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RESUMO GERAL

ZONTA, Everado. Estudos da toleréncia ao aluminio em arroz de sequeiro e seus
efeitos sobre a interface solo-planta. Seropédicas UFRRJ, 2003. 139 p. (Tese,
Doutorado em Agronomia, Ciéncia do Solo)

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar atoleréncia diferencial de variedades de arroz
de sequeiro e seus efeitos sobre a morfofisiologia dos sistemas radiculares, tendo sido
estabelecidos 0s seguintes objetivos especificos. @) estabelecer uma metodologia para
guantificar o sistema radicular e suas variantes; b) avaliar o grau das modificacOes
rizomorfogénicas em variedades de arroz tolerantes ao Al; c) avaliar a exudagéo
radicular e a complexagdo interna com &cidos organicos como mecanismos de tolerancia
a0 Al. Os estudos foram conduzidos com as variedades Comum Branco e Caiap0, ambas
de sequeiro, sob condic¢des de crescimento controladas em solugdo nutritiva sob alto e
baixo nivel nutricional em duas épocas distintas, até o estagio maximo de 15 dias de
exposicdo ao Al. Os parémetros radiculares foram avaliados com auxilio de técnicas de
andlise de imagens. Os éacidos orgéanicos por cromatografia liquida de ata eficiéncia.
Alguns protocolos tiveram que ser estudados a fim de padronizar as medicdes diretas e
indiretas necessarias. Dentre as conclusdes obtidas, com relacdo a determinacdo dos
parémetros radiculares, observa-se que o medidor fotoelétrico subestima os valores de
area e comprimento radicular, além de ndo discriminar a tolerancia diferencial ao Al,
guando comparado com o método da andlise digital das imagens. A aquisicdo das
imagens de raizes, para serem processadas pelo SIARCS, deve ser feita
preferencialmente com scanner, ja que a camara fotografica digital também subestima a
area radicular e ndo diferencia totalmente a tolerancia varietal em plantulas de arroz de
sequeiro. A melhor densidade para varredura do scanner e digitalizacdo € de 300 dpi, € 0
protocolo elaborado no decorrer destas fases experimentais deve ser seguido, evitando
assim aumentos nos erros experimentais. Com relacéo ao efeito do Al nos diferentes
niveis nutricionais e tempo de exposi¢do, a variedade de alta tolerancia ao Al (Comum
Branco), quando na presenca de Al, a qualquer tempo ou, disponibilidade nutricional,
desde que o Al esteja com mesma atividade em solucéo, apresenta menor reducdo dos
parémetros radiculares. A variedade tolerante ao Al (Caiap0) apresenta grau variado de
tolerancia, de acordo com a disponibilidade de nutrientes; sob baixa disponibilidade,
Caiap6 mostra-se de fato menos tolerante a0 Al que Comum Branco; sob ata
disponibilidade, Caiapé mostra-se ao longo do tempo mais tolerante que Comum
Branco. Ainda, o par@metro raio radicular das raizes principais, mostrou em qualquer
situacdo testada, menor alteracdo na Comum Branco do que na Caiapd. Com base nestas
conclusdes, pode-se afirmar efetivamente que a variedade Comum Branco tolerao Al, e
gue a variedade Caiap6 pode aclimatar-se ao Al, quando sob maior disponibilidade
nutricional. Com relacéo a acdo dos écidos citrico e mélico na tolerancia: a metodologia
para determinacdo de acidos organicos exsudados pelas raizes de pléantulas de arroz é
eficiente. O &cido citrico tem um poder complexante do Al maior que o &cido malico.
Quando adicionado isoladamente, o0 acido malico promove um estimulo tanto na érea
como no comprimento radicular total. O efeito atenuador dos &cidos citrico e mélico é
mais acentuado na variedade Caiapd. Embora, a variedade Comum Branco tem maior
capacidade de atenuar o efeito do Al pelas quantidades de acidos citrico e malico,
principal mente, exudados, e, acumuladas em seu sistemaradicular.



Palavras chave: Mecanismos de tolerancia ao Al; andlise de imagem; acidos organicos,
sistemaradicular.



GENERAL ABSTRACT

ZONTA, Everaldo. Studies of the aluminum tolerance in upland rice and the effects
on the soil-plant interface. Seropédica UFRRJ, 2003. 139 p. (Thesis, Doctor in
Agronomy, Soil Science).

This study was accomplished with the genera objective of evaluating the aluminum
differential tolerance of upland rice and its effects on the morphofisiology of the root
systems. The following goals were predetermined: a) to establish a method to quantify
the root system and its variants, b) to evaluate the degree of rizomorphogenic
modifications in Al tolerant rice plants; ¢) to evaluate the root exudation as a mechanism
for Al tolerance, and to assess the value of complexation with organic acids as a
mechanism of Al tolerance. The study was conducted with the Comum Branco and
Caiapd rice variety’s, both upland rice, grown under controlled environment. The plants
were cultivated in nutrient solution, with high and low doses of nutrients, in two
different periods, to the maximum of 15 days of exposition to Al. The root parameters
were appraised with the aid of image analyzing techniques. The content of organic acids
was measured by high efficiency liquid chromatography. Some protocols had to be
adapted, to standardize the necessary direct and indirect measurements. In regard the
determination of root parameters, the photoel ectric meter underestimates the root length
and the root area values. Besides, it does not discriminate the differential tolerance to Al,
when compared with the method of the digital image analyzing. The acquisition of the
root images, to be processed by the program SIARCS, should be obtained preferentially
with a scanner. The digital photographic camera underestimates the root area, and it does
not completely differentiate the varietal tolerance in the upland rice seedling. The best
density for scanning the image is of 300 dpi, and the protocol elaborated in these
experiments should be followed to avoid the increasing in the experimental errors.
Regarding Al's effect in the different nutrition levels, and time of exposition, when in the
presence of Al, at any time or nutritional level, as long as Al activity is kept the same,
the rice variety with high tolerance to Al (Comum Branco) presents the least reduction
of the root parameters. The plants just tolerant to Al (Caiap0) present varied degree of

tolerance to the element in the nutrient solution. Thisis in conformity with the nutrient
availability. Under low nutrient availability, Caigpd is less Al tolerant than Comum
Branco; under high nutrient availability, Caiap6 is more tolerant, and for alonger period
of time than Comum Branco. Also, the parameter ray of the main roots reveaed, in any
tested situation, least alterations in the Comum Branco than in Caiapd. Based on these
conclusions, it can be stated that the variety Comum Branco is Al tolerant, and the
variety Caiap0 can be Al tolerant, when under high nutrient availability. In regard to the
effect of the citric and malic acids on the Al tolerance, the method for determining the
organic acids exudated by the rice seedling roots is efficient. The citric acid has an Al

complexant power highest than the malic acid. When added separately, the malic acid
promotes an inducement in the development of root area and of the total root length. The
attenuation effect of the citric and malic acids is more accentuated in the variety Caiapo.
However, the Comum Branco has higher attenuation of Al effect capacity, due to the
amount of citric and malic acids exudated and accumul ated in the root system.

Key words: Mechanisms of tolerance to Al; image anaysis; organic acids; system
radicular.



INTRODUCAO GERAL

O auminio € o terceiro elemento mais abundante da crosta terrestre (8% da
constituicdo), e com o processo natural ou antropico de acidificacdo dos solos, a
estabilidade quimica dos compostos de Al é reduzida aumentando a solubilidade dos
minerais. O Al*3 é ent&o liberado paraa solucédo do solo em maior ou menor quantidade,
tornando-se potencialmente prejudicial ao desenvolvimento e producdo da maioria das
plantas cultivadas (Ma et al, 2001).

Solos écidos ocorrem em todas as partes do mundo onde ha climatropical e sub-
tropical. No Brasil, ocorrem com uma frequéncia de aproximadamente 60% dos solos
cultivados e constituem junto ao estresse hidrico estacional, a principal limitacdo a
producéo vegetal (Sanchez & Logan, 1992), alem de que a ocorréncia frequente de Al
em horizontes sub-superficiais (Olmos & Camargo, 1976) confina o crescimento
radicular a camada superficial, agravando as consequiéncias dos periodos secos (Fageria
& Zimmermann, 1979).

Porém, ao longo do seu ciclo evolutivo, algumas espécies vegetais,
desenvolveram mecanismos de tolerancia ao Al*3, minimizando os efeitos toxicos deste
elemento, de onde se vislumbra a possibilidade de utiliz&-las para cultivo em solos
&cidos, reduzindo assim o custo com corretivos.

As técnicas tradicionais para a viabilizacdo da agricultura, nos solos tropicais
com elevada saturacdo por aluminio, tém enfatizado o uso de corregéo quimica do solo
(aplicacdo de calcario) e aplicacdo de elevadas doses de nutrientes, particularmente de
adubacdo fosfatada. Mas, a adequacdo do solo aos requerimentos de plantas
geneticamente melhoradas e com alta exigéncia nutricional, é parte de uma estratégia
gue implica no uso oneroso de insumos, reduzindo a capacidade competitiva de
peguenos agricultores, com insuficiéncia de capital.

Os mecanismos de tolerancia ao Al*® em plantas cultivadas s3o ainda pouco
conhecidos e/ou elucidados, e provavelmente, ocorrem de maneira diferenciada entre as
espécies (MA et al, 2001), e, embora exista um grande nimero de pesquisas sobre 0
efeito toxico do aluminio em plantas cultivadas, que produziram um volume
significativo de informacfes, onde as técnicas de selegdo obtiveram relativo sucesso na

identificacdo de materiais relativamente tolerantes, continuam porém incertas quais s8o



as disfuncbes primérias e quais deveriam ser mais propriamente consideradas como
efeitos secundérios (Tice et al,1992; Kochian, 1995; Rout et al, 2001), que sdo
preponderantes nos estudos que envolvem os estudos dos mecanismos de tolerancia.

Uma alternativa antiga, mas de crescente difusdo nos centros de pesquisa de
agricultura tropical, enfatiza a adaptacdo da planta as condi¢des do solo, através da
exploracdo da variabilidade genotipica. De acordo com Sanchez & Salinas (1981), a
selecdo de variedades produtivas tolerantes a toxicidade de aluminio é o principal
componente do manejo da acidez do solo. Na mesma direcéo, outros autores (Fageria et
al, 1988; Taylor, 1991; Baligar et al, 1993) tém mostrado a importancia desse trabal ho,
estudando a viabilidade intra-gendtipos, onde fica clara a existéncia da variabilidade a
tolerncia ao Al, necessarias a esses programas (Wright, 1989; Kochian, 1995), e que
forneceriam o material necessario aos estudos bési cos rel acionados.

Particularmente, em arroz, uma série de trabalhos ja foi publicada, e evidenciam
uma grande variabilidade nos niveis de tolerancia, porém poucos sdo os trabalhos que
tratam dos eventuais mecanismos de tolerancia que devem existir, principalmente nas
variedades do tipo tradicionais (também nomeadas como crioulos ou variedades locais)
de sequeiro. Em geral esses trabalhos tem se centrado em medic¢des das raizes principais
como indicativos de tolerancia e mais raramente alguns tem demonstrado com sucesso a
existéncia de variedades que mantém sua produtividade sob Al, em condi¢cdes de
campo.

A compreensdo dos mecanismos bési cos rel acionados a tolerancia diferencial na
cultura do arroz € essencial para identificacdo de genes para toleréncia ao Al, que serd,
seguramente, a via mais promissora no futuro proximo para a sintese de variedades
adaptadas aos nossos solos, por processos tradicionais ou biotecnoldgicos (Wheeler et
al, 1992). Assim, o exame da morfologia dos sistemas radiculares e suas interfaces
rizosféricas, além dos eventuais mecanismos envolvidos, ndo podem ser negligenciados
(De Willigen & Noordwijk, 1987; Noordwijk & Geijn, 1996), especiamente para a
cultura do arroz, aimento bésico (75 kg habitante* ano™) , produzido em parte sob
condicdo de sequeiro, em éreas com niveis atos de Al, por peguenos produtores. Essas
areas (65% das cultivadas com arroz) sao responsaveis por 40% da producéo nacional,
devido a suas baixas produtividades, limitadas primeiramente, pela acidez do solo,
seguido por estresse hidrico estacional, fésforo e nitrogénio, sucessivamente.

Procurando preencher mais uma lacuna no estudo de mecanismos de tolerancia

ao Al, em arroz, este trabalho tem como objetivos:



Estabelecer uma metodologia que permita quantificar o sistema radicular e

suas variantes;

Avaliar o grau das modificagbes nos parametros radiculares, tais como

nimeros de raizes principais e laterais, didmetro médio e parémetros

derivados, em variedades de arroz tolerantes ao Al;

Avaliar o grau de complexagdo do Al por acidos organicos produzidos no

ciclo do &cido citrico.

Avaliar aexudagdo radicular como mecanismo de toleranciaao Al;

Avaliar a complexagdo interna com &cidos organicos como mecanismo de

toleranciaao Al.

Para o melhor cumprimento dos objetivos e entendimento dos resultados, este

trabalho de tese foi dividido em trés capitulos, onde sdo abordados os seguintes topicos,

especificamente:

CAPITULOI-  METODOLOGIA PARA DETERMINACAO DA AREA E DO
COMPRIMENTO RADICULAR APLICADOS EM ARROZ DE
SEQUEIRO SUBMETIDO A ESTRESSE DE ALUMINIO;

CAPITULOIl - ALTERACOES EM PARAMETROS MORFOLOGICOS DE
RAIZES DE CULTIVARES DE ARROZ DE SEQUEIRO
SUBMETIDAS AO ALUMINIO, g,

CAPILULOIIl - ATENUACAO DOS EFEITOS TOXICOS DO ALUMINIO POR
ACIDOS ORGANICOS EM VARIEDADES DE ARROZ.

Foi também, iniciamente, introduzido um, topico especial, onde em linhas
gerais, sucintamente discute-se o Estado da Arte no gque tange o assunto “Aluminio”,
situando esse trabalho na érea e permitindo que cada capitulo fosse mais explicito a

cerca do proposto.



O ESTADO DA ARTE

A acidez do solo, especificamente a presenca de Al*® (Al) aniveis toxicos paraa
maioria das plantas cultivadas, € um dos principais fatores que limitam a producéo
agricola, e as alternativas de manejo mais utilizadas para contornar a toxidez provocada
pelo Al fundamentam-se no uso de duas préticas. Uma delas é a prética da calagem, que
consiste na precipitagdo do Al sollvel pela adicéo de calcario ao solo. Embora esta seja
uma praticatradicional e largamente empregada na agricultura, sua eficiéncia limita-se a
camada superficia do solo, ja que a incorporacdo do calcario a maiores profundidades é
economicamente inviavel, favorecendo o desenvolvimento radicular apenas na camada
superficial do solo, 0 que torna a planta mais susceptivel aos periodos de veranicos,
sendo esse efeito mais acentuado nos sistemas de plantio direto, onde pouco se utilizam
implementos agricolas pararevolver o solo.

Outra pratica que tem sido adotada com éxito é o desenvolvimento de variedades
com melhor adaptacdo a esses ambientes desfavoraveis, e € nesta linha que se tem
desenvolvido trabalhos, procurando gerar tecnologia aos pegquenos produtores,
descapitalizados, e que a nivel nacional e mundial, sdo responsaveis pela producdo de
alimentos, onde a escassez de recursos faz com que as técnicas de corregdo do solo
baseadas na adicdo de neutralizantes ndo sejam efetuadas ou entéo efetuadas de forma
inadequada e/ou ineficientes, pode-se conjecturar que a utilizacdo da prética de calagem
apenas para o fornecimento de Ca e Mg, associada ao uso de gendtipos mais adaptados
as condictes de solos com elevada saturacdo por Al, sdo estratégias de grande potencial
para a producdo sustentavel.

A seguir, serdo discutidas de forma concisa as questdes pertinentes a distribui¢éo
dos solos &cidos, os efeitos do ion em plantas cultivadas, os mecanismos até entdo mais
enféticos reunidos por diferentes autores na &rea e o cultivo do arroz de sequeiro no
Brasl.

1.1. SolosAcidosno Brasil eno Mundo
O auminio é o metal em maior abundancia (8%) presente na crosta terrestre

(Delhaize & Ryan, 1995; Matsumoto, 2000; Rout et al, 2001). Véarios trabalhos tém
relatado-o como um dos principais agentes que contribuem para a baixa produtividade



dos cereais no mundo (Matsumoto, 2000), mesmo que em quantidades micromolares.
As maiores reservas de aluminio ocorrem como Al(OH)s; ou silicatos de aluminio,
formas ndo fitotdxicas aos seres vivos (Delhaize & Ryan, 1995, Harris et al, 1996). Em
solos &cidos (pH < 5), presentes em cerca de 40% superficie terrestre (Kochian, 1995), e
70% dos solos potencialmente cultivaveis do mundo (Pifieros et al, 2002; Figura 1), o
aduminio se solubiliza em sua espécie fitotoxica Al(H20)s™ e é convencionalmente
chamado AI** (Kochian, 1995, Harris et al, 1996).

Em especial, nas regides subdesenvolvidas onde predominam solos tropicais,
Sanchez & Logan (1992), afirmam que um terco destes apresentam severos problemas
com a toxidez por Al. Tal premissa pode estar subestimando a real distribuicdo
percentual, visto que esses paises localizam-se em grande parte no hemisfério sul, onde,
a propria escassez de recursos gera cultivos inadequados em solos ja naturalmente
bastante intemperizados, levando a degradacéo destas areas. Larsen et a (1996;1998)
oportunamente afirma que atoxidez por Al € um problema que afeta 0 uso das terras em
escala global, devido principalmente a atividade do homem.

Figural.  Distribuicéo global de solos com problemas de acidez. USDA 2002.

Especificamente, no Brasil, a toxidez por Al é também um problema intrinseco
dos solos e representa 60% do territorio brasileiro cultivado ou com potencia para
atividade agricola (Brondani & Paiva, 1996), excetuase destes, as areas que podem
ainda por uso inadequado, se tornarem &cidas e as areas com problemas somente de
deficiéncia de Ca e Mg. Acrescentando-se estes outros problemas ao computo total, o
montante de solos que podem ser considerados &cidos, pode alcancar valores de 84%
(Figura2).



Figura2.  Mapas de Solos do Brasil. @) areas com limitacdo de Al e/lou Ca+Mg; e b)
areas sem nenhuma limitagdo ao cultivo. EMBRAPA, 2002.

Destaca-se, entre as grandes formagtes ecofisiograficas de solos com niveis de
Al trocavel maiores que 0,3 cmol. dm™ (extraidos com KCl 1M), a regi&o dos cerrados,
a area de Latossolos Amarelos presentes nas chamadas terras dtas da regido
Amazbnica, os tabuleiros costeiros da orla litordnea do pais e ainda os planaltos
subtropicais que véo do Sul do Parana ao Norte do Rio Grande do Sul.

Particularmente, o Cerrado tem sido considerado como uma das Ultimas grandes
fronteiras mundiais disponiveis para a expansdo agropecudria, assumindo importancia
estratégica para o Brasil. Ele ocupa 205 milhdes de hectares do territorio naciona e,
apresenta excelentes qualidades no que se refere a topografia, luminosidade,
temperatura e propriedades fisicas do solo, a despeito da baixa fertilidade natural e dos
problemas de acidez. (Embrapa/CNPS, 2002).

Estes fatos fizeram com que, estudos em adaptacdo de plantas a solos acidos,
com énfase em tolerancia a toxidez por Al tenham sido historicamente uma importante
linha da pesquisa agricola no pais, resultando por exemplo, em um aumento de
produtividade média de 60%, e, a producdo de gréos passando de 6 para mais de 27
milhdes de ton grdos ano™, entre os anos de 1970 e 1999. O aumento da producéo
também foi decorrente da expansdo da fronteira agricola, onde foi observada a
duplicacdo da area cultivada na regido dos cerrados. Nesta regido ecofisiografica, nas
Ultimas trés décadas, 15 milhdes de ha passaram a ser utilizados para producéo agricola,
produzindo 30% da safra do pais de arroz, milho e soja, 20% do café e 15% do feijao
(Embrapa/ CNPAC, 2000).



Todo este progresso na area de adaptacéo de plantas cultivadas a ambientes com
acidez (superficial e/ou sub-superficial), foi fruto de pesquisas principalmente nas areas
de fertilidade do solo, nutricdo mineral de plantas, manegjo de agrossistemas, genética e
melhoramento. O advento de novas técnicas, como a biologia molecular, devem num
futuro proximo, somar conhecimentos as linhas de pesquisa tradicionais supracitadas,
contribuindo para o desenvolvimento de variedades cada vez mais adaptados a estes
ambientes.

1.2. O Al eseus Efeitos T éxicos

Osefeitos do Al nas plantas vem sendo estudado a muitos anos, sendo verificado
na literatura uma extensiva gama de trabal hos a respeito deste tema, podendo-se citar os
de Bollard & Butler (1966); Foy et al, (1978); Kochian, (1995); Matsumoto (2000) e
Rout et al (2001), entre outros.

Em alguns casos, em baixas concentragcdes, 0 Al pode favorecer o crescimento
dos vegetais ou induzir outros efeitos desgjaveis (Foy & Fleming, 1982; Foy et al, 1978;
Mendonga, 1991 Mendonga et al, 1991a e by Vasconcelos et al, 2002). Faganha &
Facanha (2002), encontraram valores de 120, 125 e 110 % de crescimento relativo sob
baixos niveis de Al sob condicbes de solucdo nutritiva completa e alta disponibilidade
de P. Também Ferreira et al (1986), em arroz, identificou algumas variedades altamente
tolerantes, que reduziam ndo significativamente sua produgdo na presenca de Al e 15%
deles, ainda, apresentaram aumento na producéo, sob condi¢des de campo.

Em outros casos, a resposta de determinada planta pode ser utilizada como
indicativo da presenga, como € o caso das horténcias, onde sua cor varia de acordo com
o nivel de Al a que é submetida. Neste caso, a planta desenvolve cor rosa a baixos
niveis de Al, e azul & atos niveis (3959 mg de Al kgt de peso seco). Sob niveis
intermediarios, tonalidades intermediérias surgem. A coloracéo azul é desenvolvida nas
sépal as de horténsia pela formacdo de um complexo entre “delphinidin 3-glucoside”, Al
e o0 &cido “ 3-caffeoylquinic”, onde o Al provavelmente exerce um papel de estabilizante
dainteracdo entre os dois compostos organicos. Mesmo assim, aproximadamente 80%
do Al total nas folhas da horténsia estdo presentes em uma forma solGvel, sugerindo jaa
existéncia de um mecanismo de complexacdo interna (Maet al, 2001).

Esses efeitos sdo porém em sua maioria, dependentes de uma série de outras

variaveis intrinsecas a planta ou relativas ao seu meio de cultivo, e em geral ndo menos



reproduziveis que as respostas relativas a sintomas efetivos de toxidez, visto que
naquel e caso, a resposta é inespecifica.

O primeiro sintoma de toxidez, que acontece inclusive em variedades tidas como
tolerantes (porém em menor grau), indiscutivelmente € a inibicdo da elongacdo do
sistemaradicular, a qual ocorre cerca de 1-2 h apds a exposicao ao Al (Kochian, 1995).
Este cdtion, quando em contato com as raizes, promove rapidamente a paralisacdo do
crescimento radicular, tornando-as atrofiadas em funcdo da morte ou injaria do
meristema radicular. Especificamente, a parte distal da zona de transicdo no apice das
raizes, onde as cdlulas estdo entrando em fase de alongamento, € o sitio da agéo tdxica
primériado Al (Sivaguru & Horst, 1998).

O Al, dém de interferir na divisdo celular da raiz principal e das raizes laterais,
aumenta arigidez da parede celular, reduz areplicacdo do DNA, altera o espaco livre de
Donnan, altera as proteinas de transporte na membrana (Cronan, 1991; Jentschke et al,
1991; Meharg, 1993) e desfavorece a atividade de muitas enzimas (Slaski, 1990;
Copeland & Delima, 1992). Esses autores também informam que o Al, em variedades
sensiveis, forma complexos estaveis com é&cidos nucléicos, favorecendo a sua
precipitacdo. Sobre as moléculas de &cidos nucléicos, o Al interfere, principalmente por
modificar a conformacdo espacial da dupla hélice, devido a interagbes com as cargas
residuais dos grupamentos fosfato.

Ainda, o Al, fixafésforo em formas menos disponiveis nas superficies da raizes,
diminuindo a respiracdo desta, dém de interferir na atividade das enzimas de
fotofosforilacdo, reduzindo a absorcao, transporte, e a eficiéncia de uso de &gua e varios
nutrientes essenciais (Ca, Mg, K, P e Fe), entre outros efeitos diretos e indiretos
(Fleming et al, 1974; Nichol & Oliveira, 1995).

Ouitro efeito prejudicial do Al estd na mudanca da homeostase celular do Ca?* e
da competicso por canais de Ca?*. A inibicdo da absorcéo celular de Ca&?* pelo AI®*
afeta, em maior ou menor intensidade, varios processos celulares, tais como, mitose,
citocinese, gravitropismo, crescimento polar, correntes citoplasmaticas e sinalizacéo
celular (Huang et al, 1996).

Estudos recentes tém indicado que interacoes do Al com elementos envolvidos
na transducdo de sinais, responsaveis pela comunicacdo da célula com o ambiente sdo,
aparentemente, eventos primarios da toxidez causada pelo Al. O Al teria como alvos no
interior da célula, a fosfatidilinositol-bifosfato e a proteina Gp, moléculas responsaveis
pela producdo de dois importantes mensageiros secundérios, o inositol-1,4,5-trifosfato e



o diacilglicerol, ocorrendo rdpidas disfuncdes metabdlicas na planta (Jones & Kochian,
1995; Haug et al, 1984; Shi et al, 1993).

O Al pode ainda promover alteracbes na permeabilidade da membrana
plasmética devido a ateracdes na fluidez e na densidade do empacotamento dos
fosfolipideos, aumento na sintese de lignina, prejudicando o processo de elongacdo
celular, inibicdo da absorcdo de O, nos goices radiculares devido a interferéncia no
fluxo de elétrons na mitocondria e a danos ao fotossistema I, reduzindo a taxa
fotossintética (Jones & Kochian, 1995).

Diversas ateractes de citoesquel eto tém sido relatadas e correl acionadas com os
efeitos toxicos do AI®* (Brancaflor et al, 1998, Sivaguru et al, 1999). Ainda ndo se sabe

se o efeito do AI®Y

sobre o citoesqueleto ocorre através de ligagao do ion com aactina e
tubulina, ou se é um resultado da interacdo do AI** com o conjunto parede celular-
membrana plasmatica-citoesquel eto (Horst et al, 1999).

Na parte aérea, os sintomas de toxicidade de aluminio ndo sdo facilmente
identificveis. Nas folhas, estes se assemelham a deficiéncia de fosforo, retardando o
crescimento global da planta, o que pode levar a ocorréncia de folhas pegquenas, escuras
e com maturidade precoce, além do encurtamento dos tal os. Elevadas concentracdes de
Al também pode induzir a deficiéncia e sintomas de deficiéncia de ferro em arroz, sorgo
e trigo (Clark et al, 1981; Furlani & Clark, 1981). Em sintese, plantas afetadas por Al
também apresentam sintomas de deficiéncia de nutrientes, tais como P, Ca, Mg, K e
Mo, devido a interferéncia do Al nos processos de absorcdo, transporte e uso destes
nutrientes. Tais deficiéncias aparentemente ocorrem porque o Al induz a deposi¢éo de
calose nos canais plasmodesmaticos, inibindo fisicamente o transporte simplastico entre
células (Sivaguru et al, 2000).

Embora ndo influencie na germinacdo de sementes, o auminio desfavorece o
desenvolvimento do coledptilo e o estabelecimento radicular inicial (Nosko et al, 1988).
A inibicdo do crescimento de raiz pode ser visualizada entdo, 2 a 4 dias depois da
iniciacdo de germinagdo da semente (Bennet & Breen 1991).

