), ndo houve diferenca significativa entre as cultivares para o comprimento
radicular. Porém, com o aumento na concentracdo de P (25mg L) o comprimento radicular
diferiu entre as cultivares, seguindo a seguinte ordem decrescente: Irga 425> Irga 424>
Br/lrga 409 (Figura 1A). Nesta condicdo, a Irga 425 apresentou maior comprimento radicular,
em relacdo as plantas submetidas a baixa concentragio de P (2,5mg L™Y). Por outro lado, a
cultivar Br/lrga 409 reduziu 58,90 % o comprimento radicular com aumento na concentracéo
de P (25mg L) na solugéo nutritiva.

Na concentragdo de 2,5mg L™ de P as cultivares ndo diferiram entre si quanto a area
superficial (Figura 1B), o diametro (Figura 1C) e o volume radicular (Figura 1D). No entanto,
com aumento na concentracdo de P (25mg L), a cultivar Irga 425 apresentou a maior area
superficial (Figura 1B), didmetro (Figura 1C) e volume radicular (Figura 1D) em relacdo as
outras duas cultivares.

Com aumento na concentracgdo de P (25mg L), a cultivar Irga 425 apresentou valores

superiores de area superficial (Figura 1B), diametro (Figura 1C) e volume radicular (Figura
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1D), quando comparada as plantas submetidas a baixa concentracdo de P (2,5mg L™1). A
cultivar Br/lrga 409 reduziu significativamente a &rea superficial radicular com o aumento na
concentracdo de P na solucgéo nutritiva (Figura 1B).

Independente das concentracGes de P estudadas, as cultivares Fe tolerantes (Irga 424 e
Irga 425) ap0Os a exposicdo ao excesso de Fe apresentaram o mesmo padrdo de respostas
estruturais, como alteragdo no padrdo de divisdo celular, perda do centro quiescente,
acompanhadas de acentuadas reducdes das areas da columela. Além disso, as células do
periciclo sofreram hipertrofia e hiperplasia como inicio do processo de formacdo de raizes
laterais (Figura 2A, 2C). As mesmas alterag0es nas respostas estruturais citadas anteriormente
foram observadas na cultivar sensivel (Br/lrga 409), no entanto, esta cultivar apresentou
columela e coifa bem definida quando comparado as cultivares tolerantes (Figura 2D).

A concentracdo de P na parte aérea (Figura 3A) e a eficiéncia de absorcdo de P
(PUpE) (Figura 3B) apresentaram interacdo entre cultivares x concentracfes de P. As
cultivares Irga 425 e Irga 424 apresentaram maior concentracdo de P na parte aérea, quando
expostas ao excesso a 200mg L™ de Fe associado a 2,5mg L™ de P (Figura 3A). Com aumento
na concentracdo de P na solucdo nutritiva, a cultivar Irga 425 apresentou maior concentragao
de P no tecido de parte aérea. Nesta condicdo, todas as cultivares apresentaram aumento na
concentracdo de P no tecido de parte aérea, quando comparadas as plantas submetidas ao
tratamento com 2,5mg L de P (Figura 3A).

Para a PUpE ndo houve diferenca entre as cultivares quando foram expostas ao
excesso de Fe associado a baixa concentracdo de P. No entanto, 0 aumento na concentracdo
de P na solucdo nutritiva, aumentou a PUpE da cultivar Irga 425, quando comparada as
demais. Nesta condicdo, todas as cultivares aumentaram a PUpE em relacdo as plantas
cultivadas na concentragéo de 2,5mg L de P (Figura 3C)

Ja em relagdo a PUtE houve resposta apenas ao fator concentragdes de P utilizadas na
solugdo nutritiva, com redugdo de 64% na PUtE com o aumento da concentracdo de P na
solucéo nutritiva (Figura 3D).

Independente dos tratamentos com Fe e P, a cultivar Br/lrga 409 apresentou maior
altura em relacdo as outras duas cultivares. As menores médias de area foliar foram obtidas
quando as plantas submetidas a maior concentragdo de P (25mg L) na solugdo nutritiva. No
entanto, independente das concentragdes de P, as cultivares tolerantes (Irga 424 e Irga 425)
apresentaram maior area foliar do que a cultivar sensivel (Br/lrga 409). J& em relacdo a
producdo de MSR, a cultivar Irga 425 apresentou maior alocacdo de biomassa entre as

cultivares avaliadas (Tabela 2).
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DISCUSSAO

A manutencdo de um adequado sistema radicular pode ser a chave para a planta se
adaptar a diferentes situacOes de estresse nutricional (CAI et al., 2011). Para a maioria das
caracteristicas morfométricas das raizes analisadas, observou-se variacdo e plasticidade das
cultivares estudadas em relagdo as condi¢es nutricionais estabelecidas.

No excesso de Fe (200mg L), associado ao aumento na concentragdo de P (25mg L™1)
a cultivar Fe-tolerante (Irga 425) apresentou maior valor de comprimento (Figura 1A), area
superficial (Figura 1B), didametro (Figura 1C) e volume radicular (Figura 1D) do que a
cultivar Fe-sensivel Br/Irga 409, refletindo em maiores concentraces de P no tecido de parte
aérea (Figura 3A). Isto provavelmente, ocorreu pelo fato que o estabelecimento de um maior
volume radicular, melhora a capacidade das raizes para absorver agua e nutrientes minerais
(ABICHEQUER e BOHNEN, 2008).

No presente trabalho, os resultados demonstram que a cultivar Irga 425 apresentou
aumento de 56,92% no didmetro radicular quando submetida ao excesso de Fe, associado a
alta concentragdo de P (25mg L) (Figura 1C). Wu et al. (2014) verificaram que a cultivar Fe-
sensivel (IR29) apresentou menor didmetro de raiz do que a cultivar Fe-tolerante (Pokkali) em
condigdes de excesso Fe. De acordo com estes autores, a cultivar Fe-tolerante apresentou
raizes laterais de didmetro maior, porém mais densas, em relacéo a cultivar Fe-sensivel.

Verificou-se aumento na area superficial radicular da cultivar Br/lrga 409 quando
submetida a baixa concentracdo de P (Figura 1B). Isso indica alteracdo no transporte de
fotoassimilados para o sistema radicular, aumentando a superficie de exposicdo a solucédo
nutritiva, consequentemente ocasionando uma maior absorcao de nutrientes em condi¢cfes de
baixa concentragéo de P.

O maior volume radicular apresentado principalmente pela cultivar Irga 425 (Figura
1D), quando submetida ao excesso de 200mg L™ de Fe e 25mg L™ de P, indica que, de algum
modo, o P estimulou a divisdo celular. A capacidade das plantas de responder adequadamente
ao suprimento de P é de fundamental importancia para adaptacdo ao ambiente adverso.
Lopez-Bucio et al. (2003) estudando plantas de Arabidopsis thaliana cultivadas em baixa
concentragéo de P, verificaram aumentos na expressdo de genes para transportadores de P nas
membranas, associada a altas concentracdes de auxina em seus meristemas. Em contrapartida,
de acordo com os mesmos autores, diferentes mecanismos estdo envolvidos na inducéo de
alterac6es morfoldgicas de raizes relacionadas ao estresse de P e Fe. Pesquisas correlacionam
a absorcdo de P com caracteristicas morfoldgicas de raizes, sugerindo que o P seria percebido
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localmente e agiria como um sinal para o controle do sistema radicular e formacéo de raizes
laterais (N1U et al., 2012; PERET et al., 2011).

Em uma andlise geral, observou-se que, independentemente da classificacdo das
cultivares quanto sensibilidade ao excesso de Fe, todas as plantas sofreram alteracGes
significativas nos tecidos das raizes quando submetidas ao excesso de Fe, principalmente por
afetar a diferenciacdo celular, incluindo a perda de identidade do centro quiescente e dos
meristemas vascular, dérmico e fundamental, levando a interrupcdo de acréscimo de novas
células, refletindo em reducdes no crescimento de maneira geral (Figura 2C, 2D). O centro
quiescente do meristema apical das raizes de arroz é formado por quatro a oito células
mitoticamente inativas que funcionam como organizador de células da raiz (NI et al., 2013).
Adicionalmente, foram observadas alteracbes anatdbmicas como colapso celular,
desorganizacdo do cilindro vascular, alteracdo no padrdo de diferenciacdo, no formato e
volume celular (Figura 2C e 2D). Resultados semelhantes foram observados em espécies
vegetais de restinga (SIQUEIRA-SILVA et al., 2012).

