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RESUMO

A alta difusividade do oxigénio em diversos materiais dificulta a criacao e, ou,
manutencio de um ambiente livre de O,. As técnicas utilizadas sao pouco eficientes
na exclusao do O, e, portanto, nao expressam a condicao do solo alagado. Os
objetivos deste trabalho foram desenvolver um método para obtencao de raizes
em condicao de hipoxia e avaliar a placa férrica e a formacao de aerénquima no
arroz. Foi criada uma condicao de hipoxia semelhante a do solo alagado em tanques
de 50 L, explorando a capacidade de difusiao do O, por meio do vinil em contato
com solo reduzido. Cada tanque preenchido com solo (Gleissolo haplico) recebeu
cinco sacos de vinil e foi mantido alagado. Plantas dos genétipos IRGA 423 e
IRGA 424 previamente cultivadas em campo foram coletadas, tendo as raizes
cortadas junto ao colo, lavadas e um terco da lamina foliar removido. Cada saco de
vinil recebeu 12 plantas de cada gendtipo e solucao nutritiva. Apoés sete dias, as
novas raizes adventicias formadas foram utilizadas na determinacao da porosidade
e ada placa férrica em segmentos de 0-2, 2-4 e 4-6 cm a partir da ponta da raiz. As
raizes foram colocadas em contato com a solucao de um solo em processo de reducao
por 4 h e a placa férrica determinada apés a extragido do Fe com HC10,5 mol L-1. A
porosidade foi determinada pela aplicacao de ciclos de vacuo, com auxilio de
seringas. A diferenca de peso antes e depois do tratamento com vacuo e entrada de
agua foi assumida como sendo a estimativa da magnitude do aerénquima ao longo
daraiz. A eficacia do método foi testada com a producéao de raizes adventicias em
saco de vinil com aeracao e hipoxia. A porosidade nas raizes foi maior em ambiente
hipéxico, comparado a aeracao. A porosidade foi maior na proximidade da base da
planta e, a medida que a porosidade aumentou, houve aumento do conteudo de Fe
na superficie das raizes, indicando que a placa férrica pode servir como estimativa
da formacéao de aerénquima no arroz. O método de obtencao de raizes foi eficiente
em promover a eliminaciao de O, do saco de vinil para estudar a formaciao do
aerénquima.

Termos de indexacao: anaerobiose, Oryza sativa L., aerénquima.
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SUMMARY: EVALUATION OF POROSITY AND IRON PLAQUE ON RICE
ROOTS GROWN UNDER HYPOXIA

The high oxygen diffusion in different materials makes the establishment and maintenance
of oxygen-free environments difficult. The techniques used to obtain oxygen-free environments
are little efficient and not representative of flooded soil conditions. The purpose of this study
was to develop a method for obtaining roots in a hypoxic environment to evaluate iron plaque
and aerenchyma formation in rice plants. A hypoxic condition similar to that of flooded soils
was created in 50 L tanks, based on the oxygen diffusion capacity through vinyl plastic in
contact with flooded soil. Each tank was filled with soil (Gley soil), five vinyl bags and then
flooded. Rice plants of the genotypes IRGA 423 and IRGA 424 grown in the field were collected,
the roots cut at the stem, washed and 1/3 of the leaves removed. Each bag was filled with 12
plants of each genotype and nutrient solution. After seven days, the new adventitious roots were
used to determine the iron plaque and aerenchyma formation in the segments 0-2, 2-4 and 4—
6 cm from the root tips. The roots were exposed the solution of a flooded soil for 4 hours. The
iron plaque was determined in the root segments after iron extraction with HCI 0.5 mol L.
Porosity was determined in vacuum cycles applied with a syringe. The weight difference before
and after vacuum treatment and water entrance was assumed as estimate of the magnitude of
the aerenchyma of the roots. The method was tested with the production of new adventitious
roots in vinyl bags under aerated and hypoxic conditions. Root porosity was higher in the
hypoxic than in the aerated environment. Porosity was higher near plant base and as porosity
increased, iron increased near the root surface, indicating the iron plaque as a parameter to
estimate aerenchyma formation in rice roots. The tested root-growth method was efficient in
eliminating Oy from the vinyl bags to study aerenchyma formation.

