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RESUMO

INTERACAO ENTRE A DEFICIENCIA DE FERRO E TOXIDEZ POR ALUMINIO
EM Oryza rufipogon E Oryza sativa

AUTOR: Jover da Silva Alves
ORIENTADORA: Luciane Almeri Tabaldi

O arroz é um dos cereais mais cultivados e consumidos ao redor do mundo, sendo alimento
base para mais da metade da populagdo mundial. Em funcdo de sua ampla distribuicdo de
cultivo, a cultura do arroz é exposta as mais diversas condi¢fes climaticas e ambientais e,
consequentemente, varios estresses abidticos. Entre 0s estresses 0s quais 0 arroz é exposto esta
a deficiéncia de ferro (Fe) e a toxidez por aluminio (Al), dois grandes problemas da agricultura
mundial. Nesse contexto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a resposta da espécie
selvagem de arroz Oryza rufipogon e da espécie cultivada Oryza sativa cultivar IRGA 429
submetidos a deficiéncia de Fe e toxidez de Al quanto a variaveis fisioldgicas, bioquimicas e
expressdo de genes ligados a deficiéncia de ferro e toxidez de aluminio. Os experimentos foram
desenvolvidos no Laboratério de Fisiologia de Plantas de Interesse Agrobiologico da
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), em Santa Maria (RS). Plantas de arroz foram
crescidas sob sistema hidrop6nico em sala de crescimento com temperatura e fotoperiodo
controlados e submetidas aos tratamentos controle, toxidez de Al (150uM e 300uM de Al),
deficiéncia de Fe (auséncia de Fe) e toxidez de Al e deficiéncia de Fe combinados. Apds a
exposicdo aos diferentes tratamentos, foi realizada a coleta de amostras e analise das variaveis
fisiologicas (biomassa fresca e seca, altura de plantas, variaveis morfoldgicas do sistema
radicular, area foliar e namero de folhas), bioquimicas (enzimas antioxidantes, conteido de
peréxido de hidrogénio e pigmentos fotossintéticos) e moleculares (expressdao dos genes
OslIRT1, OsYSL15, OsIRO2 por RT-gPCR). Foram observadas alteracGes esperadas em plantas
das duas espécies submetidas a Al. Plantas sob deficiéncia de Fe apresentaram clorose das
folhas mais jovens, como esperado. No entanto, a clorose foi revertida a niveis similares ao de
plantas cultivadas sob condicéo controle tanto para O. rufipogon quanto O. sativa quando estas
foram cultivadas sob deficiéncia de Fe e excesso de Al combinados. Também foi observado
que os transportadores induzidos por deficiéncia de Fe, OsIRT1 e OsYSL15, tiveram sua
expressdo em raizes suprimida pela presenca de Al. O fator de transcricdo que regula as
respostas de deficiéncia de Fe, OsIRO2, no entanto, foi induzido por deficiéncia de Fe
isoladamente em ambas as espécies, e ndo foi suprimido no tratamento combinado, indicando
que o efeito de reversdo do sintoma de deficiéncia de Fe dependente de Al atua em uma etapa
posterior a inducdo de OsIRO2. Especula-se, portanto, que algum fator induzido por Al inibe
0s transportadores que estdo abaixo na cascata de resposta a deficiéncia de Fe. Os resultados
aqui obtidos sugerem pela primeira vez um mecanismo para efeitos benéficos do Al em plantas
de arroz.

Palavras-chave: Arroz, Nutricdo de Plantas, Ferro, Aluminio, Transportadores.



ABSTRACT

INTERACTION BETWEEN IRON DEFICIENCY AND ALUMINUM TOXICITY IN
Oryza rufipogon AND Oryza sativa

AUTHOR: Jover da Silva Alves
ADVISIOR: Luciane Almeri Tabaldi

Rice is one of the most widely grown and consumed cereals in the world and is the staple food
for more than half of the world's population. Due to its wide distribution of cultivation, rice
cultivation is exposed to the most diverse climatic and environmental conditions and,
consequently, to various abiotic stresses. Among the stresses to which rice is exposed is iron
deficiency (Fe) and aluminum toxicity (Al), two major problems in world agriculture. In this
context, the objective of the present work was to evaluate the response of wild rice species
Oryza rufipogon and cultivated species Oryza sativa cultivar IRGA 429 submitted to Fe
deficiency and Al toxicity regarding physiological and biochemical variables, and gene
expression under Fe deficiency and Al toxicity. The experiments were carried out at the Plant
Physiology Laboratory of Agrobiological Interest of the Federal University of Santa Maria
(UFSM), in Santa Maria (RS). Rice plants were grown under hydroponic system in growth
room with controlled temperature and photoperiod and submitted to nutrient solution containing
the treatments: control solution, Al toxicity (150puM and 300uM Al), Fe deficiency (absence of
Fe) and Al toxicity allied to Fe deficiency. After exposure to the different treatments,
physiological (fresh and dry biomass, plant height, root system morphological parameters, leaf
area and leaf number) biochemical (antioxidants enzymes, hydrogen peroxide content and
photosynthetic pigments) and molecular variables (expression of OsIRT1, OsYSL15, OsIRO2
genes by RT-gPCR) were collected and analyzed. Expected changes were observed in plants of
the two species submitted to Al. Plants under Fe deficiency showed younger leaf chlorosis, as
expected. However, chlorosis was reverted to levels similar to plants grown under control
conditions for both O. rufipogon and O. sativa when they were grown under combined Fe
deficiency and Al excess. It was also observed that Fe deficiency-induced transporters, OsIRT1
and OsYSL15, had their root expression suppressed by the presence of Al. The transcription
factor that regulates Fe deficiency responses, OsIRO2, however, was induced by Fe deficiency
alone in both species, and was not suppressed in the combined treatment, indicating that the
reversal effect of Al-dependent Fe deficiency symptom acts at a later stage than OsIRO2
induction. It is speculated, therefore, that some Al-induced factor inhibits carriers below the Fe
deficiency response cascade. The results obtained here suggest for the first time a mechanism
for beneficial effects of Al on rice plants.

Keywords: Rice, Plants Nutrition, Iron, Aluminium, Transporter.
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1. INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.) € um dos cereais mais importantes e cultivados no mundo,
sendo um dos principais fornecedores de calorias para a populagdo humana. Em virtude da
cultura do arroz compor a base da piramide alimentar, o cereal deve ser consumido em maior
quantidade. Portanto, é considerado um dos alimentos com maior potencial para o combate a
fome no mundo (EMBRAPA, 2002).

No Brasil, a safra de 2018/2019 produziu 12 milhdes de toneladas (CONAB, 2019), o
que torna o pais o maior produtor fora do continente asiatico (FAO, 2013), ocupando uma
posicdo de destaque na perspectiva socioecondmica em relacdo as demais culturas anualmente
cultivadas (SOSBAI, 2014). O arroz é cultivado em todo o territorio brasileiro, no entanto, a
regido Sul se destaca das demais regides em termos de produtividade, onde o Rio Grande do
Sul (RS) cultivou uma area de aproximadamente 984.081 ha, com uma producao de 8.474.392
toneladas do gréo na safra de 2018/19 (IRGA, 2019).

A espécie de arroz selvagem Oryza rugipogon, nativa do Sul da Asia, é o ancestral do
arroz domesticado Oryza sativa, 0 qual € uma das culturas mais amplamente cultivadas no
mundo (OKA, 1988; CHENG et al.; 2003). O arroz pode ser cultivado em uma ampla
diversidade de condicdes climaticas e ambientais. Assim, as plantas de arroz sdo expostas a
diversos estresses bioticos e abidticos, os quais podem comprometer o rendimento dos graos.
Para atender a demanda, é necessario que o0 arroz seja capaz de manter a produtividade para
responder a esses estresses sem comprometer a colheita (ALMEIDA et al., 2016; RAHMAN et
al., 2019).

No cultivo orizicola, perdas na produtividade das lavouras ocorrem em virtude das
caracteristicas fisicas e quimicas do solo. As principais caracteristicas quimicas do solo que
influenciam negativamente a produtividade sdo as deficiéncias nutricionais e a presenca de
elementos toxicos as plantas. A interacdo entre a presenca de elementos fitotoxicos com a
deficiéncia de nutrientes € um campo de estudos complexo no qual ainda ha muito para ser
explorado. Ademais, é uma area que pode proporcionar grandes aumentos no rendimento das
culturas agricolas.

De maneira geral, os solos brasileiros sdo naturalmente acidos e com a presenca de
aluminio (Al) na sua forma trivalente (AI**). O Al trocével é toxico para a maioria dos vegetais,
sendo que a manifestacdo dessa toxidez € marcada pela inibi¢do do crescimento radicular apds
uma breve exposicdo das raizes as solugbes com concentracbes micromolares de Al
(SCHIMITT et al., 2016; YAMAMOTO, 2019).
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Um dos elementos essenciais para o desenvolvimento das plantas é o ferro (Fe), além
de ser essencial a nutricdo humana. De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS,
2014), a deficiéncia de micronutrientes na alimentacdo afeta aproximadamente 2 bilhdes de
pessoas no mundo, especialmente nos paises subdesenvolvidos. Além disso, a caréncia de Fe €
uma causa frequente de desnutricdo e anemia (WHO, 2008). O arroz é uma planta com altos
requerimentos de Fe, e no cultivo em sequeiro sua auséncia é limitante para a producgdo de graos
e biomassa (TAKAHASHI et al., 2001). Apb6s a absorcdo pelas raizes, o Fe pode ser
transportado via xilema para os 6rgdos aéreos e remobilizado pelo floema entre os 6rgdos
(BRIAT et al., 2007; LUCENA; HERNANDEZ-APAOLAZA, 2017). No entanto, é de grande
importancia o estudo dos transportadores de Fe, para que o nutriente chegue até o gréo e seja
disponibilizado para a alimentagdo humana.

Sabe-se que é crescente a demanda por alimentos de melhor qualidade e em maior
quantidade. Nesse sentido, a deficiéncia de Fe e a toxidez de Al sdo dois principais fatores
limitantes a produtividade de lavouras, e estdo presentes na maioria dos solos brasileiros. No
entanto, ndo se conhece ao certo a interagdo entre a toxidez por Al e a deficiéncia de Fe, e a
dindmica dos genes responsaveis por tais respostas. Desta maneira, a dinamica desses dois
fatores no arroz selvagem e domesticado se faz importante na elucidacdo da fisiologia da

cultura, e na busca de genotipos mais adaptados ao crescimento nestas condices.

