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RESUMO

FONSECA JUNIOR, Elcio Meira da, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, Margo
de 2007. Producdo de intermediarios reativos de oxigénio em arroz, na
presenca de aluminio. Orientador: José Cambraia. Co-Orientadores: Juraci
Alves de Oliveira e Marco Antonio Oliva Cano.

Neste trabalho, avaliou-se a producdo de intermedidrios reativos de oxigénio
em plantas de dois cultivares de arroz, Fernandes (CNA-1158) e Maravilha (CNA-
6843-1), na presenca de aluminio. Plantulas de arroz de nove dias de idade foram
expostas ao Al nas concentragdes de 0 e 1 mM, durante dez dias e, entdo,
determinou-se o crescimento, os teores de superoxido (0,"), de perdxido de
hidrogénio (H,O;) e de pigmentos cloroplastidicos, a peroxida¢do de lipidios e
parametros de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a. O crescimento do
cultivar Fernandes ndo foi modificado pelo Al, enquanto o do cultivar Maravilha
sofreu reducdo desta varidvel tanto nas raizes quanto na parte aérea. As plantas
controle dos dois cultivares apresentaram os mesmos teores de O," nas duas partes
das plantas. O tratamento com Al provocou redugéo no teor de O," nas raizes apenas
no cultivar Fernandes, enquanto nas folhas a reducao ocorreu nos dois cultivares,
mas com maior intensidade no cultivar Fernandes. A presenga de O," foi
demonstrada histoquimicamente nos dpices radiculares dos dois cultivares,
independente do tratamento com aluminio. O acimulo desta espécie reativa ocorreu,
principalmente, nas células epidérmicas e corticais mais externas. O teor de H>O, nas
raizes das plantas controle do cultivar Fernandes foi mais elevado que no cultivar
Maravilha. Apds exposicao ao Al, observou-se reducao no teor desta espécie reativa
apenas no cultivar Fernandes, que passou a ter a mesma concentragdo do cultivar
Maravilha. Nas folhas, o tratamento com Al causou reducao no teor de H,O, apenas
no cultivar Maravilha, que passou a ter o mesmo teor do cultivar Fernandes. A

peroxidagdo de lipidios nas raizes aumentou com o tratamento com Al apenas no
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cultivar Maravilha, passando a ser significativamente maior que no cultivar
Fernandes. Nas folhas, o tratamento com Al ndo teve efeito, mas o cultivar
Fernandes apresentou maior peroxidac¢do de lipidios que o cultivar Maravilha. Os
teores de clorofila a, b, clorofila total e carotendides aumentaram no cultivar
Fernandes, mas ndo se modificaram no cultivar Maravilha apds exposi¢ao das
plantas ao aluminio. Apesar disso, os parametros de trocas gasosas e de fluorescéncia
da clorofila a ndo foram modificados pelo tratamento com Al em nenhum dos
cultivares. Na presenca de Al, o cultivar Fernandes apresentou menores teores de
superoxido e de perdxido de hidrogénio, que explicam, pelo menos em parte, a
menor peroxidacao dos lipidios de suas membranas e, conseqiientemente seu maior

crescimento.
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ABSTRACT

FONSECA JUNIOR, Elcio Meira da, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, March
of 2007. The reactive oxygen intermediates (ROIs) production in rice, in the
presence of aluminum. Adviser: José Cambraia. Co-advisers: Juraci Alves de
Oliveira and Marco Antonio Oliva Cano.

The reactive oxygen intermediates (ROIs) production was studied in plants of
two rice cultivars, Fernandes (CNA-1158) and Maravilha (CNA-6843-1), in the
presence of aluminum. Nine days-old rice seedlings were exposed to 0 and 1 mM Al
for ten days and, then, plant growth, superoxide (O,"), hydrogen peroxide (H,0O,)
and chloroplastidic pigment contents, lipid peroxidation, gas exchange and
chlorophyll a fluorescence parameters were determined. The Fernandes cultivar
growth did not change with Al treatment, while in Maravilha cultivar reductions
were observed in both roots and shoot. The control plants of the two cultivars
showed the same content of O, in the two parts of the plants. Aluminum treatment
caused reduction in the O," contents only in the roots of the Fernandes cultivar,
while in the leaves the reduction occurred in both cultivars, but with higher intensity
in the Fernandes cultivar. The presence of O," was histochemically shown in the root
apices of the two rice cultivar, independent of Al treatment. This oxygen reactive
species accumulated mainly in the epidermis and external cortical cells of the root
apices. The H,O; content in the roots of control plants of the Fernandes cultivar were
higher than in the Maravilha cultivar. After exposure to Al, a reduction in this
reactive oxygen species content was observed only in the Fernandes cultivar, which
became statistically similar to that of the Maravilha cultivar. In the leaves, Al
treatment reduced the H,O, content only in the Maravilha cultivar, which became
similar to that of the Fernandes cultivar. Lipid peroxidation in the roots increased
with the Al treatment only in the Maravilha cultivar, becoming significantly higher

than in the Fernandes cultivar. In the leaves, Al treatment did not have any effect, but
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the Fernandes cultivar showed larger lipid peroxidation than the Maravilha cultivar.
Chlorophyll a, b, total chlorophyll and carotenoids contents increased in Fernandes
cultivar, but they did not change in the Maravilha cultivar after plants exposure to
aluminum. In spite of that, gas exchange and chlorophyll a fluorescence parameters
were not modified by Al treatment in none of the cultivars. In the presence of Al,
Fernandes cultivar showed lower superoxide and hydrogen peroxide contents, which
could explain, at least partly, the smallest lipid peroxidation of its membranes and,

consequently its larger growth.
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1. INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.) ¢ produzido ha mais de 7.000 anos (IZAWA &
SHIMAMOTO, 1996), constituindo num dos mais importantes cereais cultivados,
sendo alimento didrio para mais de 70% da populagdo mundial (KOCHIAN et al.,
2004). No Brasil, também representa importante fonte alimentar, principalmente para as
classes de baixa renda.

Com o crescimento populacional e, em conseqiiéncia, aumento do consumo
deste cereal, a intensificacdo da producdo torna-se fundamental. No entanto, a escassez
cada vez maior de solos indicados para seu cultivo constitui fator limitante para o
aumento da producdo (JAN e PETERSON, 1995). Assim, solos com caracteristicas
adversas, como as terras acidas, altamente esgotadas em sais minerais €, ou, com niveis
toxicos de aluminio (JAN e PETTERSSON, 1995), tém sido utilizados como alternativa
para aumentar a produgdo de arroz.

Solos acidos compreendem aproximadamente 50% das terras potencialmente
araveis do mundo e utilizdveis para produgdo de alimentos; a maioria destes solos, que
apresenta caracteristicas topograficas adequadas para mecanizacdo, no entanto, esta
sujeita a toxicidade por manganés (Mn) e, principalmente aluminio (Al) (KOCHIAN et
al., 2004). O Al ¢ apontado como um dos principais fatores que limitam o crescimento e
a produtividade das culturas em solos acidos (KOCHIAN et al., 2004). No Brasil, a area
de Cerrado cobre 2 milhdes de km?, representando 23% da area do pais (RATTER et al.,
1997), apresentando ndo apenas elevada acidez, mas também baixa disponibilidade de
P, Ca, Mg, K ¢ niveis toxicos de Al (LOPES, 1984). Assim, alternativas que visam
aumentar a produtividade de cereais nestas dreas devem ser priorizadas. Uma destas
possibilidades ¢ a selecdo de cultivares tolerantes a estas condigdes, que, poderdo
resultar em beneficios para produgdo de cereais nestas areas.

Um dos primeiros e mais importantes efeitos da toxicidade do Al parece ser a

inibicao do crescimento radicular (KOCHIAN, 1995; KOLLMEIER et al., 2000), efeito



que se manifesta apos poucos minutos de exposi¢ao de cultivares sensiveis de milho
(LLUGANY et al., 1995). Por acumular-se preferencialmente no &pice radicular,
(KOCHIAN, 1995), esta regido da raiz ¢ apontada como sitio primario da agao inibitoria
do Al (DELHAIZE et al.,, 1993). Apd6s exposicoes mais prolongadas do sistema
radicular das plantas ao Al, a toxidez se manifesta por meio de um conjunto de
sintomas, que expressam o efeito continuo deste ion sobre o crescimento do sistema
radicular e da parte aérea e na absorcdo e utilizacdo de nutrientes (FAGERIA et al.,
1989). Tais sintomas incluem reducdes na producdo de matéria seca, no nimero € no
comprimento das raizes, freqiientemente associados ao aumento no raio médio e no
volume radicular (SIVAGURU e PALIWAL, 1993), reducdo na absorcdo de agua e de
nutrientes minerais (CALBO ¢ CAMBRAIA, 1980; MENDONCA et al., 2003),
reducdo nas taxas de fotossintese (OHKI, 1986) e de respiragdo celular (YAMAMOTO
et al., 2002), resultando em severas perdas em crescimento e produtividade.

Devido a intensidade de sua carga elétrica positiva, o Al reage com inimeros
sitios nas células, alvos potenciais de injuria, como a parede celular, o citoesqueleto, o
nucleo e, principalmente, a membrana plasmatica (KOCHIAN et al., 2004). Apesar da
extensa literatura existente ¢ das inimeras hipoteses, ndo had ainda consenso sobre os
mecanismos fisiologicos de toxicidade do Al (VITORELLO, 2005). Vérios trabalhos
apontam a membrana plasmatica como um dos alvos primarios do Al em nivel celular
(OTEIZA, 1994; WAGATSUMA et al., 1995; MERIGA et al., 2004). Na superficie da
membrana o Al interage com os fosfolipidios causando perda de fluidez da bicamada,
promove a peroxidacao de lipidios e altera diversas fun¢des fundamentais da membrana
plasmatica. Evidéncias crescentes sugerem que, pelo menos parte dos efeitos toxicos do
Al sobre a membrana deve-se a inducdo de estresse oxidativo. A peroxidacdo de lipidios
induzida por Al, entretanto, ¢ considerada um evento secundario e posterior a acdo do
Al (YAMAMOTO et al., 2001) que seria, inicialmente, a indu¢do de processos que
resultariam na produ¢do de intermedidrios reativos de oxigénio (ROIs).