Index terms: anaerobiosis, Oryza sativa L., aerenchyma.

INTRODUCAO

Nos solos cultivados sob alagamento, a baixa taxa
de difusdo do O, na lamina de dgua determina a
formacédo de camadas distintas quanto ao regime de
O, no solo. Ha uma camada superficial oxidada de
alguns milimetros e, abaixo desta, é formado um
ambiente com pouco ou nenhum O, (Ponnamperuma,
1972). Para manter o crescimento em ambiente sem
O,, as plantas de arroz sofreram adaptacdes
estruturais na parte aérea e nas raizes, que lhes
permitem transportar o O, necessario para promover
a respiracao celular nos pontos de crescimento
(Jackson & Armstrong, 1999). A redugdo na
concentracdo de Oy no solo com o alagamento (hipoxia)
desencadeia uma série de processos bioquimicos na
planta, os quais podem estimular a formacéo de
aerénquima. Este pode ser classificado em
esquizodgeno ou lisigeno, de acordo com o processo de
formacgao. O aerénquima esquizdgeno ou constitutivo
resulta da separacdo das células e dos espacos
intercelulares, devido ao arranjo diferencial das células
que compdem os tecidos, e pode ser encontrado mesmo
em plantas bem supridas com O, (Jeffree et al., 1986;
Evans, 2003). Por outro lado, o aerénquima lisigeno
é formado a partir da morte das células em resposta
as condi¢ées adversas impostas pelo ambiente,
principalmente a falta de O5 (Jackson & Armstrong,
1999; Colmer, 2003; Evans, 2003). A sua formacio
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ocorre primeiramente nas raizes, sobretudo nas
adventicias, quando as células dos pontos de
crescimento percebem a presenga de algum fator
limitante ao metabolismo e se estendem para a base
da planta e parte aérea (Thomson et al., 1990). O
aerénquima lisigeno ¢ o tipo de formacao predominante
nos tecidos do arroz (Justin & Armstrong, 1991) e
pode variar de 5 % na ponta até 45 % em regides
maduras da raiz (Luxmoore et al., 1970; Armstrong,
1971).

O transporte do O, através do aerénquima ocorre
em resposta a um fluxo difusivo da atmosfera,
passando pela parte aérea até chegar a raiz (Groot et
al., 2005), devido a demanda criada pela atividade
respiratéria da raiz e pela perda radial de O,. Fatores
como temperatura do solo (Hosono & Nouchi, 1997) e
condigoes redox (Kludze et al., 1993) influenciam na
atividade respiratéria dos organismos do solo,
aumentando o consumo de O, na rizosfera. A
intensidade do transporte interno de gases é
influenciada por fatores intrinsecos da planta,
determinados por sua carga genética, sugerindo que
haja diferengas entre espécies e até mesmo entre
cultivares, como é o caso do arroz (Aulakh et al., 2000).
Plantas que possuem maior capacidade de formar
aerénquima teoricamente transportam mais Oy para
a ponta das raizes, podendo favorecer o seu
crescimento e, consequentemente, promover maior
aprofundamento do sistema radicular, o que pode ser
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desejavel em vista do volume de solo explorado na busca
por nutrientes. Entretanto, o Oy transportado até a
raiz pode, em parte, se difundir para o solo em virtude
do gradiente de O, criado entre o solo e o interior da
raiz. A intensidade com que ocorre essa perda é
determinada por caracteristicas da raiz, como o
espessamento da parede celular, regido da raiz e
volume de aerénquima (Clark & Harris, 1981; Colmer,
2003; Evans, 2003). O espessamento secundario das
paredes celulares atua como uma barreira que reduz
a liberagdo de O, e varia ao longo da raiz, a medida
que esta se torna mais velha, sendo mais permeavel
nas zonas de crescimento (Armstrong, 1979). Devido
a variacdo no volume de aerénquima entre cultivares,
a quantidade de O, liberado pelas raizes do arroz pode
ser diferente e influenciar o desenvolvimento de
microrganismos aerdbios junto a rizosfera (Colmer,
2003; Evans, 2003). Isso pode alterar a intensidade
das reagoes quimicas e biologicas e, consequentemente,
a disponibilidade de alguns nutrientes importantes
para as plantas, como o N (Ponnamperuma, 1972).

