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Resumo

COLARES, Denise dos Santos. Caracterizacdo de cultivares de arroz ( Oryza
sativa L.) quanto ao estresse por aluminio e analise da e xpressdo do gene
OsFRDL1. 2009. 109f. Tese (Doutorado) — Programa de Pés-Graduagdo em
Agronomia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

O aluminio é o metal mais abundante da crosta terrestre, estando presente,
em sua maior parte, sob formas nao prejudiciais as plantas. Condi¢des de reduzido
pH, entretanto, originam a espécie fitotoxica AI**, que se constitui em um dos
principais fatores limitantes a producao agricola em solos acidos. O principal sintoma
da toxidez causada por aluminio € um rapido decréscimo no crescimento radicular,
dificultando a absorcdo de agua e nutrientes pela planta. O arroz é considerado,
dentre as culturas de importancia econbmica, como uma das mais tolerantes a esse
metal. Apesar disso, 0s mecanismos dessa elevada tolerancia ndo séo ainda
conhecidos. Por outro lado, seu genoma é modelo para as poaceas, além de
apresentar elevada sintenia com essa familia de plantas. Com o objetivo de
caracterizar 30 cultivares de arroz quanto a tolerancia ao aluminio, as mesmas foram
submetidas a quatro niveis do metal em solucdo nutritiva. Através de analise
multivariada, foi avaliada a variabilidade existente entre os genoétipos. Com base na
resposta ao estresse, dez cultivares foram escolhidas para serem analisadas em
relacdo ao aumento no tempo de exposicdo a diferentes doses de aluminio. Por fim,
foi avaliada a expressdo do gene OsFRDL1 em dois genoétipos contrastantes quanto
a tolerancia ao aluminio. Foi verificada variabilidade em relacdo a tolerancia ao
aluminio entre as 30 cultivares. As mais tolerantes foram IAC 500, BRS Lideranca e
BRS Curinga, enquanto as mais sensiveis foram BR-IRGA 410, IAS 12-9 Formosa e
Arroz da Terra. BRS Curinga, BRS Lideranca e IAC 500, tolerantes ao aluminio,
apresentaram elevada similaridade genética e s&do0 promissores para serem
utilizados em cruzamentos que visem a obtencdo de progénies superiores para
tolerancia ao aluminio. Através do experimento que combinou doses de aluminio x
tempos de exposicdo foi possivel verificar que os gendtipos respondem de forma
diferenciada ao aumento no tempo de exposicdo as diferentes concentracbes de
aluminio. A melhor combinacdo para diferenciar genétipos foi de 48 horas de
exposicdo a 14 mg L™ de aluminio. A expressdo do gene OsFRDL1 foi maior na
cultivar Farroupilha, tolerante ao aluminio, do que na BR-IRGA 410, sensivel ao
metal.

Palavras-chave: Variabilidade genética. Analise multivariada. Mecanismos de
tolerancia. MATE. Estresse abidtico.
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Abstract

COLARES, Denise dos Santos. Characterization of rice (  Oryza sativa L.) cultivars
in relation to aluminum stress and analysis of the expression of the gene
OsFRDL1. 2009. 109p. Thesis (Doctor of Science) — Programa de Pds-Graduacéo

em Agronomia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Aluminum is the most abundant metal in the earth’s crust. Under acidic
conditions, aluminum is solublized to its ionic form, which shows toxicity to plants.
Aluminum rapidly inhibits root elongation and subsequently the uptake of water and
nutrients, resulting in significant reduction of crop production on acid soils. Rice is
one of the most aluminum-tolerant species among economically important crops.
However, the physiological mechanism responsible for the high aluminum tolerance
in rice has not been elucidated. On the other hand, rice genome is a model for the
Poaceae and shows high sinteny with this family of plants. In this work, 30 rice
cultivars were evaluated under four aluminum concentrations in hidroponic system.
The genetic variability between the rice cultivars was evaluated through multivariated
analysis. According to the tolerance response observed, 10 genotypes were selected
to be evaluated in relation to a dose x time of exposition experiment. Finally, the
expression of the gene OsFRDL1 was quantified in two rice cultivars differing in
aluminum tolerance. There was variability in relation to aluminum tolerance between
the 30 rice cultivars evaluated. The most tolerant genotypes were IAC 500, BRS
Lideranca and BRS Curinga and the sensitive ones were BR-IRGA 410, IAS 12-9
Formosa and Arroz da Terra. The tolerant cultivars IAC 500, BRS Lideranca and
BRS Curinga showed high genetic similarity and are promising genotypes for crosses
aiming to increase aluminum tolerance in the progenies. Cultivars responded in a
different way to the dose x time of exposition to aluminum experiment. Forty-eight
hours of exposition to a solution containing an aluminum concentration of 14 mg L™
showed to be the best combination of treatments to perform the screening of tolerant
and sensitive cultivars. The expression of the gene OsFRDL1 was higher in the
aluminum tolerant cultivar Farroupilha than in the aluminum-sensitive cultivar BR-
IRGA 410.

Keywords: Genetic variability. Multivariated analysis.Tolerance mechanisms. MATE.
Abiotic stress.
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1. INTRODUCAO GERAL

O arroz é o cereal mais cultivado no mundo. No Brasil, ele contribui com
mais de 10% do total de grados produzidos no pais. De acordo com projecbes da
FAO, em 2030 o consumo previsto sera da ordem de 807.150 milhdes de toneladas,
tornando necesséario que se aumente a producdo em quase 200 milhdes de
toneladas nos préximos 26 anos (IRGA, 2004).

O incremento na produtividade tem sido o objetivo final da maioria dos
programas de melhoramento genético. Algumas vezes isso tem sido obtido pelo
desenvolvimento de cultivares basicamente mais produtivas, ndo devido a
melhoramento especifico, como resisténcia a moléstias, por exemplo, mas como
resultado de uma maior eficiéncia fisiologica geral (Allard, 1999).

A toxidez causada por aluminio € a forma mais difundida de toxicidade por
metais em plantas. Em razdo de que a solubilidade deste metal é dependente do pH,
a toxidez ocorre somente em solos que apresentam valores de pH abaixo de 5,0
(Vitorello et al., 2005). E estimado que 40% do solo aravel do mundo sejam &cidos e,
desta forma, apresentem os efeitos danosos do aluminio (von Uexkulll e Mutert,
1995).

A maior parte dessas areas esta localizada em paises em desenvolvimento
da América do Sul, Africa central e sudeste asiatico, onde a producéo de alimentos
pode ser critica (Wood et al., 2000). Somente no Brasil, mais de 500 milhdes de
hectares sdo cobertos por solos acidos que ocupam, aproximadamente, dois tercos
da area total do pais — a maior area dentro de um unico pais (Vitorello et al., 2005).

Em solos com valores de pH préximos a neutralidade o aluminio pode ser
encontrado sob formas insoluveis, geralmente ndo toxicas. Porém, em solos mais
acidos (pH<5,0), o mesmo se solubiliza, podendo atingir niveis toxicos que afetam o
crescimento das plantas (Kochian, 1995). Nestes solos, o aluminio se apresenta na

forma de octaedro hexahidratado, Al(H,O)s**, mais conhecida como AP

e
considerada a forma mais toxica deste elemento no solo (Kochian, 1995; Delhaize e

Ryan, 1995).
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A medida em que o pH se eleva, o aluminio passa a formas menos toxicas
as plantas. Na prética, a correcdo do pH do solo, pela aplicacdo de calcario, pode
resolver o problema de toxidez do mineral. No entanto, a aplicacdo de calcario
corrige a acidez apenas nas camadas superficiais do solo, sendo ineficaz nas
camadas inferiores. A aplicacdo de calcario, além disso, implica em aumentos dos
custos de producédo (Echart e Cavalli-Molina, 2001; Freitas et al., 2006). Por estas
razdes, a obtencdo de cultivares tolerantes ou resistentes a niveis toxicos de
aluminio torna-se uma estratégia altamente desejavel para a producdo de culturas
economicamente importantes em solos acidos (Fageria e Carvalho, 1982; Ferreira et
al., 1999; Freitas et al., 2006).

Apesar dos numerosos trabalhos, os mecanismos fisiologicos da tolerancia
das plantas ao aluminio ainda nao estdo totalmente esclarecidos. Porém, sabe-se
que a regido do apice radicular é o alvo primario da acéo fitotoxica do metal (Ryan et
al., 1992). Este, ao ser absorvido, tende a se acumular, preferencialmente, no apice
da raiz, promovendo a inibicdo da divisdo celular e, consequientemente, do
alongamento radicular (Kochian, 1995).

Outros sintomas causados ao sistema radicular pelo estresse por aluminio
incluem reduc¢des no peso de massa seca, no numero e no comprimento das raizes,
frequentemente associados ao aumento no raio médio e no volume radicular
(Sivaguru e Paliwal, 1993). Isso resulta em reducdo na absorcdo de agua e
nutrientes minerais (Mendonca et al., 2003), com efeitos nas taxas fotossintéticas e
respiratérias (Ohki, 1986), promovendo severas perdas em crescimento e
produtividade.

O estresse causado pelo aluminio pode modificar a translocacdo de
nutrientes para a parte aérea das plantas, provocando o aparecimento de clorose
(Chang et al., 1998) e necrose foliar (Nguyen et al., 2003). Em alguns casos, estes
sintomas assemelham-se aos das deficiéncias de fésforo, calcio ou nitrogénio (Rout
et al., 2001). Esses fatos foram observados por Mendonca et al. (2003) e Freitas et
al. (2006) que, trabalhando com diferentes cultivares de arroz submetidos ao
estresse por aluminio, evidenciaram alteracdes nas concentracdes dos
macronutrientes na parte aérea das plantas.

A carga elétrica positiva permite que o AI** reaja com numerosos sitios nas
células, alvos potenciais de injuria, incluindo a parede celular, o citoesqueleto, o

ndcleo e a membrana plasmatica (Kochian et al., 2004). Segundo Wagatsuma et al.
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(1995), a membrana plasmética parece ser o alvo primério dos danos provocados
pelo aluminio.

Na parede celular o aluminio pode se ligar aos grupos carboxilicos das
pectinas e das proteinas, diminuindo a extensibilidade (Delhaize e Ryan, 1995). Ja
na membrana plasmaética, a ligacdo do metal aos lipidios e as proteinas atua inibindo
o transporte de nutrientes e acarretando distirbios no metabolismo celular
(Emmanuel e Peter, 1995). Aléem disso, o aluminio pode alterar a permeabilidade
das membranas em decorréncia de modificacdes na fluidez e na densidade da
bicamada lipidica (Zhao et al., 1987), assim como no aumento da sintese de calose
(Wissemeier et al., 1992).

A peroxidacdo de lipidios é outro processo induzido nas membranas
celulares pelo aluminio. Os danos peroxidativos decorrem principalmente da
deterioracdo oxidativa de &cidos graxos insaturados das membranas pela acdo de
intermediarios reativos de oxigénio presentes no interior das células (Scandalios,
1993)

Embora muitos dos efeitos toxicos do aluminio sobre o funcionamento e o
crescimento das plantas tenham sido descritos, pouco se conhece sobre o0s
mecanismos de tolerancia das plantas a este metal. Segundo Kochian (1995), os
mecanismos de tolerancia ao aluminio podem ser classificados em dois grupos: 0s
de tolerancia externa e os de tolerancia interna.

Nos mecanismos de tolerancia externa, o aluminio seria excluido do apice
radicular por diferentes processos, incluindo a sua imobilizacdo nas paredes
celulares, a permeabilidade seletiva das membranas, a formacao de barreira de pH
induzida pela planta na rizosfera, bem como pela liberacédo de acidos organicos para
0 apoplasto e rizosfera. Neste ultimo caso, os principais acidos exsudados seriam o
citrico e o mélico, os quais se ligariam ao aluminio formando complexos estaveis
que dificultariam a absorcédo deste metal pela planta (Delhaize e Ryan, 1995; Ma et
al., 2001).

Dentre os mecanismos de tolerancia interna séo citados a complexacao do
aluminio por varias substancias quelantes, como por exemplo, acidos organicos,
seguido de sua compartimentalizacdo nos vacuolos e a ligacdo do aluminio a
determinadas proteinas (Kasai et al., 1992; Tayor et al., 1997).

A cultura do arroz é considerada como uma das mais tolerantes ao aluminio

dentre aquelas de importancia econdmica. Apesar disso, 0S mecanismos para essa
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elevada tolerancia ndo foram ainda esclarecidos. E sabido que existe grande
variacao entre as cultivares de arroz quanto a tolerancia a este mineral e que alguns
sdo seriamente afetados por elevadas concentracbes do mesmo (Fageria e
Carvalho, 1982). Nesse sentido, a compreensdo dos mecanismos de tolerancia do
arroz ao aluminio poderd resultar na identificacdo dos genes ligados a tolerancia e,
possivelmente, na de gendtipos ainda mais tolerantes (Nguyen et al., 2001).

Recentemente, genes especificamente envolvidos na resposta a toxicidade
do aluminio foram identificados: ALMT1 em trigo (Sasaki et al., 2004), HYAACT1 em
cevada (Furukawa et al., 2007) e SOMATE em sorgo (Magalhaes et al., 2007). Esses
genes estdo envolvidos na secrecao de 4cidos organicos em resposta ao aluminio,
um dos mecanismos de tolerancia dos vegetais a esse estresse. No genoma do
arroz existem seis genes homologos proximos a HVAACT e SbMATE, que foram
identificados como OsFRDL (Ferric Reductase Defective-like). Destes, OsFRDL1
(Os03g0216700), um transportador de citrato, € o mais proximo do gene HVAACT.

E sabido que o arroz apresenta importantes relaces de sintenia com as
outras espécies de cereais e € considerado o genoma modelo para as gramineas
(IRGSP, 2005). Além disso, é a primeira cultura alimentar para a qual a sequéncia
completa dos genes esta disponivel. Esse fato oferece uma oportunidade sem
precedentes para identificar e caracterizar funcionalmente o0s genes e rotas
bioquimicas responsaveis pelo desempenho agronémico e resisténcia a estresses
bidticos e abidticos (Coffman et al., 2004).

O objetivo deste trabalho foi selecionar, através de cultivo hidropénico,
genadtipos de arroz que apresentem tolerancia diferencial ao aluminio téxico e avaliar

a expressédo do gene OsFRDL1 em dois genotipos contrastantes.



2. CAPITULO |

REACAO DE TOLERANCIA AO ALUMINIO EM CULTIVARES DE A RROZ DE
DIFERENTES SISTEMAS DE CULTIVO SOB CONDICOES DE HID ROPONIA

2.1 INTRODUCAO

O aluminio é o metal mais abundante da crosta terrestre, estando presente,
em sua maior parte, sob formas ndo prejudiciais as plantas. Em condi¢cdes de
reduzido pH, entretanto, sua solubilizacdo é intensificada, originando a espécie Al**,
a mais fitotoxica dentre as existentes, e que se constitui em um dos principais
fatores limitantes & producgéo agricola em solos &cidos (Delhaize e Ryan, 1995). E
estimado que entre 30 e 40% de todo solo aravel existente no mundo apresente pH
inferior a 5,5 (von Uexkulll e Mutert, 1995), e que esta condicdo atinja em torno de
60% do territorio brasileiro (Brondani e Paiva, 1996).

I** é um imediato

O sintoma primario da fitotoxicidade causada pela forma A
decréscimo no crescimento da raiz em funcdo da inibicdo nos processos de divisao
e alongamento celulares, o que dificulta a absor¢cao de agua e nutrientes pela planta
(Barcel6 e Poschenrieder, 2002). Como consequéncia, ha reducdo no
desenvolvimento e produtividade das culturas, que também se tornam mais
suscetiveis aos estresses ambientais (Ma e Furukawa, 2003; Samac e Tesfaye,
2003).

A cultura do arroz (Oryza sativa L.), embora seja considerada como uma
das mais tolerantes ao aluminio dentre os cereais, € afetada por sua toxicidade
(Nguyen et al., 2001; Ma et al., 2002).

E sabido, porém, que existem variacbes genotipicas na espécie em relacio
a resposta a esse estresse (Fageria, 1982; Ferreira et al., 1995; Ma et al., 2002),

tornando possivel o desenvolvimento de cultivares mais ajustadas as condi¢cdes de
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solos acidos. Por outro lado, 0os mecanismos responsaveis por essa elevada
tolerancia ainda néao foram esclarecidos (Ma et al., 2005).

Em arroz, diversos trabalhos buscaram determinar a tolerancia de genotipos
submetendo-os a diferentes concentracdes de aluminio em cultivo hidropénico
(Fageria et al., 1982; Vicente et al., 1998; Vasconcelos et al., 2002; Freitas et al.,
2003). Outras espécies de poaceas tais como milho (Paterniani e Furlani, 2002),
trigo (Bertan et al., 2005), aveia (Sanchez-Chacon et al., 2000; Silva et al., 2007),
sorgo (Magalhées et al., 2007) e azevém (Bresolin, 2007) também j& foram alvo de
estudos para a deteccédo de diferentes niveis de tolerancia ao aluminio toxico.

O Brasil € um dos dez principais produtores mundiais de arroz, com cerca
de 11 milhdes de toneladas por ano. Essa producédo € oriunda de dois sistemas de
cultivo: o irrigado e o de sequeiro. O primeiro responde por cerca de 65% do total
produzido, estando concentrado na Regido Sul do pais, onde sdo encontradas as
varzeas subtropicais (EMBRAPA, 2005). O sistema de sequeiro, por sua vez, é
utilizado nas areas de cerrado, as quais ocupam quase um quarto do territorio
nacional. Os solos predominantes nessa regido sao caracteristicamente acidos e
com alta saturacao de aluminio (Ferreira et al., 1995; EMBRAPA, 2003).

A possivel existéncia de uma relagéo direta entre a tolerancia ao aluminio e
o sistema de cultivo do arroz foi relatada por Ferreira et al. (1995) e Freitas (2003).
Em ambos os trabalhos, de modo geral, as constituicbes genéticas de sequeiro se
mostraram mais tolerantes ao ion metalico, enquanto as do sistema irrigado foram
mais sensiveis.

Os autores afirmam que, ao selecionar genétipos produtivos no sistema de
cultivo de sequeiro, os melhoristas, indiretamente, selecionaram genaotipos tolerantes
a toxidez de aluminio, o que n&o ocorreu na selecdo daqueles cultivados no sistema
irrigado, em que esse estresse nao se constitui em um problema a ser considerado.
Entretanto, dentro de cada um deles foi observada variabilidade na resposta ao
metal (Freitas, 2003).