2. OBJETIVOS

2.1.0BJETIVO GERAL

Compreender a interagdo entre a resposta a deficiéncia de Fe e toxidez de Al em plantas

de Oryza rufipogon e Oryza sativa.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Verificar se a interacdo entre a deficiéncia de Fe e excesso de Al afeta o crescimento da
parte aérea e a morfologia do sistema radicular de plantas de Oryza rufipogon e Oryza
sativa cultivar IRGA 429.

e Caracterizar as respostas bioguimicas através do contetdo de clorofila a, clorofila b e

carotenoides de folhas, atividade da enzima peroxidase, e o contetdo de peréxido de
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hidrogénio de plantas de Oryza rufipogon e Oryza sativa cultivar IRGA 429 expostas a
deficiéncia de Fe, excesso por Al e deficiéncia de Fe e excesso de Al;

e Verificar se a interacdo entre deficiéncia de Fe e excesso por Al afeta a expressao dos
genes OsIRT1, OsYSL15, OsIRO2 em folhas e raizes de plantas de Oryza rufipogon e
Oryza sativa cultivar IRGA 429;

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. ACULTURA DO ARROZ

O arroz cultivado (Oryza sativa L.) possui um papel essencial na agricultura mundial.
A historia da sua domesticagdo provém do seu ancestral selvagem, Oryza rufipogon, o qual foi
domesticado pelo menos duas vezes por diferentes populagdes, originando as duas maiores
variedades de arroz, Oryza sativa subespécie indica, a qual foi domesticada no leste da India, e
Oryza sativa subespécie japonica, domesticada no sul da China (LONDO et al., 2006).

O arroz constitui um dos alimentos mais importantes para a nutricdo humana, estando
entre 0s cereais mais produzidos e consumidos no mundo, caracterizando-se como o alimento
principal para mais da metade da populagcdo mundial (FAO, 2015). Ocupando o segundo lugar
como cereal mais cultivado no mundo, o arroz abrange uma area aproximada de 166 milhdes
de hectares, com producédo de 741 milhdes de toneladas de grdos em casca, correspondendo a
29% do total de gréos destinados a alimentacdo humana (SOSBAI, 2016).

Segundo a Organizacdo das Nacgdes Unidas (ONU), a populacdo mundial aumentara
para 8 bilhdes em 2025 (KHUSH, 2005). Em funcdo do aumento demogréafico, devera haver
um aumento de 40% na producdo de arroz até 2030 para atender a demanda dos paises
consumidores do cereal. Para que esse aumento ocorra, serdo necessarias estratégias de
obtencdo e aquisicdo de variedades com maior rendimento (KHUSH, 2005).

O Brasil é um dos maiores produtores de arroz do mundo, onde o estado do Rio Grande
do Sul representa cerca de 2/3 do montante, caracterizando-se como o maior produtor de arroz
irrigado, com aproximadamente 68% da producdo nacional (CONAB, 2017). Difundido
largamente no pais, o arroz é consumido por todas as classes sociais, principalmente pelas de
menor renda. O arroz ocupa posicdo de destaque do ponto de vista econdmico e social, sendo
responsavel por suprir a populacdo brasileira com um consideravel aporte de calorias e
proteinas na sua dieta basica (NEPA, 2011).
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3.2. TOXIDEZ POR ALUMINIO

O Al é o terceiro elemento quimico mais abundante da crosta terrestre, sendo que o
mesmo se encontra na forma de minerais secundarios que déo origem aos solos (MIGUEL et
al., 2010). Em solos com valores de pH acima de 5,5, o Al encontra-se presente nos minerais
primarios e secundarios. No entanto, em valores de pH inferiores a 5,5, 0 ion A" predomina
na solucéo do solo e causa toxidez no sistema radicular (KOCHIAN et al., 2015).

A toxidez por Al em solos &cidos é uma das limitagdes mais significativas para a
producéo de culturas em todo o mundo, tendo em vista que aproximadamente 50% dos solos
cultivaveis do mundo sdo acidos (KOCHIAN et al., 2015). Os paises em desenvolvimento estdo
localizados onde se encontram a maioria dos solos acidos, assim sendo, a toxidez por Al limita
a producdo vegetal em localidades onde a seguranca alimentar é mais ténue (VON UEXKULL;
MUTERT, 1995; PANDA et al., 2009).

O potencial da toxidez por Al resulta de complexas interacdes do elemento com a parede
celular, membrana plasmética e citosol das células vegetais (KOCHIAN et al., 2015). A
primeira interacdo entre o Al e a planta ocorre no processo de absorcdo do elemento pelo
sistema radicular (SCHMITT et al., 2016). O Al ao entrar em contato com a raiz, liga-se a
parede celular da rizoderme e cértex externo, desse modo, o primeiro dano causado pelo Al
ocorre ja na parede celular (KOPITTKE et al., 2015). Apos alguns minutos de exposi¢céo ao Al
a permeabilidade da membrana plasmatica das células das raizes comeca a ser afetada, o que
pode ser atribuido a capacidade do Al de ligar-se a grupos fosfatos da membrana (SILVA et al.,
2012).

Atoxidez por Al limita o crescimento e desenvolvimento das culturas através da reducao
do crescimento radicular (KOPITTKE et al., 2015). A exposicdo do sistema radicular ao Al
provoca desregulacao do ciclo celular e atividade mitética reduzida, inibindo o alongamento ou
a divisdo celular (SILVA, 2012). Ha relatos de que a exposicdo ao Al causa danos no
citoesqueleto, perturbando a organizacdo de microtibulos e microfilamentos das células
radiculares (ALESSA; OLIVEIRA, 2001; FRANTZIOS et al., 2001; GUO et al., 2017).

Raizes de plantas sob estresse de Al tornam-se atrofiadas, quebradicas e aumentam a
espessura da parede celular, tornando as raizes ineficientes na absorcdo de nutrientes e agua,
aléem de sofrerem alteracdes em transportadores de membrana (GUO et al., 2012; HE et al.,
2015; KOPITTKE et al., 2016), uma vez que a membrana é despolarizada e afeta o transporte
de ions e outros processos celulares (BOSE et al., 2011). Outro efeito deletério do Al é a inducéo

da formacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) (CHOWRA et al.,, 2017) como
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superoxido, radical hidroxila e peréxido de hidrogénio, os quais podem ser removidos das
celulas por enzimas antioxidantes (superdxido dismutase, peroxidases, catalase e glutationa
redutase, entre outras) e compostos antioxidantes de baixo peso molecular como &cido
ascorbico, glutationa, compostos fendlicos, flavonoides e carotenoides (LEE et al., 2007,
DABROWSKA et al., 2007; CHOUDHURY et al., 2016).

As ERO quando geradas em um nivel ideal servem como moléculas de sinalizag&o,
contribuindo com o crescimento e defesa da planta. Contudo, quando produzidas em excesso,
como é o caso em situacOes de estresse causados pela toxidez do Al, afetam negativamente o
metabolismo celular (GUPTA et al., 2013). O estresse oxidativo gerado pelas ERO induz a
peroxidacdo de lipideos de membrana, danos no DNA, a desnaturagdo de proteinas, oxidacdo
de lipideos e proteinas, diminuicdo da atividade enzimatica e, em casos mais severos, podem
resultar em morte celular programada (SINGH et al., 2017).

No entanto, plantas tolerantes sdo capazes de se desenvolver na presenca de AI** através
de estratégias de tolerancia ou exclusdo do elemento. Dois tipos principais de mecanismos de
resisténcia ao Al séo relatados na literatura: excluséo do Al, que impede a entrada do metal no
apice da raiz; e tolerancia ao Al, em que o metal entra na planta e é sequestrado/detoxificado
nos vacuolos (KOCHIAN et al., 2015).

Um dos mecanismos desenvolvidos pelas plantas para suprimir o efeito toxico do Al é
a secrecdo de substancias quelantes, como os acidos organicos (AOs), sobretudo malato, citrato
e oxalato (FAN et al.,, 2016; YANG et al.,, 2019). Os AOs sdo relatados como anions
desprotonados localizados no citosol, que no inicio do estresse pelo Al, sdo secretados para a
rizosfera, quelando o Al téxico e formando um complexo estavel e que ndo é absorvido pelas
raizes (SINGH et al., 2017).

A tolerancia ao Al envolve uma intensa regulacdo da expressdo génica. O Al induz a
expressdo de uma série de genes de tolerancia ao Al associados a diferentes mecanismos
(KOCHIAN et al., 2015), tais como STAR1 e ASR5. As proteinas STARL juntamente com
STAR2 formam um complexo que funciona como um transportador do tipo ATP-binding
cassette (ABC), o qual é necessario para a detoxificacdo de Al na cultura do arroz (MA et al.,
2005). O transportador ABC transporta uridina difosfato glicose (UDP-glicose), que pode ser
usado para modificar a parede celular (HUANG et al., 2009).

As proteinas ASR (Abscisic acid, stress and ripening) constituem uma familia de
proteinas especificas de plantas que estdo envolvidas com o estresse bidtico e abidtico (KIM et
al., 2009; LIU et al., 2010). A proteina ASR5 é encontrada no cloroplasto, citoplasma e no

nacleo (ARENHART et al., 2012) e tem seus niveis de transcricdo aumentados em plantas
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expostas ao Al, enquanto que plantas com ASR5 silenciado sdo sensiveis ao Al (ARENHART
et al., 2013). Essa proteina regula um vasto numero de genes responsivos ao Al, entre eles o
STAR1 (ARENHART et al., 2014).

3.3. FERRO NO COMPLEXO SOLO-PLANTA

Com um importante papel na litosfera, o Fe € o segundo metal mais abundante no solo
(ZINDER et al., 1996), compondo cerca de 5,1% da massa da crosta terrestre (DONG et al.,
2009). Nos solos, o Fe pode ser encontrado na forma divalente Fe2*, a qual pode sofrer oxidacao
originando Fe®*". Em fungio da baixa solubilidade dos 6xidos de Fe3*, os mesmos ficam
acumulados nos solos (FILHO, 1994). O metal pode ser absorvido pelas raizes tanto na forma
de Fe2* como de Fe®*, porém, é absorvido preferencialmente em sua forma reduzida (Fe?")
(BROADLEY et al., 2012), a qual predomina em solos alagados, onde o potencial redox do
solo é baixo (VELLOSO et al., 1993) e as condicdes sdo redutoras. Nesse caso, 0 Fe3* é
reduzido a Fe?*, resultando em uma maior solubilidade do elemento (PONNAMPERUMA,
1975). Em solos com pH na faixa de 7,4 a 8,5 0s minerais que contém Fe apresentam baixa
solubilidade e uma lenta cinética de dissolucdo (LUCENA; HERNANDEZ-APAOLAZA,
2017).