Particularmente, como j& afirmado, é naraiz que se verifica o principal sintoma
de toxicidade e maior sinal de danos, sendo que ainibicéo do crescimento longitudinal é
utilizada para discriminar espécies e variedades tolerantes das demais (Bennet et al,
1991; Delhaize & Ryan, 1995; Kochian, 1995; Ryan et al, 1993; Rout et al, 2001). O
retardamento no desenvolvimento radicular pode ocorrer através da inibicdo do
crescimento da parede celular, através da morte das células do meristema radicular, ou



por ambos 0s mecanismos. O engrossamento das raizes, tanto principais como laterais,
também € um sintoma comum, porém menos discriminatorio que a avaliagdo do
comprimento. Além destes sintomas também pode haver falhas na ramificacdo das
raizes, ou alteragtes nos padrdes de ramificacdo (Zontaet al, 2002).

Plantas jovens, em geral, s80 mais suscetiveis as injUrias causadas pelo Al,
guando comparadas com mais desenvolvidas (Thawornwong & van Diest, 1974).

1.3. OsMecanismosde Tolerancia

A tolerdncia a0 Al pode ser inter e intra-especifica, sendo controlada por
diferentes genes, os quais agem através de rotas bioguimicas distintas. Estes
mecanismos podem ser classificados em mecanismos de exclusdo e mecanismos de
tolerénciainterna (Taylor, 1995; Kochian, 1995). A principal diferenca entre os mesmos
€ o sitio de detoxificagdo de Al: simplasto (interno) ou apoplasto (exclusdo). Os
mecanismos de exclusdo desfavorecem que o Al atravesse a membrana plasmatica e
penetre no simplasto. Os mecanismos de tolerdncia interna imobilizam,
compartimentalizam ou detoxificam o Al que penetrou no simplasto (Zheng et al,
1998a).

Entre os mecanismos de exclusdo propostos, estdo incluidas as ligagdes do Al a
parede das células, modificacdo do pH da rizosfera, exsudacdo pelas raizes de
compostos que formam quelatos com o Al (Foy, 1988; Taylor, 1988; Kochian, 1995;
Rout et al, 2001), principa mente.

A baixa capacidade de troca cationica (CTC) da parede celular da raiz tem sido
associada a toleréncia ao Al. Segundo este modelo, plantas com elevada CTC radicular
adsorvem mais Al, elevando a concentracdo desse metal proximo as células. No entanto,
para algumas espécies de plantas, ndo h& nenhuma relacéo entre a CTC radicular e a
toleréncia ao Al. Embora a membrana plasmética seja considerada como um dos alvos
do Al, em alguns casos, ela pode atuar como uma barreira a absor¢éo deste elemento
para o interior da cdlula. Foi observado que a densidade de cargas elétricas negativas
presentes em membranas das odlulas dos apices radiculares de trigo eram, em média,
26% superior no genétipo sensivel quando comparado ao tolerante (Yermiyahu et al,
1997). Desta forma, ateracbes na composicdo dos fosfolipidios da membrana
plasmética podem contribuir paraatolerénciaao Al, por dificultar ainteracdo deste com
amembrana plasmatica.
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Especificamente, com relacdo a modificacdo do pH da rizosfera, seria necessario
gque o pH da solugdo ao redor da superficie das raizes sga maior do que 5,0,
precipitando, assim, o Al e ligando-o aos grupos carboxilicos da parede celular, antes
gue este atinja o plasmalema (Matsumoto et al, 1976), Para que valores de pH mais
altos do que 5,0, sggam atingidos no apoplasto daraiz, o vegetal precisa acumular uma
maior quantidade de anions do que de cétions no citoplasma, para que possa haver a
excrecdo de anions OH', HCO3z ou RCOO (Kirby, 1968), ou um maior consumo de H'
gue atuariam no simporte de cétions, determinando mudancas na solubilidade do Al e
outros elementos. Logo, o consumo de prétons do meio teria papel preponderante neste
sentido. Foy et al (1982) foi que primeiro relatou os efeitos devido as variacbes de pH
no solo induzidas por plantas de trigo tolerantes ao Al, desvelando um dos possiveis
mecanismos de toleréncia ainda estudados até o momento. Certas plantas absorvem
nitrogénio preferencialmente naformade NO3', em relagdo a formade NH," (Fernandes
& Rossiello, 1995) e, como consequiéncia dessa absorcdo diferencial, ha um maior ou
menor influxo de H" (simporte) pela raiz, o que promoveria a elevagdo do pH na
rizosfera.

Em café, Bracinni et al (1998) encontraram variacdo em média de até 0,3
unidades de pH em plantas tolerantes. Esses valores, por sua vez sdo baixos, de acordo
com os apresentados por Keltjens (1997). Esse autor, encontrou para milho e sob
condig¢bes hidropbnicas supridas com N-NOs, um acréscimo nos valores de pH da
rizosfera de 0,55 a 0,89, ao passo que na presenca de N-NH, tiveram um decréscimo de
0,84 a1,48.

De acordo com Marschner (1995), a capacidade tampé&o do solo e o pH inicia
s80 0s principais fatores que determinam a extensdo na qual as raizes podem aterar o
pH da rizosfera. A capacidade tamponante de pH depende dos teores de argila e de
matéria organica, os quais podem neutralizar as mudancas de pH induzidas pelas raizes.

Por outro lado, Ramos et al (2002) encontrou uma atividade alta das ATP-ases
das membranas de variedades de arroz de sequeiro quando submetidas ao Al. Esse fato
poderia levar a sugerir que nesta cultura, o préton poderia competir com o Al,
minimizando a injuria causada por esse elemento, conforme proposto por Grauer &
Horst (1992).

Outra barreiraa o Al para atingir as regides sensiveis do meristema radicular é a
mucilagem, que € uma substancia formada por polissacarideos, que reveste a superficie
radicular. Em plantas de trigo tolerantes ao Al, a dntese continua de mucilagem nos
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apices radiculares dificulta a penetragdo do Al, protegendo as regides de crescimento da
raiz. A mucilagem pode ser responsavel por reter até 35% do Al presente no apoplasto
(Archambault et al, 1996).

A dsintese de calose, um poliglicosideo formado por unidades de 1,3-a-glucano
gue se acumula na parede celular, também é uma resposta das plantas aos diversos tipos
de estresses (Simmons et al, 1992). Alguns gendtipos de trigo sensiveis ao Al produzem
mais calose do que gendtipos tolerantes quando expostos a este elemento (Horst et al,
1997; Zhang et al, 1994; Lugany et al, 1995). A enzima 1,3- a-glucanase esta incluida
na familia das proteinas PR (relacionadas a patogéneses), ja que muitas de suas
isoformas s80 induzidas durante infecces fungicas. Andlises do padréo de sintese do
mRNA da 1,3-a-glucanase, isolado de &pices radiculares de trigo, demonstram que a
expressdo deste gene é fortemente regulada pela presenca de Al (Cruz-Ortega et al,
1993). Desta forma, o padréo de sintese de calose pode ser um bom indicativo do grau
de injuria que o Al causa nas raizes, podendo, inclusive, ser utilizado como um
parametro de selecéo.

Ainda, dentre os mecanismos de exclusdo varios trabalhos demonstram
alteracbes na sintese de proteinas em pices radiculares para diferentes espécies de
plantas, quando expostas ao Al (Cancado & Paiva, 1999). Também, ainducdo a sintese
de proteinas especificas parece também estar relacionada a resposta das plantas ao
estresse causado pelo Al. Tais quelantes s5o liberados no apoplasto e/ou na rizosfera,
impedindo que o Al atinja seus sitios de toxidez. Uma importante classe desses
guelantes s9o os &cidos organicos de baixo peso molecular provenientes do ciclo dos
acidos tricarboxilicos. O Al, uma vez complexado pela molécula exsudada pela raiz,
perde seu efeito fitotoxico.

Na literatura sdo relatados trabalhos que demonstram a exsudacdo de &cidos
organicos, em diferentes culturas, como decorréncia da aplicacdo de doses de Al (Ryan
et al, 2001). Delhaize et al, (1993a; 1993b) em trabalhos realizados com trigo,
verificaram que o Al estimulou a exsudacdo dos écidos mélico e succinico.

Basu et al (1994) observaram o acimulo significativo de proteinas em solucéo
nutritiva contendo Al, onde gendtipos tolerantes de trigo haviam sido cultivados.
Segundo os autores, tais proteinas poderiam ter uma agdo semelhante aos é&cidos
organicos, complexando o Al soltvel. Para milho, foi observada a exsudagdo dos &cidos

citrico, mélico e trans-aconitico (Pellet et al, 1995, Jorge e Arruda, 1997).
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Nesta linha, destaca-se a atividade da enzima citrato sintase, na qual varios
trabalhos de nodificacdo da expressdo genética véem sendo desenvolvidos. Uma das
evidéncias mais convincentes sobre o envolvimento da exsudacdo de acidos orgéanicos
na toleréncia ao Al foi apresentado por Fuente et al, (1997), em estudos desenvolvidos
com plantas de tabaco e mam&o transgénicas, os autores verificaram uma elevada
producéo da enzima citrato sintase, quando as plantas foram submetidas a diferentes
concentragdes de Al. Em fungdo dessa super producéo e exsudagéo de citrato, as plantas
transgénicas apresentaram aumento significativo na tolerancia ao Al. Li et al, (2000),
realizando ensaios com plantas de centeio transgénico, também constataram 0 aumento
da atividade da enzima citrato sintase quando estas foram expostas ao Al.

Dois modelos foram propostos por Ma et al (2001; Figura 3) para explicar a
inducdo desse mecanismo. No primeiro modelo (I) o Al ativa um canal ibnico na
membrana acontecendo entdo a exudacdo do acido organico. Esse estimulo pode
acontecer de trés maneiras:

(1) O Al atuadiretamente com a proteinado canal;

(2) O Al atua sobre um receptor especifico (R) na superficie da membrana ou sobre a
prépria membrana desencadeando um efeito cascata via mensageiros secundarios
gue ativa entdo o canal ionico; ou

(3) O Al atravessa a membrana, entra no citoplasma e ativa o canal diretamente ou
através de mensageiros secundarios. Em milho, esse € o modelo provéavel de
ativacdo do efluxo dos écidos organicos.

No modelo Il de resposta, o Al interage com a célula via uma proteina receptora
(R) da membrana, que ativa a transcricdo dos genes que codificam as proteinas
envolvidas no metabolismo de &cidos organicos ou de seu transporte através da
membrana plasmatica (Maet al, 2001).

Esse Ultimo mecanismo €, porém especulativo, ao contrario do modelo | de

resposta, onde estudos ja identificaram alguns componentes.

13



Padrao | Padréo Il

Alﬁ/\ ﬁfﬂ@‘\ 3

Ativagao AP
Génica
A
ARt Slntese ARt
/ / de Protelnas
OA“T OA OA ﬁOA—
Canal Canal
[A|3+:OA] Aniénico Aniénico [A|3+IOA]

citoplasma pH 7.0

apoplasto pH 4,5

Figura3.  Modelos propostos por Ma etal (2001) para ativagdo da exudacdo de
acidos organicos.

A segunda classe de mecanismos de toleréncia ao Al, e a que favorece a
neutralizacdo deste no interior da planta, que também pode estar relacionada a
complexacdo de acidos organicos. O Al pode ser complexado por &cidos orgéanicos
(Foy, 1988; Taylor, 1988; Kochian, 1995) e mantido inativo no citoplasma (Taylor,
1988), nos vacuolos (Helyar, 1980; Taylor, 1988; Rout et al, 2001) ou nas interactes
com camodulina (Suhayda & Haug, 1986; Rout et al, 2001), prevenindo os seus efeitos
tOXicos nos processos metabolicos.

Ma et al (2001) sugeriu um modelo desse mecanismo, baseado em plantas que
acumulam citrato em seus vacuolos, a partir da alteracdo da atividade das enzimas
envolvidas no ciclo do &cido citrico, direcionando as vias de sintese ou degradacéo,
podendo ou ndo conduzir a uma acumulagdo do &cido no citoplasma.

O &cido citrico e outros, bloqueiam a agdo fitotoxica do Al, com a formagdo de
quelatos, especialmente com o éacido citrico, a0 mesmo tempo que mantém uma
adequada disponibilidade de P (Klimashevskii & Chernysheva, 1980; Cambraia et al,
1983; Lee & Foy, 1986; Miyasaka et al, 1991; Miyasawa et al, 1992) ja que no entanto,
no interior da célula, o pH, na maioria das espécies vegetais, se aproxima da
neutralidade: 6,8 a 7,9 (Kurkdjian e Guern, 1989), o que sugereria que o Al precipitaria
como hidroxido ou fosfato ou entéo seria complexado por grupos organicos. Além de
que, seria dificil visualizar algum movimento do Al dentro da célula que ndo sga
complexado naformasoluvel (Foy, 1988).
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Ma et al (2001), propuseram um mecanismo de absor¢ao e distribuicdo de vérias
formas de Al em plantas acumuladoras, como € o caso do trigo preto (Fagopyrum
esculentum). O aluminio é absorvido na raiz por um mecanismo qualquer, ainda ndo
bem conhecido, provavelmente como AlI**. Uma vez que atravesse a membrana
plasmética, o Al é complexado por oxalato. Quando o Al é translocado para a parte
aérea, acontece uma troca de ligante. No xilema a complexagdo ocorre com o citrato.
Uma vez trandocado para as células foliares, ha neo formacdo do complexo com

oxalato, que € armazenado entdo no vacuolo. Um esquema € apresentado na Figura 4.

Al-(Ox),
Vacliolo

' A
AR
\ )

Al

AR

Figurad.  Absorcéo e distribuicdo Al em plantas acumuladoras. Abreviaturas: Cit,
citrato; Ox, oxalato; Pm, membrana plasmética. Maet al (2001).

A capacidade de complexacdo dos acidos, independente de ser interna ou
externamente, esta relacionada com a posi¢cdo dos grupos OH/COOH da principal
cadeia carbbnica da molécula. Os é&cidos mais €ficientes para a complexacdo e
desintoxicagcdo do Al sdo o citrico, o tartarico, o oxalico e o mélico; no grupo de
eficiéncia moderada, destacam-se o maonico e o sdicilico e, no grupo de baixa
eficiéncia, o succinico, o l&tico e o formico (Huang & Violante, 1986; Hue et al, 1986;
Miyasaka et al, 1991; Miyasawaet al, 1992; Delhaize et al. 1993aeb).
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Por fim, um resumo de ambos os mecanismos de tolerancia ao Al envolvidos
com a sintese e exudacdo de &cidos organicos € apresentado na Figura 5. Esse talvez
sgja 0 melhor modelo para explicar os eventos envolvidos, visto que seria dificil
imaginar mecanismos funcionando independentes, ou melhor, como poderia haver
exudacdo sem um acumulo interno. Da mesma forma, a maioria dos pesquisadores da
area sempre detectaram Al no interior de praticamente todas as plantas tidas como
tolerantes, por mecanismos de exclusdo do Al, mesmo que em pequenas quantidades.

Acerca do tempo de resposta e das quantidades exudadas e encontradas no
interior das células vegetais, haverd uma discusso prévia no capitulo |11 deste trabal ho,
mesmo que independente de qual mecanismo estaria atuando em arroz, de acordo com
Foy (1968), essas plantas devem indiscutivelmente manter sua capacidade de

crescimento e expansao radicular, que seré abordado do capitulo 11.

)\
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Figura5.  Modelo condensado para biossintese e exudacdo de acido citrico e méalico.
Bucio et al, 2000.

1.4. MoléculasOrganicasna Agricultura

Na realidade, os sistemas radiculares acrescentam grandes quantidades de
carbono ao solo, em suas mais diversas formas. Como ja observado, alguns écidos
organicos sdo secretados, por estarem diretamente envolvidos na tolerancia das plantas
a0 Al. Além destes, uma variedade rica de aclicares, aminoacidos, vitaminas e outras
substancias.

As quantias de carbono acrescentadas a rizosfera durante o crescimento ativo da
raiz raramente excedem 1% de peso seco (Nye, 1981) sob condicdes normais de
crescimento. Porém, essas taxas podem ser 2 a 4 vezes mais altas sob condicdes de
estresse, onde, dependendo da espécie de planta e condi¢bes ambientais, até 40% do
carbono fixado pelas plantas pode ser depositada diretamente na rizosfera (Linche &
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Whipps, 1990), o que significaria 5 - 25% do C liquido assimilados pela planta,
resultando em uma perda liquida de fotossintatos.

Além da proveniéncia dos sistemas radiculares, esses mesmos &cidos podem se
formar a partir da mineralizacdo da matéria organica de origem animal ou vegetal
adicionada ao solo, obviamente, além de todos os demais compostos resultantes de sua
decomposicdo e/ou mineralizacdo. Nesse ponto, € importante ressaltar que um grande
nimero de trabalho tem procurado estudar os efeitos desses produtos na neutralizacdo

do Al do solo.

1.5. Estratégias para Cultivo em Solos Acidos

Como ja comentado existem de fato hoje, duas linhas concretas para 0 uso de
solos &cidos: 0 uso da calagem e o de variedades tolerantes. A primeira € a aternativa
mais vidvel para grandes éreas, visto que em se tratando de variedades tolerantes ao Al
e/ou eficientes no uso de Ca e Mg, indiscutivelmente sempre serdo obtidas producdes
menores quando estas forem comparadas com variedades comerciais de uso em grande
escala

Uma linha aternativa, talvez ja conhecida a muitas décadas, porém mais
estudada nos ultimos 15 anos, resultado do aumento das areas cultivadas em sistema de
plantio direto, onde a aplicacéo de calcario em cobertura gera efeitos ainda discutiveis e
onde seriainviavel o uso de variedades tolerantes visto as baixas produtividades, seria o
uso de residuos orgénicos. Até entdo, essa linha ndo tinha despertado interesse visto que
0S seus resultados apresentam-se sempre em um prazo maior do que as duas aternativas
supra citadas.

O uso de calcario pode ser limitante, pois baseado em uma estimativa de apenas
1 ton de calcério ha' 20cm™, tem-se uma necessidade de algo em torno de 500 milhdes
de toneladas 3 anos™*. Sabendo-se por outro lado, que nossas reservas giram em torno de
45 bilhGes de toneladas (Brasil - Ministério de Minas e Energia, 2001), issO nos
propiciaria essa medida corretiva por 240 anos. Felizmente o uso das terras no Brasil,
representa uma necessidade de apenas um terco dessa quantidade, o que prolongaria
nossas reservas para uns 700 anos. Mas, sdo produzidos em média 35 milhdes de ton
ano™ pelas empresas mineradoras, para fins de uso agricola, 0 que prolongaria ent&o
nossas reservas por até 1500 anos (excetuando-se nestes céculos as quantidades
utilizadas pela industria de cimento). Esses dados também evidenciam que a calagem é
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uma prética adotada por pequena parte dos produtores, em geral 0os mais capitalizados,
donos de grandes propriedades.

Dessa forma, concordando com Yamada (2000), € necess&rio conviver com a
acidez do solo, sabendo-se que na busca de uma agricultura sustentédvel é importante
aumentar o teor de matéria organica do solo (através de maior producéo de matéria seca
e menor mineralizacdo, via abaixamento do pH, que diminui a atividade das bactérias
nitrificadoras) e aprofundar o sistema radicular (através eventualmente da gessagem), e
da utilizagdo, (quando possivel, principdmente em pequenas propriedades) de
variedades tolerantes.

1.6. O Arroz de Sequeirono Brasil

O arroz de sequeiro ocupa no Brasil, 2,4 milhdes de ha, ou 65% do da érea total
cultivada com a cultura (Barbosa Filho & Yamada, 2002), e devidos a suas baixas
produtividades (em média de 1,5 até 1,8 ton ha’) comparado com a producdo em
sistema irrigado (de 3 a 5 ton ha), é responsavel por 45% da producdo nacional, que
estd em torno de 12 milhdes de ton ano ™ (IBGE, 2002).

Estes dados, se comparados com os das décadas de 80 e 90, nos mostram uma
gradual reducéo em éarea plantada sob sequeiro. Na década de 80, esta representava 76%
e na de 90, 70% do total. Por outro lado, nestas mesmas épocas, as producdes
correspondiam a 60% e 50% respectivamente da area cultivada, podendo indicar um
decréscimo nas produtividades. Uma observacdo mais realista nos mostra porém, o que
houve foi um aumento da area cultivada com arroz irrigado de até 15% , e uma reducdo
da &rea de cultivo de arroz de sequeiro nas duas Ultimas décadas. Assm, mesmo com
uma menor representatividade em termos de area e producéo nacional, a produtividade
aumentou, passando, de em média 1,2 ton ha' na década de 80 para a minima atual de
1,5ton ha,

Em parte, essa melhoria nas produtividades foi devida aos avancos da
agricultura para areas marginais, onde se tem buscado estratégias para adaptar essas
plantas a esses ambientes, com o langcamentos das variedades Araguaia, Rio Paranaiba
(Pereira et al., 1990), Guarani, Caiap6 (Pereira & Campelo, 1994) e Cargjés (Pereira &
Campelo, 1996), que exerceram efetiva contribuicdo para 0 expressivo volume

produzido desse cereal naregido.
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Contudo, com o lancamento comercial destas variedades, mesmo, portadoras de
alto potencia genético de rendimento, a busca de genétipos mais tolerantes ao estresse
ambiental e eficientes no uso de nutrientes, se faz necessario, pois uma fracdo de
tecnologia e insumos teve que ser introduzida nas areas sob cultivo dessas variedades.
Nessa premissa, 0 estudo das variedades locais, € de vital importancia, sendo
verdadeiros reservatorios genéticos para mecanismos de tolerancia a estresses. Em
particular, parte destes reservatorios pode provir do Maranhdo, que apresenta uma
grande quantidade de variedades locais, até por ser a segunda maior area plantada com a
culturano cenério nacional (IBGE, 2002).

E, ndo menos importante, € 0 papel que a cultura representa aos pequenos
produtores, pegas fundamentais na estabilidade da producdo de alimentos do pais, em
gera, confinados as condicdes marginais de assisténcia e recursos econdmicos.
Aumentos de produtividade, sem oneracdo dos custos de producdo, com 0 uso desse
material genético e biotecnologia poderia garantir sua permanéncia no campo sob
condicdes dignas de vida.
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CAPITULO | —~METODOL OGIA PARA DETERMINACAO
DA AREA E DO COMPRIMENTO RADICULAR
APLICADASEM ARROZ DE SEQUEIRO SUBMETIDO A
ESTRESSE POR ALUMINIO
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RESUMO

Com o objetivo de estabelecer uma rotina para obtencéo e quantificagdo de parametros
radiculares os métodos fotoelétricos e a andlise digital de imagens foram comparados.
Ainda, neste Ultimo método, foram avaliadas duas possibilidades de obtencdo de
imagens das raizes: através do uso de scanner e via camara fotogréfica digital.Para tal,
foram conduzidos ensaios com 4 variedades de arroz de sequeiro (Comum Branco,
Caiapd, Ligeiro Vermelho e Rabo de Burro), com tolerancia diferencial ao Al, em
solucdo nutritiva modificada a ¥ da forca iénica original. Os dados obtidos, com
pléntulas de arroz em presenca ou ndo de Al, nos permitem concluir que o medidor
fotoelétrico subestima os valores de &ea e comprimento radicular, adém de ndo
discriminar a tolerancia diferencial ao Al, quando comparado a0 método da analise
digita das imagens. A aquisicdo das imagens de raizes devem ser obtidas
preferencialmente com scanner, ja que a camara fotogréfica digital subestima a area
radicular, e ndo diferencia totalmente a tolerancia varietal ao Al. A melhor densidade
para varredura do scanner no momento da digitalizacdo é de 300 dpi e o protocolo
elaborado no decorrer destas fases experimentais deve ser seguido, evitando assim
aumentos Nos erros experimentais.

Palavras chave: parametros radiculares; andlise digital de imagens; protocolo para
determinagéo.
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ABSTRACT

With the objective of establishing a routine to obtain and quantify root parameters, the
photoelectric method and the digital image analyzing technique were compared. Also,
in the last, two possibilities for obtaining the root images were appraised — the usage of
a scanner and with a digital photograph camera. For such, experiments with 4 cultivate
of upland rice (Comum Branco, Caiapd, Ligeiro Vermelho and Rabo de Burro) were
conducted. It was also tested the Al differential tolerance of rice seedlings, cultivated in
nutrient solution modified to % of the original ionic force, and with and without Al in
the medium. The data obtained allows the conclusion that the photoelectric meter
underestimates the root length and root area values. Besides, it does not discriminate the
differential tolerance to Al, when compared with the method of the digital image
analyzing. The acquisition of the root images should be obtained preferentially with a
scanner. The digital photographic camera underestimates the root area, and it does not
completely differentiate the varietal Al tolerance in the upland rice seedling. The best
density for scanning the image is of 300 dpi, and the protocol elaborated in these
experiments should be followed to avoid the increasing in the experimental errors.

Key words: root parameters; digital analysis of images; protocol for determination.
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1. INTRODUCAO

A agquisicio de informagOes sobre os padrdes de crescimento e das
caracteristicas morfoldgicas do sistema radicular tem se desenvolvido nos Ultimos anos
em consonancia com a maior disponibilidade de novas técnicas analiticas. Como
ferramenta para a avaliagdo da eficiéncia da absor¢éo e utilizacdo de nutrientes, a
guantificacdo do sistemaradicular dos diversos genétipos de plantas exige métodos que
combinem rapidez e precisdo, diante da necessidade de examinar um numero
relativamente extenso de amostras.

Uma série de métodos ja foi proposta, dentre os mais conhecidos, podem ser
destacados o da intercessdo e o dos medidores fotoel étricos. Nos Ultimos anos com o
advento da tecnologia digital, os métodos de analise de imagens tem sido apontados
como uma aternativa vidvel para mensuracdo de parametros radiculares, devido a sua
alta eficécia e precisdo, quando comparados aos métodos mais antigos, que ndo sao
suficientes para fornecer todos os parametros necessérios ao entendimento dos sistemas
radiculares, sendo em geral, necessério artificios matematicos para este fim.

Neste capitulo foi feita a comparacdo entre 0 método da medicdo fotoelétrica
direta e o da andlise digita de imagens, através do programa SIARCS 3.00, da
EMBRAPA, para determinagdo da érea e do comprimento radicular. Estas varidveis
serdo utilizadas para avalizar a precisdo dos métodos de aquisicao de imagem de raizes,
em especia quando se pretende avaiar um grande nimero de amostras. O uso da
analise digital de imagens também possibilita, por meio de um programa de computador
para edicdo de imagens, segmentar os parametros estudados para as raizes principais e
laterais.

Com o objetivo de estabelecer uma rotina para obtencdo e quantificacéo de
parémetros radiculares formam comparados os métodos fotoel étricos e a andlise digital
de imagens, sendo que neste Ultimo método, foram avaliadas duas possibilidades de
obtencdo de imagens das raizes. através do uso de scanner e via camara fotogréfica
digital, através do qual pretende-se estabel ecer uma rotina para obtencéo e quantificacdo
de parametros radicul ares.

Para acancar o objetivo, 0s seguintes propésitos especificos foram
estabelecidos:
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Comparar 0 método fotoelétrico para determinacdo da &rea e do comprimento
radicular com 0 método de andlise digital de imagens;

Comparar as diferentes formas de aquisicdo das imagens (scanner e camara
fotografica digital);

Determinar qual a melhor densidade de varredura do scanner a ser utilizada para a
aquisi¢cdo das imagens;

Estabelecer uma rotina eficiente e precisa para mensuragdo da area e do

comprimento radicular.
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2. REVISAODE LITERATURA

De maneira geral, os parametros mais utilizados na avaliagcéo da eficiéncia na
absorcdo de nutrientes das plantas sGo a massa fresca ou seca, a &rea superficial, o
comprimento e o raio médio do sistema radicular (Nye & Tinker, 1977; Marchener,
1995). Embora cada parametro citado apresente limitagdes e vantagens quanto ao seu
uso, a area superficial e o comprimento de raizes sdo preferidos e mais utilizados para a
expressao das taxas de absorcdo de agua e de nutrientes (Nye & Tinker, 1977), além de
refletir os efeitos bidticos e abidticos do meio.