Durante os processos de reducéo quimica que ocor-
rem no solo, o Fe oxidado (Fe3") passa para a forma
reduzida (Fe?"), aumentando a sua solubilidade e, por
conseguinte, a sua disponibilidade para a planta
(Ponnamperuma, 1972). Por outro lado, a liberagao
de O, das raizes para a rizosfera possibilita a oxida-
¢ao do Fe, gerando novamente a transformacéo para
a forma Fe?". Essa oxidacdo resulta na acumulacio
de Fe na superficie e nas células da epiderme da raiz
(Tanaka, A. & Navasero, 1966) na forma de oxi-
hidréxidos de Fe pouco cristalinizados, comumente
denominada de placa férrica (Chen et al., 2006). A
magnitude da formacéao da placa férrica tem sido re-
lacionada, em alguns casos, com a tolerancia ao ex-
cesso de Fe (Fe?") em solos alagados, no sentido de redu-
zir a sua entrada na planta (Tanaka, A. & Navasero,
1966; Chen et al., 1980). Por outro lado, a acumula-
¢ao das formas oxidadas de Fe também tem sido apon-
tada como uma barreira para a absor¢do normal de
outros nutrientes essenciais (Chen et al., 1980). De
acordo com estes autores, a formacdo da placa férrica
é variavel entre cultivares de arroz e até mesmo en-
tre estadios de desenvolvimento e a determinacgio da
quantidade de Fe oxidado poderia servir como atribu-
to para diferenciar cultivares quanto a sua capacida-
de de transportar e liberar O, para a rizosfera.

A facilidade do O, em se difundir através de
materiais organicos e agua dificulta a criagao e, ou,
manutenc¢io de um ambiente livre de Oy molecular
quando se trabalha em solu¢do nutritiva com arroz.
Algumas técnicas que tém sido utilizadas para esses
estudos, como cultivo em meios contendo dgar e em
recipientes permeaveis ao Oy, principalmente os
plasticos, exclusido do Oy com Njy, sais inorganicos
redutores, entre outros, ndo tém sido muito eficientes
na exclusao do Oy do ambiente radicular, levando a
conclusées que nem sempre expressam a situacio de
uma planta de arroz no solo alagado, sobretudo os
estudos realizados em meios artificiais. Assim, com
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os objetivos de obter raizes para estudo da placa férrica
e estimar a magnitude do aerénquima, foi desenvolvido
um método original para a cultura do arroz, sem o
contato direto com o solo alagado, mas que proporcione
uma condi¢do de hipoxia semelhante a das condiges
naturais.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido na Estacdo Experi-
mental do Arroz (EEA) do Instituto Rio-Grandense do
Arroz (IRGA) (Cachoeirinha — RS), no periodo de no-
vembro de 2008 a fevereiro de 2009.