Para suprimir a baixa disponibilidade de Fe, plantas superiores desenvolveram
diferentes estratégias para aumentar a eficiéncia de absor¢do. Romheld; Marschner (1986)
separaram esses mecanismos em dois tipos: Estratégia I, presente em plantas ndo-gramineas; e
Estratégia I, presente em gramineas. Os processos utilizados pela Estratégia I, baseiam-se na
reducdo de Fe3* a Fe?* antes de ser transportado para dentro da célula pelos transportadores
FRO2 (ferric-chelate reductase oxidase) (ROBINSON et al., 1999) e IRT1 (iron-regulated
transporter gene) (EIDE et al., 1996). Essa via permite a absorcdo de Fe3" da raiz através da
reducdo de quelatos de Fe?* aliado ao aumento da biossintese de transportadores de Fe?*,
acidificacdo da rizosfera e absorcao dos ions ferrosos gerados através da membrana plasmatica
da raiz (ROBINSON et al., 1999; KOBAYASHI; NISHIZAWA, 2012; LUCENA,;
HERNANDEZ-APAOLAZA, 2017). Outra resposta relacionada a Estratégia | € a secrecdo de
compostos fendlicos e prétons para a rizosfera, 0s quais auxiliam no aumento da solubilidade
de ions férricos e na capacidade de reducdo de Fe na superficie da raiz (SANTI; SCHMIDT,
2009).

O mecanismo de resposta da Estratégia Il é especifico da familia Poaceae, e se baseia

na quelagdo de Fe3*, vinculado a biossintese e secrecdo de fitosiderdforos na rizosfera, afim de
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aumentar a absorcao de Fe (HIND; GUERINOT, 2012). Moléculas de fitosider6foros ligam-se
ao Fe3* e proteinas transportadoras especificas da membrana plasmatica transportam os
complexos de Fe3*-fitossiderdforos para dentro da célula (BASHIR et al., 2006; UENO et al.,
2007).

Embora o0 arroz seja uma planta de Estratégia I, baseada na absorcao de Fe3" através do
transportador OsYSL15 (yellow stripe 1-like) (INOUE et al., 2009), 0 mesmo possui 0
transportador de Fe?* OsIRT1 (iron-regulated transporter), permitindo também a absorcéo de
Fe?* (ISHIMARU et al., 2006). Os transportadores IRT encontram-se na membrana plasmatica,
e membros dessas familias de transportadores sao relatados como responsaveis pela absorcao
de metais essenciais na rizosfera (PEDAS et al., 2008; CALLIATTE et al., 2010).

Em funcgéo de sua baixa solubilidade e alta reatividade, o Fe para ser translocado precisa
estar associado com moléculas quelantes e com seu estado redox apropriado entre sua forma
ferrosa e férrica (HELL, 2003). O citrato, nicotianamina e fitosideréforos da familia do acido
mugineico sdo descritos como os principais quelantes de Fe na translocacdo do metal dentro da
planta (KOBAYASHI; NISHIZAWA, 2012). No arroz, apés a absor¢édo radicular, o Fe ¢
transportado radialmente através da raiz até o xilema. No xilema o Fe pode ser quelado por
citrato para ser transportado. JA& para a translocacdo do Fe entre Orgdos da planta, a
nicotianamina é relatada como o agente quelante (LUCENA; HERNANDEZ-APAOLAZA,
2017). Alguns membros da familia FRD (reductase defective ferric), os quais pertencem ao
grupo de transportadores de citrato (YOKOSHO et al., 2010), tém sido caracterizados pela
funcdo na homeostase do Fe. Em arabidopsis, FRD3 foi caracterizado como transportador
membro da familia de proteinas MATE (multi drug and toxic compound extrusion) que facilita
o efluxo de citrato no xilema (DURRETT et al., 2007). Mutantes de FRD3 em Arabidopsis
exibem clorose assoaciada a deficiéncia de Fe (ROGERS; GUERINOT, 2002). Em arroz, o
transportador OsFRDL1 esta envolvido na translocacao eficiente do Fe das raizes para a parte
aérea no arroz, sendo responsavel por secretar citrato para o xilema, permitindo a translocacédo
de Fe quelado a citrato (YOKOSHO et al., 2009).

A expressdo de genes que codificam enzimas biossentizantes necessarias para a
producdo de fitosideroforos, além de transportadores que aumentam a absorcéo, solubilidade e
translocacdo do elemento é induzida em deficiéncia de Fe em Arabidopsis e arroz
(KOBAYASHI; NISHIZAWA, 2012; LUCENA; HERNANDEZ-APAOLAZA, 2017),
maximizando a eficiéncia na utilizacdo do Fe. Na planta, a homeostase do Fe é essencial para
eficiéncia da fotossintese. Um teor insuficiente de Fe altera a sintese e estrutura dos cloroplastos

e perturba o transporte de elétrons entre o PSII (fotossistema 1l) e o PSI (fotossistema I)
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(EBERHARD et al., 2008). O contetido de proteinas dos componentes do transporte de elétrons,
bem como o complexo citocromo-6-f decrescem em situagdes onde o Fe é insuficiente. No
arroz, o ntcleo do PSI e proteinas do LHC1, como a Lhcal e Lhca4, sdo usadas para mensurar
a degradacéo da subunidade do PSI em fungéo da deficiéncia de Fe (YADAVALLI et al., 2012).

Além de ser constituinte de sistemas enzimaticos essenciais para a fotossintese, o Fe
participa da formacdo de algumas enzimas, como a catalase e peroxidase, e em processos
metabdlicos como fixacdo simbidtica do nitrogénio e reducdo de nitrato e sulfato (MOTTA et
al., 2007). Ademais, o Fe é relatado como um fator limitante para a producdo de biomassa e de
sementes em espécies como a Arabidopsis thaliana (RAVET et al., 2009; RAVET et al., 2012)
e Oryza sativa (TAKAHASHI et al., 2001).

Assim como para 0 metabolismo vegetal, o Fe é um elemento essencial para a
alimentacdo humana. A principal funcéo biologica do Fe em animais é o transporte de oxigénio,
uma vez que € constituinte de proteinas do grupo hemoglobina e mioglobina (SKIKNE;
HERSHKO, 2012). Além disso, o Fe € essencial para outras funcGes metabdlicas relacionadas
ao crescimento, atividade muscular, imunidade, forca 0ssea e sistema nervoso (BLANCO-
ROJO; VAQUERO, 2019)

A deficiéncia de Fe na dieta humana é a desordem nutricional mais recorrente ao redor
do mundo, e, segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2016), 30% da populacédo
mundial é afetada. No ano de 2011, cerca de 800 milhdes de criancas e mulheres foram
diagnosticadas anémicas em decorréncia da caréncia de Fe (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2015). Nesse contexto, a biofortificacdo é considerada a alternativa que
apresenta melhor relacdo custo-beneficio e maior eficiéncia para aumentar o fornecimento de
Fe (PRENTICE et al., 2017).

3.4.INTERACAO DA DEFICIENCIA DE FERRO E TOXIDEZ POR ALUMINIO

O genoma do arroz possui ao menos 40 genes da familia de proteinas MATE
(YOKOSHO et al., 2009). Essas proteinas estdo presentes em bactérias, fungos, plantas e
mamiferos (OMOTE et al., 2006). Uma das funcdes dos genes dessa familia € o transporte de
acidos organicos, como o citrato, em resposta a toxidez por Al (MAGALHAES, 2010). O gene
OsFRDL1, membro dessa familia, € um transportador de citrato necessario para a translocacao
eficiente de Fe sob deficiéncia (YOKOSHO et al., 2009). Esse grupo de transportadores esta
envolvido pelo carregamento de citrato nos vasos do xilema (YOKOSHO et al., 2010), onde o

citrato forma complexos com Fe, facilitando a translocacdo do metal das raizes para a parte
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aerea (YOKOSHO et al., 2011). No amendoim, o transportador AhFRDL1 esté envolvido tanto
na toleréncia a toxidez por Al quanto a deficiéncia de Fe (QIU et al., 2019).

Por desempenhar varias fungdes ligadas ao crescimento e metabolismo da planta, a
deficiéncia de Fe afeta o crescimento radicular. De maneira similar, o principal efeito nocivo
da toxidez por Al as plantas € a redugdo do crescimento radicular, por reduzir o alongamento
ou a divisdo celular (MACEDO et al., 2009), tornando as raizes ineficientes na absorcio de
nutrientes e gua (KOCHIAN et al., 2004).

A presenca de Fe na solucéo do solo acarreta um aumento do pH da rizosfera do arroz
em funcdo da reducédo e oxidagdo do Fe como consequéncia da liberacdo de O> (HISINGER,
2003). Em casos de deficiéncia de Fe, algumas plantas respondem com uma maior capacidade
de acidificacdo da rizosfera por suas raizes, através da liberacdo de H* (MARSCHNER,;
ROMHELD, 1994). Essa acidificacdo da rizosfera é uma estratégia das plantas para aliviar a
restricdo de Fe (HISINGER et al., 2003). Além disso, a expressdo de genes como o OsIRTL,
induzidos pela deficiéncia de Fe, é considerada uma via importante para o acimulo de metais
nocivos (KOCHIAN et al., 2015).
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4. ARTIGO - INTERACAO ENTRE A DEFICIENCIA DE FERRO E TOXIDEZ
POR ALUMINIO EM Oryza rufipogon E Oryza sativa

4.1.INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.) é um dos cereais mais cultivados e consumido ao redor do
mundo, considerado alimento base para mais da metade da populagdo mundial (FAO, 2015).
Por ser um dos principais alimentos fornecedores de calorias, compde a base da piramide
alimentar, além de ser apontado como um dos alimentos com alto potencial para a combate a
fome no mundo (EMBRAPA, 2002). O Brasil € o maior produtor mundial fora do continente
asiatico, com uma producdo de aproximadamente 13 milhdes de toneladas anuais (FAO, 2013).
No cenario nacional, a regido Sul destaca-se das demais regides, com o estado do Rio Grande
do Sul sendo responsavel por cerca de 61% do total da producdo brasileira de arroz (IRGA,
2017).

O arroz cultivado (O. sativa) foi domesticado através do seu ancestral O. rufipogon,
nativo do Sul da Asia (OKA, 1988; CHENG et al.; 2003). Por ser cultivado em todos os
continentes, as areas de cultivo de arroz possuem ampla variacdo de caracteristicas ambientais,
climéticas e agronémicas e, consequentemente, 0 arroz é exposto a diversos estresses abioticos,
tais como baixos teores de elementos essenciais na solucdo do solo e a presenca de elementos
toxicos.