O método da intersecdo, tradicionalmente empregado para determinar
parémetros radiculares, ndo permite a determinacdo direta da area e do didmetro
radicular, que determinam em parte o potencial de uma planta para absorcéo de agua e
nutrientes. Esses parametros radiculares sdo os indicadores mais sensiveis de respostas
de plantas as condi¢des ambientais e edéficas (Kaspar et al, 1991).

A maioria das medidas aplicadas na avaliagdo do comprimento do sistema
radicular era baseada no método de linhaintersecdo de Newman (1966) apud Kasper &
Ewing (1997) onde era requerida intensiva utilizagdo de méo-de-obra. Posteriormente,
método de Newman foi modificado por Tennant (1975), sendo utilizado durante muitos
anos em estudos que envolviam o sistema radicular de plantas. Métodos como
medic¢des diretas do comprimento radicular, com régua (Ahlrichs et al, 1990) ou com
curvimetro diretos ou em fotocopias das raizes (Lynch & Van Beem, 1993), podem ser
utilizados, tendo como principais desvantagens a demora na obtencéo dos resultados e 0
uso restrito em plantulas, aém da precisdo dubia e aplicabilidade principalmente as
raizes principais.

Para minimizar as limitacbes destes meétodos, novas técnicas foram
desenvolvidas, tais como a determinacdo da area radicular com a utilizacdo de
medidores eletrénicos de area (Kemph, 1976). O autor comparou 0s métodos da
intersecdo e fotoelétrico na determinacdo da area, do comprimento e do raio médio
radicular, enfatizando a precisdo e 0 menor tempo de operacdo neste Udltimo.
Recentemente, também Rossiello et al (1995) compararam o método fotoelétrico foi
com o da intersegdo, utilizando um medidor LI-COR 3000. Os autores obtiveram uma
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alta correlacBo, e maior velocidade no processamento radicular de milho, que
apresentam diametro rel ativamente grande quando comparado com arroz.

A quantificagéo ou avaliagdo de sistemas radiculares de pequena extensdo (<100
m comprimento total, <6 g massa fresca total) pode ser simplificada com o emprego da
andlise de imagem (Costa e al, 2000). Também, em sistemas radiculares mais
desenvolvidos, com o mesmo método é possivel apartir de uma subamostra, chegar-se a
valores precisos dos parametros requeridos (Fernandes et al, 2001).

Na ultima década, sistemas de andlises de imagens foram adaptados, com
sucesso, para determinacdo do comprimento radicular, utilizando, principamente
camaras de video para digitalizar as imagens (Lebowitz, 1988; Harris & Campbell,
1989; Zoon & Van Tienderen 1990; Pan & Bolton, 1991; Farrell et al, 1993; Murphy &
Smucker, 1995).

A resolucdo e tamanho da area capturada pelas cémaras de video, sdo
determinados pelo tamanho da ordem de captura de imagem, pela lente e pela distancia
da méquina fotografica ao objeto. Os sistemas de captura de imagem mais antigos
possuiam normalmente definicdo da ordem 512 x 512, linhas e colunas respetivamente,
0 que resultava em uma definicdo méaxima de captura de objetos da ordem de 0,3 a 0,7
mm (Kasper & Ewing, 1997). Dowdy etal (1995), utilizando uma camara de
fotogréfica de melhor definicdo (2800 x 1728), observou que seria possivel capturar
objetos de até 0,16 mm e que até 6 metros de raizes poderiam ser medidos em uma area
de 0,074 m? (0,317 x 0,235 m).

Pan & Bolton (1991) utilizando um scanner com uma resolucéo de 23,6 pixels
mm™, foram capazes de medir um fio de cabelo com o diametro de 0,13 mm, disposto
diretamente sobre a superficie do equipamento, que tinha uma &rea de 0,064 m? (0,216
por 0,297 m), ou sgja, apenas 14 % menor que a &rea utilizada por Dowdy et al (1995).
No mesmo trabalho os autores demonstraram que o scanner de mesa também podaria
ser usado para obter imagens digitais de raizes, principamente, sabendo-se que quando
comparados com a maioria das cAmaras de video, 0s scanners de mesa apresentam a
vantagem de possuirem maior resolucéo.

Imagens digitalizadas de raizes, permitem ainda a aplicacdo da teoria fractal,
onde se pode com apenas um valor — o da prépria dimensdo fractal — sintetizar uma
grande quantidade de parametros morfoldgicos, tais como comprimento, nimero de

apices e grau de ramificacdo (Zontaet al, 2000a).
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3. MATERIAL EMETODOS

Foram utilizadas raizes de plantulas de 4 variedades de arroz (Oriza sativa) de
sequeiro (Comum Branco, Caiapd, Rabo de Burro e Ligeiro Vermelho) submetidas a
duas doses de aluminio (Al; 0 e 160 nmol). Essas variedades, contrastantes quanto ao
habito de crescimento, tolerancia ao Al, produtividade e origem (Tabela 1), foram
cedidas pelo Banco Ativo de Germoplasma da EMBRAPA — Arroz e Feijéo (Acordo de
Transferénciade Material-11, N° 2, de 1999).

Tabelal  Algumas caracteristicas das variedades de arroz utilizadas nos
experimentos.

Cultivar Caracteristicas Fonte*

Variedadelocal, coletada no Maranhdo, com altos teores de 1,235

Comum Branco proteina no gréo e baixa produtividade, altamente toler ante ao Al

Caiapo Cultivar melhorada, medianamentetoler ante ao Al 46,5
Ligeiro Vermelho Ragalocal, coletada no Maranhdo, medianamente sensivel ao Al 1,24
Rabo deBurro  Racalocal, coletada no Maranhao, sensivel ao Al 1,24

*1. Mendonga, 1991; 2. Mendonga et al, 1991g; 3. Zonta et al, 2000b; 4. Mezavilla et al, 1998;
5. Vasconcelos et al, 1996; 6. Ramos, 1998.

3.1. Condigdesde Cultivo das Plantas

As sementes foram germinadas em areia lavada e transplantadas 5 dias apos a
emergéncia para vasos de PV C (75 mm de diametro) contendo 1 L de solugdo nutritiva
proposta por Furlani & Furlani (1988) modificada e a 1/4 da forcga ionica (Tabela 2).
Para readlizagdo do experimento foi feita uma modificacdo da solucdo original,
aumentando-se o contetido de K, em funcdo das exigéncias da cultura, além da fonte e
da quantidade de Al. O emprego dos quatro variedades e das doses de Al, teve como
objetivo abranger uma grande variagdo nos parametros de sistema radicular. Os
reagentes utilizados foram de alta pureza, das marcas SigmaO, MerkO ou TediaO.

A &gua utilizada para preparo das solugdes estoque, solucdo nutritiva, escorva
dos recipientes e frascos sempre tinha condutividade menor que 0,05 mW, conseguida

por um sistema de ultra purificagio PuritecO, com pré-destilacio e pré-deionizagzo.
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Tabela2.  Solugdo nutritiva de Furlani & Furlani (1988) modificada e doses de

Aluminio.
Solugdo nutritiva Relacdo final
Solucéo Componente &%tllcl)gl?e r;wcl)llulég: Elemento mg/litro

1 Nitrato de Célcio (4 H,0) 270,0 12 Ca 57,3
Nitrato de Ambnio 338 ' K 60,0
Cloreto de Potéssio 52,8 Mg 8,1

2 Sulfato de Potéassio 440 0,9 N-NO3 59,1
Nitrato de Potéssio 24,6 N-NH,4 74

3 Nitrato de Magnésio (6 H,O) 142,6 0,6 P 0,4
4 Fosfato de Potassio 17,6 0,1 S 6,9
Sulfato Ferroso (7 H,0) 241 03 cl 7,6
NaEDTA 25,1 ' Fe 13
Cloreto de Manganés (4 H,0) 2,34 Mn 0,16
Acido Bérico 2,04 B 0,09
6 Sulfato de Zinco (7 H,0) 0,88 0,3 Zn 0,05
Sulfato de Cobre (5 H,0) 0,2 Cu 0,02
Molibdato de Sadio (2 H,0) 0,26 Mo 0,03

1,0 40

- 4,0 Al 160

7 Cloreto de Aluminio (6 H,O) 9,64 80 (mmol/litro) 320
16,0 640

O ensaio foi conduzido em cémara de crescimento, mantendo-se um fotoperiodo
de 14 horas de luz, com uma intensidade de 264+8 nE m? s? (Figura 6), ideais para
crescimento do arroz (Fageria, 1989).

O fotoperiodo foi controlado por temporizador ciclico de 24 horas e a
intensidade luminosa necesséria foi obtida pela combinacdo de |ampadas fluorescentes
tipo “luz do dia’ e lampadas “grolux” da marca Sylvania. A temperatura média no
interior da cAmara foi de 25,1+4,8°C e a umidade relativa do ar de 70,2+22,6%. Os
valores maximos e minimos de temperatura e umidade relativa do ar sdo apresentados
nas Figura 7 e Figura 8, respectivamente.

A manutencdo da temperatura e da umidade relativa do ar na faixa requerida
para cultura, foi feita com auxilio de um refrigerador de ar e um umidificador de
ambientes que funcionavam em conjunto, controlados por um sistema eletronico de

sensores desenvolvido pelo Dr. Pedro Machado.
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Radiac&o fotossinteticamente Ativa (mEm?2s™)

Figura6. Distribuicdo da radiacdo fotossinteticamente ativa sobra a bancada de
cultivo das plantas.
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Figura7.  Temperaturamaximae minimado ar (°C). As barras adireita sdo os
desvios padrdes das temperaturas.

Foram realizados dois experimentos com as variedades, utilizando trés
repeticdes. O primeiro experimento, teve duracéo de 120 horas (5 dias) e o segundo
duracéo de 240 horas (10 dias). No experimento de 5 dias ndo foi realizada a troca da
solugdo nutritiva, e no de 10 dias, foi feita apenas umatroca aos 5 dias. O pH em ambos
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ensaios foi monitorado diariamente, e quando necess&rio gjustado para 4,2+0,1 com
NaOH ou HCI (0,1 N).

Os tratamentos foram dispostos ao acaso dentro da camara de aescimento e no
momento de monitoramento e/ou gjuste do pH redistribuidos ao acaso.

100_0 @ o* ° ..0.0 00...
S °® 0. .. ° [ ° PY Y
\: 80_ ‘ .
<
o 70 4
©
©
= 60~ A
& A A, A at A “a
g w-mﬂ‘x—r‘—-‘-‘x—r*r‘r‘—l“n—ﬂ—‘
7 0
©
2 30
) . .
20 ~ ® Maxima A Minima
10 -
O T T T T T
0 10 20 30 40 50
Dias de acompanhamento

Figura8.  Umidade relativa méximae minimado ar (%). As barras a direita séo os
desvios padrdes da umidade.

3.2. Determinagio da Area e do Comprimento Radicular pelo M étodo

Foloelétrico e por Analise de lmagens

Para a avaliacdo dos parametros radiculares foi utilizado um medidor eletronico
fotoelétrico Licor, modelo L1 3000, com definicdo de 10 mm?, pré-gjustado a partir de
éreas varidveis conhecidas de 0,5, 1, 2 e 5 cm?, resultando em um erro provavel de
2,4%, pouco superior a precisdo fornecida pelo fabricante (2%; Zonta, 1996), e um
scanner Genius Color Page-CS com 300 pontos por polegada (dpi; dots per inch) de
resolucdo 6tica, acoplado a um microcomputador Pentium MM X 266 MHz.

Apbs terem sido expostas as solucbes contendo as diferentes concentracfes de
Al, por 5 e 10 dias de exposicdo, as raizes foram seccionadas na altura do colo das
quatro variedades nos dois experimentos (5 e 10 dias de exposicdo ao Al), e apds isto
elas foram dispostas em folha de acetato tamanho A4 dobrado ao meio e contendo uma
pequena quantidade de solucdo de NaCl 0,9%, sendo dispersas com auxilio de uma
pinca. O uso de NaCl, foi feito para diminuir atensdo superficial da &gua junto as raizes
(JORGE, comunicacao pessoal). O excesso de solugdo era entdo retirado com auxilio



de uma bomba de vacuo. Apéls esta etapa, as raizes foram digitalizadas com uma
resolucdo de 600 dpi (resolucéo interpolada) e quantizacdo de 256 tons de cinza (gray
scale) com 8&bhit. Os arquivos de imagem gerados formam salvos com formato BMP
(bitmap, Microsoft-Windows), por requerimento do programa SIARCSC 3.0 (Embrapa
CNPDIA). As mesmas folhas de acetato com as raizes dispersas, apos reidratadas, eram
passadas diretamente no medidor de &rea, que tem como principio a quantidade de luz
interceptada entre fonte emissora e fotodiodo sensivel. Dessa forma, o valor daleitura é
imediatamente proporcional ao tamanho do objeto.

Tradicionalmente, o processo centrava-se na distribuicdo das raizes sobre o
scanner diretamente, porém isso se tornava trabalhoso, dessa forma, resolveu-se refazer
a metodologia, 0 que possibilitou também o uso do dispersante, que se aplicado
diretamente sobre o equipamento poderia danificé-lo.

De acordo com Brasil (2001), o processamento das imagens divide-se em duas
etapas. A primeira etapa de pré-processamento das imagens, onde sdo usados programas
de edicdo de imagens para correcdo de fundo e brilho, através da ferramenta de gjuste de
brilho-contraste-intensidade. Nesta etapa também é usada uma ferramenta de borracha
para eliminar daimagem problemas de bordas e sombreamentos. ApGs a primeira etapa,
as imagens sao processadas pelo programa SIARCSC 3.0 (Embrapa-CNPDIA), sendo
segmentadas com auxilio de um filtro de thresholding, com base na distribuicéo de tons
de cinza de cada pixel, sendo completada com a binarizagdo da imagem. Para a
quantificacdo da area radicular, o programa utiliza um algoritimo de integracéo, que
quantifica a &rea ocupada com as raizes através da técnica conhecida como célculo de
momentos de ordem zero (Cruvinel et al, 1996).

Em sequéncia, é utilizado um agoritimo de “esgueletonizacdo” e€/ou
“afinamento”, que remove progressivamente os pixels das bordas das raizes naimagem
binéria, até que resulte um eixo médio com largura de 1 pixel e com mesmo
comprimento e formadaimagem inicial.

Os pixels destes eixos “esqueletonizados’ sdo contados determinando-se o
comprimento total em milimetros, centimetros ou metros de raizes. Todos estes
procedimentos foram efetuados através de comandos manuais interativos dentro dos
softwares, sendo necessario repetir para cada imagem todas as operacdes protocol adas.

No caso do medidor fotoelétrico, o comprimento radicular total (CRT) e o raio
médio radicular (RMR) foram determinados de acordo com a metodol ogia proposta por
Rossiello et al (1995).
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Os dados foram tratados estatisticamente como um fatorial AxBxC, sendo:
A -forma de aguisicdo dos parémetros (ME ou MD); B — variedades de arroz de
sequeiro e C—dosesde Al.

(@ ()
Figura9. Medidor fotoelétrico licor, modelo LI 300 (a) e sistema computacional

para aquisi¢do de imagem via scanner (b).

3.3. Aquisi¢do das I magens dos Sistemas Radicularesvia Camara

Fotogr éfica Digital e via Scanner

Utilizou-se 0 mesmo sistema de captura daimagem no scanner, descrita no item
3.2, e umacamarafotogréficadigital, marca Kodak, modelo DC 40, com umaordem de

grandeza de captura de imagem de 360 X 640 pixel (Figura10).

Figural0. Céamara fotografica digita Kodak DC 40 utilizada para captura de
imagens.

A aquisicdo das imagens das raizes via scanner, foi feita da mesma maneira que
descrito anteriormente (item 3.2). ApOs isso, 0 sistema radicular das plantulas foi
fotografado com lente de aumento de 4X acoplada a camara, a uma disténcia fixa de 20
cm e iluminacdo uniforme. Apods a obtencdo da imagem, estas eram transferidas para

computador e armazenadas também no formato BMP, porém, neste caso utilizando o
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padrao de cores do equipamento (24 bits— RGB 256 tons, com &rea de 756 x 504 pixel),
sendo entdo a densidade real de pontos proporcional a érea focalizada (por isso a
distancia teve que ser fixa). Posteriormente foi feita a conversdo para tons de cinza em
um programa de edi¢éo de imagens. As etapas de processamento diferiram apenas para
as imagens adquiridas via cdmara DC40, onde se fazia necess&ria a conversio da

imagem paratons de cinza antes do pré-processamento.

3.4. EfeitodaDensidadede Varredurado Scanner na Aquisicdo de I magens

e Deter minag&o de Area e Comprimento Radicular

A densidade ideal de varredura do scanner foi determinada utilizando-se raizes
de plantulas de arroz, variedade Comum Branco, crescidas em solugdo nutritiva
completa, sem Al , durante 5 dias nas condi¢des descritas no item 3.1. sendo utilizadas 3
repeticoes.

Foram feitas digitalizagbes da mesma imagem em densidades variando de 50 a
600 dpi em intervalos de 50 dpi. A imagem de uma mesmaraiz foi digitalizada 4 vezes
por definicdo adotada, girando-se 90° no sentido horério a cada varredura. As imagens
eram armazenadas no formato BMP e as etapas de pré-processamento e processamento

foram idénticas.

3.5. Determinacédo deum Protocolo para Aquisicao de Parametros

Radiculares de Plantulas Jovens

No decorrer dos experimentos que foram conduzidos para atender as propostas,
foi estruturado um protocolo para aguisicéo de parametros radiculares de plantulas. Para
tal, foram utilizadas informagdes provenientes de estudos desenvolvidos no Depto de
Solos (Franga, 1996; Zonta; 1996, Zonta et al, 2001, entre outros), com cultivo de
plantas em solucdo nutritiva. Todos os procedimentos, desde os prévios ao cultivo, até a
obtencéo do dado bruto, eram anotados em planilhas, para serem cruzados ao final dessa

etapa.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Determinacéo de Area, Comprimento e Raio Radicular pelo M éodo
Foloelétrico e por Analise de I magem

Quando comparados o conjunto de dados (4 variedades e 2 doses de Al), tendo
como fator principal da andlise de varidncia o0 método para obtencdo do parametro, os
resultados, atamente significativos da andlise de variancia (p>0,01%) indicaram que o
método fotoelétrico subestimou a &rea radicular total (ART), e consequentemente o
comprimento radicular total (CRT) e raio médio radicular (RMR) em relacéo aos dados
obtidos pela andlise de imagem (Tabela 3). A subestimacdo do CRT e RMR deve-se a
dependéncia direta destes pardmetros a area radicular detectada pela fotocélula. Ja no
método digital, o comprimento € determinado pela esqueletonizacdo, logo, sua
dependéncia é devida somente ao volume, o que contribui na reducdo do erro.

Tabela3.  Area radicular total (ART), comprimento radicular total (CRT) e raio
médio radicular (RMR), determinados pelo método fotoelétrico e pelo
método digital.

Parémetro Fotoel étrico Digital
ART (cm®) 1536 b 27,44 a
CRT (cm) 67,09 b 22471 a

RMR (mm) 0,473 a 0,259 b

*Médias seguidas de |etras iguais na mesma linha ndo diferem
entre si pelo teste de tukey a5%.

O emprego do método digital resultou em aumento de aproximadamente 72%
ART e 190% de CRT, comparado com o método fotoelétrico (Figura 11).
Provavelmente, tal diferenca esteja relacionada a transducidez e ao pequeno diametro
das raizes de menor didmetro. Para avaliar a possivel influéncia do diametro das raizes,
os resultados gerados foram divididos em dois grupos distintos. resultados de ART de
pléntulas submetidas aos tratamentos com Al e das plantas testemunhas, visto que
poderia haver nas plantas tratadas com Al um aumento de didmetro e assim uma menor
diferenca em ART entre os métodos. A Figura 12 mostra que as diferencas em ART
das plantas submetidas ao Al apresentaram valores mais proximos entre os métodos,
onde a ART foi subestimada em apenas 30% pelo método fotoel étrico, enquanto que
para as plantas ndo submetidas ao Al, essa subestimativa chegou a 88%. Os menores



resultados de ART obtidos pelo método fotoelétrico provavelmente devem-se a
inabilidade do aparelho em registrar parte das pegquenas raizes laterais emergentes, sou
seja, que tenham uma é&rea transversal menor que 10 mm?, que seria a precisio do
aparelho utilizado.
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Figurall. Correlacdo linear smples para drearadicular total (ART; @) e comprimento
radicular total (CRT; b) pelo método do medidor fotoelétrico (ME) e pelo
método de andlise digital de imagem (MD). O R? e os coeficientes lineares
sdo significativos a 1%.
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Figural2. Correlacdo linear smples para &rearadicular total (ART) determinada pelo
método do medidor fotoelétrico (ME) e pelo método de andlise digital de
imagem (MD) de plantulas de arroz ndo submetidas ao Al (&) ou
submetidas ao Al (b). O R e os coeficientes lineares sfo significativos a
1%, exceto para (b), onde R? é significativo a 5%.

O estudo da interacdo método de aquisicao, variedades e doses de Al, permitiu
avaliar a possibilidade de que, mesmo subestimando os parametros radiculares

estudados, ambos pudessem discriminar a tolerancia ao Al conhecida e previamente
descrita para cada variedade. Na Tabela 4 sdo apresentados os valores de significancias



do teste F para os parametros estudados e os respectivos coeficientes de variagao.
Praticamente para todos os paréametros, o método fotoel étrico ndo conseguiu discriminar
a tolerancia diferencial, exceto para o raio médio radicular (RMR). O método
fotoelétrico ndo foi capaz de avaliar as modificages de ART e CRT, devidas ao efeito
do Al, ndo sendo observadas significancias através do teste F. Como ja discutido, a
auséncia de significancia para ART e CRT deve-se a inabilidade do aparelho em
analisar as raizes laterais. Ja para CRT, a ndo significancia deve-se ao uso da ART para
o cdculo desse pardmetro, e, em parte devido aos atos coeficientes de variacdo
apresentados pel os paréametros, quando determinados por esse método.

Tabelad4.  Significancia do teste F e coeficiente de variagdo (CV) dos diferentes
métodos para avaliacdo do efeito do Al, variedades e suainteracéo, para 0s
parémetros. @) &rea radicular total (ART); b) comprimento radicular total
(CRT) ec) raio médio radicular (RMR).

Parémetro ® ART CRT RMR
Método ® ME MD ME MD ME MD
Fonte de variacéo % % %
Al 0,00 0,00 0,02 0,17 0,09 5,15
Variedades 5,07 0,32 8,66 4,95 2,90 3,39
Al ~ Variedades 36,70 3,06 32,87 1,07 31,62 2,52
CcVv 24,44 17,29 54,79 33,77 25,95 19,60

Por outro lado, o método digital, apresentou alta significancia para todos os
parametros empregados para a distingdo das variedades em classes de toleranciaao Al e
permitiria entdo calcular os outros parametros e taxas derivadas, tais como reducdo
relativa da éarea radicular e/ou reducdo relativa do crescimento radicular com uma
melhor precisdo do que com dados obtidos pel o método fotoel étrico.

Na Tabela 5 sdo apresentadas as médias de ART , CRT e RMR obtidas pelo
método digital. O método apontou para variacdes em praticamente todos 0s parametros,
demonstrando claramente o efeito das variedades e do Al. Por outro lado, extraindo-se a
reducdo relativa da area (RRART), reducdo relativa do comprimento radicular total
(RRCRT) e aumento relativo do raio médio radicular (ARRMR) é que torna-se possivel
a comparacdo das variedades de forma condizente com a classificacdo prévia
apresentadana Tabela 1.

Os dados apresentados na Tabela 6, revelam que o parametro ART discriminou
as variedades quanto a tolerancia ao Al, ratificando o comportamento observado na
Tabela 1, além deste ser o parametro que melhor expressou as diferencas varietais e do
efeito do Al. Os parametros CRT e RMR separou as plantas em dois grupos apenas. Um
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primeiro grupo onde os parémetros avaliados foram significativamente afetados pelo Al

— Ligeiro Vermelho e Rabo de Burro, e um segundo onde os parametros ndo foram

afetado pelo Al - Caigpd e Comum Branco. O coeficiente de variacdo alto também pode

pode ter contribuido paratal efeito.

Dessa forma, parece ficar demonstrado que a ART € um parametro que deve ser

utilizado na discriminagéo datoleranciaao Al.

Tabelab5. Vaoresdaarearadicular total (ART), comprimento radicular total (CRT) e
raio médio radicular (RMR) das variedades de arroz de sequeiro
submetidas as doses de 0 e 160 mmol de Al, estimados pelo método

digital.
Variedades ART (cm?) CRT (cm) RMR (mm)
OAl 160 Al OAl 160 Al OAl 160 Al
Comum Branco | 39,38a* A 27,79a B|239,33ab A 195,67a A| 0,221a A 0,232b A
Caiapo 31,93sb A 21,36ab B| 186,33b A 119,67a A| 0,284a A 0,30ta A
LigeiroVermelho| 37,44ab A 19,30ab B| 406,54a A 160,1Sa B| 0,173a B 0,277a A
RabodeBurro | 27,37b A 13,65b B|252,66ab A 161,67a B| 0,199a B 0,28Ca A

*V alores seguidos da mesma letra ndo diferem significativamente a 5% pelo teste de Tukey. Letras
minuscul as contrastam médias entre linha e maiGscul as entre colunas.

Tabela6. Reducdo relativa de érea radicular total (RRART), reducdo relativa do
comprimento radicular total (RRCRT) e aumento relativo do raio médio
radicular (ARRMR), obtidos a partir dos parametros adquiridos via método
daandlise digital deimagens.

Variedades RRART (%) RRCRT (%) ARRMR (%)
Comum Branco 29,43 18,24 543
Caiapo 33,10 35,78 7,39
Ligeiro Vermelho 48,45 60,60 60,12
Rabo de Burro 50,13 36,01 40,70

4.2. Aquisicdo das|magens dos Sistemas Radicularesvia Camara

Fotogr &fica Digital e via Scanner

Pelo emprego do scanner para aquisi¢cdo das imagens dos sistemas radiculares

foram obtidos valores de ART de 29% e de CRT de 51% a mais em relagcdo aos

resultados obtidos com o emprego da camara fotogréfica digital (CFD; Figura 13),

comparando-se os dados indiscriminadamente quanto a variedade, adicdo de Al ou

época da col eta.
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Pelas diferencas de magnitudes observadas, quando se contrasta os resultados da
CFD e a obtencdo de imagens via scanner, fica demonstrada que o primeiro método é
menos eficaz na aquisicdo de imagens, e que o0 emprego dos parametros obtidos por este
método, poderia levar a conclusdes equivocadas no tocante a separacéo das variedades

guanto atoleranciaao Al ou ao uso para célculos de influxos ou efluxos radicul ares.
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Figural3. Comparacéo entre: a) Arearadicular total (ART, cm?) obtida via scanner e
por camara fotogréfica digital, e b) comprimento radicular total (CRT,
mm?) obtido via imagens digitalizadas por scanner e por camara
fotogréfica digital. O R? e os coeficientes lineares sdo significativos & 1%,
exceto para (a), onde R? é significativo a 5%.

