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RESUMO - O estresse por frio durante os estadios iniciais de desenvolvimento do arroz pode causar desuniformidade e
diminuicdo na velocidade de germinacéo. O objetivo do presente estudo foi avaliar distintas cultivares de arroz quanto ao teor
de clorofila e acimulo de fitomassa, esta medida ap6s um periodo de recuperacdo, em resposta a este estresse, procurando
ainda estabelecer qual variavel melhor serve na discriminacéo de gendtipos para a caracteristica em questdo. Para tanto, foram
utilizadas as cultivares Ambar, Diamante e Oro, consideradas tolerantes; BRS Fronteira e BRS Pampa, moderadamente
tolerantes; IRGA 417, BRS Pelota, BRS Taim e BRS Sinuelo CL, tidas como sensiveis ao frio. O semeio foi realizado em
copos de 0,2 L com substrato de vermiculita, em delineamento inteiramente casualizado, com trés repeticfes. Apos sete dias a
25 °C as plantulas foram expostas a 4 °C durante 24 h e, logo apds, foi estimado o teor de clorofila das plantulas.
Posteriormente, estas plantulas ficaram durante 72 h a 25 °C para recuperacdo e, em seguida, foi coletado material para a
medicdo das fitomassas secas. Houve diferencas expressivas entre 0os genotipos e grupos de genotipos para a massa seca de
plantulas e teor de clorofilas, quando sob estresse por frio. Os teores de clorofila ndo séo eficientes para distinguir cultivares de
arroz, ja a massa seca de raizes e total de plantulas, avaliada ap6s um periodo de recuperagdo de estresse por frio, € efetiva na
separacdo de genotipos de arroz sob este estresse, podendo ser utilizada como ferramenta para este proposito.

Palavras-chave: estresse abiético, Oryza sativa L., desenvolvimento inicial.

Biomass accumulation and chlorophyll content in rice cultivars seedlings under cold
stress

ABSTRACT - The cold stress during the early stages of rice development can cause uneven and decrease in germination rate.
The aim of this study was to evaluate different rice cultivars related to the chlorophyll content and biomass accumulation, the
latter measured after a period of recovery, in response to this stress, looking further establish which variable best serves the
discrimination of genotypes for the trait in question. To this end, the follow cultivars were used: Ambar, Diamante and Oro,
considered tolerant; BRS Fronteira and BRS Pampa, moderately tolerant; IRGA 417, BRS Pelota, BRS Taim and BRS Sinuelo
CL, seen as sensitive to cold. The sowing was carried out in vessels of 0.2 L with vermiculite substrate in a completely
randomized design with three replications. After seven days at 25 °C plants were exposed to 4 °C for 24 h and, after that, was
estimated chlorophyll content of plants. Subsequently, these seedlings were left for 72 h at 25 °C for recovery and then,
samples for the measurement of dry fitomassas were taken. There were significant differences between genotypes and groups
of genotypes for the seedling dry weight and chlorophyll content when under stress by cold. The chlorophyll content are not
efficient to distinguish rice cultivars, on the other hand, the dry mass of roots and total of seedlings, evaluated after a period of
stress recovery by cold, is effective in separating rice genotypes under this stress and may be used as a tool for this purpose.

Key words: abiotic stress, Oryza sativa L., early development.
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Acumulo de fitomassa e teor de clorofila em plantulas de cultivares de arroz ...

INTRODUCAO

O Brasil esta entre os dez maiores produtores de
arroz (Oryza sativa L.) do mundo, sendo o maior produtor
fora do continente asiatico. O Estado do Rio Grande do
Sul é o principal produtor brasileiro de arroz irrigado,
apresentando uma area de cultivo estimada em 1,1 milhdes
de hectares e producdo de 8,6 milhGes de toneladas de
grdos, correspondendo a 70% da producdo nacional
(CONAB, 2015).