Obtencao de raizes de arroz em ambiente de
hipoxia

O trabalho foi conduzido em casa de vegetagao, com
temperaturas variando entre 20 e 30 °C. A condigdo
de hipoxia foi obtida explorando-se a capacidade de
difusdo do Oy por meio do material plastico de vinil
em contato externo com solo em processo de reducao.
Para isso, foram produzidos sacos de vinil com
espessura de 0,1 mm e dimensées de 30 x 40 cm. As
Unidades Experimentais (UEs) foram compostas por
tanques com capacidade de 50 L. Cada UE recebeu
cinco sacos de vinil, os quais foram colocados sobre
uma camada de solo de 5,0 cm no fundo da caixa e
afastados 10,0 cm entre si. Em cada saco foi colocado
um espacador interno (condutor elétrico de 10 mm de
diametro), com o objetivo de manter um espacgo
adequado para que as raizes crescessem sem
impedimento fisico. A caixa foi preenchida com solo
(Gleissolo Haplico) (Streck, 2008), deixando a abertura
do saco a 10,0 cm acima da superficie (Figura 1).
Cada saco recebeu 150 mL de solugdo nutritiva (Silva
& Bohnen, 2001). O solo foi alagado e mantido com
uma lamina de Agua de 5,0 cm.

Plantas dos genédtipos IRGA 423 e IRGA 424
cultivadas no campo até o inicio do florescimento foram
retiradas inteiras do solo e levadas ao laboratdrio, onde
perfilhos uniformes e vigorosos foram separados, tendo
todas as raizes cortadas junto ao colo da planta. As
plantas foram cuidadosamente lavadas, para evitar a
contaminacgio com solo no cultivo de raizes. A fim de
reduzir a taxa de transpiragio, um terco da lamina
foliar foi removido. Essas plantas foram alocadas nos
sacos de vinil, de forma que o colo delas ficasse
posicionado na altura da superficie do solo. Cada saco
recebeu 12 plantas de cada genétipo. Ap6s um periodo
de sete dias, com novas raizes adventicias formadas,
as plantas foram retiradas dos sacos e levadas
imediatamente para o laboratério (Figura 2). A
solugéo nutritiva foi regularmente reposta nos sacos,
a medida que a transpiracdo reduzia o volume.
Analises de monitoramento do O, dissolvido nos sacos
durante o periodo de formacao de raizes indicaram
concentracao inferior a 0,1 mg L'! junto ao colo das
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Placa férrica

No laboratorio, foram cortadas sete raizes de cada
gendtipo em segmentos de 7,0 cm a partir da ponta.
As raizes foram fixadas em um suporte de acrilico,
colocadas em uma caixa de vidro (20 x 10 x 1,5 cm) e
inundadas com N ultrapuro (< 1 mg L't Oy), visando
remover o Oy. A caixa de vidro foi preenchida com
solucao do solo (Planossolo Haplico) (Streck, 2008)
previamente alagado, apresentando pH = 6,2 e
80 mg Lt de Fe (Fe2") (Figura 3). A solucao do solo
foi obtida por um sistema composto de um tanque de
50 L, preenchido com um Planossolo Haplico em es-
tadio avangado de redugéo, conforme Nava (1997). As
raizes permaneceram na solugao do solo por um peri-
odo de quatro horas, para que o gradiente de O, for-
mado entre o interior da raiz (aerénquima) e a solu-
¢ao do solo promovesse a difusdo do Oy molecular para
o exterior da raiz. Esse tempo de contato foi estabele-
cido a partir de testes prévios, a fim de evitar que a
concentracio de Fe na solucgio caisse para valores
muito baixos, dificultando a difusio do Fe para junto
das raizes. Aliberacéo do O, pela raiz e a combinagao
com 0 Fe?" resultam na formacgio de compostos oxida-
dos de Fe de baixa cristalinidade, formando a placa
férrica na superficie da raiz (Figura 3). Posterior-
mente, as raizes foram lavadas e cortadas em seg-
: . mentos de 2,0 cm a partir da ponta, compondo as
Figura 1. Plantas de arroz alocadas no saco de vinil ~ amostras de cada regiéo da raiz, que compreendem os

enterrado no solo alagado. segmentos de 0—2, 2—4 e 4-6 cm. Os segmentos fo-
ram fotografados e analisados individualmente. A cada
segmento foi adicionado 1,0 mL de HC1 0,5 mol Li'le
mantido em repouso por 24 h para realizar a extragao
do Fe contido na raiz, caracterizando cada repeticio,
num total de sete repetigoes para cada segmento e
gendtipo. As concentragoes de Fe dissolvido nas amos-
tras foram determinadas por espectrofotometro de
absorcao atémica (Nava & Bohnen, 2002). A partir
dasimagens digitalizadas, foi calculada a area super-
ficial do segmento com o software STARCS v. 3.0, que,