A exigéncia de P para o crescimento 6timo esta na faixa de 0,3-0,5% de matéria seca
vegetal durante a fase vegetativa de crescimento (MARSCHNER, 1995). No presente
trabalho, as concentracdes de P nos tecidos de parte aérea, independente das concentracGes de
P testados na solucdo nutritiva, estavam no intervalo de concentragdo adequado para o
crescimento 6timo. No entanto, quando as cultivares foram submetidas ao excesso de Fe
associada a baixa concentragéo de P (2,5mg L), ocorreu reducdo na concentragéo de P nos
tecidos de parte aérea (Figura 3A).

A eficiéncia de aquisicdo de P depende da capacidade das plantas em absorver e
enraizar, enquanto a eficiéncia de utilizacdo depende da translocacdo do P e da sua conversao
em biomassa (MACHADO e FULANI, 2004). Os resultados mostram que as cultivares de
arroz apresentaram diferentes respostas de PUpE (Figura 3B). O aumento na concentracdo de
P (25mg L1), ocasionou aumento na concentracdo de P no tecido de parte aérea de todas as
cultivares (Figura 3A), resultando em maior PUpE (Figura 3B). As plantas que tém uma
maior eficiéncia de aquisicdo de P por unidade de C gasto para a constru¢do e manutencgéo das
raizes, teriam um melhor desempenho sob condic¢des de baixa concentracdo de P (NIELSEN
et al., 2001), uma vez que expandindo a area de absor¢do aumentaria o volume de solo
explorado pelas raizes (SANES et al., 2013; WANG et al., 2010). Neste contexto, a cultivar
Irga 425 apresentou maior PUpE (Figura 3B) e maiores valores dos pardmetros radiculares
estudados (Figura 1A, 1B, 1C e 1D).
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Adicionalmente, todas as plantas reduziram a PUtE quando submetidas ao excesso de
Fe, associado a alta concentragéo de P (Figura 3C). De acordo com Silveira et al. (2007) em
condicdes de toxicidade por Fe, existe uma limitacdo para a utilizacdo de P a partir da raiz
(apoplasto/simplasto).

Independente das concentracbes de P na solucdo nutritiva, nenhuma cultivar
apresentou diferencas na producdo de MSPA. A cultivar Irga 425, apresentou maior MSR em
relacdo as demais. Da mesma forma, as cultivares Fe-tolerantes (Irga 424 e Irga 425)
apresentaram maiores valores de area foliar, consequentemente apresentam maior area
fotossinteticamente ativa, favorecendo o crescimento e desenvolvimentos das plantas em
condigdes de excesso de Fe (Tabela 2). Os resultados permitem inferir que as cultivares
variaram amplamente o comportamento quando submetidas ao excesso de Fe associado a
concentracdes contrastantes de P, resultando em distintos mecanismos de tolerdncia ao

excesso de Fe.

CONCLUSOES

A cultivar Irga 425 (tolerante) apresentou maior capacidade de utilizacdo do P em
condicBes de excesso de Fe, por meio do aumento das varidveis morfométricas de raizes
analisadas [comprimento, area superficial, didmetro e volume radicular] e maior eficiéncia de

absorcéo de P;

Independente da disponibilidade de P, o excesso de Fe extinguiu a atividade
meristematica das raizes, seguido de diferenciagdo do tecido vascular.
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Tabela 1 — ConcentracOes e disponibilidade de Fe e P na solugédo nutritiva estimadas pelo
software VISUAL MINTEQ

Tratamentos Disponibilidade de Fe na  Disponibilidade de P
+Fe P solucéo nutritiva na solucao nutritiva
---------------- CT0 ) TR —
200 2,5 97 41
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Tabela 2 — Componentes biométricos de crescimento [altura de plantas, area foliar, producéo
de massa seca de parte aérea (MSPA) e massa seca de raiz (MSR)] de cultivares
de arroz (Br/Irga 409, Irga 424 e Irga 425) cultivadas sob excesso de +Fe (200mg
L) combinado com P (2,5mg L) e +P (25mg L) em solugéo nutritiva

Componentes biométricos de crescimento

Tratamentos Altura Area foliar MSPA MSR
--- Fe (200 mg L?) --- (cm) (cm?) (g planta™®) (g planta™®)
P(2,5mg LD 22.38a 21,96a 0,103 a 0,018a
+P (25 mg LY 20,65a 16,70b 0,106 a 0,014 a
Cultivares
Br/lrga 409 25,13 a 14,95b 0,099 a 0,012b
Irga 424 19,56 b 19,56a 0,105a 0,015b
Irga 425 19,77 b 23,48a 0,109 a 0,020 a
CV (%) 14,76 22,91 17,60 2474

Médias seguidas por letras diferentes em cada coluna diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott ao nivel
de 5% de probabilidade do erro.
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Figura 1 — Comprimento radicular (A), area superficial (B), diametro (C) e volume radicular
(D) de trés cultivares de arroz (Br/lrga 409, Irga 424 e Irga 425) cultivadas sob
excesso de +Fe (200mg L) combinado com P (2,5mg L) e +P (25mg L) em
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Figura 2 — Organizagéo celular do sistema radicular de cultivares de arroz (Br/Irga 409 e
Irga 425) quando submetidas a concentragdo de 200mg L de Fe, associado com
2,5mg L de P em solucdo nutritiva

—-————1Irga 425 Br/Irga 409 -—————--

— +Fe (200mgL'yP (2,5 mgL) —

MERISTEMA APICAL

(A, C) Seccdo longitudinal do meristema apical da cultivar Irga 425 quando submetida a concentracdo de Fe
200mg L%, associado com 2,5mg L de P; Seta laranja representa modificacdo do periciclo; Linha tracejada
vermelha representa o limite da columela e o meristema apical; A linha tracejada rosa representa o limite do
estelo; Seta amarela indica as células do centro quiescente; Seta preta indica as células da columela. (B, D)
Seccdo longitudinal do meristema apical da cultivar Br/lrga 409 quando submetida concentragdo de 200mg L
de Fe, associado com 2,5mg L de P; Linha tracejada vermelha representa o limite da columela e o meristema
acima; A linha tracejada rosa representa o limite do estelo; Seta amarela indica as células do centro quiescente;
Seta preta indica as células da columela.
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Figura 3 — Concentracdo de P total (A), Eficiéncia de absorcéo de P [PUpE] (B) e Eficiéncia
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7. MANUSCRITO 4

IMPLICAQ@ES DA NUTRICAO FOSFATADA NO METABOLISMO
FOTOSSINTETICO E ANTIOXIDANTE DE CULTIVARES DE ARROZ SOB
EXCESSO POR FERRO

IMPLICATIONS OF PHOSPHATE NUTRITION ON THE PHOTOSYNTHETIC AND
ANTIOXIDANT METABOLISM OF RICE CULTIVARS CULTIVATED IN EXCESS OF
IRON

RESUMO
O objetivo deste estudo foi investigar através de respostas fotossintéticas e antioxidantes, o

efeito da nutricdo de fosforo (P) como mitigador da toxidez de ferro (Fe) em cultivares de
arroz. Trés cultivares de arroz (Br/lrga 409, Irga 424, Irga 425) foram expostas as
concentragdes de Fe (2 e 200mg L) combinadas com as concentragdes de P (2,5, 15mg L™?)
em solucdo nutritiva, durante 60 dias. O excesso de Fe reduziu a massa seca de raizes e de
parte aérea, resultando em elevados acimulos de Fe nos tecido de parte aérea. Sob esta
condicéo, a Br/lrga 409 e Irga 424 elevaram a atividade da guaiacol peroxidase. Entretanto, o
sistema antioxidante ndo foi eficiente devido a maior peroxidacdo lipidica e taxa de
assimilacdo de CO.. A cultivar Irga 425 demonstrou baixa peroxidacdo lipidica, maior
condutancia estomatica, eficiéncia de carboxilacdo da Rubisco, associada a elevada atividade
superdxido dismutase, refletindo em maior taxa de assimilacdo de CO,. Apesar do excesso de
Fe reduzir o acimulo de P nos tecidos de parte aérea, a adicdo de P atenuou os efeitos
deletérios da toxidez, sendo que a cultivar Irga 425 apresentou maior tolerancia em relacdo as
demais cultivares.

Palavras-chaves: Fotossintese, Sistema antioxidante, Oryza sativa L., Nutricdo mineral.