No metabolismo vegetal, a homeostase do Fe é essencial para maior eficiéncia da
fotossintese. O Fe é constituinte de sistemas enzimaticos essenciais para a fotossintese, assim
sendo, teores insuficientes de Fe alteram a sintese dos cloroplastos, perturbando o transporte de
elétrons entre os fotossistemas (EBERHARD et al., 2008). Além do mais, 0 Fe participa da
formacdo de algumas enzimas como catalase, peroxidase, fixacdo bioldgica de nitrogénio e
reducdo de nitrato e sulfato (MOTTA et al., 2007).

Além da deficiéncia de Fe, o arroz de sequeiro quando cultivado em solos &cidos é
exposto a presenca de Al na solucdo do solo. Os solos brasileiros sdo naturalmente acidos e
com ocorréncia de teores elevados de Al (CUNHA et al., 2014) e a presenca de Al*® é um dos
principais limitantes da producdo agricola. Os ions de Al afetam o meristema apical das raizes
também é relatado como agente indutor da formacéo de espécies reativas de oxigénio (EROs),

as quais afetam negativamente o metabolismo celular (GUPTA et al., 2013).
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Entretanto, algumas espécies vegetais desenvolveram mecanismos de resisténcia ao Al
baseados em estratégias de convivéncia ou exclusdo do elemento. Em casos de exclusdo do Al,
o0 elemento é impedido de entrar no &pice da raiz, enquanto em casos de tolerancia o Al entra
na planta e é sequestrado/detoxificado (KOCHIAN et al., 2015). Tais mecanismos de tolerancia
requerem uma intensa regulacdo da expressdo génica. O Al induz a expressao de uma série de
genes de tolerancia ao Al associados a diferentes mecanismos, como o STAR1 e ASR5
(ARENHART et al., 2013).

Nesse contexto, 0s mecanismos de tolerancia e de resposta a toxidez ao Al, bem como
0 estudo dos transportadores de Fe, para que o nutriente chegue até o grao e seja disponibilizado
para a alimentacdo humana (KOCHIAN et al., 2004; 2015), sdo questdes importantes no campo
da fisiologia vegetal. Desta maneira, a dindmica desses dois fatores no arroz selvagem e
domesticado se faz importante na elucidacéo da fisiologia da cultura, e na busca de genotipos
mais adaptados ao crescimento nestas condices.

Assim, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar as respostas fisiologicas e bioquimicas em
plantas de arroz selvagem Oryza rufipogon, e do arroz cultivado Oryza sativa cultivar IRGA
429, cultivados em deficiéncia de Fe e toxidez de Al, bem como a expressdao dos genes
envolvidos na deficiéncia de Fe e toxidez de Al para avaliar a interacéo entre a resposta desses

dois estresses.

4.2.MATERIAL E METODOS

4.2.1 Material vegetal e condi¢des de crescimento

Os experimentos foram realizados em sala de crescimento controlada sob sistema
hidrop6nico. Foram utilizadas sementes de Oryza rufipogon (BRA 00004909-8) e Oryza sativa
cultivar IRGA 429. As sementes foram submetidas a assepsia com agua destilada, hipoclorito
de sodio e detergente neutro e logo em seguida mantidas em um recipiente com agua destilada,
sob temperatura constante de 25°C no escuro pelo periodo de 24 horas. Subsequentemente, as
sementes foram transferidas para placas de petri, onde permaneceram por sete dias sob
temperatura de 25°C e com fotoperiodo de 16h/8h de luz/escuro. Em seguida, as plantas foram
transferidas para copos plasticos de 50 ml contendo vermiculita e mantidas com agua destilada
pelo periodo de sete dias, posteriormente as plantas foram cultivadas em recipientes plasticos
com capacidade de dois litros em solugdo (controle) conforme descrita por Ricachenevsky et

al. (2011), pelo periodo de nove dias para aclimatacao.
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Posteriormente, as plantas foram submetidas aos tratamentos contendo solugéo nutritiva
na condicdo controle, toxidez de Al (150 e 300uM), deficiéncia de Fe e a interagdo entre a
toxidez de Al e a deficiéncia de Fe:
a) Solugéo controle: 0,AmM KCI; 0,1mM KH2PO4; 2mM Ca(NOs); 0,5mM MgSOgs: 1,4mM
K2S04; 0,1mM Fe-EDTA; 0,5uM ZnSOq; 10uM H3BO3z; 0,2uM CuSO4; 0,01uM (NHa)s Moy
O24; 0,5uM MnSOg.
b) Solugdo com 150uM de Al: Solugéo controle acrescida de 150uM AICIs.
¢) Solugdo com 300uM de Al: Solugdo controle acrescida de 300uM AICls.
d) Solucéo com deficiéncia de Fe: Solugéo controle sem adigéo de Fe-EDTA.
e) Solucdo com 150uMde Al e deficiéncia de Fe: Solucdo controle sem adicdo de Fe-EDTA
acrescida de 150uM AICIs.
f) Solugcdo com 300uMde Al e deficiéncia de Fe: Solugdo controle sem adicdo de Fe-EDTA
acrescida de 300uM AICIs.

A cada trés dias foram realizadas as trocas da solucgéo nutritiva e o pH foi ajustado para
4,5 com adi¢do de HCI ou NaOH.

4.2.2 Producdo de matéria seca

Apos 21 dias do inicio dos tratamentos, a parte aérea e raizes de cinco plantas de cada
espécie por tratamento foram coletadas e secas em estufa de ventilacdo forcada a 65°C até

atingir massa constante. A matéria seca foi determinada com o uso de uma balanca de preciso.

4.2.3 Avaliacdes biométricas de raizes e area foliar

A coleta das plantas foi realizada aos 21 dias apds o inicio dos tratamentos. Para as
avaliacGes biométricas de raizes utilizaram-se raizes de cinco plantas de cada espécie por
tratamento. Foram avaliadas as variaveis comprimento do sistema radicular (cm planta™),
diametro médio de raizes (mm planta®), volume de raizes (cm® planta), area projetada do
sistema radicular (cm? planta™) e nimero de ramificagGes. Para a area foliar foi utilizado cinco
plantas de cada espécie por tratamento. Imagens digitalizadas de raizes e folhas foram geradas
com o auxilio do scanner EPSON 11000 com resolucdo de 600 dpi e 200 dpi, respectivamente.
As amostras foram suspensas em uma lamina de agua de 0,5 cm presente em uma bandeja de
acrilico transparente de 30-40 cm?. O software WinRHIZO© Pro 2007 foi utilizado para

analisar as imagens digitalizadas.
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4.2.4 Determinacdo das variaveis bioquimicas

Aos 21 dias do inicio dos tratamentos, plantas foram coletadas e separadas em folhas e
raizes, as quais foram imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas em
ultrafreezer -80°C. Cada repeticdo foi composta por 7 plantas, totalizando quatro repeticdes por
espécie em cada tratamento. As amostras foram maceradas em nitrogénio liquido e
posteriormente foi mensurado a atividade da enzima guaiacol peroxidase, e a concentracéo de
peroxido de hidrogénio (H202) e de pigmentos fotossintéticos.

Para a atividade da enzima guaiacol peroxidase, amostras frescas de raizes e folhas das
plantas foram usadas. A atividade das peroxidases ndo especificas presentes no extrato foi
determinada segundo Zeraik et al. (2008), utilizando-se o guaiacol como substrato. A
concentracdo de peroxido de hidrogénio foi determinada de acordo com Loreto; Velikova
(2001), e foi expressa como umol H202g™. O contetdo de clorofila a, clorofila b e carotenoides
de folhas foi mensurado segundo o método de Hiscox; Israelstan (1979) e estimados usando a
equacdo de Lichtenthaler (1987).

4.2.5 Concentracao de elementos minerais nos tecidos

ApoOs 21 dias de exposicdo aos tratamentos, cinco plantas por tratamento foram
coletadas e separadas em raizes e folhas. O material foi submetido a estufa de ar for¢ado a 65°C
até atingirem peso constante e posteriormente macerado. As analises foram realizadas no
Laboratdrio de Quimica e Fertilidade do Solo da UFSM. As amostras secas de tecidos de raizes
e folhas foram submetidas a digestdo nitroperclérica (HNO3-HCIO4) (EMBRAPA, 1997). Os
elementos Al, Fe, cobre (Cu), zinco (Zn) e manganés (Mn) foram quantificados utilizando um
espectrometro de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES) (modelo
Optima 4300 DV, Perkin Elmer Sciex, Canada).

4.2.6 Analises de expressao génica por RT — gPCR

Para analise da expressdao génica, foi conduzido um experimento independente. Apos
10 dias de tratamento foram coletadas raizes de Oryza rufipogon e Oryza sativa IRGA 429, as
quais foram imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas em ultrafreezer -

80°C para posterior analise. Cada amostra foi composta por trés plantas de cada espécie por
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tratamento em 4 repeti¢Ges. A extracdo do RNA foi realizada utilizando o reagente Concert®
seguindo as indicagdes do fabricante, e quantificado utilizando espectrofotdmetro Nanodrop®.
A sintese do cDNA foi realizada utilizando a enzima M-MLV (Invitrogem- Life Technologies
Corporation), em seguida o cDNA foi armazenado a -20°C. A a reagdo em tempo real (QPCR)
foi realizada com o uso do aparelho StepOne Real-Times PCR Systems (AppliedBiosystems,
Foster City, CA, USA), e os dados obtidos foram quantificados de acordo com o método de
Livak; Schmittgen (2001) e a eficiéncia da PCR foi analisada conforme descrito por
Ricachenevsky et al. (2011). Os valores de Ct para todos os genes foram normalizados para o
valor Ct da UBQ5 (JAIN et al., 2006).

4.2.7 Andlise Estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA). As médias dos
tratamentos foram comparadas pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro, com o
auxilio do programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 2000). Os graficos foram realizados com

auxilio do programa SigmaPlot.

4.3.RESULTADOS

4.3.1. Variaveis de crescimento em plantas de Oryza rufipogon e Oryza sativa

Plantas de O. rufipogon apresentaram reducdo na area foliar na presenca del50uM de
Al, 300uM de Al e na interacdo entre 300uM de Al e a deficiéncia de Fe (Figura 1a), os quais
promoveram uma reducdo de 25, 43 e 32%, respectivamente, em comparagdo ao tratamento
controle. Estes dados indicam um efeito mais proeminente do Al do que a deficiéncia de Fe na
area foliar. Por outro lado, plantas de O. sativa cultivar IRGA 429 nao sofreram reducdes na
area foliar em funcédo dos tratamentos (Figura 1b). A altura de colmo nédo apresentou diferenca
significativa entre os tratamentos para O. rufipogon (Figura 1c), enquanto a espécie O. sativa
apresentou menor altura de colmo na deficiéncia de Fe, seguido dos tratamentos 300uM de Al,
-Fe + 300uM Al e -Fe + 150uM Al (Figura 1d). Esses resultados indicam que o efeito da toxidez
por Al reduziu mais a area foliar de O. rufipogon enquanto o efeito da deficiéncia de Fe atingiu

a altura de colmo de O. sativa.



