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Resumo

HERNANDEZ, Diana Marcela Herndndez. Caracterizacao de familias mutantes de
arroz (Oryza sativa L.) irrigado para toleréancia a toxidez direta ao excesso de
ferro em hidroponia. 2021. 71f. Dissertacdo - Programa de Pdés-Graduagdo em
Agronomia (Area de Concentracdo: Fitomelhoramento). Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas - RS, 2021.

O arroz (Oryza sativa L.) € a base alimentar de mais de trés bilhdes de pessoas,
sendo considerado um dos alimentos mais importantes para a nutricdo humana. Um
dos fatores que podem prejudicar a produtividade da cultura sob o sistema irrigado,
€ a toxidez por ferro. Alguns de seus sintomas tipicos sdo diminuicdo no
comprimento e massa seca de parte aérea e raiz, manchas marrons nas folhas e
danos a clorofila. O desenvolvimento inicial do arroz € também afetado sob o
referido estresse. Uma técnica utilizada para incrementar a variabilidade genética
para fins de melhoramento € a inducéo artificial de mutac¢des. Diante do exposto, 0
objetivo do presente trabalho foi caracterizar um grupo de mutantes de arroz para a
tolerancia a toxidez por ferro no desenvolvimento inicial. As familias mutantes se
encontram na geracdo Mg e foram obtidas a partir da cultivar BRS Queréncia, via
tratamento com Etilmetanosulfonato (EMS). Foram avaliadas, estas, em condicdo de
hidroponia, ap6s exposicdo ao estresse por ferro de 400 mg L™ por 14 dias, para as
variaveis comprimento de parte aérea e de raiz, massa seca de parte aérea e raiz,
indice de clorofila “a” e “b” e mancha foliar. Foram identificadas trés familias
mutantes superiores em sete variaveis em relacdo a cultivar BRS Queréncia, quanto
a tolerancia ao estresse por ferro. As analises de componentes principais (PCA) e
agrupamento hierarquico demonstraram existir variabilidade genética na populacéo
mutante em sua resposta ao estresse por ferro. O grupo de linhagens se apresenta
como promissor tanto sob o ponto de vista do melhoramento genético como para
estudos genéticos mais aprofundados, inclusive de ordem molecular.

Palavras-chave: Estresse abidtico; Melhoramento vegetal; Triagem; Variabilidade
genética.



ABSTRACT

HERNANDEZ, Diana Marcela Hernandez. Characterization of mutant families of
paddy rice (Oryza sativa L.) for tolerance of direct toxicity to iron excess in
hydroponic culture.2021. 71f. Dissertation - Graduate Program in Agronomy (Area
of Concentration: Plant Breeding). Federal University of Pelotas, Pelotas - RS, 2021.

Rice (Oryza sativa L.) is the staple food for more than three billion people, being
considered one of the most important crop cereals for human nutrition. One of the
factors that can impair the crop yield under the flooded-irrigated system is iron
toxicity. Some of its common symptoms include decreased length and dry mass of
shoots and roots, brown spots on leaves and damage to chlorophyll. The initial
development of rice is also affected under this stress. A technique used to increase
genetic variability for breeding purposes is the artificial induction of mutations. Given
the above, the aim of the present work was to characterize a group of rice mutants
for tolerance to iron toxicity at early development. The mutant families are in the Mg
generation and were obtained from the BRS Queréncia cultivar, via treatment with
EMS. These lines were evaluated under hydroponic condition, after exposure to iron
stress of 400 mg L™ for 14 days, for the variables shoot and root length, shoot and
root dry mass, chlorophyll a and b index and leaf spots. Three mutant families,
superior to BRS Queréncia for Fe tolerance for seven variables were identified, which
represent promising tolerance sources for breeding programs. The analysis of
principle components (PCA) and hierarchical clustering showed genetic variability for
iron toxicity tolerance in the group of mutant families studied. The population is
promising from the breeding point of view but also can serve as a reference for future
studies for stress tolerance, and several molecular studies in rice.

Key words: Abiotic stress; Plant breeding; Screening; Genetic variability.
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1 INTRODUCAO GERAL

O arroz (Oryza sativa L.) é a base alimentar de mais de trés bilhdes de
pessoas, sendo considerado um dos alimentos mais importantes para a nutricao
humana. Dentre os cereais, € o segundo mais cultivado no planeta. E consumido
quase que exclusivamente por humanos e fornece 27% das calorias diarias para a
populacdo mundial (FAOSTAT, 2021). Apresenta o segundo maior volume de
producdo em graos do mundo, sendo o Brasil, 0 nono maior produtor, apresentando
uma area cultivada de 1,7 milhdo de hectares e uma produtividade média de 6.266
kg ha™, suprindo praticamente por completo a demanda interna pelo cereal. O
Estado do Rio Grande do Sul (RS) contribui com mais de 70% da producéo
brasileira, fato que apresenta grande relevancia socioecondmica para o Estado e
para o pais, uma vez que a agricultura tem grande importancia para a economia
brasileira (CONAB, 2021). No RS, quase a totalidade da area orizicola é cultivada
sob irrigacéo por inundacao.

Desde o advento das cultivares modernas, do tipo moderno-filipino, no Rio
Grande do Sul, a toxidez por ferro (Fe) apresenta-se como um grave problema nas
lavouras do Estado. Esta relacionada com os tipos de solos existentes e o processo
de inundacdo das areas, consequente anaerobiose e reducdo do Fe presente,
podendo causar reducdes de até 100% na produtividade, dependendo das cultivares
utilizadas (AUDEBERT; FOFANA, 2009; BECKER; ASCH, 2005). Encontra-se, nos
solos inundados com pH inferior a 5,5, concentracdes extremamente grandes de
Fe?* no solo, podendo variar de 500 a mais de 5.000 mg kg™, j& as concentracées
nos tecidos das plantas de arroz estdo geralmente entre 500 e 2.000 mg kg™. As
desordens fisiol6gicas sdo muito graves e ocorrem durante todo o periodo de cultivo
do cereal. As plantas que sofrem de toxidez de ferro podem cobrir grandes areas
contiguas, como no Delta do Mekong no Vietna ou nas planicies costeiras da Africa
Ocidental e da Tailandia (CHEANEY; JENNINGS, 1975; BECKER; ASCH, 2005).
Estudos demonstram que a concentracdo soltuvel do Fe anterior & submergéncia do
solo raramente excede 0,1 mg L™, podendo ap6s o alagamento elevar-se, em solos
acidos, a aproximadamente 600 mg L*(DOBERMANN; FAIRHURST, 2000; SILVA,
2005). Em condicdes de alagamento, o ferro na forma férrica se transforma em ferro

na forma ferrosa, assimilavel pela planta, levando a toxidez por ferro e



consequentemente a um problema de mau desenvolvimento radicular, prejudicando
a absorcao de nutrientes, reduzindo a produtividade e, em muitos casos, causando a
morte das plantas.

A toxidez por ferro € um dos estresses abidticos mais frequentes no arroz
também em outros paises, afetando em média de 15 a 30% da producéo total
nessas éareas (TADAIESKY, 2021), sendo considerado um dos limitantes ao
rendimento do arroz irrigado nas principais regiées produtoras do Rio Grande do Sul
e Santa Catarina (SANTIAGO, 2013). Os seus sintomas tipicos, geralmente, sao
diminuicdo no comprimento da parte aérea e raiz, manchas marrons nas folhas,
reducdo no indice de clorofila e toxidez indireta ou alaranjamento, que promove
reducdo na absorcdo de nutrientes. A severidade da toxidez por ferro estad associada
aos teores de macro e micronutrientes na parte aérea das plantas de arroz causando
os sintomas de desordens nutricionais por deficiéncia de outros nutrientes, como N,
P, K, Mg, Ca, Zn, Cu, Mn (SCHMIDT, et al.,, 2016; SOSBAI, 2018). Apos o
alagamento, se reduzem os oxidos férricos (Fe®) a oxidos ferrosos (Fe®),
aumentando a disponibilidade desse ion e atingindo niveis toxicos na planta, os
quais em muitos casos coincidem com o final do afilhamento, que é a fase de
desenvolvimento da cultura do arroz mais sensivel a toxidez por Fe (SOUSA et al.,
2004).

Os solos com pH baixo potencializam & toxidez por Fe. A oxidacéo de Fe?'
para Fe* devido & liberacdo de O, pelas raizes acidifica a rizosfera (importante para
a absorcdo de P) e promove a formacdo da camada acastanhada nas raizes
(SAHRAWAT et al., 2005). Antes de serem observados 0s prejuizos devido a toxidez
por ferro, uma série de sintomas e danos iniciais podem ser observados. Dentre
estes estdo o amarelecimento e a necrose foliar, 0 escurecimento das raizes, devido
a presenca de sulfito de ferro, e a perturbacédo catidnica, causando os sintomas de
desordens nutricionais por deficiéncia de outros nutrientes, como a deficiéncia de
potassio. Sintomas de bronzeamento nas folhas podem ser causados indiretamente
pela toxicidade de Fe, Mn e Al, resultando em deficiéncia de P, K, Mg e Ca. Quando
as concentracdes de Fe, Mn e Al na solucéo do solo séo altas, ocorre uma limitacao
no crescimento das raizes, sendo estas cobertas com uma camada de oxidos de

Fe?* e Mn?". Isso reduz a capacidade das raizes de absorver nutrientes (SCHMIDT



et al.,, 2013). Esses sintomas sdo de toxidez direta e indireta e podem reduzir a
produtividade da cultura (DOBERMANN, 2000).

A variacdo nas concentracfes criticas de Fe causadoras de estresse as
plantas na solucdo do solo € causada pelas diferencas na habilidade das raizes de
arroz de resistir aos efeitos de toxicidade por Fe, que por sua vez depende do
estado fisioldgico e o crescimento das plantas, mas especialmente da cultivar
(capacidade de oxidacdo das raizes). Assim, tem-se cultivares denominadas como
sensiveis e tolerantes a toxidez por ferro. Dessa forma, € notavel o papel do
melhoramento genético na mitigacdo desse problema.

Nas cultivares tolerantes nota-se uma maior expressdo de enzimas
antioxidantes como: peroxidase, ascorbatoperoxidase, catalase e
diidroascorbatoredutase. Os captadores de radicais da enzima superéxido dismutase
e peroxidase, influenciam dramaticamente na tolerancia ao ferro, limitando a
absorcdo do mesmo, através da formacédo de perédxido de hidrogénio no interior das
folhas, que é um agente oxidante menos ativo do que os radicais (LIU et al., 2017;
WU et al., 2017; MAHENDER et al., 2019).

Uma estratégia que tem tido bons resultados e um grande potencial para
obter germoplasma tolerante a toxidez por ferro € a inducdo de mutacgées. A inducao
com agentes fisicos, como raios gama tem sido utilizada para melhorar a qualidade
do gréo e tolerancia ao ferro (BACHA et al., 2002), porém os mutagénicos quimicos,
como o Etilmetanosulfonato também sédo promissores para esse fim. Nos ultimos
anos, tem-se realizado mutac¢des suprimindo a expressdo de genes especificos, e
desta maneira os genes relacionados a tolerancia ao ferro tém sido identificados
(RUENGPHAYAK et al.,, 2015; AUNG et al., 2019; WU et al., 2019), e mutantes
tolerantes ao ferro tem sido isolados com sucesso.

O objetivo do presente trabalho foi revisar a importancia e as bases genéticas
da tolerancia ao Fe em arroz e caracterizar um grupo de linhagens mutantes frente

ao estresse.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Importancia da cultura do arroz

De acordo com a FAO, o arroz é o alimento basico predominante para 17
paises da Asia e do Pacifico, nove paises da América do Norte e do Sul e oito
paises da Africa. Este cereal é fonte de 27% do fornecimento mundial de energia
alimentar, enquanto que o trigo fornece 19% e o milho 5%. Nao s6 o arroz € uma
fonte rica de energia, mas também € uma boa fonte de tiamina, riboflavina e niacina,
assim como uma quantidade significativa de fibra dietética. O perfil de aminoacidos
do arroz indica que ele tem alto contetdo de acido glutamico e aspartico, enquanto a
lisina é o aminoécido limitante (WALTER, 2008).

O arroz é o unico cereal que € usado quase que exclusivamente para a
nutricdo humana. E considerado uma das principais fontes de nutrientes do mundo,
provendo elementos essenciais para a saude humana (HUANG et al., 2020). Sendo
um dos graos mais antigos domesticados, estando intimamente associado com 0s
estilos de vida e cultura de varios povos (GHIMIRE et al., 2015)

De acordo com as ultimas estimativas da FAO, a producdo mundial de arroz
em 2021 terd um recorde de 519,5 milh6es de toneladas. A estimativa da producéo
para a safra brasileira 2021 é de 11,1 milhdes de toneladas, com reducéo de 0,7%
em relacdo a 2020, segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE,
2021). As exportagOes brasileiras de arroz no ano comercial 2020/21, que vai de
marco a fevereiro, foram as maiores dos ultimos nove anos. Segundo dados da
Associacado Brasileira da Industria do Arroz (Abiarroz) e do Sindicato da Industria do
Arroz no Estado do Rio Grande do Sul (Sindarroz-RS), responsavel por quase 70,0%
da producgéo nacional, foram 1,770 milhdes de toneladas exportadas.

No mapeamento de arroz irrigado no Brasil, foi estimada uma éarea de 1,3
milhdes de hectares de arroz irrigado no Brasil, com produtividade de 7.400 kg/ha.
Por outro lado, somente 23% da &rea e 10% da producdo no Brasil corresponde a
arroz sequeiro com uma produtividade de 2.100 kg/ha. O Rio Grande do Sul
(72,9%), Santa Catarina (11,5%) e Tocantins (8,4%), respondem por 1,2 milhdes dos
1,3 milhdes do total de hectares de arroz identificados no Brasil (ANA; CONAB,
2020).
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2.2 Melhoramento vegetal para tolerancia ao estresse por ferro

Varios programas nacionais e organizacdes internacionais de pesquisa, como
o International Institute of Tropical Agriculture (IITA) e West Africa Rice Development
Association (WARDA agora AfricaRice) consideram a tolerancia a toxidez por ferro
dentre as principais prioridades no melhoramento do arroz. Nesse sentido,
identificaram algumas variedades tolerantes a toxidez por ferro, como MatCandu,
Gissi 27 e a bem conhecida Suakoko8, na Libéria (VIRMANI, 1977). Algumas das
variedades com bons niveis de tolerancia ao estresse sé@o de ciclo tardio (165 a 170
dias) e com potencial de rendimento muito baixo (SIKIROU et al., 2015). Tém sido
realizado trabalhos de identificacdo precoce da tolerancia ao ferro com meio de
cultivo com &gar e solucdo nutritiva de Yoshida, avaliando o bronzeamento,

mostrando-se uma ferramenta de selecédo rapida (NUGRAHA et al., 2016).

Estudos em banco de genes do IRRI, tém sido realizados, sob condi¢des
toxicas de ferro, na busca de marcadores moleculares, visando o planejamento de
cruzamentos (ONAGA et al., 2013); estudos de correlacdo entre o comprimento de
parte aérea e raiz (NUGRAHA et al., 2016), e avaliacdes dos parentes selvagens de
arroz e cultivares, onde nao tem se achado diferencas significativas entre grandes
grupos, mas sim individualmente (BIERSCHENK et al.,, 2020). Esta informagéo
genética € importante para a selecédo de cultivares e dos métodos de selecéo para

obter variedades tolerantes.