ABSTRACT

Based on the antioxidant and photosynthetic paramentes, the aim of this study was to
investigate the effect of phosphate nutrition (P) as a mitigator of iron toxicity (Fe) in rice
cultivars. Three rice cultivars (Br/lrga 409, Irga 424, Irga 425) were exposed to two
concentrations of Fe (2 e 200mg L) combined with two concentrations of P (2,5, 15mg L™?)
in nutrient solution, pH 5.6 for 60 days. Fe excess caused higher shoot Fe concentration,
whereas it decreased the dry mass of roots and shoots. The cultivars Br/lrga 409 and Irga 424
increased the activity of guaiacol peroxidase. However, the antioxidant system was not
efficient to avoid the increase in lipid peroxidation, and the decrease in CO; assimilation rate.
The cultivar Irga 425 showed low lipid peroxidation, higher superoxide dismutase activity,
higher stomatal conductance and carboxylation efficiency of Rubisco, which reflected in the
increased CO> assimilation rate. Although the Fe excess reduced the accumulation of P in the
shoots, the addition of P attenuated deleterious effects of the Fe toxicity, and the cultivar Irga
425 presented the higher tolerance, when compared to cultivars Br/Irga 409 and Irga 424.

Key words: Photosynthesis, Antioxidant system, Oryza sativa L., Mineral nutrition.
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INTRODUCAO

Em todos os organismos vivos as interagdes dos metais com 0s compostos organicos
sdo essenciais para manter a homeostase celular (BRIAT et al, 2010). O ferro (Fe) é um
elemento fundamental para a realizacdo de diversos processos bioquimicos e fisioldgicos nos
vegetais (VIGANI, 2013). Na fotossintese, o Fe é um co-fator do complexo citocromo, dos
fotossistemas (PSIl e PSI) (STEWART e BRUDVIG, 1998) e participa da biossintese de
clorofila (YADAVALLI et al.,, 2012). Também ¢é essencial para sintese de DNA
(ribonucledtido redutase), lipideos (lipoxigenase), horménios (&cido 1-aminociclopropano-1
carboxilico (ACC) oxidase) e enzimas antioxidantes (superoxido dismutase) (CURIE et al.,
2009).

Em solos em condicBes aerobicas o Fe é encontrado na sua forma insoltvel Fe®*. Ja
em ambientes anaerdbicos, este elemento é reduzido a Fe?* tornando-se soltvel (PEZESHKI e
DELAUNE, 2012). A toxidez por Fe?* é o distlrbio nutricional de maior ocorréncia em arroz
(Oryza sativa L.), quando cultivado em sistemas alagados (SCHMIDT, 2013).

Devido a forte reatividade, o Fe quando em excesso, atraves da reacdo de Fenton,
promove a formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), especialmente o radical
hidroxil (BRIAT et al. 2010, KOBAYASHI e NISHIZAWA, 2002). Estes radicais séo
altamente tdéxicos e responsaveis pela peroxidacdo de lipideos e proteinas (HELL e
STHEPAN, 2003). Neste contexto, as células vegetais possuem mecanismos enzimaticos que
eliminam ou reduzem os efeitos prejudiciais das EROs, tais como a superdxido dismutase
(SOD), ascorbato peroxidase (APX), catalase (CAT), guaiacol peroxidase (POD), bem como
mecanismos nao enzimaticos, através de compostos como a glutationa (GSH), &cido ascérbico
(ASA), carotenoides e tocoferois (YADAVALLI et al., 2012)

Mudancas na homeostase do Fe também podem influenciar a disponibilidade de outros
elementos (JEONG e GUERINOT, 2009), a exemplo do fésforo (P) (HOWELER, 1973). O P
é essencial para varios processos metabdlicos vitais, uma vez que atua como componente das
membranas vegetais e compostos intermediarios da fotossintese e respiracdo (HUANG et al.,
2008). Na fotossintese, reducdes na disponibilidade de P promovem diminuicdo na
regeneracdo da ribulose-1,5-bisfosfato no Ciclo Calvin, em resposta a reducdo na sintese de
ATP (PIETERS et al., 2001). Estudos demonstram que a concentracdes de Pi citoplasmaticos
sdo essenciais para o adequado funcionamento de enzimas antioxidantes (AHN et al., 2005).
Assim, um adequado suprimento de P pode aumentar a exclusdo de Fe a partir de raizes e

reduzir a absorcdo e translocacdo para a parte aérea da planta (SILVEIRA et al., 2007),


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S000527289800139X
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atenuando os efeitos da toxidez por Fe. Assim, o objetivo deste trabalho foi investigar através
de respostas fotossintéticas e antioxidantes o efeito da nutri¢do de fosforo (P) como mitigador

da toxidez de ferro (Fe) em cultivares de arroz.

MATERIAL E METODOS

CONDICAO EXPERIMENTAL

Trés cultivares de arroz foram cultivadas em condicdes de casa de vegetacdo, em
Santa Maria (29°42°56,44” S e 53°43°12,57”), Estado do Rio Grande do Sul, Brasil, de
setembro de 2015 a dezembro de 2015.

Os materiais vegetais foram selecionados por apresentarem diferentes respostas a
toxidez por Fe, sendo a IRGA 424 e IRGA 425 consideradas tolerantes e a BR/IRGA 409
considerada sensivel. As cultivares tolerantes foram obtidas do banco de germoplasma do
Instituto Rio Grandense de Arroz (IRGA); e a cultivar sensivel, lancada em parceria da
EMBRAPA (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria) com o IRGA (Instituto Rio
Grandense de Arroz).

As sementes inicialmente foram umedecidas em &gua destilada permanecendo a 25°C,
no escuro durante 24 horas em placas de petri. Apés este periodo as sementes pré-germinadas
foram transferidas para caixas revestidas com papel germiteste parcialmente fechadas, sendo
irrigadas com &gua destilada por 7 dias, em cadmaras de crescimento climatizada.

Subsequente a germinacdo, 5 plantulas foram transferidas as unidades experimentais,
constituidas de vasos de 7kg preenchidos com areia. Os vasos receberam irrigacbes com a
solucdo nutritiva até 80% da capacidade de campo. A solucdo nutritiva utilizada foi a de
Yoshida (1976) com pequenas modificacGes, nas quais se testou diferentes concentragdes de
Fe, utilizando como fonte EDTA-FeS0O4.7H20, e diferentes concentracdes de P, utilizando
como fonte NaH2PO4.7H20. A solucgdo nutritiva de Yoshida usada para aclimatar as plantas
até o estagio V4 foi constituida de: 40mg Lt NH4NOs, 2,5mg LtNaH2P04.2H,0, 40mg L
'K,S04, 40mg L*CaCl,, 40mg Lt MgSOs. 7H20, 0,5mg LMnCl..4H,0, 0,06mg L*
(NH4)6.MO7024.4H40, 0,2mg L*H3BO3, 0,01mg L?ZnS047H,0, 0,01mg L CuSOa. 5H0,
2mg L™ EDTA-Fe2S04.7H-0.

Quando as plantas emitiram a quarta folha (\VV4) forneceu-se solucdo até a formacéo de
uma lamina d’agua de aproximadamente 3cm, bem como foram adicionados os tratamentos:
excesso de Fe (200mg L™ Fe), controle de Fe (2mg L?), combinadas com diferentes

concentragdes de P (2,5 e 15mg L1). Obtendo-se as seguintes combinagdes nutricionais: 2,5
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mg L de P e 2mg Lde Fe [Fe/P]; 2,5mg L™ de P e 200mg L de Fe [+Fe/P]; 15mg L de P
e 2mg L? de Fe [Fe/+P], 16mg L™ de P e 200mg L* de Fe [+P/+Fe]. Semanalmente
adicionou-se solucdo para manter o nivel da lamina de &gua, a qual foi mantida até 60 dias
apos plantio. Os tratamentos foram dispostos em esquema fatorial 3x2x2, sendo trés cultivares
(Br/lrga 409, Irga 424 e Irga 425), duas concentracdes de P (2,5 e 15mg L) e duas
concentragdes de Fe, em 4 repeti¢des, com 5 plantas cada repeticao, totalizando 20 plantas por

tratamento.

VARIAVEIS ANALISADAS

MedicOes de trocas gasosas

Aos 60 dias apos o plantio (DAP), foram realizadas medi¢bes de trocas gasosas no
terco médio de folhas totalmente expandidas, com a utilizacdo do medidor portatil Infra Red
Gas Analyzer (IRGA), marca LI-COR, modelo LI-6400 XT, utilizando uma radiagdo
fotossintética de 1500umol m™2 s* e concentragio de CO, de 400umol mol™. Foram
utilizadas duas plantas por repeticdo de cada tratamento e as leituras foram realizadas entre as
8 e 11 horas da manhd. Foram determinadas: a taxa de assimilacdo liquida de CO. (A),

condutancia estomatica (Gs), concentracdo intercelular de CO, (Ci) e eficiéncia de

carboxilacdo da Rubisco (A/Ci). As unidades foram expressas: A (mmol de CO, m-2 s'l), Gs
(mol de H20 m? s1), Ci (umol CO2 mol™) e A/Ci.