O estudo do carater tolerancia ao aluminio em arroz se reveste de grande
importancia ndo so pelos avancos que possa trazer a cultura per se, mas também
pelo fato de que o genoma dessa espécie é modelo para as poaceas (IRGSP, 2005),
de modo que o conhecimento das regides gendémicas que determinam importantes
relacbes de sintenia com outros cereais pode oportunizar inferéncias mais

conclusivas dos mecanismos genéticos relacionados a tolerancia nas diferentes
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espécies vegetais também afetadas pelo problema, como trigo, aveia e milho, por

exemplo.
Este capitulo teve como objetivo caracterizar cultivares de arroz dos

sistemas de cultivo irrigado e sequeiro quanto a tolerancia ao aluminio toxico sob

condi¢des de hidroponia.
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2.2 MATERIAL E METODOS

Material vegetal e condi¢des de cultivo

Os genotipos foram testados em cultivo hidropbnico, sob condicdes
controladas de ambiente, no Laboratorio de Duplo-Haploides e Hidroponia
pertencente ao Centro de Gendmica e Fitomelhoramento (LDH/CGF) da Faculdade
de Agronomia Eliseu Maciel da Universidade Federal de Pelotas (FAEM/UFPel),

No estudo, foram avaliadas 30 cultivares de arroz dos sistemas de cultivo
irrigado e sequeiro, que representam constituicdbes genéticas elite pertencentes a

colecéo de trabalho da Embrapa Clima Temperado (Tabela 1).

Tabela 1. Cultivares de arroz de dois sistemas de cultivo empregadas no estudo de
caracterizacdo quanto a tolerancia ao aluminio em cultivo hidropénico. FAEM/UFPel,

2009.

Sistema de Cultivo

Irrigado Sequeiro
BRS 6 “Chui” BRS Ligeirinho Arroz da Terra BRS Brilhante
BRS Pelota BR-IRGA 409 BRS Conai BRS Bonanca
BR-IRGA 410 BRS 7 “Taim” Arroz de Seco BRS Diamante
BRS Fronteira BRS Atalanta BRS Vencedora BRS Primavera
BRS Bojuru BR-IRGA 412 BRS Curinga BRS Lideranca
BRS Firmeza BR-IRGA 414 IAC 202 IAC 500
BRS Agrisul IAS 12-9 Formosa BRS Colosso BRS Talento

BRS Queréncia

Farroupilha

Inicialmente, as sementes foram colocadas para germinar em papel

umedecido com agua destilada, o qual foi acondicionado em caixas gerbox que

foram mantidas em estufa a temperatura de 28°C por 60 horas.
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Dez plantulas de cada cultivar que apresentavam comprimento de raiz
uniforme foram dispostas em telas de nailon, as quais foram adaptadas a recipientes
plasticos de dois litros de capacidade, de modo que a raiz mantivesse contato
permanente com a solucdo nutritiva completa (Camargo e Oliveira, 1981) composta
por Ca(NOs3), 4mM; MgSO,4 2mM; KNO3 4mM; (NH,4).S0O4 0,435mM; KH,PO,4 0,5mM;
MnSO,4 2mM; CuSO4 0,3uM; ZnSO,4 0,8uM; NaCl 30uM; Fe-EDTA 10uM; NaMoSO,
0,10uM e H3BO3 10 puM, permanecendo nesta condi¢do por 48 horas.

ApOs este periodo, as telas com as plantulas foram transferidas para as
solugbes tratamento, que consistiram de um décimo da solucdo completa (sem
adicdo de fosfato para evitar possivel precipitacdo do aluminio) mais as
concentracdes de 0, 7, 14 e 28 mg L™ de aluminio, fornecido como Al,(SO4)s, onde
foram mantidas por 48 horas. Posteriormente, retornaram para a solucdo completa
por mais 72 horas antes de serem coletadas para a avaliagdo do caréter
comprimento da raiz principal (CR).

Os recipientes com as solucfes completa e tratamento foram colocados em
tanque com sistema de banho-maria com agua a temperatura de 27°C. As solucdes
foram permanentemente oxigenadas e seu pH corrigido para 4,0 + 0,3 pela adigéao
HCI 1N, segundo metodologia descrita por Camargo e Oliveira (1981). As plantas

foram mantidas sob iluminacdo constante.

Delineamento experimental e analise estatistica

O experimento foi realizado seguindo o delineamento experimental
inteiramente casualizado em esquema fatorial dose x gendtipo (4x30) com trés
repeticoes.

Para estabelecer o tipo de resposta ao aluminio dos diferentes genétipos de
arroz empregados no experimento, os dados foram submetidos a andlise de
variancia. Para a comparacao das médias dentro de cada tratamento foi utilizado o
teste de Scott-Knott (5% de probabilidade) com auxilio do programa computacional
GENES (Cruz, 2001).

Na avaliacao da resposta das cultivares frente ao aumento na concentracao
de aluminio, foi feita a determinacdo do grau de polindbmio e o ajustamento da
equacao de regressao utilizando o programa estatistico SAS (SAS, 2002). Aléem
disso, foi feita também a comparacdo das médias entre os diferentes niveis de
aluminio através do teste de Tukey (5% de probabilidade).
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2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise de variancia apresentada na Tabela 2 revela que a interacéo
cultivar x dose foi significativa, evidenciando a necessidade de avaliacdo dos efeitos
simples para cada concentracdo de aluminio. Desta forma, a hipotese de diferenca
entre as constituicdes genéticas de arroz quanto ao carater comprimento de raiz foi
confirmada para cada nivel do ion metalico adicionado a solugédo. Além disso, 0s
reduzidos valores de coeficiente de variacdo (CV) observados atribuiram
confiabilidade e precisdo nas inferéncias formuladas em relacdo aos resultados

obtidos no presente trabalho.

Tabela 2. Resumo da andlise de variancia para o carater comprimento de raiz (CR)
de 30 cultivares de arroz submetidas a diferentes doses de aluminio na solucéo e de
forma individual fixando o fator dose. FAEM/UFPel, 2009.

Fonte de Média Geral

Variagéo GL QMcr (cm) CV(%)
Modelo 119 10,47** 8,75 6,07
Cultivar 29 29,89** - -
Dose 3 62,52** - -
Cultivar x Dose 87 2,20** - -
Erro 240 0,28 - -
Total 359 - - -
Fixando o Fator
Dose QMcromgt" QMcr7mgtt QMcr1amgl”™ QMcR 28mgi™
Cultivar 29 8,41** 10,99** 11,85** 5,24**
Erro 60 0,24 0,33 0,34 0,21
Total 89 - - - -
Média (cm) - 9,63 9,14 8,51 7,70
CV(%) - 511 6,29 6,87 6,00

** Significativo a 1% de probabilidade de erro pelo teste F;

QMcr = Quadrado médio do comprimento de raiz.
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Na Tabela 3 sdo apresentadas as médias do CR das cultivares de arroz
avaliados nas diferentes doses de aluminio, tendo sido comparados os genétipos
entre si em cada um dos niveis do tratamento,

A formacdo de oito classes distintas na concentracdo de 0 mg L™ de
aluminio evidencia, claramente, a diferenca genética existente entre os genétipos de
arroz quanto ao carater CR. As cultivares do grupo sequeiro, em especial Arroz da
Terra, BRS Conai e Arroz de Seco, apresentaram 0s maiores valores no carater
(14,77, 12,40 e 12,03 cm, respectivamente). Os do grupo irrigado, ao contrario,
mostraram 0s menores valores médios, com destaque para IAS 12-9 Formosa, com
apenas 6,8 cm de CR.

No primeiro tratamento com aluminio (7 mg L™), foi observado que a
resposta de grande parte das constituicbes genéticas ndo diferiu daquela obtida na
dose 0 mg L™, demonstrando uma pequena contribuicdo deste nivel do fon na
deteccdo de diferencas quanto ao grau de toleréncia entre os genétipos, o que foi
confirmado pela formacao de sete classes distintas, préximo ao padrao original (oito
classes). No entanto, algumas cultivares como Arroz da Terra, BR-IRGA 410, BRS
Firmeza, BRS Atalanta e IAS 12-9 Formosa, exibiram comportamento distinto
quando comparados ao controle (0 mg L™ de aluminio).

Na concentragdo de 14 mg L™ de aluminio, seis classes foram observadas.
As cultivares BRS Vencedora, BRS Conai e BRS Colosso (grupo sequeiro), mais
Farroupilha (grupo irrigado) se destacaram como os de maiores CR, enquanto IAS
12-9 Formosa e BRS Atalanta (grupo irrigado) apresentaram os menores valores
para o carater.

Na dose de 28 mg L™ de aluminio, os genétipos foram agrupados em quatro
classes distintas, o menor numero entre todas as doses. Isto se deveu,
principalmente, a significativa redugcdo observada no CR das cultivares do grupo
sequeiro. Por outro lado, ainda que tenham sido negativamente afetados pelo
tratamento, seus desempenhos quanto ao carater foram, em geral, superiores aos
do grupo irrigado. Nesse sentido, as cultivares Arroz de Seco, BRS Curinga, BRS
Vencedora, IAC 500, BRS Lideranca e BRS Colosso, mais Farroupilha (sistema
irrigado), se sobressairam em relacdo as demais (Tabela 3).
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Tabela 3. Comprimento de raiz (cm) de 30 cultivares de arroz submetidas a quatro
doses de aluminio em cultivo hidropdnico. FAEM/UFPel, 2009.

Concentracdo de aluminio (mg L™)

Genotipos
0 7 14 28
Arroz da Terra 14,77 a A 9,20 dB 7,95 dC 7,4 cC
BRS Conai 12,40 b A 11,80 aA 11,39 aA 896 bB
Arroz de Seco 12,03 b A 11,61 aA 10,63 bB 10,24 aB
Farroupilha 11,35 c A 11,96 aA 12,34 aA 9,64 aB
BRS Vencedora 11,25 cA 11,81 aA 11,71 aA 9,73 aB
BRS Curinga 11,09 cA 10,59 bA 1061 bA 9,79 aA
IAC 202 10,85 cA 10,59 b AB 9,10 c¢BC 895 bC
BRS Colosso 10,67 d A 10,25 cAB 11,17 aA 9,32 aB
BRS Brilhante 10,31 dA 10,14 cA 938 CcA 7,51 cB
BRS Bonanca 10,28 d A 11,05 bA 10,34 bA 8,45 bB
BRS Diamante 9,87 eA 9,21 dAB 8,47 dAB 7,29 cC
BRS Primavera 9,79 eA 11,47 aA 10,32 bA 7,67 cB
BRS 6 “Chui” 954 eA 794 eAB 6,50 eB 6,59 dB
BRS Lideranca 9,45 eA 10,69 bA 10,72 bA 9,41 aA
BRS Pelota 942 eA 10,18 cA 7,72 dB 758 c¢B
BR-IRGA 410 9,27 eA 766 eB 6,89 eBC 6,77 dC
BRS Fronteira 9,26 eA 895 dA 7,75 dB 6,82 dB
BRS Bojuru 9,09 fA 9,77 cA 790 dB 6,82 dB
BRS Firmeza 9,03 fA 6,99 eB 7,73 dB 766 cB
IAC 500 8,91 fA 9,18 dA 925 CcA 9,35 aA
BRS Agrisul 8,74 fA 8,10 eAB 7,60 dAB 6,56 dB
BRS Queréncia 8,62 fA 7,82 eAB 6,53 eB 6,58 dB
BRS Talento 8,58 fA 9,32 dA 882 CcA 758 cB
BRS Ligeirinho 8,41 gA 7,38 e AB 725 eAB 6,50 dB
BR-IRGA 409 8,03 gA 791 eAB 6,94 eBC 6,60 dC
BRS 7 “Taim” 787 gA 7,17 eAB 6,38 eB 6,38 dB
BRS Atalanta 7,78 gA 450 ¢gB 467 B 595 dB
BR-IRGA 412 7,74 gA 7,32 eAB 6,92 eAB 6,30 dB
BR-IRGA 414 7,66 gAB 8,17 eA 7,14 eBC 6,60 dC
IAS 12-9 Formosa 6,85 hA 550 fC 528 fC 5,99 dB

Médias seguidas de mesma letra mindscula nas colunas e mailscula nas linhas ndo diferem
significativamente entre si pelos testes de Scott-Knott e Tukey a 5% de probabilidade,
respectivamente.



28

E interessante ressaltar a resposta diferenciada das cultivares dos dois
sistemas de cultivo na concentracdo de 14 mg L™ aluminio, pois, enquanto apenas
trés genotipos do grupo sequeiro foram afetados negativamente (Arroz da Terra,
Arroz de Seco e IAC 202), os do grupo irrigado apresentaram, em sua maioria, CR
significativamente inferiores aos da dose padrdo (0 mg L™* de aluminio), com
excecao de BRS 6 “Chui”, BRS Agrisul, BRS Ligeirinho e BR-IRGA 412, levantando
a hipotese de que os genotipos de sequeiro apresentam, de certa forma, maior
tolerancia ao aluminio do que os de ambiente irrigado.

O comportamento diferenciado em relacdo ao aluminio téxico entre
cultivares de arroz destes sistemas de cultivo foi relatado por outros autores
(Ferreira et al., 1995; Freitas, 2003). Os gendétipos de sequeiro tém sua origem em
areas caracterizadas por alta concentracdo de AP** trocavel e baixo pH, o que
favorece a selecdo natural daqueles mais ajustados em ambientes de elevada
concentracéo do ion metélico.

Por outro lado, os genotipos do sistema irrigado sofrem pressao de selecao
em ambientes submetidos a irrigacdo, onde a presenca da agua eleva o pH do solo.
Assim, a sele¢cdo de plantas superiores é feita com base nesse ambiente em que

ndo ha presenca de aluminio em sua forma Al**

, de modo que as plantas
selecionadas poderdo apresentar sensibilade ao metal, principalmente quando
houver auséncia dos genes de tolerancia na genealogia dos genotipos obtidos.

De acordo com os resultados obtidos, a selecdo com o objetivo de detectar
diferentes niveis de tolerancia entre os genétipos do grupo irrigado pode ser
realizada utilizando a concentracdo de 14 mg L™* de aluminio, pois n&do foi
observada, neste nivel do tratamento, diferenca no comportamento destes materiais
em relacdo a dose mais elevada (28 mg L™) (Tabela 3). Desta forma, é possivel que
14 mg L' de aluminio seja o limite para que os contrastes entre as cultivares do
grupo irrigado sejam expressos com maior clareza. No entanto, essa informacao so
podera ser confirmada através de analise de regressao.

Ao ser considerado o CR dentro de cada uma das doses de aluminio
empregadas, é observado que, em todas elas, as cultivares de sequeiro foram as
que apresentaram os maiores valores para o carater. Como excec¢do, destaca-se o
gendtipo Farroupilha, de sistema irrigado. E provavel, pois, que o maior CR esteja

estreitamente ligado com a tolerancia ao metal e a outros estresses.
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E sabido que o sintoma primario da toxidez causada pelo aluminio aos
vegetais é uma rdpida inibicdo no crescimento radicular, a qual decorre,
principalmente, da interacdo do ion com as células da raiz e seus componentes,
causando severos prejuizos aos processos de divisdo e alongamento celulares
(Ciampovora, 2002).

Embora a prética da calagem seja capaz de reduzir a presenca da forma
toxica do elemento no solo, ela atinge, geralmente, apenas suas camadas
superficiais, limitando o desenvolvimento das raizes dos genotipos que apresentam
sensibilidade ao ion (Foy et al., 1978). Na hipotese de que as plantas sejam
submetidas a uma deficiéncia nutricional ou hidrica, por exemplo, aquelas
constituicbes genéticas com potencial para um maior crescimento radicular e que, ao
mesmo tempo, tolerarem a presenca do aluminio, terdo capacidade de explorar,
também, as camadas inferiores do solo em busca de agua e nutrientes, mantendo,
de acordo com as possibilidades, seu desempenho mesmo nessas condi¢cdes
ambientais adversas.

Segundo Camargo et al. (2005), para que plantulas de trigo obtenham agua
e nutrientes das camadas mais profundas do solo nos primeiros estadios de
desenvolvimento, é necessario que combinem as caracteristicas de elevado
comprimento de raiz e tolerancia a toxicidade de aluminio.

A Tabela 3 apresenta também a comparacdo das médias de CR entre o0s
diferentes niveis de aluminio dentro de cada genotipo.

As cultivares BRS Curinga, BRS Liderancga e IAC 500 nao tiveram reduzido
seu CR em nenhum dos niveis de aluminio empregados, destacando-se como as
mais tolerantes ao lado de BRS BRS Bonanca, BRS Brilhante, BRS Conai, BRS
Primavera, Farroupilha, BRS Talento e BRS Vencedora, que foram afetados
somente na dose mais elevada (28 mg L™). Comportamento semelhante mostraram
BRS Colosso, BRS Agrisul, BRS Diamante, BR-IRGA 412 e BRS Ligeirinho, embora
com menor intensidade.

Por outro lado, Arroz da Terra e BR-IRGA 410 sofreram o efeito prejudicial
do estresse ja no primeiro tratamento com aluminio e foram grandemente afetadas
na dose mais alta, demonstrando serem 0s gendétipos mais sensiveis ao ion metélico
dentre os avaliados, juntamente com IAS 12-9 Formosa, que teve uma queda
acentuada no CR nos dois primeiros tratamentos, parecendo experimentar, porém,

um processo de recuperacao na dose mais elevada.
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Os gendtipos BR-IRGA 409, IAC 202 e BR-IRGA 414, embora ndo tenham
sofrido reducdo no CR no nivel de 7 mg L™ de aluminio, apresentaram severa
diminuicdo no mais alto, enquanto BRS Firmeza e BRS Atalanta tiveram diminuicéo
significativa em relagcdo ao controle na primeira dose, mantendo a resposta nas
demais.

As cultivares BRS 6 “Chui”, BRS Queréncia, BRS 7 “Taim”, Arroz de Seco,
BRS Bojuru, BRS Fronteira e BRS Pelota foram negativamente influenciados pelo
aluminio somente a partir da concentracdo de 14 mg L™,

A Figura 1 apresenta o comportamento do CR das cultivares agrupadas
com base no sistema de cultivo (16 irrigados e 14 de sequeiro) em relagdo as
diferentes concentracdes de aluminio empregadas no experimento. E possivel
observar que as do grupo sequeiro foram superiores as do irrigado em todas as
doses estudadas, além de terem sofrido reducgdo significativa no CR somente na
mais alta delas (28 mg L), ao passo que as do sistema irrigado foram afetadas ja
no primeiro nivel com aluminio, confirmando o0s resultados observados
anteriormente em relacdo as cultivares de forma individual (Tabela 3).

O maior contraste quanto ao CR entre os dois grupos de gendtipos foi
observado ao se utilizar 14 mg L™ de aluminio na solucdo, visto que, nesta dose, as
cultivares de sequeiro mantiveram seu comportamento em relacdo as anteriores,
enquanto as do sistema irrigado continuaram a apresentar queda significativa no

valor do carater.
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Figura 1. Comprimento de raiz de cultivares de arroz agrupadas por sistema de
cultivo, submetidas a diferentes concentragbes de aluminio em hidroponia.
FAEM/UFPel, 2009.