Intermedidrios reativos de oxigénio (ROIs) sdo formas reduzidas do oxigénio
molecular (O,), extremamente reativas e que podem causar danos oxidativos a diversos
componentes celulares (MITTLER, 2002). Eles incluem o anion superoxido (O,"),
perdxido de hidrogénio (H,0,), radical hidroxilico ("OH) e oxigénio “singleto” (‘O,)
(MITTLER, 2002). Em plantas, os ROIs podem ser produzidos em diferentes
compartimentos celulares (CAMP et al., 2004), incluindo cloroplastos, mitocondrias,

membrana plasmatica, peroxissomos, parede celular e apoplasto (MITTLER, 2002). Sdo



considerados “subprodutos inevitaveis” do metabolismo aerdbico sendo continuamente
produzidos e removidos das células por mecanismos antioxidativos enzimaticos ou ndo
enzimaticos (MITLER, 2002). No entanto, varias perturbagdes ambientais como:
temperaturas altas e, ou baixas, alta intensidade luminosa, deficiéncia hidrica,
salinidade, metais pesados e outros, podem aumentar enormemente a produgdo destes
ROIs (SCANDALIOS, 1993), resultando em estresse oxidativo e conseqiiente oxidag¢do
de biomoléculas (lipidios, proteinas e DNA, por exemplo), levando a reducdo na
produtividade das plantas.

A formagdo de oxigénio singleto ('O5) ocorre na fotossintese durante o processo
de dissipagdo do excesso de energia de moléculas de clorofila excitadas associadas ao
fotossistema II (MULLER et al., 2001). A absor¢io de luz, de determinado
comprimento de onda, resulta na excitagdo de moléculas de clorofila para o estado
singleto, e o excesso de energia deste estado excitado pode ser dissipado pela emissao
de calor, fluorescéncia, processo fotoquimico, ou entdo, pela formagao de clorofila no
estado tripleto (Chl") (MULLER et al., 2001). O estado tripleto da clorofila pode
transferir energia para o oxigénio molecular (O,), gerando o oxigénio “singleto” ('O»),
um intermediério reativo de oxigénio extremamente prejudicial a planta (MULLER et
al., 2001).

Os radicais superdxido (O," ") podem ser produzidos espontaneamente durante a
etapa fotoquimica da fotossintese, por meio da transferéncia direta de um elétron de
moléculas associadas ao fotossistema I (PSI) para o oxigénio molecular, sob condigdes
de alta relagio NADPH/NADP (APEL e HIRT, 2004). Os radicais superoxido gerados
pelo PSI podem originar, em seqiiéncia, perdoxido de hidrogénio (H,0,)
espontaneamente, ou entdo, em uma reacao catalisada pela superoxido dismutase (SOD)
(ARORA et al., 2002). O H,O, também pode ser produzido durante o ciclo
fotorrespiratério, com  envolvimento da  Rubisco  (ribulose  bisfosfato
carboxilase/oxigenase) nos cloroplastos e a oxidase do glicolato nos peroxissomos
(APEL e HIRT, 2004). A Rubisco, sob baixa concentragao de CO,, catalisa uma reagdo
competitiva em que o O é favorecido como substrato em relagcdo ao CO,, produzindo
glicolato que ¢ translocado dos cloroplastos para os peroxissomos, onde ¢ oxidado a
glioxilato e peroxido de hidrogénio, mediante catdlise pela enzima glicolato oxidase
(APEL e HIRT, 2004).

O peroxido de hidrogénio (H,0;) e os radicais superdxido (O,"), por si s0, sdo

comparativamente menos danosos que outros ROIs, mas podem gerar espécies



extremamente reativas, como os radicais hidroxilicos (‘OH), que danificam
componentes celulares essenciais (ARORA et al., 2002). Os radicais hidroxilicos podem
ser formados pela combinacao do H,O, com o Fe™, na reacdo denominada de “reacdo
de Fenton” (BECANA et al., 1998). O Fe+3, resultante desta reacdo, pode ser reduzido
novamente pelo radical superdxido, provendo substrato para que a “reacdo de Fenton”
continue. O conjunto destas duas reagdes ¢ conhecido como reagdo de “Haber-Weiss”
(BECANA et al., 1998). Os radicais hidroxilicos ("OH), por serem extremamente
reativos, iniciam reagdes oxidativas que resultam na peroxidacdo de lipidios da
membrana, em danos ao DNA, proteinas e pequenas moléculas (ARORA et al., 2002),
podendo resultar até em morte celular.

O estresse por Al, assim como por outros fatores, resulta na producio de ROIs e,
provavelmente, na ativacdo de sistemas de defesa antioxidativo enzimatico e ndo
enzimatico. Evidéncias que suportam esta hipotese apdiam-se em correlagcdes entre o
aumento na produ¢@o de ROIs, sob algum tipo de estresse, com o aumento na atividade
de certas enzimas e, ou na concentragdo de certos metabolitos, principalmente em
espécies e, ou cultivares tolerantes. No entanto, ainda ndo ¢ perfeitamente
compreendido o mecanismo pelo qual o Al e outros fatores de estresse atuam na
intensificagdo da formagio de ROIs (DARKO et al., 2004).

Embora nio se saiba exatamente como o Al” age na célula para induzir a
produgdo de ROIs, seu envolvimento direto em reagdes redox parece pouco provavel,
pois ndo ¢ um metal de transicdo, com numero de oxidagdo 3 (GUTTERIDGE et al.,
1985). No entanto, sabe-se que o Al™, em funcio da grande afinidade por
biomembranas, pode causar modificacdes na estrutura da membrana, estimulando a
formagdo de ROIs (CAKMARK e HORST, 1991). Além disso, a afinidade de fons Al”
por biomembranas pode causar enrijecimento e facilitar reacdes em cadeia, mediadas
por ions Fe™, com aumento na peroxidagio de lipidios (YAMAMOTO et al., 2003). O
Al aumentou a peroxidacao de lipidios em soja (Glycine max) (CAKMARK & HORST,
1991), arroz (Oryza sativa L. cv. Taichung Native 1) (KUO & KAO, 2003), em células
de cultura de tabaco (Nicotina tabacum) (YAMAMOTO et al., 1997), ¢ em cultivar
sensivel de sorgo (PEIXOTO et al., 2002). No entanto, em cultivar sensivel de milho
(BOSCOLO et al., 2003) o Al ndo aumentou a peroxidacdo de lipidios, apesar de ter
causado severos danos em diversos componentes celulares, inclusive com a morte de

células no 4pice radicular (BOSCOLO et al., 2003).



MERIGA et al. (2004) estudaram o efeito do Al™ sobre a atividade de enzimas
antioxidativas em arroz. Verificaram que as atividades enzimaticas aumentaram
principalmente no cultivar tolerante, que, segundo os autores, teria um sistema de
remocdo de ROIs mais eficiente que o sensivel. J4 KUO ¢ KAO (2003), estudando o
efeito do Al na peroxidagdo de lipidios e na atividade de enzimas antioxidativas em
folhas destacadas de arroz cv. Taichung Nature 1, encontraram aumento na
concentracdo de malonaldeido, sem contudo ter havido acumulo de H,O,. Eles
admitiram que, como a atividade da enzima dismutase do superéxido (SOD) decresceu,
deve ter ocorrido acumulo de radicais O,” os quais teriam reagido com H,O,,
resultando na formagao de radicais hidroxilicos e, conseqilientemente, na peroxidagdo de
lipidios.

O actimulo de ROIs em resposta a condigdes estressantes ocorre pela falta de
capacidade de desintoxica¢do inata ou pela inibicdo de enzimas de desintoxicagdo,
como por exemplo, catalase (JONES et al., 2006). A primeira hipétese tem sido mais
aceita, em razdo das crescentes evidéncias de aumento na expressdo de genes que
codificam o sistema de defesa antioxidante por estresse de aluminio (EZAKI et al.,
2000). Alguns destes genes codificam enzimas tais como glutationa-S-transferase
(GST), peroxidase do ascorbato (APX), CAT e SOD, que protegem as plantas contra
danos oxidativos.

O actimulo de ROIs parece variar com o tempo de exposi¢do € a concentragao
deste ion. Em sementes germinadas de cevada, TAMAS et al. (2004) observaram
diminui¢ao no teor de peréxido de hidrogénio e do anion superéxido com o aumento na
concentracdo de Al de 0 a 8 mM. O aumento no tempo de exposi¢ao ao Al, contudo
causou reducdo apenas nos teores de H,O,. J4 DIPIERRO et al. (2005) encontraram
aumento na concentracdo de peroxido de hidrogénio em plantulas de abobora com o
aumento do tempo de exposi¢do ao Al na concentracdo de 50 uM até 48h, seguido por
decréscimo significativo apds 72h. Este decréscimo foi interpretado por eles como
significando a rea¢ao da planta a produgdo de ROIs, pela expressao de enzimas
antioxidantes como a ascorbato peroxidase.

Como o Al acumula-se preferencialmente nas raizes, seus mais importantes
efeitos ocorrem nesta regido, acreditando-se que na parte aérea eles sdo indiretos,
principalmente por afetar a transloca¢ao de nutrientes (LIDON et al., 1999). Na parte
aérea, no entanto, o AlP pode, também, causar estresse oxidativo aumentando a

produgdo de espécies reativas de oxigé€nio e ativacdo de sistema de defesa. Dentre as



espécies reativas possivelmente produzidas nesta parte da planta, destacam-se o
oxigeénio singleto e radical hidroxilico (LIDON et al., 1999).