A vantagem tedrica, proposta por varios autores, do uso da CFD € que esta
possibilita considerdvel economia de tempo, € minimiza os riscos de manuseio
excessivo das amostras (Mezavilla et al,1998) adaptando-se a determinacfes de rotina,
pode ser contestada para uso em plantulas, que apresentam pequeno raio radicular, que
levam a grandes coeficientes de variagdo, como pode ser observado na Tabela 7. Os
menores coeficientes foram conseguidos, quando foram analisadas somente as raizes
principais das plantulas. Esta caracteristica sugere que o equipamento utilizado néo
apresenta definicdo suficiente para ser empregado na aquisicdo de parametros
radiculares, tais como ART e CRT.

As imagens adquiridas via scanner apresentaram coeficientes de variagdo
sempre menores, quando comparados com CFD, o que caracteriza um menor erro. Com
0 desenvolvimento das plantulas, este coeficiente torna-se menor ainda (Tabela 7).

A CFD tem como vantagem seu uso com raizes de maior diametro, visto ndo a
rapidez da aquisicdo dos parametros e também pelo tamanho do arquivo gerado, ja que
as imagens digitalizadas via scanner ocuparam um espaco de disco rigido 30 vezes
maior que as imagens digitalizadas por CFD, pois esta salva as imagens no formato



JPG, que é compactado, tendo com isso uma perda de sua qualidade, e em muitos casos

informag0es das raizes laterais.

Tabela7. Coeficientes de variacdo dos par@metros &rea radicular total (ART),
comprimento radicular total (CRT), area das raizes principais (ARP),
comprimento das raizes principais (CRP), area das raizes laterais (ARL) e
comprimento das raizes laterais (ARL) em funcdo do método empregado
para aquisicdo de imagem (Scanner e Camara Fotografica Digital-CFD) e
época da col eta.

Parametro 5DAT 10 DAT

Scanner CFD Scanner CFD
ART 27,74 35,39 15,84 18,86
CRT 37,88 42,53 15,31 53,43
ARP 31,15 37,67 16,07 18,02
CRP 33,67 40,24 13,77 18,41
ARL 23,75 33,79 16,74 31,19
CRL 42,80 46,58 17,67 42,13

4.3. Efeito daDensidade de Varredurado Scanner na Aquisicdo de Ilmagens

e Deter minag&o de Area e Comprimento Radicular

Um aumento na &rea radicular, parametro preferencial para estudos de sistemas

radiculares, pode ser observado na Figura 14. Com o aumento da densidade de

varredura do scanner a area radicular tende a aumentar até 200 dpi, a partir do qual ndo

ocorrem variacOes significativas. A estabilizacdo do aumento da area radicular na

densidade de 200 dpi pode ser decorrente da obtencdo das imagens de todas as raizes

finas, ja que em tese, estas poderiam ndo ter sido capturada nas varreduras de menor

densidade. Por outro lado, a 200 dpi, 0 desvio padrdo continua elevado, quando

comparado com densidades de varreduras maiores que 300 dpi.

O ndo aumento da &rea radicular pode ser devido a que nesta densidade, a

digitalizacdo das raizes mais finas ja foi conseguida Por outro lado, o desvio padréo

continua elevado, quando comparado com val ores maiores que 300 dpi.
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Figural4. Efeito da densidade de varredura na area radicular total de plantulas de
arroz (variedade Comum Branco) crescidas por 5 dias em solucéo nutritiva
completa (as linhas pontilhadas representam os desvios padroes de cada
ponto).

A Figura 15 mostra a relagdo tedrica entre a densidade da varredura, tamanho do
arquivo e menor didmetro de raiz que pode ser adquirida, e aponta para uma definicdo
de 400 dpi como aideal. Uma definicdo de 400 dpi proporciona o reconhecimento de
raizes com diédmetro de 0,054 mm, ou seja, 3,4 vezes menor que o didmetro encontrado
para as raizes da variedade Ligeiro Vermelho (2 x RMR; Tabela 5). Por outro lado, a
mesma figura mostra gue o tamanho do arquivo de armazenamento da imagem aumenta
exponencialmente, e dessaforma, parece ser coerente o uso de uma definicdo de 300 dpi
para adquirir imagens de sistemas radiculares de plantulas de arroz onde, € possivel a
captura de raizes de até 0,07 mm de didmetro, com baixo desvio padrdo e um tamanho

menor de arquivo de armazenamento.
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Figural5. Relacdo tedrica entre densidade da varredura, tamanho do arquivo e
espessurade 1 pixel, para uso de apenas 1 cor (preto— 1 bit).

4.4. Protocolo para Aquisi¢do de Parametr os Radiculares de Plantulas

Jovens.

Do conjunto de informagdes contidas nos itens 4.1, 4.2 e 4.3 € possivel construir
a Figura 16, de onde pode ser constatada a diferenca entre o0 método de aquisicdo dos
parametros radiculares. Indiscutivelmente, tanto a ART como o CRT apresentaram a
seguinte ordem de grandeza quando comparados os métodos e formas de aquisicdo das
imagens. método digital com imagens adquiridas por scanner > método digital com
imagens adquiridas por CFD > método fotoel étrico.

AplicagBes especificas de cada um dos métodos sdo possiveis, conforme descrito
por vérios autores (Rossiello et al, 1995; Mezavilla et al, 1998), porém, no trabalho em
guestdo, o uso de scanner é o recomendado, a uma definicdo de 300 dpi.

Por outro lado, no desenrolar dos experimentos observaram-se pequenos
problemas de execucdo, tais como 0 desenvolvimento de fungos e algas, que
prejudicavam o crescimento das plantulas, além disto, no momento do preparo das
amostras, aquisicdo e pré-processamento das imagens, ocorrem pequenas variacoes

devido a experiéncia do operador.
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Figural6. Comparagdo entre a area radicular total (ART) e comprimento radicular
total (CTR) determinado entre o medidor fotoelétrico e de imagens
adquiridas por camara fotografica digital (CFD) ou scanner. As barras
indicamaDMS.

Paraminimizar os problemas levantados e normatizar as etapas para os trabalhos
seguintes, com auxilio das anotacdes dos operadores, foi estabelecido um protocolo para
germinacdo, crescimento, digitalizacdo e andlise de sistemas radiculares de plantulas de
arroz, que é descrito abaixo:

l. Esterilizacéo das sementes e germinacéo das plantulas

..  Agitar as sementes, utilizando uma relacdo de 100 sementes para
aproximadamente 100 mL de uma solugdo 4% hipoclorito de sédio (Jones &
Darrah, 1993), durante 30 minutos em agitador orbital.

I.2.  Drenar o hipoclorito e adicionar o mesmo volume de &gua ultra-pura. Este
procedimento deve ser executado 5 vezes.

1.3.  Transferir & sementes para papel GERMITEX® previamente esterilizado
em autoclave e umedecido (duas vezes seu peso seco) ou para areia lavada
também previamente autoclavada. Se for usado papel GERMITEX®, este
deve ser acondicionado em embalagens herméticas de PVC, a fim de
manter-se a umidade necesséria para a germinag&o.
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Transferir o material para estufa de germinagdo, com temperatura aternada
(20 e 30°C; dia e noite respectivamente), ou em camara de crescimento com
temperatura continua de 28°C, por aproximadamente 10 dias.

Monitorar diariamente as condigdes ambientais das camaras e a umidade do
meio de germinagao.

Crescimento das plantulas

.1

11.2.

11.3.

11.4.

Depois de completada a etapa de germinacéo as plantulas séo selecionadas
guanto a sua uniformidade visualmente, e, transferidas para os vasos de PVC
com capacidade de 1 L, contendo a solugdo nutritiva, a forca idnica
selecionada. Apbs 24 horas, devem ser aplicados os tratamentos com Al
(Tempo zero).

Acompanhar 0 desenvolvimento das plantas até a data de coleta,
monitorando pH e efetuando as trocas de solucéo, conforme necessério.

Ao final do tempo experimental, coletar as plantas e separ&las em parte
aéreaeraz.

A parte aérea pode ser secada em estufa até peso constante para outras
determinagdes.

Aquisicdo dasimagens dos sistemas radiculares

[1.1.

11.2.

11.3.

[1.4.

[1.5.

Distribuir o sistema radicular sobre uma folha de acetato tamanho “A4” ou
“Carta’. Esse procedimento aumenta a vida Util do scanner, evitando a
ocorréncias de riscos sobre a superficie do aparelho, que podem ser
confundidos com raizes finas, além de permitir 0 uso de um dispersante
liquido, visto a dificuldade de distribuir as raizes sobre a superficie.

Dispersar as raizes com solucdo de NaCl 0,9%, de forma que ndo haga
sobreposicéo dos eixos. N&o utilizar &gua, pois a maior tesdo superficial
dificulta sua retirada apos a dispersao das raizes.

Retirar o excesso da solucdo com auxilio de uma bomba de vacuo ou
utilizando pequenos pedagos de papel filtro seguros com uma pinca.

Dispor uma outra folha de acetato sobre as raizes (se ndo utilizar folha
dobrada).

Observar se ndo houve a formacéo de goticulas ou linhas de &gua laterais as

raizes.



[11.6. Marcar uma escala conhecida nafolha de acetato

I11.7. Situar asfolhas de acetato sobre a superficie de leitura do scanner;

111.8. Para raizes de plantulas cultivadas em solugdo nutritiva, faz-se necessario
gue o fundo da imagem segja de cor escura e opaca, bem contrastante com as
raizes. Se a protecdo da tampa do scanner for branca ou outra cor clara,
inserir um fundo escuro (Matiello et al, 2002).

[11.9. Acionar a configuragcdo padréo do equipamento e alterar apenas para 8-bits
(tons de cinza) e 300 dpi.

[11.10. Digitalizar a imagem e armazenar no disco rigido, utilizando para nomear
apenas 0 nUmero maéximo de caracteres aceito pelo processador das imagens,
no formato TIF ou BMP para que n&o haja perda da definicao.

Pré-processamento

IV.1. O pré-processamento, como descrito no item 3.2, (em softwares de edi¢éo de
edicdo de imagem) consiste na retirada de objetos espurios gerados na
aquisicdo da imagem e no uso inicialmente da ferramenta de equalizacéo
automética dafigura digitalizada;

IV.2.  Aplicar aferramenta borracha, utilizando a mesma cor do fundo da imagem,
parareduzir marcar de bordas;

IV.3. Sendo foi colocada escala, adicionar, com auxilio de programade edicéo de
imagens,

IV.4. Varrer visuamente a imagem observando se ainda existe algum objeto
estranho;

IV.5. Salvar aimagem;

IV.6. Se houver interesse em obter par@metros das raizes principais e laterais,
utilizar a ferramenta borracha para eliminar as raizes laterais, terciérias e de
menor calibre. Dentre os procedimentos, este € o que demanda mais tempo
(segmentacéo manual);

IV.7. Salvar a imagem com nome distinto da anterior, para que ndo haa

sobreposicdo dos arquivos e a perda da imagem do sistema radicular
completo (salvar arquivo com formato BMP e/ou TIFF, n&o utilizar o
formato JPG, por ser esta uma extensdo de compressao, ocasionando perdas

de informagéo (Paciornick et al, 2000).



V. Processamento

V.1. Dependendo do programa que serd utilizado. No caso do SIARCS,
especificamente, seguir os itens abaixo.

V.2.  Abrir aimagem;

V.3. Reconhecer araiz com o filtro de limiarizac&o thresholding;

V.4, Aplicar asferramentas de binarizagéo;

V.5, Reconhecer aescala;

V.6. Calcularaarearadicular;

V.7.  Aplicar aferramenta de esgquel etonizacéo;

V.8. Calcular o comprimento radicular;

V.9. Salvar aimagem esqueletonizada para proceder manual mente a contagem do
ndmero de eixos,

Estes procedimentos, foram realizados trés vezes, com operadores distintos,
sendo utilizada a variedade Comum Branco, ndo submetida ao Al e crescida por 5 dias
em solucdo nutritiva completa. Os pardmetros utilizados para confirmacéo da eficacia
do método foram a ART e o CRT. Na Tabela 8 sdo apresentados os resultados obtidos,
sendo constatado ndo haver variacdo significativa na @ea e no comprimento, além de
um menor coeficiente de variagdo quando comparados aos obtidos nos experimentos
anteriores, demonstrando que o protocolo, e em parte o treinamento dos operadores,
propicia umareducdo no CV% e resultados mais confiaveis.

Tabela8. Estimativas de érea radicular total (ART) e comprimento radicular total
(CRT) obtido por diferentes operadores, utilizando o protocolo
estabel ecido durante a comparacdo dos métodos.

Parametro Operador A Operador B Operador C CV%
ART (cm?) 15,36 a 1432 a 17,15 a 12,51

CRT (cm) 67,09 a 70,82 a 59,36 a 18,56
*V/ al ores seguidos da mesma letra ndo diferem significativamente a 5% pelo teste de Tukey.




5. CONCLUSOES

Os dados obtidos, com plantulas de arroz submetidas ou ndo ao Al, permitem

concluir que:

1. O medidor fotoelétrico subestima os valores de &rea e comprimento radicular, além
de ndo discriminar a tolerancia diferencial ao Al, quando comparado ao método da
andlise digital dasimagens;

2. A aquisicdo das imagens de raizes, para serem processadas pelo SIARCS, devem ser
obtidas preferencialmente com scanner, ja que a camara fotogréfica digital também
subestima a &rea radicular, e ndo diferencia totalmente a tolerancia varietal em
pléntul as de variedades de arroz de sequeiro;

3. A melhor densidade para varredora do scanner no momento da digitalizacéo € de
300 dpi.

4. O protocolo elaborado no decorrer destas fases experimentais demonstrou reducoes

NOS erros experimentais.
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CAPITULO Il —ALTERACOESEM PARAMETROS
MORFOL OGICOSDE RAIZESDE CULTIVARESDE
ARROZ DE SEQUEIRO SUBMETIDASAO ALUMINIO
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RESUMO

O estudo objetiva avaliar as modificacbes morfoldgicas radiculares em variedades de
arroz submetidas ao estresse de Al e em diferentes disponibilidades de nutrientes.
Especificamente pretende-se verificar quais as variagdes de &ea e comprimento
radicular total; verificar quais as variagdes de area e comprimento radicular das raizes
principais e laterais; avaliar o grau de ramificacdo do sistema radicular e seus
parametros derivados. Para atender a tais objetivos, duas variedades de arroz de
sequeiro, com graus variados de tolerancia ao Al (Comum Branco - atamente tolerante
e Caiapo - tolerante), foram cultivadas em solucdo com auséncia de Al e na presenca de
40, 160 e 320 mmol de Al. A solucdo nutritiva inicialmente concentrada, foi diluida por
4 e 15 dias. Foram medidos os par@metros nimero, area e comprimento de raizes
principais, laterais e totais, com auxilio daanalise digital de imagens. Vérios parametros
derivados foram calculados, como comprimento médio de raizes principais,
comprimento médio de raizes laterais, distdncia média entre raizes laterais no eixo
principal, nimero de raizes laterais por eixo principal, raio médio radicular e raio médio
das raizes principais, aém das reducfes relativas de ambos. Os dados experimentais
permitiram as seguintes conclusdes. a variedade de dta tolerancia ao Al (Comum
Branco), quando na presenca de Al, a qualquer tempo ou disponibilidade nutricional,

desde que o Al esteja com mesma atividade em solugdo, apresenta menor reducdo dos
parémetros radiculares. A variedade tolerante ao Al (Caiapd) apresenta grau variado de
tolerancia ao elemento, de acordo com a disponibilidade nutricional a que esta exposta;

sob baixa disponibilidade nutricional, Caiapd mostra-se de fato menos tolerante ao Al

gue Comum Branco; sob alta disponibilidade nutricional, Caiapd mostra-se ao longo do
tempo mais tolerante que Comum Branco. O pardmetro raio radicular das raizes
principais revelou, em qualquer situacdo testada, menor alteracdo na Comum Branco do
gue em Caigpd. Com base nestas conclusdes, pode-se afirmar efetivamente que a
variedade Comum Branco tolerao Al e que a variedade Caiapd pode aclimatar-se ao Al,
guando estiver em condi¢des de maior disponibilidade de nutrientes.

Palavr as chave alteraces rizomorfol 6gicas; parametros radicul ares; tolerénciaao Al.



ABSTRACT

The study aims to evaluate the degree of rizomorphogenic modifications in rice plants
submitted to Al's stress, grown under different nutritional availability levels.
Specifically it pretendsto verify variations in total root area and length; variationsin the
area and length of the main and lateral roots; evaluate the root ramification degree and
the derived parameters. Two upland rice varietys, with varied degree of Al tolerance
(Comum Branco - highly tolerant, and Caiap0 - tolerant) were grown, in the absence of
Al and with dosages of 40, 160 and 320 mmol of Al. The nutrient solution was initially
concentrated and then diluted by 4 and 15 days. There were measured by image digital
analyzing the parameters, area and length of main, lateral and total roots. Several
derived parameters were calculated, such as average length of main and lateral roots;
average distance among lateral roots in the main axis; number of lateral roots in the
main axis; average ray root and average ray of the main roots, besides the respective
reductions on both parameters. In the presence of Al, despite nutrition availability, and
time of exposition, as long as Al activity is kept the same, the rice variety with high
tolerance to Al (Comum Branco) presents the least reduction of the root parameters. The
variety just tolerant to Al (Caiapd) presents varied degree of tolerance. This is in
conformity with the nutrient availability. Under low nutrient availability, Caiapd is less
Al tolerant than Comum Branco; under high nutrient availability, Caiapé is more
tolerant, and for alonger period of time than Comum Branco. Also, the parameter ray of
the main roots revealed, in any tested situation, least alterations in the Comum Branco
than in Caiapl. Based on these conclusions, it can be stated that the variety Comum
Branco is Al tolerant, and the variety Caiapé can be Al tolerant, when under high
nutrient availability.

Key Words: rizomorphological aterations; root parameters; Al tolerance.
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1. INTRODUCAO

A rizicultura brasileira de sequeiro, em sua grande parte, € desenvolvida em
solos &cidos, com elevados teores de aluminio trocavel e baixa disponibilidade de
nutrientes, apresentando nessas condi¢des, baixa produtividade evidenciada pela extensa
&rea cultivada - aproximadamente 65% da area total cultivada com arroz — que origina
apenas 45% da producdo total do cereal. Os outros 50% da producdo séo resultantes do
cultivo de 36% da area com arroz irrigado e 10% de arroz de varzea, e que em geral séo
variedades menos tolerantes ao Al. Nestes casos, a inundagdo por si, através da auto
calagem, promove a elevacao do pH, fazendo com que o Al precipite (Fageria, 1984).

Os cultivos de arroz de sequeiro, principalmente nas regifes centro-oeste e
nordeste, sdo realizados por pequenos agricultores, em geral descapitalizados e que néo
utilizam ou utilizam peguenas quantidades de insumos, e, sementes oriundas de plantios
anteriores. Por este motivo, nos trabalhos desenvolvidos com arroz de sequeiro, tem-se
utilizado variedades locais, ndo melhoradas, pois estas podem ter conservado, em maior
grau, genes para a expressdo da tolerancia ao aluminio. Esta toleréncia € um fator
importante para garantir um bom desenvolvimento do sistema radicular do arroz,
permitindo, além desta peculiaridade prépria, a aquisicdo de &gua e nutrientes em
maiores profundidades, o que tem especial importancia em condicbes de estresses
hidricos sazonais e em solos com baixa fertilidade natural. Em sintese, essa
caracteristica favorece uma maior exploracdo do solo além de ser uma consideravel
reserva de genes para programas de melhoramento voltados para este fim.

O auminio pode reduzir e/ou paralisar consideravelmente a divisdo celular do
meristema apical das raizes, resultando em uma dréstica reducdo no sistema radicular
(Rout et al, 2001), desta forma a taxa de elongacdo das raizes principais (semina ou
nodal) tem sido empregada como um critério para avaliar a toxicidade do aluminio, e a
resposta diferencial do comprimento (principalmente) das raizes principais, também
sendo empregado para avaliar o grau da variacdo genética na toleréncia ao aluminio.
Recentes trabalhos em solucdo nutritiva e uso de da andlise digital de imagens, tem
utilizado par@metros tais como area e comprimento radicular total, entre outros (Zonta
et al, 2000a; Zonta et al, 2000b), o que permite imediata observacdo dos efeitos da
injuria de aluminio, e principamente avaliar as variacbes na ramificagdo lateral, em
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geral discriminada na maior parte dos estudos relativos aos assuntos, e que pode ser um
fator importante datolerénciadiferencial, ja que, o tempo de diferenciacéo e emergéncia
de um primérdio radicular secundério pode estar estreitamente associado ao
desenvolvimento do pice da raiz priméria, sugerindo uma conexao entre morfogénese
radicular , tolerdncia ao Al e a nutricdo da planta. Foy et al (1993), relata que em soja, €
através do crescimento das raizes, que se pode saber se existe ou ndo tolerancia, esta
pode ser determinada também pela habilidade na aquisicdo de nutrientes,
especificamente Ca, P, Mg e Fe.

Um mecanismo, tal qual proposto por Foy et al (1993) para a soja poderia estar
associado as variedades de arroz tolerantes ao Al, visto que a injlria ao sistema
radicular, independentemente da classificagdo quanto a tolerancia, acontece, variando
apenas seu grau de intensidade, além de que em estudos de longa duragdo, podem
acontecer, por efeitos de aclimatacéo, ontogenia eu outros mecanismos de reparo a nivel
celular, respostas diferenciadas ao Al, quanto comparadas com estudos de curto prazo
Gho & Lee(1999).

Outra consideracdo importante é o uso de variedades com alto grau de distin¢éo
nestes estudos (p.e. variedades altamente tolerante vs. altamente sensivel), onde, algum
par@metro ndo poderia ser contrastado em virtude da dréstica retracdo do sistema
radicular que as variedades mais sensiveis sofrem. A alternativa proposta neste capitulo
€ 0 uso de variedades com grau variado de tolerancia, porém, menos distantes e no
minimo medianamente tolerante, pois o0 objetivo é o estudo do mecanismo de tolerancia
e ndo da sensibilidade.

Alguns trabalhos tém utilizado complexos indices topol gicos para determinar a
configuracdo ou magnitude do sistema radicular de plantas (principalmente
dicotiledéneas), em pequenos periodos iniciais de desenvolvimento, porém, estes
indices podem estar restritos a esses periodos, visto a complexidade dos sistemas
radiculares mais desenvolvidos, ainda que também, 0s programas computacionais que
permitem automatizar esse tipo de atividade, nos sdo ainda inacessiveis, como por
exemplo, 0 WinRHIZOO, que além dos parémetros tradicionais de &rea e comprimento,
fornece automati camente uma série de paré@metros, tais como magnitude topol 6gica do
sistema, volume, entre outros (Pouleur, 2003).

Particularmente em arroz, aém do sistema radicular mais denso de que em
dicotiledbneas, o tempo de resposta se faz importante, e manualmente, a quantificacéo

de indices topol 6gicos como os propostos por Fitter (1991) se tornariam extremamente
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trabalhosos. Nielsen et al, (1999) e Zonta et al, (2002), sugeriam o0 uso da dimenséo
fractal, mas, necessitam-se antes destas aplicagdes, um melhor entendimento dos
pardmetros morfolégicos radiculares, de sua dindmica e das dimensdes fractais
bidimensionais ou tridimensionais relativas a cada instante.

A dternativafoi entdo utilizar um programa de facil acesso (SIARCS 3.0), para
aquisicdo dos parémetros tradicionais (&rea e comprimento), e com auxilio de
programas de edicdo de imagens de féacil acesso, manua mente obter outros parametros
gue podem gjudar no entendimento das modificagdes radicular quanto da submisséo de
plantulas de arroz ao Al, ja que existe necessidade de aprofundar os estudos
morfol 6gicos, visando uma melhor compreensdo da toleréncia do sistema radicular no
Seu conjunto.

Dessa forma, este trabaho tem como objetivo avaliar as modificagtes
morfoldgicas radiculares em variedades de arroz submetidas a doses crescentes de Al,
em dois tempos diferentes de expsicéo (4 e 15 dias), sob disponibilidades variaveis de
nutrientes. Como objetivos especificos tem-se:

1. Verificar as principais variagoes de érea e comprimento radicular total;

2. ldentificar as principais modificacfes de &rea e comprimento das raizes principais e
laterais,

3. Avadliar o grau de ramificagdo do sistema radicular e seus parametros derivados.
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2. REVISAODE LITERATURA

Em trabalho publicado ao final da década dos anos 60, Fleming & Foy (1968)
explicaram as respostas a0 Al entre as variedades de trigo “Atlas’ (tolerante) e
“Monon” (sensivel) como decorrentes de diferencas em danificacdo morfoldgica as
raizes laterais e apices radiculares. Os autores concluiram que a tolerancia do trigo era
determinada pela sua capacidade de continuar a divisdo celular e a elongacdo mesmo
sob estresse. Este processo era desenvolvido para a modificagdo do ambiente radicular
espacial com o objetivo de diminuir a concentragcdo do Al presente no meio, e, manter
areas meristeméticas viaveis, mesmo sob injuria, a partir das quais novos tecidos
poderiam ser desenvolvidos depois de superado do estresse. Esses autores perceberam
gue o efeito toxico do Al eralocalizado, e que as diferencas varietais observadas eram
devidas a uma série de eventos que comecavam ao nivel celular e refletiam os 6rgaos,
principalmente nas raizes, decorrentes da interferéncia do metal na divisdo celular.
Embora o trabalho de Fleming & Foy (1968), contivesse tdo claras sugestes, é
interessante verificar que a demonstragdo inequivoca de que o sitio primario de toxidez
em trigo € o apice radicular, foi somente constatada em trabalhos que datam do inicio da
década de 90 (Bennet & Breen, 1991; Ryan et al, 1993).

Como os apices radiculares sdo constituidos de diferentes 6rgdos (coifa,
meristema, zona de elongacdo e regido madura; Sasaki et al, 1996), muitos esforgos tém
sido realizados para examinar em detalhe em qual destas regides realmente ocorre a
lesdo primaria. Estudos que demonstram que a elongacdo radicular, como processo
fisioldgico, apresenta maior grau de sensibilidade que a prépria divisdo celular, sdo
recente (Kochian, 1995). Nos Ultimos cinco anos, grande parte da pesguisa tem centrado
Seu interesse na sensibilidade desses eventos, que se processam em escalas da ordem
micro amilimetros a partir do extremo apical.

Numa avaliagdo do estado da arte, Taylor (1991) chamou a atencéo sobre tal
linha de abordagem, que tem focalizado cada vez mais nossa atencdo sobre eventos
ocorrendo nos primeiros milimetros do dpice, durante breves periodos de tempo. Esse
autor comentou que mesmo assim, a pesquisa ndo tem sido capaz de identificar sem
ambiguidade quais desses efeitos sdo relevantes para a expressao da resposta ao estresse
de Al em si, em especial qual a importancia das lesdes citosslicas em relacdo as



extracitossolicas, e perguntou-se se realmente podem ser ignorados efeitos em outras
regioes da raiz ou aqueles cuja expressdo dependa de escalas de tempo superiores a
minutos ou horas (p.e. ciclo celular, Kochian, 1995).

Existe, € claro, a percepcdo de que as respostas ao estresse, de curto ndo sdo
similares as de longo prazo, devido a que as Ultimas envolvem processos como
fotossintese e translocacdo de carboidratos as raizes, inibi¢do de absorcéo de nutrientes,
operacdo de mecanismos de sinalizagdo, sintese e indugdo de metabdlitos de defesa e
modificacbes no balango hormonal radicular, entre outros aspectos (Foy, 1988; Fageria
et al., 1988; Bennet & Breen, 1991; Rengel, 1992; Kochian, 1995). O exemplo mais
claro disto, talvez, sgja a perda da sensibilidade da elongacédo de raizes seminais num
mesmo gendtipo quando exposto por poucas horas ou por varios dias a solugdes
contendo Al (Fageriaet al, 1988; Costade Macedo et al, 1997).