Figura 1 —Area foliar, altura de colmo e massa seca de parte aérea de plantas de Oryza
rufipogon e Oryza sativa cultivar IRGA 429 submetidas a deficiéncia de Fe e toxidez
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Apos 21 dias de exposicao aos tratamentos, a massa seca de parte aérea (Figura le; 1f)
e de raizes (Figura 2a; 2b) ndo apresentou diferenca significativa tanto para O. rufipogon quanto
para O. sativa cultivar IRGA 424 entre os tratamentos. Embora a massa seca de parte aérea de
O. rufipogon néo tenha alterado com a presenca de Al na solucdo nutritiva, os tratamentos de
300uM Al e —Fe + 300uM Al causaram reducgdo na area foliar dessa espécie, o que pode indicar
que as as folhas apresentam o mesmo nimero de células, entretanto, folhas de plantas expostas
aos tratamento contendo 300uM Al apresentam reducdo na expansdo celular, com células
menos turgidas e, consequentemente, uma menor area foliar.

O comprimento do sistema radicular (Figura 2c; 2d) de ambas espécies apresentou
menores valores dessa variavel no tratamento de deficiéncia de Fe e da interacdo entre a
deficiéncia de Fe + 300uM de Al. Além disso, a presenca de 300uM de Al também promoveu
uma reducéo no comprimento radicular em plantas de O. sativa, comparado com o tratamento
controle. Em O. rufipogon houve reducéo do comprimento radicular de aproximadamente 40%,
35%, 32% e 30% nos tratamentos —Fe + 300uM Al, -Fe, 300uM de Al e —Fe + 150uM Al em
relagcdo ao tratamento de 150uM Al (Figura 2c). Em O. sativa as reducgdes do comprimento
radicular foram aproximadamente 58%, 52% e 50% nos tratamentos de deficiéncia de Fe, -Fe
+ 300uM Al e 300uM de Al, respectivamente (Figura 2d). Entretanto, o tratamento de 150uM
Al ndo reduziu o sistema radicular das duas espécies, apresentando valores que nao diferiram
estatisticamente do controle. Esses resultados evidenciam que 150uM de Al ndo causou toxidez
no comprimento radicular, inclusive apresentando valores maiores no tratamento da interagdo
entre a deficiéncia de Fe e 150uM de Al do que no tratamento de deficiéncia de Fe sem o
acréscimo de Al (Figura 2c e 2d).

O volume radicular de plantas de O. sativa reduziu aproximadamente 38% no
tratamento de deficiéncia de Fe, em relacdo ao controle. Mesmo com valores inferiores aos do
tratamento controle, os tratamentos da interacdo entre a deficiéncia de Fe e toxidez por Al (-Fe
+ 150uM Al e -Fe + 300uM Al) apresentaram maior volume radicular que o tratamento de
deficiéncia de Fe, indicando um maior volume radicular em O. sativa quando expostas ao Al
em situacBes de baixo Fe (Figura 2f). Em plantas de O. rufipogon o volume radicular ndo
apresentou diferenca significativa entre os tratamentos (Figura 2d). Em O. rufipogon a maior
area projetada do sistema radicular foi encontrada no tratamento de 150uM Al, seguido do
tratamento controle, 300uM Al e -Fe + 150uM Al, os quais ndo diferiram estatisticamente,
enquanto plantas dessa mesma espécie expostas aos tratamentos de deficiéncia de Fe e da
interacdo entre a deficiéncia de Fe e 300uM Al, projetaram uma area do sistema radicular 29%

menor que as do tratamento controle (Figura 3a). Mesmo apresentando comportamento similar,
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a O. sativa obteve maior &rea projetada de raizes no tratamento controle, seguido do tratamento

de 150uM Al. A menor &rea projetada foi encontrada no tratamento de deficiéncia de Fe,
seguido de 300uM Al e de -Fe + 300uM Al. (Figura 3b).

Figura 2 - Massa seca de raizes, comprimento do sistema radicular e volume radicular de
plantas de Oryza rufipogon e Oryza sativa cultivar IRGA 429 submetidas a deficiéncia de
Fe e toxidez por Al.
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O didmetro médio de raizes sofreu redugdes em O. rufipogon nos tratamentos
envolvendo a deficiéncia de Fe (-Fe, -Fe +150uM Al e -Fe +300uM Al). A presenca de 150uM
de Al na soluc&o nutritiva ndo alterou o didmetro médio das raizes, uma vez que ndo diferiu dos
valores de didmetro encontrados na condicdo controle, enquanto 300uM de Al ocasionou uma
pequena reducdo dessa variavel (Figura 3c). Em O. sativa, 0 menor didmetro foi encontrado no
tratamento de -Fe +300uM Al, seguido dos tratamentos de deficiéncia de Fe e de 300uM Al. O
tratamento de —Fe + 150uM Al apresentou raizes com um didmetro maior que os demais
tratamentos envolvendo a deficiéncia de Fe. Além disso, depois da condi¢édo controle, 150uM
Al foi o tratamento que apresentou maior didmetro médio de raizes (Figura 3d).

O ndmero de ramificagdes das raizes de O. rufipogon ndo apresentou diferenca
significativa entre os tratamentos (Figura 3e), enquanto que em O. sativa, o tratamento de
deficiéncia de ferro reduziu 49% o numero de ramificagdes do sistema radicular (Figura 3f).
Na figura 4 podemos observar o sistema radicular de O. rufipogon e O. sativa apds 21 dias de

exposicao aos tratamentos.
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Figura 3 - Area projetada da raiz, didmetro médio de raizes e nimero de ramificacdes das
raizes de plantas de Oryza rufipogon e Oryza sativa cultivar IRGA 429 submetidas a
deficiéncia de Fe e toxidez por Al.
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Figura 4 - Comparacgdo do crescimento do sistema radicular de plantas de Oryza
rufipogon e Oryza sativa cultivar IRGA 429 submetidas a deficiéncia de Fe e toxidez
por Al aos 21 dias de exposi¢do aos tratamentos.

O. rufipogon

O. sativa IRGA 429

CC 150 uM Al 300 uM Al - Fe 150 Al -Fe 300 Al - Fe

FONTE: ALVES, J.S. (2019).

31

4.3.2. Concentracdo de elementos nos tecidos foliares e radiculares de Oryza rufipogon e

Oryza sativa

Apos 21 dias de tratamento, plantas de O. rufipogon apresentaram maior concentracao

de Al nos tecidos foliares nos tratamentos de 150 e 300puM Al, enguanto O. sativa apresentou

maior concentracdo de Al em folhas no tratamento de —Fe + 150uM Al (Figura 5a e 5b). A

maior concentracdo de Al no sistema radicular das duas espécies ocorreu no tratamento de

300uM de Al. Quando plantas de O. rufipogon e O. sativa foram submetidas a 300 uM de Al e

deficiéncia de Fe, a concentracdo de Al nas raizes reduziu significativamente. Em O. sativa essa

reducdo também ocorreu no tratamento de —Fe + 150uM Al em relacdo ao tratamento de 150

UM sem deficiéncia de Fe (Figura 5¢ e 5d). De um modo geral, 0 acimulo de Al foi maior nos

tecidos do sistema radicular do que nos tecidos foliares, como esperado.
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Figura 5 - Concentracdo de Al (a, b, c, d) e Fe (e, f, g, h) em tecidos de folhas e raizes de
Oryza rufipogon e Oryza sativa cultivar IRGA 429 submetidas a deficiéncia de Fe e toxidez

por Al aos 21 dias de tratamento.
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Também conforme esperado, menores concentragdes de Fe foram encontradas nos
tecidos foliares e radiculares nos tratamentos de deficiéncia de Fe (-Fe, -Fe + 150uM Al e —Fe
+ 300uM de Al) em ambas as espécies (Figura 5e, 5f, 5g e 5h). A presenca de Al na solugédo
nutritiva ndo alterou as concentragdes de Fe na parte aérea das duas espécies (Figura 5e, 5f e
5h), enquanto raizes de O. rufipogon apresentaram concentracfes de Fe menores as encontradas
no controle quando expostas a 150 e 300 uM de Al (Figura 5g). Em raizes de O. sativa, 300uM
Al reduziu a concentracdo de Fe em comparacao com o tratamento de 150uM Al (Figura 5h).

A concentracdo de Zn em raizes de O. rufipogon ndo apresentou diferenca estatistica
nos tratamentos em relacdo ao controle (Figura 6c¢). Entretanto, houve redugdes nas
concentracdes de Zn nos tecidos foliares no tratamento —Fe + 300uM Al em relacdo ao
tratamento de deficiéncia de Fe (Figura 6a). Plantas de O. sativa em condi¢do controle,
deficiéncia de Fe e —Fe +150uM Al apresentaram maiores concentra¢bes de Zn na raiz,
enquanto 300pM de Al reduziu a concentragdo de Zn nas raizes em 52% em relagdo ao controle
e o tratamento de —Fe +300uM Al em 48% em relacdo ao tratamento de deficiéncia de Fe
(Figura 6d). A concentracdo de Zn nas folhas de O. sativa foi maior no tratamento de —
Fe+150uM Al em relagéo ao controle, enquanto que o tratamento de —Fe+300uM Al reduziu a
concentracdo de Zn nas folhas em relacéo ao tratamento de deficiéncia de Fe (Figura 6Db).

A deficiéncia de Fe alterou a homeostase de Cu em plantas de O. rufipogon e O. sativa.
Como observado na figura 6e, 6f, 6g e 6h, as concentra¢des de Cu foram maiores, de uma forma
geral, na raiz e na parte aérea quando as plantas foram expostas aos tratamentos de deficiéncia
de Fe, -Fe +150uM Al e —Fe +300uM Al. Em O. rufipogon, 300uM Al também aumentou a
concentracdo de Cu nas raizes (Figura 6g).

Em O. rufipogon a concentracdo de Mn nos tecidos foliares e radiculares foi menor em
todos os tratamentos em relacdo ao controle, com excecao de folhas tratadas com 150uM Al
(Figura 7a e 7c). J& O. sativa ndo apresentou reducdo na concentracdo de Mn nas folhas na
presenca de 150uM de Al em relacdo a condicdo controle, enquanto os demais tratamentos
apresentaram as menores médias dessa variavel (Figura 7b). A concentra¢do de Mn nas raizes
dessa espécie foi menor nos tratamentos contendo 300uM de Al, seguido do tratamentos de
deficiéncia de Fe (Figura 7d).