Figura 2. Plantas de arroz retiradas do saco de vinil
que foi mantido enterrado no solo alagado.

Figura 3. Caixa de vidro com os segmentos de raizes

raizes (limite inferior de deteccdo do oximetro imersas em solucio de solo com pH = 6,2 e com
utilizado), mostrando a eficiéncia do método em 80 mg L' de Fe. A caixa foi selada com massa de
promover um ambiente de hipoxia. modelar e mantida em ambiente de N ultrapuro.
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juntamente com a concentracdo de Fe na amostra,
possibilita calcular a distribuigdo do Fe no segmento.

Porosidade de raizes

Das plantas usadas para determinagéo da placa
férrica, outro grupo de raizes foi retirado para a
determinacdo da porosidade. Destas, 30 raizes foram
cortadas em segmentos de 0-2, 2—4 e 46 cm a partir
da ponta, constituindo trés repeticbes para cada
segmento e gendtipo. Cada unidade experimental
constituiu-se de um grupo contendo 10 segmentos.
Cada grupo foi cuidadosamente seco com lencgo de papel
e pesado. Posteriormente, os segmentos foram
colocados em uma seringa de plastico de 60 mL
contendo 10 mL de 4gua. O volume da seringa foi
reduzido para 10 mL, e a entrada dela, vedada com
uma tampa de silicone. O émbolo foi puxado e travado
para manter o vacuo por trés minutos, a fim de extrair
o ar presente na raiz. Apds esse tempo, o émbolo foi
solto e mantido por outros trés minutos, possibilitando
a entrada da agua no vacuo criado no interior da raiz.
Esse ciclo foi repetido até se observar que todos os
segmentos se depositavam no fundo da seringa,
indicando que os espagos porosos foram completamente
preenchidos com agua. As raizes foram retiradas da
seringa e novamente secas e pesadas. A diferenca de
peso antes e depois do tratamento com vacuo e entrada
de agua foi assumida como sendo a porosidade da raiz,
resultando em uma estimativa da magnitude do
aerénquima formado em cada segmento ao longo da
raiz.

Teste do método

Foram usados dois genétipos de arroz IRGA 423 e
IRGA 424), cultivados em um Gleissolo haplico
(Streck, 2008) até o inicio do florescimento. As plantas
foram retiradas do solo e preparadas como descrito
anteriormente. A formacéo de raizes adventicias foi
realizada com 10 plantas em solugdo nutritiva no saco
de vinil no solo alagado e 10 plantas em solucdo
nutritiva com aeracdo constante (5,0 mg L1 de O,).
Apos sete dias, foram feitas as determinacées da placa
férrica e da porosidade.

Para avaliar a eficiéncia do saco de vinil em evitar
a contaminacio com Fe, foi feito um branco, com a
determinacdo do Fe em raizes retiradas do saco de
vinil sem a exposicio a solucdo do solo. A concentracio
de Fe na superficie da raiz, nas duas situacoes, ficou
abaixo dos limites de detec¢io do aparelho (dados néo
apresentados), indicando que ndo houve contaminagao
por Fe durante o crescimento das raizes adventicias
no saco de vinil mantido enterrado em solo alagado.