A informagéo disponivel sobre processos de diferenciagdo nodal e lateral e de
inducdo de raizes adventicias, é relativamente escassa, € 0S mecanismos de expressdo
génica que os controlam estdo comegando a serem elucidados (Lorbiecke & Sauter,
1999). Por outro lado, outra das conclusdes de Fleming & Foy (1968), a da manutencéo
de atividade meristemaética, incluindo divisdo celular durante ou depois de finalizado o
estresse, evoca mecanismos de danificacdo e reparo de DNA. Na sua revisdo sobre este
topico, Britt (1996) menciona que provavelmente as raizes possam experimentar uma
ampla faixa de danificacdo e, portanto possam ter desenvolvido uma resposta
adaptativa, embora ndo mencione o papel do Al ou outros cétions trivalentes como
possivels agentes danificantes. Avangos nas areas mencionadas podem contribuir em
uma melhor compreensio dos mecanismos de rizomorfogénese e de como 0S mesmos
podem ser modulados em longo prazo pelo estresse por Al, conforme proposto por
Vasconcelos et al, (2002), que enfatiza ainda a necessidade especifica de estudos da
toleréncia dasraizes laterais do arroz ao Al.

Costa de Macedo, et al, (1998) estudando plantas de arroz, realizou uma
interessante observacdo de que quando variedades de grau diferencial de tolerancia ao
Al foram avaliadas ap6s oitenta dias de crescimento em solugdes contendo niveis
elevados de Al (500 — 1000 niM), as tolerantes se distinguiram das sensiveis ndo por um
maior comprimento radicular, mas pelo fato de exibir ramificacdo lateral ativa em
Oposicao as sensivels, que apresentaram raizes gelatinosas, com sintomas tipicos de
intoxicagdo com Al. Esses autores sugeriram que as variedades tolerantes de arroz

podem se “aclimatar” ao elemento.



A variedade Comum Branco, foi comparado por Mendonga (1991), com um
material sensivel (IAC 899), sendo observado que apos trés semanas de exposic¢ao a 370
nM de Al, o gendtipo tolerante ndo mostrou reducdes significativas em caracteristicas
como comprimento, area e volume radicular total, enquanto o sensivel mostrou
reducOes drasticas no crescimento radicular, acompanhado de um aumento no raio
médio das raizes.

Experimentos subsequientes, desenvolvidos no Departamento de Solos da
UFRRJ, mostraram que Comum Branco produziu mais massa seca de raizes e parte
aérea, quando comparados com IAC 47 e IAC 125, variedades considerados tolerantes,
guando submetidos a uma solucdo nutritiva completa. Em outra série de experimentos,
conduzidos também no Departamento de Solos, em solugdes salinas simples (CaCla,
0,18M + ClAls, apH 4,0 + 0,01), foram comparadas as elongacdes radiculares relativas,
das raizes principais, de Comum Branco, Caiap0, Araguaia e IAC 899, observando-se
gue as concentracOes criticas de Al para proporcionar 50% de reducéo na elongacéo
Radicular Relativa (ERR%) foram: 8 (IAC 899), 68 (Araguaid), 91 (Caiapd) e 510
(Comum Branco), em mM Al L™, confirmando a grande superioridade de Comum
Branco, em relacdo aos gendtipos melhorados (Vasconcelos et al, 2002). Pode-se
sugestionar que 0 aumento da massa seca radicular na variedade tolerante foi devido a
uma manutencdo na diferenciacéo celular radicular, mesmo que esse parametro tenha
sido negligenciado para asraizes laterais.

Por outro lado, quando Comum Branco e IAC 899 foram submetidos a uma
solucdo nutritiva diluida e o pH foi rigidamente controlado para evitar flutuacGes
decorrentes de absorcao idnica, aquele gendtipo mostrou um padréo peculiar: a ERR sb
decresceu significativamente no nivel de 160 mM e manteve sua taxa de elongacéo
estabilizada aproximadamente a 30% abaixo do controle mesmo com a duplicagdo da
dose de Al. Em comparagéo, IAC 899 sofreu reducdes significativas a partir de 80 ni
Al L e atingiu valores minimos de 37% ou 18% ao nivel superior (320 nM), segundo o
periodo de exposicdo fosse de nove ou doze dias. Sob estresse de Al, uma raiz seminal
de IAC 899, severamente estressada por exposi¢cdo a 160 mM de Al por 48 horas, elonga
um maximo de 3 mm, o que significa uma EER de apenas de 6-7% com relacdo a um
controle ndo estressado. Tais raizes fracassaram em emitirem laterais, enquanto que nas
mesmas condic¢des, raizes de Comum Branco emitem laterais que conseguem alongar
significativamente, conforme observacéo visual feita por Vasconcelos et al (2002).
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2.1. Ontogeniaradicular e Al

Raizes nodais: 0 arroz possui uma Unicaraiz de origem embrionéria, isto €, uma
Unica raiz seminal. Todas as raizes subsequentes sdo formadas respectivos nos nés, a
partir do coledptilo. Em cada no, repetem-se 0s mesmos quatro processos basicos:
diferenciacdo, desenvolvimento, emergéncia e posterior crescimento, de acordo a
seguinte ordem: uma regido de enraizamento e uma folha na parte basal do n6, e uma
outra regido de enraizamento e um perfilho na parte superior (Hoshikawa, 1993). As
raizes originadas do nd, ditas nodais ou adventicias, sGo consideradas eixos primérios.
Em condicBes livres de estresse, a estrutura morfoldgica, e histolégica de raizes
seminais e nodais € similar (Harada & Y amasaki, 1993).

O comprimento das raizes nodais depende da parte do eixo do colmo onde séo
formadas, e de sua posicdo no no (inferiores ou superiores). Em geral, raizes originadas
da diferenciacéo de primdrdios imediatamente abaixo do nd, sdo de menor comprimento
gue as originadas acima do n6. A duracdo do periodo de elongacdo de cada eixo
radicular é relativamente curto, e processa-se desde sua emergéncia até a emergéncia da
2% ou 3 ? folha superior. As taxas didrias de elongacdo sdo varidveis, refletindo
condic¢des de crescimento, posi¢cdo de sua formacédo e tipo de raiz (inferior ou superior).
Em condigdes livres de estresse ambiental ou nutricional, as taxas maximas sdo da
ordem de 30-40 mm dia*, e existe a observacso de que raizes nodais com maiores taxas
de elongacdo, mostram tendéncia a maior comprimento final, apds a cessacdo do
periodo de elongacdo (Harada & Y amasaki, 1993).

Do ponto de vista do estresse do Al sobre o crescimento radicular, a regido de
maxima responsividade € o dpice (Ryan et al, 1993), isto &, os primeiros 20-30 mm do
extrema apical compreendendo a coifa (e a camada de mucigel associada), a regido
menstemética e a regido de elongacdo e diferenciacdo celular. Os efeitos do estresse
parecem decorrer primariamente da inibicdo da elongacdo celular antes que de um
bloqueio na divisdo celular (que também ocorre) ou da danificacdo da atividade
secretoria das células periféricas da coifa (Ryan et al., 1993; Kochian, 1995).

M acroscépicamente, os efeitos discerniveis sdo 0 engrossamento dos dpices, 0s
quais tornam-se escurecidos, de cor marrom. O ndmero, &rea e volume dos pélos

radiculares é diminuido ao igual que a ramificacéo lateral (Care, 1995; Mendonga et al,
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1997). Raizes laterais iniciam-se mais proximas ao apice radicular, em comparacéo aos
controles ndo estressados.

Ramificagdo lateral: O primordio radicular secundério diferencia-se
enddgenamente a uma certa distancia do 4pice de um eixo nodal, a partir da atividade
mitética localizada em células do periciclo, exteriores aos vasos do protofloema,
(Harada & Y amasaki, 1993). Em arroz, um eixo nodal completamente alongado, possue
muitas ramificagbes laterais, dando um comprimento total de 6-15m, e um colmo
produtivo pode apresentar, em média 28-30 raizes nodais elongadas. As raizes laterais
(ou laterais primérias) sdo de dois tipos, segundo seu didmetro: grossas (0,14 -
0,18mm), em forma de “L”, e finas (0,07 - 0,09mm), em forma de “S’. Harada &
Yamasaki (1993) ddo os seguintes valores médios para densidade de emergéncia (n° de
laterais por unidade de comprimento de raiz materna): raizes grossas, entre 0,5 - 1,5 cm’
! finas: 1520 cm™. As raizes grossas posem ser discernidas das finas pelo fato de
serem as Unicas a ramificar subsequentemente, dando origem a raizes terciarias (com
didmetro entorno de 0,05-0,07mm). Também de interesse para efeitos de caracterizagao,
€ que a densidade de laterais ndo é uniforme ao longo do eixo priméario, sendo seu
ndmero maximo, na parte média do mesmo (Harada & Y amasaki, 1993).

Sob estresse de Al, é comum a observacdo de uma reducdo em densidade de
emergéncia de laterais, conduzindo a uma reducdo em comprimento e area radicular
total, tal como observado na variedade sensivel IAC 899 por Mendonca et al (1997) em
exposicdo de longo prazo (3 semanas a 370mM de Al), ou de periodos muito, mais
curtos (50% de reducao relativa a 160mM Al, apés 4 dias, Vasconcel os, et al., 1996).

O tempo de diferenciagdo-emergéncia de um primordio radicular secundario,
esta estreitamente associado ao desenvolvimento do apice da raiz priméria qual se
desenvolve. A distancia dpice - 1° lateral mostra uma correlagéo positiva com a taxa de
elongacdo da raiz nodal e com o didmetro do apice da mesma (Harada & Y amasaki,
1993). Como, sob estresse de Al, ambos 0s processos (taxa de elongacéo do pice e taxa
de diferenciacdo de primdrdios), sdo diferencialmente afetados, seria de interesse testar
se diferenca em sensibilidade/toxicidade entre variedades, estdo associadas, ndo
somente a taxa de elongacao relativa de um &pice primeiro, mais a distancia dpice - 1%
lateral. Este dltimo indicador poderia fornecer uma informacdo mais abrangente (ndo
necessariamente mais precisa), do efeito do Al.

O estudo do efeito do Al sobre o padréo de ramificacdo lateral, complexo como

€, € de interesse numa outra direcdo. Bennet & Breen (1991), destacaram que muitos
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estresses experimentados pelas raizes intensificam-se com o tempo. O crescimento
apical pode cessar, mas as raizes podem reter 0 potencial para reassumir seu
crescimento apos oestresse cessar. Persistindo as condi¢des, a Unica estratégia restante,
€ a planta explorar novas direces de crescimento, através dainiciacdo de laterais. Este
comportamento indicaria que a morfogénese radicular estaria conectada a tolerancia ao
Al (Bennet & Breen, 1992). Os autores foram enfaticos afirmando neste trabalho, que as
raizes laterais séo de grande importancia na determinacéo da tolerancia ao Al em uma
cultura, j& que o primordio radicular lateral, origina-se a partir da atividade mitética de
grupos de células do periciclo, mas a sua emergéncia através da endoderme e cértex,
cria, na base da jovem radicula, uma via apopléstica temporéria (Charlton, 1991), que
propicia a difusdo e possivel penetracdo intracelular de Al, conduzindo a uma reducéo
na emergéncia de laterais. Dessa forma os eventos parecem indicar aquele Al interfere
com atividade de meristematica depois que as raizes laterais emergem (Silva et al,
2001).



3. MATERIAL EMETODOS

3.1. SelecdodasVariedades

As variedades Comum Branco e Caiapd foram pré-selecionadas com base nas
semelhancas de caracteristicas morfolégicas apresentadas, tais como: area radicular
total, comprimento radicular, nUmero de eixos principais, nimero médio de raizes
laterais por eixo principal, nUmero de raizes laterais por cm de raiz principal, e por sua
tolerancia diferencial. Esses valores foram obtidos a partir das imagens armazenadas
obtidas dos estudos do Capitulo |I. As caracteristicas estudadas foram baseadas no
tratamento testemunha (0 Al), com 5 dias de crescimento ap6s o transplante. Os
paréametros &rea e comprimento radicular foram determinados pelo programa SIARCS e
os indices topol 6gicos foram obtidos por contagem manual e outros obtidos a partir de
derivacOes especificas (ver item 3.4, deste capitul 0).

O uso de variedades com parametros morfologicos radiculares similares sob
condi¢des 6timas de crescimento, tiveram o objetivo de diminuir a variabilidade intra-
genotipica e consequentemente na andlise edtatistica, o efeito de variedade
isoladamente, além de acentuar o efeito dainteracdo variedade” Al.

Tabela9.  Par@metros morfol dgicos e topol égicos do sistema radicular das variedades

Caiapd e Comum Branco cultivadas em solucéo nutritiva por 5 dias, livres
de condic¢es de estresses

Parametro Caiapo* Comum Branco
Arearadicular total 10,2 cm? 11,4 cm?
Comprimento radicular 132,3cm 142,5cm
i ndices topol 6gicos
NUmero de eixos principais 5,6 6,0
NUmero de raizes laterais por eixo principal 36,5 40,1
NUmero de raizes laterais por raiz principal 28,2 30,1
Distancia do épiceda raiz semina e aprimeiraraiz lateral 0,4 cm 0,5cm

*QOs valores dos par@metros para ambas as variedades ndo apresentam diferencgas significativas quando comparados
pelo teste de Tukey a5%.

3.2. Tratamentos

Foi feita a combinacéo fatorial de 4 doses de Al (0, 40, 160 e 320 nmol), 2

tempos de exposicdo ao Al (96 horas ou 4 dias e 360 horas ou 15 dias) e, 2
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concentragbes de nutrientes. As duas concentragdes de nutrientes utilizadas foram
obtidas a partir da solugdo de Furlani & Furlani (1988) modificada (Tabela 2),
utilizando-se a concentragcdo total recomendada (Forca lonica Total — Fl) e Y2 da
concentracdo recomendada (Y2 Fl), com o objetivo de simular diferentes condicdes de
fertilidade. O Al foi adicionado na forma de AlCls, previamente preparado de acordo
com as recomendacdes de Kinraide & Parker (1987), onde a quantidade Al necessé&ria
para a solucgo estoque foi diluida em HCI 1,0 mmol L™ e gjustadaa pH 4,0 + 0,1 por
adicdo de KOH ou HCI 0,1 mol L™, para evitar a complexacdo e maximizar o efeito do
Al, conforme especiagdes model adas com o software GEOCHEM-PC.

As quantidade da solugcdo estoque adicionadas para obtencdo de cada dose
constam na Tabela 2 (Capitulo 1).
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Figural7. Atividade de Al livre em fungdo do nivel adicionado, em solugéo nutritiva
de Furlani e Furlani Modificada, em concentraco total e meio forcaidnica
(A) eem funcéo do pH (B).

3.3. Conducéo dos Experimentos
Os experimentos foram conduzidos seguindo-se o protocolo estabelecido no
item 4.4 do Capitulo |, germinando-se 50 sementes, em areia lavada previamente
autoclavada, por 10 dias, sendo entdo feita uma selecdo visual das plantas mais
uniformes quanto araiz e parte aérea para serem submetidas aos tratamentos de baixo e

alto nivel de nutrientes e as trés doses do Al.

3.4. ColetadosDadosde Area Radicular, Comprimento Radicular e
NuUmer o de Eixos Secundarios
Seguiu-se 0 protocolo estabelecido no item 4.4 do Capitulo I, onde foi
adicionado o processo de contagem manual dos pices radiculares.



Para a proceder a contagem dos &pices radiculares, apds a esquel etonizacdo do
sistema radicular, as imagens foram salvas no formato BMP pelo programa SIARCS.
Em um programa de edi¢do de imagens tragou-se uma grade com lados de dois cm, para
facilitar a contagem.

Asimagens eram impressas em folhas A4 e procedia-se a uma contagem manual
do nimero de 4pices esquel etonizados por célula. Para evitar-se erros, a contagem dos
dpices foi feita nos sentidos vertical e horizontal. Se as soma do total das colunas ndo
coincidisse com a soma do total das linhas, a contagem era refeita. A figura mostra o
esguema utilizado para contagem do nimero de apices. A contagem somente do dpice

garantia a contagem da uma Unica vez.

(A) (B)
Figural8. Imagem de raiz esqueletonizada da variedade Comum Branco submetida a
320 mmol de Al. A) sistema radicular total (altura 142,4 mm e largura
128,3 mm) e, B) destaque de uma quadricula (altura e largura de 30,0 mm).

O numero de raizes primarias, através de contagem, foi obtido diretamente do
monitor do computador, visto 0 pequeno numero de raizes e devido ao pequeno
desenvolvimento das plantulas. Dessa forma, a subtracdo do nimero total de apices do
nuimero de raizes principais (NRP) resultava em nimero de raizes laterais (NRL).

Quando obtidos esses parametros, outras relacdes alométricas puderam ser
calculadas. O comprimento médio das raizes principais (CMP) e o comprimento médio
das raizes laterais (CML), foram calculados de acordo com as equacbes 1 e 2,
respectivamente. A distancia média entre raizes laterais no eixo principa (DMRL) foi
obtida pela equacdo 3 e o niUmero de raizes laterais por eixo principal (NRLP) pela
equacéo 4.
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CMP=CRP/NRP (Equacio 1)

CML = CRL / NRL (Equagso 2)
DMRL = NRL / CRP (Equagzo 3)
NRLP=NRL / NRP (Equagso 4)

O raio médio radicular (RMR) foi calculado através da equacao 5, considerando-

Se que as raizes um segmento cilindrico uniforme.

ART
= Equacdo 5
2pCRT (Equ )

As reducdes relativas de todos os parametros avaliados foram calculadas a partir

da equacéo dataxa de elongacéo relativa (Pintro et al, 1995), modificada:

yAl, .
RR = 100
T VA ] (Equacéo 6)

Onde, RRy é a reducdo relativa do parémetro, yAlx é o vaor absoluto do
parémetro em uma determinada dose de Al e yAlp é o valor absoluto do parametro na
dose 0 deAl.

Os dados foram testados para cada época independentemente, visto a grande
heterogeneidade das variancias.

Para avaliar o efeito das doses de Al e do nivel de nutricdo sobre as duas
variedade, aplicou-se 0 seguinte modelo fatorial para cadatempo de exposi¢ao:

Yijk=m + F + Aj + C + FAj; + FCix + ACjk + FACij« + erro (i,},k) (Equacéo 7)
F = forgaionica da solugZo (i = 1, 2); A = concentragio do Al adicionado (j = 1, 2, 3, 4); T = variedades (k = 1, 2).

Para as varidveis independentes, forca idnica (F) e Cultivares (C), as médias
foram discriminadas pelo proprio teste F, e quando para concentracéo de Al e as demais
interacOes, utilizou-se. O teste Tukey (P<0,05) foi empregado para a comparacéo das
médias da concentracdo de Al e suas interagdes que apresentavam significancia
(P<0,05) naanalise davariancia.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Respostasao Al Sobre Baixo Nivel de Nutrientes

O tempo de exposicdo de quatro dias (4d) ao Al afetou significativamente
(p<0,05) o desenvolvimento da &rea radicular total (ART) e o comprimento radicular
total (CRT) das variedades de arroz de sequeiro Caiapé e Comum Branco, independente
da concentragdo adicionada. A variedade Caiapl apresentou uma maior reducédo de
ART (até 70%), quando comparada a variedade mais tolerante (Comum Branco), que
apresentou uma reducdo méxima de 38% (Figura 19a).

No mesmo periodo de exposicdo, o CRT também foi reduzido
significativamente em maior proporcéo na variedade Caiapd (Figura 19b), chegando a
reducdes de 72%, quando comparada com plantas ndo expostas ao Al. A variedade
Comum Branco apresentou uma reducdo menos intensa, sendo no maxima 20% o que
ocorreu quando as plantas foram expostas a 320 nmol de Al.

Aos 15 dias de exposicdo ao Al, ambas variedades apresentaram significativa,
porém menor reducdo de ART, quando estudado o efeito do Al (Figura 19c). Entre
variedades, o parametro ART ndo mostrou diferenca significativa. A auséncia de
diferenca entra as variedades deveu-se em grande parte a uma retomada de crescimento
da variedade Caigpd nesse periodo mais longo de exposicdo ao Al (15d), ja que a
reducdo relativa (RR) daART foi menosintensa (Figura 19a e c).

As variedades apresentaram diferencas significativas no tocante ao CRT para as
doses de 160 e 320 nmol de Al e 15d de exposicdo ao Al. Para Caiapé foi verificada
uma reducdo de até 19%, quando comparada com Comum Branco (Figura 19d).

Estes dados concordam com os de Vasconcelos et al (1996), onde, para a
variedade Comum Branco, em solucdes simples ou completas contendo Al, ap6s curtos
ou longos periodos de exposicdo esses efeitos também ocorreram, quando esta foi
comparada com uma variedade sensivel (IAC 899). Ramos (1998) encontrou 0s mesmos
padrdes de respostas, porém o autor contrastou a variedade Caiapé com avariedade IAC
1289, tendo aguela como padrdo de tolerdncia e esta como padrdo de sensivel,
encontrado valores semelhantes nos padrdes de reducéo de comprimento radicular para
avariedade IAC, com os de Vasconcelos (1996). Por outro lado, contrastando os dados
de Ramos (1998) e Vasconcelos (1996), € possivel observar uma superioridade de
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toleréncia de Comum Branco sobre Caiapd, em periodos curtos de exposicdo ao Al. A
maior tempo de exposicdo (15d), os dados sugerem uma maior capacidade de
aclimatacéo da variedade Caiap0, quando comparado com Comum Branco. Esse efeito
em Caiap0, sugere uma maior capacidade de aclimatacdo a exposicdo externa ao Al,
assim como os resultados encontrados para arroz por Costa de Macedo et al, (1997).
Zonta et al (2000), mostraram um efeito na variedade Comum Branco,
independente de tempo de exposicdo e concentragcdo do meio de cultivo, indicando que
aparentemente existe uma resposta genética definida, induzida per se pela concentracéo

externade Al, concordando com o sugestionado por Foy et al, (1968).
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Figural9. Reducbes relativas de érea radicular total (ART) e comprimento radicular
total (CRT) nas variedades Comum Branco e Caiapd, quando submetidas a
doses crescentes de Al e baixos nivels nutricionais, por periodos de 4 dias
(AeB)elsdias(CeD).

4.1.1.Periodo de 4 Dias de Exposi¢cao ao Al

O efeito da dréstica reducéo da ART aos 4d de exposicdo ao Al na variedade

Caiapd deveu-se areducdo significativa ocorrida tanto na area dasraizes laterais, quanto



nas raizes principais (Figura 20a). Neste periodo, a area das raizes principais foi 1,4
vezes maior do que a érea dasraizes laterais (Figura 20c) paraadose de O nmol de Al g,
e 2,3, 2,15 e 2,0 vezes maior quando submetidas as doses de 40, 160 e 320 mmol de Al,
respectivamente. O CRT também foi afetado de maneira semelhante, havendo uma
reducdo significativa tanto nas raizes principais quanto nas laterais (Figura 20b).
Inversamente a area, as raizes laterais foram o principal componente do sistema total

(Figura 20d), representando 66,8% do CRT no tratamento O nmol de Al. Essa
contribuicdo do sistema radicular secundario, na reducdo do comprimento total,
aumentou ndo significativamente, com a exposi¢ao ao Al, atingindo valores em torno de
70% para as plantas expostas ao Al.

Por outro lado, ao compararmos na variedade Caiapd, o comprimento média das
raizes em funcdo do Al adicionado, é possivel visualizar um aumento na reducéo
relativa do comprimento médio das raizes laterais(Figura 21a), mesmo que em valores
absolutos estas sejam 21 vezes mais curtas que as raizes principais na dose 0 mmol de
Al e de 10 a4 vezes mais curtas, para as demais doses de Al (Figura 21b). Mesmo essa
magnitude ndo representou reducdo significativa em termos de comprimento absoluto
das raizes laterais, diferenciando-se claramente das raizes principais, onde houve uma
drastica reducéo (relativa e absoluta). Tal comportamento pode ser justificado pela
reducdo da distancia média das raizes laterais (DMRL) nos eixos principais (Tabela 10),
demonstrando uma maior emissdo de raizes laterais por eixo principal. Esse mesmo
efeito foi descrito em café por Braccini et al, (1998). Mesmo que a reducéo na DMRL
tenha sido expressiva, ndo foi suficiente para promover um aumento significativo do
nimero de raizes laterais por eixo principal (NRLP; Tabela 10), que sofreu uma reducéo
de 63,2% para a maior dose de Al. Paralela a esta reducdo também foi verificado um
decréscimo no nimero total de raizes laterais (NRL). Em nenhum tratamento, 0 nUmero

deraizes principais foi afetado significativamente pela adicéo de qualquer dose de Al.
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Tabela10. Reducdo relativa e valores absolutos do nimero de raizes principais
(NRP), nimero de raizes laterais (NRLP), na distancia médias entre raizes
laterais (DMRL) e no raio médio radicular da variedade Caiapd, submetida
adoses crescentes de Al e baixos niveis nutricionais, por 4 dias.

Reducéo Relativa
Al NRP NRL NRLP DMRL RMR
(mmol)
0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
40 106,3 56,5 53,2 80,2 88,0
160 93,8 49,8 53,2 62,4 75,6
320 93,8 32,7 34,8 64,1 83,5
Valores absolutos
Al NRP NRL NRLP DMRL RMR
(mmol) (cm) (cm)
0 53a 216a 40,6a 0,23a 0,0142a
40 57a 122b 21,6b 0,18b 0,0125a
160 5,0a 108b 20,3b 0,14b 0,0107a
320 5,0a 71c 14,1c 0,15b 0,0119a

Valores seguidos da mesma letra entre linha ndo diferem a 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.

Por suavez, o raio médio radicular (RMR) da variedade Caiap6, apresentou uma
reducdo também ndo significativa, contrariando todas as informag&o da literatura sobre
este assunto, que destacam o efeito do Al no engrossamento do sistema radicular das
plantas. Esse comportamento pode ser observado, quando sdo comparados somente 0s
didmetros das raizes principais. Ao aplicar-se e equacdo 5 a area e comprimento das
raizes principais, pode-se observar um aumento gradual do raio médio das raizes
principais da variedade Caiap0, proporcional as doses de Al aplicadas, de 0,25mm na
dose 0 nmol de Al para 0,35mm na dose 320 nmol de Al. Observa-se também aumento
do RMR, quando comparadas as variedades onde ndo ha emissdo de raizes laterais,
conforme demonstrado por Vasconcelos et al (2002) em arroz, onde a variedade
sensivel praticamente ndo desenvolveu raizes laterais.

Na variedade Comum Branco, com um maior grau de tolerancia ao Al, as
reducbes da érea das raizes principais e laterais foram menos intensas (Figura 22a)
guando comparadas com as ocorridas na variedade Caiapé (menos tolerante ao Al;
Figura 204) para 0 mesmo periodo (4d) de exposicao ao Al. Os valores reais de area das
raizes principais, também representaram maior parte do montante total (Figura 22c).
Também para o comprimento das raizes principais e laterais teve menor reducéo (Figura
22b) quando comparados com os valores em Caiapd (Figura 20b). Assim como naquela
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variedade, Comum Branco proporcionalmente, investiu mais carbono em comprimento
das raizes laterais (Figura 22d).

O comprimento médio das raizes principais foi afetado significativamente pelo Al, com
uma reducdo de 22 a 27%, para as doses de 0 e 320 nmol de Al,
respectivamente (

Figura23ae

Figura 23b), enquanto o comprimento médio dasraizes laterais teve um aumento
significativo neste parametro para as doses de 160 e 320 mmol de Al. Tal fato a
diferenciou grandemente da variedade Caiap0, onde o efeito do Al, principamente na
raizes principais foi mais acentuado (Figura 21a).