A significancia da interacdo gendtipo x dose (Tabela 2) determinou que
fossem fixados os fatores de interesse que propiciaram uma explicacao geral acerca
da resposta dos diferentes gendtipos frente as doses de aluminio. Com base na
analise de regressdo é possivel verificar o comportamento de cada gendétipo de
modo geral, ja na analise de médias a inferéncia € feita somente no ponto
estabelecido referente a cada dose (0, 7, 14 e 28 mg L™). Conseqiientemente, o
nivel de tolerancia determinado dentro de cada ponto pode ndo representar o
comportamento do gendtipo quando analisado através da regresséo.

Por se tratar de um fator quantitativo, a analise de regressédo representa o
parametro mais ajustado para determinar o comportamento dos genotipos frente as
doses de aluminio. Através desta andlise, foi possivel avaliar de modo efetivo o
comportamento de cada constituicdo genética estudada, bem como determinar as

doses ideais de selecéo.
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Na Tabela 4 sédo apresentados os parametros das equagdes de regressao
ajustadas, bem como o teste de significancia do coeficiente de regressao (ou
angular) relativo a respectiva equacéo, para a variavel dependente CR das 30
cultivares de arroz, individualmente, em relacdo as diferentes concentracbes de
aluminio utilizadas no experimento.

Os gendtipos BRS Agrisul, Arroz de Seco, BRS Bojuru, BRS Brilhante, BRS
Conai, BRS Curinga, BRS Diamante, BRS Fronteira, IAC 202, BR-IRGA 409, BR-
IRGA 412, BR-IRGA 414, BRS Ligeirinho, BRS Pelota, BRS Queréncia e BRS 7
“Taim” responderam de forma linear as doses crescentes de aluminio na solucéo
(Tabela 4). O parametro a na equacéao de regressao € um estimador do CR no nivel
0 de aluminio, enquanto o parametro b é um estimador da taxa de declinio do CR
por unidade de aluminio adicionado na solucdo. Portanto, quanto maior o valor do
coeficiente, maior o efeito toxico do aluminio sobre a caracteristica avaliada.

A andlise do coeficiente angular (b;) pelo teste t mostrou que ele foi
significativo para todas as cultivares, ou seja, as diferencas encontradas no CR ao
aumentar a concentracdo de aluminio na solucdo nutritiva foram decorrentes do
tratamento e ndo devidas ao acaso. Seus valores foram, respectivamente, -0,08, -
0,07, -0,10, -0,10, -0,12, -0,04, -0,09, -0,09, -0,07, -0,06, -0,05, -0,05, -0,06, -0,08, -
0,07 e -0,05.

O sinal negativo, presente em todos os coeficientes, indica que, quanto
maior a dose de aluminio, menor a capacidade de recuperacdo no CR no periodo de
72 h. Para o genotipo BRS Agrisul, por exemplo, a equacao de regresséo linear, Y=
8,69 - 0,08 x indica que cada acréscimo de 1 mg L* de aluminio na solucdo
implicara na diminuicdo do comprimento da raiz em 0,08 cm, até que seu

crescimento seja totalmente inibido.
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Tabela 4. Parametros das equacgfes de regressao linear e quadratica: interceptacéo
no eixo y (a), coeficiente de regressao linear (b;) e quadratico (b,) e coeficiente de
determinacdo (R?) de 30 gendtipos de arroz submetidos a quatro concentracées de

aluminio em hidroponia para a variavel comprimento de raiz. FAEM/UFPel, 2009.

Parametro
Genatipo a bix boXC R2

BRS Agrisul 8,69 -0,08* - 0,99
Arroz da Terra 14,47 -0,77 0,02* 0,97
Arroz de Seco 11,94 -0,07* - 0,95
BRS Atalanta 7,52 -0,43 0,01* 0,88
BRS Bojuru 9,55 -0,10* - 0,82
BRS BRS Bonanca 10,39 0,09 -0,006* 0,96
BRS Brilhante 10,62 -0,10* ’ 0,85
BRS 6 “Chui” 9,61 -0,32 0,007* 0,99
BRS Colosso 10,46 0,08 -0,004* 0,71
BRS Conai 12,65 -0,12* - 0,87
BRS Curinga 11,05 -0,04* - 0,94
BRS Diamante 9,84 -0,09* - 0,99
Farroupilha 11,27 0,19 -0,009* 0,98
BRS Firmeza 8,76 -0,19 0,005* 0,59
IAS 12-9 Formosa 6,79 -0,21 0,006* 0,97
BRS Fronteira 9,32 -0,09* - 0,96
IAC 202 10,78 -0,07* - 0,87
IAC 500 - - - -

BR-IRGA 409 8,05 -0,06* - 0,90
BR-IRGA 410 9,24 -0,26 0,006* 0,99
BR-IRGA 412 7,70 -0,05* - 0,99
BR-IRGA 414 7,97 -0,05* - 0,75
BRS Lideranca 9,51 0,20 -0,007* 0,97
BRS Ligeirinho 8,15 -0,06* - 0,95
BRS Pelota 9,75 -0,08* - 0,61
BRS Primavera 10,02 0,19 -0,009* 0,92
BRS Queréncia 8,29 -0,07* - 0,95
BRS 7 “Taim” 7,59 -0,05* - 0,98
BRS Talento 8,68 0,09 -0,005* 0,93
BRS Vencedora 11,26 0,12 -0,006* 0,99

* Significativo pelo teste t ao nivel de 5% de probabilidade de erro para o0 modelo de regressao em

guatro niveis de tratamento

Com base nas equacgles de regressdo linear, € possivel afirmar que a

cultivar BRS Curinga foi a que demonstrou o maior nivel de tolerancia ao estresse
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aplicado, pois apresenta a menor reducdo no CR com o aumento no nivel de
aluminio em solucdo, ou seja, o maior nivel de recuperacdo do estresse. Esse
comportamento esta de acordo com o resultado obtido por meio da analise das
meédias (Tabela 3), em que pode ser observado que este gendtipo ndo sofreu
reducdo significativa no CR em nenhuma das concentragfes de aluminio utilizadas,
além do fato de que esta dentre aquelas constituicdes genéticas que apresentaram o
maior valor para a variavel resposta em avaliacdo. Por outro lado, BRS Conai foi o
genotipo que apresentou a maior diminuicio do CR com o0 incremento na
concentracéo de aluminio.

O comportamento das cultivares Arroz da Terra, BRS Atalanta, BRS
Bonanca, BRS 6 “Chui”, BRS Colosso, Farroupilha, BRS Firmeza, IAS 12-9
Formosa, BR-IRGA 410, BRS Lideranca, BRS Primavera, BRS Talento e BRS
Vencedora foi do tipo quadratico, com coeficientes de regressao iguais, pela ordem,
a 0,02, 0,013, -0,006, 0,007, -0,004, -0,009, 0,005, 0,006, 0,006, -0,007, -0,01, -
0,005 e -0,006 (Tabela 4).

Os genotipos cujo sinal do coeficiente angular € negativo apresentaram
incremento no CR no primeiro nivel de aluminio em relacdo ao controle,
comportamento que se manteve também no de 14 mg L™*, porém com menor
intensidade. Todavia, tiveram significativa redu¢cdo na concentracdo mais alta, com
excecdo de BRS Lideranca, que retornou ao valor observado na auséncia do ion
metalico, demonstrando nao ter sido afetado negativamente pelo estresse no
intervalo de doses avaliado (sendo necessario utilizar concentragdes mais elevadas
para verificar um possivel efeito téxico do aluminio sobre esta cultivar). Por outro
lado, as constituicdes genéticas com coeficiente angular positivo tiveram decréscimo
no CR com o aumento na concentracao do ion metalico.

E possivel observar que, com excegdo dos gendtipos Arroz da Terra
(sequeiro), BRS Bojuru e Farroupilha (irrigados), o sinal do coeficiente angular foi
igual para as constituicdes genéticas pertencentes ao mesmo sistema de cultivo, isto
€, 0os de sequeiro apresentaram sinal negativo e os irrigados, positivo, sinalizando
um comportamento semelhante entre eles.

O aumento no CR com o acréscimo do aluminio, verificado nas
constituicbes genéticas cujo sinal foi negativo, indica que o periodo de 72 horas em
gue os materiais permaneceram na solucdo completa (sem aluminio), apos 48 horas

de exposicdo ao metal, foi suficiente para evidenciarem grande capacidade de
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recuperacdo quando considerada a concentracéo de 7 mg L™ de aluminio, a qual, de
modo geral, se manteve também no nivel subseqiente, mas que néo se repetiu na
dose superior (28 mg L™) para estas cultivares - exceto BRS Lideranca - nem em
nenhum dos niveis do tratamento para as do grupo irrigado, que nao foram capazes
de retornar ao patamar de crescimento radicular alcancado pelo controle.

IAS 12-9 Formosa, por sua vez, quando considerado o ultimo nivel de
tratamento, demonstrou o inicio de um processo de recuperacdo que, ao que
parece, demandaria um tempo maior do que o utilizado neste experimento.

A interpretacdo biolégica da equacéo y = a + bix + byx? é possivel de ser
realizada através do modelo matemaético —b1/2b2. Desse modo, 19,3 mg L™ de
aluminio representa a concentracdo em que, teoricamente, o sistema radicular nédo
tem capacidade para se recuperar do estresse para a cultivar Arroz da Terra, 21 mg
L para BRS Atalanta, 7,5 mg L™ para BRS Bonanca, 22,9 mg L™ para BRS 6
“Chui”, 10 mg L™ para BRS Colosso, 10,6 mg L™ para Farroupilha, 19 mg L™ para
BRS Firmeza, 17,5 mg L™ para IAS 12-9 Formosa, 21,7 mg L™ para BR-IRGA 410,
14,3 mg L™ para BRS Lideranca, 9,5 mg L™ para BRS Primavera, 9,0 mg L™ para
BRS Talento e 10 mg L™ para BRS Vencedora.

A julgar por estes resultados, poderia ser afirmado que as cultivares do
sistema irrigado demonstraram maior tolerancia ao aluminio téxico do que as de
sequeiro, pois a dose de inibicdo da recuperacdo do crescimento radicular apds a
exposicdo ao metal para os primeiros se situou entre 17,5 e 22,9 mg L™ (exceto
Farroupilha), enquanto para os dltimos variou de 7,5 a 14,3 mg L™ de alumfnio.

Ao se observar, entretanto, a comparagdo entre as meédias obtidas para
cada genotipo, comparando as diferentes doses de aluminio, (Figura 2), € possivel
verificar que os do grupo sequeiro somente sofreram o efeito téxico do tratamento na
dose 28 mg L™, ao passo que os do irrigado ja foram afetados no primeiro nivel na
presenca do elemento. Assim, a comparagdo entre constituicbes genéticas de
sistemas de cultivo distintos é inadequada, devendo ser feita apenas dentro de cada
um deles.

Deste modo, com base no modelo matematico, BRS Lideranca e BRS 6
“Chui” evidenciaram a maior tolerancia dentre as cultivares de sequeiro e irrigado,
respectivamente, enquanto BRS Bonanca e Farroupilha foram as mais sensiveis

dentro dos mesmos grupos.
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Nenhuma das equacbes de regresséo foi significativa para a cultivar IAC
500 (Tabela 4), demonstrando que o CR da mesma nao foi afetado pelo aumento na
concentracdo de aluminio na solucdo (Tabela 3), o que, conforme observado
anteriormente, a caracteriza como tolerante a esse estresse.

A analise dos resultados acima permite verificar que os dez gendétipos que
exibiram os maiores niveis de tolerancia ao aluminio pertencem ao grupo sequeiro,
enguanto os do irrigado encontram-se entre 0s mais sensiveis ao metal.

Na concentracédo mais elevada, ou seja, 28 mg L™, a quase totalidade das
constituicbes genéticas avaliadas sofreu os efeitos prejudiciais do estresse causado
pelo aluminio, demonstrando que ela é fortemente restritiva para 0os genoétipos de
ambos os sistemas de cultivo, excecéo feita a BRS Curinga, BRS Lideranca e IAC
500 (sequeiro), que ndo foram afetados pelo incremento do metal na solucéo
(Tabela 3). Esse fato, aliado ao de que estdo dentre os materiais que apresentaram
0s maiores valores de CR, caracteriza estas trés cultivares como as mais tolerantes

ao aluminio nas condicOes de realizacao desse experimento.
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2.4 CONCLUSOES

Existe variabilidade genética para o caréater tolerancia ao aluminio entre as
cultivares avaliadas, tomando como base o comprimento de raiz.

A dose de 14 mg L™ de aluminio é a que melhor diferencia as cultivares
guanto a tolerancia ao metal.

As cultivares oriundas do sistema de cultivo de sequeiro apresentam, de

modo geral, maior nivel de tolerancia ao aluminio.
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3. CAPITULO Il

VARIABILIDADE GENETICA ENTRE CULTIVARES DE ARROZ SU BMETIDAS A
DIFERENTES CONCENTRAGCOES DE ALUMINIO EM CULTIVO HID ROPONICO

3.1. INTRODUCAO

A toxidez causada por aluminio € a principal limitacdo do solo a producgéo de
alimentos e biomassa em todo mundo (Vitorello et al., 2005). Pelo fato de que muitas
espécies de plantas sdo sensiveis a concentracdes micromolares desse elemento, o
potencial de toxicidade dos solos em relagéo a ele é consideravel (Delhaize e Ryan,
1995).

Embora a maior parte do aluminio ocorra em formas nao fitotoxicas (como
aluminosilicatos, por exemplo), a sua solubilizacdo é aumentada sob condicbes de
baixo pH. Desse modo, seu efeito toxico € um dos principais fatores limitantes da
producédo agricola em solos &cidos (Delhaize e Ryan, 1995). Estima-se que entre 30
e 40% do solo aravel do mundo tenha pH inferior a 5,5 (von Uexkill e Mutert, 1995).

O sintoma primario da toxicidade causada pelo AP**

€ uma rapida inibicao do
crescimento da raiz, o que limita a absorcédo de agua e nutrientes (Jones e Kochian,
1995; Barcelo e Poschenrieder, 2002). Como conseqiéncia, ha diminuicdo no
desenvolvimento e produtividade das culturas (Ma e Furukawa, 2003).

A cultura do arroz é afetada pela toxicidade do aluminio (Nguyen et al.,
2001). Por outro lado, variacdes genotipicas em relacdo a resposta a esse estresse
foram descritas (Khatiwada et al., 1996; Ma et al., 2002).

A existéncia de variabilidade genética entre gendtipos é essencial para o
melhoramento, visto que cruzamentos que envolvam progenitores geneticamente
diferentes sdo os mais indicados para que seja produzido alto efeito heterético e,

também, maior variabilidade genética em geracdes segregantes (Rao et al., 1981).
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Nesse sentido, a quantificacdo da dissimilaridade genética pode servir como
parametro para identificagcdo de genitores que possibilitem este efeito heterdtico na
progénie e maior possibilidade de recuperacdo de recombinantes superiores nas
geracOes segregantes (Bertan et al., 2006).

A determinacao da divergéncia genética com o uso da analise multivariada,
em que diversos caracteres avaliados podem ser dimensionados simultaneamente
nos genotipos, tem se apresentado bastante vantajosa, podendo ser identificadas
fontes de variabilidade genética, além da importancia de cada carater avaliado
(Moura et al., 199).

A técnica de analise multivariada foi bastante promissora na discriminagcéo
de gendtipos de arroz (Morais et al., 1999; Magalhaes Jr., 2007), pimentéo (Moura et
al., 1999), aveia (Marchioro et al., 2003) e mamona (Costa et al., 2006), entre outras
espécies. Especificamente em relacdo a tolerdncia a toxidez por aluminio, este
meétodo foi utilizado com sucesso em arroz (Ferreira et al.,, 1995; Ferreira et al.,
1998; Freitas, 2003) e trigo (Bertan et al., 2006).

A cultura do arroz é considerada como uma das mais tolerantes ao aluminio
dentre cereais como centeio, trigo e cevada. Apesar disso, 0S mecanismos para
essa elevada tolerancia ainda nédo foram esclarecidos (Ma et al., 2002; Ma et al.,
2005).

O arroz apresenta importantes relacdes de sintenia com as outras espécies
de cereais e é o genoma modelo para as gramineas (IRGSP, 2005), de modo que
informacdes obtidas através de seu estudo podem ser utilizadas para inferéncias em
outras espécies desta familia vegetal

Para a realizacdo de estudos sobre tolerancia de arroz ao aluminio é
indispensavel, primeiramente, conhecer a variabilidade genética existente entre as
cultivares disponiveis, bem como determinar niveis de estresse capazes de
diferenciar cultivares tolerantes e sensiveis. Nesse sentido, este capitulo teve por
objetivo estimar a dissimilaridade genética entre gendtipos de arroz pertencentes a
colecdo de trabalho da Embrapa Clima Temperado cultivados em sistema de
hidroponia e submetidos a diferentes niveis de aluminio em solu¢cdo, bem como

estimar a contribuicdo relativa das varidveis para a dissimilaridade genética.
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3.2 MATERIAL E METODOS

Material vegetal e condi¢des de cultivo

Os genotipos foram testados em cultivo hidropbnico, sob condicdes
controladas de ambiente, no Laboratorio de Duplo-Haploides e Hidroponia
pertencente ao Centro de Gendmica e Fitomelhoramento (LDH/CGF) da Faculdade
de Agronomia Eliseu Maciel da Universidade Federal de Pelotas (FAEM/UFPel),

No estudo, foram avaliadas 30 cultivares de arroz de dois sistemas de
cultivo (irrigado e sequeiro), que representam constituicdbes genéticas elite

pertencentes a colecéo de trabalho da Embrapa Clima Temperado (Tabela 1).

Tabela 1. Relacdo dos gendtipos de arroz utilizados no experimento. FAEM/UFPel,
20009.

Sistema de Cultivo

Irrigado Sequeiro
BRS 6 “Chui” BRS Ligeirinho Arroz da Terra BRS Brilhante
BRS Pelota BR-IRGA 409 BRS Conai BRS Bonanca
BR-IRGA 410 BRS 7 “Taim” Arroz de Seco BRS Diamante
BRS Fronteira BRS Atalanta BRS Vencedora BRS Primavera
BRS Bojuru BR-IRGA 412 BRS Curinga BRS Lideranca
BRS Firmeza BR-IRGA 414 IAC 202 IAC 500
BRS Agrisul IAS 12-9 Formosa BRS Colosso BRS Talento
BRS Queréncia Farroupilha

Inicialmente, as sementes foram colocadas para germinar em papel
umedecido com agua destilada, o qual foi acondicionado em caixas gerbox que
foram mantidas em estufa a temperatura de 28°C por 60 horas.

Dez plantulas de cada cultivar que apresentavam comprimento de raiz

uniforme foram dispostas em telas de nailon, as quais foram adaptadas a recipientes
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plasticos de dois litros de capacidade, de modo que a raiz mantivesse contato
permanente com a solugéo nutritiva completa (Camargo e Oliveira, 1981) composta
por Ca(NOs3), 4mM; MgSO,4 2mM; KNO3 4mM; (NH,4).SO,4 0,435mM; KH,PO,4 0,5mM,;
MnSO4 2mM; CuSO4 0,3uM; ZnSO4 0,8uM; NaCl 30uM; Fe-EDTA 10uM; NaMoSO,
0,10uM e H3BO3 10 pM, permanecendo nesta condigao por 48 horas.