Concentragéo de Pigmentos

As concentragcdes de pigmentos (clorofilas e carotenoides) foram determinadas de
acordo com o metodologia de Hiscox e Israelstam (1979) e estimadas de acordo com a
formula de Lichtenthaler (1987). Utilizou-se 0,05g de material fresco para a determinacdo. As
amostras frescas das folhas foram incubadas a 65°C em dimetilsulféxido (DMSQO) até os
pigmentos serem completamente removidos. Para a determinacdo da clorofila a, b e
carotenoides, a absorbancia da solucdo foi medida em 663 e 645 e 470nm, respectivamente,
utilizando um espectrofotdmetro. A concentragdo dos pigmentos foi expressa em mg gt MF

(massa fresca).

Determinacao de perdxido de hidrogénio
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A concentragdo de perdxido de hidrogénio (H202) na parte aérea foi determinada
seguindo a metodologia de Loreto e Velikova (2001), utilizando 0,19 de tecido que foram
homogeneizadas com 2,0mL de 0,1% de acido tricloroacético (TCA). O homogeneizado foi
centrifugado a 10.000g durante 15 minutos a 4°C. A concentracdo de H>O- foi obtida por
absorbancia de reacdo com tampé&o de fosfato de potassio 10mM (pH 7,0) e iodeto de potassio
1M, a 390nm e por comparagdo com uma curva padrdo. A concentracdo de H>O- foi expressa

em pmol g MF.

Determinacéo da Peroxidacao Lipidica (MDA)

A peroxidagdo lipidica foi estimada através dos danos celulares pelo do acumulo de
malondialdeido (MDA) como produto final da peroxidacdo lipidica, pela reacdo com é&cido
tiobarbitarico (TBA) de acordo com El-Moshaty et al. (1993). Foi homogeneizado 0,5g de
amostra em 4,0ml de tampdo fosfato citrato TFK 0,2 M pH 6,5, ap6s as amostras foram
centrifugados em centrifuga refrigerada a 4°C durante 15 min, 20000g. Para a determinagéo
de MDA, aliquotas 1,5 ml da fracdo do sobrenadante foram adicionados a um volume igual de
acido tiobarbiturico (TBA) 0,5% (p/v) e acido tricloroacético (TCA) 20% (p/v) e incubadas
em banho-maria a 95°C por 40 minutos. A reacdo foi paralisada em banho de gelo por
15minutos. Apds centrifugacdo a 10 000 g durante 5 min, foi determinada a absorbancia a
532nm, descontando-se a absorbancia inespecifica a 600 nm. A concentracdo de MDA foi

calculada e os resultados expressos em nM MDA mg* proteina.

Atividade Enzimética

Para determinacdo da atividade enzimética foram utilizadas amostras congeladas
contendo 0.5 g de tecido previamente macerado em nitrogénio liquido. As amostras foram
homogeneizadas utilizando 3 ml de tampdo de fosfato de sodio 0,05 M (PH 7,8) incluindo
EDTA 1 mM e Triton X a 1% (p/v) (ZHU et al., 2004). O sobrenadante foi utilizado para a
avaliacdo da atividade das enzimas superdxido dismutase (SOD) e guaiacol peroxidase
(POD). A atividade de SOD foi determinada de acordo com Giannopolitis e Ries (1977). E a
POD foi determinada de acordo com Zeraik et al. (2008). A atividade das enzimas SOD e

-1 -1 -1
POD foram expressas em U mg proteina e mmol tetraguaiacol.min .mg de proteina,

respectivamente.
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Producéo de biomassa e concentracéo de nutrientes

Ap0s 60 dias as amostras foram separadas em parte aérea e raizes, em seguida foram
colocados em sacos de papel e submetidos a secagem em estufa, com ventilacdo forcada a
75°C, durante 48 horas, para determinacdo da matéria seca de raizes (MSR) e de parte aérea
(MSPA), por meio de pesagem em balanca de precisdo. A producdo de MSPA e MSR foi
expressa em g planta™.

O material vegetal foi seco em estufa por 72 horas a 65 -70°C, moido e submetidas a
digestdo nitrico-perclorica (CARMO et al., 2000) para quantificacdo das concentragdes de
Ferro (Fe) e de Fosforo (P) nos tecidos de parte aérea.

ANALISE DE ESTATISTICA

As diferencas nas concentracdes de MDA, crescimento, concentracdo de clorofila,
concentracdes de nutrientes, trocas gasosas e atividade das enzimas antioxidantes foram
analisados por andlise de variancia e teste de Scott Knott, com um nivel de 5% de
significancia, usando o programa estatistico SISVAR.

RESULTADOS

As variaveis taxa de assimilacdo liquida de CO2 (A) e a taxa de eficiéncia de
carboxilacdo da Rubisco (A/Ci) apresentaram respostas a interacdo entre os fatores cultivares
X concentracBes de Fe x concentracfes de P (Tabela 1). A variavel condutancia estomatica
(Gs) apresentou resposta significativa para o fator isolado de cultivares e concentragdes de Fe.
Ja concentragdo intercelular de CO2 (Ci) apresentou apenas resposta ao fator isolado
concentracdes de Fe (Tabela 2).

Na baixa concentracdo de Fe (2mg L) associada a baixa concentragdo de P (2,5mg L
1y, as cultivares Irga 425 e Br/lrga 409 apresentaram maior A do que a cultivar Irga 424.
Independente da concentracdo de Fe testada, a cultivar Irga 425 apresentou maior A do que a
cultivar Br/Irga 409 com o aumento na concentragdo de P na solugéo nutritiva (Tabela 1).

Comparando a A no tratamento controle de Fe (2mg L) em diferentes concentragoes
de P (2,5 e 15mg L), verifica-se que as cultivares Irga 424 e Irga 425 apresentaram
incrementos no valor da varidvel, quando aumentou a concentragdo de P na solucdo nutritiva

(Tabela 2.). Em contrapartida, no excesso de Fe, associado a alta concentracéo de P, apenas a
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cultivar Irga 425 apresentou acréscimos de 10,93% na A, em relacéo as plantas submetidas ao
excesso de Fe e a baixa concentragédo de P (Tabela 1).

Independente das concentracdes de P na solugdo nutritiva, a cultivar Br/lrga 409 foi a
mais afetada pelo excesso de Fe, uma vez que apresentou reducdo na A, quando comparada as
plantas submetidas aos tratamentos controle. Por outro lado, no excesso de Fe a cultivar Irga
425 foi a Unica que aumentou a A com aumento na concentragdo de P na solucdo nutritiva
(Tabela 1).

Quando expostas a baixa concentracdo de P e Fe na solucdo nutritiva, as cultivares
Irga 425 e Br/lrga 409 apresentaram maior de A/Ci, quando comparadas a cultivar Irga 424.
No entanto, quando submetida ao excesso de Fe associado ao aumento na concentragao de P,
apenas a cultivar Irga 425 apresentou maior A/Ci em relacdo as outras duas cultivares (Tabela
1). No excesso de Fe, associado a baixa concentracdo de P, a cultivar Br/Irga 409, apresentou
reducdo na A/Ci, quando comparada as plantas submetidas ao tratamento controle [Fe/P]. Por
outro lado, nesta condicdo a cultivar Irga 424 apresentou comportamento oposto. A cultivar
Irga 425, no excesso de Fe associado a alta concentracao de P, apresentou aumento de 30,90%
na A/Ci quando comparada as plantas submetidas ao tratamento controle [Fe/+P], fato que
ndo foi observado nas demais cultivares (Tabela 1).

Alteracdes na A e A/Ci (Tabela 1) em condicbes de excesso de Fe foram
acompanhadas por reducfes de 40% na condutancia estomatica e de 11,75% na concentracdo
intercelular de CO2 (Ci). A Gs diferiu entre as cultivares seguindo a seguinte ordem
decrescente: Irga 425> Irga 424> Br/lrga 409 (Tabela 2).

A variavel concentracdo de clorofila a apresentou apenas resposta do fator cultivares.
Ja as concentragdes de clorofila b e total apresentaram resposta do fator concentracdo de Fe.
Para a concentracdo de carotenoides ndo houve diferencga significativa (Tabela 2).