A variedade Comum Branco, para o periodo de 4d de exposicdo ao Al,
apresentou em média 1 eixo radicular principal a mais que a variedade Caiap6 conforme
pode ser comparado comparando-se os dados da Tabela 11 e Tabela 10.
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Especificamente, o Al ndo alterou significativamente esse parametro na
variedade Comum Branco (Tabela 11). Por outro lado, o niUmero de raizes laterais e
consequentemente o nimero de raizes laterais por eixo principa foi significativamente
afetado, mas em menor intensidade que na variedade menos tolerante (Tabela 10).

Tabelall. Reducdo relativa do nimero de raizes principais (NRP), nimero de raizes
laterais (NRLP), na distdncia médias entre raizes laterais (DMRL) e no
raio médio radicular da variedade Comum Branco, submetida a doses
crescentes de Al e baixos niveis nutricionais, por 4 dias.

Reducbes Relativas
Al NRP NRL NRLP DMRL RMR
(mmol)
0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
40 100,0 85,0 85,0 94,7 94,0
160 94,7 75,6 79,8 95,0 74,9
320 94,7 59,5 62,8 96,4 87,6
Valores Absolutos
Al NRP NRL NRLP DMRL RMR
(mmol) (cm) (cm)
0 6,3a 238a 37,5a 0,20a 0,0132a
40 6,3a 202b 31,9 0,19a 0,0124a
160 6,0a 180b 29,90 0,19a 0,0099%a
320 6,0a 141c 23,6c 0,19a 0,0116a

Valores seguidos da mesma letra entre linha ndo diferem a 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.
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Para ambos as variedades, a relacdo alométrica - distancia média das raizes
laterais nos eixos principais (DMRL) - ndo foi afetada significativamente (Tabela 11), a
despeito do ocorrido com a variedade Caiagpd no mesmo periodo. Ta fato deve-se a
menor intensidade na reducdo do nimero de raizes laterais, 0 que ndo alterou o raio
médio radicular, quando estudado o efeito do Al, assim como ocorrido com 0 raio
médio das raizes principais, que apresentaram valores médios de 0,23 mm, quando as
expostas ou ndo ao Al. Estes dados concordam com os indicados por Harada &

Y amasaki (1993) para a cultura do arroz, sob condigdes de auséncia de estresses.

4.1.2.Periodo de 15 Dias de Exposicédo ao Al

Aos 15dias (15d) de exposicdo ao Al foi também observada uma reducdo
significativa da &rea radicular total (ART; Figura 19c) da variedade Caiapd, porém ndo
diferindo da variedade Comum Branco. Esse comportamento € decorrente da menor
reducdo relativa tanto da area das raizes principais, como das raizes laterais (Figura
24a). Uma possivel explicacdo para a ndo existéncia de diferencas pode estar
relacionada a uma “aclimatacdo” ao Al, que pode ter ocorrido quando a variedade foi
submetida a um periodo maior de exposicdo ao Al. Para o periodo, destaca-se também
um aumento significativo da area das raizes laterais sobre a &rea das principais (Figura
24b).

Com relacdo ao comprimento radicular total da variedade Caiapd, comparando-
se o efeito do Al, observa-se uma reducdo significativa, duas vezes menor nas raizes
laterais, nas doses de 160 e 320 mmol de Al (Figura 24b). O comprimento médio destas
raizes estabilizou-se em torno de 400 cm (Figura 24d). Esse aumento foi decorrente da
estimulacdo na elongacdo das raizes laterais, 0 que pode ser observado pelo aumento
significativo do seu comprimento médio (Figura 25a), enquanto que nas raizes
principais, os valores decairam com a exposi¢do ao Al, estabilizando-se na dose de 160

mmol de Al, com 11 cm de comprimento medio (Figura 25b).
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Para 0 maior periodo de exposicdo ao Al, o nimero de eixos radiculares
principais da variedade Caiapd, foi afetado significativamente para todas as doses de Al
(Tabela 12). Ao se comparar a dose 0 com a dose 320 mmol de Al, observar-se uma
reducdo de 2,3 eixos por planta, essa caracteristica ndo havia sido constatada no periodo
mais curto de exposicdo ao Al, demonstrando que o periodo de 4 dias foi insuficiente
para que essa diferenca se tornasse evidente.

O nUumero de raizes laterais também foi afetado significativamente (Tabela 12),
bem como o nimero de raizes laterais por eixo principal. A distancia média das raizes
laterais nos eixos principais ndo foi aterada quando estudado o efeito da exposicéo ao
Al, porém estadistanciafoi maior quando comparada com o periodo de 4d de exposicao
(Tabela 10 e Tabela 12, respectivamente), demonstrando uma maior velocidade média
da elongacdo radicular sobre a emisséo de raizes laterais na variedade Caiapd, quando
exposta a um periodo mais prolongado ao Al. Lorbiecke & Sauter (1999) alertaram para
necessidade de estudos a mais longo prazo, pois, as informacdes disponiveis sobre
processos de diferenciacdo nodal e lateral e de inducdo de raizes adventicias, é
relativamente escassa, € 0S mecanismos de expressao génica que os controlam estéo
comecando a serem elucidados.

Tabela12. Reducdo relativa do nimero de raizes principais (NRP), nimero de raizes
laterais (NRLP), na distdncia médias entre raizes laterais (DMRL) e no
raio médio radicular da variedade Caiap0, submetida a doses crescentes de
Al e baixos niveis nutricionais, de Al por 15 dias.

Reducbes Relativas
Al NRP NRL NRLP DMRL RMR
(mmol) (cm) (cm)
0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
40 86,2 56,5 65,6 129,1 108,3
160 75,6 51,8 68,5 91,6 105,3
320 73,2 39,2 53,6 112,3 115,0
Valores Absolutos
Al NRP NRL NRLP DMRL RMR
(mmol) (cm) (cm)
0 12,3a 325a 26,4a 0,66a  0,008la
40 10,6b 183b 17,3b 0,85a  0,0088a
160 9,3b 168b 18,1b 0,60a  0,0085a
320 9,0b 127b 14,1b 0,74a  0,0093a

Valores seguidos da mesma letra entre linhas ndo diferem a 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.

O raio médio radicular, ndo foi afetado significativamente pela adicdo de Al
(Tabela 12), porém foram inferiores quando comparados com o menor tempo de
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exposicao ao Al (Tabela 10). A reducéo do raio médio radicular deve-se a um aumento
proporcional maior no comprimento radicular total do que na érearadicular total, visto a
alta taxa de emisséo de raizes laterais no periodo. Ja o raio médio das raizes principais,
sofreu aumento significativo, passando de 0,093 mm para 0,145 mm nas duas maiores
doses de Al, ou sgja, representando um aumento de quase 60%.

A variedade Comum Branco apresentou um comportamento distinto quando
comparado com a Caiap0 para o periodo de 15 dias. Houve reducdo significativa na area
das raizes laterais na concentracéo de 40 mmol de Al, quando essa média foi contrastada
com 0 mmol de Al (Figura 26a), e, para as doses de 160 e 320 mmol de Al houve um
aumento gradual de &rea das raizes laterais, porem estes ndo foram significativos
(Figura 26b), o que adistinguiu da Caiap6 (Figura 25a e Figura 25c).

O comprimento radicular seguiu a mesma tendéncia da érea radicular, com
reducdo significativa do comprimento das raizes principais nas doses de 160 e 320 mmol
de Al e um aumento ndo significativo de comprimento das raizes laterais para as
mesmas doses, quando comparadas com as doses de 0 e 40 nmol de Al (Figura 25b e d).

A reducdo no comprimento médio radicular tanto das raizes principais, com nas
laterais, foi significativo apenas na concentragéo de 160 mmol de Al (Figura 27a e b),
ocasionada pelo decréscimo do valor absoluto do comprimento das raizes principais
nesta concentracéo de Al.

Os demais parametros radiculares apresentados na Tabela 13, ndo apresentaram
diferencas significativas entre s em funcdo da exposi¢céo ao Al. Destacam-se per se,
guando comparados ao valores apresentados pela variedade Caiapé para 0 mesmo
periodo, devido ao Al ndo ter ocasionado reducdo do nuimero de raizes principais e
laterais. Apresentaram também, quando comparado com a variedade mais sensivel, uma
menor distancia entre as raizes laterais nos eixos principais, devido ao grande nimero
de raizes laterais contabilizadas nesta variedade, mesmo que o nimero de raizes
principais tenha sido superior.

73



125 - .
—m— Total —e— Principais —o— Laterais — 125 —a— Total —e— Principais —o— Laterais
X
2100 ¢ é 100 ¢
= 2
E 75 E 75
g e
% 50 é 50 A
< s
£ 25 § 25 -
o
14
0 40 80 120 160 200 240 280 320 0 40 80 120 160 200 240 280 320
Al (ymol) Al (mmol)
A B
50 1000 -
. —m—Total —e— Principais —o— Laterais
40 ] —a—Total —e— Principais —o— Laterais E 800 !
- 30 § 600 ¢
B P73 IO, — o ———
3 \//O_//o &
5 ]
§ 20 & 400
g £
< 10 ?_\“\‘\’ £ 200 —_— .
O
0 T T T T T T T 1 0 T T T T T T T 1
0 40 80 120 160 200 240 280 320 0 40 80 120 160 200 240 280 320
Al (ymol) Al (nimol)
C D
Figura26. Reducdes relativas de &ea (a) e comprimento radicular (b) das raizes
principais e laterais, e, valores absolutos de area radicular (c) e
comprimento (d), da variedade Comum Branco, submetida a doses
crescentes de Al e baixos niveis nutricionais, por 15 dias.
150 - 16 -
[
S 125 Ol
< £
é 100 ¢ g, 10 .
g 75 g g
£ e A
= | o = 6 4 —e— Raizes Principais
% 50 —e— Raizes Principais =
S ) ' 5 4 —o— Raizes Laterais
x 25 —o— Raizes Laterais IS
o 8 2 R
0 T T T T T T T 1 0 j)\?—l—’l__cl T T T 1
0 40 80 120 160 200 240 280 320 0 40 80 120 160 200 240 280 320
Al (mmnol) Al (rrimol)
A B
Figura27. Reducdo relativa do comprimento radicular (a) das raizes principais e

laterais, valores absolutos de comprimento (b), da variedade Comum
Branco, submetida a doses crescentes de Al e baixos niveis nutricionais,

por 15 dias.

74



Tabela13. Reducdo relativa e valores absolutos do nimero de raizes principais
(NRP), nimero de raizes laterais (NRLP), na distancia médias entre raizes
laterais (DMRL) e no raio médio radicular da variedade Comum Branco,
submetida a doses crescentes de Al e baixos niveis nutricionais, por 15

dias.
Reducdes Relativas
Al NRP NRL NRLP DMRL RMR
(mmol)
0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
40 106,3 56,5 54,4 71,8 89,6
160 93,8 49,8 52,8 72,2 82,7
320 93,8 32,7 34,6 69,5 92,7
Valores Absolutos
Al NRP NRL NRLp PMRL RMR
(mmol) (cm) (cm)
0 14,0a 469a 33,5a 0,45a 0,0082a
40 13,6a 489a 36,0a 0,40a 0,0073a
160 14,3a 465a 32,5a 0,29a 0,0067a
320 12,5a 439 35,1a 0,34a 0,0076a

Vaores seguidos da mesma letra entre linhas ndo diferem a 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.

4.2. Respostasao Al Sobre Alto Nivel de Nutrientes

A exposicdo de 4 dias (4d) ao Al, sob altos niveis nutricionais, afetou
significativamente (p<0,05) a area radicular total (ART) e o comprimento radicular total
(CRT) nas variedades de arroz de sequeiro Caiapé e Comum Branco independente da
concentracdo adicionada. A variedade Caiapé apresentou a maior e mais intensa
reducdo de ART, inclusive na dose de 40 mmol de Al (50% de reducdo relativa), quando
comparada com a variedade Comum Branco, que apresentou uma reducdo gradual com
0 aumento dos niveis de Al no meio (Figura 28a), atingido 0 maximo de reducéo, 37%,
namaior dose de Al.

No mesmo periodo de exposicdo, a reducdo mais expressiva do CRT foi
verificada na variedade Caiap6 (Figura 28b). Estas reducdes, em torno de 71%, foram
préximas as encontrada para ¥2Fl, quando comparada com plantas ndo expostas ao Al.
Quanto a variedade Comum Branco, a reducdo méxima, de 31%, aconteceu no maior
nivel de Al (320 nmol de Al). Por outro lado, para a dose 40 mmol de Al a variedade
Caiapd reduziu 0 CRT em 49%, engquanto a Comum Branco teve uma aumento de 4%

em seu crescimento radicular, evidenciando um pequeno estimulo (mesmo que ndo
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significativo nas condi¢cdes experimentais vigentes) do Al ao desenvolvimento do
sistema radicular.

E frequiente a observacio que a adicio de Al na solugo, resulta ndio em inibicdo
mas em estimulacdo da taxa de elongacdo radicular. Tais respostas estimulatorias,
ocorrem geralmente a niveis considerados sub-toxicos para as diferentes espécies (em
trigo: Parker, 1995, Samuels et al, 1997, em milho: Lugany et al, 1995; em sorgo:
Baligar et al, 1993, em arroz de sequeiro: Mendonca, 1991; Mendonga et al, 1991ae b;
Vicente et al, 1998a; Vasconcelos et al, 2002), e tem tem sido observadas tanto em
gendtipos sensiveis quanto tolerantes, mas a freqliéncia e persisténcia do efeito parece
ser maior nestes Ultimos, tal como observado em arroz por Howeler & Cadavid (1976),
Fageriaet al (1989) e Vicente et al (1998Db).

Os mecanismos propostos para explicar estes efeitos estimulatérios sobre o
crescimento radicular, incluem, entre outros, namaior eficiéncia da absor¢éo de Fe e P,
alteracOes na distibuicdo de reguladores de crescimento; prevencdo de toxidez de Fe e
Mg e reducdo de eletronegatividade apopléastica, facilitando a difusdo de anions
(Fernandes et al, 1984; Fageria et al, 1988, Fageria et al, 1989, Fernandes & Rossiello,
1995). Em todos os trabalhos mencionados, verifica-se que estas respostas foram
obtidas apds vérios dias de exposicdo das plantas, a baixos niveis de Al, em solucbes
nutritivas completas. Portanto, os efeitos do Al sobre a absor¢do de nutrientes podem
ser expressao de efeitos cronicos, operando na escala de dias ou semanas.

Com 15 dias de exposicdo a0 Al, a ART das variedades ndo apresentou
diferenca significativa (Figura 28c). Comum Branco teve uma variagdo méxima de 4%
de reducdo, enquanto que Caiapd teve na dose 40 nmol de Al, um aumento de 15% em
ART.

O CRT das variedades também ndo foi afetado significativamente pelo Al
guando as plantas foram expostas por 15 dias ao el emento, chegando no maximo a 23%
de reducdo para a variedade Comum Branco e 15% para a variedade Caiap6 (Figura
28¢).
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Figura28. Reducdes relativas de area radicular total (ART) e comprimento radicular
total (CRT) nas variedades Comum Branco e Caiapd, quando submetidas a
doses crescentes de Al e atos niveis nutricionais, por periodos de 4 dias (A
eB) el5dias(CeD).

4.2.1. Periodo de 4 Dias de Exposicao ao Al

O efeito do Al na érea das raizes principais e laterais em fungéo da exposi¢do no
periodo de 4 dias em condicfes de altos niveis nutricionais foi semelhante (Figura 29a e
¢) aquando as plantas foram expostas pelo mesmo periodo sob menor nivel nutricional
(Figura 20a e c¢). Em especial, no maior nivel de Al (320 nmol de Al) houve uma
reducdo significativa na area das raizes principais, 0 que propiciou uma maior reducéo
relativa da ART, comparativamente aos demais niveis de Al.

Para o comprimento também foram observadas reduces semelhantes que sob
menor nivel nutricional e podem ser observados na Figura 29b. A soma da reducéo ndo
significativa do comprimento das raizes principais e laterais, levaram a uma reducéo de
33,4 cm do comprimento total, valor que distinguiu o nivel 320 nmol de Al dos outros

dois menores niveis (Figura 29d).
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Figura29. Reducdes relativas de &ea (d) e comprimento radicular (b) das raizes
principais e laterais, e, vaores absolutos de érea radicular (c) e
comprimento (d), da variedade Caiap0, submetida a doses crescentes de Al
e altos niveis nutricionais, por 4 dias.

Na Figura 30a pode ser observada a reducdo relativa do comprimento médio das
raizes principais e laterais da variedade Caiapd, sendo constatadas reducdes de até 75%
do comprimento das raizes principais, acompanhando os valores encontrados quando a
variedade foi desenvolvida na presenca de Al e baixos niveis de nutrientes. Ja o
comprimento médio das raizes laterais manteve-se na média de 0,49 cm, sem ateragtes
significativas quando as raizes foram expostas ao Al. Essa classe de raizes, quando
expostas ao Al em baixa concentragdo de nutrientes, teve uma pequena reducdo nas
doses mais baixas de Al, retomando seu crescimento na maior concentragéo de Al. Essa
caracteristica diferencia a variedade quanto ao seu grau de toleréncia ao Al, quando
submetida a baixo e ato nivel de nutrientes. No alto nivel nutricional, as raizes laterais
ou de menor didmetro como um todo, apresentaram-se menos prejudicadas do que no
caso conjunto de estresse mineral e Al. Tal fato deve-se aumareducéo significativada
disténcia das raizes laterais nos eixos principais (Tabela 14), que passou de 0,29 cm
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para0,16 cm no maior nivel de Al, embora o nimero de raizes laterais por raiz principal

tenha sido reduzido de forma gradual e significativa.
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Figura30. Reducdo relativa do comprimento radicular (a) das raizes principais e
laterais, valores absolutos de comprimento (b), da variedade Caiapd,
submetida a doses crescentes de Al e atos niveis nutricionais, por 4 dias.

Tabelal1l4. Reducdo relativa e valores absolutos do nimero de raizes principais
(NRP), nimero de raizes laterais (NRLP), na distancia médias entre raizes
laterais (DMRL) e no raio médio radicular da variedade Caiapd, submetida
adoses crescentes de Al e altos niveis nutricionais, por 4 dias.

Reducéo Relativa
Al NRP NRL NRLP DMRL RMR
(mmol)
0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
40 93,3 56,5 60,6 77,3 97,8
160 83,3 51,1 61,4 76,4 104,7
320 83,3 36,9 44,3 54,0 112,3
Valor absoluto
Al NRP NRL NRLp PMRL - RMR
(mmol) (cm) (cm)
0 6,0a 249a 41,5a 0,29a 0,0113a
40 5,6a 141b 25,1b 0,23b 0,0110a
160 5,0a 127b 25,4b 0,22b 0,0118a
320 5,0a 92b 18,4c 0,16c 0,0127a

Valores seguidos da mesma letra entre linhas ndo diferem a 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.

O numero de raizes principais manteve-se inaterado (Tabela 14), mesmo que
em média, sob o nivel 0 de Al, essas plantas apresentassem um eixo radicular principd
amais do que quando expostas ao Al.

O raio médio radicular também ndo foi significativamente alterado pela

exposicdo ao Al (Tabela 14), porém, como quando comparam-se os diametros das raizes
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principais, é possivel notar um aumento significativo do raio médio (44%), passando de
0,15 mm quando expostas ao nivel 0, para 0,22 mm na dose de 320 nmol de Al.

Na variedade Comum Branco, para o periodo de exposicdo ao Al de 4d em
condicbes de alto suprimento de nutriente, os dados mostraram um comportamento
diferenciado do que quando esta foi exposta neste mesmo periodo, em baixo suprimento
de nutrientes. Mesmo havendo reducéo de ART sob 0 mais alto nivel de Al, as plantas
apresentam na dose de 40 mmol de Al, um aumento da é&rea das raizes principais, € um
decréscimo da ART das raizes laterais (Figura 31a e Figura 31c), que se igualaram por
ocasi&o da adicéo de 160 mmol de Al em termos de RR. Por outro lado, com 320 nmol
de Al, Comum Branco apresentou um comportamento totalmente diferenciado e
inverso, onde houve uma retomada de area das raizes laterais e reducdo da area das
raizes principais. Comportamento semelhante foi observado para a variedade aos 15d,
sob baixos niveis nutricionais (Figura 26a e Figura 26c), onde a &rea das raizes
principais representou porém um montante menor que o caso em tela.

Por suavez, o comprimento das raizes principais foi aterado significativamente
apenas entre as doses 40 e 320 nmol de Al, com um aumento de 3,6% e reducdo de
31%, respectivamente (Figura 31b). O comprimento das raizes laterais ndo foi
significativamente alterado. Em decorréncia deste aumento e/ou reducéo significativa da
area das raizes principais, os valores médios dos eixos radiculares principais tenderam a
apresentar valores absolutos maiores no nivel 40 mmol de Al e menores no nivel 320
nmol de Al, respectivamente de 10,47 cm e 6,52 cm (Figura 31d).

Quanto a elongacdo radicular principal, houve variacbes significativas na
distncia média das raizes laterais nos eixos principais, onde, no nivel de 40 nmol de
Al, amaior distancia (0,31cm) resultou em aumento de 11% do parémetro e no nivel de
320 mmol de Al, foi registrada uma reducéo de 40,7% de distancia entre raizes laterais
(Tabela 15).

Os demais parametros, com nimero de raizes principais, laterais, laterais por
eixos principa e até mesmo raio médio radicular e raio médio das raizes principais ndo
sofreram alteragdes significativas em funcéo das doses crescentesde Al (Tabela 15).
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Tabela1l5. Reducéo relativa e valores absolutos do nimero de raizes principais
(NRP), nimero de raizes laterais (NRLP), na distancia médias entre raizes
laterais (DMRL) e no raio médio radicular da variedade Comum Branco,
submetida a doses crescentes de Al e altos niveis nutricionais, por 4 dias.

Reducéo relativa
Al NRP NRL NRLP DMRL RMR
(mmol)
0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
40 101,7 100,6 99,0 1111 87,4
160 94,9 99,0 104,3 84,6 90,4
320 84,7 97,9 115,5 59,3 90,7
Valores Absolutos
Al NRP NRL NRLP DMRL RMR
(mmol) (cm) (cm)
0 5,9a 200a 339a 0,28ab 0,0110a
40 6,0a 202a 33,6a 0,31a 0,0096a
160 5,6a 198a 35,4a 0,24b  0,0099a
320 5,0a 196a 39,2a 0,17c 0,0099a

4.2.2.Periodo de 15 Dias de Exposicédo ao Al

Como visto na Figura 28c, a variedade Caigp6 foi a que apresentou maior ART
guando submetida ao Al. Essa diferenciacdo deveu-se ao efeito do Al na érea das raizes
laterais prioritariamente (Figura 33a e Figura 33c), que aumentaram significativamente
mais do que as raizes principais, nas doses de 40 e 160 nmol de Al. Esse €efeito foi
capaz de diferenciar a variedade quando se comparada com o mesmo periodo de
exposicao ao Al sob baixo nivel nutricional (Figura 24a e Figura 24c), quando a &rea
dasraizes principais e laterais apresentaram reducdes significativas.

Houve reducdo de CRT, em decorréncia da reducao intensa das raizes principais
como também em menor grau das laterais (Figura 33b e Figura 33d). Quanto a este
parémetro, a variedade Caiap6 diferenciou-se a Comum Branco, por esta, ndo ter
apresentado reducdo no CRT (Figura 24b e Figura 24d).

Sob adtos nivels nutricionais, a variedade Caigpd, apresentou maior
comprimento médio das raizes principais, quando comparada com os mesmo periodo
sob baixo nivel nutricional (Figura 34a e Figura 34b). Apenas no nivel de 40 mmol de
Al, o comprimento médio das raizes laterais apresentou uma peguena reducado, que foi
retomada nos niveis maiores de Al.
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O numero de raizes principais sofreu uma reducdo significativa (Tabela 16),

porém, inferior do que a verificada no mesmo periodo sob baixos niveis nutricionais

(Tabela 12). O nimero de raizes laterais, embora nédo tenha variado significativamente
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em funcdo do Al (Tabela 16), diferenciou-se grandemente se comparado com 0 mesmo
periodo de exposicdo sob baixos niveis nutricionais, onde o Al reduziu até 60% o
nimero de raizes laterais na maior dose de Al (Tabela 12). A reducdo do NRP e
manutencdo do NRL, propiciou a um aumento ndo significativo do nUmero de raizes
laterais por eixo principal, e a uma reducdo significativa na distancia entre as raizes
laterais nos eixos principais (Tabela 16).

A variedade Caiap6 também apresentou nestas condi¢ées um grande aumento
do raio médio radicular (de até 33%, no nivel 40 nmol de Al; Tabela 16). Este
comportamento ndo foi verificado em nenhum dos ensaios realizados anteriormente. A
despeito destes aumentos, o raio médio das raizes principais sofreu um acréscimo mais
acentuado, de até 45%, no maior nivel de Al, onde foi observado valores de 0,14 mm,
contrastando com 0s 0,10 mm no nivel 0 mmol de Al.

Os dados nos indicam um elevado investimento de carboidratos no sistema
radicular, para uma possivel aclimatacdo da variedade. Tal suposicdo € reforcada pdo
aumento do volume radicular, evidenciado tanto pelo aumento de ART e RMR, com a
reducdo de CRT.

Tabela16. Reducdo relativa e valores absolutos do nimero de raizes principais
(NRP), nimero de raizes laterais (NRLP), na distancia médias entre raizes
laterais (DMRL) e no raio médio radicular da variedade Caiapd, submetida
adoses crescentes de Al e altos niveis nutricionais, de Al por 15 dias.

Reducéo relativa
Al NRP NRL NRLP DMRL RMR
(mmol)
0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
40 103,8 102,3 98,6 82,7 132,9
160 89,8 91,4 101,8 14,7 131,7
320 83,9 88,9 106,0 80,8 119,2
Valores absolutos
Al NRP NRL NRLp PMRL  RMR
(mmol) (cm) (cm)
0 18,6a 390a 20,9a 0,95a  0,0085b
40 19,3a 399a 20,7a 0,78b 0,0113a
160 16,7b 356a 21,3a 0,71b 0,0112a
320 15,6b 346a 22,2a 0,77b 0,0102a

Valores seguidos da mesma letra entre linhas ndo diferem a 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.



As raizes principais (Figura 35a e Figura 35¢) da variedade Comum Branco,
para o periodo de exposicdo de 15 dias ao Al sob altos niveis nutricionais, apresentou
comportamento semelhante do que quando exposta pelo mesmo periodo sob baixos
niveis nutricionais (Figura 26a e Figura 26¢). As marcantes diferencas aconteceram em
termos de magnitude dessa classe de raizes, onde, quando sob baixo nivel nutricional, a
variedade exibiu quase que 50% a menos de area de raizes principais, do que sob ato
nivel nutricional. As raizes laterais, por sua vez, exibiram um aumento significativo de
em &rearadicular (Figura 35a e Figura 35c), quando comparadas para as duas situagdes.

Com relagéo ao comprimento radicular a variedade Comum Branco apresentou
um comportamento na RR deste parametro idéntico ao caso anterior (Figura 26b e
Figura 35b), salvo a0 aumento na magnitude do sistema, que foi neste caso
significativamente maior (Figura 26d e Figura 35d).

Os vaores da RR do comprimento médio das raizes principais e laterais,
também apresentaram as mesmas tendéncias da variedade crescido sob baixos niveis
nutricionais por 15d (Figura 36a e Figura 27a, respectivamente), salvo em magnitude
(Figura 36b e Figura 19b, respectivamente), onde neste caso, a variedade Comum
Branco exibiu até 22,5 cm de comprimento médio das raizes principais, um vaor 1,5
vezes maior que sob baixo nivel nutricional, para o nivel 0 mmol de Al. Neste mesmo
sentido, outra pequena diferenca observado, foi que quando exposta a 320 nmol de Al
sob baixos niveis nutricionais, houve uma tendéncia a maior comprimento médio das
raizes principais, mesmo que ndo significativo.