Apés este periodo, as telas com as plantulas foram transferidas para as
solugcbes tratamento, que consistiram de um décimo da solugcdo completa (sem
adicdo de fosfato para evitar possivel precipitacdo do aluminio) mais as
concentracdes de 0, 7, 14 e 28 mg L™ de aluminio, fornecido como Al,(SO4)s, onde
foram mantidas por 48 horas. Posteriormente, retornaram para a solucdo completa
por mais 72 horas antes de serem coletadas para a avaliacdo dos caracteres
comprimento da raiz principal (cm), comprimento da parte aérea (cm), comprimento
do coleoptilo (cm), comprimento da primeira folha (cm), inser¢cdo da primeira folha
(cm), comprimento da segunda folha (cm) e nimero de raizes.

Os recipientes com as solucfes completa e tratamento foram colocados em
tanque com sistema de banho-maria com agua a temperatura de 27°C. As solucdes
foram permanentemente oxigenadas e seu pH corrigido para 4,0 + 0,3 pela adi¢éao
de HCI 1N, segundo metodologia descrita por Camargo e Oliveira (1981). As plantas

foram mantidas sob iluminacdo constante.

Delineamento experimental e analise multivariada

O experimento foi realizado seguindo o delineamento experimental
inteiramente casualizado em esquema fatorial dose x gendtipo (4x30) com trés
repeticbes. Os dados foram submetidos a analise de variancia univariada e a
significancia foi testada pelo teste F a 5% de probabilidade, utilizando o programa
estatistico SAS (SAS, 2002).

A distancia genética entre todos os pares de gendtipos foi estimada por
meio da distancia generalizada de Mahalanobis (D% a partir de médias
padronizadas, utilizando o programa computacional GENES (Cruz, 2001). Com base
na matriz de dissimilaridade genética gerada foi aplicado o método de agrupamento
de Tocher (Rao, 1952) e construido um dendrograma pelo método de agrupamento
da distancia média (UPGMA). Para a estimativa do ajuste entre a matriz de

dissimilaridade e o dendrograma gerado foi calculado o coeficiente de correlagéo
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cofenética (r) (Sokal e Rohlf, 1962), utilizando o programa computacional NTSYS pc
2.1 (Rohlf, 2000).

A importancia relativa dos caracteres avaliados para a estimativa da
dissimilaridade genética foi obtida por meio da participacéo dos componentes da D?,
relativos a cada caréter, no total da dissimilaridade observada (Singh, 1981).

Para avaliar a existéncia de correlagdo fenotipica entre o comprimento de
raiz e os demais caracteres avaliados, os dados foram submetidos ao teste de

correlacdo de Pearson através do programa estatistico SAS (SAS, 2002).
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O resumo da andlise de variancia univariada (Tabela 2) demonstra que
houve diferenca significativa em todas as concentracées de aluminio para todos os
caracteres avaliados, indicando, dessa forma, a existéncia de variabilidade genética
entre os gendtipos estudados.

O sintoma primario da toxicidade causada pelo aluminio é uma rapida
inibicdo do crescimento radicular (Jones e Kochian, 1995; Barcelo e Poschenrieder,
2002). Deste modo, a medicdo do comprimento de raiz é usualmente utilizada na
avaliacdo da tolerancia de gendtipos a esse estresse. De acordo com Vasconcelos
et al. (2002), apenas as variaveis morfologicas ligadas ao sistema radicular permitem
reconhecer a tolerancia diferencial ao aluminio entre uma cultivar selecionada em
condicdo de sequeiro adaptada a toxicidade por este metal e uma cultivar altamente
sensivel selecionada em condi¢cdo de irrigacdo. Na mesma linha, o indice de
sensibilidade do crescimento radicular & toxicidade por aluminio mostrou-se eficiente
na avaliagdo da tolerancia diferenciada de linhagens de terras altas esse estresse
(Guimaréaes et al., 2006).

Pode ser observado pela analise dos quadrados médios (Tabela 2) que,
considerando o carater comprimento de raiz como o principal para a avaliagdo da
tolerancia de genétipos de arroz ao aluminio, o nivel de 14 mg L™ é o que resulta na
obtencdo de maior variabilidade entre os gendtipos, resultado semelhante ao
encontrado por Freitas (2003), que indicou a dose de 15 mg L™ de aluminio como a
mais adequada para estudos de dissimilaridade genética em arroz visando a

tolerancia a este metal.
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Tabela 2. Resumo da analise de variancia univariada para os caracteres avaliados
em arroz submetido a diferentes concentragfes de aluminio em solugéo nutritiva.
FAEM/UFPel, 2009.

Quadrado Médio

Caracteres Concentracéo de aluminio (mg L™)
0 7 14 28
Comprimento de raiz (cm) 8,41* 10,99** 11,85** 5,24**
Comprimento de parte aérea (cm) 34,22** 19,36** 30,63** 28,42**
Comprimento de coledptilo (cm) 0,17** 0,20** 0,18** 0,18*
Comprimento da 12. folha (cm) 2,05** 1,67** 1,63** 1,77
Insercéo da 12. folha (cm) 3,25** 2,94 2,91** 2,14
Comprimento da 22. folha (cm) 36,09** 18,60** 33,85** 18,53**
Numero de raizes 2,26** 1,82* 3,20** 0,87*

** Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F

* Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F

As Figuras 1, 2, 3 e 4 apresentam os dendrogramas representativos da
dissimilaridade genética dos 30 gendtipos de arroz para as variaveis avaliadas sob
cada um dos niveis de aluminio utilizados. Os mesmos foram construidos com base
no método UPGMA e a distdncia média de Mahalanobis entre as cultivares foi
utilizada como critério para a formacao dos grupos. Para a divisdo dos mesmos, foi
utilizado o célculo da dissimilaridade média entre os genotipos.

A partir da analise da Figura 1, que representa a dissimilaridade genética
entre os 30 gendtipos na auséncia de aluminio, é possivel verificar a formacao de
qguatro grandes grupos. O primeiro (l) é formado pelos gendétipos IAS 12-9 Formosa
e BRS Bojuru. O grupo Il pode ser subdividido em trés subgrupos (a, b e c): a),
subdividido em al) BRS Atalanta, BRS 6 “Chui”, BRS Fronteira, BR-IRGA 410, BRS
Ligeirinho, BRS Talento e BRS Pelota; a2) BRS Bonanca, BRS Lideranca, BRS
Colosso, BRS Curinga e BRS Primavera e a3) BR-IRGA 409; b) BRS 7 “Taim”, BR-
IRGA 412, BR-IRGA 414, BRS Agrisul e BRS Queréncia; e, por ultimo, c)
Farroupilha, BRS Brilhante, BRS Diamante, IAC 202, BRS CONAI, BRS Vencedora
e Arroz de Seco. O grupo Il contém BRS Firmeza e IAC 500, enquanto o IV grupo

foi formado pelo gendtipo Arroz da Terra.
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Figura 1. Dendrograma representativo da dissimilaridade genética de 30 gendtipos
de arroz para varidveis avaliadas sob estresse por aluminio na concentracdo de
0 mg L™ (controle), resultante da analise de conglomerac&o obtida pelo método da
distancia média entre gendtipos, utilizando Mahalanobis como medida de
dissimilaridade. O coeficiente de correlagédo cofenética (r) foi de 0,80. FAEM/UFPel,
20009.

Os gendtipos com menor dissimilaridade foram BRS 6 “Chui” x BRS
Fronteira e BRS Brilhante x BRS Diamante. A maior distancia em relacdo aos
demais foi observada no genétipo Arroz da Terra.

Pode ser observado que, de modo geral, os gendétipos foram agrupados de
acordo com seu sistema de cultivo, 0 que era esperado em funcdo de que este
agrupamento foi feito com base no tratamento controle, ou seja, 0 mg L™ de aluminio
na solugdo nutritiva. Da mesma forma, as cultivares IAS 12-9 Formosa e BRS
Bojuru, pertencentes a subespécie japodnica, formaram grupo isolado neste
tratamento e se mantiveram sempre no mesmo grupo nos demais tratamentos, com
excecdo do de 7 mg L™. O coeficiente de correlacdo cofenética de 0,8 indica um
bom ajuste entre a matriz de dissimilaridade e a representagcdo grafica obtida, de
modo que ha confiabilidade nas inferéncias realizadas.
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Figura 2. Dendrograma representativo da dissimilaridade genética de 30 gendtipos
de arroz para varidveis avaliadas sob estresse por aluminio na concentracdo de
7 mg L, resultante da andlise de conglomeracédo obtida pelo método da distancia
meédia entre genotipos, utilizando Mahalanobis como medida de dissimilaridade. O
coeficiente de correlacdo cofenética (r) foi de 0,74. FAEM/UFPel, 2009.

A andlise do dendrograma apresentado na Figura 2 indica a formacéo de
dois grandes grupos, sendo que o primeiro (I) deles pode ser subdividido em cinco
sub-grupos: a) formado pelos gendétipos IAS 12-9 Formosa e BRS Atalanta; b) BRS
Firmeza; c), com dois subgrupos: cl) BRS Bojuru, BRS Talento, BRS Pelota, BRS
Fronteira, BRS Brilhante, BRS Diamante e c2) BRS 7 “Taim”, BRS Queréncia, BR-
IRGA 414, BR-IRGA 409, BRS 6 “Chui”, BRS Ligeirinho, BR-IRGA 410, BR-IRGA
412 e BRS Agrisul; d) composto por d1) Farroupilha e d2) BRS Bonanca, BRS
Curinga, BRS Colosso, BRS Liderancga, IAC 500, IAC 202, BRS Vencedora, BRS
Conai e BRS Primavera; e) constituido por Arroz da Terra. O segundo (ll) grupo é
formado pelo gendtipo Arroz de Seco.

Na concentracdo de 7 mg L™ de aluminio os genétipos que apresentaram
menor dissimilaridade foram BRS Bonanga x BRS Curinga e BRS Colosso e BRS
Lideranca. Por outro lado, o cultivar Arroz de Seco foi 0 que apresentou maior

distancia em relacdo aos outros.
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Figura 3. Dendrograma representativo da dissimilaridade genética de 30 gendtipos
de arroz para varidveis avaliadas sob estresse por aluminio na concentracdo de
14 mg L, resultante da anélise de conglomeracéo obtida pelo método da distancia
meédia entre genotipos, utilizando Mahalanobis como medida de dissimilaridade. O
coeficiente de correlacdo cofenética (r) foi de 0,59. FAEM/UFPel, 2009.

A avaliacdo do dendrograma da Figura 3 revela a formagcdo de quatro
grupos. O grupo | é constituido pelos genétipos IAS 12-9 Formosa, BRS Bojuru e
BRS Atalanta. O I, por sua vez, pode ser subdividido em dois subgrupos, a saber: a)
BRS Firmeza e BRS Queréncia e b) BRS 7 “Taim”, BRS Fronteira, BRS Bonanca,
BRS Talento, BRS Colosso, BRS Curinga, BRS Lideranca, BRS Conai, BRS
Primavera, BRS Vencedora e IAC 500. No grupo Il sdo encontrados BRS Pelota,
BR-IRGA 414, BR-IRGA 410, BR-IRGA 409, BRS 6 “Chui”, BR-IRGA 412, BRS
Ligeirinho, BRS Brilhante, BRS Diamante e Farroupilha. O grupo IV é formado por
BRS Agrisul, Arroz da Terra, IAC 202 e Arroz de Seco.

O menor nivel de dissimilaridade foi verificado entre os gendtipos BR-IRGA
409 x BRS 6 “Chui”, enquanto IAS 12-9 Formosa, BRS Bojuru e BRS Atalanta séo
os mais distantes geneticamente na concentracdo de 14 mg L™ de aluminio em

relacdo as demais constituicbes genéticas avaliadas.
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O dendrograma representativo da dissimilaridade genética dos 30 gendétipos
de arroz para variaveis avaliadas sob estresse por aluminio na concentracdo de 28
mg L™ é mostrado na Figura 4. Pode ser observada a formacado de quatro grupos. O
grupo | compreende os gendtipos IAS 12-9 Formosa, BRS Bojuru e BRS Talento. O
Il pode ser subdividido em dois subgrupos, sendo que o primeiro deles (a) também
pode ser subdividido em al) constituido por BRS Atalanta, BRS Pelota, BR-IRGA
410, BR-IRGA 409, BRS Fronteira, BRS 6 “Chui”, BRS Ligeirinho, BRS 7 “Taim”,
BRS Queréncia e BR-IRGA 412 e a2) em que sdo encontrados BRS Firmeza, BRS
Vencedora, IAC 500, BRS Bonanca, BRS Colosso, BRS Liderangca, BRS Curinga,
BRS Brilhante, BRS Primavera, BRS Diamante e BRS Conai. O segundo subgrupo,
(b), tem na sua composicao as cultivares BR-IRGA 414, BRS Agrisul e IAC 202. O
genadtipo Farroupilha € o Unico componente do grupo lll, ao passo que Arroz de

Seco e Arroz da Terra formam o grupo IV.
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Figura 4. Dendrograma representativo da dissimilaridade genética de 30 gendtipos
de arroz para varidveis avaliadas sob estresse por aluminio na concentracdo de
28 mg L, resultante da anélise de conglomeracéo obtida pelo método da distancia
média entre genotipos, utilizando Mahalanobis como medida de dissimilaridade. O
coeficiente de correlacdo cofenética (r) foi de 0,74. FAEM/UFPel, 2009.
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As cultivares BR-IRGA 409 x BRS Fronteira demonstraram o menor nivel de
dissimilaridade. Por outro lado, Arroz de Seco e Arroz da Terra foram aqueles que
apresentaram maior distancia em relacéo aos outros.

A analise dos agrupamentos gerados pelo método de Tocher (Tabelas 3, 4
5 e 6) nas quatro doses de aluminio utilizadas revelou que o maior niumero de
grupos (nove) foi gerado na concentracéo de 14 mg L™ (Tabela 5), enquanto houve
a formacéao de cinco, sete e oito grupos nas doses de 0 (Tabela 3), 7 (Tabela 4) e 28
mg L™ de aluminio (Tabela 6), respectivamente. Dessa forma, o nivel de 14 mg L™
foi identificado como aquele que possibilitou a melhor dissimilaridade entre os
genatipos, podendo ser utilizado para estudos genéticos relacionados a tolerancia
ao aluminio em arroz.

Esse resultado esta de acordo com o observado a partir da comparacao
entre as médias do comprimento de raiz dos 30 gendtipos nas quatro doses de
aluminio, quando foi evidenciado que no nivel de 14 mg L' houve a maior
diferenciacdo de resposta ao estresse entre as cultivares de arroz irrigado e de

sequeiro (Capitulo I).

Tabela 3. Agrupamento dos 30 gendétipos de arroz pelo método de Tocher com base
nos caracteres comprimento de raiz, comprimento de parte aérea, comprimento de
coleoptilo, comprimento da 12. folha, insercéo da 12. folha, comprimento da 22. folha

e nimero de raizes no nivel de 0 mg L™ de aluminio (controle). FAEM/UFPel, 20009.

Grupo Genotipos

1 BRS 6 “Chui”, BRS Fronteira, BRS Atalanta, BRS Ligeirinho, BR-IRGA 410,
BRS Talento, BRS Lideranca, BRS Pelota, BRS Primavera, BRS Curinga,
BRS Bonanca, BRS Colosso, BRS Queréncia, BRS 7 “Taim”, BR-IRGA 412,
BRS Agrisul, BR-IRGA 409, BRS Brilhante, BRS Diamante, IAC 202, BR-
IRGA 414, BRS Vencedora

Arroz de Seco, BRS Conai, Farroupilha

IAS 12-9 Formosa, BRS Bojuru

BRS Firmeza, IAC 500

Arroz da Terra

ga b~ W N
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Diferentemente do observado no dendrograma da Figura 1, a maioria dos

genotipos, independentemente do sistema de cultivo, foram agrupados em um

mesmo grupo (Grupo 1) pelo método de Tocher na auséncia de aluminio (Tabela 3).

Na presenca de 7 mg L™ do metal, ao contrario (Tabela 4), com excecéo da

presenca dos gendtipos Farroupilha e BRS Pelota no Grupo 1 e BRS Talento no

Grupo 2, foi verificada a formacao de grupos constituidos apenas por cultivares de

sistema de sequeiro (Grupos 1, 6 e 7) e sistema irrigado (Grupos 2, 3, 4 e 5).

Tabela 4. Agrupamento dos 30 gendtipos de arroz pelo método de Tocher com base

nos caracteres comprimento de raiz, comprimento de parte aérea, comprimento de

coleoptilo, comprimento da 12. folha, insercéo da 12. folha, comprimento da 22. folha

e nimero de raizes no nivel de 7 mg L™ de aluminio. FAEM/UFPel, 2009.

Grupo

Gendtipos

1

~N o o b~ W

BRS Bonanca, BRS Curinga, BRS Colosso, BRS Lideranca, BRS Conali,
BRS Vencedora, IAC 202, BRS Primavera, IAC 500, BRS Brilhante,
Farroupilha, BRS Pelota, BRS Diamante

BR-IRGA 409, BRS 6 “Chui”, BR-IRGA 414, BRS 7 “Taim”, BRS
Queréncia, BRS Ligeirinho, BRS Fronteira, BR-IRGA 410, BR-IRGA 412,
BRS Agrisul, BRS Talento

IAS 12-9 Formosa, BRS Atalanta

BRS Firmeza

BRS Bojuru

Arroz da Terra

Arroz de Seco

A presenca de 14 mg L™ de aluminio propiciou a formac&do de nove grupos.

Dois grandes grupos foram formados, predominantemente, com gendtipos de arroz

irrigado (Grupo 1) e de sequeiro (Grupo 2). Por outro lado, os Grupos 3,5,6,7 e 8

tiveram, em sua composi¢do, somente cultivares do sistema irrigado (Tabela 5).



54

Tabela 5. Agrupamento dos 30 gendétipos de arroz pelo método de Tocher com base
nos caracteres comprimento de raiz, comprimento de parte aérea, comprimento de
coleoptilo, comprimento da 12. folha, insercéo da 12. folha, comprimento da 22. folha

e nimero de raizes no nivel de 14 mg L™ de aluminio. FAEM/UFPel, 2009.

Grupo Genotipos

1 BR-IRGA 409, BRS 6 “Chui”, BR-IRGA 410, BR-IRGA 412, BRS Ligeirinho,
BRS Brilhante, BRS Diamante

2 BRS Colosso, BRS Curinga, BRS Lideranga, BRS Conai, BRS Vencedora,
BRS Fronteira, BRS Talento, BRS Bonanca, BRS Primavera, IAC 500

3 IAS 12-9 Formosa, BRS Bojuru, BRS Atalanta
4 BRS Agrisul, Arroz da Terra, IAC 202

5 BRS Pelota, BR-IRGA 414, BRS 7 “Taim”

6 BRS Queréncia

7 Farroupilha

8 BRS Firmeza

9

Arroz de Seco

O nivel mais alto de aluminio fez com que fossem reunidos, em um mesmo
grupo, de forma similar ao tratamento controle, cultivares dos dois sistemas de
cultivo. Entretanto, grupos constituidos unicamente por genétipos do sistema irrigado
(Grupos 4, 6 e 7) e de sequeiro ( Grupos 3, 5 e 8) também foram observados
(Tabela 6).