Os resultados demonstram que as cultivares Br/lrga 409 e Irga 425 apresentaram
maiores concentragdes de clorofila a do que a cultivar Irga 424. Independente da concentracao
de P testada na solugéo nutritiva, o excesso de Fe na solucdo nutritiva ocasionou decréscimos
na concentracdo de clorofila b e total. A concentracdo de MDA apresentou somente resposta
do fator cultivares, com menor concentracdo para a cultivar Irga 425 (Tabela 2).

Quanto a concentracdo de peroxido de hidrogénio (H,0,), ocorreu interacao entre 0s

fatores cultivares x concentragdo de P (Figura 1). Quando submetidas a diferentes

concentracOes de P, a cultivar Irga 425 apresentou maior concentracéo de H,O, em relacéo as
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demais cultivares. Por outro lado, com aumento na concentragdo de P, apenas a cultivar
Br/Irga 409 apresentou reducdo na concentragdo de H,O, (Figura 1).

Para as enzimas do sistema antioxidante, superoxido dismutase (SOD) e guaiacol
peroxidase (POD), ocorreu interacdo entre os fatores cultivares x concentracbes de P x
concentragdes de Fe (Tabela 3).

Quando exposta a baixa concentracdo de Fe associada a alta concentracdo de P, a
cultivar Irga 424 apresentou maior atividade da SOD, do que as demais cultivares. Por outro
lado, quando submetida a 200mg L™ de Fe, a cultivar Irga 425 apresentou maior atividade da
SOD em relacédo as outras duas cultivares (Tabela 3).

Comparando a atividade da SOD no tratamento controle de Fe (2mg L) em diferentes
concentragdes de P (2,5 e 15mg L), verifica-se que a cultivar Irga 424 apresentou
incremento na atividade da SOD, com o aumento da concentragdo de P na solucdo nutritiva
(Tabela 3). Em relacdo as plantas submetidas ao excesso de Fe, apenas a cultivar Irga 425
apresentou incremento na atividade da SOD com aumento na concentracdo de P (Tabela 2).

Quando exposta ao excesso de Fe associado a baixa concentracdo de P, a cultivar
Br/lrga 409 apresentou maior valor na atividade da SOD, quando comparada as plantas
submetidas ao tratamento controle [Fe/P]. Por outro lado, aumentando a concentragdo de P em
condicdes de excesso de Fe, a cultivar Irga 425 foi a Unica que apresentou incrementos de
62,37% na atividade da SOD, em relacdo ao tratamento controle [Fe/+P] (Tabela 3).

Com aumento na concentracdo de P, associada ao tratamento controle de Fe, a cultivar
Br/Irga 409 apresentou maior valor na atividade da POD do que as outras duas cultivares. Por
outro lado, quando expostas a 200mg L de Fe, associado a baixa concentragdo de P, a
cultivar Br/lrga 409 seguida da Irga 425 apresentaram maior atividade da POD do que a Irga
424. No entanto, com aumento na concentracdo de P, em condi¢6es de excesso de Fe (200mg
L1), apenas a Irga 425 apresentou reducéo na atividade da POD (Tabela 3).

Considerando a atividade da POD no tratamento controle de Fe (2mg L) em
diferentes concentragdes de P (2,5 e 15mg L), observou-se que a cultivar Br/Irga 409 foi a
unica que aumentou a atividade da POD com aumento na concentracdo de P na solugédo
nutritiva [Fe/+P]. (Tabela 3). Nesta condicdo, a cultivar Irga 424 reduziu a atividade da POD.
Quando comparada as plantas submetidas ao excesso de Fe e baixa concentracdo de P, a
cultivar Irga 424 apresentou incremento na atividade da POD com aumento na concentragdo
de P [+Fe/+P] (Tabela 3).

Quando comparadas ao tratamento controle [P/Fe], as cultivares Br/lrga 409 e Irga

425 apresentaram aumentos significativos na atividade da POD, quando expostas a 200mg L
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de Fe na presenca de baixa concentracdo de P [+Fe/P]. Por outro lado, com o aumento na
concentracédo de P associada ao excesso de Fe, todas as cultivares apresentam incrementos na
atividade da POD (Tabela 3).

Quanto ao acumulo de P no tecido de parte aérea, houve interacdo para os fatores
concentracédo de Fe x cultivares e concentracdo de P x cultivares. Na baixa concentracdo de Fe
(2mg L) as cultivares Br/lrga 409 e Irga 425 apresentaram maiores acumulos de P nos
tecidos de parte aérea do que a Irga 424. Por outro lado, com o excesso de Fe as cultivares ndo
diferiram entre si. Nessa condicdo, ocorreu reducdo no acimulo de P para todas as cultivares
(Tabela 4).

Notavelmente, com aumento na concentracdo de P na solucdo nutritiva, apenas a Irga
425 apresentou aumento no acumulo de P no tecido de parte aérea. Nesta condicdo, essa
cultivar apresentou aumento de 33,83% no acumulo de P no tecido de parte aérea, quando
comparado as plantas submetidas ao tratamento controle P (2,5 mg L) (Tabela 4).

Ja em relacdo a concentragdo de P no tecido de parte aérea houve resposta significativa
aos fatores isolados concentracdes de Fe e concentracBes de P (Tabela 4). No excesso de Fe
observou-se reducdes na concentracdo de P nos tecidos de parte aérea. Por outro lado, com
aumento na concentracdo de P na solucdo nutritiva constatou-se aumento na concentracéo de

P nos tecidos de parte aérea (Tabela 4).

Para o acimulo e concentracdo de Fe nos tecidos de parte aérea, houve respostas ao
fator concentracdo de Fe utilizada na solucdo nutritiva (Tabela 5). No excesso de Fe ocorreu
aumento de 22,41% na concentracdo de Fe nos tecidos de parte aérea, refletindo
consequentemente em aumento da acumulacéo de Fe no tecido de 36,84% (Tabela 5).

Para a variavel producdo de massa seca de parte aérea por planta (MSPA), houve
resposta a interacdo entre cultivares x concentracdo de P e cultivares x concentracdo de Fe
(Figura 2A e 2B). Independente das concentracGes de Fe testadas, as cultivares ndo diferiram
entre si quanto a produgdo de MSPA. No entanto, quando expostas a 200mg L™ de Fe, apenas
a Br/lrga 409 reduziu a produgdo de MSPA (Figura 2A).

Na presenca de baixo P, a cultivar Irga 424 apresentou maior producdo de MSPA do
que as outras duas cultivares. Entretanto, com aumento na concentragéo de P, a Irga 424
apresentou menor producdo de MSPA, resultando em menores valores quando comparadas as
plantas submetidas ao tratamento controle 2,5mg L de P (Figura 2B).

A producdo de massa de seca de raizes por planta (MSR) apresentou interacdo entre
cultivares x concentragfes de Fe x concentraces de P (Tabela 6). Houve diferencas
significativas marcantes entre cultivares quanto a producdo de MSR na condicdo controle de
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Fe (2mg L1). Nessa condic&o, a cultivar Br/Irga 409 e Irga 425 apresentou maior producio de
MSR, quando expostas a baixa concentracdo de P (Tabela 6). Com aumento na concentragao
de P, a cultivar Br/Irga 409 apresentou menor producdo de MSR do que as outras cultivares.
No tratamento controle de Fe (2mg L) combinado com diferentes concentragdes de P
(2,5 e 156mg L), verificou-se que a cultivar Br/Irga 409 apresentou decréscimo de 42,70% na
producdo da MSR, quando se aumentou a concentracdo de P na solucdo nutritiva [Fe/+P]. Ja a
cultivar Irga 424, nesta condicdo, apresentou incrementos de 57,76% na producdo de MSR.
Quando expostas a 200mg L de Fe, independente da concentragdo de P, todas as cultivares

apresentaram reducdes na MSR (Tabela 6).

DISCUSSAO

Com o aumento na concentracdo de P apenas as cultivares Fe-tolerantes apresentaram
aumentos na A (Tabela 1). De acordo com Pandey et al. (2015), a capacidade fotossintética é
frequentemente aumentada sob alta concentragdo de CO e com adequado fornecimento de P,
possivelmente através da modulacdo de algumas envolvidas na fixacdo de carbono, como
ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase (Rubisco).

No presente trabalho, em condi¢des de toxidez por Fe, as alteracbes na A (Tabela 1),
foram acompanhadas por reducgdes acentuadas no Gs e Ci de todas as cultivares estudadas
(Tabela 2). E notavel que em condicBes de toxidez por Fe a cultivar Br/Irga 409 apresentou
maior decréscimo na Gs (Tabela 2) em relacdo as demais cultivares, refletindo em maiores
limitacOes da A (Tabela 1) e, consequentemente, diminuigdes na producdo de MSPA (Figura
2A). Pinto et al. (2016) relataram que a cultivar Br/Irga 409 apresentou decréscimos na A aos
trés dias ap0s a exposicao ao excesso de Fe.