Particularmente, o nimero de eixos principais teve uma reducdo relativa
significativano maior nivel (12,5%), quando comparado com 40 mmol de Al, que exibiu
17,6 eixos principais (Tabela 17). Para 0 mesmo nivel de Al (40 mmol) sob baixos
niveis nutricionais, a variedade também exibiu um menor nimero de eixos principais
(13,6 eixos, em média; Tabela 13), muito préxima ao efeito de 320 mmol de Al. Os
valores de raio médio radicular também apresentaram um aumento significativo em
todos os niveis de exposi¢cdo ao Al (Tabela 17).
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Foi verificada reducdo da distancia média das raizes laterais nos eixos principais,

provavelmente em decorréncia a reducdo do nimero de eixos principais, como efeito
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compensatorio (Tabela 17), ja que o niUmero de raizes laterais e sua relacdo com o
nimero de eixos principais ndo apresentou diferenca significativa entre as doses de Al.
Diferencas nesses parametros ocorreram em magnitude, quando esses resultados foram
comparados com 0s provenientes do mesmo periodo de exposicdo ao Al porém sob
baixos niveis nutricionais (Tabela 13).

Tabelal7. Reducdo relativa e valores absolutos do nimero de raizes principais
(NRP), nimero de raizes laterais (NRLP), na distancia médias entre raizes
laterais (DMRL) e no raio médio radicular (RMR) da variedade Comum

Branco, submetida a doses crescentes de Al e atos niveis nutricionais, por

15 dias.
Reducéo relativa
Al NRP NRL NRLP DMRL RMR
(mmol)
0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
40 106,3 56,5 54,4 71,8 110,8
160 93,8 49,8 52,8 72,2 120,1
320 93,8 32,7 34,6 69,5 121,4
Valores Absolutos
Al NRP NRL NRLP DMRL RMR
(mmol) (cm) (cm)
0 16,3ab  422a 25,9a 0,88a 0,0077b
40 17,6a 440a 25,0a 0,80a 0,0085a
160 15,6ab 419 26,8a 0,50b 0,0092a
320 14,9b 395a 26,5a 0,52b 0,0093a

Valores seguidos da mesma letra entre linhas ndo diferem a 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.

4.3. Analise conjunta dos dados

Uma apreciacdo do conjunto de dados permite afirmar que a variedade mais
tolerante, de acordo com a classificacdo prévia, € aquela que apresenta menores
modificagbes em fungdo da submissdo ou ndo ao Al, tanto em baixo quanto em altos
niveis nutricionais. Esse comportamento demonstra ra variedade Comum Branco um
efeito estético de tolerancia diferencial da variedade Caiapl, que apresentou graus
variados de reducdo e/ou aumento relativo dos parametros radiculares em funcdo do
nivel de Al ou nutricional.

Zonta et al (2000) estudando os efeitos da morfologia radicular sobre uma
variedade de arroz tolerante ao Al, concluiu que desconexo da forca idGnica de uma
solucdo ou tempo de exposicao, areducdo inicial em taxa de elongacéo ou comprimento

total do sistema radicular, manifestou-se independentemente, conformando uma
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resposta genética definida, induzida per se pela concentracéo externa de Al. No mesmo
sentido o autor concluiu que em periodos mais prolongados de exposi¢ao ao Al, ocorre
um favorecimento do crescimento lateral sobre o axial, comportamento similar foi
observado neste estudo.

A variedade Caiap0, por sua vez, apresentou valores absolutos dos parametros
radiculares e valores rel ativos destes, varidveis com o tempo de exposi¢ao ao Al ecom a
forcaionica da solucéo, mostrando uma maior plasticidade do sistema radicular, mesmo
gue, de acordo com Vasconcelos (1996), a variedade Comum Branco, possua um nivel
de tolerdncia bastante superior a Caigpd. Ramos (1998), havia aertado para a
necessidade de verificar se comportamentos variaveis da variedade Caiapd, tais como
retomada do crescimento radicular, fossem mantidos no tempo e se € dependente da
concentracdo de Al, ja que no trabalho da autora, houve uma evidéncia, onde uns
limitados conjuntos de dados sugerem que a variedade Caiapé apresenta algum
mecanismo similar a Comum Branco atoleranciaao Al

Foy (1968), em trigo, concluiu que a tolerancia € dada pela habilidade de uma
variedade em continuar a divisdo celular e elongacéo sob estresse de Al. Esse tipo de
conclusdo pode ser perfeitamente aplicada para a variedade Comum Branco, e em parte
a Caigp0, se para esta for considerada a relacdo direta do efeito tempo e nivel
nutricional a que esta submetida.

Os dados em seu conjunto permitem afirmar que a variedade Comum Branco
tolera 0 Al, e que a variedade Caiapd pode aclimatar-se ao Al, quando as demais
condicdes ambientais favorecerem seu desenvolvimento, estdo mais sugeitos a controle
genético e ontogenética, do que Caiapd, mais sujeita a modulagdo metabdlica e
ambiental (Noordwijk & Geijn, 1996), assim como seus componentes morfol gicos do

sistemaradicular, e suas taxas de desenvolvimento e crescimento.



5. CONCLUSOES

Os presentes dados permitem concluir que:

. A variedade de alta tolerancia ao Al (Comum Branco), quando na presenca de Al, a
gualquer tempo ou disponibilidade nutricional, desde que o Al estgfa com mesma
atividade em solucéo, apresenta menor reducdo dos parametros radicul ares,

. A variedade tolerante ao Al (Caiap0), apresenta grau variado de tolerancia a este
elemento, de acordo com a disponibilidade nutricional a que esta exposta;

Sob baixa disponibilidade nutricional, Caiapé mostra-se menos tolerante ao Al que
Comum Branco e, sob alta disponibilidade nutricional, Caigpd mostra-se, a longo
tempo, mais tolerante que Comum Branco; e,

O parémetro raio radicular das raizes principais revelou em qualquer situagéo

testada, menor alteracéo na Comum Branco do que em Caiapo.
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RESUMO

Com o objetivo de verificar o efeito complexante do écido citrico e do &cido malico
sobre o Al, foram conduzidos vérios ensaios com plantulas de arroz de sequeiro des
variedades Comum Branco e Caiapd, sob condic¢Bes controladas de crescimento, além
da avaliacdo da exudacdo dos acidos organicos e de possivels ateracbes nos seus
contetidos internos radiculares em funcéo do Al. Pode-se concluir que: 0 método para
determinacdo de acidos organicos exsudados dos sistemas radiculares de plantulas de
arroz é eficiente paratal fim; que o acido citrico tem um poder de complexar o Al maior
gue o acido malico; que quando adicionado isoladamente, promove um estimulo tanto
na &rea como no comprimento radicular total e que o efeito atenuador dos &cidos citrico
e mélico foram mais acentuados na variedade Caiap6. Embora, a variedade Comum
Branco tem maior capacidade de atenuar o efeito do Al, pelas maiores quantidades de
&cidos citrico e malico, principamente, exsudados e acumulados em seu sistema

radicular.

Palavr as chave complexagdo de Al; acido citrico; acido malico.
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ABSTRACT

The objective of this study was to verify the Al complexant effect of citric and malic
acid. Also, to evaluate the root exudation of the organic acids, and possible alteration in
their internal root contents as a consequence of Al levels. Several experiments were
conducted with upland rice seedlings of the varietys Comum Branco and Caiap6, under
controlled growth conditions. The method for determining the organic acids exudated
by the rice seedling roots is efficient. The citric acid has an Al complexant power
highest than the malic acid. When added separately, the malic acid promotes an
inducement in the development of root area and of the total root length. The attenuation
effect of the citric and malic acids is more accentuated in the variety Caiapd. However,
the Comum Branco has highest attenuation of Al effect capacity, due to the amount of
citric and malic acids exudated and accumulated in the root system.

Key words: Al complexation; citric acid; malic acid.
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1. INTRODUCAO

A exudacdo de &cidos organicos tem sido um dos mecanismos apontados como
responsaveis pela toleréncia ao aluminio de uma grande parte das plantas cultivadas,
porém sdo escassas as informagdes sobre esse mecanismo no arroz, além disso e quase
gue inexistente a informacgao se a detoxificagdo seria externa ou interna nesta cultura.
Como ponto de partida, pode-se postular uma hip6tese de trabalho admitindo a
existéncia deste mecanismo e ainda considerar a atuacdo conjunta de mecanismos
externos e internos de detoxificagcdo por meio de acidos orgénicos. Nas variedades
tolerantes, inicialmente, a fim de garantir a expansdo radicular, ativariam o0s
mecanismos de exclusdo do simplasma, e posteriormente a complexagdo interna
garantiria a manutencdo do desenvolvimento das raizes laterais, terciarias e de menor
ordem, pois no surgimento destas, h4 rompimento das barreiras de protecdo da raiz
principal (endoderme), por onde o Al poderia ter contato mais intimo com as céulas
gue estdo em processo de divisdo e/ou elongagéo.

Outro ponto importante, inclusive nas demais espécies vegetais cultivadas que ja
foram utilizadas nestes trabalhos, é saber se a quantidade do &acido exudado
isoladamente é suficiente para complexar o Al presente no meio de crescimento destas
plantas, ja que ver-se-4, pela revisdo da literatura, que a exudacdo desses pode ser
inespecifica, ou melhor, pode ocorrer quando a planta estd submetida a qualquer
estresse bidtico ou abidtico, e, neste caso sgja de toxidez por metais, seja por estresses
induzidos pela deficiénciamineral (Ryan et al, 2001).

Assim, esse trabalho tem por objetivo avaliar amagnitude do efeito complexante
de &cidos organicos em arroz de sequeiro, onde especificamente pretendeu-se:

1. Quantificar o efeito complexante de cada um desses acidos i soladamente;

2. Estabelecer um protocolo que permita quantificar a exudagdo total do sistema
radicular;

3.  Veificar o efeito do &cido citrico e mélico adicionados externamente para
complexacdo do Al;

4.  Quantificar os teores de &cidos citricos, malico e oxaico exudados pelo sistema
radicular de plantulas de arroz; e,

5. Quantificar os teores de acido citrico, mélico e oxdlico acumulado no sistema

radicular de plantulas de arroz;
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2. REVISAODE LITERATURA

Uma grande quantidade de substancias sdo exudadas pelas raizes, entre elas
podem ser citados, aclicares, compostos aminados, &cidos organicos, &cidos graxos,
esterGis, nucleotideos, flavonas, enzimas e outras substéncias. Destes, os é&cidos
organicos tem interesse especial com relacdo a toxicidade por Al e outros metais ou ao
nivel nutricional da planta (Jones, 1998; Ryan, 2001), participando como componentes
chave no sistema operacional dainterface solo-raiz (Bucio et al, 2000).

Em teoria, nem todos os é&cidos organicos apresentam potencial para a
complexacdo com Al. A capacidade de detoxificacdo esta relacionada com a posicao
relativa dos grupamentos OH™ e COOH na cadeia principal dos écidos organicos e das
constantes de dissociacdo. Entre os acidos organicos que apresentam maior capacidade
de complexar o Al estdo o citrato, oxalato e malato. Esses acidos sdo mais eficientes na
amenizacdo da toxidade de aluminio, em contraste com os acidos férmico, maléico,
acetico (Mijazawa et al, 1992). Mijazawa et al (1992) determinaram a atividade tdxica
do aluminio em fungdo da concentracdo do ligante presente e concluiram que o éacido
citrico e oxdlico tem maior poder complexante em relacdo ao acido malico. Os autores
utilizaram plantas de trigo (onde a quantidade restante de Al na solucdo seria
proporcional ao inverso da redugdo do crescimento radicular) como testemunha, além
de eletrodo seletivo para fluoreto (determinagdo direta do Al) e o programa Geochem.
Delhaize et al (1993a) por sua vez, determinaram um efeito quelante de aluminio pelos
acidos malico e citrico, maior do que o observado para o &cido succinico. Hue et al
(1986), ressaltou a forte capacidade de amenizagéo do Al-toxico pelo &cido citrico.

Tipicamente, as raizes contém diversos &cidos organicos que variam em
comprimento de cadeia, como o lactato, acetato, oxalato, succinato, fumarato, citrato,
malato, isocitrato e aconiato, que sdo produzidos no ciclo do acido citrico (ou Ciclo de
Krebs), e, dependendo da intensidade do seu funcionamento, € possivel o acimulo
destes nas células e, possivelmente, sua exudacdo para o meio externo (Ryan et al,
2001).

O envolvimento de &cidos organicos em mecanismos efetivos de detoxificacdo
interna de Al também foi sugerido nesta década na década de 90, por Rengel (1992),
embora Struthers & Sieling na década de 50, aventaram a hipétese que os acidos citrico,

oxdlico, tartarico, malico, malénico e lactico poderiam ser eficientes na prevencéo da



toxidez por Fe e Al. Jones (1961) sugeriu que em espécies tolerantes, acidos organicos
poderiam complexar o Al evitando a precipitacdo de Al-P, que poderia ocorrer
normalmente nas plantas ndo tolerantes em condic¢des de pH fisioldgico. Helyar (1980)
também sugeriu a existéncia de um mecanismo de detoxificacdo interna, baseado na
complexacao e sua posterior compartimentalizacdo vacuolar.

Recentemente, outros autores (Ma et al., 1998a; Pintro et al., 1997; Ryan et al,
2001; Barcel6 et al, 2002) tém mostrado que esses &cidos podem estar envolvidos em
detoxificacdo interna, ligando-se com Al no vacuolo, local onde, por exemplo, o &cido
malico é normal mente armazenado. O mecanismo proposto ja foi apresentado no tépico
“Estado daArte”.

Na Tabela 18, sdo apresentados indicios de exudacdo de &cidos organicos por
diferentes espécies em respostas a estimul os ambientais.

Tabela18. Exudacdo de alguns acidos orgéanicos por deferentes espécies de plantas
em respostas a estimulos ambientais.

Espécie Acidoorganico Estimulo Taxa de exudagéo Referéncia

nmol / apice/ hora

Triticum aestivum line ET3 Malato +Al 2.0 Ryan et al, 1995

Triticum aestivum cv Atlas 66 Malato +Al 0,92 Osawa & Matsumoto, 2001

Brassicanapus Malato / Citrato -P Hoffland et al, 1989

Zeamayscv SA 3 Citrato +Al 0,25 Pellet et al, 1995

Zeamaystolerant selection )

from v IAC-TAIUBA Citrato +Al 0,13 Jorge & Arruda, 1997

Zeamayscv ATP-Y Citrato +Al 1,3 Kolmeier et al. 2001

nmol /gRaiz/h
- . +Al 150/50 .

Feijéo Preto Citrato/ Maato tla 50/2 Silvaet al, 2001

Secaleceredecv King Citrato/ Maato +Al 26-70/15-35 Li et al, 2000b

Oryza sativacv Senatore Citrato +Al 44 Maet al, 1997

. ) -Al 106 .

Cassiatora Citrato Al 268 Ishikawa et al., 2000

Glycine max var. Suzunari Citrato +Al 115 Yang et al, 2000

Glycine max genotype Pl ) !

416937 Citrato +Al 49 Silvaet al, 2001

Miscanthus sinensis Citrato +Al 9,7 Kayama, 2001

Galium saxatile Citrato +Al 70 Schéttelndreier et al, 2001

Rumex acetosella Oxaato +Al 105

Camelliasinensiscv Y abukita Citrato +Al 0,17 Moritaet al, 2001

Oxaato +Al 35

;?;‘)’(?yrum esculentum cv Oxalato +Al 15 Zheng et al, 1998

ff)‘;'gocas"a esculentacv Bun- Oxalato +Al 47 Ma& Miyasaka 1998

Arabipopsisthaiana Citrato +Cu 122 Murphy et al, 1999

" Deficiéncia

Zeamays Citrato/ Maato Nutricional 430 Jones & Darrah, 1993
nmmol / planta/ dia

Orizasativa Citrato / Maato +Al 8000 Costade Macédoet al, 2001.
nmol / planta/ hora

Chickpea Malato/ citrato 20/04 Ryan et al, 2001
% datestemunha

Zeamays Citrato / Malato +Al 600—1200 /258 - 403 Pintroetal, 1997

Ma et al (1998) concluiram que atolerancia ao Al em trigo preto seria resultado
da complexacdo interna do Al por &cido oxalico. Este comportamento foi observado por
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outros autores (Pintro et al, 1997; Braccini et al, 1998), onde as concentracoes de Al nas
raizes de trigo preto, milho e café, ndo variaram significativamente entre variedades
tolerantes ou ndo ao Al, havendo porém diferencas significativas no desenvolvimento
das plantas tol erantes.

Delhaize et al (1993b) observaram a amenizacdo do efeito da toxidez do Al
sobre uma plantula aluminio-sensivel, com a adicéo externa de acido méalico na solucéo
contendo 50 MM de Al. Esses autores se utilizaram desse artificio para confirmar o
efeito da exclusdo do aluminio daraiz de pléantulas de trigo Al-tolerantes, visto que estas
acumulam relativamente menos aluminio no pice radicular que as Al-sensiveis. Zheng
et al (1998) observaram visualmente esse efeito da exudacdo em trigo preto, quando
houve excrecdo de acido oxalico, em apices radiculares expostos a 0 e 150 miM de Al
por 3h, na presenca de um corante especifico para Al (hematoxilina). Jones (1998)
também demonstrou que a excrecdo desses &cidos acontece, principalmente, na regido
de elongacéo radicular.

Relacionando a quantia de substancias exudadas para a rizosfera de apices com
0,5 mm radiais e 5 mm extensdo axial, Schenkel et al (1999) encontraram em feij&o,
citrato e malato nas concentracdes de 300 UM e 400 UM respectivamente por apice.

Dehaize et al (1993a), tentando confirmar o efeito do aluminio na ativagéo dos
genes controladores da extrusao de acido méalico pelo apice radicular, num experimento
de curta duracdo, plantas Al-tolerantes e Al-sensiveis foram expostas por 60 minutos a
solucéo contendo 200 nM de Al. Durante esse periodo o0 autor acompanhou a evolucdo
da concentracdo de &cido malico no meio e observou que tanto a variedade tolerante
como a sensivel, na auséncia de Al em solucdo ndo diferiram na quantidade de acido
excretado, assim como a sensivel ndo respondeu a presenca de Al. Uma provavel
explicagéo para este comportamento pode ser devido a um mecanismo de ativagdo, onde
0 Al, seriaachave do sistema.

A especificidade do ion Al, como ativador do gene Altl, responsavel, no caso do
trigo carazinho ou pléntulas neo-isogénicas tolerantes, pela extrusdo de &cido mélico
pelo apice da raiz foi confirmado por Delhaize et al (1993b), a partir de varios
tratamentos, incluindo doses de P, ja que era possivel que uma deficiéncia de P na
solucdo pela adicdo de aluminio, estivesse estimulando a exudacdo. No mesmo
tratamento utilizaram-se dois ions trivalentes, Fe e La, e os resultados obtidos
encontram-se na Tabela 19. Cabe ressaltar que as concentracdes de La inibiram a
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elongagdo radicular, porém ndo resultaram em aumento da quantidade de &cido malico
exudado.

Tabela19. Estimulacdo especifica de &cido mdlico nas raizes de trigo pelo Al. Dados
Delhaize et al (1993b).

Acido mélico exudado

Tratamento (nmol plantula® h'?)
OAl;2nmM P, <0,08
50mMM Al; 0P 3,57+ 0,08
0AIl; 0P, <0,08
50 MM Al; 100 MM P, 2,57+ 0,08
50 MM LaCls <0,08
50 MM FeCl3 <0,08

Outros trabalhos demonstram que o &cido citrico pode ser um exudado
importante como mecanismo de tolerancia ao Al de acordo com Mijazawa et al (1992).
Ma et al (1997) relataram secrecéo especifica de acido citrico em espécies Al-tolerantes
de Acécia. Apices radiculares de milho excretam predominantemente &cido citrico
(Jorgeet al., 1997).

O acido oxalico também tem sido descrito como o responsavel pelatolerénciaao
Al em varias espécies, como trigo preto (Zheng et al., 1998), trigo (Miyasawa et al.,
1992), taro (Ma & Miyasaka, 1998). O &cido succinico foi identificado como produto de
excrecan, mas em concentragdes menores. A exudacdo radicular de &cidos organicos
também estd envolvida na tolerancia diferencial de cevada e outras espécies (Rengel,
1992).

Em arroz, Antunes et al (1998) observaram que a aplicacdo externa de 400 vl
de é&cido citrico, a uma solucéo salina smples contendo 0,1 mM Ca e 160 nmM de Al,
reverte totalmente os efeitos da toxidez de Al sobre a elongacéo radicular na variedade
de arroz Maravilha, parcidmente em Caiapd, mas ndo IAC 47. Particularmente, a
variedade Maravilha foi classificada por Mendonga (1991) como altamente tolerante,
enquanto a variedade Caiap0, foi classificada como medianamente tolerante por
Vasconcelos et al (2002) e a variedade IAC 47 como sensivel por Mendonga (1991).
Isso sugere a hipétese, de que pode haver a exudacdo de &cidos organicos nas
variedades tolerantes em um determinado nivel, ndo suficiente para eliminar o efeito do
Al e que nas variedades com menor ou toleréncia nula, esse mecanismo ndo é efetivo.

Costa de Macedo & al (2001), estudaram a exudagdo dos &cidos mélico e citrico
em meio de cultura, assm como o acumulo do &cido mélico nas raizes e em calos

derivados de embrides de arroz de toleréncia diferencial (IRAT 112 e IR6023 -
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resistentes ao aluminio; Aiwu e IKP - variedades sensiveis) ao Al como um possivel
mecanismo de resisténcia ao metal, comparando-as a concentracdes de 0, 250 e 500uM

de aluminio, adicionado na forma de Al,(S04)3.18H-0, e concluiu que apenas 0 malato
em um periodo de 24 horas foi ligeiramente estimulado, ndo havendo diferenca nos
guantidades detectadas nos apices radiculares. Um adendo deve ser feito a esse trabal ho,
visto que, os niveis de Al utilizados por Costa de Macedo (2001) sdo altos, bem aquém
dos niveis que poderiam reduzir em 50% o sistema radicular (Vasconcelos et al, 2002),
além do qual seria dificil a comparacdo do efeito fitotéxico do Al. Porém, a autora
informa que a reducdo relativa do sistema radicular, nestas condicdes foi baixa, tanto
nas variedades tolerantes como nas sensiveis. Esse efeito pode ser decorrente a fonte de
Al utilizada, que segundo Kinraide & Parker (1987), diminui o efeito fitotdxico do Al

na solucdo, o que levou Costa de Macedo et al, (2001) a ressaltar em suas conclusbes
gue h& necessidade de novos estudos, inclusive para avaliar outros acidos orgéanicos.

Devem ser registrados os importantes avancgos feitos com o desenvolvimento de
linhas quase isogénicas em trigo, que diferem na expresséo génica para efluxo induzido
de malato, sob controle de um unico gene (Delhaize et al, 1993b). Esta é uma
metodol ogia de grande interesse, embora se saiba que muito provavelmente aresisténcia
ao Al em trigo (e outras gramineas cultivadas) é multigénica e ligada a véarios bragos
cromossomicos (Pellet et al., 1995).

Também é um avanco muito significativo o trabaho de Fuente et al (1997), que
mostraram a inducdo de tolerancia em plantas transgénicas de tabaco e goiaba, com a
introducdo de um gene bacteriano que super expressa a citrato sintetase, induzindo
portanto, elevados fluxos detoxificantes de citrato, que virtualmente “imunizam” essas
espécies sensiveis contra a injuria de Al. Por fim, Conway & Toenniessen (1999)
comunicaram o desenvolvimento de uma variedade transgénica de arroz tolerante ao Al,
gue se utiliza do mesmo mecanismo paratal.

2.1. Evolucéo na Deter minac&o de Acidos Or ganicos

A determinacdo de acidos orgénicos exudados de sistemas radiculares ou
encontrados naturalmente em solo ou extratos celulares, tem evoluido nos Ultimos anos,
sem duvida, reflexo da difusdo do uso da cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) entre os grupos de pesquisa.
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Estas substancias ja foram determinadas usando métodos como a cromatografia
gasosa (Hloss et al, 1984), ou métodos bioquimicos (Delhaize et al, 1993b). Atualmente
todos os traba hos na érea sdo conduzidos através da determinagdo por CLAE (Maet al,
1997; Ma et al, 1998a; Ma et al, 1998b; Zheng et al, 1998; Campos et al, 2002; entre
outros).

No entanto, para otimizar a obtencdo de resultados com esta técnica, em
exudados de raizes de plantas, s80 necessarios gjustes metodol dgicos, podendo assim,
esta técnica congtituir-se como uma ferramenta eficiente para a compreensdo de

mecanismos de tolerdnciaao Al*® (Campos et al, 2002).
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3. MATERIAL EMETODOS

Foram utilizadas as variedades de arroz sequeiro Comum Branco e Caiapo,
tolerantes ao Al em graus distintos, devidamente identificadas no Capitulo 1.

Para cumprir com os objetivos propostos, duas linhas de experimentos foram
idealizadas. A primeira para determinar o efeito complexante do Al com dois &cidos
organicos. mdico e citrico, em solucdo nutritiva, tendo como indicador o
desenvolvimento das raizes da variedade Caigpd. A segunda linha de experimentos foi
conduzida objetivando avadiar as quantidades dagueles dois &cidos e do oxdico,
exudados e contidos no interior dos sistemas radiculares de pléantulas das variedades
Caiap6 e Comum Branco.

Salvo as particularidades de cada conjunto de experimentos, abaixo
relacionados, o protocolo para cultivo das plantas, foi o descrito no Capitulo |, incluindo
as solucdes nutritivas utilizadas.

A contaminagdo com indculos de microorganismos, também poderia
comprometer os resultados, pois estes poderiam utilizar os &cidos organicos, aém de
acucares, como fonte de energia, ou mesmo ocasionar aumentos na exsudagéo (Jones &
Darrah, 1993), e para tal, adotou-se a pratica de submeter a solugdo nutritiva a luz UV,
por um periodo de 20 min, sendo que as |aminas nunca tinha espessura maior que 5 cm

para garantir a eficiéncia da esterilizacao.

3.1. Estabilidade dos Acidos Organicos em Solucéo

Uma mistura de acidos organicos (&cido citrico, malico, oxaico, fumarico e
benzoico, damarca Sigma - St. Louis, MO, USA, de concentracéo 100 niM, pH 4), que
seriam utilizados para calibrar o cromatografo (ver condicdes cromatograficas, item
3.2), foram armazenados sob condi¢des ambientais, a pH 4,0, em frasco transparente, e
analisado no tempo 0 e 6 meses depois. Diluigdes dessa solugdo foram utilizadas para
obtencdo das curvas de calibragdo para os acidos de interesse. Também foi testado o
efeito da concentracdo de 10 vezes das solucbes contendo os possiveis exudados. Para
tal a amostra era andisada inicialmente antes de submetida a concentracéo.
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Imediatamente, era levada a um rotavapor a 50°C, sob vécuo para sofrer a concentracao,
e apds esse procedimento, resuspendida ao volume inicial e analisada novamente.