A producao de ROIs durante o processo fotossintético tem sido estimada,
indiretamente, pela avaliagdo de parametros de fluorescéncia e de trocas gasosas
(LIDON et al., 1999). Os defensores dessa metodologia acreditam que a emissao de
fluorescéncia ¢ inversamente proporcional a taxa de fotossintese e que a fluorescéncia
da clorofila a, sendo dependente do microambiente no tilacdide, capta alteragcdes
estruturais dessas membranas que estejam sendo induzidas por intermediarios reativos
de oxigénio (LIDON et al., 1999). Como o Al pode diminuir a taxa de assimilagdo de
CO,, seja por interferir na condutincia estomatica (gs), ou entdo, por inibir certas
enzimas do “Ciclo de Calvin” (KONRAD et al., 2005), haverd excesso de energia de
excitagdo, que pode ser utilizada na formacdo de espécies reativas de oxigénio.
Diminui¢do no rendimento quantico maximo (Fv/Fm) e aumento da fluorescéncia
inicial (Fy) s3o reconhecidos como reflexo de alteragdes da estrutura dos tilacoides e
bloqueio do fluxo de elétrons (KONRAD et al., 2005). LIDON et al. (1999), estudando
o efeito do Al sobre a fotossintese em plantas de milho ndo detectaram diferengas
significativas para os parametros Fy e a relacdo Fv/Fm indicando que nenhuma mudanca
ocorreu na transferéncia de energia do complexo antena. Eles observaram, no entanto,
inibicdo da SOD e CAT em cloroplastos de plantulas de milho tratadas com Al,
sugerindo potencial acimulo de anion superéxido e perdxido de hidrogénio, uma vez
que os sistemas de remocdo estavam inibidos. O anion superoxido e peroxido de
hidrogénio, em seqiiéncia, podem reagir pela reagdo de “Haber-Weiss”, originando
radicais hidroxilicos nos cloroplastos. A producdo de radicais hidroxilicos induzida por
estresse de Al™, principalmente em fun¢ao da elevada reatividade desta espécie reativa,
tem sido admitida com base na peroxidagdo de lipidios ¢ na degradacdo de membrana
cloroplastidicas (LIDON et al., 1999). Por outro lado, KONRAD et al. (2005),
avaliando fluorescéncia da clorofila a em cultivares de cafeeiro sob estresse de Al,
observaram aumento significativo de Fo, queda de Fv/Fm e diminui¢do das trocas
gasosas, sugerindo, neste caso, a ocorréncia de injurias a estrutura dos tilacoides
provavelmente pela agdo dos ROlIs.

Apesar destas informagdes, a produ¢do de ROIs em plantas em resposta a
estresse, incluindo por Al, ndo ¢ bem conhecida (BOSCOLO et al., 2003) e poucas
evidéncias sdo disponiveis (EZAKI et al., 2000). Geralmente, a geragdo de ROIs

decorrente de fatores estressantes, incluindo por Al, ¢ mensurada indiretamente, com



base na atividade de enzimas antioxidantes (BOSCOLO et al., 2003), mas poucos
estudos foram realizados envolvendo a quantificagdo das principais ROIs, ou a
localizagdo histoquimica destes intermedidrios. Poucos trabalhos tém procurado
entender os fatores bioquimicos e biofisicos que resultam na produgdo destes
intermediarios em arroz. Tanto quanto se sabe, pela literatura consultada, esta ¢ a
primeira pesquisa realizada com cultivares nacionais de arroz com o intuito de avaliar a
producdo de ROIs sob condi¢des de toxidez de Al.

Este trabalho teve, pois, como objetivo avaliar a produ¢do de intermediarios
reativos de oxigénio em plantas de dois cultivares de arroz, Fernandes (CNA-1158) e

Maravilha (CNA-6843-1), na presenga de aluminio.



2. MATERIAL E METODOS

2.1. Obtencéo do material vegetal

Nos experimentos foram utilizados dois cultivares de arroz (Oryza sativa L.)
com tolerancia diferencial ao Al: Fernandes (CNA-1158) e Maravilha (CNA-6843-1),
considerados tolerante e sensivel ao Al, respectivamente, fornecidos pelo Centro
Nacional de Pesquisa de Arroz e Feijao de Goiania, GO.

As sementes, selecionadas quanto ao tamanho e forma, foram tratadas com acido
sulfurico (H,SO4) concentrado por 1 minuto, lavadas em agua de torneira e esterilizadas
superficialmente com hipoclorito de s6dio 2% (v/v) por 15 minutos, sendo lavadas
novamente, em agua corrente ¢ em agua desmineralizada. Posteriormente, foram
colocadas para germinar em cartuchos de papel “germiteste”, em vasos contendo
solugdo nutritiva de Clark (CLARK, 1975), pH 4,0, com um terco da forga idnica
original, sob aeracdo continua e cobertos com sacos pldstico preto para criar uma
camara umida. Apos cinco dias, os sacos plasticos foram retirados, permanecendo as
plantulas por mais quatro dias na luz.

Nove dias ap6s a semeadura, as plantulas foram selecionadas quanto a
uniformidade de tamanho e forma e transplantadas para vasos de polietileno, contendo
1,8 L de solugdo nutritiva de Clark (CLARK, 1975), pH 4,0 e¢ submetidas aos
tratamentos com Al nas concentragdes de 0 e 1,0 mM, aplicado na forma de AICI;
anidro, durante dez dias. O pH das solugdes nutritivas, mantidas sob arejamento
continuo, foi ajustado diariamente para 4,0, utilizando-se NaOH 0,1 N ou HC1 0,1 N.

O cultivo das plantas, tanto na fase preliminar quanto durante a aplicacdo dos
tratamentos, foi sempre realizado em sala de crescimento com temperatura controlada

para 25 + 1°C, sob irradidncia de 230 pmol m™ s e fotoperiodo de 16 h.



2.2. Aluminio e determinacdo do crescimento das plantas

Dez dias apos a aplicagdo dos tratamentos, conforme descrito no item 2.1, as
plantas foram removidas e o sistema radicular lavado em HCIl 0,1 N, em agua corrente
e, finalmente, em agua desmineralizada. Determinou-se o comprimento da maior raiz e
da parte aérea, além do peso da matéria seca das duas partes da plantas, apos secagem

em estufa a 80°C, até atingir peso constante.

2.3. Determinagéo do teor de &nion superdxido

Amostras de 50 mg de apices radiculares, de aproximadamente 1 cm, e de folhas,
cortados em pequenos segmentos, foram incubadas em 2 mL de meio de reagdo
constituido do sal dissodico do &cido etilenodiamino tetracético (Na,EDTA) 100 uM, B-
nicotinamida adenina nucleétido reduzida (NADH) 20 uM e tampao de fosfato de sodio
20 mM, pH 7,8 (MOHAMMADI e KARR, 2001). Os tubos, tipo “penicilina”, foram
hermeticamente fechados e a reagdo iniciada pela introducdo de 100 puL de epinefrina
252 mM em HCI 0,1 N, usando-se seringa cromatografica. As amostras foram
incubadas a 28°C, sob agitacdo, por 5 min, os segmentos tissulares foram removidos e,
a partir do sétimo minuto, iniciou-se a leitura da absorbancia a 480 nm, durante 5
minutos. O branco foi realizado sob as mesmas condigdes, mas sem tecido vegetal. A
producdo de anion superoxido (O, ) foi avaliada pela determinacdo da quantidade de
adenocromo acumulado (MISRA & FRIDOOVICH, 1971), utilizando-se o coeficiente
de absortividade molar de 4,0 x 10’ (mol/L)" (BOVERIS, 1984).

2.3.1. Avaliagéo histoquimica do anion superoxido

A formagdo de anion superoxido em raizes foi visualizada “in vivo” pela
incubagdo de apices radiculares, de aproximadamente 1 cm, em 2 mL de tampao de
citrato de potassio 10 mM (pH 6,0) contendo NBT 0,5 mM, a 25°C, sob agitacdo, por
25 min (FRAHRY e SCHOPFER, 2001; LISZKAY et al., 2004). Decorrido este tempo,
os apices radiculares foram removidos e fotografados por meio de camera digital,

acoplada a uma lupa Stemi 2000-C (Zeiss).



Os apices radiculares, apos a reagcdo de coloracdao descrita anteriormente, foram
cortados transversalmente a mao-livre e os cortes frescos, montados entre lamina e
laminula em glicerina 50%. A documentagdo fotografica referente a microscopia de luz

foi realizada em fotomicroscopio Olympus AX 70 com sistema U-Photo.

2.4. Determinacdo do teor de peréxido de hidrogénio

Amostras de 200 mg de tecido radicular e de folhas, separadamente, foram
trituradas em nitrogénio liquido e, entdo, homogeneizadas em 2,0 mL de tampao de
fosfato de potassio 50 mM, pH 6,5, contendo hidroxilamina 1 mM. Apéds filtragao
através de 4 camadas de gaze, o homogeneizado foi centrifugado a 10.000 xg, por 15
min, a 4°C, coletando-se o sobrenadante (KUO e KAO, 2003).

Aliquotas de 50 ul do sobrenadante foram adicionadas a um meio de reacao
constituido de FeNH4(SO4) 100 uM, acido sulfarico 25 mM, laranja de xilenol 250 uM
e sorbitol 100 mM, em volume final de 2 mL (GAY e GEBICKI, 2000). As amostras
foram mantidas no escuro por 30 minutos e a absorbancia determinada a 560 nm.
Brancos para as cores dos reagentes e dos extratos vegetais foram preparados em
paralelo e subtraidos da amostra. As concentracdes de H,O, nas amostras foram

estimadas com base em curva de calibragdo preparada com padrdes de H,O,.