O fechamento estomético pode causar indiretamente a diminuicdo no transporte de
elétrons na fase fotoquimica, consequentemente favorecendo a fotoinibicdo e o stress
oxidativo (PEREIRA et al., 2014). O &cido abscissico (ABA) desempenha funcao essencial na
regulacdo estomatica (SCHROEDER et al., 2001). Majerus et al. (2009) verificaram que 0
stress por excesso de Fe induziu o decréscimo no potencial hidrico da folha e ocasionou
reducdes na Gs. No entanto, quando utilizaram flurione, um inibidor da sintese de &cido
abscissico (ABA), ocorreu um aumento visivel no Gs. Zhang et al. (2001) sugerem que 0
H>0O> atua como um intermediario comum na sinalizacdo do fechamento dos estdmatos, uma
vez que através da adicdo exdgena de catalase (CAT) e difenileno iodonio (DPI), que séo

eliminadores de H20., houve inibigdo do fechamento estomatico. Desta forma, o acido
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abcissico (ABA) pode estar envolvido na limitacdo estomatica da fotossintese como parte de
uma resposta celular ao excesso por Fe e ao stress oxidativo (PEREIRA et al., 2014).

Em resposta ao aumento na concentracdo de Fe na solucdo nutritiva, verificou-se
reducdo na concentracdo de clorofila total (Tabela 2), a qual pode refletir negativamente no
adequado funcionamento da cadeia transportadora de elétrons. Resultados semelhantes foram
relatados por Mehraban et al. (2008). A menor concentragéo de clorofila (Tabela 2) associada
com a menor A (Tabela 1), pode resultar em um desequilibrio na dissipacdo do excesso da
energia dos fétons (XU et al. 2007). Adicionalmente, o Fe quando em grande disponibilidade
na célula pode favorecer a formagcdo EROs (DIVOL et al., 2013) por meio de reacGes de
Fenton. De acordo com Pinto et al. (2016), a formacdo de EROs consiste na maior
sensibilidade ao excesso de Fe por cultivares de arroz.

As EROs podem atuar como moléculas sinalizadoras e desencadear uma série de
respostas celulares (MITTLER et al., 2004). No entanto, se a concentracdo de EROs exceder a
capacidade de detoxificacdo dos tecidos vegetais, causam danos aos lipidios das membranas,
as proteinas e aos pigmentos, podendo resultar em morte das células (SHARMA et al., 2012).

As EROs incluem principalmente o peréxido de hidrogénio (H202), o oxigénio
singleto (*02), o anion superéxido (O%) e o radical hidroxil (OH-) (BHATTACHARYA,
2015). No presente estudo, verificou-se que as cultivares Fe-tolerantes apresentaram
aumentos na concentracdo de H202 em relacdo a cultivar Fe-sensivel (Figura 1). Entretanto, a
cultivar Br/lrga 409 reduziu a concentracdo de H2O> quando submetida a alta concentragéo de
P (Figura 1).

As células vegetais possuem mecanismos enzimaticos que eliminam ou reduzem os
efeitos prejudiciais das EROs, a exemplo da superoxido dismutase (SOD) e da guaiacol
peroxidase (POD) (YADAYV e NIGAM, 2015). Baseada no metal co-fator utilizado pela SOD,
esta é classificada em 3 grupos: SOD Ferro (Fe-SOD), SOD-Manganés (Mn-SOD) e SOD
Cobre-Zinco (Cu-Zn SOD), correspondendo a isoformas localizadas em diferentes
compartimentos. As isoformas de Fe-SOD estéo localizados nos cloroplastos, as isoformas de
Mn-SOD na mitocdndria e peroxissomos e as isoformas de Cu-Zn SOD no cloroplastos,
citosol e espacgo extracelular (ALSCHER et al., 2002). A SOD é considerada a primeira linha
de defesa contra as EROs e catalisam a dismutacdo de dois radicais superdxido, gerando H20>
e O, (CHANG-QUAN e RUI-CHANG, 2008), consequentemente participando da modulagéo
do nivel de H20x.

Independente da concentragdo de Fe e com aumento no fornecimento de P na solucao

nutritiva, a cultivar Irga 425 apresentou maior acumulo de P no tecido de parte aérea do que
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as outras cultivares (Tabela 4). Além disso, a cultivar apresentou maior atividade da SOD
(Tabela 3), menor concentragdo de MDA, maior concentracdo de clorofila a (Tabela 2), e
maior MSPA (Figura 2).

Quanto a POD, esta proteina catalisa a reacdo de conversdo de H.O, em H.O
(BARBOSA et al., 2014). Especialmente a cultivar Irga 424, em condicGes de toxidez por Fe
e alto P [+P/+Fe], apresentou aumento de 74% na atividade da POD, em relacdo aquelas
plantas tratadas em baixo P e alto Fe [P/+Fe] (Tabela 3). No geral, apesar das cultivares
Br/lrga 409 e Irga 424 terem apresentado elevacdo da atividade da POD (Tabela 3) em
condigdes de toxidez por Fe, as respostas ndo foram eficientes para diminuir os danos
oxidativos, tanto que resultou em maior peroxidacdo lipidica (Tabela 2). He et al. (2008)
destacaram que a atividade da SOD (superéxido dismutase) das células tratadas com Fe?* foi
mais elevada. Bode et al. (1995) destacam que existe uma ligacdo entre a tolerancia ao Fe e a
atividade SOD e POD. De acordo com Becker e Asch (2005), as atividades das enzimas SOD-
POD séo em grande parte responsaveis pela prevencdo do estresse oxidativo em folhas de
arroz.

As cultivares Fe-tolerantes na presenca de alta concentracdo de P, em condicGes de
excesso de Fe, apresentaram aumentos na atividade da SOD e POD (Tabela 3). Xiao et al.
(2010) estudando a atividade de enzimas antioxidantes em Pilea sinofasciata quando
submetidas a diferentes concentrac6es de P no solo, verificaram que sob alta concentracéo de
P ocorreu maiores atividades das enzimas SOD e POD, assim como verificaram menores
concentracdes de malondialdeido. Yadav et al. (2010) analisando a influéncia de diferentes
concentragbes de P em arroz, observaram que em 80kg P.Os hal ocorreu aumento na
producdo de matéria seca da parte aérea e na atividade da SOD nas plantas.

Ja em relacdo ao acumulo de P nos tecidos da parte aérea (Tabela 4), todas as
cultivares de arroz apresentaram reducgdes quando submetidas ao excesso de Fe, refletindo em
reducdes acentuadas na MSPA (Figura 2) e MSR (Tabela 6). Em geral, o excesso de Fe
(200mg L) na solucdo nutritiva ocasionou aumentos significativos na concentragio de Fe
nos tecidos de parte aérea (Tabela 5). No entanto, os resultados sugerem que a adicdo de P
atenua os efeitos deletérios da toxidez de Fe por meio da acdo sistema de enzimas

antioxidante. Sendo que tais respostas variam de acordo com as cultivares estudadas.
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CONCLUSOES

Todas as cultivares apresentaram algum grau de sensibilidade ao excesso de Fe, que
causou comprometimento da taxa de assimilacdo liquida de CO2, condutancia estomatica,
reducdes nas concentracdes de clorofila, os quais refletiram em redug6es no crescimento;

A cultivar Br/lrga 409 apresentou maior sensibilidade a toxidez por Fe em relacéo a
taxa taxa de assimilagdo liquida de COo;

As cultivares Irga 425 e Irga 424 apresentaram maior capacidade de utilizacdo do P
por meio de incrementos na atividade fotossintética e atividade enzimatica (superdxido
dismutase e guaiacol peroxidase).