Em populagbes de linhagens de introgressao reciproca, que compartilham os
mesmos pais, sendo eles, uma variedade japonica que apresenta maior tolerancia
ao ferro e uma variedade indica, usando marcadores SNPs de alta densidade, foram
encontrados QTLs de tolerancia a toxidez por ferro, identificando regides no
cromossomo 11 (LIU et al, 2016). Outro estudo, com retrocruzamento
interespecifico entre O. sativa e O. glaberrima, detectou 28 QTLs em 18 regifes
cromossOmicas para 11 varidveis. Os QTLs detectados em novas regides foram
fornecidos pelo cultivar MG12 de O. glaberrima, e alguns desses QTLs
corresponderam ao indice de bronzeamento (DUFEY et al., 2015). H4, entretanto,
uma urgéncia de realizar esforgcos de pesquisa para entender a genética da

tolerancia a toxidez por ferro.
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Um estudo de GWAS (Genome-WideAssociationStudy), com 329 acessos de
subpopulacdes de O. sativa, demostrou uma consideravel variabilidade na tolerancia
a toxidez por ferro, além de identificar um loco associado ao bronzeamento foliar
(MATTHUS et al., 2015). Por mapeamento associativo, com 352 linhas, também se
tem chegado na conclusao de que existe uma grande variabilidade genética para a
tolerancia ao estresse (PAWAR et al., 2021).

2.2.1 Caracteristicas de cultivares brasileiras de arroz irrigado frente a toxidez
por ferro

No contexto do melhoramento genético, as caracteristicas sao consideradas
em conjunto, isto é, pouco adianta ter uma cultivar de arroz com somente tolerancia
ao Fe toxico, e nenhum outro atributo produtivo. Assim, aqui sdo descritas cultivares
com maior tolerancia ao estresse abidtico, mas também quanto as suas demais
qualidades (Tabela 1). Descrito com alta tolerancia ao Fe téxico, Avaxi CL, hibrido
de ciclo precoce, também possui grande capacidade de emissao de afilhos e alta
resisténcia a brusone. Dentro das cultivares convencionais desenvolvidas pelo
Instituto Rio-Grandense do Arroz (IRGA), tem-se como tolerantes ao ferro, IRGA 431
CL, IRGA 425, IRGA 428CL e IRGA 424 CL. A cultivar IRGA 431 CL, com ciclo
precoce de 120 dias, tem alto potencial produtivo, excelente qualidade de graos,
resisténcia a herbicidas do grupo quimico das imidazolinonas e a brusone. Ainda,
com tolerancia moderada tem-se a cultivar, BRS PAMPA CL, desenvolvida pela
Embrapa, com ciclo médio de 118 dias, estatura média de 95 cm e moderadamente
resistente a brusone. Como medianamente tolerante esta a cultivar GURI INTA CL,
com ciclo médio de 125 a 130 dias, estatura média de 84 cm e suscetivel a brusone.

A BRS Queréncia, € uma cultivar de tipo moderno-americano, lancada no
ano de 2005, de ciclo precoce (106-120dias), com floracdo plena aos 85 dias, e
maturagdo aos 110 dias, de folhas e gréos lisos, com colmos fortes e alta
capacidade de afilhamento. Destaca-se pela panicula longa e com grande nimero
de espiguetas férteis. Seus grdos sao longo-finos, com elevado rendimento
industrial, translucidos e de 6tima qualidade culinaria. Medianamente suscetivel a
brusone e relativamente tolerante a toxidez indireta de ferro (SOSBAI, 2018). Apesar
do avanco obtido com esses cultivares, a tolerancia disponivel nas mesmas ainda

requer incremento.
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Tabela 1 — Cultivares de arroz que possuem nivel de tolerancia e sensibilidade a toxidez por excesso
de ferro conhecida.

Cultivares Nivel de tolerancia a toxidez indireta
Epagri 106 Medianamente tolerante
Epagri 108 Tolerante
Epagri 109 Tolerante
SCS121 CL Medianamente tolerante
BR/IRGA 409 Sensivel
BR/IRGA 410 Sensivel
BRS Queréncia Tolerante
BRS Pampeira Medianamente tolerante
BRS Pampa CL Medianamente tolerante
IRGA 417 Sensivel
IRGA 424 Tolerante
IRGA 428 CL Tolerante
IRGA 424 CL Tolerante
IRGA 431 CL Tolerante
Avaxi CL Tolerante
PUITAINTA-CL Medianamente Sensivel
GURI INTA CL Medianamente Sensivel

Fonte: SOSBAI, 2018.

2.2.2 Mutacdes em arroz

A primeira variedade mutante de arroz irrigado do Brasil foi a cultivar SCS 114
Andosan, obtida por mutagdo com raios gama, a qual apresentou 7,4 ~ 9,6% de
aumento de rendimento sobre IR 841 e um teor de amilose superior (28%) do que IR
841 (19%). A variedade mutante também mostrou alta tolerancia a toxidez por ferro
e resisténcia a brusone (ISHIY et al., 2005).

A mutacdo espontanea ocorre por erros ha replicagdo do &cido
desoxirribonucleico (DNA) e radiacdo do meio ambiente, ocasionando uma mudanca
hereditaria na composi¢cdo genética de um individuo. Com o tempo as mutacdes
mais vantajosas, e com aptiddo superior, prosperam, sendo que estas novas
caracteristicas adaptativas (mutantes), sdo também procurados pelo homem de
maneira artificial (FAO/IAEA, 2021).

Os mutagénicos quimicos sdo mais frequentemente aplicados na geracao de
variedades mutantes. Das cultivares mutantes obtidas por mutagénese quimica
oficialmente liberadas registradas no MVD (The FAO/IAEA Mutant Variety

Database), dentre os cereais destaca-se, o arroz com 64 variedades, cevada (37),
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trigo (41). Dentre o0s principais agentes mutagénicos destaca-se o0 EMS
(metanossulfonato de etila), com 16 variedades mutantes oficialmente registradas,
NEU (nitrosoetil ureia) (6), MNU (N-metil N-nitrosoureia) (6), colchicina (1) e El
(etilenoimina) (7) (FAO/OIEA, 2021).

A importancia no estudo de mutantes na investigagdo de mecanismos
moleculares visando a tolerancia ao ferro, se vé refletida em estudos recentes. A
analise de mutantes pela genética direta, ou seja, do fenotipo para o gene, ou pela
genética reversa, ou seja, do gene para o fenotipo, pode ser usada para entender a
funcdo do gene (LO et al., 2016; VIANA et al., 2019). Tem-se um exemplo
importante onde a mutacdo de OsAKT1 permitiu confirmar o envolvimento do gene
na tolerancia do arroz contra a toxicidade do Fe, na translocacdo do Fe da raiz para
a parte aérea (WU et al., 2019).

Os mutantes sdo uma reserva genética imperativa que pode ajudar como uma
base informativa das dissimilaridades na cultura de arroz. Quando avaliados os
mutantes de arroz com floracdo precoce induzida por EMS, para o estudo de
tolerancia ao estresse por um metal pesado (Zn), por meio de testes de
caracteristicas de crescimento da planta (biofisicas e bioquimicas), foram
identificados mutantes que variaram na atividade antioxidante, e no conteudo de
clorofila (AFZAL et al., 2019). Mais recentemente tem sido utilizado a técnica de
CRISPR/Cas9 para mutac¢des pontuais, onde o arroz mutado tem mostrado uma
menor concentragéo de ferro na folha (CHE et al., 2021).

Uma caracterizagdo de mutantes de arroz no sul do Brasil mostrou
variabilidade genética entre as familias avaliadas para diversas caracteristicas
agrondmicas avaliadas (LUZ et al., 2016). Geralmente essas mutacdes levam a
alteracdo em mais de uma caracteristica, como na inducao de tolerancia a estresses
biéticos e abidticos (RAINA, KHAN, 2020; DA LUZ et al., 2020).

Como relatado, diversos estudos tém sido feitos, utilizando a inducdo de
mutacdo com agentes mutagénicos para tolerancia ao ferro em arroz
(RUENGPHAYAK, 2015, WU et al., 2019; CHE et al.,, 2021), porém ha poucos
mutantes descobertos que tolerem a toxidez por ferro, sendo estes importantes para
o desenvolvimento de novos gendtipos. O mutante MuFROL1 tolerou a toxicidade por
ferro no estadio vegetativo e tinha 21-30% mais teor de Fe em gréos
(RUENGPHAYAK et al.,, 2015). No Brasil, tem-se quatro variedades mutantes
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registradas, IRAT 177, com alto afilhamento, SCS114 Andosan, com maturidade
precoce, e SCS118 Marques, com qualidade superior, obtidos por raios gama, e
SCS112 CL obtido por EMS (metanossulfonato de etila), resistente a herbicidas do
grupo quimico das imidazolinonas (FAO/IAEA-MVD, 2021). Com EMS acontece,
alquilacdo de guanina, transicbes de G/C para A/T, ou transversbes, com uma
frequéncia de mutacéo de 2 a 10 mutacdes cada Mb (TILL et al., 2007; VIANA et al.,
2019).

2.3 Toxidez por ferro em arroz

A toxidez por ferro em arroz irrigado € um disturbio nutricional que ocorre em
lavouras de diversos paises, principalmente na Africa, Asia e América do Sul. No
Brasil, ja foi constatado nos Estados do Rio Grande do Sul (RS) e Santa Catarina
(SC), que séo os principais Estados produtores de arroz irrigado. Nesses Estados, a
toxidez por ferro foi observada logo depois da década de setenta, quando
predominavam cultivares do tipo tradicional e intermediario, com o surgimento de
novas cultivares, no inicio da década de 1980. Neste periodo, os produtores,
pesquisadores e extensionistas comegaram a observar os sintomas de toxidez com
maior frequéncia e intensidade, pois as variedades modernas, sdo mais sensiveis ao
problema (SOUSA, 2004, SCHMIDT et al., 2013).

A toxidez por excesso de ferro no solo na cultura de arroz irrigado no Rio
Grande do Sul (RS) foi observada pela primeira vez no municipio de Uruguaiana, no
inicio da década de 1980, logo apds o lancamento da cultivar BR IRGA 409, que é
sensivel a esse disturbio abidtico (LOPES et al., 2015).

Em células vegetais, sob condi¢ces tdxicas de Fe, sdo produzidos radicais
hidroxila (OH+) que sdo espécies reativas de oxigénio (ROS), no que se conhece
como reacao de Fenton. Estes radicais oxidam lipidios, proteinas e DNA e causam
necrose. Os principais sintomas observados pela toxidez por ferro sdo o
bronzeamento das folhas (pontos marrons nas folhas mais jovens), causadas pela
deposicao de ferro, se espalhando para as nervuras com a progressao da toxidez;
as raizes se tornam escuras (marrom); diminui¢cdo dos grupos de clorofila nas folhas,
provavelmente associado a deficiéncia de Mg, e de forma correlacionada diminui¢éo
na produtividade, baixa taxa de crescimento e esterilidade das espiguetas, causando

diminuicdo da produtividade e, em casos mais severos, a morte da planta, sendo



16

estas reducdes as mais pronunciadas nas cultivares sensiveis ao ferro
(SAHRAWAT, 2000; DOS SANTOS et al., 2020).

As desordens nutricionais associadas a toxidez por ferro sdo de dois tipos:
toxidez direta (ou verdadeira) e toxidez indireta. A toxidez direta ou toxidez
verdadeira é caracterizada pelo acumulo de grandes niveis de ferro em tecidos
vegetais (SILVEIRA et al., 2007). A presenca de pontua¢cdes que sdo chamadas de
“bronzeamento” é ocasionada pela morte das células nos locais onde o ferro esta
depositado. Ocorre também o retardo no crescimento afetando a produtividade
(SAHRAWAT, 2005). A toxidez indireta € um disturbio nutricional multiplo, causado
pela deficiéncia de outros nutrientes como K, P, Ca e Mg. Varios outros fatores,
como o sulfeto de hidrogénio, o acido organico e outros produtos de reducdo na
solucéo do solo, participam do complexo fendmeno da toxicidade do ferro (TADANO,;
YOSHIDA, 1978). A reducdo na fotossintese deve-se a limitacbes na fixagdo do
carbono pelas plantas de arroz expostas ao excesso de ferro (MULLER, 2017). O
limite critico para o aparecimento de sintomas de toxidez por ferro em arroz varia de
acordo com o pH da solucdo do solo, que pode variar de #100 mg L™, com um pH
3,7, @ 400 mg L™ ou mais, com pH 5,0 (TADANO; YOSHIDA, 1978; SILVA, 2005).

Altos niveis de ferro resultardo em efeitos tdxicos, e como defesa ocorre o
aumento da producdo de enzimas antioxidantes, superoxido dismutase e catalase,
reduzindo a producao de ROS; o aerénquima radicular contribui para a formacéo de
uma barreira oxidativa, reduzindo a mobilizacdo de Fe na superficie radicular em
plantas de arroz sob toxidez por Fe (TADAIESKY et al., 2021).

2.4 Disponibilidade do ferro no solo

Com 5% da crosta terrestre, o ferro é o quarto elemento mais abundante na
geosfera, apenas inferior ao oxigénio, aluminio e silicio (GRAHAM et al., 2000). O
acumulo em concentracdes altas de Ferro € toxico para a planta de arroz (ZHANG et
al., 2018). A toxicidade € comumente achada em solos de varzea mostrando
abundancia de ferro solGvel (Fe?") no solo, gerando espécies reativas de oxigénio
(ROS) e radicais hidroxila (OH) sob a situacao toxica.

A reacdo de Fenton é descrita como o potencial oxidativo aumentado de
peréxido de hidrogénio, quando o Fe € usado como um catalisador em condi¢des
acidas (AMETA et al., 2018). Kwan e Voelke (2003), propuseram a seguinte cadeia
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de reacdes em um sistema de oxidacao catalisado por ferro pedoldgico:

Felll + H>O»— FelllH,0,
FelllH,O,—~Fell + HO, + H+

Fell + H,O,~ Felll + «OH + OH

Em células vegetais, muitas reacfes usam moléculas de oxigénio como
aceptores de elétrons, gerando superéxido (0%) e peréxido de hidrogénio (H,0,).
Essas espécies reativas de oxigénio (ROS) contribuem para a producdo de radicais
hidroxila extremamente reativos (*OH) através da chamada reagédo de Fenton com o
envolvimento de Fe ?* catalitico, que ocorre excessivamente sob condicées toxicas
de Fe (BECANA et al., 1998).

Facilitando a disponibilidade do ferro no solo acha-se os acidos organicos de
baixo peso molecular, resultantes da decomposicdo microbiana da matéria organica
e exsudatos de raizes de plantas (XIAO; WU, 2014). Esses &acidos organicos
possuem uma forte capacidade quelante com cations multivalentes, e podem
influenciar significativamente a solubilidade de ferro (LINDSAY, 1991; SEBASTIAN;
PRASAD, 2018).