Observando conjuntamente os agrupamentos gerados através da distancia
média entre gendtipos (Figuras 1, 2, 3 e 4), bem como pelo método de Tocher
(Tabelas 3, 4, 5 e 6), os quais representam as distancias entre 0s genotipos
avaliados neste trabalho, foi possivel observar que, quando submetidos aos
tratamentos com aluminio, as cultivares BRS Curinga, BRS Lideranca e IAC 500,
consideradas de resposta tolerante ao aluminio (Capitulo 1), demonstraram baixa
dissimilaridade genética entre si, estando, inclusive, em um mesmo grupo

estabelecido por ambos os métodos de agrupamento.
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Tabela 6. Agrupamento dos 30 gendtipos de arroz pelo método de Tocher com base
nos caracteres comprimento de raiz, comprimento de parte aérea, comprimento de
coleoptilo, comprimento da 12. folha, insercéo da 12. folha, comprimento da 22. folha

e nimero de raizes no nivel de 28 mg L™ de aluminio. FAEM/UFPel, 20009.

Grupo Gendtipos

1 BR-IRGA 409, BRS Fronteira, BRS 6 “Chui”, BRS Ligeirinho, BRS
Pelota, BR-IRGA 410, BR-IRGA 412, BRS Queréncia, BRS Colosso,
BRS Brilhante, BRS Lideranga, BRS Curinga, BRS Bonanca, BRS
Atalanta, BRS Firmeza, IAC 500, BRS Vencedora

2 BR-IRGA 414, BRS Agrisul, IAC 202

3 BRS Diamante, BRS Conai, BRS Primavera
4 IAS 12-9 Formosa, BRS Bojuru

5 Arroz de Seco, Arroz da Terra

6 Farroupilha

7 BRS 7 “Taim”

8 BRS Talento

Por outro lado, IAS 12-9 Formosa, BR-IRGA 410 e Arroz da Terra, 0s quais
foram considerados sensiveis ao aluminio, apresentaram grande distancia genética
entre si, tendo sido agrupados separadamente nos dois métodos utilizados. Este
resultado é devido, provavelmente, ao fato de que estes gendtipos apresentam
origens diferentes. Embora IAS 12-9 Formosa e BR-IRGA 410 sejam cultivares de
sistema irrigado, o primeiro pertence a subespécie japdnica e o segundo é da
subespécie indica, enquanto Arroz da Terra é oriundo do sistema de sequeiro.

Analisando a contribuicdo relativa dos caracteres avaliados para a
dissimilaridade genética (Tabela 7) pode ser observado, diferentemente do que era
esperado, que o comprimento de raiz apresentou a maior contribuicdo para a
divergéncia genética (46,9%) dentre todos os caracteres avaliados somente na dose
de 7 mg L™ de aluminio. Na presenca de 14 mg L™ a contribuicdo desse carater,
utilizado na avaliacdo para a discriminacdo da tolerancia, foi de apenas 7,6%, a
menor dentre todas, mostrando ser o menos eficiente em expressar as diferencas
genéticas entre as 30 cultivares de arroz avaliadas. Esse resultado contrasta com o
obtido por Freitas (2003) em arroz, que observou aumento na contribuicao relativa

da variavel comprimento de raiz com o incremento na concentracao de aluminio.
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As variaveis comprimento da primeira folha e insercdo da primeira folha
apresentaram elevadas contribuices em todos os niveis de aluminio, de modo que
interferiram significativamente na formacdo dos diferentes agrupamentos de
genadtipos (Tabela 7). Testando diferentes protocolos em aveia submetida a doses
variadas de aluminio, Crestani (2008) demonstrou que, além destes caracteres, 0
comprimento da parte aérea e da segunda folha também foram importantes na
disposicéo dos gendtipos nos diferentes grupos formados,

O carater comprimento de raiz é a variavel mais expressiva na distincéo
entre genotipos sensiveis e tolerantes ao aluminio toxico, uma vez que a raiz é o
orgdo mais afetado pelas propriedades nocivas deste elemento quimico, pois o
aluminio esta diretamente em contato com o sistema radicular (Ryan et al., 1993).
Entretanto, este carater ndo revelou grande importancia na determinacdo dos
agrupamentos observados nas diferentes doses de aluminio utilizadas (exceto na de
7 mg L%, indicando falta de consisténcia dos grupos formados em relagdo a

classificacdo dos gendtipos avaliados segundo o comprimento de raiz (Capitulo 1).

Tabela 7. Contribuicdo relativa para a dissimilaridade genética, dada em valores
absolutos (S.j.) e em percentagem, dos caracteres: comprimento de raiz (CR),
comprimento de parte aérea (CPA), comprimento de coleoptilo (CC), comprimento
da 12 folha (CPF), insercdo da 12 folha (IPF), comprimento da 22. folha (CSF) e
namero de raizes (NR) avaliados em plantulas de arroz submetidas a diferentes

niveis de aluminio em solug&o nutritiva. FAEM/UFPel, 2009.

Concentracdo de aluminio (mg L™)
Carater 0 7 14 28
S % S % S % S %

CR 10903,1 16,6 12036,4 46,9 8807,9 7,6 10533,4 10,0
CPA 10087,1 15,4 1430,5 5,6 9140,7 7,9 15044,0 14,2
CcC 202,9 0,3 523,9 2,0 15378,6 13,3 699,3 0,7
CPF 16901,5 25,7 24852 9,7 323229 27,9 42124,2 39,8
IPF 16404,6 249 62744 24,5 9483,6 8,2 32651,7 30,9
CSF 9226,8 14,0 2539,2 9,9 311258 26,8 4137,4 3,9
NR 1974,4 3,0 357,4 1,4 9700,9 8,4 541,6 0,5
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As estimativas de correlacdo fenotipica de Pearson entre a variavel
comprimento de raiz e as demais variaveis analisadas (Tabela 8) demonstraram que
houve correlacéo linear negativa com a variavel nUmero de raizes e positiva com a
insercao da primeira folna em todos os niveis de aluminio.

Em relagdo ao numero de raizes, os valores evidenciam a existéncia de
correlacdo média com o comprimento de raiz, exceto para o nivel 7 mg L™ de
aluminio, em que a mesma foi fraca. A magnitude da correlacéo e a dificuldade em
mensurar este carater de forma precisa comprometem o0 seu uso na avaliacdo da
tolerancia ao aluminio. Por outro lado, houve forte correlagdo entre o comprimento
de raiz e a inser¢cdo da primeira folna na auséncia de aluminio. Entretanto, a
presenca do metal reduziu esta correlacao para niveis médios (Tabela 8),

As variaveis comprimento de parte aérea e comprimento da segunda folha
nao apresentaram correlagdo com comprimento de raiz em nenhum dos
tratamentos. Por outro lado, pode ser observada correlagdo positiva, porém de
reduzida magnitude, com o comprimento do coledptilo nos niveis de 0, 7 e 14 mg L™

de aluminio e com o comprimento da primeira folha no controle.

Tabela 8. Estimativas de correlacdo de Pearson entre a variavel comprimento de
raiz (CR) e comprimento de parte aérea (CPA), comprimento de coledptilo (CC),
comprimento da 12. folha (CPF), insercdo da 12. folha (IPF), comprimento da 22.
folha (CSF) e numero de raizes (NR) avaliados em plantulas de arroz submetidas a

diferentes niveis de aluminio em solucdo nutritiva. FAEM/UFPel, 2009.

Comprimento de Raiz

Carater Concentracédo de aluminio (mg L™)
0 7 14 28
CPA 0,11 -0,05™ 0,01 0,12"
CC 0,40* 0,28* 0,24* 0,15
CPF 0,23* 0,15™ 0,15™ 0,15™
IPF 0,68* 0,38* 0,39* 0,43*
CSF -0,11"™ -0,16™ -0,01™ 0,05™
NR -0,31* -0,26* -0,56* -0,37*

*Significativo a 5% de probabilidade pelo teste t;

ns = Nao significativo
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Estimativas de correlagdo possuem ampla possibilidade de utilizagdo no
melhoramento vegetal pois, quando o carater desejado € dificil de ser selecionado
em razado de dificuldades de avaliacdo ou apresentar baixa herdabilidade, pode ser
mais conveniente selecionar, de forma indireta, caracteres de alta herdabilidade e
facilmente mensuraveis (Carvalho et al., 2004). Pelo fato das correlacdes obtidas
entre o comprimento de raiz e as demais variaveis analisadas, principalmente na
presenca de aluminio, terem sido de fracas a médias, 0 emprego destas variaveis na
selecdo indireta para tolerancia ao aluminio em plantulas de arroz ndo apresentara
confiabilidade, devendo ser utilizado o comprimento de raiz. Em outro estudo
envolvendo plantulas de arroz, Freitas et al. (2006) também observaram que esta
variavel € a mais indicada para a avaliacdo das mesmas em relacdo ao aluminio.

A andlise dos resultados apresentados nas Tabelas 7 e 8 no tocante a
concentracdo de 14 mg L™ de aluminio - considerada como a mais indicada para a
avaliacdo da dissimilaridade entre os gendtipos utilizando como carater principal o
comprimento de raiz - demonstra que, uma vez que nao ocorreu correlacéo
significativa entre este carater e o comprimento da primeira folha (0 que mais
contribuiu para a dissimilaridade), é provavel que as diferencas encontradas entre 0os
genotipos decorram da constituicdo genética variavel existente entre eles em relacao
a esse Ultimo caréater, independentemente da reacdo ao aluminio, o que poderia
explicar a baixa contribuicdo do comprimento de raiz para a divergéncia observada
neste tratamento.

Essa afirmativa pode ser corroborada através da analise da contribuicdo
relativa dos caracteres no nivel 0 mg L™ (Tabela 7), em que o comprimento da
primeira folha também foi a variavel que mais contribuiu para a dissimilaridade.

Por outro lado, poderia ser inferido que a dose de 14 mg L™ é muito forte e
comecga a aproximar 0s genotipos quanto ao comprimento de raiz, explicando a
baixa contribuic&o relativa deste carater. Conforme pode ser observado na Tabela 3
do Capitulo I, seis classes genotipicas foram formadas neste nivel de aluminio,
contra oito no nivel 0 mg L™ e sete no nivel de 7 mg L™*. Embora tenha havido uma
reducdo no numero de classes com o aumento da dose, quando comparadas as
doses entre si dentro de cada genétipo o nivel de 14 mg L™ foi o que melhor
discriminou os genotipos tolerantes e sensiveis.

A andlise conjunta dos resultados em relacdo a dissimilaridade entre os

gendtipos avaliados, a contribuicdo relativa dos caracteres e as correlagdes
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observadas indica que, ao contrario da hipotese inicial, o0 comprimento de raiz néo
foi o carater mais importante para a diferenciagdo entre as 30 cultivares de arroz.
Assim, diferentemente do que seria esperado em funcdo de que o comprimento de
raiz das cultivares de sequeiro foi maior do que as de sistema irrigado (Tabela 3,
Capitulo 1), os gendtipos destes dois sistemas de cultivo foram, de modo geral,
dispostos em um mesmo grupo. Do mesmo modo, a constituicdo dos diferentes
grupos nao foi grandemente afetada pelo aumento na concentragéo de aluminio.

Esse resultado pode estar ligado ao fato de que os caracteres que mais
influenciaram na dissimilaridade genética foram aqueles relacionados a parte aérea.
A reducdo do crescimento da parte aérea ocorre num momento posterior e parece
ser uma consequéncia dos danos que sao observados primeiramente na raiz (Ryan
et al., 1993; Jones e Kochian, 1995). E provavel, pois, que 0s agrupamentos
gerados com base na distdncia média de Mahalanobis e pelo método de Tocher
sejam devido as caracteristicas genotipicas de cada um em relacdo a parte aérea,
independentemente do aluminio, visto que em nenhum momento foram observados
sintomas de toxidez pelo metal nas folhas.

Pelo fato de haver elevada concordancia entre as técnicas de agrupamento
empregadas no trabalho, mesmo que 0s gendtipos considerados tolerantes ao
aluminio estejam em grupos similares, é possivel indicar o cruzamento destas
mesmas cultivares entre si, e também para com as demais, desde que apresentem
algum nivel de tolerancia. Assim, pode ser esperado que a segregacao e
recombinacdo dos genes que controlam a tolerancia a esse estresse nos distintos
genitores proporcionem a obtencdo de classes de individuos superiores e que, por

ocasido da selecdo, possam resultar em ganho genético para o carater.
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3.4. CONCLUSOES

Existe variabilidade genética entre os gendtipos estudados para as variaveis
avaliadas em todas as concentracdes de aluminio utilizadas.

De modo geral, as cultivares de sistema de cultivo irrigado e sequeiro
formaram grupos separados.

O nivel de 14 mg L' de aluminio é o que proporciona a maior
dissimilaridade entre os gendtipos estudados. Esta dissimilaridade € devida ao
comprimento da primeira folha, variavel que apresenta a maior contribuicdo relativa
para a dissimilaridade genética nesta concentracdo de aluminio. Essa elevada
contribuicAo ndo estd relacionada com esta dose de aluminio, visto que no
tratamento controle a resposta foi semelhante.

Apesar da existéncia de correlacfes significativas entre o comprimento de
raiz e as varidveis comprimento de coleodptilo, inser¢cdo da primeira folha e nimero
de raizes na presenca de aluminio, as mesmas sdo de reduzida magnitude, nao
sendo indicadas para uso na avaliagcdo de gendtipos em relagdo a tolerédncia ao
aluminio.

Os gendtipos BRS Curinga, BRS Lideranca e IAC 500, tolerantes ao
aluminio, apresentam elevada similaridade genética. Desta forma, sdo promissores
para serem utilizados em cruzamentos que visem a obtencdo de progénies

superiores para a tolerancia ao aluminio.
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4. CAPITULO Il

EFEITO DA CONCENTRACAO DE ALUMINIO E DO TEMPO DE EX POSICAO
SOBRE O CRESCIMENTO DE PLANTULAS DE ARROZ EM CULTIV O
HIDROPONICO

4.1 INTRODUCAO

O aluminio é o metal mais abundante e o terceiro elemento mais comum na
crosta terrestre, estando presente em todos os solos (Foy et al., 1978). Embora a
maior parte seja encontrada como aluminosilicatos e 6xidos, 0s quais sdo insolaveis,
sua solubilidade é grandemente aumentada em condi¢gbes de baixo pH, dando
origem & forma AI**, cuja acao téxica as plantas tem sido amplamente documentada,
sendo considerada o principal fator limitante a produtividade das culturas em solos
acidos (Delhaize e Ryan, 1995; Kochian, 1995).

Solos com esta caracteristica compreendem grandes &reas, mais
especificamente nas regides tropicais e subtropicais, sendo estimado que entre 30 e
40% do solo aravel do mundo apresente pH inferior a 5,5. Deste modo, sua
presenca restringe a producao de alimentos em muitos paises em desenvolvimento
(Kochian, 1995; von Uexkill e Mutert, 1995), dentre os quais esta o Brasil, onde
estdo presentes em cerca de 60% do territorio (Brondani e Paiva, 1996).

Em razdo da impossibilidade de corrigir o pH do subsolo e também da
elevada capacidade de fixacdo do fosforo por esses solos, o desenvolvimento de um
sistema de producdo sustentavel para reduzir sua acidez e melhorar a fertilidade
através da aplicacao de calcéario e fertilizantes néo é suficiente (Wu et al., 2000).

O sintoma primario da toxicidade causada pelo AP**

€ uma rapida inibicao do
crescimento radicular, restringindo a absorcdo de agua e nutrientes (Jones e
Kochian, 1995; Barcelo e Poschenrieder, 2002). E sabido que ele interfere na divisdo

celular das raizes, aumenta a rigidez da parede celular, reduz a replicagdo do DNA,



65

fixa o fésforo sob formas menos disponiveis no solo e na superficie radicular, diminui
a respiracdo da raiz, interfere com a atividade enzimatica relacionada com a
fosforilacdo dos acgucares e a deposicéao dos polissacarideos da parede celular, além
de interferir na absorcéo, transporte e utilizacdo de varios nutrientes essenciais (Ca,
Mg, K, P e Fe) (Rout et al., 2001). Como consequéncia, ha diminuicdo no
desenvolvimento e produtividade das culturas (Ma e Furukawa, 2003).

O arroz, embora seja grandemente afetado pela toxicidade deste ion
(Nguyen et al., 2001), é considerado, de modo geral, como um dos cereais mais
tolerantes ao aluminio. E sabido, entretanto, que 0s mecanismos responsaveis por
essa tolerancia ndo foram ainda determinados (Ma et al., 2002; Ma et al., 2005).

Variacbes genotipicas em relacdo a resposta a esse estresse foram
descritas em diversos trabalhos (Khatiwada et al., 1996; Ma et al., 2002; Freitas,
2006), de modo que é possivel o desenvolvimento de cultivares de arroz tolerantes
ao aluminio através de programas de melhoramento (Wu et al., 1997).

Diferencas na sensibilidade ao aluminio de acordo com o estadio de
desenvolvimento também foram relatadas. Em arroz, a germinacdo néo € afetada
pelo metal, ao passo que as plantulas sdo muito sensiveis. Esta sensibilidade
diminui com o passar do tempo (Macedo et al., 1997).

Um dos principais problemas encontrados na avaliacdo de plantas para a
tolerancia ao aluminio € o correto ajuste dos niveis de estresse, de modo que se
obtenha uma reduc&o marcante no crescimento radicular das plantas mais sensiveis
e um efeito limitado nas mais resistentes (Macedo et al., 1997).

Em arroz, diversos trabalhos buscaram determinar a tolerancia de genétipos
submetendo-os a diferentes concentracdes de aluminio em cultivo hidropénico
(Fageria et al., 1982; Vicente et al., 1998; Vasconcelos et al., 2002; Freitas et al.,
2003). Outras espécies de poaceas tais como milho (Paterniani e Furlani, 2002),
trigo (Bertan et al., 2005), aveia (Sanchez-Chacon et al., 2000; Silva et al., 2007) e
azevém (Bresolin, 2007) também ja foram alvo de estudos para a deteccdo de
diferentes niveis de tolerancia ao aluminio téxico. Entretanto, o tempo de exposicéo
€ também um importante fator a ser considerado (Macedo et al., 1997).