2.5. ALUMINIO E ATIVIDADE FOTOSSINTETICA

2.5.1. Determinacéo de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a

A condutancia estomatica (Qs), a taxa de transpiracdo (E), a concentragdo interna
de CO; (Cj) e a taxa de assimilacdo liquida de carbono (A) foram determinadas em
folhas intactas, na parte da manhd (8:30-9:30h), usando analisador de gas no
infravermelho (LI-6400, Li-Cor Inc., Lincoln, Nebraska, EUA). Para a estimativa destes
parametros, cada repeticao foi constituida de uma unica folha por planta, utilizando uma

-1

radiacdo fotossinteticamente ativa de 800 pmol (fotons) m? s, em temperatura e

concentracdo de CO, ambiente.
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A cinética de indugdo de fluorescéncia da clorofila a foi acompanhada na mesma
folha, paralelamente as medi¢des de trocas gasosas, com o uso de um fluorometro
modulado portatil MINI-PAM (Heinz WALZ, Effeltrich, Alemanha). Apo6s periodo de
adaptacdo ao escuro por 30 min, os tecidos foliares foram inicialmente expostos a um
pulso fraco de luz vermelho-distante (0,15 pmol (fotons) m? s') e mediu-se a
fluorescéncia inicial (Fo). Seguiu-se a aplicagdo de um pulso de luz saturante superior a
3000 pmol (fétons) m?>. s, durante 0,8 s ¢ mediu-se a fluorescéncia maxima emitida
(Fm). Com estes dados, estimou-se a eficiéncia quantica maxima do PSII Fv/Fm= (Fm-
Fo)/Fm. Apos periodo de exposicdo das folhas por 30 segundos sob irradiancia de
aproximadamente 800 umol. m™. s™', foi determinada a fluorescéncia transiente (steady-
state; F). A fluorescéncia maxima das amostras nessa condicdo luminosa (Fm’) foi
determinada com nova exposicao do tecido vegetal ao pulso de luz saturante. De posse
desses parametros, foram calculados o Fo’ (fluorescéncia inicial das plantas adaptadas a
luz): Fo’ = Fo/ (Fv/Fm + Fo/Fm’) e rendimento quantico efetivo do PSII: AF/Fm’ =
(Fm’ - F) /Fm’. Foram estimados, ainda, os coeficientes de extingdo fotoquimica: qP =
(Fm’ - F) / (Fm’-Fo’) e os coeficientes de extingdo ndo fotoquimica: qy = (Fm - Fm’) /
(Fm - F,) e NPQ = (Fm-Fm’) /Fm’ e a taxa de transporte aparente de elétrons: ETR=
AF/Fm’ x PAR x 0.5 x 0.84.

2.5.2. Avaliagdo do teor de pigmentos fotossintéticos

Amostras de 100 mg de folhas foram trituradas em nitrogénio liquido, apods
adi¢ao de uma pitada de CaCOs e, em seguida, homogeneizadas em 2 mL de acetona
80% (v/v), por 1 min, sob luz verde. A suspensao resultante foi filtrada através de papel
de filtro Whatman # 1, sendo o residuo lavado por trés vezes com acetona 80% e o
volume final completado em baldo volumétrico de 25 mL com o mesmo solvente. As
absorbancias dos extratos foram lidas em espectrofotdometro nos comprimentos de onda
de 470, 646,8 ¢ 663,2 nm e os teores de pigmentos fotossintéticos (clorofilas a e b; e

carotendides) estimados conforme sugerido por LICHTENTHALER (1987).
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2.6. Avaliagdo da peroxidacdo de lipidios

Amostras de 200 mg de raizes e folhas foram trituradas, separadamente, em
nitrogénio liquido e homogeneizadas em 2 mL de acido tricloroacético (TCA) 1% (p/v).
Os homogeneizados foram filtrados através de quatro camadas de gaze e centrifugados a
12.000 xg por 15 min. Todas as etapas necessarias ao processo de extragao foram
conduzidas a 4°C. Aliquotas de 0,5 mL dos sobrenadantes foram adicionadas a 1,5 mL
de uma solu¢do de 4cido tiobarbiturico (TBA) 0,5% (p/v) em TCA 20% (p/v), os tubos
de ensaio foram fechados e incubados em banho-maria a 95° C. Apds 2 h, a reacdo foi
paralisada transferindo-se os tubos de ensaio para banho de gelo. Posteriormente, foram
centrifugados a 9.000 xg por 10 min e a absorbancia dos sobrenadantes determinadas a
532 nm. A absorvancia inespecifica a 600 nm foi medida e subtraida das amostras. A
concentragdo do complexo aldeido malonico-TBA foi calculada usando o coeficiente de

absortividade molar de 155 mM™'cm™ (HEATH & PACKER, 1968).
2.7. Delineamento experimental

Os tratamentos foram dispostos no delineamento de blocos casualizados em
esquema fatorial (2x2): dois cultivares de arroz (Maravilha e Fernandes) e dois niveis de

Al (0 e 1 mM), com trés repeticdes. Os resultados foram submetidos a andlise de

variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Crescimento de plantas de arroz

A aplicagdo de Al a solucdo nutritiva causou redugdo de 28 % no comprimento
da raiz seminal e de 9 % na parte aérea das plantas, apenas do cultivar Maravilha
(Figura 1). No cultivar Fernandes, por outro lado, ndo foram observados efeitos
significativos em nenhuma das partes da planta. Independente da presenca de Al, este
cultivar apresentou maior crescimento, tanto da parte aérea quanto das raizes, em
relacdo ao cultivar Maravilha (Figura 1). Como o Al causou reduc¢do no crescimento do
cultivar Maravilha, mas ndo do cultivar Fernandes, as diferengas entre os cultivares
aumentaram na presenga deste ion, ficando o comprimento médio das plantas deste
cultivar aproximadamente 30 % maior do que no Maravilha.

Com cultivares asiaticos de arroz, MERIGA et al. (2004) também observaram
reducdo mais intensa do crescimento radicular do cultivar sensivel enquanto o cultivar
tolerante exibiu apenas leve reducdo. No cultivar sensivel, a reducao foi de 45 % e 20 %
para raiz e parte aérea, respectivamente, ao passo que no tolerante, a reducao foi de 13%
e 10 %, respectivamente, apds 40 horas de exposi¢dao a 80 uM de Al. VASCONCELOS
et al. (2002) submeteram cultivares brasileiros de arroz a concentragdes entre 80 ¢ 320
uM de Al, observando maior inibi¢ao do crescimento radicular no cultivar sensivel,
com efeitos mais intensos na maior concentracao utilizada. No cultivar sensivel, a
reducdo apods 9 e 12 dias de tratamento foi de 67 % e 82 %, respectivamente, enquanto
no tolerante a reducao foi de 27 % e 29 %, respectivamente. Além disso, estes autores
avaliaram diferentes parametros indicativos da tolerancia ao Al, tanto na parte aérea
quanto no sistema radicular, concluindo que os parametros morfologicos ligados ao
sistema radicular foram os que permitiram reconhecer melhor a tolerancia entre

cultivares ao Al.
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Figura 1: Efeito do aluminio sobre o comprimento da raiz seminal ¢ da parte aérea de

dois cultivares de arroz, em soluc¢do nutritiva. [10 mM ¢ Il 1 mM de Al
Médias seguidas por letras iguais, maiisculas entre os cultivares e mindsculas entre niveis
de Al, nao diferem entre si a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

O Al, também, causou reducdo na producdo de massa seca, tanto das raizes
quanto da parte aérea, apenas do cultivar Maravilha (Figura 2). Este cultivar sofreu
reducdo de 62 e 50 % na produgdo de massa seca de raizes e parte aérea,
respectivamente. Semelhante ao observado neste estudo, utilizando os mesmos
cultivares de arroz, JUSTINO (2004) também encontrou diminui¢do da matéria seca no
cultivar Maravilha, porém, em intensidade menor para a raiz, provavelmente, por ter
utilizado apenas 500 uM de Al durante 21 dias. Resultados como estes mostram a
importancia da definicdo correta de fatores como tempo de tratamento e niveis de Al
aplicado na busca de pardmetros de crescimento que possam ser usados na
discriminacao de cultivares quanto a tolerancia a este cation.

Semelhante ao observado com relagdo aos efeitos do Al sobre o crescimento em
tamanho, ndo se verificou efeito deste ion sobre a producdo de massa seca no cultivar
Fernandes (Figura 2). Assim, a diferen¢a na produg¢do de massa seca, superior nas
plantas controle do cultivar Fernandes, tornou-se ainda maior na presenga de Al.
Resultados semelhantes a estes foram observados por MENDONCA (2001) e JUSTINO
(2004) para estes mesmos cultivares de arroz, apesar de terem usado concentracdes e

tempos de exposicao diferentes dos utilizados neste estudo.
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Avaliando a produgdo de massa fresca em dois cultivares de arroz, BG35
(tolerante) e IR45 (sensivel), JAN et al. (2001) encontraram resultados semelhantes aos
obtidos neste experimento. Eles encontraram diminui¢ao de 50 % na producdo de massa
fresca apenas no genoétipo sensivel exposto por 24 horas ao nivel de Al de 600 uM. O

cultivar tolerante nao sofreu qualquer alteracao.
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Figura 2: Efeito do aluminio sobre massa seca das raizes e da parte aérea de dois

cultivares de arroz, em solu¢do nutritiva. L1 0 mM ¢ ll 1 mM de Al.
Médias seguidas por letras iguais, maiisculas entre os cultivares e mindsculas entre niveis
de Al, ndo diferem entre si a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

3.2. Teores de anion superéxido

As plantas controles dos dois cultivares apresentaram em suas raizes teores do
anion superdxido (O,") estatisticamente iguais (Figura 3). O tratamento das plantas com
Al causou redugédo de cerca de 27 % nos teores de O," apenas no cultivar Fernandes.
Este efeito do Al sobre os teores de O," ndo foi significativo nas raizes do cultivar
Maravilha. Na parte aérea, também, as plantas controles apresentaram teores de O,"
similares, mas o tratamento com Al causou diminui¢do nos teores deste anion nos dois
cultivares. A reducdo no teor deste intermedidrio reativo de oxigénio foi de 65% e de

36% nos cultivares Fernandes e Maravilha, respectivamente.
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Figura 3: Efeito do aluminio sobre a producdo de anion superdxido (O, ) em raizes e
folhas de dois cultivares de arroz em solu¢ao nutritiva. L1 0 mM ¢ Il 1 mM
de Al

Meédias seguidas pelas mesmas letras, maitsculas entre os cultivares e mintisculas entre
niveis de Al, ndo diferem estatisticamente, ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de
Tukey.