A partir da rocha priméria, apdés intemperismo, ocorre a formacéo dos 6xidos
de ferro. O conteudo de ferro solavel aumenta em um processo de reducao rapida,
quando a origem séo 6xidos de ferro mal cristalizados, como no caso da ferridrita na
presenca de acidos organicos de baixo peso molecular, o que explicaria em parte a
presenca de mais de 50% do total de ferro livre em 6xidos de ferro mal cristalizados
(LIMA et al., 2006). A matéria organica do solo influencia a dindmica do ferro pelo
seu efeito inibidor do processo de cristalizacdo dos éxidos (JANSEN, 2004), os
oxidos de ferro mal cristalizados, em funcdo da alternancia das condi¢cdes dos
minerais de ferro, dificultam também o processo de cristalizacdo dos Oxidos
(KAMPF; CURI, 2000). Ambas associac6es do ferro conferem uma maior reatividade
guimica ao solo. A geoquimica do ferro é representada quantitativamente pela
sequéncia: formas de maior grau de cristalinidade > formas complexadas com a
matéria organica > formas de baixa cristalinidade (JANSEN et al., 2004)

As substancias humicas formam complexos com ferro, e séo reativas ja que
sao capazes de reduzir o ferro (STRUYK; SPOCITO, 2001). A reducao de Fe (lll)



18

ocorre em niveis significativos em valores de pH inferiores a 4; em valores de pH
mais altos, a reducdo é limitada pela formacdo de complexos entre Fe (lll) e
moléculas humicas (RODEN et al., 2010).

A degradacdo da matéria organica em solos de arrozais inundados é
realizada por microrganismos anaerdbicos e facultativos, assim como a reducao de
oxidos de ferro. Os 6xidos de ferro sdo um importante reservatério de elétrons, apos
o alagamento, os oxidantes (oxigénio>nitrato>sulfato e oxidos de ferro (Ill)) sé&o
reduzidos. Os oOxidos de ferro mais cristalinos como lepidocrocita, goethita e
hematita sdo menos eficazes, ao contrario do que sucede com Oxidos férricos
fracamente cristalinos como a ferridrita (PONNAMPERUMA, 1972; QU et al., 2004,
HORI et al., 2010).

2.5 Mecanismos de tolerancia ao ferro

Ha& quatro mecanismos de tolerancia ao ferro conhecidos. O primeiro é a
exclusdo de Fe das raizes, através da oxidacao rizosférica de Ferro (Il) em Ferro
(111, criando uma placa férrica. Este mecanismo favorece a baixa disponibilidade de
Ferro (ll) na solu¢éo do solo, com a exclusao de Fe (Il) pela rizosfera. Os gendtipos
de arroz com maior capacidade de excluir Fe, como alto poder de oxidacdo da raiz e
varias raizes laterais, podem ser superiores na tolerancia ao excesso de Fe (AUNG
et al., 2020). Analises indicaram gque a expressao de genes relacionados a captacao
e transporte de Fe, como OsIRT1, OsIRT2, OsYSL2, OsYSL15 e OsNRAMP1, é
altamente suprimida nas raizes na presenca de niveis de excesso de Fe leves a
altos (AUNG et al., 2018).

O segundo mecanismo, trata-se da retencdo de Fe nos tecidos radiculares e
diminuicdo da translocacdo de Fe das raizes para a parte aérea. Genotipos
tolerantes precipitam Fe intracelular e apoplastico nas raizes, protegendo a parte
aérea da sobrecarga excessiva de Fe. Proteger a parte aérea, particularmente a
folha mais nova, da toxicidade do Fe é importante para a sobrevivéncia das plantas
de arroz, e o DC (centro de discriminacdo), regido de acumulo e distribuicdo de
metais (MORI et al., 1998), transporta o Fe para as folhas velhas em vez de para as
folhas novas (AUNG et al., 2018). Genes relacionados ao transporte de Fe, como
OsIRT1, OsYSL2, OsTOM1, OsNRAMP1 e OsYSL15 sédo altamente suprimidos no

DC, como nas raizes sob excesso de Fe (AUNG et al., 2020).
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O terceiro mecanismo € ativado quando os primeiros ndo séo suficientes, e é
a compartimentacdo do Fe na parte aérea. As plantas podem permitir o transporte
de Fe das raizes através de DC para as folhas mais velhas para a subsequente
prevencao da toxicidade do Fe por compartimentacdo, descarte ou armazenamento.
O transportador de citrato, OsFRDL1, e seu homologo OsFRDL2, ambos de
regulacdo positiva, sdo necessarios para a translocacdo de Fe da raiz para a parte
aérea (AUNG et al., 2018). Evitando assim, danos mediados pelo excesso de Fe nas
folhas novas, particionando o excesso de Fe nas folhas velhas.

A ferritina é uma proteina de armazenamento de Fe onipresente que
armazena Fe em um complexo (STEIN et al., 2009; FINATTO et al., 2015), e faz
parte dos mecanismos dois e trés. O Oxido nitrico, estimula o acimulo de mRNA e
proteina da ferritina, sugerindo que é uma molécula sinalizadora para modular a
homeostase do Fe em plantas (MURGIA et al.,, 2002; RAMIREZ et al., 2011). O
excesso de Fe é isolado na ferritina de forma segura e biodisponivel, pelos genes de
ferritina de arroz, OsFER1 e OsFER2, os quais sdo fortemente regulados
positivamente em raizes e parte aérea por excesso de ferro (FINATTO et al., 2015;
AUNG et al., 2018). A nicotianamina (NA), um aminoacido ndo proteinogénico, forma
complexos estaveis com Fe (CURIE et al., 2009), contribui para quelar o excesso de
Fe em raizes e parte aérea, entdo pode ser armazenado como uma forma segura,
pois 0 Fe quelado ndo causa a reacdo de Fenton. Também pode proteger a
fotossintese e a perda de agua nas folhas durante o estresse excessivo de ferro,
exibindo seu importante papel na mitigacdo do excesso de Fe nos mecanismos dois
e trés de tolerancia ao excesso de Fe (AUNG et al., 2020).

O guarto mecanismo de defesa € a protecédo contra danos de ROS pela acdo
de enzimas antioxidantes (por exemplo, superéxido dismutase, peroxidase, catalase,
acido ascorbico e glutationa reduzida) (FANG et al., 2001; WU et al., 2017). O cultivo
de arroz com varias concentracdes de excesso de Fe e analises de microarranjos
revelaram que o mecanismo de defesa molecular das defesas 1, 2 e 3 funcionam,
desde que as condi¢bes de excesso de Fe sejam leves a moderadas. No entanto, 0s
genes contribuem para o trabalho de defesa 4 em nivel molecular em condi¢des de
excesso de Fe muito severas, 0 que causa bronzeamento foliar severo e reduz
notavelmente o crescimento da planta (AUNG et al., 2018; AUNG et al., 2020).

Sob severo excesso de Fe, as plantas induzem a expressdo de genes
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associados ao estresse oxidativo ou fatores de transcricdo relacionados a morte
celular (OsNAC4, OsNAC5 e OsNACG6) (FINATTO et al., 2015; AUNG et al., 2018),
para aliviar os danos causados pelo excesso de ROS e outros estresses abioticos
causados pelo excesso de Fe. Os fatores de transcricdo WRKY sao reguladores-
chave de varios processos associados a tolerancia ao estresse abidtico e bidtico em
plantas. A maioria dos genes WRKYs sédo criticos na regulacéo de varios estresses,
envolvidos no mecanismo de defesa de ROS a varios estresses, incluindo o excesso
de estresse de Fe (VIANA et al., 2018; AUNG et al., 2020).

2.6 Sistema hidropdnico

O cultivo hidropdnico oferece vantagens na conducéo de experimentos, como
ter condicbes controladas de solucdo nutritiva, luz e temperatura. Os elementos
essenciais para o crescimento das plantas ficam disponiveis nas solucdes nutritivas
na sua forma i6nica, o qual permite uma facil absor¢céo pelas raizes; tanto no solo
como na solucdo nutritiva (CORTES et. al, 2018; DOS SANTOS et al., 2020). O
cultivo hidropdnico torna-se atrativo para a caracterizacdo de genétipos tolerantes a
estresse abidtico pois consegue manter os niveis de estresse uniformes mesmo
utilizando um grande numero de plantas (ELEC et al., 2013). De maneira geral, 0s
estudos com ferro que utilizam este sistema, vém conseguindo avaliar com relativa
facilidade os caracteres mais afetados na planta pelo estresse, sejam morfologicos,
gue possibilitam identificar plantas tolerantes, andlises de expressao génica e
também a determinacdo de teor de nutrientes (CHE et al., 2021; TADAIESKY et al.,
2021). A hidroponia permite avaliar tecidos fotossintéticos durante os estadios
iniciais de crescimento vegetativo, 0 que aprimora uma quantidade impressionante
de estudos, permitindo avaliar nessa fase critica de sobrevivéncia, a tolerancia ao
estresse oxidativo (APEL; HIRT, 2004, WANG; FREI, 2011).

2.7 Anélise multivariada para caracterizacéo de variabilidade genética

Uma das diferencas entre a analise univariada e analise multivariada é que a
altima permite medir a forca das relacdes entre varias medidas, de forma conjunta
(OLKIN; SAMPSON, 2001). A Analise de Componentes Principais (PCA) é
notoriamente uma das técnicas de analise multivariada de dados mais empregada
em estudos de variabilidade genética (MAIONE; BARBOSA, 2019). O PCA usa uma
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transformacao de espacgo vetorial para reduzir a dimensionalidade do conjunto de
dados em um numero menor de variaveis chamadas componentes principais
(WOLD; ESBENSEN; GELADI, 1987), considerando que o PCA se baseia na
determinacdo das direcbes ortogonais de dispersdo maxima das amostras no
espaco multidimensional definido pelas varidveis (RUTLEDGE; BOUVERESSE,
2013). Com um grupo de dados multivariados consegue-se avaliar as relacbes em
termos de similaridade e dissimilaridade. O modelo é definido pelos vetores de
direcédo, ou vetores de carregamento, chamados p1, p2, ..., PA, coletados em uma
Gnica matriz. Esses vetores formam uma linha para um componente, um plano para
dois componentes e um hiperplano para trés ou mais componentes. Esta linha, plano
ou hiperplano define o modelo da variavel latente. Uma interpretacéo equivalente do
plano do modelo é que esses vetores de direcdo séo orientados de forma que as
pontuacdes tenham varidncia maxima para aquele componente. Nenhuma outra
direcdo do vetor de carregamento (ou seja, nenhum outro hiperplano) fornecera uma
variacdo maior. Alguns valores de pontuacdo sdo positivos e outros negativos. Cada
direcdo de carregamento aponta na direcdo que melhor explica os dados; mas esta
direcdo ndo é unica (DUNN, 2021). O PCA é usado principalmente como uma etapa
inicial da andlise antes da classificacdo, uma vez que € uma técnica util para
detectar padrdes ocultos nos dados (MAIONE; BARBOSA, 2019).

O mapa de distancia permite visualizar a distancia média entre os elementos
de dois grupos (cluster). Para decidir quais grupos devem ser combinados, ou onde
um grupo deve ser dividido, € necessaria uma medida de dissimilaridade entre
conjuntos de observacdes (HAIR et al.,, 2009). A escolha de uma linha de corte
apropriada influenciard a forma dos agrupamentos, pois alguns elementos podem
estar relativamente mais proximos uns dos outros dependendo da linha de corte
utilizada (DANIELSSON, 1980; ELMORE, RICHMAN, 2001; MOHIBULLAH;
HOSSAIN; HASAN, 2015).

Como parte do pré-processamento dos dados pode-se utilizar o método de
agrupamento K-means que classifica os genotipos dentro de multiplos grupos, de
forma que a variagcao intra-grupos seja minimizada pela soma dos quadrados das
distancias Euclidianas entre os itens e seus centroides (KASSAMBARA, 2017). A

distancia euclidiana é um critério de ligacdo que especifica a dissimilaridade dos
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conjuntos em funcdo das distancias entre pares de observacbes nos conjuntos
(HAIR et al., 2009).
Equacéao da distancia Euclidiana:

| b |E( b,)?
a— "= a, — b=
i ‘.qli £ £

Para o mapa de distancia genética, escolhe-se o agrupamento com o menor
erro quadrado (menor soma dos quadrados das distancias entre os centrdides e 0s
respectivos pontos pertencentes ao agrupamento correspondente) (LAURETTO,
2017). Alguns critérios de ligacdo comumente usados entre dois conjuntos de
observacdes A e B é o Agrupamento de ligacdo média ndo ponderada (UPGMA-
Unweighted Pair-Group Method of Arithmetic Averages).

Equacao do critério de ligacdo UPGMA:

1
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Onde d, é o ponto de corte escolhido.

O UPGMA permite a fusdo de grupos quando a similaridade atinge o valor
médio de similaridade intergrupo. O algoritmo UPGMA é um bom arranjo entre a
ligagdo simples e a ligacdo completa porque preserva a maioria das distancias
iniciais em espaco dimensionalmente reduzido. Os dendogramas construidos com o
método UPGMA fornecem os menores valores de distancia cofenética, isto €, os
valores numéricos de comprimento total dos ramos do dendrograma (MOUCHET et
al., 2008).

Na mineracdo de dados, a analise de agrupamento hierarquico ou HCA, é uma
tarefa principal de analise exploratéria de dados. No entanto, as classificacdes
hierarquicas sdo imagens unidimensionais de dados dispersos em um espago de “n”
dimensdes. Portanto, nenhum dos algoritmos de agrupamento (mesmo o UPGMA)
corresponde perfeitamente a distribuicdo de objetos em um espac¢o multidimensional
(MOUCHET et al., 2008). Para o conjunto de dados de (altas dimensdes), onde a
visualizacéo do conjunto de dados nédo é possivel, os dendrogramas desempenham
um papel importante para encontrar o numero ideal de grupos. A hierarquia
resultante pode ser facilmente processada de modo a fornecer varias maneiras de

visualizacéo e exploracdo de dados (CAMPELLO et al., 2015).
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3 CAPITULO I. CARACTERIZACAO DE FAMILIAS MUTANTES DE ARROZ
(Oryza sativa L.) IRRIGADO PARA TOLERANCIA AO EXCESSO DE FERRO

3.1 INTRODUCAO

O arroz € uma das plantas cultivadas mais importantes para a maioria dos
paises em desenvolvimento do planeta. Proporciona dois tercos das calorias a
populacdo na Asia e um terco na Africa e América Latina. Os maiores paises
produtores séo, em ordem decrescente: China, india, Indonésia, Bangladesh, Vietna,
Birméania, Tailandia, Filipinas e Brasil. O Brasil € o maior produtor fora do continente
asiatico, e responde por quase a metade do arroz da América Latina e Caribe
(FAOSTAT, 2021).

A toxidez por ferro apresenta-se como um grave problema nas lavouras do
Estado, estando relacionada com os tipos de solos existentes e, acima de tudo, com
a inundacao das areas, podendo causar reducdes de até 100% na produtividade,
dependendo das cultivares cultivadas e da intensidade do estresse (AUDEBERT;
FOFANA, 2009). E, de fato, um dos estresses abidticos mais frequentes no arroz
também em outros paises, afetando em média de 15% a 30% da producao total
nessas areas (TADAIESKY, 2021). Este estresse € considerado um dos limitantes
ao rendimento do arroz irrigado nas principais regides produtoras do Rio Grande do
Sul e Santa Catarina (SANTIAGO, 2013). A toxidez por ferro, aumenta a producao
de espécies reativas de oxigénio, como o peroxido de hidrogénio. Os seus sintomas
tipicos geralmente sdo diminuicdo no comprimento da parte aérea e raiz, manchas
marrons minudsculas a partir das pontas das folhas, que se espalham para as bases
inferiores das mesmas (SAHRAWAT et al., 2004; SILVEIRA et al., 2007) e reducéo
na concentracdo de clorofila (STEIN et al., 2009). A toxicidade do ferro (Fe) é
reconhecida como uma das desordens minerais mais difundidas na producédo de
arroz de varzea (AUDEBERT; FOFANA, 2009), podendo ocorrer por absorcao
excessiva (toxidez direta ou bronzeamento) ou por deficiéncia nutricional mualtipla
(toxidez indireta ou alaranjamento) (SOSBAI, 2018). Uma técnica utilizada para
incrementar a variabilidade genética para fins de melhoramento é a indugcéo a
mutacdes por tratamentos mutagénicos (SERRAT et al., 2014).