O objetivo deste capitulo foi avaliar o efeito do aumento no tempo de
exposicao a diferentes niveis de aluminio em solucdo nutritiva sobre o comprimento

de raiz de 10 gendtipos de arroz.
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4.2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Duplo-Haploides e
Hidroponia do Centro de Gendmica e Fitomelhoramento (FAEM/UFPel), em
condi¢cbes controladas de ambiente, utilizando 10 genétipos, cinco de sistema de
cultivo irrigado e cinco de sistema de sequeiro (Tabela 1).

As sementes foram colocadas para germinar em papel umedecido com
agua destilada, o qual foi acondicionado em caixas gerbox que foram mantidas em
estufa a temperatura de 28°C por 60 horas.

Imediatamente, 10 plantulas uniformes de cada cultivar foram dispostas em
telas de nailon adaptadas a recipientes de dois litros de capacidade contendo
solugao nutritiva completa (Camargo e Oliveira, 1981) composta por Ca(NOs), 4mM;
MgSO, 2mM; KNO3z 4mM; (NH4).SO, 0,435mM; KH,PO,; 0,5mM; MnSO, 2mM;
CuS0O, 0,3uM; ZnS0O, 0,8uM; NaCl 30uM; Fe-EDTA 10pM; NaMoSO, 0,10uM e
H3BO3 10 uM, permanecendo nesta condicdo por 48 horas. Apos, foram transferidas
para as solugdes tratamento, que consistiram de um décimo da solu¢cdo completa
mais as concentracdes de 0, 14, 28 e 40 mg L™ de aluminio, fornecido como
Alx(SOy4)3, por periodos de 24, 48, 72 e 96 horas, quando foram coletadas para a

medicado do comprimento da raiz principal.

Tabela 1. Relagéo dos gendtipos utilizados no experimento. FAEM/UFPel, 2009.

Sistema de cultivo

Irrigado Sequeiro
BRS Atalanta Arroz da Terra
Farroupilha BRS Curinga
BRS Firmeza IAC 500
IAS 12-9 Formosa BRS Lideranca

BR-IRGA 410 BRS Vencedora
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Os recipientes com as solugdes completa e tratamento foram colocados em
tanque com sistema de banho-maria com agua a temperatura de 27°C. As solucdes
foram permanentemente oxigenadas e seu pH corrigido para 4,0 + 0,3 pela adicéao
HCI 1N, segundo metodologia descrita por Camargo e Oliveira (1981). As plantas
foram mantidas sob iluminagdo constante.

O experimento foi realizado seguindo o delineamento experimental
inteiramente casualizado em esquema fatorial triplo dose x tempo de exposicdo x
cultivar (4x4x10) com trés repeticoes.

Para estabelecer o tipo de resposta ao aluminio dos diferentes genétipos de
arroz empregados no experimento, os dados foram submetidos a andlise de
variancia. Para a comparacdo das médias de comprimento de raiz entre as
cultivares foi utilizado o teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

Na avaliagdo da resposta das cultivares, dentro de cada dose de aluminio,
frente ao aumento no tempo de exposicdo ao metal, foi feita a determinacdo do grau
de polinbmio e o ajustamento da equacdo de regressao utilizando o programa
estatistico SAS (SAS, 2002).
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise da Tabela 2 demonstra que ocorreu interacdo significativa entre os
trés fatores estudados, indicando que o efeito da concentracdo de aluminio foi
variavel conforme o tempo de exposicdo ao tratamento, ambos influenciando de

forma diferenciada sobre o crescimento da raiz principal de cada gendétipo.

Tabela 2. Resumo da andlise de variancia para o carater comprimento de raiz (CR)
de 10 cultivares de arroz submetidas a diferentes doses de aluminio na solugéo por

diferentes tempos de exposi¢cao. FAEM/UFPel, 2009.

Fonte de Variagéo G.L. QMcr
Dose 3 161,14**
Tempo 3 84,47**
Cultivar 9 58,40**
Dose x Tempo 9 32,68**
Dose x Cultivar 27 5,93**
Tempo x Cultivar 27 0,77*
Dose x Tempo x Cultivar 81 1,07**
Erro 320 0,32**
Total 479
C.V. (%) 10,3

**Significativo a 1% de probabilidade de pelo teste F;

QMcr = Quadrado médio do comprimento de raiz

A comparacédo entre as médias de comprimento de raiz apresentadas pelos
genotipos revela que existe variabilidade para o carater em todos os niveis dos
tratamentos utilizados. Pode ser observado que, na presenca de aluminio, o maior
nimero de classes (seis) foi obtido na concentracdo de 14 mg L™ nos tempos de 48
e 96 horas de exposicéo, bem como na de 28 mg L™ no tempo 24 horas, indicando
gue estas combinacdes seriam as mais adequadas para diferenciar as constituicoes

genéticas entre si quanto a tolerancia ao aluminio (Tabela 3).
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Tabela 3. Comparacdo de médias para o carater comprimento de raiz (cm) de 10

genodtipos de arroz submetidos as concentracdes de 0, 14, 28 e 40 mg L™ de

aluminio considerando os efeitos simples de gendtipo, tempo de exposicéo e dose.

FAEM/UFPel, 2009.

Concentracao de aluminio (mg L™)

Gendtipos 0 14
24h 48h 72h 96h 24h 48h 72h 96h
IAS 12-9 Formosa 7,50a 9,70a 11,6a 12,97a 6,7a 8,0a 7,93a 7,83ab
BR-IRGA 410 6,23b 7,20b 8,30b 11,67b 6,43a 7,50ab  6,20c 6,40de
BRS Atalanta 6,03b 6,57bc  6,97cd 10,33c 4,77bc  6,20cd 6,23bc  6,03ef
Farroupilha 4,17c 5,73cd  6,23def 9,60cd 5,13b 6,80bc  7,10ab 8,57a
BRS Vencedora 4,13c 5,67d 7,77bc  10,23c  4,53bcd 5,40de 6,0c 7,30b
IAC 500 3,93c 5,0de 6,33de  8,80d 4,07cd 5,23e 5,03d 6,90c
Arroz Terra 3,80c 7,40b 8,57b 13,67a 5,23b 5,60d 5,43cd  6,63cde
BRS Lideranca 3,30cd 5,07de 5,67 f 7,40ef  3,77d 5,30e 5,67cd 7,03b
BRS Firmeza 2,87d 4,77e 5,40f 6,63f 2,77e 3,80f 3,57e 5,27f
BRS Curinga 2,57d 3,23f 4,49 7,53e 3,67d 4,93e 4,87d 6,67cde
Concentracao de aluminio (mg L™)
Genodtipos 28 40
24h 48h 72h 96h 24h 48h 72h 96h

IAS 12-9 Formosa 6,33a 6,17ab 6,20a 6,43a 5,80a 5,33b 5,73a 5,57ab
BR-IRGA 410 6,23ab 597ab 6,13ab 4,73bcd 4,33b 4,53bc  4,50b 4,63c
BRS Atalanta 5,10cd 5,40bc 5,27bc  5,40b 4,43bc  4,53bc  4,50b 4,70bc
Farroupilha 5,83abc 6,77a 6,87a 6,87a 4,87b 6,27a 6,13a 6,07a
BRS Vencedora 4,43de 4,43de 4,0d 4,37cde 3,10c 3,57d 3,90bc  4,0cd
IAC 500 3,73ef  4,43de 4,43cd 4,17de 3,0c 3,87cd 4,20bc  3,07e
Arroz Terra 537bc 537bc  3,97d 4,17de  4,13b 3,87cd 4,20bc  3,33de
BRS Lideranca 4,40de 4,87cd 5,03c 517bc  3,17c 3,57d 4,17bc  4,30c
BRS Firmeza 3,50f 3,93e 3,80d 3,83e 2,60c 3,03de 3,37c 3,37de
BRS Curinga 3,43f 3,77e 4,07d 4,50cde 2,70c 3,37de  3,53c 3,40de

*Médias seguidas de mesma letra mindscula nas colunas néo diferem significativamente entre si pelo

teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

Com o intuito de avaliar o efeito do aumento no tempo de exposi¢cdo ao

aluminio dentro de cada nivel do metal, foi feito o ajuste da curva de regressdo que

evidencia a resposta das cultivares de forma individual.

Todos os gendtipos responderam de forma linear na auséncia de aluminio.

Sem a concorréncia de algum fator de estresse no meio de cultivo, os resultados
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obtidos expressam o potencial genético de crescimento radicular de cada um deles,
fato confirmado pela significancia do teste t para o coeficiente angular. Nesse
sentido, Arroz da Terra apresentou o maior crescimento radicular, visto que cada
acréescimo de 1 hora de permanéncia na solucdo implica no incremento do
comprimento da raiz em 0,13 cm. Por outro lado, os gendtipos com menor

crescimento foram BRS Firmeza e BRS Lideranca, com 0,05 cm (Tabela 4).

Tabela 4. Parametros das equacfes de regressao linear e quadratica: interceptacéo
no eixo y (a), coeficiente de regressao linear (b;) e quadratico (b,) e coeficiente de
determinacdo (R? de 10 genétipos de arroz submetidos a quatro tempos de
exposicdo a 0 mg L™ de aluminio em hidroponia para a variavel comprimento de raiz.
FAEM/UFPel, 2009.

Parametro
Gendtipo a b1x box? R?
Arroz da Terra 0,67 0,13* - 0,97
BRS Atalanta 4,15 0,06* - 0,78
BRS Curinga 0,42 0,07* - 0,89
Farroupilha 2,23 0,07* - 0,90
BRS Firmeza 1,93 0,05* - 0,96
IAS 12-9 Formosa 5,87 0,08* - 0,94
IAC 500 2,03 0,07* - 0,96
BR-IRGA 410 3,99 0,07* - 0,90
BRS Lideranca 2,13 0,05* - 0,98
BRS Vencedora 1,85 0,09* - 0,98

* Significativo pelo teste t ao nivel de 5% de probabilidade de erro para o modelo de regressdo em

guatro niveis de tratamento

Na concentracdo de 14 mg L™ pode ser observado que a velocidade do
crescimento radicular foi reduzida em todos os genaétipos em relagdo ao verificado
no controle, porém sem ter havido inibicdo com o aumento do tempo de tratamento,
com excecgdo do cultivar BR-IRGA 410. Arroz da Terra, por exemplo, que havia
apresentado um crescimento de 0,13 cm h™, teve este valor diminuido para 0,02 cm.
Outras cultivares foram igualmente afetadas de forma severa pelo tratamento

submetido. Nao foi obtido ajuste de regressédo para BR-IRGA 410, indicando que
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houve paralisagdao do crescimento da raiz. Por outro lado, o teste t para os
coeficientes angulares de BRS Atalanta e IAS 12-9 Formosa néo foi significativo, ou
seja, o0 incremento observado ndo estd relacionado ao aumento no tempo de

tratamento (Tabela 5).

Tabela 5. Pardmetros das equacgfes de regressao linear e quadratica: interceptacéo
no eixo y (a), coeficiente de regresséao linear (b;) e quadratico (b,) e coeficiente de
determinacdo (R? de 10 gendtipos de arroz submetidos a quatro tempos de
exposicdo a 14 mg L™ de aluminio em hidroponia para a varidvel comprimento de
raiz. FAEM/UFPel, 2009.

Parametro
Genétipo a b1x box? R?

Arroz da Terra 4,72 0,02* - 0,70
BRS Atalanta 4,85 0,02" - 0,50
BRS Curinga 2,80 0,04* - 0,87
Farroupilha 4,25 0,04* - 0,94
BRS Firmeza 2,03 0,03* - 0,81
IAS 12-9 Formosa 6,78 0,01"™ - 0,49
IAC 500 3,23 0,03* - 0,83
BR-IRGA 410 - - - -

BRS Lideranca 2,90 0,04* - 0,96
BRS Vencedora 3,58 0,04* - 0,98

* Significativo pelo teste t ao nivel de 5% de probabilidade de erro para o0 modelo de regressao em

quatro niveis de tratamento

Nas Tabelas 6 e 7 sdo encontrados os parametros das equacbes de
regresséo ajustadas para os niveis de 28 e 40 mg L™ de aluminio, respectivamente.
N&o houve ajuste, em ambos os tratamentos, para as cultivares BRS Atalanta, BRS
Firmeza, IAS 12-9 Formosa e BRS Vencedora, evidenciando que o crescimento
radicular foi inibido desde as 24 horas de exposi¢ao ao estresse.

Os gendtipos Arroz da Terra e BR-IRGA 410, de resposta linear,
apresentaram coeficientes angulares iguais a -0,02 quando expostos a 28 mg L™ de
aluminio. O sinal negativo revela que, a cada hora em que as plantas permaneceram

na solucdo, o crescimento da raiz foi reduzido em 0,02 cm, até a paralisagéo total.
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Ao contrario, BRS Curinga e BRS Lideranga mostraram incremento no comprimento
da raiz na ordem de 0,01 cm h™* (Tabela 6).

Tabela 6. Parametros das equacfes de regressao linear e quadratica: interceptacéo
no eixo y (a), coeficiente de regressao linear (b;) e quadratico (b,) e coeficiente de
determinacdo (R? de 10 genétipos de arroz submetidos a quatro tempos de
exposicdo a 28 mg L™ de aluminio em hidroponia para a variavel comprimento de
raiz. FAEM/UFPel, 2009.

Parametro

Gendtipo a b1x box? R?
Arroz da Terra 5,97 -0,02* - 0,73
BRS Atalanta - - - -
BRS Curinga 3,07 0,01* - 0,99
Farroupilha 4,61 0,06 -0,0004 0,98
BRS Firmeza - - - -
IAS 12-9 Formosa - - - -
IAC 500 2,66 0,06 -0,0004 0,97
BR-IRGA 410 6,85 -0,02 - 0,64
BRS Liderancga 4,25 0,01* - 0,90

BRS Vencedora - - - -

* Significativo pelo teste t ao nivel de 5% de probabilidade de erro para o modelo de regressdo em

quatro niveis de tratamento

Em relacdo a dose de 40 mg L™, BRS Curinga e BRS Lideranca mantiveram
o crescimento radicular na ordem de 0,009 e 0,02 cm h™, respectivamente. Por outro
lado, a inexisténcia de significancia para os coeficientes angulares de Arroz da Terra
e BR-IRGA 410 demonstra que o resultado observado nédo deve ser explicado pelo
aumento no tempo de tratamento (Tabela 7).

Os dados relativos ao comprimento de raiz dos genétipos Farroupilha e IAC
500 nas concentracdes de 28 e 40 mg L™ de aluminio ajustaram equacdes do tipo
quadratico. Dessa forma, a interpretacdo biolégica da equacdo y = a + b;x + box? é
possivel de ser realizada através do modelo matematico —b1/2b2. Com base neste
modelo, a cultivar Farroupilha é capaz de tolerar até 75 horas de exposicédo a 40 mg

L™ sem que haja paralisacdo do crescimento da raiz, enquanto para IAC 500 essa
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mesma resposta € obtida até 61 horas de tratamento. O coeficiente de regressao
nao foi significativo na dose de 28 mg L™ (Tabelas 6 e 7).

Tabela 7. Parametros das equacfes de regressao linear e quadratica: interceptacéo
no eixo y (a), coeficiente de regressao linear (b;) e quadratico (b,) e coeficiente de
determinacdo (R? de 10 genétipos de arroz submetidos a quatro tempos de
exposicdo a 40mg L™ de aluminio em hidroponia para a variavel comprimento de
raiz. FAEM/UFPel, 2009.

Parametro

Gendtipo a b1x box? R?
Arroz da Terra 4,40 -0,009 - 0,46
BRS Atalanta - - - -
BRS Curinga 2,68 0,009* - 0,61
Farroupilha 3,13 0,09 -0,006* 0,90
BRS Firmeza - - - -
IAS 12-9 Formosa - - - -
IAC 500 0,9 0,11 -0,0009* 0,96
BR-IRGA 410 4,28 0,004 - 0,81
BRS Lideranca 2,8 0,02* - 0,94

BRS Vencedora - - - -

* Significativo pelo teste t ao nivel de 5% de probabilidade de erro para o modelo de regressdo em

quatro niveis de tratamento

A andlise conjunta das respostas ao efeito fitotobxico do aluminio
apresentadas na Figura 1 e dos parametros obtidos nas equacdes de regresséo
(Tabelas 4, 5, 6 e 7) evidencia que o0s genétipos Arroz da Terra, BRS Vencedora,
IAC 500, BRS Atalanta, IAS 12-9 Formosa e, principalmente, BR-IRGA 410
mostraram-se sensiveis ao aluminio ja no primeiro nivel utilizado, conforme pode ser
depreendido através da analise do valor de seus coeficientes angulares (b;), que
sofreram uma reducdo superior a 50% em relagcdo ao controle, o que indica um

significativo decréscimo na taxa de crescimento da raiz.
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Figura 1. Efeito do aumento no tempo de exposicdo a quatro concentracdes de

aluminio sobre o comprimento de raiz de 10 gendtipos de arroz. A)Arroz da Terra;
B)BRS Atalanta; C)BRS Curinga; D)Farroupilha; E)BRS Firmeza; F)IAS 12-9
Formosa; G)IAC 500; H)BR-IRGA 410;
FAEM/UFPel, 2009.

)BRS Lideranga; J)BRS Vencedora.
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Figura 1 (continuagédo). Efeito do aumento no tempo de exposicdo a quatro
concentracfes de aluminio sobre o comprimento de raiz de 10 genotipos de arroz.
A)Arroz da Terra; B)BRS Atalanta; C)BRS Curinga; D)Farroupilha; E)BRS Firmeza;
F)IAS 12-9 Formosa; G)IAC 500; H)BR-IRGA 410; I)BRS Lideranca; J)BRS
Vencedora. FAEM/UFPel, 2009.

E interessante observar que as trés primeiras constituicdes genéticas sio
do sistema de cultivo de sequeiro, notadamente mais tolerante ao aluminio que as
cultivares de arroz irrigado, conforme Ferreira et al. (1995) e Freitas (2003). Quanto
a cultivar Arroz da Terra, resultado semelhante ja havia sido encontrado
anteriormente quando a mesma foi submetida a 7, 14 e 28 mg L™ de aluminio em
solugdo nutritiva (Capitulo 1). No mesmo trabalho, entretanto, os genoétipos BRS
Vencedora e IAC 500 foram classificados entre os mais tolerantes. E possivel que
essa diferenca seja devida a variagdo entre a metodologia empregada naquele e

neste experimento.
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Dentre os gendtipos identificados como tolerantes neste estudo encontram-
se BRS Curinga, BRS Lideranca e Farroupilha, os quais, embora tenham
apresentado alguma reducdo no crescimento da raiz na presenca de aluminio, em
nenhuma das concentracfes utilizadas evidenciaram inibicdo total. Este resultado
esta de acordo com o observado previamente (Capitulo 1), principalmente em
relacdo as cultivares BRS Curinga e BRS Lideranca, ambas do sistema de sequeiro.
Por outro lado, o gendtipo de arroz Farroupilha, do sistema irrigado, destacou-se,
nos experimentos anteriores, por apresentar respostas semelhantes as das
constituicbes genéticas de sequeiro, seja em relacdo ao comprimento de raiz e a
tolerancia ao aluminio (Capitulo I) ou nas avalia¢cdes de dissimilaridade realizadas
(Capitulo 11).