O excesso de Fe reduziu significativamente o acimulo de P de parte aérea de todas as

cultivares.
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Tabela 1 —Taxa de assimilacdo de CO, (A) e taxa de eficiéncia de carboxilagédo da Rubisco
(AJCi) de trés cultivares de arroz (Br/lrga 409, Irga 424 e Irga 425) cultivadas em
diferentes concentragdes de Fe (2, 200mg L) e de P (2,5 e 15mg L) na solugdo

nutritiva
Fe (2mg L?) +Fe (200mg L)
P(25mgL?)  +P(15mgL™) P (2,5mg LY) +P (15mg LY)
A (mmol de CO, m™2 s’l)
Br/lrga 409 17,14 Aao 16,24 Bao 12,55 Aap 13,04 Bap
Irga 424 12,34 Bba 1750 Aaa 14,11 Aaa 13,89 Bap
Irga 425 15,51 Aba 18,74 Aap 14,43 Aba 21,04 Aao
A/Ci
Br/lrga 409 0,050 Aaa 0,050 Aaa 0,046 Aaf 0,046 Baa
Irga 424 0,037 Bap 0,051 Aaa 0,061 Aaa 0,049 Baa
Irga 425 0,052 Aao 0,055 Aaf 0,059 Aaa 0,072 Aaa

Médias seguidas por letras diferentes diferem significativamente pelo teste Scott Knott a 5% de probabilidade do
erro. Letra mailscula compara cultivares entre si em um mesmo tratamento (P/Fe, +P/Fe, P/+Fe, +P/+Fe).
Letra minUscula compara a mesma cultivar nos tratamentos de P na mesma concentracdo de Fe (P/Fe, +P/Fe;
P/+Fe, +P/+Fe). Letra grega compara a mesma cultivares em diferentes concentracbes de Fe na mesma
concentracdo de P (P/Fe, P/+Fe; +P/Fe, +P/+Fe).
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Tabela 2 — Condutancia estomaética (Gs), concentracdo intercelular de CO2 (Ci), peroxidagdo
lipidica (MDA), concentracdo de clorofila a (Chl a), clorofila b (Chl b), clorofila
total (Chl total) e carotenoides (Carot.) em folhas de trés cultivares de arroz
(Br/Irga 409, Irga 424 e Irga 425) cultivadas em diferentes concentragdes de Fe
(2,200mg L) ede P (2,5 e 15mg L) na solugéo nutritiva

Gs Ci MDA Chla Chlb  Chltotal Carot
molde  pmol CO2; nM de MDA Mg gt MF.....ccouevnee.
HOm?s mol? g proteina
1

Fe (mg LY)
2 0,52 a 322,33 a 0,56 o 1,1I8a 2,94 a 4120 1,26 a
200 0,32 B 284,43 B 0,540 117 0,74 191 043a
Cultivares
Br/lrga 409 0,35B 297,36 A 0,57 A 123A 0,78A 327A 0,45A
Irga 424 0,39B 304,36 A 0,58 A 1,06 B 068A 289A 041A
Irga 425 051 A 308,44 A 0,50B 1.25A 0, 73A 332A 042A

Médias seguidas por letras diferentes diferem significativamente a 5% pelo teste Scott Knott. Letras maidsculas
compara cultivares entre si. Letra grega compara a mesma cultivar em diferentes concentragdes de Fe (2, 200mg

LY.
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Tabela 3 — Atividade enzimatica da superdxido dismutase (SOD) e guaiacol peroxidase
(POD) de trés cultivares de arroz (Br/Irga 409, Irga 424 e Irga 425) cultivadas
em diferentes concentragBes de Fe (2, 200mg L™?) e de P (2,5 e 15mg L?) na
solucgéo nutritiva

Fe (2mg L?) +Fe (200mg LY)
P(25mgL?') +P (15mgL™) P (2,5mgLY) +P (15mg L)
SOD (Umg‘1 proteina)
Br/lrga 9,44 Aap 11,90 Bao 18,41 Aaa. 15,18 Baa
Irga424 14,90 Aba 23,31 Aaa 13,23 Aaa 13,33 Baa
Irga 425 10,01 Aaa, 14,11 Bap 16,16 Aba, 42,95 Aao,
POD (mmol tetraguaiacol. min~ 1.mg‘1 de proteina)
Br/Irga 1,93 AbB 3,90 Aap 4,98 Aaa. 5,98 Aaa
Irga 424 2,21 Aaa 0,77 Bbp 1,40 Cha 5,54 Aaa
Irga 425 1,80 Aap 0,93 Bap 3,27 Baa 3,59 Baa

Médias seguidas por letras diferentes diferem significativamente pelo teste Scott Knott a 5% de probabilidade do
erro. Letra mailscula compara cultivares entre si em um mesmo tratamento (P/Fe, +P/Fe, P/+Fe, +P/+Fe).
Letra mindscula compara a mesma cultivar nos tratamentos de P na mesma concentracdo de Fe (P/Fe, +P/Fe;
P/+Fe, +P/+Fe). Letra grega compara a mesma cultivares em diferentes concentracBes de Fe na mesma
concentragdo de P (P/Fe, P/+Fe; +P/Fe, +P/+Fe).
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Tabela 4 — Acumulacdo e concentracdo de P nos tecidos de parte aérea de trés cultivares de
arroz (Br/lrga 409, Irga 424 e Irga 425) cultivadas em diferentes concentracgdes de
Fe (2,200mg L) e de P (2,5 e 15mg L) na solugéo nutritiva

Cultivares Fe(2mgL?)  +Fe (200mg L) Fe (2mgL?)  +Fe (200mg L™?)
Acumulagéo de P (g planta ) Concentragéo de P (mg kg™)
Br/lrga 409 4,09 Aa 2,01 AB 3024,74 2281,66
Irga 424 3,00 Ba 2,33 AB 3285,46 2427,54
Irga 425 431 Aa 2,23 AB 4067,67 2472,01
Med!' 3,80 2,19 3459,29 a 2393,73 B
P (2,6mg L?) +P (156mg L?) P(@25mgL?)  +P(15mgL™?)
Br/lrga 409 3,16 Aa 2,94 Ba 2663,35 2643,06
Irga 424 2,81 Aa 2,53 Ba 3139,11 2618,35
Irga 425 2,74 Ab 3,79 Aa 3536,78 2958,43
Med" 2,90 3,08 2739,95 b 3113,08 a

Médias seguidas por letras diferentes diferem significativamente pelo teste Scott Knott a 5% de probabilidade do
erro. Letras mailsculas compara cultivares entre si em um mesmo tratamento. Letra grega compara a mesma
cultivar em diferentes concentrages de Fe (2, 200mg L?). Letra mindscula compara a mesma cultivar em
diferentes concentragdes de P (2,5 e 15mg L). Med' compara nas concentragdes de Fe (2mg L't e 200mg L7).
Med" compara nas concentrag@es de P (2,5mg L'*e 15mg L%).
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Tabela 5 — Acumulagdo e concentracdo de Fe nos tecidos de parte aérea de trés cultivares de
arroz (Br/lrga 409, Irga 424 e Irga 425) cultivadas em diferentes concentragdes de
Fe (2,200mg L) e de P (2,5 e 15mg L1) na solugo nutritiva

Cultivares Fe (2mgL?)  +Fe (200mg L™) Fe (2mgL?')  +Fe (200mg L™)
Acumulacio de Fe (g planta 1) Concentracéo de Fe (mg kg™t)
Br/lrga 409 2,00 2,05 146,08 258,51
Irga 424 1,48 2,44 150,50 266,64
Irga 425 1,96 2,45 203,04 265,98
Med' 1,81 B 231 a 166,54 B 263,73 a
P(@25mgL?)  +P(15mgL™?) P (2,5mg L?) +P (156mg L?)
Br/lrga 409 2,35 1,70 212,79 193,80
Irga 424 2,14 1,78 199,94 217,20
Irga 425 2,16 2,26 230,12 238,90
Med" 2,22 a 191a 213,61 a 216,63 a

Médias seguidas por letras diferentes diferem significativamente pelo teste Scott Knott a 5% de probabilidade do
erro. Letra grega compara a mesma cultivar em diferentes concentragdes de Fe (2, 200mg L1). Letra minUscula
compara a mesma cultivar em diferentes concentracdes de P (2,5 e 15mg L™). Med' compara nas concentracdes
de Fe (2mg L'*e 200mg L ). Med" compara nas concentragdes de P (2,5mg L™e 15mg L1).
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Tabela 6 — Massa seca de raiz (MSR) de trés cultivares de arroz (Br/Irga 409, Irga 424 e
Irga 425) cultivadas em diferentes concentragdes de Fe (2, 200mg L) edeP (2,5¢
15mg L) na solugdo nutritiva

Fe (2mg L ™) +Fe (200mg L)
P@25mgL?)  +P(156mgL™) P (2,5mg LY +P (15mgL™?)
1
MSR (g planta )
Br/lrga 409 2,18 Aaa 1,25 Bba 0,25 Aaf 0,19 Aap
Irga 424 1,21 Bba 1,90 Aaa 0,21 Aap 0,21 Aap
Irga 425 2,15 Aaa 1,80 Aaa 0,21 AaB 0,21 Aap