A toxidez por excesso de ferro no cultivo do arroz € uma das limitacdes a ser
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considerada no sistema de irrigacdo por inundacédo, sendo dificil de ser mitigada por
meio de manejo. Assim, é constante a busca por fontes de tolerancia genética por
parte dos melhoristas. A principal forma de mitigar os efeitos do estresse, é a
utilizacao de cultivares com elevada tolerancia, isto €, o melhoramento genético € o
fator-chave neste processo. Neste sentido, o Centro de GenOGmica e
Fitomelhoramento tem disponivel um grupo de familias mutantes de arroz obtidos da
cultivar BRS Queréncia, algumas das quais, durante a avaliacdo na geracdo Ms,
mostraram-se superiores para 0s caracteres agrondmicos, comprimento da panicula
principal, peso da panicula principal, peso dos grédos da panicula principal, e para a
largura da folha bandeira (LUZ et al., 2016).

Diante do exposto, 0 objetivo do presente trabalho foi avaliar a tolerancia ao
estresse por ferro em familias de mutantes de BRS Queréncia em sistema

hidroponico.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Periodo e Localizagdo do experimento

O experimento foi realizado de 2019 a 2020, em ambiente controlado no
Laboratério de Hidroponia, pertencente ao Centro de Genémica e Fitomelhoramento,
da Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel (FAEM), da Universidade Federal de

Pelotas (UFPel), no municipio de Capéo do Ledo - RS.

3.2.2 Grupo de mutantes

Um total de 92 familias mutantes avancadas de arroz (Oryza sativa L.) foram
avaliadas em condicdes hidropbnicas. Estas familias se encontram na geracdo Ms,
as quais foram desenvolvidas a partir da cultivar BRS Queréncia (Embrapa), através
do tratamento com o mutagénico quimico etilmetanosulfonato (EMS) a 1,5%, nas
dependéncias do Centro de Gendmica e Fitomelhoramento da UFPel (LUZ et al.,
2016). A cultivar BRS Queréncia também foi avaliada, como testemunha, juntamente
com a cultivar BR IRGA 409, reconhecida como sensivel a toxidez por ferro, e a
Epagri 108, reconhecida como tolerante.
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3.2.3 Condigdes experimentais

Para as avaliagfes, as sementes das familias mutantes e das testemunhas da
safra do ano, foram desinfestadas com alcool na concentracdo de 70% (v/v), por um
periodo de um minuto, logo lavadas com agua destilada, em seguida submersas em
solucéo de hipoclorito de sédio (NaClO), na concentracdo de 4% (v/v), por cinco
minutos, e, finalmente, foram realizadas duas lavagens com agua destilada. Apos a
desinfestacdo, as sementes foram semeadas em papel de germinagcao (Germitest®),
umedecido 2,5 vezes o peso do papel seco com agua destilada, e mantidas em
camara de germinacdo (BOD) a 25°C, com fotoperiodo de 16 horas e umidade
relativa minima requerida para a germinacdo das sementes, com o método sobre
papel, conforme estabelecido nas Regras para Analise de Sementes (BRASIL,
2009), permanecendo nestas condicbes durante 7 dias. Posteriormente,
aproximadamente 10 plantulas, com desenvolvimento normal e uniformes, foram
transplantadas para telas de nylon, adaptadas em tampas de recipientes de 700 mL,
para serem cultivadas em sistema hidroponico, em condicbes controladas,
iluminacéo artificial com fotoperiodo de 16-8h, e temperatura de 27 £ 2°C, com a
solucéo nutritiva padrdo para arroz, preparada de acordo com SINGH et al., 2010

conforme os reagentes da Tabela 2, onde permaneceram por 7 dias.

Apés, todos os gendtipos foram submetidos parte na condicdo controle
(condicao o6tima) e parte sob estresse por excesso de ferro, durante 14 dias (um
recipiente em cada condi¢éo, por unidade experimental). Na solu¢édo controle foram
adicionados 2 mg L' de Ferro (Fe), na forma, FeS0O,.7H,O, sendo a dose
recomendada para o desenvolvimento de plantas, enquanto que a solucdo de
tratamento (estresse) foi de 400 mg L™ de ferro. A escolha da concentracdo foi
baseada em um estudo preliminar com doses de 0, 200, 300, 400 mg L™ de ferro e
estudos desenvolvidos, que avaliaram diferentes concentracdes de estresse de ferro
em arroz (ELEC, 2013; SINGH, 2010, SOUSA et al., 2015).

As solucdes foram preparadas com a adicdo de EDTA (acido etilenodiamino
tetra-acético), na proporcao 1:0,38 molar (Fe:EDTA). O pH utilizado neste trabalho
foi de 4,0, utilizando NaOH ou HCI e posteriormente fixado com o reagente quimico

MES [monohydrate: 2-(N-Morpholino) ethanesulfonicacidhydrate]. A perda de agua
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por evaporacgao foi reabastecida diariamente com agua destilada. A solug¢do nutritiva
foi renovada a cada sete dias para garantir que as concentracbes dos nutrientes e
de ferro estiveram nos intervalos proximos aos valores pré-estabelecidos. Assim, na
condicdo controle, as plantas permaneceram 21 dias em solucado nutritiva padrao, ja
na condicdo de estresse, 7 dias em solucdo nutritiva e apds 14 dias em solucao
nutritiva acrescida de 400mg L™ de ferro.

Tabela 2 — Solucdo de Yoshida modificada.

Estoque Reagente gL?
1 Nitrato de aménio -NH4NO3 91,40
2 Sulfato de potéssio -K2S04 97,80

3.(a) Fosfato monopotéssio- KH2PO4 29,00
3.(b) Fosfato dipotassio -K2HPO4 8,00
4 Cloreto de calcio dihidratado -CaCl2.2H20 117,36
5 Sulfato de magnésio -MgS04.7H20 324,00
6.(a) Cloreto de manganés -MnClI2.4H20 1,50
. (b) Molibdato de amdnia -(NH4)6. Mo7024.4H20 0,074
. (c) Acido bérico -H3BO3 0,934
. (d) Sulfato de zinco -ZnS04.7H20 0,035
. (e) Sulfato de cobre -CuS0O4.5H20 0,031
7.(a) Sulfato ferroso -FeS0O4. 7TH20 7,92
7.(b) Acido EDTA 3,19

3.2.4 AvaliacOes fenotipicas

Aos 21 dias, ap0s o transplante das plantulas para o sistema hidropénico, foi
feita a avaliacdo das seguintes variaveis: comprimento da parte aérea (CPA),
comprimento de raiz (CR), massa seca de parte aérea (MSPA) e massa seca de
raizes (MSR) e nivel de bronzeamento (mancha foliar). O nivel de bronzeamento
(mancha) foi avaliado de forma visual, segundo escala adaptada do IRRI (2002),
determinando-se uma nota de zero a seis pontos para cada situagao, sendo de zero
para folhas sem manchas, de 1 para folhas com 1% de mancha, 2 com 1-4% de
manchas, 3 contendo 4-10% de manchas, 4 com 11-25% de manchas, 5 com 26-
50% da folha contendo manchas, e 6 com 51-100% de manchas na folha. Também
foram avaliadas as variaveis: clorofila a (Cla), clorofila b (Clb), medidas com o auxilio
do equipamento digital clorofiLOG (Falker) (indice SPAD). As leituras do

clorofildmetro foram realizadas na parte central da segunda folha.



27

3.2.5 Delineamento experimental e analises estatisticas

O estudo foi realizado seguindo o delineamento experimental de blocos
casualizados, com trés repeticbes, onde a unidade de observacédo constituiu-se de
dois vasos (estresse e controle) com 10 plantas por genoétipo. Para a comparacéao de
médias das varidveis analisadas, foi realizado o desempenho relativo (DR)
comparando as plantas sob estresse em relagéo as plantas sem estresse (controle),
de acordo com a equacao: DR= (X estresse / X controle) 100, onde X representa o
valor observado. Os dados foram submetidos a analise de variancia (p<0,05), e
realizou-se o teste de agrupamento de médias desenvolvido por Scott e Knott (1974)
a 5% de probabilidade de erro. As analises estatisticas foram realizadas com a

utilizacao do programa computacional Genes (CRUZ, 2001).

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da andalise de variancia realizada entre 0s genoétipos
demonstraram diferencas significativas pelo teste F (p < 0,05) para todas as
variaveis analisadas nas familias mutantes e as cultivares BRS Queréncia, BR IRGA
409 e EPAGRI 108 (Tabela 3). O coeficiente de variacdo indica o nivel de
confiabilidade experimental (CARVALHO et al., 2004). Os coeficientes de variagédo
encontrados foram classificados em médios, para as variaveis comprimento de parte
aérea (cpa), massa seca de parte aérea (mspa), clorofila a (cla), clorofila b (clb);
altos, para as variaveis comprimento de raiz (cr), e mancha foliar (mf), e muito alto,
para massa seca de raiz (msr), de acordo com a classificacdo proposta por
Pimentel-Gomes e Garcia (2002) a qual baseou-se em experimentos com relativa
estabilidade. Os resultados apresentados demonstram que ha necessidade de se
considerar o tipo de experimento instalado, sendo que se teve um controle relativo
das condigbes ambientais e pode-se observar que a maioria das variaveis
apresentaram coeficiente de variacdo (CV) inferior a 30% (médio), permitindo

confiabilidade, como uma metodologia reproduzivel.
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Tabela 3 - Resumo da analise de variancia para o desempenho relativo das variaveis comprimento de
parte aérea (DR cpa), comprimento de raiz (DR cr), matéria seca de parte aérea (DR mspa), matéria
seca de raiz (DR msr), indice de clorofila a (DR cla), indice de clorofila b (DR clb) e mancha foliar (DR
mf) de 92 familias mutantes M8 e as cultivares BRS Queréncia, BR IRGA 409 e Epagri 108.
CGF/FAEM/UFPel, 2021.

Quadrado Médio
FV GL

DR cpa DR cr DRmspa DRmsr DRcla DRclb DR mf

Genotipos 94 409,75 477,13* 523,01* 1197,21* 399,67* 474,94 26871,48*
Blocos 2 3400,86 19929,71 3733,92 3440,35 258,16 1460,13 221910,55

Residuo 188 179,28 268,08 192,56 410,22 145,03 155,31 9330,81

Média geral - 79,63 69,03 76,49 64,25 87,18 87,78 354,96

CV (%) - 16,81 23,71 18,13 31,52 13,81 14,19 27,21

*Valores significativos ao nivel de 5% de probabilidade de erro. FV=Fonte de Variac@o; GL: Graus de
Liberdade; CV (%): Coeficiente de Variacao.

Os resultados obtidos pelo teste de Scott-Knott, para as 7 variaveis
analisadas estdo inclusas nas Tabelas 4 a 10. E possivel verificar variabilidade
genética entre as familias mutantes avaliadas, quando submetidas ao estresse por
excesso de ferro, pois para todas as varidveis ocorreram familias com médias de
desempenho relativo significativamente diferentes das testemunhas.

Para o desempenho relativo do comprimento de parte aérea, pode ser
observada a formacdo de dois grupos (Tabela 4). No grupo A, encontram-se 45
familias com DRcpa superiores a testemunha BRS Queréncia (DRcpa = 67,67%). As
familias apresentaram média de DR variando de 126 % (familia 54) até 80,29 %
(familia 68), em que o desempenho desse grupo foi significativamente semelhante a
testemunha Epagri 108 (DRcpa = 82,17%). J& o grupo B, composto por 47 familias
apresentou DRcpa néo diferindo significativamente das testemunhas BRS Queréncia
(DRcpa = 67,67%) e BR IRGA 409 (DRcpa =73,85%) com médias de DRcpa
variando de 79,34% (familia 14) até 51,92% (familia 52).

Em um estudo comparativo, obteve-se reducdo na parte aérea e na raiz,
afetando em maior medida a cultivar sensivel ao ferro IR64 (BODE et al., 1995). Foi
relatado em uma triagem para avaliacdo da tolerancia ao ferro com mutantes obtidos
por raios gama, por regeneragao de tecidos, onde foi observada alteragcdes nas

plantulas avaliadas em 4 semanas, em uma condi¢do de 300 uM de Fe e pH 4,2,
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apresentando, reducdo no comprimento de parte aérea e raiz (PATHIRANA et al.,
2002).

A homeostase do Fe desempenha um papel importante nos primeiros
estagios de crescimento (INOUE et al., 2009), mutantes superexpressos para
OsYSL15 sob déficit de Fe, acumulam mais Fe, demonstrando um desequilibrio dos
ions metélicos, resultando em um crescimento defeituoso, com plantas mais curtas.
Esses resultados demonstram o papel importante de OsYSL15 na absorcéo e
distribuicdo de Fe em plantas de arroz (LEE et al., 2009).

No presente estudo se obteve mutantes apresentando maior comprimento de
parte aérea do que a cultivar BRS Queréncia, o que poderia acontecer, devido a
expressao de genes relacionados com a homeostase, e que moléculas sinalizadoras
como o Oxido nitrico, estejam estimulando o acumulo de mRNA e proteina de
ferritina. Todas estas afirmacdes sao meramente especulagbes, que seriam

corroboradas com um estudo de expressao génica.

Tabela 4 - Desempenho relativo da variavel comprimento de parte aérea (DR cpa) de 92 familias
mutantes e as testemunhas BRS Queréncia, BR IRGA 409 e Epagri 108. CGF/FAEM/UFPel, 2021.
Desempenho relativo do comprimento de parte aérea (%)
Maior Menor
média média
80,29 54 59 61 45 80 83 81 13 88 67
50 11 55 70 91 60 6 3 9 79
A 126,04 74 51 62 92 12 85 46 48 49 82
58 22 90 89 47 78 69 57 86 1
108 | 77 5 10 4 68
14 24 63 87 71 53 7 37 18 66
8 41 73 29 75 23409 | 33 20 32
B 79,34 51,92 34 15 84 76 42 65 21 39 28 2
30 26 16 40 72 19 43 31 27
56 35 44 36 64 38 17 25 52

* Familias pertencentes ao mesmo grupo ndo diferem significativamente pelo teste de Scott-Knott, a
5% de probabilidade de erro. Testemunhas: 93 (Epagri 108, DR cpa (%) =82,17); 94 (BR IRGA 409,
DR cpa (%) = 73,85); 95 (BRS Queréncia, DR cpa (%) = 67,67).

Grupo Familias Mg (ordem decrescente de acordo com a média)

Em relacdo ao desempenho relativo do comprimento de raiz (DRcr), o teste
de agrupamento de médias de Scott-knott evidenciou novamente a formacao de dois
grupos (Tabela 5). O grupo A foi formado por 49 familias mutantes e as testemunhas
BRS Queréncia (DRcr= 69,51 %) e Epagri 108 (Dcr = 71,03%). A maior média de
DRcr encontrado neste grupo foi de 109,03 % (familia 6) e a menor 68,92% (familia
77). Sendo o grupo B, formado por 43 familias e a testemunha BR IRGA 409 (DRcr
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= 59,20 %), com médias de DRcr entre 67,91% (familia 45) e 37,16 % (familia 37).
Nesta variavel ndo foram encontradas familias mutantes superiores a BRS
Queréncia, mas foram detectadas familias mutantes mais sensiveis que BRS
Queréncia, indicando que a mutacdo pode levar a uma maior sensibilidade ao
excesso de Fe, sendo que a BRS Queréncia também tem sido classificada como
moderadamente tolerante (DO AMARAL et al., 2016).