A menor relacdo Fe:Zn nos tecidos foliares de O. rufipogon foi encontrada nas
condicBes de deficiéncia de Fe e —Fe+150uM Al, indicando que quando a planta esta em
deficiéncia de Fe ha um acimulo maior de Zn nas folhas. Curiosamente, quando as plantas

foram expostas a —Fe+300uM Al, a relacdo Fe:Zn aumenta, indicando que quando a planta esta
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em deficiéncia de Fe e é exposta a 300uM Al o teor de Fe nas folhas aumenta em rela¢do ao
tratamento de —Fe e —Fe +150uM (Figura 7e). A relacdo Fe:Zn nas raizes foi menor em todos
0s tratamentos, especialmente nos que envolvem a deficiéncia de Fe, comparado com o controle
em O. rufipogon (Figura 7g), enquanto na O. sativa ndo houve diferenca significativa entre os
tratamentos na relacdo Fe:Zn tanto de parte aérea quanto de raizes, em relagdo ao tratamento

controle (Figura 7f e 7h).

Figura 6 -Concentracdo de Zn (a, b, c, d) e Cu (e, f, g, h) em tecidos de folhas e raizes de
Oryza rufipogon e Oryza sativa cultivar IRGA 429 submetidas a deficiéncia de Fe e toxidez
por Al aos 21 dias de tratamento.
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Figura 7 -Concentracdo de Mn (a, b, ¢, d) e a razdo entre a concentracao de Fe:Zn (e, f, g, h)
em tecidos de folhas e raizes de Oryza rufipogon e Oryza sativa cultivar IRGA 429
submetidas a deficiéncia de Fe e toxidez por Al aos 21 dias de tratamento.
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4.3.3. Pigmentos fotossintéticos

Foi mensurado o teor de clorofila a e b, clorofilas totais e carotenoides de folhas de O.
rufipogon e O. sativa sob condicdo controle, 300uM Al, deficiéncia de Fe e —Fe + 300uM Al.
Folhas de plantas expostas aos tratamentos contendo 150uM de Al ndo foram analisadas uma
vez que as médias encontradas nas variaveis de crescimento ndo apresentaram diferenca
significativa da condigéo controle.

Em relacdo aos pigmentos fotossintéticos (Figura 8), tanto O. rufipogon quanto O. sativa
ndo apresentaram diferencas na concentracdo de clorofilas e carotenoides na presenca de 300
MM de Al em relacdo a condicdo controle. No entanto, as plantas expostas ao tratamento de
deficiéncia de Fe apresentaram reducgédo de 22% na concentracdo de clorofilas totais e de 16%
na concentracdo de carotenoides em O. rufipogon (Figura 8e e 8g). O mesmo ocorreu em O.
sativa, a qual apresentou uma concentracdo de clorofila total e teor de carotenoides 29% e 23%
menor em deficiéncia de Fe, respectivamente, em relacéo ao controle.

Curiosamente, quando as plantas foram expostas ao tratamento da interacdo entre a
deficiéncia de Fe + 300uM de o teor de clorofila a, clorofila b, clorofila totais e carotenoides
em ambas as espécies foi comparavel ao controle (Figura 8). Esses resultados evidenciam um
efeito benéfico do Al em condigdes de baixo Fe. Esse efeito pode ser visualizado na Figura 9.
Assim, nossos dados mostram que 300 uM de Al foram capazes de reverter os efeitos da

deficiéncia de Fe sobre os pigmentos fotossintéticos.



Figura 8 - Concentragdo de carotenoides, clorofila a, clorofila b e clorofila total em
folhas de plantas de Oryza rufipogon e Oryza sativa cultivar IRGA 429 submetidas a
deficiéncia de Fe e toxidez por Al.
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Letras minusculas diferentes indicam diferenca significativa de Oryza rufipogon e Oryza sativa cultivar
IRGA 429 entre os tratamentos pelo Teste de Tukey (P<0,05).
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Figura 9 - Comparacgéo de plantas de Oryza rufipogon e Oryza sativa cultivar IRGA
429 submetidas a deficiéncia de Fe e toxidez por Al aos 21 dias de tratamento.
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4.3.4. Atividade da enzima Guaiacol Peroxidase (POD)

38

Nos tecidos foliares, O. rufipogon apresentou maior atividade da enzima POD no

tratamento de 300uM de Al, comparado com os tratamentos —Fe e —Fe+ 300uM de Al (Figura

10a). Comparado com o controle, nenhum dos tratamentos apresentou efeito significativo na

atividade da POD de parte aérea em ambas as espécies (Figura 10a e Figura 10b). Entretanto,

quando em deficiéncia de Fe e —Fe+ 300uM de Al a atividade da enzima POD reduziu

aproximadamente 50% em relac&o ao tratamento de 300puM de Al isolado.
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Nos tecidos radiculares de O. rufipogon, maiores valores da atividade da enzima POD

ocorreram nos tratamentos com Fe suficiente (controle, 150 e 300 uM de Al), enquanto nos
tratamentos de deficiéncia de Fe e -Fe +150uM ocorreram menores valores para essa variavel

(Figura 10c). Em O. sativa, a atividade da enzima POD nos tecidos radiculares reduziu no

tratamento de —Fe+150uM de Al em relagdo a condicdo controle, -Fe e —Fe+300uM de Al

(Figura 10d).

Figura 10 — Atividade da enzima Guaiacol Peroxidase (POD) em folhas e raizes de plantas
de Oryza rufipogon e Oryza sativa cultivar IRGA 429 submetidas a deficiéncia de Fe e

toxidez por Al.
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Letras minusculas diferentes indicam diferenca significativa de Oryza rufipogon e Oryza sativa cultivar IRGA

429 entre os tratamentos pelo Teste de Tukey (P<0,05).

4.3.5. Concentracao de Peréxido de Hidrogénio (H20>)

Houve maior concentracdo de H>O> nos tecidos foliares de O. rufipogon em 300puM Al,

comparado com o tratamento controle. Menores concentragbes foram encontradas no
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tratamento controle e na presenca de 150uM Al (Figura 11a). Para a O. sativa IRGA 429, a
maior concentragdo de H»O> nos tecidos foliares ocorreu em 150uM Al, seguido dos
tratamentos de 300uM Al, deficiéncia de Fe e da interagéo entre a deficiéncia de Fe e 300puM
Al. Ocorreu menores concentracdes no tratamento controle e —Fe + 150uM Al, respectivamente
(Figura 11b).

Ja& nos tecidos radiculares, a O. rufipogon apresentou maior concentracdo de H>O2 no
tratamento de 300uM Al, comparado com o controle, enquanto que a menor concentragéo foi
encontrada no tratamento da interacdo entre 300uM Al e a deficiéncia de Fe. Para os
tratamentos 150uM Al e —Fe + 150uM, a concentracdo de H20- nos tecidos radiculares foi a
mesma estatisticamente (Figura 11c). J& para O. sativa IRGA 429, a concentra¢do de H202 nos

tecidos radiculares ndo obteve diferenga significativa entre os tratamentos (Figura 11d).

Figura 11 - Concentracdo de Peroxido de Hidrogénio em folhas e raizes de plantas de Oryza
rufipogon e Oryza sativa cultivar IRGA 429 submetidas a deficiéncia de Fe e toxidez por Al.
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Letras minusculas diferentes indicam diferenca significativa de Oryza rufipogon e Oryza sativa cultivar IRGA
429 entre os tratamentos pelo Teste de Tukey (P<0,05).
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4.3.6. Anélise de expressdo génica

Foi quantificado por RT-gPCR a expressao relativa do fator de transcri¢do induzido por
deficiéncia de Fe OsIRO2 e dos transportadores de Fe OsYSL15 e OsIRT1 de raizes de O.
rufipogon e O. sativa sob condic¢éo controle, 300puM Al, deficiéncia de Fe e —Fe +300uM de
Al. Como esperado, OsIRO2, OsYSL15 e OsIRT1 foram induzidos em deficiéncia de Fe. Sob
tratamento de excesso de Al, ndo houve inducéo nas raizes das duas espécies (Figura 12).

Curiosamente, os transportadores OsYSL15 e OsIRT1, induzidos nas duas espécies sob
deficiéncia de Fe, foram inibidos no tratamento combinado —Fe + 300uM Al, apresentando
menores concentragdes de transcritos que o tratamento de deficiéncia de Fe isolado (Figura 12c
e 12d, 12e e 12f). O fator de transcricdo OsIRO2, no entanto, apresentou a mesma inibicdo em
raizes de O. rufipogon e O. sativa no tratamento combinado —Fe+300uM Al (Figura 12a e 12b).



Figura 12- Expressao relativa de OsYSL15, OsIRO2 e OsIRT1 de raizes de Oryza rufipogon
e Oryza sativa IRGA 429 aos 10 dias de tratamento.
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4.4.DISCUSSAO

Entre os cereais cultivados, o arroz é considerado o mais tolerante ao estresse pelo Al
Famoso et al. (2010) demonstraram que 0 arroz € capaz de tolerar niveis maiores de Al que o
milho, trigo e sorgo. O primeiro sintoma de toxidez por Al é a redugdo do sistema radicular
(KOPITTKE et al., 2015). Nossos dados mostraram que, enquanto no tratamento 150uM Al
ndo houve reducdo do comprimento das raizes de O. rufipogon e O. sativa em relagdo ao
controle, em 300uM Al houve reducdo de 32% e 50% no comprimento radicular de O.
rufipogon e O. sativa, respectivamente (Figura 2c e 2d). Moreno-Alvarado et al. (2017)
observaram um efeito benéfico do Al em concentracdes de 200uM em cultivares indica de O.
sativa. Esses autores relatam aumento de até 50% no comprimento radicular promovido pelo
Al em relacdo ao controle. Essa diferenca pode ser atribuida a metodologia aplicada em cada
trabalho, sendo que no estudo de Moreno-Alvarado et al. (2017), o Al foi adicionado aos
tratamentos 24 dias ap0s a germinacao das plantas de arroz, enquanto que no presente estudo
os tratamentos foram adicionados a solucdo nutritiva 16 dias ap0s a germinagéo. Essa diferencga
de idade das plantas, além das diferencas genéticas dos genotipos, pode ter influenciado nos
resultados. Nossos resultados concordam com os encontrados por Gémez-Merino et al. (2014),
onde o comprimento radicular de plantas de arroz submetidas a 200uM Al ndo diferiram
estatisticamente dos valores encontrados em condigdo controle, enquanto que em 400uM Al
houve redugdo em torno de 25%.