Médias seguidas por letras diferentes diferem significativamente pelo teste Scott Knott a 5% de probabilidade do
erro. Letra mailscula compara cultivares entre si em um mesmo tratamento (P/Fe, +P/Fe, P/+Fe, +P/+Fe).
Letra minUscula compara a mesma cultivar nos tratamentos de P na mesma concentracdo de Fe (P/Fe, +P/Fe;
P/+Fe, +P/+Fe). Letra grega compara a mesma cultivar em diferentes concentracbes de Fe na mesma
concentragdo de P (P/Fe, P/+Fe; +P/Fe, +P/+Feg).
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Figura 1 — Mudancas na concentragdo de peréxido de hidrogénio em folhas de trés cultivares
de arroz cultivadas em diferentes concentraces de Fe (2, 200mg L) edeP (2,5¢
15mg L) em solugéo nutritiva

10
1 Br/lrga 409
8 A [ Irga 424
BN Irga 425
o
~ = 67
Ao Aa
T g4 Ba Aa  Aa
= Ba -
= T B0
2 A T
0 r r
PE5mgLt 1
(25mgL™~) +P (15mgL™)

*Médias seguidas por letras diferentes diferem significativamente pelo teste Scott Knott a 5% de probabilidade
do erro. Letra mailscula compara cultivares entre si em um mesmo tratamento. Letra mindscula compara a
mesma cultivar em diferentes concentracdes de P (2,5 e 15mg L),
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Figura 2 — Massa seca de parte aérea (MSPA) de trés cultivares de arroz em diferentes
concentragdes de Fe (2, 200mg L) e de P (2,5 e 15mg L) em solugdo nutritiva

MSPA (g planta'l)

2,5 2,5
[ Br/lrga 409 A [ Br/lrga 409 (B)
[ Irga 424 [ Irga 424
2,0 B Irga 425 2,0 A1 B Irga 425
\—lA A
A ' a
15 - Aq T Aa A £15 -
% An ; Ba%
A J
1,0 1 B < 1,0
(2]
b
0,5 0,5 1
0,0 T 0,0 T T
P@25mgL™") +P(15 mgL™)

FemgL™Y) +Fe (200 mgL™Y)

*Médias seguidas por letras diferentes diferem significativamente pelo teste Scott Knott a 5% de probabilidade
do erro. Letra mailscula compara cultivares entre si em um mesmo tratamento. Letra grega compara a mesma
cultivar em diferentes concentracdes de Fe (2 e 200mg L?). Letra mintscula compara a mesma cultivar nos

tratamentos de P (2,5 e 15mg L™?)
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8. DISCUSSAO GERAL

O presente trabalho se propds a caracterizar os aspectos bioquimicos, fisiologicos e
morfomeétricos de cultivares de arroz (Oryza sativa L.) submetidas ao excesso de Fe e analisar
as diferentes concentragdes de P como possivel fator mitigador da toxicidade.

O Fe é um micronutriente importante para as plantas. No entanto, devido a dindmica
do Fe no solo, este representa dois grandes problemas: de um lado, tem-se a deficiéncia como
consequéncia de problemas de solubilidade em ambientes aerobicos; e, de outro, a toxicidade,
devido ao excesso de solubilidade em condic6es anaerdbicas (SANTOS, 2006).

A toxidez por Fe é uma desordem nutricional associada a excessiva absor¢do do
mesmo pela planta (toxidez direta) ou a deficiéncia generalizada de outros nutrientes (toxidez
indireta) (SOUSA, 2004; STEIN, 2009). O excesso de Fe pode causar desbalancos
nutricionais nas plantas, induzindo & deficiéncia de alguns nutrientes, tais como fésforo,
calcio, potéassio, magnésio e zinco. No entanto, os niveis criticos de toxicidade de Fe em
plantas dependem da espécie vegetal (DOBERMANN e FAIRHURST, 2000).

Em geral, no presente trabalho, a adi¢do de Fe (200mg L) na solugdo nutritiva
ocasionou aumentos significativos na concentracdo de Fe nos tecidos de parte aérea
(Manuscrito 2 e 4). O excesso de Fe associado ao aumento na concentra¢do de P na solucéo
nutritiva reduziu a concentracdo de manganés na parte aérea e de raiz. Por outro lado,
aumentou a eficiéncia de absorcdo de P (Manuscritos 2 e 3).

Os principais sintomas de toxidez por Fe em arroz séo inicialmente evidenciados nas
raizes, as quais tendem a paralisar seu crescimento em extensdo e aumentar em diametro. De
maneira geral, independente das concentracGes de P, 0 excesso de Fe alterou a organizacao do
centro quiescente, reduziu o nimero de células do meristema apical (Manuscrito 3), o que
refletiu em reducdes na producdo de massa seca de raiz (Manuscrito 4).

A maior concentracdo de P em condicOes de excesso de Fe, ocasionou maior acumulo
de P nos tecidos de parte aérea. A cultivar Irga 425 (Fe- tolerante) apresentou maior eficiéncia
de absorc¢do de P do que a cultivar Br/lrga 409 (sensivel) (Manuscritos 2 e 4), cujas respostas
se refletiram nos parametros fotossintéticos (Manuscrito 4).

O Fe livre potencializa a geracdo de EROs via reacOes de Fenton e de Haber-Weiss,
que podem causar danos irreversiveis aos lipidios e proteinas. Neste contexto, verificou-se
alta concentracdo de H2O., principalmente das cultivares Fe-tolerantes (Manuscrito 4), sendo
que a cultivar Br/lrga 409 apresentou baixa peroxidacdo lipidica, com aumento na
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concentracdo de P em condicdes de excesso de Fe, indicando que o uso de P tem efeito sobre
a diminuicdo de danos a membrana (peroxidacdo lipidica).

Um outro aspecto importante é que o0 aumento na concentracdo de P, em condicdes de
excesso de Fe, promoveu aumento na atividade da superdxido dismutase da cultivar Irga 425
e, consequentemente, ocasionando baixa peroxidacao lipidica, maior atividade fotossintética e
incrementos na producdo de massa seca de parte aérea. Enquanto, as cultivares Br/lrga 409 e
Irga 424, com aumento na concentracdo de P em condi¢bes de excesso de Fe, ndo
apresentaram aumento na atividade da superdxido dismutase. As respostas obtidas por estas
cultivares ndo foram eficientes para reduzir os danos oxidativos, tanto que resultaram em
maior peroxidacéo lipidica (Manuscrito 4).

Ante ao exposto, embora as cultivares sejam classificadas quanto a tolerancia e
susceptibilidade a toxidez por Fe, no presente estudo, independente da classificacdo, todas as
plantas foram afetadas pelo aumento na concentracdo de Fe na solucdo nutritiva. No entanto,
as cultivares tolerantes foram eficientes em utilizar o P em condigdes de toxidez por Fe
guando comparadas a cultivar sensivel. Neste sentido, a escolha das cultivares validou o
estudo, demonstrando que as mesmas apresentaram distintos mecanismos de uso de P em
condigdes de toxidez de Fe. Nessa perspectiva, esses dados contribuem com informacoes
visando a escolha de cultivares para a gestdo de praticas agricolas em ambientes com

problemas de toxicidade por Fe.

9. CONCLUSOES GERAIS

-O excesso de Fe reduziu o numero de células do meristema apical das raizes,
refletindo em reducdes na producdo de massa de raiz de todas as cultivares;

- A cultivar Fe-tolerante (Irga 425) apresentou maior concentracdo de P no tecido de
parte aérea em todos os experimentos, acompanhado de maior eficiéncia de absor¢édo de P, 0
que refletiu em incrementos na atividade fotossintética e atividade da superoxido dismutase;

- As cultivares Irga 424 e cultivar Irga 425 apresentaram maior concentragdo cobre em
condigdes de toxicidade por Fe, favorecendo o adequado crescimento em condi¢Oes de
excesso de Fe.

- No inicio do periodo vegetativo (15 dias) nenhuma cultivar estudada apresentou
reducdes na concentragdo de clorofilas e carotenoides; porém no final do periodo vegetativo
(60 dias) ocorreu comprometimento nos parametros fotossintéticos, os quais refletiram em

drésticas redugdes no crescimento;
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- O aumento na concentragdo de P na solugdo nutritiva reduziu a concentracdo de Fe
nos tecidos de parte aérea de raizes de todas as cultivare, bem como foi significativamente
importante para mitigar a peroxidacdo lipidica, evidenciando sua importancia como fator

minimizador da toxidez de Fe em plantas de arroz.
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