Mutacdes induzidas pelos métodos tradicionais sdo eventos randémicos no
DNA e, por exemplo, quando ocorre uma perda da funcdo de um gene importante,
como por exemplo por uma eventual delecdo, a mutacdo podera ser deletéria. Foi
demonstrado em um estudo com mutantes, que a perda de funcdo de OsAKT1 do
canal de ions de potassio afeta a translocacao de ferro em plantas de arroz expostas
a toxicidade de ferro, de maneira que aumenta a sensibilidade ao excesso de Fe em
relacdo aos sintomas de bronzeamento da folha, geracdo de espécies reativas
deoxigénio, indices de refletancia espectral da folha e fluorescéncia da clorofila (WU
et al., 2019). A toxidez por ferro causa disturbios nutricionais, afetando o crescimento
da raiz, apresentando um crescimento atrofiado, sendo um dos primeiros sintomas
da toxicidade ao ferro (FAGERIA et al., 2008; DO AMARAL et al., 2016). As plantas
quando expostas ao estresse por ferro durante 14 dias, apresentam raizes mais
curtas, sendo mais severa e notavelmente afetado o comprimento da raiz do que o
comprimento da parte aérea (AUNG et al., 2018).
Tabela 5 - Desempenho relativo da variavel comprimento de raiz (DR cr) de 92 familias mutantes e as

testemunhas BRS Queréncia, BR IRGA 409 e Epagri 108. CGF/FAEM/UFPel, 2021.
Desempenho relativo do comprimento de raiz (%)

Maior Menor
média Média

Grupo Familias Mg (ordem decrescente de acordo com a média)

6 61 54 50 51 81 24 33 35 9
92 4 88 13 5 2 49 1 22 12
A 109,03 68,92 3 18 80 75 58 59 91 14 11 83
79 85 36 20 57 8 70 7 10

29
39 84 34 52 19 43 [BRQ]| 17 89
77

45 30 64 46 41 78 68 90 66 15
82 71 44 87 55 73 40 42 28 26
B 67,91 37,06 60 [409] 69 53 47 27 76 32 8 74
23 67 62 21 48 16 65 31 72 38
63 56 25 37
* Familias pertencentes ao mesmo grupo nao diferem significativamente pelo teste de Scott-Knott, a

5% de probabilidade de erro. Testemunhas: 93 (Epagri 108, DR cr (%) = 71,03); 94 (BR IRGA 409,
DR cr (%) = 59,20); 95 (BRS Queréncia, DR cr (%) = 69,51).
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Quanto a matéria seca de parte aérea, verificou-se, outra vez, a formacgéo de
dois grupos pelo teste de agrupamento de média de Scott-Knott (Tabela 6). O grupo
A foi formado por 48 familias mutantes superiores a BRS Queréncia (DRmspa =
64,89 %), contendo o cultivar Epagri 108 (DRmspa = 84,22), com médias que
variaram de 113,68 % (familia 13) até 76,28 % (familia 67). No grupo B, encontram-
se 44 familias (48,42 %), que apresentaram DRmspa significativamente néo
diferindo a testemunha BRS Queréncia (DRmspa = 64,89 %), e BR IRGA 409
(DRmspa = 73,36%), com médias que variaram de 75,79 % (familia 79) a 46 %
(familia 78).

A selecao de familias com constituicbes genéticas com elevada producao de
fitomassa da parte aérea, podera otimizar a utilizacdo da luz solar (fotoassimilados)
refletindo esse comportamento em condi¢cdes de estresse por ferro. Neste sentido,
as familias pertencentes ao grupo A, com maior matéria seca de parte aérea
poderdo ser potenciais genoétipos para estudos visando a tolerancia ao estresse. Os
resultados obtidos, mostraram menor biomassa na cultivar sensivel BR IRGA 409 e
nos mutantes do grupo B, assim como na cultivar BRS Queréncia, sendo que as
plantas sob estresse por ferro apresentam menor biomassa. Resultados
semelhantes foram encontrados em avaliacdes feitas em condi¢cdes de campo em
genotipos brasileiros, no qual constataram uma reducdo nos comprimentos e na
massa seca tanto de parte aérea quanto de raiz sob efeito do excesso de Fe?'
(SOUZA et al., 2008; WANG; FREI, 2011).

Tabela 6 - Desempenho relativo da variavel matéria seca de parte aérea (DR mspa) de 92 familias
mutantes e as testemunhas BRS Queréncia, BR IRGA 409 e Epagri 108. CGF/FAEM/UFPel, 2021.
Desempenho relativo da matéria seca de parte aérea (%)
Maior Menor

média Média

Grupo Familias Mg (ordem decrescente de acordo com a média)

13 1 80 91 8. 6 9 42 24 5
49 8 12 2 3 52 26 89 50 88

A 113,68 7628 69 20 51 85 73 28 11 74 84
66 48 27 7 32 63 83 77 56 76
39 43 53 61 36 59 86 87 67
79 82 15 18 10 | 400 | 37 23 25 38
92 35 4 71 64 19 31 68 40 62

B 75,79 46 33 22 21 65 55 14 34 16 90
20 41 75 17 47 72 70 54 46 60
30 45 44 57 58 78

* Familias pertencentes ao mesmo grupo ndo diferem significativamente pelo teste de Scott-Knott, a
5% de probabilidade de erro. Testemunhas: 93 (Epagri 108, DR mspa (%) = 84,22); 94 (BR IRGA
409, DR mspa (%) = 73,36); 95 (BRS Queréncia, DR mspa (%) = 64,89).
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Para a variavel MSR verificou-se a formacdo de quatro grupos pelo teste de
agrupamento de médias de Scott-Knott (Tabela 7). O grupo A, com a familia mutante
13 e o grupo B, com a familia mutante 6, sendo estes superiores a Epagri 108 e a
BRS Queréncia, o grupo C, com 31 familias mutantes superiores a BRS Queréncia e
contendo o cultivar Epagri 108, com médias entre 103,58 % (familia 3) e 70,44 %
(familia 73). Finalmente, o grupo D, com 59 familias mutantes e as cultivares BRS
Queréncia (DRmsr = 67,01%) e BR IRGA 409 (DRmsr =58,94%), com médias de
67,92% (familia 91) até 26,46% (familia 10). Assim, os efeitos da toxicidade do ferro
na reducdo do crescimento e na reducdo da biomassa sdo consistentes com 0s
resultados apresentados. O carater MSR € importante no melhoramento de plantas,
uma vez que quanto mais raizes apresentar uma planta, maior € a possibilidade de a
mesma tolerar o excesso de ferro (AUNG et al., 2018). Entretanto, um valor muito
elevado para o carater pode ser causado pela toxicidade (BECKER et al., 2005).
Quanto a este carater, as familias 13 e 6 apresentaram as maiores médias. Isto
evidencia que nessas familias, assim como nas familias do grupo C, tenham
ocorrido mutacBes no sentido de aumentar o numero de raizes nas plantas. Plantas
com maior numero de raizes poderdo ser promissoras, mediante ao aumento na

otimizacao da utilizacdo dos fotoassimilados (ONYANGO et al., 2019).

Tabela 7 - Desempenho relativo da variavel matéria seca de raiz (DR msr) de 92 familias mutantes e
as testemunhas BRS Queréncia, BR IRGA 409 e Epagri 108. CGF/FAEM/UFPel, 2021.
Desempenho relativo da matéria seca de raiz (%)

Maior Menor - .
Grupo o . Familias Mg (ordem decrescente de acordo com a média)
média média
153,75 153,75 13
B 112,56 112,56 6
3 53 50 27 5 81 77 2 50 29
108
c 103,58 044 26 76 1 11 4 40 22[ 108 | 24 &1

79 12 42 57 38 74 7 28 32 62
68 73

91/BRQ| 34 o9 89 19 37 70 85 43

25 69 66 14 8 78 88 83 | 409 | 80
60 39 49 31 21 65 61 45 36 55

D 67,92 26,46 33 23 63 58 82 54 41 47 35 44
48 87 30 46 20 75 17 64 712 71
15 67 92 56 84 16 18 90 86 52
10

* Familias pertencentes ao mesmo grupo ndo diferem significativamente pelo teste de Scott-Knott, a
5% de probabilidade de erro. Testemunhas: 93 (Epagri 108, DR msr (%) = 80,77); 94 (BR IRGA 409,
DR msr (%) = 58,94); 95 (BRS Queréncia, DR msr (%) = 67,01).




33

Quanto ao indice de clorofila a, verificou-se a formagéo de dois grupos pelo
teste de agrupamento de média de Scott-Knott (Tabela 8). O grupo A, foi formado
por 42 familias mutantes e as cultivares Epagri 108 (DRcla = 94,09 %) e BRS
Queréncia (DRcla = 90,20 %), com médias que variaram de 128,84 (familia 26) até
88,03 (familia 50). No grupo B, encontram-se 50 familias e a cultivar BR IRGA 409
(DRcla = 83,66%), com médias que variaram de 86,83 % (familia 80) a 41,16 %
(familia 40).

A selecédo de familias com constituicbes genéticas com elevado indice de
clorofila a, podera otimizar a utilizacao da luz solar (fotoassimilados). No entanto,
nenhum dos mutantes superou drasticamente a BRS Queréncia. Ainda pode-se
perceber que a toxicidade por ferro diminuiu a clorofila a para a cultivar sensivel BR
IRGA 409, mas também para a tolerante Epagri 108. Estes resultados concordam
com um estudo desenvolvido por Dos Santos et al., (2020), que avaliaram as
cultivares de arroz IRGA 409 e Epagri 109 em condi¢des hidropdnicas, onde como
resultado quanto a toxidez por ferro ocorreu uma diminuicdo no carater clorofila a,
medido por fluorescéncia. Dentre os efeitos da toxidez por ferro estdo os
desequilibrios nutricionais, seja por antagonismo ou acumulo de placa férrica nas
raizes, uma diminui¢cdo na taxa de transporte de elétrons, estando associado a
deficiéncia de Mg, que por sua vez, diminui os pools de clorofila nas folhas de arroz
(PENG et al., 2019). O grupo B teve as redugdes de clorofila mais pronunciadas,
com relacédo a clorofila b. De fato, altos niveis de ferro afetam as reacdes
fotoquimicas (MULLER et al., 2015).
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Tabela 8 - Desempenho relativo da variavel indice de clorofila a (DR cla) de 92 familias mutantes e as
testemunhas BRS Queréncia, BR IRGA 409 e Epagri 108. CGF/FAEM/UFPel, 2021.

Desempenho relativo do indice de clorofila a (%)
Maior Menor
média Média

Grupo Familias Mg (ordem decrescente de acordo com a média)

26 7 23 20 91 19 5 43 66 24
21 67 84 25 36 75 3 41 63 9
A 128,84 88,03 29 64 68 12 81 28 1 38 13
71 59 4 39 34 18 10 79 86
51 22 92 50
80 15 74 55 30 31 65 47 76 44
62 72 57 8 46 16 77 14 70
B 86,83 41,16 33 35 6 32 89 88 87 82 53 52
90 11 49 83 48 8 37 78 17 73
45 56 69 42 61 58 2 27 60 54
40
* Familias pertencentes ao mesmo grupo ndo diferem significativamente pelo teste de Scott-Knott, a
5% de probabilidade de erro. Testemunhas: 93 (Epagri 108, DR cla (%) = 94,09); 94 (BR IRGA 409,
DR cla (%) = 83,66); 95 (BRS Queréncia, DR cla (%) = 90,20).

Em relac&o ao carater clorofila b (Clb), ocorreu a formacdo de quatro grupos
(Tabela 9). O grupo A: formado pela familia mutante 26. O grupo B: formado por
cinco familias, 7, 20, 25, 23, 66. As familias deste grupo apresentaram médias que
variaram de um valor maximo de 116,09 % (familia 7) a um minimo de 106,83 %
(familia 66), ambos grupos com médias superiores a da BRS Queréncia. Em
contrapartida, o grupo C, formado por 37 familias mutantes com média nado diferindo
significativamente da apresentada pela cultivar BRS Queréncia (DRclb = 93,83%)
(DRclb), e da cultivar Epagri 108 (DRclb = 91,76%), apresentando médias que
variaram de 105,31 % (familia 5) até 88,43 % (familia 29). O grupo D foi formado por
49 familias mutantes e BR IRGA 409 (DRclb = 82,46%). Neste grupo a clorofila b
variou de 88,04 % (familia 65) até 52,7 % (familia 40). As familias dos grupos A e B
apresentaram clorofila b significativamente superior a BRS Queréncia,
estabelecendo a hipétese da possibilidade de ter ocorrido alteracfes benéficas das

constituicbes genéticas dos individuos, quando se utiliza 0 agente mutagénico.

A deterioracdo da clorofila é atribuida principalmente ao dano oxidativo, sendo
que esse dano limita o fluxo de elétrons (PINTO et al.,, 2016; STEIN et al., 2009),
implicado na limitacdo estomatica na fotossintese e a consequente reducédo do
crescimento (PEREIRA et al., 2013). Em trabalhos desenvolvidos avaliando-se a
resposta ao estresse por ferro em plantas, observou-se que a clorofila b, é a mais

sensivel aos danos proporcionados pela geracdo de espécies reativas de oxigénio,



35

no qual, pode resultar em uma fotoinibicdo. De fato, as cultivares mais sensiveis

apresentaram maior sensibilidade a fotoinibicdo (PEREIRA et al., 2013).

As variaveis fotossintéticas avaliadas, mediante clorofildometro, apresentam
uma estreita relacdo com o teor de ferro na parte aérea, permitindo o monitoramento
do estresse em tempo real (PEREIRA et al., 2013). E provavel que nos grupos A e B
superiores a BRS Queréncia, a prevencao da degradacao da clorofila esteja ligada a
ativacdo de mecanismos antioxidantes, a inducdo da sintese de ferritina e a

homeostase do ferro.

Tabela 9 - Desempenho relativo da variavel indice de clorofila b (DR clb) de 92 familias mutantes e as
testemunhas BRS Queréncia, BR IRGA 409 e Epagri 108. CGF/FAEM/UFPel, 2021.
Desempenho relativo do indice de clorofila b (%)

Maior Menor - .
Grupo o o Familias Mg (ordem decrescente de acordo com a média)
média média
A 144,46 144,46 26
B 116,09 106,83 7 20 25 23 66
5 91 21 3 84 75 19 63 43 36
50 38 41 1 _68 9 64 28 |BRQ|g5
C 105,31 88,43 -

39 71 81 4 [108] 18 10 34 12 67

22 14 79 51 30 24 31 92 29

65 72 55 80 32 44 53 76 15 62

13 47 46 86 52 33 74 57 35
D 88,04 52,7 87 16 90 69 88 37 70 49 50 82

8 77 48 6 17 8 73 11 83 56

45 61 58 42 78 54 27 2 60 40

* Familias pertencentes ao mesmo grupo nao diferem significativamente pelo teste de Scott-Knott, a
5% de probabilidade de erro. Testemunhas: 93 (Epagri 108, DR clb (%) = 91,76); 94 (BR IRGA 409,
DR clb (%) = 82,46); 95 (BRS Queréncia, DR clb (%) = 93,83).