A cultivar BRS Firmeza, por sua vez, demonstrou tolerancia somente até o

nivel de 14 mg L de aluminio, evidenciando sensibilidade nos demais.
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4.4 CONCLUSOES

Os genotipos respondem de forma diferenciada ao aumento no tempo de
exposicao as diferentes concentracdes de aluminio.

As cultivares sensiveis revelam esta resposta mesmo nas concentracfes
reduzidas e tempos menores de exposi¢do ao estresse. As cultivares tolerantes, por
sua vez, tém reduzido seu desempenho quando submetidas a elevadas doses de
aluminio por periodos mais longos de tempo.

Neste estudo, a melhor combinacéo capaz de discriminar genotipos de arroz
tolerantes e sensiveis ao aluminio é de 48 horas de exposicdo a 14 mg L' de

aluminio em solugéo nutritiva.
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5. CAPITULO IV

EXPRESSAO DE OsFRDL1, PERTENCENTE A FAMILIA GENICA MATE, EM
GENOTIPOS DE ARROZ CONTRASTANTES QUANTO A RESPOSTA AO
ESTRESSE POR ALUMINIO

5.1 INTRODUCAO

O aluminio é o metal mais abundante da crosta terrestre. Sob condi¢des de
acidez do solo, ele é solubilizado & sua forma idnica (AI**), que é altamente toxica
para as plantas (Foy, 1988). A presenca do aluminio no meio de cultivo rapidamente
inibe o crescimento radicular e, posteriormente, a absor¢cdo de agua e nutrientes
pela planta, resultando em uma reducado significativa na produgédo das culturas
nestas condi¢des, que compreendem entre 30 e 40% do solo aravel do mundo (Von
Uexkill e Mutert, 1995).

Algumas espécies vegetais desenvolveram mecanismos para lidar com a
toxidez por aluminio, tanto interna como externamente (Ma et al., 2001; Ryan et al.,
2001; Kochian et al., 2005). O mecanismo de resisténcia mais estudado diz respeito
a secrecao de anions de acidos organicos pelas raizes (Ma, 2000; Ma et al., 2001;
Ryan e Delhaize, 2001; Kochian et al., 2005). ApOs a realizagdo dos primeiros
estudos relacionados a secrecdo de malato induzida por aluminio em milho, na
década de 80, relatos tem sido feitos sobre uma grande variedade de espécies
vegetais que secretam anions de acidos organicos em resposta ao aluminio,
incluindo espécies mono e dicotiledbneas como trigo, milho, centeio e soja
(Furukawa et al., 2007).

Estudos fisiologicos tém sido realizados para entender a natureza da
secrecdo de acidos organicos induzida por aluminio (Ma et al., 2001; Ryan e
Delhaize, 2001; Kochian et al., 2005). As plantas diferem entre si em relacdo ao tipo
de acido organico secretado, padrdoes temporais de secrecdo, sensibilidade a

temperatura e respostas a diferentes doses de aluminio (Ma, 2000). Atualmente, os
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anions de acidos organicos liberados pelas raizes em resposta ao aluminio incluem
citrato, oxalato e/ou malato. Estes anions sdo capazes de se complexar com o
aluminio, ndo permitindo a entrada do metal na planta (Furukawa et al., 2007).

Dois padrdes na liberacdo de acidos organicos podem ser identificados com
base no ritmo da secre¢do. Em plantas do Padréo I, ela ocorre quase imediatamente
apos a adicdo de aluminio, o que sugere que o metal ativa um canal ibnico pré-
existente na membrana plasmatica e que ndo € necessaria a inducédo da expressao
génica. Por outro lado, nas plantas do Padréo Il a liberacdo de acidos organicos &
retardada por véarias horas ap0s a exposicdo ao aluminio, sugerindo que ha
necessidade de inducdo génica. Algumas proteinas induziveis poderiam estar
envolvidas no metabolismo de &cidos organicos ou no transporte de seus anions
(Ma, 2000).

Evidéncias experimentais demonstram que a secre¢do de acidos organicos
€ realizada através de canais anidnicos ou transportadores. Dois trabalhos com
milho revelaram que o aluminio ativa o efluxo de CI, bem como o canal aniénico
permedavel a citrato (Kollmeier et al., 2001; Pifieros e Kochian, 2001).

Estudo realizado por Sasaki et al. (2004) identificou o primeiro gene
relacionado diretamente a tolerancia ao aluminio em plantas, denominado ALMT1
(Al-Activated Malate Transporter 1), responsavel pela liberagdo de malato. A
proteina codificada por ele esta localizada na membrana plasméatica (Yamaguchi et
al., 2005). A expressao heterdloga desse gene em odcitos de Xenopus evidenciou
atividade transportadora para malato, mas ndo para citrato. Homoélogos do gene
ALMT1 de trigo foram clonados a partir de Arabidopsis, Brassica napus e Secale
cereale, embora seus padrbes de expressao sejam diferentes entre essas espécies
vegetais (Hoekenga et al., 2006; Ligaba et al., 2006; Fontecha et al., 2007).

Recentemente, evidéncias mostraram que algumas proteinas pertencentes
a familia MATE (Multidrug and Toxic Compound Extrusion) estdo envolvidas no
transporte de citrato em plantas. Membros funcionais desta familia protéica foram
encontrados primeiramente em organismos procariotos e depois em eucariotos, e
estdo, de modo geral, envolvidos no efluxo de pequenos solutos organicos (He et al.,
2004).

Em Arabidopsis foi demonstrado que a proteina FRD3 (Ferric Reductase
Defective3) atua no transporte de citrato, o qual é necessério para a translocacéo de

ferro das raizes para a parte aérea (Durret et al., 2007). Por outro lado, dois estudos
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evidenciaram que a liberacéo de citrato induzida por aluminio em cevada (Hordeum
vulgare) (Furukawa et al., 2007) e sorgo (Sorghum bicolor) (Magalhdes et al., 2007)
€ mediada por transportadores da familia MATE;.

Em cevada, Furukawa et al. (2007) identificaram o gene HVAACT1
(Aluminum-Activated Citrate Transporterl), o qual codifica a proteina transportadora
HVAACT1, localizada na membrana plasmatica das células epidérmicas da raiz. A
secrecdo de citrato através da mesma € ativada por aluminio. Em sorgo, por outro
lado, um gene similar, SOMATE, foi caracterizado por Magalhaes et al. (2007). Sua
analise funcional indicou que também esté envolvido no efluxo de citrato, ou seja, na
resisténcia ao aluminio.

No genoma do arroz existem seis genes homaologos proximos a AtFRDS3,
HVAACT e SbMATE, que foram identificados como OsFRDL (Ferric Reductase
Defective-like). Destes, OsFRDL1 (0Os03g0216700), um transportador de citrato
isolado inicialmente como um homodlogo de AtFRD3, € o mais préximo do gene
HvVAACT, como mostra a Figura 1 (Furukawa et al., 2007; Yokosho et al., 2009).

SbMATE
OsFRDLA
(Os01gog191oo)  \(Corohum bicolon 4 penia
{Os10g0206800)
OsFRDLY
(0s03g0216700)
AFRDL
HVAACT1 iatiga Al
[Hordeum vulgare)
AtFRD3
(At3g0B040)
Os12g01068
AAW3IOT33
(Lipings albus)
ABEB4357
AtEDSS {Medicageo truncatula)
[At2g38330)
OsFRDL3 Atdg3a380
0.1 {O=02g0833100)

0s09g0548300
Figura 1. Relacéao filogenética entre os genes AtFRD3, HVAACT e SbMATE e seus

homologos em arroz. Fonte: Yokosho et al. (2009).
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O arroz tem importantes relagbes de sintenia com as outras espécies de
cereais e é o genoma modelo para as gramineas (IRGSP, 2005). E a primeira
cultura alimentar para a qual a sequéncia completa dos genes esta disponivel. Esse
fato oferece uma oportunidade sem precedentes para identificar e caracterizar
funcionalmente os genes e rotas bioquimicas responsaveis pelo desempenho
agrondmico, bem como resisténcia a estresses bioticos e abidticos (Coffman et al.,
2004).

E conhecido que as raizes de arroz secretam citrato em resposta ao
aluminio. Dessa forma, pode ser esperado que haja diferenca na expressédo de
genes envolvidos nesse processo, ao se estudarem gendtipos tolerantes e
sensiveis. A identificacdo de possiveis diferencas na expressado podera contribuir
para a elucidacdo dos mecanismos envolvidos na tolerancia de arroz a esse metal.

O objetivo deste capitulo foi avaliar a expressdo do gene OsFRDL1 em

genadtipos de arroz contrastantes quanto a resposta ao aluminio.



85

5.2 MATERIAL E METODOS

Material vegetal e condi¢des de cultivo

Os gendtipos de arroz BRS Curinga e Farroupilha (tolerantes) e BR-IRGA
410 e IAS 12-9 Formosa (sensiveis) foram cultivados em sistema hidropdnico, sob
condicdes controladas de ambiente, no Laboratério de Duplo-Hapléides e Hidroponia
do Centro de Gendmica e Fitomelhoramento (LDH/CGF) da Faculdade de
Agronomia Eliseu Maciel da Universidade Federal de Pelotas (FAEM/UFPel).

As sementes foram colocadas para germinar em telas de nailon adaptadas
a recipientes plasticos de dois litros de capacidade contendo solucdo nutritiva
completa (Camargo e Oliveira, 1981) composta por Ca(NOs), 4mM; MgSO, 2mM,;
KNO3; 4mM; (NH4),SO,4 0,435mM; KH,PO, 0,5mM; MnSO, 2mM; CuSO, 0,3uM;
ZnS0O,4 0,8uM; NaCl 30uM; Fe-EDTA 10uM; NaMoSO, 0,10uM e H3BO3; 10 uM. Apés
quatro dias no escuro, 0s genotipos foram submetidos a um fotoperido de 12h de
luz/12h de escuro & intensidade luminosa de 7.000 Lux.

Ao atingirem o estadio de desenvolvimento V3 (SOSBAI, 2007), as plantas
foram transferidas para as soluc¢des tratamento, as quais consistiram de um décimo
da solucdo completa (sem adicdo de fosfato para evitar possivel precipitacdo do
AI**) acrescidas das concentracdes de 0 e 14 mg L™ de aluminio, fornecido na forma
de Alx(SOy)s.

Os recipientes com as solu¢cdes completa e tratamento foram mantidos em
tanque com sistema de banho-maria para manutencao da temperatura ambiente em
26°C durante o experimento. As solucbes foram permanentemente oxigenadas e
seu pH corrigido para 4,0 £ 0,3 pela adicdo de HCI 1N, segundo metodologia
descrita por Camargo e Oliveira (1981).

Apbs 0, 2, 6, 12, 24, 48, 72 e 96 horas de exposi¢cdo aos tratamentos, as
raizes foram coletadas, lavadas em agua ultrapura autoclavada e imediatamente
congeladas em N, liquido. Posteriormente, foram armazendas a -80°C até a

extracdo do RNA.
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Para a avaliacdo morfologica, dez plantas por tratamento foram avaliadas

guanto ao comprimento da raiz principal.

Extracdo de RNA

Para a extracdo do RNA total, as raizes foram maceradas em N; liquido e
transferidas para tubos eppendorf de 2 mL contendo 1 mL de reagente TRIzol®
(Invitrogen, Califérnia, USA). A mistura foi homogeneizada em aparelho tipo vortex
e incubada por 10 minutos a temperatura ambiente. ApdOs este periodo, para
melhorar a qualidade do RNA obtido ao final do processo, foram adicionados 0,5 pL
de glicogénio na concentracéo de 0,2 pg pL™*. O homogenato foi, entdo, centrifugado
a 12.000 rpm por 10 minutos a 4°C (Eppendorf 5810R, Rotor F 45-30-11, USA).

O sobrenadante foi retirado para um novo tubo ao qual foram adicionados
200 pL de cloroformio gelado para a solubilizacdo dos lipideos. Os tubos foram
agitados manualmente por 15 segundos. Apés a incubagdo por sete minutos a
temperatura ambiente, os mesmos foram centrifugados a 12.000 rpm por 15 minutos
a 4°C (Eppendorf 5810R, Rotor F 45-30-11, USA) para a separacao de fases e
posterior coleta da fase aquosa que continha 0 RNA.

A precipitacdo do RNA da fase aquosa foi realizada através da adicgéo,
seguida de incubacdo a temperatura ambiente por 10 minutos, de % volume de
isopropanol e % de citrato de Na 0,5M + NaCl 1,2M (armazenados a 4°C), com
posterior centrifugacdo a 12.000 rpm por 10 minutos a 4°C (Eppendorf 5810R, Rotor
F 45-30-11, USA).

O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspendido em 1 mL
de etanol 70% a 4°C. O material foi centrifugado a 7.000 rpm por 5 minutos a 4°C
(Eppendorf 5810R, Rotor F 45-30-11, USA). Em seguida, o etanol foi descartado e o
RNA precipitado foi deixado a temperatura ambiente até a eliminacdo do excesso de
alcool. Posteriormente, o0 mesmo foi ressuspendido em 30 pL de agua tratada com
dietilpirocarbonato (DEPC, GIBCO BRL) e armazenado a 4°C até o dia seguinte,
quando foi feita a sua quantificagéo e posterior avaliacdo de sua qualidade.

A determinacdo da quantidade (ug mL™?) de RNA extraido foi feita por
espectrofotometria (espectrofotdmetro Hitachi, modelo U-1800). Foram diluidos 5 pL

da suspensao de RNA em 495uL de agua DEPC e, imediatamente, foi realizada a
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medicdo da densidade éptica (D.O.) das amostras a 260 nm. A seguinte formula foi
utilizada:

[RNA] em pg/ml = D.O.260nm X fC X fd, em que
D.0O.260nm € 0 valor da leitura da amostra a 260nm;
fc diz respeito ao fator de converséo, no qual a D.O.250nm maxima é 1 e corresponde
a 40 pg mL " de RNA;
fd se refere ao fator de diluicdo da amostra de leitura (100).

A qualidade do RNA, por outro lado, foi aferida com base na relagédo da
absorbancia Azeonm/A2s0nm, aSSim como ha sua visualizacao apoés eletroforese em gel

de agarose 0,8% em tampao TBE 1x autoclavado.

Sintese de cDNA

Para eliminar possiveis residuos de DNA gendmico das amostras de RNA,
estas foram submetidas ao tratamento com a enzima Dnase | (Amplification Grade
Dnase |, Invitrogen), como segue: a um tubo de 0,5 mL foram adicionados 1 ug de
RNA, 1 pL de tampéo de reacdo 10x, 1 uL de DNase | e agua DEPC q.s.p. 10 pL, os
quais foram incubados a 37°C por 15 minutos. Em seguida foi acrescentado 1 uL de
EDTA 25 mM e a mistura foi incubada a 65°C por 15 minutos para inativar a enzima
sendo, imediatamente, transferida para gelo por um minuto.

A sintese da primeira fita de cDNA foi iniciada a partir da adicdo de 1 uL de
dNTP 10mM e 1 pL de oligo(dT)i21s (0,5 pg pL™?), com posterior incubacdo da
mistura a 65°C por 5 minutos. Em seguida, um mix composto por 2 pL de tampéao RT
10x, 4 uL de MgCl, 25 mM, 2 uL de DTT 0,1M e 1 puL de RNaseOUT™ Recombinant
RNase Inhibitor foi adicionado a cada amostra e mantido a 42°C por 2 minutos.

Posteriormente, 0,25 pL (50 U) de SuperScript™ Il RT (200U pL™) foram
acrescidos a todos os tubos, com excecdo daqueles utilizados como controle
negativo (RT-), ou seja, para verificacdo se existiu ou ndo presenca de DNA
gendmico no momento da amplificacdo do gene alvo por PCR. A mistura foi, entéo,
incubada a 42°C por 50 minutos e, imediatamente, a 70°C por 15 minutos, sendo em
seguida resfriada em gelo. Por fim, 1 pL da enzima RNase H foi adicionada a cada
tubo e os mesmos foram incubados a 37°C por 20 minutos, visando degradar as

moléculas de RNA restantes em cada amostra.
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PCR em Tempo Real

Para a avaliacdo da expressdo do gene OsFRDL1 em raizes de arroz,
foram escolhidos um dos genotipos tolerantes (Farroupilha) e um dos sensiveis (BR-
IRGA 410). A analise foi realizada nos tempos de 0, 12, 24 e 48 horas de exposi¢do
a 14 mg L™ de aluminio, utilizando o sistema de deteccdo SYBR® Green (Applied
Biosystems, California, USA), através do método de quantificacdo relativa AACt, no
qual os dados de expressdao do gene alvo foram normalizados com o nivel de
expressao do gene Ubiquitinab (UBQ5), utilizado como controle interno. Para tanto,
foi utilizado o equipamento modelo ABI RT PCR 7500 (Applied Biosystems).

As sequéncias de primers utilizadas foram 0s03g0216700: 5-
TGCTGAAAAGACCAGGAAGACA-3’ (forward) e 5'-
GTTGGCTCATTTCTTGGGCTAC-3' (reverse); UBQ5:
ACCACTTCGACCGCCACTACT (forward) e ACGCCTAAGCCTGCTGGTT (reverse).

As reacbes de PCR em Tempo Real foram realizadas em triplicata a partir
de 2 pL de cDNA, 10,5 pL de agua Milli-Q e 12,5 pL do Kit SYBR® Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems, California, USA). Para todas as corridas foi feito um
“branco” (reagdo com todos os reagentes e agua substituindo o cDNA) para o par de
primers do gene OsFRDL1. As condi¢des de ciclagem utilizadas para amplificacao
foram: 50°C por 2 minutos, 95°C por 10 minutos e 40 ciclos de 95°C por 30
segundos, 60°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto, ocorrendo a leitura da
fluorescéncia neste ultimo passo. Por altimo, um ciclo de 72°C por 5 minutos.

Para se iniciar a quantificacdo relativa das amostras é necessério
primeiramente fazer a validacdo dos primers utilizados, tanto para o gene de
interesse quanto para o controle enddégeno, calculando a eficiéncia da amplificacao
de ambos e posteriormente normalizando os dados do gene de interesse com 0s

dados do controle.

A eficiéncia é calculada através da formula:

E = (10tVs°P®) 1) x 100,
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onde slope € a inclinacdo da curva padrdo gerada pelos dados: log da concentracéo
das amostras x Ct (Threshold Cycle: ciclo em que cada curva de amplificacédo
atravessa o Threshold, servindo como base para comparagdo entre amostras). O
valor da eficiéncia deve ser préximo a 100% (100 + 10) e deve ser semelhante entre
controle endégeno e gene alvo. O valor de R? também gerado a partir da curva
padrdo, indica o quanto as réplicas estdo parecidas, ou seja, indica o grau de
confiabilidade dos dados. Este valor deve ser maior que 0,95, o que indica acima de
95% de confiabilidade.