Estudos recentes mostram que o Al pode induzir a expressdo de genes protetores
contra sua toxicidade envolvendo diversas enzimas antioxidantes, como a superdxido
dismutase (SOD) (RICHARDS et al., 1998; EZAKI et al., 2000). A diminui¢do nos
teores de O," ", verificada neste estudo, pode ser o resultado do aumento na expressio
destes genes para a biossintese de SOD. Como esta enzima catalisa a dismutagdo de O,"
a H,0; e oxigénio molecular, as redugdes nos teores de O, observadas apos tratamento
com Al, sugerem estar ocorrendo aumento na atividade da SOD.

Em raizes de plantas de cevada tratadas com Al, TAMAS et al. (2004), ao
contrario do esperado, encontraram reducao da atividade de SOD. O aumento esperado
na concentra¢do de O," com a inibi¢do de SOD, no entanto, ndo foi encontrado. A
diminui¢do nos teores desta espécie reativa, conforme sugestdo dos autores, pode ter
sido causada pela sua reagdo com peroxido de hidrogénio (H,0;), formando o radical
hidroxilico, na presenca de Fe+2, via “reacdo de Haber-Weiss” (CHEN & SCHOPFER,
1999). Em concordancia com esta hipotese, MERIGA et al. (2004), trabalhando com

cultivares asiaticos de arroz, verificaram aumento nas atividades da SOD e da
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peroxidase até 24 horas de exposicdo ao Al. Depois de 24 h, observaram que as
atividades da SOD e da peroxidase permaneciam elevadas no cultivar tolerante,
enquanto caiam no cultivar sensivel. Como verificaram, também, maior peroxidacao de
lipidios no cultivar sensivel, concluiram que teria sido o radical hidroxilico a espécie
reativa responsavel pela peroxidacdo de lipidios. A relacdo entre causa e efeito,
entretanto, ¢ indireta dado a dificuldade de quantificar o radical hidroxilico.

Na parte aérea, a diminui¢io no teor do O,° ~ em presenca de Al foi ainda maior
do que nas raizes, provavelmente associado com maior atividade das SOD e, ou pelo
consumo deste intermedidrio pela reagao com o H,O, formando radical hidroxilico, pela

reagdo “Haber-Weiss” (CHEN e SCHOPFER, 1999).

3.2.1. Avaliacdo histoquimica da presenca de anion superdxido em apices
radiculares

Apices radiculares dos dois cultivares, de aproximadamente 1 cm, corados com
azul de p-nitro tetrazolium (NBT), exibiram a presenca de formazana, composto azul
insoluvel, formado pela reagdo com O," ~ (Figura 4). A intensidade da reag¢do foi maior
nos apices sem tratamento com Al, mas, aparentemente, ndo houve diferenca entre
cultivares. A formag¢do de formazana, indicadora da presenca de O,", foi detectada na
regido denominada por KOLLMEIER et al. (2000), de zona de transi¢ao distal, entre 1 e
2 mm do apice da raiz. Embora as raizes das plantas, independente da presenga de Al,
tenham apresentado o mesmo perfil de localizagdo de O,", esta espécie reativa foi
detectada na mesma regido em que o Al se acumula, ou seja, na zona de transi¢do distal
(SIVAGURU e HORST, 1998). Os cortes transversais mostram que a produ¢do de
anion superoxido esta ocorrendo principalmente nas células da epiderme e, talvez um
pouco, nas camadas mais externas de células corticais (Figura 5). JONES et al. (2006),
observaram actimulo de Al na regido da epiderme e na camada cortical externa, sem
penetrar no cortex interno, em raizes de um cultivar de milho (Zea mays L.) sensivel ao

Al, mesma regido em que o O," foi detectado neste estudo.
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Fernandes

Maravilha

Figura 4: Detecgdo histoquimica do anion superoxido em apices radiculares de dois
cultivares de arroz tratados com Al 0 mM e 1 mM. Barra: 1 mm.
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Figura 5: Cortes transversais de apice radiculares mostrando a producdo de anion
superoxido em dois cultivares de arroz tratados com Al. A e B: Maravilha
0 mM; C e D: Maravilha 1 mM; E ¢ F: Fernandes 0 mM; G e H: Fernandes
1 mM. Barras: A e C: 100 um; B, D, F e H: 50 um; E e G: 200 pm.
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3.3. Teores de perdxido de hidrogénio

Os teores de peroxido de hidrogénio (H,O;) nas raizes das plantas controle do
cultivar Fernandes foram mais elevados do que no cultivar Maravilha (Figura 6). O
tratamento com Al reduziu os teores de peroxido de hidrogénio apenas no cultivar
Fernandes, que passou a ter teores desta espécie reativa estatisticamente iguais aos do

cultivar Maravilha.
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Figura 6: Efeito do aluminio sobre a produgdo de perdxido de hidrogénio (H,O;) em
raizes e folhas de dois cultivares de arroz, em solucdo nutritiva. [1 0 mM e
Bl 1 mM de Al

Meédias seguidas pelas mesmas letras, maitisculas entre os cultivares e mintusculas entre
niveis de Al, ndo diferem estatisticamente, ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de
Tukey.

Na literatura ha relatos de que o Al pode causar diminui¢do no teor de H,O,. No
entanto, parece que a diminui¢do deste tipo de ROIs, depende do tempo de exposi¢do e
da concentragdo deste metal toxico. Assim, TAMAS et al. (2004) observaram que o teor
de H,0, decresceu com o tempo de exposicao ao Al, mas aumentou com a concentragao
deste ion, em sementes germinadas de cevada (Hordeum vulgare L.). Em raizes de
abobora (Curcubita pepo L. var. Butternut) o teor de H,O, aumentou com o tempo de
exposicdo a 50 uM de Al até 48h, decrescendo em seguida (DIPIERRO, 2005). J& em

tecidos foliares de arroz (Oryza sativa L. cv. Taichung Native 1) tratados com Al foi
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observada diminui¢ao no teor de H,O, proporcional ao aumento do tempo de exposi¢ao
(KUO e KAO, 2003).

Diminui¢do no teor de H,0,, também foi observada em folhas de arroz
submetidas a estresse salino (LIN e KAO, 2000), niveis toxicos de ferro (FANG et al.,
2001) e de cadmio (CHIEN et al., 2001) além de estresse hidrico em folhas e raizes de
arroz (SHARMA et al., 2005). Provavelmente, a diminui¢ao nos teores de H,O, deve-
se ao aumento da atividade de enzimas responsaveis pela eliminagdo de H,O,. CHO e
SEO (2005), ao contrario, observaram acumulo de H,O, em folhas de Arabidopsis
thaliana submetidas aos niveis de 0 a 500 uM de cadmio (Cd) durante 21 dias. O
acimulo de H,0, foi proporcional ao aumento na concentragdo do metal toxico,
principalmente no cultivar sensivel. Eles admitem que isto ocorreu em razdo da menor
atividade da dismutase do superoxido (SOD) e de enzimas envolvidas diretamente na
eliminagdo de H,0,, tais como, peroxidase (POX), ascorbato peroxidase (APX) e
glutationa redutase (GR).

Parece evidente que a producao e acimulo de espécies reativas de oxigénio, tais
como H,0,, depende da atividade de vérias enzimas antioxidativas, funcionalmente
interrelacionadas, envolvidas na remocao destes ROIs (LEE e LEE, 2000).
Provavelmente, os niveis de ROIs estdo sob rigorosos controles enzimaticos € nao
enzimaticos. Assim, quando ocorre aumento transitério dos teores de determinado
intermediario reativo de oxigénio, como, por exemplo, o H,O,, pode ocorrer aumento na
atividade de alguma enzima, como a APX e, ou aumento de algum metabolito como
ascorbato (DIPIERRO et al., 2005), seguindo-se uma conseqiiente diminui¢ao no teor
destes ROIs.

A diminuicdo no teor de H,O; nas raizes do cultivar Fernandes ¢ sugestiva de ter
este cultivar um sistema de defesa antioxidativo mais eficiente do que o Maravilha.
Provavelmente, o cultivar Fernandes, a semelhanca do sugerido por DIPIERRO et al.
(2005), apresenta uma APX ou outra enzima antioxidante mais ativa que a similar no
cultivar Maravilha. O modo pelo qual isto acontece em cultivares tolerantes, mas nao
em sensiveis ndo ¢ ainda conhecido. EZAKI et al. (2000), entretanto, observaram que
estresse por Al resulta em aumento na expressdo de certos genes que codificam enzimas
antioxidantes. No estudo que realizaram, foi verificado que a expressdo de mRNA da
peroxidase anionica de tabaco (NtPox) e glutationa S-transferase (parB) aumentou,
resultando no aumento da atividade destas enzimas associadas a remog¢do de espécies

reativas de oxigénio.
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Aparentemente, portanto, para ocorrer acumulo de peroxido de hidrogénio ¢
necessario que o sistema de defesa da planta seja inibido pelo metal tdxico, ou entdo,
seja insuficiente para remover o excesso de intermediarios reativos de oxigénio.
Corroborando esta idéia, CHO e SHEO (2005) relatam diminui¢do proporcional na
atividade de enzimas antioxidantes € um concomitante aumento nos teores de perdxido
de hidrogénio, com o aumento na concentragdo de cadmio (0 a 500 uM), em plantas de
Arabidopsis thaliana expostas por vinte e um dias.

Nas folhas de plantas controles, os teores de H,O, foram maiores no cultivar
Maravilha que no cultivar Fernandes (Figura 6). O tratamento com Al causou
diminui¢do significativa na concentracao desta espécie reativa apenas no cultivar
Maravilha. Mesmo assim, na presengca de Al, os teores de peroxido de hidrogénio
ficaram estatisticamente iguais nos dois cultivares.