Para a variavel mancha foliar, as familias foram ordenadas em trés grupos
pelo teste de agrupamento de médias de Scott-Knott (Tabela 10). No grupo A, nove
familias apresentaram manchas superiores a BRS Queréncia, incluindo BR IRGA
409 (DRmf = 521,71 %), sendo que o DR variou de 641,67 % (familia 44) a 486,51
% (familia 47). O sintoma foi marcante, e teve inicio no apice da folha, e se expandiu
progressivamente em genotipos sensiveis até a regido meédia do limbo,
possivelmente a toxidez por ferro foi associada ao colapso das células. O grupo B
apresentou 23 familias mutantes, e as cultivares BRS Queréncia (DRmf = 386,15%)
e Epagri 108 (DRmf = 380,78 %), sendo relatada como tolerante a toxidez indireta
ao ferro. A cultivar Epagri 108 quando exposta ao excesso de ferro em meio de
crescimento liquido artificial, apresenta uma maior tolerdncia a variavel
bronzeamento (QUINET et al., 2012; WU et al.,2014). WU et al. (2014) avaliando
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mutantes conduzidos em solucao hidropdnica quanto a toxidez por ferro, verificaram
mutantes promissores, com reduzido bronzeamento, destacando essa variavel como
fundamental para uma triagem inicial. Os resultados evidenciaram reducdo das
manchas em alguns gendtipos avaliados, destacando-se o grupo C com 60 familias
mutantes com manchas inferiores a cultivar BRS Queréncia. Essa caracteristica
pode ser util no melhoramento adaptativo para ambientes téxicos de ferro. Este
carater esta fortemente relacionado com a toxidez por ferro, causado por um
aumento na oxidacdo de polifendis, em folhas com niveis de ferro acima de 300 mg
kg (SAIKIA; BARUAH, 2012; MULLER et al., 2015).

Tabela 10 - Desempenho relativo da variavel mancha foliar (DR mf) de 92 familias mutantes e as
testemunhas BRS Queréncia, BR IRGA 409 e Epagri 108. CGF/FAEM/UFPel, 2021.
Desempenho relativo de mancha foliar (%)

Maior Menor - L
Grupo o L Familias Mg (ordem decrescente de acordo com a média)
meédia Média
A 641,67 48651 44 69 21 57 50 78| 409 [ 58 40 47
54 8 86 74 52 34 45 62 67 46
B 474,81 380,16 50 55 92 61 79 82 56 32 73|BRQ
70 89 65| 108 | 75
68 72 3 53 91 5 28 76 19 87
90 10 20 22 60 9 1 48 77 80
63 38 64 83 27 39 16 13 25 6
C 373,98 204,76

17 37 11 49 81 71 30 88 41 8
12 31 84 23 14 4 15 51 43 18
2 7 66 42 29 35 36 26 33 24

* Familias pertencentes ao mesmo grupo ndo diferem significativamente pelo teste de Scott-Knott, a
5% de probabilidade de erro. Testemunhas: 93 (Epagri 108, DR mf (%) = 380,78); 94 (BR IRGA 409,
DR mf (%) = 521,71); 95 (BRS Queréncia, DR mf (%) = 386,15).

De maneira geral, considerando todos os resultados desse estudo, foram
identificadas trés familias mutantes promissoras, devido ao seu bom desempenho
frente ao estresse por ferro em comparacédo com a testemunha BRS Queréncia. Sao
estas: as familias mutantes 3, 5 e 1. Elas foram escolhidas por terem um bom
comportamento para todas as variaveis exceto para o comprimento de raiz. Com
desempenho igual ou superior a BRS Queréncia, também foram observadas outras
familias promissoras. Sendo estas, a familia mutante 26, com desempenho igual ou
superior a BRS Queréncia para todas as variaveis exceto para comprimento de raiz
e comprimento de parte aérea, e a familia mutante 7, com desempenho igual ou
superior a BRS Queréncia para todas as variaveis com excecao da clorofila a

comprimento de raiz e matéria seca de raiz. Foi possivel verificar diferencas visuais,
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na parte aérea das plantas, entre as testemunhas quando submetidas a condicéo de

estresse por ferro (Figura 1, 2).

Figura 1 — Bronzeamento foliar (mancha) por estresse por ferro nas cultivares (a)
Epagri 108 (superior), (b) BR IRGA 409 (centro) e (c) BRS Queréncia (inferior),
demonstrando sintomas quando submetidas por 14 dias a 400 mg L* Fe*
(FeS0O4.7H,0), apresentando um desenvolvimento de 28 dias ap0s germinacao.

Figura 2 — Diferengas na parte aérea das cultivares (a) BRS Queréncia - controle,
(b) BRS Queréncia — estresse, (c) Epagri 108 — estresse e (d) BR IRGA 409 —
estresse, na condicdo de estresse por ferro por 14 dias a 400 mg L' Fe?
(FeS0,4.7H,0), apresentando um desenvolvimento de 28 dias apds germinacao.
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3.4 CONCLUSOES

Existe variabilidade genética nas familias mutantes avaliadas para a

tolerancia ao estresse por excesso de ferro.

A metodologia utilizada foi efetiva na discriminagdo dos genétipos quanto a

tolerancia a toxidez por ferro.

Foram identificadas trés familias mutantes M8 (3, 5 e 1) superiores quanto ao
seu desempenho frente a toxidez por excesso de ferro para maioria dos caracteres
avaliados.
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4 CAPITULO II. VARIABILIDADE GENETICA EM FAMILIAS MUTANTES DE
ARROZ DERIVADAS DA CULTIVAR BRS QUERENCIA

4.1 INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.) € uma das culturas mais importantes em todo o
mundo. Dada a importancia dessa cultura, novas cultivares melhoradas devem ser
constantemente desenvolvidas em programas de melhoramento, o que s6 € possivel
enquanto houver variabilidade genética através de novos genes e alelos que
controlam caracteristicas de importancia econémica.

O uso intenso de poucos gendtipos em blocos de cruzamento apos a
revolucao verde, em 1960, tem causado prejuizos no que diz respeito a variabilidade
genética disponivel no germoplasma elite de arroz (GOVINDARAJ et al., 2015;
BUSANELLO et al.,, 2020). Uma maneira viavel de incorporar resiliéncia em
cultivares de arroz modernas com estreita base genética é gerando variabilidade por
meio de mutacdes. A mutacdo desempenhou um papel vital na melhoria da
produtividade e qualidade das culturas agricolas, resultando em mais de 3.000
variedades de 175 espécies de plantas, desenvolvidas por meio de mutacéo
induzida direta ou indireta, em todo o mundo (MIR et al., 2020).

Mutantes de arroz, induzidos por EMS, por exemplo, podem ser um recurso
valioso de genes para tolerancia a multiplos estresses abioticos (AFZAL et al., 2019).
Este método € responsavel, também, pelo desenvolvimento da tecnologia
Clearfield® (SUDIANTO et al., 2013). O aumento da diversidade genética através da
utilizacdo de EMS, tem a vantagem adicional de as linhagens geradas ndo serem
consideradas como organismo geneticamente modificado (OGM), tendo assim uma
maior aceitabilidade pelos consumidores.

A cultivar BRS Queréncia apresenta como caracteristicas principais, panicula
longa (aprox. 30 cm) e ciclo precoce, sendo uma das cultivares modernas fruto de
uma série de mudancas nos programas de melhoramento do sul do Brasil, visando o
aumento de potencial de rendimento e reducédo da altura e do ciclo das plantas
(STRECK et al., 2018). Posto isto, essa cultivar € um importante ponto de partida

para programas de melhoramento visando varias outras caracteristicas.
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A toxidez por excesso de ferro é um problema no cultivo de arroz por
inundacédo. A tolerancia a esse fator é de natureza complexa e governada por muitos
genes, e frequentemente caracterizada pela importancia de alelos de pequeno efeito
el/ou raros, distribuidos por todo o genoma (PAWAR et al., 2021; MELANDRI et al.,
2020). A, jA mencionada, reducdo da base genética do arroz, é também um entrave
para sua adaptacao local a toxicidade por Fe (MELANDRI et al., 2020).

E possivel constatar o avanco da pesquisa cientifica, ndo apenas na
descricdo das vias regulatorias para tolerancia a toxidez por ferro, mas também no
melhoramento de variedades elite com foco no germoplasma de arroz do sul do
Brasil. Com isso, a caracterizagcdo de mutantes derivados da cv. BRS Queréncia,
realizada em sistema hidroponico no capitulo |, terA uma analise diferencial ao
submeter os dados a analise multivariada. A analise de componentes principais
(PCA) é um procedimento multivariado, que alterna os dados de forma que a
variabilidade méaxima seja projetada nos eixos. O principal uso do PCA é reduzir a
dimensionalidade de um conjunto de dados, enquanto rettm o maximo de
informacdes possivel. Ele calcula uma descricdo compacta e ideal do conjunto de
dados em varidveis interpretaveis chamadas de componentes principais (PCs) que
séo ortogonais (LAVINE; MIRJANKAR, 2000). O primeiro componente principal é a
combinacdo de variaveis que explica a maior quantidade de variacdo. O segundo
componente principal define a proxima maior quantidade de variacdo e €
independente do primeiro componente principal.

No PCA, uma matriz J-dimensional X (I x J) é projetada em um espaco
inferior de dimensdo R decompondo X em uma matriz de pontuacdo T (I x R) e uma
matriz de carregamento P (J x R) cujos modelos de produto a variacdo sistematica

dos dados na equacao:
R

x=z t,pf +E=TPT+E
r=1

Na equacdo, E (I x J) € a matriz residual, tr € o vetor de pontuacédo para o r-
ésimo componente e pr € o vetor de carregamento para o r-ésimo componente. Um
grafico de duas colunas da matriz de pontuacdo em relagdo ao outro fornece uma
projecdo bidimensional do conjunto de dados original, enquanto um grafico de
colunas da matriz de carregamento P exibe a correlacdo entre as variaveis (BEEBE
et al., 1998; BOFFO et al., 2019).
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Usado o PCA no conjunto de dados completo, ele refletira a estrutura de
correlacdo interna em todo o conjunto de dados, permitindo que as variaveis que
descrevem os mesmos atributos contrastantes relacionados sejam visualizadas. O
PCA pode ser usado para simplificar as visualizagcdes de um grande conjunto de
dados e identificar combinagbes de variaveis que tém a maior contribuicdo para
variagbes no conjunto de dados, uma vez que essas variaveis sdo retidas nos
primeiros dois ou trés componentes (LAVINE; MIRJANKAR, 2006).

Por outro lado, existem os métodos hierarquicos de agrupamento de
genotipos baseados em distancias genéticas pré-calculadas. Esses métodos séo
sensiveis para determinacdo do numero de grupos e conseguem captar mais
eficientemente a existéncia de acessos discrepantes (FARIA et al.,, 2012). A
variabilidade genética tem sido frequentemente medida com base principalmente em
caracteristicas morfolégicas. Como exemplo, a partir de 16 variaveis morfolégicas e
qualitativas, incluindo teor de ferro, Roy e Sharma (2014), construiram um
dendrograma com 84 variedades locais de arroz que apresentaram diversidade
genética, agrupando-as em cinco grupos principais. O objetivo deste trabalho foi
caracterizar a variabilidade genética de uma populacédo de linhagens mutantes de
arroz provenientes da cultivar BRS Queréncia frente a tolerancia ao excesso de

ferro.

4.2 MATERIAL E METODOS

Foram avaliados um conjunto de 95 gendétipos, no qual 92 sao familias
mutantes Mg derivadas da cv. BRS Queréncia, induzidas com mutagénico quimico
EMS (etilmetanosulfonato) a 1,5%. As familias fazem parte do programa do Centro
de Gendmica e Fitomelhoramento da UFPel (LUZ et al., 2016). Como testemunhas
foram utilizadas a cultivar BR IRGA 409, reconhecida como sensivel a toxidez por
ferro, cultivar. Epagri 108, como tolerante e a cultivar BRS Queréncia, como
moderadamente tolerante a toxidez direta, e, especialmente, cultivar de onde os
mutantes foram originados (DO AMARAL et al., 2016; LUZ et al., 2016).

Os dados utilizados nas analises, contém informacgfes relacionadas as
variaveis afetadas pela toxidez ao ferro, tais como: percentual de desempenho

relativo das variaveis comprimento de parte aérea (DR cpa), comprimento de raiz
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(DR cr), matéria seca de parte aérea (DR mspa), matéria seca de raiz (DR msr),
indice de clorofila a (DR cla), indice de clorofila b (DR clb) e mancha foliar (DR mf)
de 92 familias mutantes e as testemunhas BRS Queréncia, BR IRGA 409 e Epagri
108.

Os dados foram submetidos as analises de componentes principais (PCA),
agrupamento de K-means, distancia genética euclidiana e agrupamento hierarquico
UPGMA. Primeiramente, foram normalizados os dados para ajustar os valores a
escala comum. Os dados foram submetidos a analise de componentes principais.
Procurou-se utilizar o numero de componentes que explicasse a maior fragdo da
variacdo nos dados (acima de 75%), mas que ao mesmo tempo ndo implicasse em
um numero muito elevado de componentes, tornando o resultado dificil de ser
interpretado. Na sequéncia, o algoritmo K-means foi aplicado para agrupar 0s
gendtipos. O programa Orange v. 3.29.3 foi usado para todas as analises, sendo o0s
resultados demonstrados graficamente (DEMSAR et al., 2013).

Ainda como auxilio do programa Orange, uma matriz de distancia genética foi
calculada, com base na distancia Euclidiana, sendo, na sequéncia aplicado o
método de agrupamento hierarquico UPGMA. Um ponto de corte foi atribuido pela
metodologia de Mojena (1997), onde o corte = média + K 1,25 * DP, cujo calculo foi
feito com o auxilio do programa Genes (CRUZ, 2001). Esta matriz foi também
transformada em um mapa de calor, para uma visualizacdo simples e direta das

distancias genéticas entre 0s genotipos.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Inicialmente, foi identificado que trés componentes principais (CPs),
explicaram acima de 75% da variancia total dos dados (PC1l 33,2%, PC2 27,8%,

PC3 14%), conforme demonstrado na Figura 3.
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Figura 3- Plano demonstrando a porcentagem da variacdo genética em relacdo ao
ndamero de componentes principais. A linha vermelha (inferior) mostra a contribuicao
individual de cada componente e a verde (superior) mostra o efeito acumulado dos
mesmos.

Cada variavel tem uma importancia particular em uma analise multivariada,
assim como no PCA, conforme demonstrado na Tabela 11. Na andalise de PCA,
geralmente poucos componentes explicam boa parte da variagdo do conjunto de
genotipos, 0 que é positivo, pois muitos eixos (componentes) tornam a analise
confusa ou exaustiva. O componente principal CP1, apresenta as informacdes mais
importantes referentes aos mutantes estudados, o qual foi positivo e fortemente
associado a DRcla e DRclb. De fato, o estresse por ferro causa graves
consequéncias na capacidade fotossintética, no fotosistema Il (ZAHRA et al., 2021).
Salienta-se que a mutagdo induzida por EMS é completamente aleatoria nos
genomas, ou seja, ndo ha controle de quais caracteristicas serdo afetadas (YAN et
al., 2021). Com base na avaliacdo fenotipica, somente é possivel sugerir provaveis
sitios de mutacdo, como em genes associados a aumento ou decréscimo em

clorofilas a e b, ou ainda mecanismos indiretamente relacionados, como qualquer
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fator que possa preservar ou afetar negativamente a integridade das folhas, por
exemplo, uma eventual taxa mais rapida de mobilizacdo de ferro (LEE, 2012), e isso
€ consistente com os trabalhos realizados com cultivares brasileiras (STEIN et al.,
2009). As principais variaveis que contribuiram para CP2 foram DRcr e DRcpa. De
fato, o estresse por ferro prejudica as variaveis de crescimento e biomassa
(KAEWCHEENCHAI et al., 2021). O DR de mancha foi a mais importante variavel
que contribuiu para o CP3. Isto significa que as variaveis associadas mais
fortemente a cada CP, tiveram maior importancia para o excesso ao ferro nos
genotipos avaliados, e no caso da mancha, uma maior presenca de bronzeamento,
como no caso do M44.