A resisténcia a toxidez por Al em arroz ocorre principalmente em funcéo da exsudacéo
de acidos organicos induzidos por Al (POSCHENRIEDER et al., 2015). Em um trabalho de
mapeamento de todo genoma e analise de QTL (Quantitative Trait Loci), Famoso et al. (2011)
revelaram que trés regides estdo envolvidas na variacdo da resisténcia ao Al, as quais
correspondem provavelmente aos genes ART1, STAR2 e Nratl. ART1 é um fator de transcricao
que regula outros 31 genes (YAMAIJI et al., 2009), dos quais varios sdo caracterizados por
resisténcia ao Al, entre eles o Nratl, o qual € um transportador de armazenamento de Al no
vactolo (MA et al., 2014). STAR1/STAR2 formam um complexo que serve como transportador
do tipo ATP-binding cassette (ABC), o qual é necessario para a detoxificacdo de Al na cultura
do arroz (MA et al., 2005; HUANG et al., 2009).

A concentracdo de Al utilizada por Famoso et al. (2011) foi de 160uM, e nesse trabalho,
a concentracdo de 150uM Al ndo causou reducBes nos atributos de crescimento (altura de
colmo, comprimento total do sistema radicular e area projetada do sistema radicular) em

comparacdo ao controle, enquanto 300uM Al reduziu essas variaveis, indicando que O.
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rufipogon e O. sativa podem ser tolerantes a 150uM Al (Figura 2 e Figura 3). O tipo de meio
utilizado também pode explicar essas diferengas.

Outro ponto levantado por Famoso et al. (2011) é a domesticacdo do arroz selvagem O.
rufipogon. A domesticacdo do arroz selvagem para o cultivado (O. sativa), grupos japonica e
indica, ocorreu de forma independente do ancestral comum O. rufipogon (SWEENEY et al.,
2007). Segundo Famoso et al. (2011), cultivares jap6nicas sdo duas vezes mais tolerantes que
as cultivares indicas, e no presente estudo foi utilizado a cultivar indica O. sativa IRGA 429.
Especula-se que as cultivares japonicas sejam mais resistentes por serem destinadas em sua
maioria para o cultivo em terras altas, ou seja, arroz nado irrigado, sendo mais expostas a
condi¢des de solos acidos com toxidez por Al, sugerindo uma adaptacao a solos acidos (ZHAO
et al., 2010).

A deficiéncia de Fe, assim como 300uM de Al, causou efeitos mais significativos que
150uM Al nos atributos de crescimento. Em comparacédo ao controle, plantas das duas espécies
de arroz expostas a deficiéncia de Fe sofreram reducbes no comprimento do sistema radicular,
area projetada e diametro medio de raizes. O namero de ramificagdes também foi reduzido em
O. sativa em plantas sob deficiéncia de Fe em comparacgéo ao controle (Figura 2 e Figura 3). A
deficiéncia de Fe desencadeia alteragdes no sistema radicular como reducdes no comprimento
das raizes (IANQV et al., 2012). Varios estudos mostram que o Fe € um fator limitante no
crescimento e acumulo de biomassa em diferentes espécies (JIN et al., 2009; GIEHL et al.,
2012; JIN et al., 2013). Nossos resultados indicam que a toxidez por Al e a deficiéncia de Fe
alteram de forma independente os atributos de crescimento, uma vez que 0s sintomas em raizes
ndo foram agravados quando os estresses foram testados de maneira integrada.

As concentracdes de Al nas folhas de O. rufipogon e O. sativa foram maiores tanto nos
tratamentos s6 com Al (150 e 300uM Al) quanto nos tratamentos combinados com deficiéncia
de Fe (Figura 5a e 5b), em relacdo ao tratamento controle e de deficiéncia de Fe (sem adicdo de
Al na solucdo nutritiva). Entretanto, nas raizes das plantas expostas ao tratamento de —Fe +
300uM Al, observamos uma reducéo na concentracdo de Al nos tecidos em comparag¢do com o
tratamento de 300uM Al (Figura 5c e 5d), indicando que plantas sob deficiéncia de Fe podem
acumular menos Al nas raizes. Bityutskii et al. (2017) em um trabalho sobre a interacéo de Al,
Fe e silicio (Si) em cultivares de pepino, demonstraram que em condicdes de deficiéncia de Fe
combinado com 400uM Al, a concentracdo e a taxa de translocacdo de Al no xilema aumentam
significativamente em comparacdo a 400uM de Al com Fe suficiente, ou seja, 0 suprimento

adequado de Fe diminui a translocacdo no xilema de Al para a parte aérea. Esses resultados
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corroboram os encontrados no presente trabalho, onde na presenca de Fe as plantas tendem a
reter mais Al nas raizes que em deficiéncia de Fe.

O aluminio pode afetar negativamente a absorcéo e transporte de diferentes elementos
(SILVA et al., 2010). Nossos dados mostram que o Al afetou negativamente a homeostase de
Zn e Mn em raizes e parte aérea de O. rufipogon e O. sativa, reduzindo a concentracdo desses
micronutrientes em relacdo ao controle (Figura 6a, 6b, 6¢, 6d e Figura 7a, 7b, 7c e 7d). Esses
dados corroboram os encontrados em outro trabalho de Bityutskii et al. (2017) sobre tolerancia
ao Al e eficiéncia no uso de Fe em cereais, onde o tratamento com Al reduziu significativamente
o teor de Zn nas raizes de trigo, centeio, cevada e aveia, e nas folhas de centeio e aveia. Além
do Zn, esses autores relatam que o Al reduziu a concentragdo de Mn nas folhas de aveia e trigo
e nas raizes de cevada. Silva et al. (2010) observaram que apds 24h de exposi¢do de cultivares
de trigo a 185uM, houve reducgédo na concentracdo de Zn nas raizes, e apds 72h de tratamento
com Al, a concentragdo de Mn também foi reduzida em relagéo ao controle.

O mecanismo que causa desordem nutricional em plantas induzido pelo Al segue
desconhecido (SINGH et al., 2017). No entanto, sabe-se que a toxidez por Al pode causar a
formacdo de calose, a qual pode causar danos no transporte entre as células através dos
plasmodesmos (SIVAGURU et al.,, 2000). Além da formacdo de calose, alguns estudos
relacionam a reducdo na absorcdo de Zn e outros nutrientes na presenca de Al a um efeito
bloqueador do Al na enzima H*-ATPase na membrana plasmatica, afetando a mobilidade dos
ions (KOCHIAN; PINEROS; HOEKENGA, 2005; BUYUKKESKIN; AKINCI; EROGLU,
2015). As interacdes do Al na membrana podem modificar a estrutura da membrana plasmatica
e 0 estado idnico proximo a célula, esses efeitos podem causar disturbios nos processos de
transporte de ions e afetar negativamente a homeostase celular (KOCHIAN; PINEROS;
HOEKENGA, 2005).

A deficiéncia de Fe reduziu a concentracdo de Mn em raizes e folhas das duas espécies,
corroborando os resultados encontrados por Bityutskii et al. (2017), onde a deficiéncia de Fe
reduziu a concentracdo de Mn em folhas de aveia e raizes de cevada. No entanto, esses autores
mostraram que apesar da presenca do Al e a caréncia de Fe diminuirem o Mn nas raizes, 0
tratamento combinado de deficiéncia de Fe e toxidez por Al aumentou a concentracdo de Mn
em raizes de cevada a niveis iguais ao das plantas em condicdo controle. Esse aumento na
concentracdo de Mn ndo foi observado em nossos resultados. Ao contrario, raizes de O.
rufipogon apresentaram menor concentracdo de Mn no tratamento de —Fe+300uM Al em
relacdo & 300uM Al e raizes de O. sativa apresentaram menor concentracdo de Mn em 300uM
Al, -Fe + 300uM Al e deficiéncia de Fe (Figura 7c e 7d).
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Sabe-se que a alta disponibilidade de Mn é um dos principais fatores que induzem a
clorose por deficiéncia de Fe (LINDNER; HARLEY, 1944). Entretanto, as bases moleculares
da interag&o antagonista entre Fe e Mn continuam incertas. Em Arabidopsis, Eroglu et al. (2015)
demonstraram que o grau de deficiéncia de Fe induzido por Mn determina os niveis de
transcricdo do transportador MTP8, o qual € um componente do mecanismo de aquisi¢cdo de
Fe. Esses autores sugerem que a expressao de MTP8 em Arabidopsis é necessaria para manter
0 crescimento sem clorose quando Mn estiver presente. As menores concentracfes de Mn
encontradas em deficiéncia de Fe no presente trabalho, podem ser uma resposta da planta para
evitar a clorose que é agravada na presenca de Mn em condi¢des de baixo Fe.

Quanto a concentragdo de Cu nos tecidos, demonstramos que O. rufipogon e O. sativa
sob deficiéncia de Fe acumulam mais Cu em folhas e raizes em relacdo ao tratamento controle,
e 150 e 300uM Al (Figura 6e, 6d, 6f e 6g). Foi observado por Waters et al. (2012) que plantas
de Arabidopsis thaliana acumulam significativamente mais Cu quando estdo em deficiéncia de
Fe em relacdo a condicdo controle. Esses autores mostraram que em deficiéncia de Fe, genes
de FeSODs sdo regulados negativamente e as proteinas sdo funcionalmente substituidas por
CuSOD, e que 0 aumento na concentracdo de Cu é uma resposta adaptativa a deficiéncia de Fe.

No que diz respeito a producéo de espécies reativas de oxigénio (EROs), folhas e raizes
de O. rufipogon apresentaram maior concentragdo de H20O- no tratamento de 300puM Al (Figura
11a e 11c), corroborando os dados de Chowra et al. (2017), que observaram um aumento
significativo de H20. ap0s 24h de tratamento com Al em folhas e raizes de Vigna mungo (L).
Sabe-se que o Al induz formacédo de EROs (KOCHIAN et al., 2005; WU et al., 2012) e H20>
pode servir como molécula sinalizadora para ativacdo de mecanismos de defesa de tolerancia,
entretanto, em maiores concentracfes pode causar danos oxidativos e afetar o metabolismo
celular (WU et al., 2012; GUPTA et al., 2013; CHOWARA et al., 2017). Possivelmente, essa
alta concentracdo de H.O no tratamento de 300puM Al tenha promovido um aumento na
atividade da enzima antioxidante POD em tecidos de O. rufipogon (Figura 10a e 10b),
indicando que a planta pode ter ativado seu sistema antioxidante na presenca do Al, afim de
regular a concentracdo interna de EROs. Carcamo et al. (2019) relacionaram maior ativacao de
enzimas antioxidantes em plantas de mirtilo estressadas com Al a uma caracteristica de
cultivares tolerantes a toxidez por Al.