3.2. Condigdes Cromatogr aficas

As condicles cromatograficas foram idealizadas como base nos procedimentos
descritos por Ma & Miyasaka (1998) e Zheng et al (1998), com ligeiras alteracdes de
acordo com as condi¢Bes disponiveis de trabal ho, principalmente do egquipamento e da
coluna disponivel em nosso laboratorio. Utilizou-se um sistema de Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE; Perkin EImer, Norwalk, CO, USA) congtituido de
uma bomba L C200, um detetor LC785A UV/VIS e um auto amostrador 1SS 200, sendo
os dados cromatogréficos e espectrais recolhidos em integrador PE Nelson modelo
1022. A coluna utilizada foi troca ionica (SUPELCOGEL C-610), de 300 x 7,8 mm, e
como fase mével empregou-se uma solucdo &acido fosférico 0,1%, de grau
espectroscopico (Marca TédiaO) com fluxo de 0,5 mL/min, de acordo com
recomendacOes do fabricante. O cromatograma obtido pelo fabricante (SUPELCO,
1999), para os acidos estudados é apresentado no Anexo 1 (pag. 135). PadrBes com
concentracdo variavel foram utilizados para quantificar os é&cidos, sendo que as curvas
de calibragdo utilizadas encontram-se no Anexo 2 (pag. 136).

As amostras foram filtradas previamente em membranas de nylon 0,47 mm e 50
m foram injetados no sistema. O tempo total de corrida foi de 25 minutos e apds esse
tempo aumentou-se o fluxo para 1,0 mL/min, paralavar o sistema.

A deteccdo foi realizada a211 nm, o que coincidiu muito proximamente com a
faixa utilizada por Ma & Miyasaka (1998) e Zheng et al. (1998), que trabalharam com
210 nm.

3.3. EfeitodaAdicdo Externade Acidos Organicos

A solucgdo nutritiva utilizada foi a descrita no Capitulo |, diluida a %2 da forca
iGnicaorigina e pH 4,0+0,01. As plantulas foram submetidas as doses de 0 e 160 nmol
de Al (suficiente para promover uma reducéo de 50% da &rea e comprimento radicular
da variedade tolerante) combinadas com duas doses de &cido citrico (0 e 160 nmol) e

duas de &cido mdico (0, e 160 mmol), por um periodo de 7 dias. No tempo O e aos 7
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dias, uma aliquota de 10 ml da solucéo de cada parcela experimenta foi coletada e
analisada por CLAE nas condi¢cdes acima descritas. Ao fina dos 7 dias, as plantas
também foram coletadas e os parémetros radiculares (area e comprimento radicular
total) determinados de acordo com o protocol o descrito no Capitulo 1.

3.4. Coleta de Amostra para Analise de Acidos Organicos Exudados e
Contidos no Sistema Radicular

Foram coletados 200 mL de amostra da solugdo nutritiva, com e sem Al no
tempo O e ao final de cada experimento de cada parcela. As amostras tiveram seus
volumes reduzidos 10 vezes no rotavapor a 50°C sob vacuo, e foram armazenadas em
frascos @mbar na geladeira a 5°C. Procedia-se entéo a filtragem em membrana 0,47 mm
e um volume de 50 L injetado no sistema CLAE.

O contetido de é&cido citrico, malico e oxadlico eram obtidos subtraindo-se os
valores obtidos das areas relativas dos picos correspondentes no tempo 0, que em geral
eram insignificantes.

Também, ao final do experimento, as plantulas eram segmentadas em raiz e
parte aérea, e adotando a metodologia proposta no Capitulo I, as imagens dos sistema
radicular total eram digitalizadas e arquivadas para andlise posterior com auxilio do
SIARCSO.

Ap6s a digitalizacgo das imagens, as raizes eram imediatamente acondicionadas
em frascos de polipropileno na presenca de etanol 80% e armazenadas em geladeira até
serem preparados os extratos de acordo com ametodologia proposta por Silva et al
(2001), quando eram maceradas manual mente, as fragdes polares separadas com auxilio
de funis de decantacéo.

A fragdo de interesse era armazenada em frascos ambar e acondicionada
novamente em geladeira, até o momento de injecdo (10 ni) no sistema CLAE, também

apos filtragem em membrana 0,47 mm.
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4. RESULTADOSE DISCUSSAO

4.1. Estabilidade de Acidos Organicos em Solucéo

Na Tabela 20, so apresentados os resultados de tempo de retencéo (tr) € &rea
relativa para cada &cido da amostra padréo, no intervalo de 6 meses. Houve diferencas
entre o tempo de retencdo dos acidos, que ndo foram suficientes para dificultar a
distinc&o dos respectivos picos destes produtos nos cromatogramas (Anexo 3 e Anexo
4; pag. 137). As pequenas diferencas no tg, maior apds 6 meses de armazenamento,
podem ser atribuidas a protonagéo e/ou deprotonacdo dos acidos, porém o intervalo de
tempo foi mantido.

Com relacdo as quantidades detectadas, a maior reducéo ocorreu com o &cido
citrico (4,06%) para o periodo de 6 meses, que também ndo seriam suficientes para
ocasionar resultados significativos ou ndo das demais amostras, visto que esta dentro da
faixa de erro informada pel o fabricante da coluna e do sistema CLAE. Os demais &cidos
também tiveram variacdo de area integrada, da mesma forma néo significativa (Tabela
20; os cromatogramas dos padrdes sdo apresentados no Anexo 3 e no Anexo 4, na pag.
137).

Tabela20. Tempo de retencéo e &rea integrada de cada acido orgéanico contido na
amostra padréo, com intervalo de 6 meses em agua. Valores obtidos por

triplicata.
Acido Parametro Avaliado Nov / 2000 Abr / 2001
. tr (Min) 8,46a 8,96a
Oxalico .
Areardativa 845221a 853165a
_ tr (Min) 10,682 10,37a
Citrico .
Arearelativa 87253a 85691a
. tr (Min) 12,37a 12,03a
Mdlico ;
Arearelativa 135116a 130471a
. tr (Min) 20,12a 21,32a
Fumarico ;
Areardativa 176143a 175896a
. tr (Min) 27,63a 27,80a
Benzobico .
Areardativa 67925a 63695a

(a) Valores seguidos da mesma letra entre colunas ndo diferem significativamente
entre s, pelo teste de Tukey a5%.
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A concentracdo a 50°C também ndo ocasionou problemas maiores na
guantificacdo, visto que os acidos foram totalmente recuperados quando ressuspendidos
ao volumeinicial, como mostrado na Tabela 21.

Tabela2l. Areaintegrada de cada &cido organico contido na amostra padréo e apds a
ressuspensdo. Os valores sdo médios de triplicatas.

Acido Amostra padréo ApOs ressuspensio
Oxdico 853165a 865236a
Citrico 85691a 85267a
Mdlico 130471a 129362a
Fumaérico 175896a 176543a
Benzoico 63695a 62956a

Valores seguidos da mesma letra entre colunas ndo diferem
significativamente entre si, pelo teste de Tukey a 5%.

Quanto ao protocolo para desenvolvimento das plantas e coletas dos possiveis
exudados (Figura 37), houve uma reducdo da &rea integrada, porém nao significativa, de
1,4% na quantidade de &cido citrico na solucéo durante o tempo de experimentacéo de
15 dias.

Tempo O 15 dias

°.e36
e.e36

°.e3aq
°.e34

@- a3z e.a32

S Acido Citrico
TR : 10,46 min

°.e26 °.az6

°.oza

[

]
10.04
15.0

5.84

-------

168.84
15.@

uuuuuuu

Figura37. Cromatogramas do acido citrico (exdégeno) no tempo O e ao final do
periodo experimental (15 dias).
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4.2. Efeito da Adigio Externa de Acidos Organicos

O efeito do Al sobre as variedades, em termos de reducdo relativa de area e
comprimento radicular (RRART e RRCRT, respectivamente) repetiu-se, conforme
discutido no Capitulo |I, para as variedades Comum Branco e Caigpd crescidas na
presencade Al por um periodo de 4 dias.

| soladamente o &cido citrico na concentracdo adicionada ndo ocasionou efeitos
significativos na ART e CRT das variedades, evidenciadas pelas suas reducdes relativas
(Figura 38 e Figura 39).

Na variedade Caiap0, quando adicionado o é&cido citrico na presenca de Al,
houve uma amenizacdo significativa de RRART em 33,7%, enquanto que na variedade
Comum Branco, esta atenuagédo foi de 26,9%. A RRCRT, por sua vez, nestas mesmas
condicdes foi atenuada em 26,3% na Caiapd e 29,8% na Comum Branco, que nédo

diferiram significativamente.

140 - B0 Caiapd

m Comum Branco

RRART (%)

-Al -Cit +Al-Cit -Al+Cit +Al+Cit

Tratamentos

Figura38. Reducdo relativa da &rea radicular (RRART, %) das variedades de arroz
Caiap6 (CA) e Comum Branco (CB) submetidas aos tratamentos a 0 e 160

mmol Al L™ (-Al e +Al), combinadas com 0 e 160 nmol L™ de &cido
citrico (-cit e +cit). A barraindicaa DMS.

Zonta et al (2001), trabalhando com uma concentracdo de 320 nmol e &cido
citrico e 160 mmol de Al, encontraram resultados semelhantes, porém com uma resposta
mais acentuada e significativa de atenuacdo da RRART em ambas as variedades.
Também para CRT, o autor encontrou respostas de maiores magnitudes e significativas
entre as variedades, provavelmente, devido a menor forca ibnica a que as plantas
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estavam submetidas (1/4 da forca ibnica total recomendada). Zonta et al (2001),
atribuiram esse maior efeito do acido citrico na variedade Caiap6é do que no Comum
Branco, a uma possivel complexacdo interna do Al, nesta Ultima, ndo sO por acido
citrico, mas provavelmente também por outros &cidos de baixo peso molecular e
integrante dos mecanismos metabdlicos, principalmente, do ciclo do &cido citrico (Ryan
et al, 2001).

0 Caiapd
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RRCRT (%)
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Figura39. Reducéo relativa do comprimento radicular (RRCRT, %) das variedades
de arroz Caiapd (CA) e Comum Branco (CB) submetidas aos tratamentos a
0 e 160 mmol Al L (-Al e +Al), combinadas com 0 e 160 mmol L™ de
acido citrico (-cit e +cit). A barraindicaaDMS.

O &cido mélico, quando adicionado externamente na concentracdo de 160 mmol
de Al, fez com que houvesse aumentos significativos na ART e CRT das variedades.
Na variedade Caiap0, o acido mélico aumentou ndo significativamente 10,6% a ART
(Figura 40), enquanto que na Comum Branco, esse aumento foi de 21,4%. O CRT foi
mais estimulado por esse &cido, onde houve incrementos de 26,0% e 29,2% do
parédmetro quando o &cido malico foi adicionado na auséncia do Al (Figura 41). Efeitos
estimulatérios por acidos de baixo peso molecular, em baixas concentracdes foram
apontados por Camargo et al (2001) e podem ser atribuidos a seus efeitos hormonais.

Na presenca do Al, o &ido malico ocasionou atenuagdo na RRART significativa
na variedade Caiapd, 19,8% e ndo significativa na Comum Branco de 12,8% (Figura
40). Seu efeito atenuante na RRCTR foi também mais acentuado e significativo na
variedade Caiap6 (20,0%), e menor e ndo significativo (9,2%) na Comum Branco
(Figura41).
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Esses dados confirmam os citados na literatura, onde vérios autores
evidenciaram um maior efeito complexante do &cido citrico quando comparado com o
&cido malico (Hue et al,1986; Delhaize et al, 1993a).

Zheng et al (1998), em trabalho com milho, encontrou resultados semel hantes,
porém neste caso, malato amenizou levemente a toxidez do Al, quando comparado com
o citrico e oxalico na variedade sensivel, sugerindo que a exudacdo, principalmente de
acido citrico, poderiarepresentar uma economia de C quando da submisséo ao Al.
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Figura40. Reducdo relativa da area radicular (RRART, %) das variedades de arroz
Caiapd e Comum Branco submetidas aos tratamentos a 0 e 160 nmol Al L
! (-Al e +Al), combinadas com 0 e 160 nmol L™ de &cido mélico (-mal e
+mal). A barraindicaaDMS.
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Figura4l. Reducéo relativa do comprimento radicular (RRCRT, %) das variedades
de arroz Caiapd (CA) e Comum Branco (CB) submetidas aos tratamentos a
0 e 160 mmol Al L (-Al e +Al), combinadas com 0 e 160 mmol L™ de
acido malico (-mal e +mal). A barraindicaa DMS.
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Em seu conjunto, os dados evidenciam um efeito maior na variedade Caiapo, da
adicdo de ambos &cidos na atenuacdo das reducles relativas de area e comprimento
radicular total, o que pode ser atribuido a um mecanismo diferencial de tolerancia,
interno ou externo, relacionado ou ndo aos acidos organicos (Ma et al, 2001), que
podera ser discutido melhor quando da apresentacéo dos dados dositens 4.3 e 4.4 deste

capitulo.

4.3. Exudagcio de Acido Citrico e Acido Malico

Tanto na auséncia, bem como na presenca de Al, a variedade Comum Branco
exudou no periodo de 4 dias uma quantidade significativamente maior (30,1 e 42,1%,
respectivamente) de acido citrico em comparacdo com a variedade Caiap0, conforme
mostrado na Figura 42. Comparando-se também as quantidades exudadas pelas duas
variedades, somente na presenca de Al, é possivel observar que a variedade Comum
Branco exudou aproximadamente 0,884 mmol deste acido a mais que a Caiapd no
periodo de 4 dias (Anexo 5, pag.138). Isso significaria que a variedade Comum Branco
manteve no periodo uma taxa de aproximadamente 9,2 nmol de &cido citrico planta™ h’
! maior que Caiapo.

Em termos de grandeza absoluta, a variedade mais tolerante conseguiu externar
no periodo 1,381 mmol de &cido citrico planta’, o que leva a uma taxa de 14,38 nmol
planta® h. Esse valor é condizente com os apresentados por Ryan et al (2001), em sua
revisdo sobre o do assunto, quando os dados s80 expressos com base na massa da raiz.
Por outro lado, é uma quantidade relativamente baixa se comparada com os montantes
encontrados por Kirk et al (1999), 337 nmol cm de raiz* h', contra 0,115 nmol cm de
raiz h', conseguidos nestes experimentos. Porém, estes autores verificaram em seus
experimentos o efeito da exudacédo de citrato sob deficiéncia de P. 1sso inclusive pode
explicar os maiores teores encontrados na solucéo de cultivo, na auséncia de Al, para a
variedade Comum Branco, uma variedade tradicionai, que conforme ja destacado,
apresenta, ao que parece pelos estudos ja conduzidos, ndo so alta tolerancia ao Al, mas
também alta eficiéncia no uso de nutrientes (Zonta, 1996). Este mesmo mecanismo, tem
sido vislumbrado por diferentes autores como um mecanismo efetivo para sobrevivéncia
de plantas em solos com baixos teores de P (Ryan et al, 2001; Kirk et al, 1999; Ma,
2001).
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O oxalato também foi exudado pelas duas variedades, porém para o periodo de 4
dias, em quantidades infimas, quando comparadas com a quantidade de &cido citrico,
ndo havendo diferencas significativas entre variedades ou mesmo na interacdo destas
com presenga ou ausénciade Al (Figura42).

Ja os contetidos de acido médlico foram afetados significativamente em ambas
variedades na presenca do Al. Inversamente ao ocorrido quando do uso do &cido citrico,
0S duas variedades responderam na mesma intensidade, nd&o diferindo
significativamente entre si, mesmo na ausénciado Al (Figura 42).

Para um periodo mais longo de exposicdo ao Al (15 dias), as tendéncias de
exudacdo foram mantidas (Figura 43). O oxaato continuou a ser excretado por ambas
variedades, tanto na presenca como na auséncia do Al, em quantidades ndo diferentes
estatisticamente, porém, em decorréncia ao maior periodo de exposicdo uma quantidade
até 7 vezes maiores dasubstancia puderam ser detectadas.

O &cido citrico, principamente na variedade altamente tolerante ao Al, teve um
acréscimo de 304% da quantidade exudada quando esta variedadefoi submetida ao Al.
Na variedade Caigpd, o aumento da exudacdo desse &cido foi de 228%, quando
comparada também a sua testemunha (auséncia de Al). Essa quantidade de &cido malico
exudada pela variedade Comum Branco, leva a uma taxa média, para o periodo, muito
maior do que a observada para o periodo mais curto de exposi¢do, chegando neste caso
a 19,9 nmol &cido citrico planta® h™. Se este valor for comparado em termos de &rea
radicular, a quantidade obtida ser4 0,03 nmol cm raiz* h?, o que representaria uma
reducdo na taxa de efluxo do acido, porém, sabendo-se que grande parte deste acido é
excretado diretamente pelos &pices radiculares (Barcdd et al, 2002), esse
comportamento reforca a hipétese de que a contribuicéo das raizes laterais é de suma
importancia na manutencdo do crescimento radicular de plantas tolerantes ao Al, visto
que para o periodo houve um aumento significativo do nimero de raizes laterais, o que
garantiu uma taxa média de 27,7% maior de exudacdo, quando comparada com a taxa
média para um menor periodo de exposi¢ao.

De uma forma geral, os dados contrastam com os apresentados por Costa de
Macedo et al (2001), pois apresentaram valores distintamente menores para a cultura do
arroz. O autor concluiu ndo ser este um mecanismo de tolerénciaao Al efetivo em arroz,
mesmo que tenha encontrado valores de mmol destes mesmos acidos nas variedades
estudados.
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E importante ressaltar que n&o se espera que as quantidades encontradas desses

acidos sgjam suficientes para complexar todo o Al presente na solucéo, mas que reduza

a atividade do Al na rizosfera, ja que a reducéo dos parametros radiculares, tanto em

variedades sensiveis como tol erantes, obviamente em graus distintos sempre acontecera

Figura42.
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(CB) e Caip6 (CA), na presenca (+) ou auséncia (-) de Aluminio (Al), por
um periodo de 4 dias de exposi¢ao ao elemento. A barra ao lado dalegenda
indicaa DM para cada acido, respectivamente.
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(CB) e Caipd (CA), na presenca (+) ou auséncia (-) de Aluminio (Al), por
um periodo de 15 dias de exposicdo ao elemento. A barra ao lado da
legendaindicaa DM S para cada acido, respectivamente.
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4.4. Complexacdo Internado Al por Acido Citrico e Acido Malico

Quando as variedades foram submetidas ao estresse por Al por um curto periodo
de tempo, a quantidade dos acidos acumulada em seus tecidos radiculares foi
significativamente superior para a variedade mais tolerante (Comum Branco), conforme
mostrado na Figura 44. Essa variedadeacumulou 83,3% a mais de &cido citrico quando
comparada com auséncia de Al e 81% a mais de &cido quando comparada com a
variedade Caigpd submetida ao Al. A variedade Comum Branco acumulou também
significativamente mais &cido oxalico quando submetida a0 Al e quando comparada
com a variedade Caiap0 (Anexo 6, pag. 138).

As quantidades de &cido malico ndo diferiram significativamente entre as
variedades, ou quando da sua submissdo ao Al, mostrando que 0 mecanismo de
transporte deste &cido, para 0 meio externo parece ser mais eficiente do que o
mecanismo que atua sobre o transporte de &cido citrico. Essa inferéncia pode ser feita
comparando-se a Figura 42 e a Figura 44, onde observa-se que a variedade Comum
Branco mantém significativamente exudacdo quando exposta ao Al, ndo acumulando o
a&cido méico em seu sistema radicular, mesmo que a despeito das diferencas

guantitativas com o écido citrico.

4500 -
[ ] I moxalato

3750
i
& 3000 1 [ ocitato
o
8 2250
8 I O Malato
S 1500 -
£
c

| lim
CB -Al CB +Al CA -Al CA +Al

Tratamentos

Figura44. Conteldo de acidos organicos acumulados nas raizes das variedades de
arroz Comum Branco (CB) e Caip6 (CA), na presenca (+) ou auséncia (-)
de Aluminio (Al), por um periodo de 4 dias de exposi¢do ao elemento. A
barra ao lado dalegendaindicaa DMS para cada acido, respectivamente.

Para um periodo maior de exposicdo ou ndo ao Al, as quantidades acumuladas
dos &cidos foram maiores em comparagdo com um menor periodo de exposicéo (Figura
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44 e Figura 45), ocasionados pelo proprio desenvolvimento do sistema radicular, que
em média quadruplicou seu volume (Capitulo |1).

Na variedade Comum Branco, as quantidades de todos os acidos estudados
foram significativamente superiores quando esta foi submetida ao estresse por Al. Ja
paraavariedade Caiapo as diferencas foram significativas apenas para &cido citrico.

Comparando a variedade Caiapé com a Comum Branco, sob submisséo ao Al,
observa-se que a quantidade de &cido citrico acumulada naguela foi 63,1% menor, assim
como as quantidades dos demais também foram também significativamente menores
(Figura 45).

Para a variedade Comum Branco o acumulo significativo de &cido oxalico pode

indicar ineficiéncia do mecanismo de transporte deste para o meio externo.
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Figura45. Conteldo de acidos organicos acumulados nas raizes das variedades de
arroz Comum Branco (CB) e Caiap6 (CA), na presenca (+) ou auséncia (-)
de Aluminio (Al), por um periodo de 15 dias de exposi¢do ao elemento. A
barra ao lado dalegendaindicaa DMS para cada acido, respectivamente.

Neste estudo, as diferencas encontradas em ambas as variedades quando
submetidas ao Al foram sempre maiores que as relatadas na literatura, tal
comportamento, em parte pode ser explicado porgue os inimeros trabalhos tém sido
feitos utilizando-se somente os pices radicul ares principais, negligenciando o papel dos
apices das raizes laterais, que apresentam proporcionalmente uma quantidade de area
ativamuito maior.

Os dados, por sua vez, concordam com os de Menosso e al (2002), que

mostrando que a variedade tolerante de soja acumulou, na auséncia de Al, 54% do total
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dos éacidos organicos identificados, e 0 grupo sensivel, 46%. Lee & Foy (1986) também
encontraram, em extratos de raizes de feijdo, maiores acimulos de &cidos na variedade
tolerante, com 52%, contra 48% na variedade sensivel. Cambraia et al (1983) também
encontraram maiores acumulos de &cidos na variedade tolerante de sorgo, com 69%,
contra 31%, na variedade sensivel.

Individualmente, o acido citrico apresentou o valor mais elevado, tanto na
solugdo sem Al, como na solugcdo com Al, a curto ou longo tempo, indicando ser uma

caracteristica da espécie (Popp & Kinzel, 1981).

4.5. Consideracdesa Cerca do Mecanismo de Tolerancia Estudado

A luz dos presentes dados pode-se inferir que o arroz apresenta efetivamente a
complexacdo do Al por &cidos organicos como um mecanismo de tolerancia ao Al,
mesmo que essas quantidades fossem relativamente baixas quando vislumbrada a dose
de Al utilizadas (160 mmol de Al L™!) em comparacdo com as quantidades exudadas ou
acumuladas (em 5 vezes menor no periodo de 15 dias). O computo da quantidade total
revela um maximo de 25,1 nmol total de acidos, que fisico-quimicamente ndo poderiam
evitar que a quantidade de Al utilizada ocasionasse danos a planta, porém, com certeza
reduzem a atividade do Al em solucdo, assim como podem complexar o Al que por
ventura penetrasse na célula vegetal, via meristema de crescimento, via rompimento da
endoderme quando da emissao de raizes |aterais.

A presenca de quantidades razodveis de oxalato nos tecidos radiculares também
sugere algum mecanismo tal qual proposto por Maet al (2001), onde este acido poderia
estar sendo utilizado para o armazenamento do Al nos vacuol os.

Cabe ressaltar também que em solucéo nutritiva o efeito do Al é exacerbado, se
comparado com as mesmas quantidades em solo, onde numerosas interagbes com o

elemento pode ocorrer, visto a complexidade intrinseca do sistema.
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5. CONCLUSOES
Os presentes dados nos permitem concluir que:
Os métodos aplicados para determinacdo de &cidos organicos exudados dos sistemas
radiculares de pléntulas de arroz sdo eficientes paratal fim;

O &cido citrico tem um poder complexante do Al maior que o acido malico;

Adicionado isoladamente, o &cido malico promove um estimulo tanto na &rea como

no comprimento radicular total;

O efeito atenuador da adicdo dos acidos citrico e malico sdo mais acentuados na
variedade Caiapo.

A variedade Comum Branco teve maior capacidade de atenuar o efeito do Al pelas
guantidades de é&cidos citrico e mélico, exudadas e acumuladas em seu sistema
radicular.
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CONCLUSOES GERAIS

Dentre as conclusdes obtidas, pode-se ressaltar que, com relacéo a determinacéo
dos pardmetros radiculares. o medidor fotoelétrico subestima os valores de &rea
comprimento radicular, além de ndo discriminar a toleréncia diferencial ao Al, quando
comparado com o método da andlise digital das imagens; a aquisicdo das imagens de
raizes, para serem processadas pelo SIARCS, deve ser obtida preferencialmente com
scanner, ja que a camara fotogréfica digital também subestima a érea radicular, e ndo
diferencia totalmente a tolerancia varietal em plantulas de variedades de arroz de
sequeiro. A melhor densidade para varredura do scanner no momento da digitalizacéo é
de 300 dpi, e o protocolo elaborado no decorrer destas fases experimentais deve ser
seguido evitando assim aumentos Nos erros experimentais.

Com relagdo ao efeito do Al em diferentes niveis nutricionais e tempos de
exposicdo: a variedade de alta tolerancia ao Al (Comum Branco), quando na presenca
de Al, a qualquer tempo ou disponibilidade nutricional, desde que o Al estgja com
mesma atividade em solucéo, apresenta menor reducdo dos parametros radiculares; a
variedade tolerante ao Al (Caiap0), apresenta grau variado de toleréncia ao el emento, de
acordo com a disponibilidade nutricional a que esta exposta; sob baixa disponibilidade
nutricional, Caiapd mostra-se, de fato, menos tolerante ao Al que Comum Branco; sob
alta disponibilidade nutricional, Caiapé mostra-se a longo tempo mais tolerante que
Comum Branco, e, o par@metro raio radicular das raizes principais, revelou em qual quer
situacdo testada, menor ateracdo na Comum Branco do que em Caiapd. Com base
nestas conclusdes, pode-se afirmar efetivamente que a variedade Comum Branco tolera
o Al, e que a variedade Caiap6 pode aclimatar-se ao Al, quando esta sob maior
disponibilidade nutricional .

Com relacdo a agdo dos acidos citrico e mdlico natoleréncia: a metodologia para
determinacdo de acidos orgéanicos exudados dos sistemas radiculares de plantulas de
arroz é eficiente para tal fim, que o acido citrico tem um poder complexante do Al
maior que o &cido mdlico, que quando adicionado isoladamente, o &cido malico
promove um estimul o tanto na &rea como no comprimento radicular total e que o efeito
atenuador dos é&cidos citrico e malico sdo mais acentuados na variedade Caiapd; A
variedade Comum Branco tem maior capacidade de atenuar o efeito do Al pelas
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guantidades de é&cidos citrico e malico, principalmente, exudadas e acumuladas em seu
sistemaradicular.
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ANEXOS

1.Acido oxdlico
2. Acido citrico
3. Acido tartarico
. 4.Acido mdlico
5. Acido succinico
6. Acido formico
7.Acido Acético
8. Acido fumarico

SV

Anexol.  Cromatograma dos padrdes dos acidos na coluna SUPELCOGEL C-610H.
SUPELCO, 1999.
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y =119802,40x (P<0,0001)
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Curvas de calibracdo utilizadas para determinacdo dos &cidos de interesse

(&cido citrico, mdlico e oxdico).
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Anexo 5.

------

il S

_

Perfil cromatogréfico da exudacdo de acidos organicos por Caiapl e
Comum Branco, respecitivamente, submetidas a 160 nmol de Al por 4
dias.

Perfil cromatogréfico de &cidos organicos contidos no sistema radicular

das variedades de arroz de sequeiro Caigp6é e Comum Branco,
respectivamente submetidas a 160 nmol de Al por 4 dias.
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