Em relacdo a variavel de mancha nas folhas, ela esta relacionada com a
expressao da ferritina, e segundo o estudo de Lucca e colaboradores (2006), as
concentracdes de ferro nas folhas de plantas de arroz com alta superexpressao de
ferritina eram ainda menores que um décimo dos nao transformados, que néo
superexpressam 0 gene relacionado. O acumulo de metal nos tecidos vegetativos
das plantas pode ser afetado por modificacdes genéticas, o que é motivador para o
melhoramento (WIRTH et al., 2009). E importante mencionar que muitos mutantes
podem ndo apresentar determinados fendtipos importantes em condi¢cdes normais
de crescimento, isto €, algumas diferencas podem ficar imperceptiveis ao olho
humano, mas que podem ser Uteis, especialmente se combinadas, em estratégias
de selecdo. Consequentemente, esses mutantes precisam ser identificados por
triagem em condi¢Bes apropriadas ou induziveis, como em hidroponia (LO et al.,
2016).

Tabela 11 - Associagdo dos componentes principais quanto as variaveis avaliadas.

Componentes DRcpa DRecr DRmspa  DRmsr DRcla DRclb  DRmancha
CP1 -0,12 0,11 0.36 0.21 0.58 0.57 -0.40
CP2 0,51 0,53 0.39 0.47 -0.19 -0.24 -0.02
CP3 -0,53 -0,21 0.33 0.19 -0.37 -0.35 0.53

Nas Figuras 4 a 6, sdo apresentados os planos com as combinacdes dos trés
componentes principais. A Figura 4 é a mais importante, pois mostra (CP1 X CP2), e
as duas figuras restantes a complementam. Em outras palavras, cada combinagéo
de componentes mostra a distribuicdo dos dados sob um angulo. Evitou-se plotar

uma figura Unica contendo todas as trés dimensdes (em 3D), pois acarretaria em



53

dificuldade para visualizar os resultados claramente. Pode-se observar a formagéo
de trés grupos originados da andlise de K-means. O primeiro grupo (azul), foi
formado por 36 familias mutantes, incluindo a testemunha BR IRGA 409. O segundo
grupo (vermelho), contém 29 familias mutantes, e BRS Queréncia. No terceiro grupo
(verde), sdo encontradas 30 familias mutantes juntamente com a cultivar Epagri 108.
As familias mutantes estudadas tém, de fato, apresentado variacdo fenotipica sob
condicées téxicas de ferro a 400 mg L™ Fe?*, como demonstrado do capitulo anterior
desse trabalho e no Apéndice a. Da mesma forma, as trés testemunhas tiveram
amplitudes distintas, e como esperado, seus valores extremos foram decisivos para
0S Seus posicionamentos contrastantes na matriz dos componentes principais.
Quanto a andlise de K-means, a mesma tem a finalidade de definir grupos
obedecendo um critério estatistico, e ndo meramente de forma visual.

Observando, também, cada linhagem individualmente, especialmente
tomando a Figura 4, a qual plota os componentes mais informativos, € possivel
verificar que os mutantes M13 (amarelo), M40 (azul) e M25 e M26 (vermelho), séo
0s mais divergentes, ao comparar com os demais estudados, dado a sua distancia
na plotagem.

Na Figura 5, observa-se uma tendéncia ordenada e nitida em relacdo ao
grupo C1 que inclui a BR IRGA 409, estando mais distante dos grupos C2 e C3. Na
Figura 6, os mutantes M2, M42, M6, M13 do grupo C3 estdo distantes das demais
familias mutantes. Os mutantes M2 e M42, estédo fortemente associados ao terceiro
CP, cujo principal contribuinte e a variavel mancha, com pontuacdo negativa para
esta variavel (Apéndice b), o M6 e M13 com pontuacdo positiva para as variaveis
associadas a seu CP, o CP2.

Um certo grau de correspondéncia foi observado para tolerancia a toxicidade
de ferro nas testemunhas e grupos, observando-se uma ampla variabilidade
genética. Em uma triagem recente de 352 linhagens de arroz, também em
hidroponia, foram categorizados trés grupos, tolerantes, moderadamente tolerantes
e suscetiveis a toxicidade do ferro, e interessantemente, se associou
significativamente a tolerdncia ao ferro com teor do mesmo em grdos e

caracteristicas de componente de rendimento (PAWAR et al., 2021).



54

PC2

M13 * o
® C2
M6 C3
/) M8 1
M54
M61 M50
M1 M3
M11
M2 M88 M59 "~ M80 “Ms1
M83189
M49 M9
M77 M12 Maza
© M79
M73
o e M85 M91
- o 3 M42 = M14
M40 e KJM?G "2 s t M4
O ‘.ij
® M60 M82, = “5,39 g
SEE - M92 “yzgq s M
oD, o) 76 o™ *
- MmHp%e M55 MIe oo M7
o M62 %
s “Me7 < ;MGS a0
o "‘M87m E,R,Q xMzs
M47 O Mas b4
maz  M¥8Riao0 M66
oo . Mi1S a3
40917 *Mag M52 a1
. > M&5 3 M84 P
C © =®
Mse _ M21 e84 Tz M20
D Mie M31 - .
M72 M23 M26
=®
‘ ! M25 ‘
-5 -3 -2 0 1 2 3 4 5 6
PC1

Figura 4- Analise de componentes principais (PC1/PC2) de 92 familias mutantes Mg e as cultivares BRS Queréncia, BR IRGA 409

e

Epagri

108.

CGF/FAEM/UFPel,

2021.



55

M42 © C1
o ® 02
M27 M2 c3
(o)
2 M40
M56 =
o
o M37 18
M17 M35
oL {"M730 2 M13
eD o M31 % s
o P t 4 gg %
M16 'M 5 Q136
- M25 M24
“M48 M11 * MBM29 =%
° o Ms9 "’Mgmzs M43
M0 > 2
o o %
£ M72LM65M3£&|14 25"64 M12M1 XMGG
£ or m83 o M18,M4 ®
o 3 ac 51 M84
M82 e MY1 _AWE;
BRQ ¥ i M81
®) > 8 -
o 7 o d P8
M6&9 ‘ﬁ%%omez M7 Mi0 ™ ® »
1
5 © o Maes M8 “ma 33 =i
M61y 70 M86 M3dgs M79
1 e =
_ o o M26
o 9 o M47 M55 © = =
p5g MZ8 EM2S M92 M75 Mo1  M20
D M50
M4 M67
M57 °
M21
M59
2
o
M54
6 5 4 3 2 4 0 1 2 3 1 5
PC1

Figura 5- Analise de componentes principais (PC1/PC3) de 92 familias mutantes M8 e as cultivares BRS Queréncia, BR IRGA 409
e Epagri 108. CGF/FAEM/UFPel, 2021.



56

M42 ©C1
(JM27 ® C2
M2 c3
2+ @
M40
“M560
M37
M7 M35 M73
xM3§ M8
1F xM31 M52 . = M13
. - - M7, M33
M16 M15 M39 M32
% M77
M25 - © Mas M49
Maq M24
A M6
M88
§ ol M12°pan
M4 M81
M51
M80
M5
M3
» Ty o il 1
1 - b4 o
o M - — A
O o o O
126 Mma7 M78y46 MSEISE"
- B M92 M91
o @
M21 M44 M20 M50
.
M57
2 M59
“M54
3 2 A 0 1 2 3 4

PC2

Figura 6- Analise de componentes principais (PC2/PC3) de 92 familias mutantes Mg e as cultivares BRS Queréncia, BR IRGA 409
e Epagri 108. CGF/FAEM/UFPel, 2021.



57

16 14 Lz 1 0.8 0.6 0.4 0.2 Q
L L L

“a M26
8 M40

|M6

M13

caf | M54
Mée1
| | M21

I M44

w Me0
M57
M78

“a M52

. M2
M42

Me6
M84
M36
M43

(=]

CREEHEEEEREFEEEHES L

EEREH

2
E
83

EhHE

EREEEERREHG

N
i3

CHEREREEEEEE PR EEFELEEE R

CEEFETELETELE

i

Figura 7- Dendrograma obtido através da andlise 92 familias mutantes M8 e as cultivares BRS Queréncia, BR IRGA 409 e Epagri

108,

pelo

método UPGMA, a partir

de

distancia

Euclideana.

CGF/FAEM/UFPel,

2021.



58

A andlise de agrupamento pelo método UPGMA, baseado na distancia
Euclidiana, revelou nove grupos de gendétipos (Figura 7). Em ordem de tamanho,
formaram-se o grupo 1, com o mutante M26, no grupo 2, o M40, o grupo 7 com o
mutante M52, o grupo 3 com os mutantes M13 e M6, 0 grupo 4 com 0s mutantes
M61 e M54, o grupo 5, com os mutantes M44 e M21, o grupo 8 os mutantes M42,
M2 e M27 no grupo 6 os mutantes M60, M78, M58 e M57, e, finalmente, um grande
grupo com as cultivares BR IRGA 409, Epagri 108 e BRS Queréncia, e demais
mutantes. Assim, chama a atencdo que se encontrou uma maior variagcdo entre
algumas familias mutantes do que propriamente entre as testemunhas.

Pode ser de fato confirmado na matriz de distancia, no apéndice c, que 0s
mutantes M6 e M13 estdo proximos um do outro e separados, relativamente, dos
demais mutantes. Também pode ser observado agrupamentos individuais, o grupo
C1 (M26) que se encontra perto de M7 (2.105) e longe de M40 (7,93) sendo a maior
distancia encontrada, o grupo C2(M40) que esta perto de M27 (2,640), e 0 grupo
C7(M52) que esta perto de M56 (1,986) e longe de M13 (5,573). E interessante notar
gue o mutante M26 exibiu resultados promissores na analise univariada (Capitulo 1),
sendo que entre os mutantes estudados foi 0 que apresentou a maior distancia
genética.

A andlise de agrupamento pelo método UPGMA suporta uma expressiva parte
dos resultados obtidos da anélise de PCA. O agrupamento hierarquico permitiu a
formacdo de mais grupos do que a analise PCA. Salienta-se, entretanto, que sao
métodos diferentes e complementares. Em estudos recentes, esses dois métodos
foram aplicados em um painel diverso de arroz sul-brasileiro, em que houve um nivel
de concordancia nos resultados entre os métodos, mas também importante
complementariedade (VENSKE et al., 2019; BUSANELLO et al., 2020).

Estes resultados devem ser levados em consideracdo, como afirmacdo da
ampliacdo da variabilidade genética a partir da cultivar BRS Queréncia, sendo uma
Otima possibilidade para isolar e selecionar genes e genétipos que apresentem
caracteres agrondmicos de interesse (LUZ et al., 2016). Tal resultado € uma frente
contra a erosao da variabilidade genética do arroz brasileiro, a qual caso nédo freada,
prejudicara o progresso genético da cultura dentro de poucos anos (BUSANELLO et
al., 2020).
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4.4 CONCLUSOES

Ha variabilidade genética na populacdo de mutantes estudada quanto a
tolerancia ao estresse por excesso de ferro. O mutante 26 foi 0 que apresentou
maior distancia genética dos demais, podendo ser promissor para programas de

melhoramento.

5 CONSIDERACOES FINAIS

Embora os primeiros resultados deste trabalho sejam em condi¢fes artificiais
de hidroponia, na observacdo de sintomas gerou-se grupos bem definidos em
relacdo as testemunhas utilizadas no experimento, isto €, o gendtipo tolerante
(Epagri 108) e o sensivel (BR IRGA 409) ao estresse por ferro. Os sintomas de
algumas familias mutantes corresponderam aos sintomas de toxidez por ferro, 0s
quais, diminuicdo do comprimento de parte aérea e raiz, reducdo da biomassa de
parte aérea e raiz, diminuicdo dos parametros fotossintéticos de clorofila a e clorofila
b e aumento no bronzeamento. No entanto, algumas familias mutantes evitaram ou
minimizaram danos mais graves, elucidando mecanismos de protecdo nestas
familias sob estresse por ferro. Neste trabalho, respostas diferenciais ao excesso de
ferro foram identificadas nas familias mutantes, fornecendo um primeiro passo
importante na expansédo do pool genético em dire¢cdo ao melhoramento de linhagens
/ cultivares mutantes de arroz tolerantes a toxidez por Fe. As familias mutantes que
se destacaram quanto a resposta ao estresse por ferro podem ser utilizadas como
fonte de variabilidade para a pesquisa gendmica, e também servir como um recurso

genético visando cruzamentos dirigidos.
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Apéndice a. Percentual de desempenho relativo das variaveis comprimento de parte
aérea (DR cpa), comprimento de raiz (DR cr), matéria seca de parte aérea (DR
mspa), matéria seca de raiz (DR msr), indice de clorofila a (DR cla), indice de
clorofila b (DR clb) e mancha foliar (DR mf) de 92 familias mutantes e as
testemunhas BRS Queréncia, BR IRGA 409 e Epagri 108. CGF/FAEM/UFPel, 2021.