De qualquer forma, a concentragdo desta espécie reativa nas folhas,
independente da presenca de Al, foi menor que no sistema radicular (Figura 6). Isto
indica que a parte aérea apresenta elevada atividade enzimatica, tanto de SOD quanto de
peroxidases, responsaveis pela remogdo destes ROIS ou, entdo, o O," e H,O, estdo
reagindo via reagdo do tipo “Haber-Weiss” para produzir radicais hidroxilas.

A primeira hipdtese parece pouco provavel ja& que o Al acumula-se
preferencialmente nas raizes, sendo pouco translocado para a parte aérea (MOSSOR-
PIETRASZEWSKA, 2001). Isto leva a crer que a ativagdo de genes ligados ao sistema
de defesa antioxidativo enzimatico induzida por Al provavelmente deve ter sido menor.
Além disso, o Al provocou maior redugdo na produgdo de O, na parte aérea do que nas
raizes (Figura 3), o que teoricamente deveria ter resultado em aumento no teor de H,O».
Como nao ocorreu acimulo deste intermediario reativo fica fortificada, ainda mais, a
segunda hipotese. Corroborando esta idéia, trabalho de KUO & KAO (2003) com folhas
de cultivares asiaticos de arroz (Oryza sativa L. cv. Taichung Native 1) mostrou que o
tratamento com Al resultava em diminui¢do no teor de H,O,, inibi¢do da atividade da
SOD, aumento das atividades de POX e APX e da peroxidacao de lipidios. Para eles a
diminuigdo no teor de H,O; e o aumento na peroxidacao de lipidios sdo indicativos da
ocorréncia de reacdes tipo “Haber-Weiss”. No entanto, como verificaram aumento na
atividade de enzimas eliminadoras de H,O, salientam que a reducdo nos teores desta

espécie reativa pela acdo de enzimas peroxidativas nao pode ser descartada.
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3.4. Peroxidacéo de lipidios

O grau de peroxidagao de lipidios nas raizes das plantas controle foi similar nos
dois cultivares (Figura 7). O tratamento das plantas com Al aumentou a peroxidagao de
lipidios em 17 % no cultivar Maravilha, enquanto no cultivar Fernandes nao se
observou efeito significativo. Sob tratamento com Al, o cultivar Maravilha apresentou
uma peroxidacao de lipidios 23 % maior que o cultivar Fernandes.

Com cultivares asiaticos de arroz, MERIGA et al. (2004) encontraram aumentos
de 82 e de 43% na peroxidacdo de lipidios de raizes dos cultivares sensivel e tolerante,
respectivamente, apos 56 h de tratamento com Al 80 uM. Ja, PEIXOTO et al. (2001)
observaram aumentos de 200 e de 126% na peroxidacdo de lipidios de cultivares
sensivel e tolerante de sorgo. Estes resultados evidenciam ser o arroz uma das uma das
culturas de valor econdmico mais tolerantes ao Al (MA et al.,, 2002) e serem os
cultivares de arroz nacionais, utilizados nesta pesquisa, muito mais tolerantes ao Al que

asiaticos utilizados por MERIGA et al. (2004).
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Figura 7: Efeito do aluminio sobre a peroxidagdo de lipidios em raizes e folhas de dois

cultivares de arroz em solugdo nutritiva. (10 mM ¢ ll 1 mM de Al

Meédias seguidas pelas mesmas letras, maitsculas entre os cultivares e mintusculas entre
niveis de Al, ndo diferem estatisticamente, ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de
Tukey.
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A maior peroxidacao de lipidios nas raizes do cultivar Maravilha na presenca de
Al ja era esperada uma vez que, embora os teores de H,O, tenham sido similares nos
dois cultivares (Figura 6), o teor de O," foi maior (Figura 3). Embora uma redugo nos
teores de H,O; ndo tenha sido estatisticamente confirmada, aparentemente o excesso de
O," estaria forgando o deslocamento da reagdo de “Haber-Weiss” no sentido de
produzir mais radicais hidroxilicos neste cultivar. Adicionalmente, o cultivar Fernandes,
considerado tolerante ao Al, parece possuir enzimas antioxidantes mais ativas e
eficientes na eliminagdo de ROIs como acontece com outros cultivares de arroz
tolerantes ao Al, especialmente em tratamentos mais longa duracdo (MERIGA et al.,
2004).

Em folhas, o Al ndo alterou a peroxidagdo de lipidios em nenhum dos cultivares,
mas a producdo MDA-TBA foi sempre maior no cultivar Fernandes, independente da
presenca de Al (Figura 6). Embora o tratamento com Al ndo tenha causado aumento na
peroxidacdo de lipidios na parte aérea, o acuimulo de malonaldeido foi maior que nas
raizes. Como os teores de O," (Figura 3) e de H,O, (Figura 6) foram sempre menores na
parte aérea isto pode significar menor atividade enzimatica antioxidante nesta regido, ou
reacdo entre eles para formar radicais hidroxilicos, os verdadeiros agentes causais da
peroxidagao.

A menor intensidade de peroxidagdo de lipidios observada em raizes e folhas
dos dois cultivares estudados, comparativamente a encontrada em outros materiais
vegetais (PEIXOTO et al., 2001; MERIGA et al.,, 2004), ¢ indicativo da maior
tolerancia do arroz ao Al. Dentre os cultivares estudados, apenas no Maravilha se
observou aumento na peroxidagdo de lipidios apds tratamento com Al, o que sugere

estar o cultivar Fernandes suportando com maior eficiéncia o estresse causado pelo Al
4. ATIVIDADE FOTOSSINTETICA DE PLANTAS EXPOSTAS AO Al
4.1. Teores de pigmentos fotossintéticos

Na auséncia de Al os dois cultivares ndo apresentaram diferengas significativas
quanto aos teores de clorofila a, clorofila b, clorofila total, razdo clorofila a/b e

carotenoides (Figura 7). O tratamento das plantas com Al resultou em aumento nos

teores de clorofila a, clorofila b, clorofilas totais e carotendides apenas no cultivar
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Fernandes. A razdo clorofila a/b ndo foi alterada significativamente em nenhum dos
cultivares. Na presenga de Al, portanto, o cultivar Fernandes apresentou teores mais
elevados de clorofila a, clorofila b, clorofila total e carotendides que o cultivar
Maravilha.

A reducdo nos teores de pigmentos fotossintéticos tem sido observada em
diversos tipos de estresse, como o salino (LIMA et al., 2004) e efeito de niveis toxicos
de metais pesados como cddmio, cobre e chumbo (BURZYNSKI et al., 2004) e
manganés (Mn) (LIDON et al., 2004). Tratamento com Al, também, promoveu redugao
nos teores de pigmentos fotossintéticos em milho (Zea mays cv. XL-72.3) (LIDON et
al., 1999), soja (Glycine max Merril. cv. ZP S 015) (MILIVOJEVIC et al., 2000) além
de cultivares tolerante e sensiveis de sorgo (Sorghum bicolor (L.) (OHKI, 1986;
PEIXOTO et al., 2002). Isto, contudo, nem sempre acontece. Em cultivares de tomate
(Lycopersicon esculentum Mill. “Mountain Pride” e “Floramerica”), o teor de clorofilas
nao foi afetado pelo Al (SIMON et al., 1994). Por outro lado, semelhante ao verificado
neste estudo, LIDON et al. (1997) encontraram aumento na concentra¢ao de clorofila a,
clorofila b e diminuig¢@o na concentragdo de caroteno e zeaxantina em plantas de milho
(Zea mays) submetidas a 81 g m™ de Al por 20 dias.

O aumento e a manutengdo de teores mais elevados de pigmentos fotossintéticos
no cultivar Fernandes podem estar associados com sua maior capacidade em absorver e
utilizar diferentes formas de nitrogénio, elemento este diretamente relacionado com a
sintese de pigmentos fotossintéticos (LOPEZ-CANTARERO et al., 1994).
Corroborando esta idéia, JUSTINO (2004) trabalhando com os mesmos cultivares de
arroz, mostrou que o Al reduziu ndo apenas a absor¢do e reducdo do nitrato no cultivar
Maravilha, mas, também, aumentou o teor de N-total na parte aérea do cultivar
Fernandes, o que pode lhe ter permitido manter teores mais elevados de pigmentos
fotossintéticos.

A biossintese de clorofilas e outros pigmentos cloroplastidicos, entretanto, ¢
influenciada ndo apenas por N, mas também por diversos elementos minerais (CALBO,
1980), que tém os seus teores modificados por niveis toxicos de Al (LIDON et al.,
1999). LIDON et al. (1999) observaram reducao na translocagdo de nitrogénio, fosforo
e ferro para a parte aérea em plantas de milho tratadas com Al, onde sdo requeridos para
a biossintese de pigmentos (LIDON et al, 1999). Corroborando esta idéia,
MENDONCA et al. (2003), estudando o efeito do Al nos mesmos cultivares de arroz

utilizados neste estudo, verificaram eficiéncia mais eclevada na utilizacdo de

25



macronutrientes pelo cultivar Fernandes, o que pode ter permitido manter niveis mais

elevados dos pigmentos cloroplastidicos.
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Figura 7: Efeito do Al sobre os teores de clorofia a, clorofila b, clorofila total, razdo
clorofila a/b e carotendides em dois cultivares de arroz, em solugio nutritiva.
d0OmMe Il 1 mM de AL

Meédias seguidas pelas mesmas letras, maitsculas entre os cultivares e minusculas entre
niveis de Al, ndo diferem estatisticamente, ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de
Tukey.