Em O. sativa, a producdo de H.O2n&o diferiu entre os tratamentos nas raizes (Figura 11d),
enquanto que nas folhas, com excecdo do tratamento de —Fe + 150uM, todos os tratamentos
apresentaram concentracdo maior em relacdo ao controle (Figura 11b). Chen et al. (2017)

consideram a producdo de EROs em plantas deficientes de Fe como uma resposta que compde
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a regulacdo de mecanismos de tolerancia a baixos teores de Fe. A atividade da POD em folhas
de O. sativa ndo diferiu entre os tratamentos (Figura 10b), o que pode indicar que outras
enzimas antioxidantes, como a superdxido dismutase, podem estar sendo responsaveis pela
defesa antioxidante e manutencdo dos niveis de EROs nessa espécie.

Sabe-se que a deficiéncia de Fe afeta varios processos fotossintéticos (MSILINI et al.,
2013). Para aumentar a eficiéncia na absorcéo, utilizacéo e distribuicdo de Fe, as plantas buscam
adaptar seu metabolismo as condi¢fes do meio (VIGANI; BRIAT, 2016). Plantas deficientes
em Fe tém processos dependentes de Fe, como respiracao e cadeia de transporte de elétrons na
fotossintese, afetados negativamente (LUCENA; HERNANDEZ-APAOLAZA, 2017). Liu et
al. (2015) demonstraram que a concentragdo de Fe solivel controla varios parametros
fotossintéticos no arroz, como a taxa de transporte de elétrons entre os fotossistemas. Esses
autores verificaram uma dréastica reducéo de clorofilas totais em plantas de arroz sob deficiéncia
de Fe em relacdo a plantas com Fe suficiente. Esses resultados colaboram com o que
encontramos nesse trabalho, onde plantas de O. rufipogon e O. sativa reduziram o teor de
pigmentos fotossintéticos (clorofilas e carotenoides) sob deficiéncia de Fe (Figura 8). Embora
ndo faca parte da estrutura da molécula da clorofila, 0 Fe é necessario para a biossintese da
clorofila. (MARCHNER, 1995), o que justifica o declinio na concentracdo de clorofila
encontrado no tratamento de deficiéncia de Fe.

Interessantemente, o tratamento —Fe + 300uM Al ndo reduziu o teor de clorofilas e
carotenoides de O. rufipogon e O. sativa apds 21 dias de exposi¢cdo (Figura 8). As plantas
expostas a esse tratamento apresentaram folhas visualmente saudaveis, como as do tratamento
controle e 300uM Al, sem apresentar clorose internerval que caracteriza o fendtipo de
deficiéncia de Fe (Figura 9). Alguns trabalhos vém relatando um aumento no teor de pigmentos
fotossintéticos de plantas expostas ao Al (HAJIBOLAND et al., 2013; NHAN; HAI, 2013;
MORENO-ALVARADO et al., 2017). Nhan; Hai (2013) verificaram aumento no teor de
clorofilas a e b e carotenoides em cultivares de arroz submetidas a 500uM Al por 8 dias,
enquanto Moreno-Alvarado et al. (2017) verificaram um aumento significativo no teor de
clorofilas em cultivares de arroz submetidas a 200uM de Al por 21 dias em relagdo ao controle.
Embora o teor de pigmentos fotossintéticos em 300uM Al ndo tenha diferido do tratamento
controle, esse efeito benéfico do Al pode estar relacionado com o incremento desses atributos
no tratamento de —Fe+300uM Al

Além do aumento no teor de pigmentos fotossintéticos, Nhan; Hai (2013), e Moreno-
Alvarado et al. (2017) demonstraram que o Al aumenta a concentragdo de agucares soluveis

disponiveis. Segundo Moreno-Alvarado et al. (2017), o Al aumenta o teor de agucares sollveis
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e regula a expressao do fator de transcricdo NAC, o qual pode aumentar a producdo de biomassa
no arroz.

Somado a isso, no presente trabalho, folhas de O. rufipogon no tratamento de —
Fe+300uM de Al apresentaram menores concentragdes de Cu em relacdo ao tratamento de
deficiéncia de Fe isolado (Figura 6e). O fenétipo de deficiéncia de Fe compartilha semelhancas
com o de toxidez por Cu, como clorose das folhas e diminuicdo nos pigmentos fotossintéticos
(PATSIKKA et al., 2002). No nosso trabalho, esses sintomas ocorreram em plantas expostas
ao tratamento de deficiéncia de Fe, mas ndo ocorreram no tratamento de —Fe + 300uM Al
(Figura 8 e Figura 9). Embora o Cu substitua o Fe em algumas fungdes, ndo podemos atribuir
somente a esse fendmeno o fendtipo do tratamento combinado, uma vez que a concentracao de
Cu diminuiu em folhas de O. rufipogon em —Fe+300uM Al, mas pode indicar que a planta ndo
esta em deficiéncia de Fe, ou que a deficiéncia é menos severa na presenca de 300uM Al

Outra hipdtese é sobre o Al diminuir o transporte de Zn para a parte aerea e reduzir 0s
sintomas de deficiéncia de Fe. Nossos resultados mostram que 300uM Al reduz a concentracéo
de Zn nas folhas de arroz em comparacdo com o tratamento de deficiéncia de Fe (Figura 6a e
6b). Lee; An (2009) demonstraram que os teores de Fe nas folhas diminuem quando a planta
estd em um meio com excesso de Zn e que a clorose causada pela deficiéncia de Fe é agravada
pelo excesso de Zn. Esses autores mostraram que o transportador de Fe de alta afinidade OsIRT1
pode transportar Zn além do Fe. Em um estudo com Arabidopsis thaliana e Arabidopsis halleri,
Shanmugam et al. (2011) mostraram que em uma competicdo entre os dois metais, 0 Zn é
prioritariamente transportado da raiz para a parte aérea. Nossos resultados podem indicar que a
planta ao estar em deficiéncia de Fe, expressa IRT1, o qual pode absorver o Zn que esta
disponivel em condic6es ideais, porém, quando a planta esta exposta ao Al (-Fe + 300uM Al)
a concentracdo de Zn nos tecidos foliares € menor, podendo diminuir a clorose, como observado
na Figura 9.

Essa hipotese também é fundamentada quando observamos a expressao relativa de
OsIRT1 em raizes de O. rufipogon e O. sativa (Figura 12e e 12f). A expressao relativa de
OsIRT1 foi significativamente menor no tratamento de -Fe+300uM Al em comparacdo com a
deficiéncia de Fe isolada, indicando que o metabolismo dessas plantas ndo estava percebendo
a deficiéncia de Fe, o que também explica as menores concentragdes de Zn encontradas nas
folhas nos tratamentos envolvendo 300uM Al, uma vez que menores transcritos de OsIRT1
foram observados no tratamento de 300uM Al.

Assim como o OsIRT1, o transportador OsYSL15 foi induzido em raizes de O. rufipogon

e O. sativa sob deficiéncia de Fe, mas no tratamento de —Fe+300uM Al a expressao relativa foi
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estatisticamente igual a encontrada no tratamento controle e em 300uM Al, onde o nivel de Fe
na solucdo nutritiva era suficiente (Figura 12c e 12d). O arroz, como toda graminea, pode
absorver Fe através da estratégia 11, baseada na quelagdo através de fitosiderdforos (PSs) que
sdo liberados na rizosfera afim de quelar o Fe3*e formar complexos de Fe (111)-PS, os quais sdo
absorvidos pelas células da raiz por proteinas da familia YS (yellowstripe) (CURIE et al., 2009).
No arroz, a proteina transportadora OsYSL15 transporta os complexos Fe (111)-PS nas raizes,
sendo regulado pela deficiéncia de Fe e expresso na epiderme radicular (LEE et al., 2009).

Chen et al. (2018) observaram um aumento significativo na expressdo de OsYSL15 em
plantas de arroz sob deficiéncia de Fe. Em um trabalho com raizes divididas e excisdo de folhas
para estudar a origem do sinal de deficiéncia de Fe, Chen et al. (2018), demonstraram que a
remocao das folhas afeta o nivel de expressao dos genes marcadores de deficiéncia OsYSL15,
OsNASL1 e OsNAS2, os quais ndo foram induzidos nas raizes sob deficiéncia de Fe quando as
folhas foram removidas. Os dados obtidos por esses autores afirmam que ocorre um sinal de
longa distancia gerado na parte aérea em plantas de arroz deficientes em Fe e transmitidos as
raizes atraves do floema.

No presente estudo, a deficiéncia de Fe também induziu OsIRO2 em raizes de O.
rufipogon e O. sativa, entretanto, diferente de OsIRT1 e OsYSL15, a expressdo relativa de
OsIRO2 em deficiéncia de Fe foi estatisticamente igual ao tratamento de —Fe+300uM Al
(Figura 12a e 12b). OsIRO2 é um fator de transcricdo bHLH (basic helix-loop-helix) regulado
positivamente por IDEF1 (irondeficiency—responsiveelement 1) (KOBAYASHI et al., 2007;
KOBAYASHI et al., 2009) e altamente induzido em deficiéncia de Fe (OGO et al., 2007).
OsIRO2 regula positivamente varios genes relacionados a Estratégia 1, como OsYSL15 e
OsNAS1, além de afetar a expressdo de outros fatores de transcricdo induzidos em deficiéncia
de Fe, os quais podem estar envolvidos na regulacdo indireta de genes abaixo de OsIRO2 na
cascata de regulacdo da resposta a deficiéncia de Fe (OGO et al., 2007). Kobayashi et al. (2007)
e Ogo et al. (2007) propde que existe uma sequéncia de respostas ap0Os a sinalizacdo de
deficiéncia de Fe que envolvem IDEF1, OsIRO2 e seus reguladores.

Com base nos resultados encontrados no presente trabalho, podemos considerar que, em
plantas de arroz das espécies O. rufipogon e O. sativa sob deficiéncia de Fe somado a toxidez
por Al (-Fe+300uM Al), algum fator induzido por Al inibe os transportadores que estdo abaixo
na cascata de resposta a deficiéncia de Fe, como observamos no modelo proposto na Figura 13.

Essa hipotese ainda precisa ser verificada.
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Figura 13— Modelo proposto de regulacdo de repostas a interacdo entre deficiéncia de Fe e
toxidez por Al em arroz.
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Fonte: ALVES, J.S. (2019).

4.5.CONCLUSAO

Plantas de O. rufipogon e O. sativa sob deficiéncia de Fe e toxidez por Al resgatam o
fendtipo da condicdo controle, sem apresentar reducao nos pigmentos fotossintéticos e folhas
cloréticas encontradas em plantas expostas a deficiéncia de Fe sem a adigdo de 300uM Al, além
de ndo induzirem significativamente os transportadores regulados por deficiéncia de Fe OsIRT1
e OsYSL15. A hipdtese de que algum fator induzido por Al inibe os transportadores que estao

abaixo na cascata de resposta a deficiéncia de Fe deve ser melhor explorada.
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