Familias DR cpa DR cr DR mspa DR msr DR cla DR clb DR mf

1 82,30 a 80,31 a 100,13 a 84,00 ¢ 92,48 a 95,77 c 346,67 c
2 70,28 b 81,29 a 91,20 a 87,21 ¢ 69,79 b 68,28 d 240,48 c
3 90,27 a 7880 a 91,10 a 103,58 ¢ 97,70 a 101,85 c 368,59 c
4 80,31 a 8184 a 7084 b 8355 ¢ 9045 a 9181 c 263,05 c
5 81,09 a 81,36 a 9346 a 89,96 ¢ 101,14 a 105,31 c 364,58 c
6 91,24 a 109,03 a 98,27 a 11256 b 81,04 b 77,93 d 303,17 c
7 76,80 b 71,73 a 8232 a 73,57 ¢ 114,08 a 116,10 b 229,53 ¢
8 75,44 b 72,82 a 91,89 a 60,15 d 78,96 b 78,25 d 271,94 ¢
9 89,82 a 8358 a 96,20 a 66,61 d 96,79 a 9525 c 346,97 c
10 80,69 a 71,21 a 7442 b 26,46 d 90,09 a 9159 c 353,70 c
11 9256 a 75,72 a 84,28 a 8395 ¢ 7954 b 7564 d 293,92 c
12 86,46 a 7898 a 91,37 a 7832 ¢ 93,36 a 91,31 c 268,75 c
13 94,44 a 81,38 a 113,69 a 153,75 a 90,74 a 84,58 d 307,78 c
14 79,34 b 76,17 a 6539 b 61,32 d 82,14 b 91,18 c 263,64 c
15 72,44 b 64,68 b 7533 b 4396 d 86,81 b 8530 d 261,67 c
16 68,77 b 5327 b 6499 b 3752 d 8294 b 81,45 d 308,15 ¢
17 59,27 b 69550 a 61,76 b 46,66 d 77,27 b 77,25 d 301,14 c
18 75,72 b 78,48 a 7530 b 36,46 d 90,18 a 91,69 c 249,39 c
19 68,03 b 6994 a 6843 b 66,04 d 103,91 a 99,64 c 361,38 c
20 7351 b 73,19 a 86,16 a 47,65 d 108,33 a 115,20 b 353,28 ¢
21 70,50 b 5349 b 66,38 b 55,44 d 99,16 a 103,29 c 564,77 a
22 84,90 a 7955 a 66,48 b 81,01 ¢ 8843 a 91,25 c 349,74 c
23 7459 b 5551 b 7292 b 53,35 d 112,38 a 109,77 b 263,76 c
24 7856 b 87,42 a 9450 a 80,30 ¢ 100,54 a 89,78 c 204,76 c
25 55,59 b 42,73 b 72,36 b 62,98 d 98,68 a 110,70 b 303,79 c
26 69,22 b 5958 b 8922 a 8556 c 128,84 a 144,46 a 207,20 c
27 66,18 b 57,82 b 8290 a 91,37 ¢ 69,24 b 6855 d 31587 c
28 70,36 b 59,76 b 84,64 a 71,73 ¢ 92,71 a 93,88 c 363,85 c
29 75,00 b 74,03 a 6444 b 8579 ¢ 9447 a 8843 c 21587 c
30 69,23 b 67,80 b 5572 b 48,02 d 86,29 b 90,05 ¢ 278,41 c
31 66,62 b 51,84 b 6826 b 55,55 d 86,13 b 89,71 ¢ 268,43 ¢
32 72,49 b 5766 b 81,74 a 71,34 ¢ 81,03 b 86,85 d 388,11 b
33 7384 b 8711 a 66,68 b 53,36 d 81,76 b 83,04 d 204,76 c
34 72,49 b 7057 a 6501 b 66,87 d 90,28 a 91,38 c 460,56 b
35 64,29 b 8382 a 71,18 b 4961 d 81,44 b 8216 d 215,08 c
36 63,60 b 73,20 a 78,44 a 54,39 d 98,16 a 98,04 ¢ 212,73 ¢
37 76,62 b 37,16 b 73,06 b 65,89 d 78,61 b 79,26 d 298,08 c
38 62,59 b 4762 b 7227 b 78,06 ¢ 90,80 a 97,48 c 32331 c
39 70,48 b 71,11 a 80,14 a 56,36 d 90,41 a 92,25 c¢ 308,33 ¢
40 68,35 b 61,75 b 6761 b 81,83 ¢ 41,16 b 52,70 d 518,39 a
41 75,44 b 66,97 b 6355 b 51,16 d 97,67 a 96,09 ¢ 273,86 c
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*Médias seguidas da mesma letra, na coluna, pertencem ao mesmo grupo, pelo teste de Scott-Knott a 5%
de probabilidade de erro. Testemunhas: 93: Epagri 108; 94: BR IRGA 409; 95: BRS Queréncia.

Apéndice b. Pesos dos componentes principais, e contribuicbes das variaveis
individuais de desempenho relativo de comprimento de parte aérea (DR cpa),
comprimento de raiz (DR cr), matéria seca de parte aérea (DR mspa), matéria seca
de raiz (DR msr), indice de clorofila a (DR cla), indice de clorofila b (DR clb) e
mancha foliar (DR mf) de 92 familias mutantes e as testemunhas BRS Queréncia,

BR IRGA 409 e Epagri 108. CGF/FAEM/UFPel, 2021.

Genotipo PC1 PC2 PC3 cpa cr mspa  msr cla clb mancha
M26 5.855 -1.668 -0.912 -0.895 -0.754 0.968 1.076 3.628 4.528 -1.569
M7 3.456 -0.549 -0.612 -0.243 0.215 0.443 0.460 2.342 2261 -1.332
M20 2.489 -1.070 -1.126 -0.526 0.331 0.735 -0.868 1.842 2.190 -0.017
M23 2.364 -1.962 -0.639 -0.433 -1.078 -0.272 -0.576 2.194 1.756 -0.968
M5 2260 1.141 -0.586 0.125 0.982 1.291 1.301 1.215 1.399 0.102
M66 2244 -0.772 0.172 -0.340 -0.347 0507 -0.153 1.182 1.521 -1.394
M24 2209 1437 0.717 -0.091 1465 1370 0.806 1.163 0.159 -1.595
M9l 2.131 0990 -1.165 1.069 0.582 1.684 0.170 1504 1.311 0.108
M13 2112 4433 1.130 1.274 0.984 2831 4573 0.309 -0.258 -0.501
M3 1.875 1809 -0.713 0915 0.778 1.111 1.999 0915 1.123 0.144
M43 1.801 -0.809 0.472 -1.020 0.0421 0.241 -0.055 1.202 0.824 -1.114
M36 1.758 -1.035 0.791 -1.378 0.331 0.148 -0.523 0.955 0.819 -1.510
M25 1.720 -2.923 0.697 -2.067 -2.097 -0.315 -0.082 1.001 1.831 -0.543
M81 1.675 2.624 -0.153 1.292 1.7035 1.668 1.224 0.518 0.350 -0.790
M1 1568 1525 0.124 0.229 0.898 1799 0.996 0.461 0.638 -0.088
M84 1546 -1.051 0.050 -0.657 0.148 0.515 -1.279 1.003 1.005 -0.963
M9 1425 1395 -0.658 0.876 1.159 1501 0.104 0.836 0.596 -0.084
M12 1.389 1.347 0.218 0.587 0.792 1.132 0.704 0.538 0.281 -0.915
M19 1.272 -1.159 -0.563 -0.997 0.071 -0.614 0.075 1.456 0.947 0.068
M51 1.095 1902 0.043 0.753 1737 0.691 0.792 0.125 0.210 -1.022
M29 0.963 0.081 0.568 -0.398 0.398 -0.9181 1.087 0.634 0.051 -1.477
M63 0.941 -1.516 -0.026 -0.1078 -1.808 0.394 -0.622 0.867 0.869 -0.291
M4 0.876 0.763 0.104 0.0583 1.020 -0.430 0.972 0.284 0.321 -0.976
M28 0.825 -0.590 0.450 -0.797 -0.739 0.619 0.366 0481 0.486 0.094
108 0.784 0.620 -0.278 0.218 0.158 0588 0.830 0.601 0.317 0.274
M41 0.778 -1.275 -0.327 -0.360 -0.164 -0.985 -0.688 0.913 0.663 -0.861
M38 0.770 -1.679 0.943 -1.465 -1.707 -0.322 0.690 0.315 0.774 -0.336



M6
M39
M75
M18
M64
M80
M59
M68
M71
M10
M22
M79
BRQ
M31
M15
M35
M76
M21
M14
M33
M67
M8
M53
M49
M88
M42
M77
M30
M85
M32
M34
M11
M92
M2
M50
M65
M74
M89
M52
M87
M83
M55
M37
M16
M62
M73
M72

0.769
0.684
0.572
0.567
0.522
0.471
0.455
0.375
0.265
0.209
0.174
0.154
0.1308
0.0692
0.0538
0.030
0.0229
0.012
0.012
-0.023
-0.027
-0.048
-0.0718
-0.122
-0.154
-0.218
-0.253
-0.258
-0.2638
-0.302
-0.327
-0.3401
-0.429
-0.4391
-0.542
-0.579
-0.600
-0.629
-0.712
-0.778
-0.858
-0.892
-0.894
-0.915
-0.924
-0.931
-0.960

4.302
-0.522
-1.091
-0.574
-1.683
1.618
1.797
-0.438
-1.134
-0.192
0.693
0.918
-0.952
-1.75
-0.949
-0.316
-0.151
-2.120
-0.072
0.177
-0.794
0.660
0.545
1.358
1.620
0.737
1.041
-1.521
0.674
-0.369
-0.675
1.911
0.155
1.775
2.624
-1.582
0.449
0.902
-1.485
-0.480
1.333
-0.248
-1.239
-1.931
-0.293
0.320
-2.189

0.578
0.436
-1.247
0.124
0.196
-0.250
-1.757
-0.658
0.005
-0.384
-0.610
-0.812
-0.1622
1.0513
0.783
1.319
0.906
-1.660
0.172
0.775
-1.450
1.464
0.906
0.746
0.244
2.829
0.704
0.221
-0.836
0.738
-0.754
0.598
-1.210
2.547
-1.301
0.190
-0.377
0.427
0.974
0.383
0.0731
-1.130
1.406
0.783
-0.515
1.056
0.220

0.998
-0.7879
-0.421
-0.336
-1.399
1.371
2.227
0.057
-0.195
0.090
0.453
0.868
-1.029
-1.119
-0.618
-1.319
-0.668
-0.785
-0.024
-0.497
1.192
-0.360
-0.230
0.527
1.209
-0.735
0.176
-0.894
0.579
-0.614
-0.614
1.112
0.604
-0.804
1.148
-0.736
0.789
0.399
-2.383
-0.184
1.336
1.10146
-0.258
-0.933
0.684
-0.378
-0.977

3.188
0.165
0.672
0.752
-0.143
0.708
0.642
-0.211
-0.412
0.173
0.837
0.466
0.037
-1.370
-0.347
1.178
-0.896
-1.239
0.568
1.440
-1.110
0.301
-0.836
0.929
0.989
-0.716
-0.009
-0.098
0.383
-0.906
0.122
0.532
1.150
0.976
1.748
-1.293
-0.969
0.022
0.080
-0.430
0.497
-0.453
-2.540
-1.256
-1.132
-0.508
-1.432

1.657
0.276
-1.046
-0.091
-0.561
1.752
0.142
-0.656
-0.545
-0.158
-0.763
-0.053
-0.883
-0.627
-0.088
-0.405
0.279
-0.770
-0.845
-0.747
-0.0168
1.171
0.230
1.2442
0.836
1.497
0.363
-1.581
0.667
0.398
-0.874
0.592
-0.401
1.119
0.868
-0.791
0.532
0.893
0.971
0.069
0.371
-0.836
-0.261
-0.876
-0.688
0.652
-1.302

2.460
-0.421
-0.886
-1.443
-0.985
-0.321
1131
0.3137
-1.034
-0.321
0.842
0.750
0.124
-0.463
-1.057
-0.767
1.005
-0.468
-0.167
-0.575
-1.121
-0.227
1.866
-0.425
-0.250
0.699
1.198
-0.849
-0.037
0.346
0.117
0.993
-1.192
1.160
1.437
-0.469
0.606
0.101
-1.832
-0.837
-0.278
-0.532
0.066
-1.388
0.332
0.300
-1.034

-0.535
0.280
0.954
0.260
0.622
-0.030
0.301
0.544
0.302
0.253
0.108
0.213
0.262
-0.091
-0.033
-0.500
-0.211
1.04286
-0.439
-0.4727
1.004
-0.716
-0.567
-0.689
-0.552
-1.265
-0.372
-0.077
-0.321
-0.535
0.269
-0.666
0.080
-1.514
0.0740
-0.097
-0.069
-0.540
-0.576
-0.559
-0.705
-0.077
-0.746
-0.369
-0.258
-0.918
-0.279

-0.787
0.356
0.986
0.312
0.487
-0.066
0.7751
0.603
0.356
0.304
0.276
0.212
0.482
0.153
-0.198
-0.449
-0.187
1.238
0.271
-0.379
0.278
-0.761
-0.161
-0.719
-0.652
-1.310
-0.762
0.180
0.367
-0.074
0.286
-0.970
0.077
-1.558
-0.721
0.0198
-0.4013
-0.867
-0.364
-0.464
-1.019
-0.056
-0.681
-0.506
-0.199
-0.968
-0.043

67

-0.550
-0.495
0.267
-1.121
-0.340
-0.145
0.596
0.201
-0.791
-0.013
-0.055
0.422
0.331
-0.919
-0.991
-1.485
0.092
2.228
-0.970
-1.595
0.686
-0.881
0.124
-0.729
-0.819
-1.431
-0.107
-0.813
1.225
0.352
1121
-0.648
0.469
-1.216
2.085
0.276
1.133
0.306
1.122
0.065
-0.389
0.586
-0.604
-0.497
0.715
0.349
0.171



M438
M86
M27
M17
M82
409
M46
M70
M90
M47
M56
M61
M57
M69
M44
M45
M78
M60
M58
M54
M40

-1.001
-1.062
-1.110
-1.117
-1.169
-1.284
-1.375
-1.380
-1.414
-1.544
-1.565
-1.626
-1.742
-1.769
-1.997
-2.366
-2.858
-2.886
-3.182
-3.201
-4.589

-0.275
-1.184
0.438
-1.355
-0.023
-0.788
-0.635
0.410
-0.747
-1.028
-1.811
2.442
0.089
0.235
-1.916
0.3451
-0.536
0.131
-0.085
2.718
0.707

0.551
-0.809
2.530
1.300
-0.084
-0.389
-1.003
-0.833
-0.318
-1.139
1.550
-0.8007
-1.515
-0.355
-1.386
-1.173
-1.173
0.328
-1.212
-2.621
2.085

0.544
0.239
-1.156
-1.751
0.515
-0.497
0.570
1.077
0.430
0.385
-1.310
1.877
0.2912
0.294
-1.324
1.650
0.3427
1.061
0.4931
3.992
-0.970

-1.253
-0.960
-0.893
0.036
-0.394
-0.784
-0.162
0.296
-0.261
-0.890
-2.086
2.131
0.326
-0.817
-0.425
-0.0897
-0.205
-0.756
0.643
1.777
-0.582

0.490
0.082
0.487
-1.122
-0.068
-0.238
-1.422
-1.341
-0.884
-1.254
0.311
0.205
-1.719
0.781
-1.600
-1.585
-2.321
-1.573
-2.285
-1.364
-0.676

-0.823
-1.804
1.373
-0.919
-0.671
-0.289
-0.853
-0.037
-1.571
-0.690
-1.259
-0.484
0.698
-0.145
-0.807
-0.507
-0.232
-0.348
-0.671
-0.684
0.884

-0.7081
0.1307
-1.562
-0.863
-0.567
-0.306
-0.329
-0.465
-0.645

-0.1871
-1.096
-1.331

-0.3132
-1.102
-0.225
-0.979
-0.789
-1.693
-1.448
-1.784
-4.008

-0.780
-0.344
-1.536
-0.842
-0.749
-0.425
-0.304
-0.713
-0.586
-0.279
-1.028
-1.169
-0.442
-0.631
-0.0781
-1.078
-1.316
-1.941
-1.281
-1.339
-2.803

68

-0.098
1.208
-0.415
-0.571
0.394
1.771
0.633
0.322
0.003
1.397
0.365
0.446
2.126
2.282
3.045
0.811
1.835
-0.056
1.736
1.273
1.735




Apéndice c. Matriz de calor obtido atraves da andlise 92 familias mutantes M8 e as cultivares BRS Queréncia, BR IRGA 409 e
Epagri 108 pela distancia Euclideana.CGF/FAEM/UFPel, 2021.




Apéndice d. Diferencas na parte aérea das cultivares (a) BRS Queréncia - controle,
(b) BRS Queréncia — estresse, (c) Epagri 108 — controle, (d) Epagri 108 - estresse e
(e) BR IRGA 409 — controle, (f) BR IRGA 409 - estresse, na condicdo de estresse

por ferro por 14 dias a 400 mg L* Fe* (FeS0,.7H,0), apresentando um
desenvolvimento de 28 dias apds germinacao.