Os resultados para porosidade de raiz e placa férrica
foram analisados separadamente para cada cultivar
testada. O delineamento experimental foi
Inteiramente casualizado, e os resultados, submetidos
a analise de variancia a 5 % pelo teste do DMS.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A porosidade das raizes foi maior quando
submetidas ao ambiente sem O,, em relacdo as plantas
cultivadas em solugdo com aeracéo nos dois gendtipos
testados (Figura 4a,b), indicando que o método
utilizado para o cultivo de raizes foi eficiente em retirar
0 Oy e estimular a formacgéo de aerénquima dentro do
saco de vinil. A avaliagdo da porosidade pela
determinacdo em segmentos indica que a formacao
de aerénquima é maior a medida que aumenta a
proximidade com a base da planta (Figura 4a,b), o
que esta de acordo com Evans (2003), que relata que a
indugao a formagao de aerénquima ocorre a partir das
primeiras camadas de células do apice da raiz e
aumenta para a base da planta a medida que a raiz se
torna mais madura. Para Gunawardena et al. (2001)
e Jackson (1985), a reducio da concentracio de O,
determina a producgdo de etileno, sendo este o
sinalizador bioquimico para induzir as rotas
metabdlicas associadas com a morte celular
programada e, consequentemente, a formagdo do
aerénquima lisigeno.

A formacéao de espacos porosos mesmo nas plantas
cultivadas com aeracdo demonstra que ha formacao
de aerénquima mesmo em concentragoes de Oy de
aproximadamente 5,0 mg L1 (Figura a,b). No
entanto, convém ressaltar que parte dessa porosidade
pode ser atribuida aos espacos intercelulares que, de
acordo com seu arranjo, formam o aerénquima
denominado de constitutivo (Evans, 2003). De acordo
com Stolzy (1974), concentragoes de O, inferiores a
12 % no solo alteram negativamente o crescimento e
desenvolvimento das raizes de diversas espécies,
comprometendo a respiracédo celular.

As determinagoes da placa férrica indicam o mesmo
comportamento observado para a porosidade entre as
condigoes de oxigenagdo. A medida que a porosidade
aumentou, houve aumento proporcional do Fe oxidado
e depositado na superficie das raizes (Figura 4d,c),
indicando que oxidacdo do Fe pode servir como medida
em estudos que visem estimar a magnitude da
formacdo de aerénquima da raiz. Essa hipotese é
reforcada pela correlagdo significativa entre a
determinacdo da placa férrica e a da porosidade
(Figura 5). A formagéao da placa férrica foi diferente
nos dois gendtipos testados; houve diferencas na
magnitude do Fe acumulado entre os dois genétipos
dentro de cada segmento nas raizes crescidas em
hipoxia (Figura 4c,d). Essa variagdo pode ser
atribuida a diferencas na permeabilidade da raiz, o
que influencia diferentemente na liberacio de O, para
o meio externo. A permeabilidade da raiz é determinada
basicamente pela composi¢ido quimica dos tecidos e
pelo arranjo das células da epiderme e mesoderme,
que sdo modificadas no decorrer do tempo e aumentam
a medida que se aproximam da ponta da raiz (Evans,
2003).
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Figura 4. Porosidade e teores de ferro na superficie em segmentos das raizes adventicias em dois genétipos
de arroz (IRGA 423 e 424), em funcao do tratamento das raizes: com ou sem oxigenacao (hipoxia). Letras
minusculas comparam as regides da raiz e letras maitsculas comparam condicoes de oxigenacao pelo

teste do DMS a 5 %.
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Figura 5. Relacao entre a porosidade e a quantidade
de ferro em segmentos de raizes adventicias de
dois genotipos de arroz (IRGA 423 e 424),
mantidos em ambiente com aeracao e hipoxia.

CONCLUSAO

O método de cultivo de plantas de arroz dentro de
sacos de vinil enterrados no solo alagado mostrou-se
eficiente em formar um ambiente de hipoxia tal como
ocorre em condi¢coes normais de cultivo de arroz,
permitindo o estudo da formacéo do aerénquima e
placa férrica na raiz em raizes adventicias.
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