4.2. Trocas gasosas e parametros de fluorescéncia da clorofila

Tanto na auséncia como na presenca de Al ndo foram observadas diferencas
significativas entre os cultivares e, ou tratamentos quanto a todas as medidas de trocas
gasosas: taxa de assimilagdo de CO, (A), condutancia estomatica (gs), transpiragdo (E) e
a razdo Ci/Ca (Figura 8). O experimento foi repetido duas vezes, mas mesmo assim
foram verificadas apenas algumas tendéncias de variacdo que nao se concretizaram em

efeitos significativos. Outros trabalhos mostram o Al diminuindo as trocas gasosas em
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tomate (SIMON et al., 1994), café¢ (KONRAD et al., 2005), sorgo e trigo (OHKI, 1986),
causando reducdo na taxa de assimilacdo de CO; (A) e na condutancia estomatica (gs).
A diminuicdo da taxa de assimilagdo de CO, pode resultar em acimulo de energia de
fotons. Como apenas pequena parcela desta energia ¢ usada no transporte de elétrons,
parte da energia no centro de reacdo do PSII pode provocar a formagao de espécies
reativas de oxigénio, danificando assim o aparelho fotossintético (DEMMIG-ADAMS e
ADAMS, 1992; CHEN et al., 2004; CHEN et al., 2005).
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Figura 8: Efeito do aluminio sobre a taxa de assimilagdo de CO; (A), a condutancia
estomatica (gs), a transpiracdo (E) e a razdo Ci/Ca em dois cultivares de

arroz, em solucdo nutritiva. (1 0 mM ¢ ll 1 mM de Al
Meédias seguidas pelas mesmas letras, maitsculas entre os cultivares e mintisculas entre
niveis de Al, ndo diferem estatisticamente, ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de

Tukey.

Além de o arroz ser considerado um dos cereais mais tolerantes ao Al (MA et
al., 2002), os cultivares utilizados neste experimento mostraram tolerancia bem maior
que outros cultivares da mesma espécie, como por exemplo, os cultivares asidticos
utilizados por MERIGA et al. (2004). Isto pode justificar, pelo menos em parte, o fato
de o Al ndo ter afetado os pardmetros de trocas gasosas avaliados, o que pode estar
indicando que a intensidade do estresse ndo foi suficientemente elevada para modificar
estes parametros. Parte desta tolerdncia manifestada pelos cultivares, em termos de

trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila, pode estar correlacionada com a capacidade
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de eles manterem e, no caso do cultivar Fernandes, até aumentar os teores de pigmentos
fotossintéticos (Figura 7). Aparentemente, com esta capacidade, puderam manter em
funcionamento o aparelho fotossintético e, em conseqiiéncia, as trocas gasosas.

De modo semelhante ao observado para as trocas gasosas, os cultivares nao
diferiram entre si e o Al nao modificou nenhum dos parametros de fluorescéncia da
clorofila a (Figura 9). A relagdo Fv/Fm (rendimento quantico maximo do PSII) e Fo
(fluorescéncia inicial) s@o indicativos de alteragdes no aparelho fotossintético, de modo
que, o aumento de Fo associado com diminui¢do da relacdo Fv/Fm indica inativagdo do
PSII e, portanto, da atividade fotoquimica (BAKER & ROSENQVST, 2004). Assim,
portanto, dentro das condigdes impostas nos tratamentos do presente experimento,
parece nao ter havido efeito do Al sobre a relagdo Fv/Fm e Fo. Por outro lado, a relagao
Fv/Fm encontrada neste estudo apresentou valores em torno de 0,8, que indicam
elevada atividade do PSII, independente da presenca de Al.

O complexo coletor de luz do fotossistema II (PSII), portanto, parece nao ter
sofrido danos causados pelo estresse do Al e, ou de intermediarios reativos de oxigénio
produzidos apds tratamento com Al. LIDON et al. (1999), estudando o efeito de quatro
doses de Al sobre os parametros de fluorescéncia Fo ¢ Fv/Fm, em milho (Zea mays cv.
XL-72.3), também, ndo detectaram diferenga estatistica significativa. Eles, porém,
constataram peroxidacdo de lipidios associada com inibi¢do da “reacdo de Mehler” e,
em conseqiiéncia, aumento de radicais hidroxilicos, provavelmente, responsaveis pela
peroxidagdo de lipidios. No presente experimento ndo se observou aumento na
peroxidacdo de lipidios na parte aérea pelo tratamento com Al, indicativo de ndo ter
havido aumento da produg¢do de ROIs que viesse a modificar os pardmetros de
fluorescéncia da clorofila a.

Além de o Al nao ter afetado os parametros de fluorescéncia, ndo modificou a
extingdo fotoquimica (qP) e nao fotoquimica (NPQ e gN), o rendimento quantico
efetivo do PS II (AF/Fm’), nem no transporte de elétrons (ETR). Estes fatores sao
bastante interligados de modo que a alteracdo em um corresponde a variagdo no outro.

Diminuicdo em qP ¢ acompanhada por aumento de gN, variando de 0 a 1
(KRUPA et al., 1993). Neste estudo, independente da presenga de Al, os valores do
coeficiente de extingdo fotoquimica (qP) foram menores do que de qN, indicando que os
mecanismos dissipadores de energia, mesmo na auséncia de Al, parecem atuar

eficientemente.
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Figura 9: Efeito do aluminio sobre a fluorescéncia da clorofila a: Fo (fluorescéncia

inicial), Fm (fluorescéncia maxima), Fv/Fm (rendimento quantico maximo
do PSII), P (coeficiente de extingao fotoquimica ), qN e NPQ (coeficiente
de extingdo ndo fotoquimica), ETR (taxa de transporte aparente de elétrons)
e AF/Fm’ (rendimento quantico efetivo do PSII), em dois cultivares de arroz,

em soluc¢do nutritiva. L]0 mM ¢ ll 1 mM de Al

Meédias seguidas pelas mesmas letras, maitsculas entre os cultivares e minusculas entre
niveis de Al, ndo diferem estatisticamente, ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de
Tukey.
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O Al nao provocou alteragdo no transporte aparente de elétrons (ETR) nem na
eficiéncia quantica efetiva (AF/Fm’), resultados estes coerentes com os obtidos para
trocas gasosas uma vez que nao houve alteracdo na condutancia estomatica (gs) e,
principalmente, na taxa de assimilagdo de CO, (A), indicando o bom funcionamento do
processo fotossintético. O transporte aparente de elétrons (ETR) e a eficiéncia quantica
efetiva (AF/Fm’), de modo geral, indicam a quantidade de elétrons transportados e
utilizados para formar poder redutor na forma de ATP e NADPH, estando, portanto,
diretamente relacionados com o consumo destas formas reduzidas na etapa de
carboxilacdo da fotossintese (KONRAD et al., 2005). Caso nao haja consumo destas
espécies redutoras, o transporte de elétrons ¢ prejudicado. Isto foi observado por
KONRAD et al. (2005) em café¢ (Coffea arabica), em que o Al causou redugdo em
ETR, AF/Fm’, justificando este fato com o menor consumo de poder redutor pela fase
de carboxilagdo da fotossintese, ja que também houve diminuicdo na taxa de
assimilagcdo de CO;, (A), com conseqiiente queda no transporte de elétrons.

Como o Al n3o modificou a extingdo ndo fotoquimica (NPQ), a agdo deste
mecanismo protetor na dissipa¢cdo do excesso de energia provavelmente desempenhou
menor importancia em comparagdo ao ciclo agua-agua (ASADA, 1999). Este ciclo
consiste em uma série de reacdes envolvendo diferentes enzimas antioxidativas, em que
0 oxigénio atmosférico € reduzido a 4gua, consumindo O, e H,O, no PSI, utilizando os
elétrons originados da fotooxidagio da dgua no PSII (ASADA, 1999). Desta forma, O,"
e H,0O, seriam consumidos evitando danos ao aparelho fotossintético e a0 mesmo
tempo, dissipando o excesso de energia produzido. CHEN et al. (2005) salienta que as
atividades de enzimas envolvidas no ciclo agua-dgua tais como SOD, APX, GR,
monoaldeidroascorbato redutase (MDHAR) e dehidroascorbato redutase (DHAR) e as
concentragdes dos metabdlitos ascorbato (AA) e glutationa reduzida (GSH) podem
aumentar na parte aérea de plantas tratadas com Al, amenizando os danos
fotooxidativos.

Como o Al ndo afetou os pardmetros de fluorescéncia, as trocas gasosas € nem
os teores de pigmentos fotossintéticos é possivel que enzimas do ciclo dgua-agua
tenham contribuido para a liberagdo do excesso de energia. Se isto for comprovado ser
verdade, estas enzimas teriam importante papel na tolerdncia ao Al e ao estresse

oxidativo induzido, principalmente em cultivares tolerantes como o Fernandes.
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4. RESUMO E CONCLUSOES

Neste trabalho, avaliou-se a producdo de intermediarios reativos de oxigénio em
plantas de dois cultivares de arroz, Fernandes (CNA-1158) e Maravilha (CNA-6843-1),
na presenc¢a de aluminio.

O crescimento do cultivar Fernandes ndo foi modificado pelo Al, enquanto o do
cultivar Maravilha sofreu redugdo desta variavel tanto nas raizes quanto na parte aérea.
As plantas controle dos dois cultivares apresentaram os mesmos teores de O, nas duas
partes das plantas. O tratamento com Al provocou redugdo no teor de O," nas raizes
apenas no cultivar Fernandes, enquanto nas folhas a redugao ocorreu nos dois cultivares,
mas com maior intensidade no cultivar Fernandes. A presenca de O," foi demonstrada
histoquimicamente nos d&pices radiculares dos dois cultivares, independente do
tratamento com aluminio. O acimulo desta espécie reativa ocorreu, principalmente, nas
células epidérmicas e corticais mais externas. O teor de H,O, nas raizes das plantas
controle do cultivar Fernandes foi mais elevado que no cultivar Maravilha. Apos
exposicao ao Al, observou-se reducdo no teor desta espécie reativa apenas no cultivar
Fernandes, que passou a ter a mesma concentragdo do cultivar Maravilha. Nas folhas, o
tratamento com Al causou redu¢do no teor de H,O, apenas no cultivar Maravilha, que
passou a ter o mesmo teor do cultivar Fernandes. A peroxidagdo de lipidios nas raizes
aumentou com o tratamento com Al apenas no cultivar Maravilha, passando a ser
significativamente maior que no cultivar Fernandes. Nas folhas, o tratamento com Al
ndo teve efeito, mas o cultivar Fernandes apresentou maior peroxidacao de lipidios que
o cultivar Maravilha. Os teores de clorofila a, b, clorofila total e carotendides
aumentaram no cultivar Fernandes, mas nao se modificaram no cultivar Maravilha apos
exposicao das plantas ao aluminio. Apesar disso, os pardmetros de trocas gasosas e de
fluorescéncia da clorofila a ndo foram modificados pelo tratamento com Al em nenhum
dos cultivares. Na presen¢a de Al, o cultivar Fernandes apresentou menores teores de
superoxido e de peroxido de hidrogénio, que explicam, pelo menos em parte, a menor
peroxidacdo dos lipidios de suas membranas e, conseqlientemente seu maior

crescimento.
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Quadro 1A: Analise de varidncia sumarizada do comprimento de raizes em dois
cultivares de arroz tratados com A1 0 mM e 1 mM.