Para a placa de validacdo do gene OsFRDL1 foram feitas triplicatas de uma
amostra de cDNA (amostra de raizes do genoétipo BR-IRGA 410 no tempo Oh de
exposicdo ao AI**) em quatro diluicdes diferentes (1, 1:5, 1:25 e 1:125), utilizando os
primers para os genes OsSFRDL1 e UBQ5 em reacg0es separadas. Essa variacéo de
concentracbes permite conhecer se, posteriormente, poderd se trabalhar com
segurangca com possiveis amostras que tenham a expressdo muito baixa, por
exemplo.

ApoOs o calculo das eficiéncias de amplificacdo individuais dos genes alvo e
enddgeno foi construida, como indicado pelo protocolo, uma curva. No eixo X foram
colocados os mesmos valores de log da concentragdo das amostras e no eixo Y a
diferenga entre a média do Ct do gene de interesse e a média do Ct do controle
endogeno (ACt), normalizando a amplificacdo do gene alvo e do enddgeno. O valor
da inclinacéo da curva deve estar entre -0,1 e 0,1.

Com base nos resultados obtidos, foram utilizados, para os experimentos de

expressao génica, 2 uL de cDNA nao diluido.

Delineamento experimental e analise estatistica

O experimento seguiu o delineamento inteiramente casualizado com quatro
tempos de exposi¢do ao aluminio e trés repeticoes.

Para estabelecer o tipo de resposta de cada um dos genotipos de arroz
empregados no experimento frente ao aumento no tempo de exposi¢cao ao aluminio,
os dados foram submetidos a determinacdo do grau de polinémio e ajustamento da
equacdo de regressdo utilizando, para andlise, o programa estatistico SAS (SAS,
2002).
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5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliacao morfologica

O comprimento de raiz dos genoétipos BR-IRGA 410, BRS Curinga, IAS 12-9
Formosa e Farroupilha, submetidos a 0 e 14 mg L™ de aluminio por periodos
crescentes de tempo, é apresentado nas Figuras 2,34 e 5.

Pode ser observado que o aumento no tempo de exposicdo ao aluminio
resultou na reducdo no comprimento de raiz do cultivar BR-IRGA 410 desde as
primeiras horas de tratamento ao se comparar com o controle, tendo esta reducao
sido grandemente intensificada a partir das 24 horas de exposi¢éo, alcancando valor

superior a 50% as 96 horas (Figura 2).
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Figura 2. Comprimento de raiz (cm) do genotipo de arroz BR-IRGA 410 submetido a

diferentes tempos de exposicdo as concentracdes de 0 e 14mg L™ de aluminio em
sistema de cultivo hidropdnico. FAEM/UFPeL, 2009.
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Em relacdo a cultivar BRS Curinga, o efeito negativo da presenca de
aluminio na solugdo nutritiva comecou a se verificar a partir das 48 horas de
tratamento, com intensidade maior depois de 72 horas (Figura 3), enquanto que para
0 gendtipo Farroupilha essa mesma resposta se deu, com pequena magnitude,

somente a partir de 72 horas de exposi¢cao ao metal (Figura 4).
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Figura 3. Comprimento de raiz (cm) do gendtipo de arroz BRS Curinga submetido a
diferentes tempos de exposicdo as concentracdes de 0 e 14 mg L™ de aluminio em
sistema de cultivo hidrop6nico. FAEM/UFPeL, 2009.

A presenca de aluminio no meio de cultivo também foi prejudicial ao
crescimento radicular da cultivar IAS 12-9 Formosa (Figura 5), de forma semelhante
ao observado anteriormente para BR-IRGA 410 (Figura 2), desde as primeiras horas
de tratamento. Pode ser observado, entretanto, que o efeito em IAS 12-9 Formosa

foi menos intenso a medida que o tempo de exposi¢cdo ao metal aumentou.



92

18

161 R°=0,94 o
—~ 14 A
= = e o B
= B o)
N 12 A
E —

.—0O
v 10807 2
© g Y = 9,66 + 0,09x - 0,0007x
T 8-
£
5 ¢
g
o
@) 4 -
Omg L™ Al
— — — _1
5 14mg L™ Al
O T T T T T T T
02 6 12 24 48 72 96

Tempo de exposicao (h)
Figura 4. Comprimento de raiz (cm) do gendtipo de arroz Farroupilha submetido a
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sistema de cultivo hidrop6nico. FAEM/UFPeL, 2009.
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A toxicidade causada pelo aluminio € um importante fator limitante do
crescimento vegetal em solos 4&cidos. Concentragbes muito pequenas
(micromolares) do metal sédo capazes de inibir a elongacao radicular em minutos ou
horas, interferindo negativamente na absorcdo de agua e nutrientes, com
consequente reducao no crescimento e produtividade (MA e FURUKAWA, 2003).

Nesse sentido, inumeros trabalhos em diferentes espécies vegetais utilizam,
como principais caracteres na avaliacdo da resposta das mesmas ao estresse
causado por esse metal, aqueles relacionados ao crescimento do sistema radicular.
Em arroz podem ser citados, entre outros, estudos realizados por Vicente et al.
(1998), Vasconcelos et al. (2002a, 2002b) e Freitas et al. (2006).

Um dos principais problemas encontrados na avaliagdo de plantas para a
tolerancia ao aluminio € o correto ajuste dos niveis de estresse, de modo que se
obtenha uma reducéo marcante no crescimento radicular das plantas mais sensiveis
e um efeito limitado nas mais resistentes. Aliado a este, o tempo de exposi¢do €
também um importante fator a ser considerado (Macedo et al., 1997).

O nivel de 14 mg L* de aluminio empregado nesse experimento, bem
como 0s tempos de exposicao utilizados, mostraram-se adequados para que fosse
feita a diferenciacdo na reacdo das constituicbes genéticas avaliadas ao estresse,
de modo que pudessem ser selecionados dois gendtipos de comportamento
contrastante para a realizacéo da avaliagao da expresséo do gene OsFRDL1.

A analise dos resultados obtidos na avaliagdo morfolégica demonstrou que
o efeito negativo da presenca de aluminio na solucdo nutritiva sobre todos os
genotipos, embora em magnitudes diferentes, ocorreu somente as 96 horas de
tratamento, indicando que este tempo ndo é adequado para a analise da expressao
génica.

Para o experimento de avaliacdo da expressdo do gene OsFRDL1 foram
escolhidos os gendtipos Farroupilha e BR-IRGA 410, submetidos a 0, 12, 24 e 48

horas de exposicéo ao aluminio em solugéo nutritiva.
PCR em Tempo Real
Para avaliar o efeito da exposicado crescente (0, 12, 24 e 48 horas) dos

gendtipos de arroz BR-IRGA 410 e Farroupilha & dose de 14 mg L™ de aluminio

sobre a expressao do gene OsFRDL1 foi empregada a técnica de PCR em Tempo
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Real. Esta metodologia quantitativa e altamente especifica tem como objetivo
guantificar a expresséo de genes de interesse.

Os resultados do experimento de validacéo, necessario para determinar se
o calculo de AACt é valido, sdo encontrados nas Figuras 6, 7 e 8. A qualidade da
curva padrédo pode ser aferida a partir do slope da equacao de regresséo linear,
utilizado para o calculo da eficiéncia de amplificacdo, assim como do coeficiente de
regressao (R%) (Deprez et al., 2002).

Na validagéo de amostras com diferentes concentracdes de cDNA da regiéo
codificadora do gene OsFRDL1 (Fig. 6) e do controle endégeno UBQ5 (Figura 7), foi
encontrada uma eficiéncia de 86% para ambos 0s genes, resultado evidenciado pela
observacédo de que o valor de slope foi igual nas duas equacdes obtidas a partir das

curvas-padréao.

Y = 30,18 - 3,75x
R%>=096

38 1

36 A

34

Ct

32 A

30 A

28 T T T T T
-2.0 -1.5 -1.0 -0.5 0.0

log diluicAdo cDNA
Figura 6. Curva padrdo da PCR em Tempo Real realizada a partir de diluicdes do
cDNA de raizes do genotipo BR-IRGA 410 no tempo Oh de exposicédo ao aluminio e

0S seus respectivos valores de Ct para o gene OsFRDL1. FAEM/UFPeL, 2009.
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32 A

Y = 24,64 - 3,75x

R? =099
30 A

28 1

Ct

26 A

24 1

22 T T T T T
-2.0 -1.5 -1.0 -0.5 0.0

Log diluicdo cDNA
Figura 7. Curva padrédo da PCR em Tempo Real realizada a partir de diluicdes do
cDNA de raizes do genétipo BR-IRGA 410 no tempo Oh de exposi¢do ao aluminio e
0S seus respectivos valores de Ct para o gene UBQ5. FAEM/UFPeL, 2009.

A Figura 8 apresenta o grafico de validacdo do ACt em comparacdo ao
logaritmo das diluicdes do cDNA. Se a eficiéncia de amplificacdo do gene alvo e do
endogeno forem semelhantes, o valor de slope da equacao obtida devera estar entre
-0,1 e 0,1. Este resultado foi observado no experimento de validagao realizado, em
que o slope encontrado foi igual a -0,03, indicando que o método de quantificacédo

relativa AACt pode ser utilizado neste estudo.
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Figura 8. Valores de ACt (CtoseroL1 — Ctusgs) em relagéo ao logaritmo das diluices

do cDNA de raizes do gendtipo BR-IRGA 410 no tempo Oh de exposicdo ao
aluminio. FAEM/UFPeL, 20009.

A avaliacao da expressao do gene OsFRDL1 foi feita utilizando, para ambos
0S genotipos, a amostra coletada no tempo de 0 horas de exposicdo ao aluminio
como calibradora. Por definicdo seu nivel de expresséo é igual a um e as demais
amostras sdo comparadas a ela.

Doze horas de tratamento com 14 mg L™ de aluminio ndo causaram
aumento na expressao do gene OsFRDL1 no gendtipo BR-IRGA 410. Por outro
lado, 24 e 48 horas aumentaram sua expressdo em 15 e 3,6 vezes,
respectivamente (Figura 9).

Em relagdo a cultivar Farroupilha, houve aumento de 9,03 vezes na
expressdo do gene OsFRDL1 as 12 horas de tratamento. As 48 e 72 horas a

expressao foi aumentada, nesta ordem, em 5,2 e 6,1 vezes (Figura 10).
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Tempo de exposicdo ao aluminio (h)
Figura 9. Expressdao do gene OsFRDL1 no gendtipo de arroz BR-IRGA 410
submetido a diferentes tempos de exposicéo (h) a 14 mg L™ de aluminio em solucéo
nutritiva. A amostra do tempo Oh foi utilizada como calibrador e seu nivel de
expressao € igual a 1. As barras representam a média = desvio padrdo (n=3).
FAEM/UFPeL, 2009.

Recentemente, duas espécies da familia Poaceae, a mesma do arroz,
tiveram identificados genes com elevada homologia a OsFRDL1: cevada (Furukawa
et al., 2007) e sorgo (Magalhaes et al., 2007).

Em cevada submetida a 0 e 30uM de aluminio por seis horas, 0 RNA
mensageiro do gene HVAACT1 que codifica uma proteina de membrana
transportadora de citrato, foi expresso tanto nas raizes quanto na parte aérea, porém
o nivel de expressao foi maior nas raizes (Furukawa et al., 2007). A quantidade de
transcrito foi 26 vezes maior na cultivar resistente do que na sensivel, porém o nivel
de expressdo nao foi induzido pelo aluminio em nenhuma delas. Os autores
sugerem que HVAACTL1 é constitutivamente expresso em raizes de cevada e que a
secrec¢do de citrato é mediada pela ativacdo da proteina HVAACT1.

A andlise da expressao do gene SbMATE em sorgo, também relacionado a

liberacdo de citrato, demonstrou que a mesma ocorreu somente em raizes
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pertencentes a linhagem isogénica tolerante ao aluminio e quando induzida pelo
metal. Além disso, houve aumento na expressao génica com 0 aumento no tempo
de exposicdo (Magalhaes et al., 2007).

©
HH

(o]
—t—i

Expresséao relativa de OsFRDL1
(63}
I——|

O T T T T
0 12 24 48

Tempo de exposi¢céo ao aluminio (h)
Figura 10. Expressdo do gene OsFRDL1 no gendtipo de arroz Farroupilha
submetido a diferentes tempos de exposicéo (h) a 14mg L™ de aluminio em solugéo
nutritiva. A amostra do tempo Oh foi utilizada como calibrador e seu nivel de
expressao € igual a 1. As barras representam a média = desvio padrdo (n=3).
FAEM/UFPeL, 2009.

Considerando a homologia em nivel de sequéncia de aminoécidos,
OsFRDL1 apresenta 87% de identidade com HVAACT1 e 57% com AtFRD3
(Yokosho et al., 2009). HYAACT1 esta envolvida com a secrecdo de citrato induzida
por aluminio (Furukawa et al., 2007), enquanto AtFRD3 libera citrato que participa no
transporte de ferro das raizes para a parte aérea das plantas (Durret et al., 2007).
Portanto, espera-se que esta proteina de membrana do arroz esteja funcionalmente
relacionada a liberacéo de citrato para o meio extracelular em resposta ao aluminio,
0 que corresponde a um dos principais mecanismos de tolerancia vegetal a esse
estresse (Kochian et al., 2005).
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No genoma do arroz ha seis genes homdlogos proximos a AtFRD3,
HVAACT1 e SbMATE. Entretanto, a funcao desses genes ainda néo é conhecida.

Estudando a funcdo do gene OsFRDL1 (Os03g0216700), o mais proximo a
HVAACTL1, Yokosho et al. (2009) observaram que sua expressdo nao foi afetada
pela exposicdo a 50 uM de aluminio por trés horas. Além disso, ndo observaram
diferenca na secrecao de citrato entre uma linhagem Tos-17 com o gene OsFRDL1
inativado e o cultivar Nipponbare na presenca de aluminio, de modo que os autores
concluiram que OsFRDL1 néo é responsavel pela secrecdo de citrato induzida por
este metal em raizes de arroz.

No presente trabalho, por outro lado, foi observado aumento na expressao
de OsFRDL1 tanto no genotipo BR-IRGA 410 (sensivel) (Figura 9) como em
Farroupilha (tolerante) (Figura 10). Os niveis de expressao, entretanto, foram
diferentes.

Em relacdo a BR-IRGA 410, nao foi detectado aumento na expressao nas
primeiras 12 horas de exposicdo a 14 mg L™ de aluminio. Depois de 24 horas
ocorreu pequena elevacao (1,5 vezes) e o maior nivel (3,6 vezes) foi alcancado as
48 horas (Figura 9). Ao se analisar a expressao no genétipo Farroupilha, por outro
lado, pode ser observado um incremento de nove vezes na quantidade de RNA
mensageiro obtida as 12 horas de tratamento, seguida de um decréscimo para 5,2 e
6,1 vezes as 24 e 48 horas, respectivamente, poréem sem diferenca significativa
entre estes dois niveis de expressao (Figura 10).

Conforme revelam os resultados obtidos, Farroupilha teve aumentada a
expressdo do gene OsFRDL1 em resposta a presenca de aluminio na solucdo de
cultivo. Isto pode ser concluido pelo fato de que o nivel de expresséao foi calculado
em relacdo a uma amostra dita calibradora e que, neste experimento, correspondeu
ao tratamento no tempo 0 hora, ou seja, as plantas foram coletadas antes de serem
submetidas ao estresse. Nesse sentido, o incremento observado de expressao -
nove vezes maior que a da amostra calibradora as 12 horas de exposi¢cdo ao
aluminio — indica, quase certamente, que o0 aumento na expressao se deu antes de
12 horas, 0 que poderia explicar a ndo existéncia de diferenca no comprimento de
raiz entre os tratamentos com e sem aluminio observado na Figura 4.

Resposta diversa foi demonstrada por BR-IRGA 410. Para este gendtipo,
um aumento significativo na sintese de RNA mensageiro do gene OsFRDL1 em

resposta a presenca de aluminio so foi observado apds 48 horas de estresse e,
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ainda assim, em nivel inferior a cultivar Farroupilha. Como pode ser visualizado na
Figura 2, houve tendéncia de redu¢do no comprimento de raiz ja nas primeiras horas
de tratamento em razao, provavelmente, de que ndo houve ativacdo da sintese do
gene responsavel pelo transporte de citrato para o meio, o qual tem acao quelante e

neutraliza o AP

, forma mais téxica do metal, impedindo-o de penetrar nas células da
raiz e, consequentemente, prejudicar o crescimento do sistema radicular sob
condicdes de pH reduzido (Kochian, 1995).

Por outro lado foi verificado, também, que ambos o0s genoétipos
apresentaram expressao constitutiva do gene (dados n&o mostrados), ou seja, o
gene é expresso mesmo na auséncia de aluminio, concordando com a resposta
obtida para o gene HVAACT1 em cevada (Furukawa et al., 2007). Todavia, a
ativacdo do gene do arroz foi mais eficiente na cultivar Farroupilha, o que pode
explicar, pelo menos em parte, a sua tolerancia, enquanto BR-IRGA 410 parece néo
poder superar o estresse por aluminio utilizando este mecanismo.

Estudos posteriores sdo necessarios para relacionar a diferenca na
expressdo do gene OsFRDL1 entre os genotipos e a secre¢do de citrato na

presenca de aluminio.
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5.4. CONCLUSOES

O gendtipo Farroupilha apresenta expressao do gene OsFRDL1 superior a
BR-IRGA 410. As diferencas encontradas nos niveis de expressao sao condizentes
com as respostas observadas para estes genotipos em relacdo a tolerancia ao

aluminio, neste estudo e em outros realizados anteriormente.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho foi determinado que um periodo de 48 horas de exposi¢ao a
concentracdo de 14 mg L™* de aluminio é adequado para a diferenciacdo de
genaotipos de arroz quanto a tolerancia ao estresse por esse metal.

A caracterizacao da variabilidade genotipica quanto a resposta ao aluminio
toxico e a identificacdo de constituicdes genéticas superiores quanto a esse carater,
realizadas neste estudo, permitirdo que se avancem o0s estudos genéticos sobre a
tolerancia de arroz ao aluminio através da construcdo de populacdes segregantes e
que podem ser utilizadas para o mapeamento de QTLs para identificacdo de genes
envolvidos nesta toleréncia, visto que, em arroz, este é um carater quantitativo.

Por outro lado, a andlise da expressdo do gene OsFRDL1 em gendtipos
contrastantes quanto a tolerancia ao aluminio revelou um interessante resultado,
visto que o cultivar Farroupilha, de resposta tolerante, apresentou nivel de
expressao superior a BR-IRGA 410, sensivel ao metal, o que possibilita que os
estudos sejam aprofundados no sentido de caracterizar a secrecao de citrato como
um mecanismo de tolerancia de arroz ao aluminio.

A caracterizacdo dos genes de tolerancia deve acelerar o desenvolvimento

de culturas mais tolerantes, produtivas e adaptadas as condi¢des de estresse.
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