Fonte de GL Quadrado médio F
variagao
Raizes Parte aérea Raizes Parte aérea

Niveis de Al 1 87,43%* 3,54%%* 242 7,79
Cultivares 1 157,32%* 226,03* 43,55 496,97
Al * Cultivar 1 10,10™ 3,50%* 2,8 7,69
Residuo 6 3,61 0,45
CV (%) 7,21 2,35

** (P<0,01) Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste de Tukey.
* (P<0,05) Significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.
" Nio significativo

Quadro 2A: Analise de varidncia sumarizada da produ¢do de matéria seca em dois
cultivares de arroz tratados com A1 0 mM e 1 mM.

Fonte de GL Quadrado médio F
variagao
Raizes Parte aérea Raizes Parte aérea

Niveis de Al 1 1,5x10°°  1,15x 1077 60,94 11,82
Cultivares 1 2,8x 107 0,20%* 1141,63 206,13
Al * Cultivar 1 7,68 x 104 221x10°™ 3128 2,28
Residuo 6 2,45x 107 9,7x 10
CV (%) 5,50 11,8

*# (P<0,01) Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste de Tukey.
* (P<0,05) Significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.
" Nao significativo

Quadro 3A: Analise de varidncia sumarizada dos teores de 4anion
superoxido em dois cultivares de arroz tratados com Al 0 mM e 1

mM.
Fonte de GL Quadrado médio F
variagao
Raizes Folhas Raizes Folhas

Niveis de Al 1 727x10%  351x107 15,88 72,83
Cultivares 1 453x10%°  1,35x 10" 9,89 2,81
Al * Cultivar 1 72x10°™  333x10%° 1,57 6,91
Residuo 6
CV (%) 9,04 13,60

** (P< 0,01) Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste de Tukey.
* (P<0,05) Significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.
™ Nao significativo
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Quadro 4A: Analise de variancia sumarizada dos teores de perdxido de hidrogénio em
dois cultivares de arroz tratados com A1 0 mM e 1 mM.

Fonte de GL Quadrado médio F
variagao
Raizes Folhas Raizes Folhas

Niveis de Al 1 1,00x 1077 330x10°™ 11,78 4,54
Cultivares 1 1,L13x 1077 569x 107" 12,20 7,84
Al * Cultivar 1 1,23x 10°™ 1,63 x 107" 1,32 2,25
Residuo 6
CV (%) 10,32 13,45

** (P<0,01) Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste de Tukey.
* (P<0,05) Significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.
" Nio significativo

Quadro 5A: Analise de variancia sumarizada da peroxidagdo de lipidios em dois
cultivares de arroz tratados com Al 0 mM e 1 mM.

Fonte de GL Quadrado médio F
variagao
Raizes Folhas Raizes Folhas

Niveis de Al 1 2,32 13,93™ 10,54 4,79
Cultivares 1 3,72% 132,49%* 12,56 45,50
Al * Cultivar 1 0,94"™ 8,39 x 107" 3,17 0,03
Residuo 6 291
CV (%) 5,74 4,31

*# (P<0,01) Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste de Tukey.
* (P<0,05) Significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.
" Nao significativo

Quadro 6A: Analise de variancia sumarizada para o teor de clorofila a (CI a), clorofila
b (Cl1 b) e clorofila total (Cl t) em dois cultivares de arroz tratados com Al

O0mMe 1 mM.
Fonte de GL Quadrado médio F
variagao Cla Clb Clt Cla Clb CIt
Niveis de Al 0,61%* 3,2x 107 1,08%* 184 6,23 23,24

1
Cultivares 1 38x10% 28x10™ 7,1x10™ 1,15 546 1,54
Al * Cultivar 1 0,57%* 2 x 10-2" 0,98 17,25 3,46 2121
Residuo 6 33x10% 52x10°  4,6x107?

CV (%) 9,86 9,38 6,73

** (P<0,01) Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste de Tukey.
* (P<0,05) Significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.
" Nio significativo
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Quadro 6B: Analise de variancia sumarizada para o teor de carotendides e a razdo
clorofila a/b em dois cultivares de arroz tratados com Al 0 mM e 1 mM.

Fonte de GL Quadrado médio F
variagao

Carotenoide Razdo a/b Carotenoides Razdo a/b
s

Niveis de Al 1 1,6 x10%  3,48x 10" 6,04 0,03
Cultivares 1 1,7x10°™  257x10™™ 0,62 2,54
Al * Cultivar 1 1,3x10°™  1,53x10°™ 4,99 0,15
Residuo 6 2,7x 107 1,01 x 107

CV (%) 10,27

** (P< 0,01) Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste de Tukey.
* (P<0,05) Significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.
" Nao significativo

Quadro 7A: Analise de variancia sumarizada da taxa de assimilagdo de CO, (A) ¢
condutancia estomatica (gS) em dois cultivares de arroz tratados com Al

0mM e 1 mM.

Fonte de variagio  GL Quadrado médio F
A gs A gs

Niveis de Al 1 1,72" 9,9 x 10 0,30 0,16
Cultivares 1 10,64™ 1,7x 107 1,88 0,28
Al * Cultivar 1 6,05™ 3,5x 107" 1,07 0,58
Residuo 6 5,67 6,07 x 10"
CV (%) 12,08 24,34

** (P< 0,01) Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste de Tukey.
* (P<0,05) Significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.
™ Nao significativo

Quadro 7B: Analise de variancia resumida da transpiragdo (E) e a razdo Ci/Ca em dois
cultivares de arroz tratados com Al 0 mM e 1 mM.

Fonte de variacio  GL Quadrado médio F
E Ci/Ca E Ci/Ca
Niveis de Al 1 1,86™ 1,45 x 107" 1,71 0,02
Cultivares 1 0,43" 4,76 x 107 0,40 0,58
Al * Cultivar 1 1,45™ 3,12 x 107 1,33 3,82
Residuo 6 1,09 8,15x 10™
CV (%) 19,60 4,14

** (P<0,01) Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste de Tukey.
* (P<0,05) Significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.
™ Nao significativo
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Quadro 8A: Analise de varidncia sumarizada dos parametros de fluorescéncia:
fluorescéncia inicial (Fo) e fluorescéncia maxima (Fm) em dois
cultivares de arroz tratados com A1 0 mM e 1 mM.

Fonte de variagdo  GL Quadrado médio F

Fo Fm Fo Fm
Niveis de Al 1 27" 432™ 0,09 0,17
Cultivares 1 1875™ 17480,33" 6,18 6,89
Al * Cultivar 1 533" 192™ 0,02 0,08
Residuo 6 303,53 2538,03
CV (%) 7,16 4,00

** (P<0,01) Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste de Tukey.
* (P<0,05) Significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.
" Nio significativo

Quadro 8B: Analise de varidncia sumarizada dos parametros de fluorescéncia:
eficiéncia quantica maxima do PS II (Fv/Fm) e rendimento quantico
efetivo do PS II (AF/Fm’) em dois cultivares de arroz tratados com Al 0

mM e 1 mM.
Fonte de variacao GL Quadrado médio F
Fv/Fm AF/Fm’ Fv/Fm AF/Fm’

Niveis de Al 1 1,33x10%™  145x10°™ 0,02 0,18
Cultivares 1 1,92 x10* 1,57 x 1072 3,12 1,90
Al * Cultivar 1 1,63x10°™  1,36x 10™™ 0,27 1,65
Residuo 6 6,1 x 107 8,25 x 10-3

CV (%) 0,97 51,08

*# (P<0,01) Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste de Tukey.
* (P<0,05) Significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.
" Nao significativo

Quadro 8C: Analise de variancia sumarizada do coeficiente de extingdo fotoquimica
(qP) e ndo fotoquimica (qN) em dois cultivares de arroz tratados com Al

O0mMe 1 mM.

Fonte de variagdo  GL Quadrado médio F

qP gN qP gN
Niveis de Al 1 747x10°™ 1,07 x 107 0,26 0,19
Cultivares 1 3,90x107™  8,05x 107 1,34 0,15
Al * Cultivar 1 435x107%™  832x 107" 1,50 1,50
Residuo 6 2,9x 107 5,53 x 107
CV (%) 57,03 10,54

*# (P<0,01) Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste de Tukey.
* (P<0,05) Significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.
" Nao significativo
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Quadro 8D: Analise de varidncia sumarizada do coeficiente de extingdo ndo
fotoquimica (NPQ) e a taxa de transporte aparente de elétrons (ETR) em
dois cultivares de arroz tratados com Al 0 mM e 1 mM.

Fonte de variagdo  GL Quadrado médio F

NPQ ETR NPQ ETR
Niveis de Al 1 0,16™ 522,72™ 0,41 0,58
Cultivares 1 0,56™ 246,61™ 0,14 0,27
Al * Cultivar 1 0,60™ 122,88™ 1,51 0,14
Residuo 6 0,40 907,45
CV (%) 37,04 20,10

** (P<0,01) Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste de Tukey.
* (P<0,05) Significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.
" Nao significativo
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