No Rio Grande do Sul, o periodo ideal para a
semeadura dessa cultura corresponde ao intervalo entre 15
de outubro a 15 de novembro, com as normais
climatologicas de 30 anos registrando temperaturas em
torno de 18,55 °C nesse periodo
(EMBRAPA/UFPel/INMET, 2011). No entanto, sabe-se
que temperaturas inferiores a 20°C podem ser prejudiciais
ao desenvolvimento e rendimento da cultura, j& que a
temperatura Otima para a fase de germinagdo do arroz é
entre 20 °C e 35 °C (YOSHIDA, 1981). Temperaturas
abaixo de 20 °C podem ocasionar injurias, sendo que esse
fator & considerado um dos estresses abidticos mais
relevantes para a cultura do arroz. Portanto, estudos sobre
tolerancia ao frio em arroz utilizam temperaturas inferiores
a 20 °C nas fases germinativa, vegetativa e reprodutiva
(YOSHIDA, 1981).

Os genes que conferem a tolerancia ao frio séo
oriundos de cultivares provenientes de paises como Chile,
Filipinas e Japdo e pertencentes a subespécie japonica. No
entanto, a maioria das cultivares utilizadas no Brasil
pertence a subespécie indica, o que contribui para
desuniformidade e reducdo na velocidade da germinacéo
sob condicbes de estresse por temperatura (SOUZA,
1990). Essa redugdo na velocidade de germinagdo estd
relacionada ao retardo das reagdes metabdlicas, podendo
acarretar menor acUmulo de massa seca, devido ao
possivel retardo na metaboliza¢do dos produtos de reserva
(MERTZ et al., 2009).

As clorofilas s8o os principais responséaveis pela
captacdo de energia luminosa que é fundamental para a
fotossintese. Alteragdes no teor de clorofila podem ser
decorrentes de estresses, 0 que interfere no
desenvolvimento da planta assim como na produgdo de
biomassa (LIMA et al., 2004; CANCELLIER et al., 2011).
Sthapit e Witcombe (1998) destacaram que as
caracteristicas fisioldgicas como producéo de clorofila séo
controladas geneticamente e devem ser exploradas no
melhoramento genético de arroz irrigado, uma vez que
possuem altos valores de herdabilidade.

Apbs a planta ter passado por estresses abidticos,
essa pode se recuperar totalmente dos danos sofridos. 1sso
foi demonstrado em plantas de arroz, as quais apos
exposicdo a condigdes de estresse abidtico por seca, essas
foram avaliadas quanto a concentragdo de pigmentos
fotossintetizantes e os resultados revelaram que as mesmas
foram capazes de combater a fotoinibicdo causada pelo
estresse (LOGGINI et al., 1999).
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O objetivo do presente estudo foi avaliar
cultivares de arroz tolerante, moderadamente tolerante e
sensivel ao frio em relacéo ao teor de clorofila e acimulo
de fitomassa, este medido apds um periodo de
recuperacdo, em resposta a este estresse, procurando ainda
estabelecer qual varidvel melhor serve na avaliagdo e
selegdo de gendtipos para a caracteristica em questao.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido no Laboratério Bio-
sementes, Departamento de Fitotecnia - Faculdade de
Agronomia Eliseu Maciel, Universidade Federal de Pelotas
(UFPel). As cultivares de arroz utilizadas no experimento
classificadas como tolerantes ao frio foram: Ambar,
Diamante e Oro; medianamente tolerantes ao estresse:
BRS Fronteira e BRS Pampa; e sensiveis: IRGA 417, BRS
Pelota, BRS Taim e BRS Sinuelo CL.

O delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado, com trés repeticfes. O semeio
foi realizado em copos plasticos de 0,2 L de capacidade
(sete sementes por vaso), preenchidos com substrato
vermiculita, e mantidos em camara de crescimento
regulada para 25 °C durante sete dias. Apds esse periodo,
as plantulas foram expostas a 4 °C durante 24 h e logo
apo6s, foram avaliados os teores de clorofilas.
Posteriormente, as plantulas foram mantidas por 72 h a 25
°C para sua recuperagdo e, em seguida, foi coletado
material para realizar as avaliagbes de massa seca. Esse
tempo de recuperagdo é necessario para que sejam obtidas
respostas fisiol6gicas de biomassa, conforme Rabbani et
al. (2003) e Cruz e Milach (2004).

Determinacédo dos teores de clorofilas a, b e totais

O material coletado (0,1 g da parte aérea por
repeticdo) foi transferido para tubos Falcon® com
capacidade de 15 mL, os quais foram previamente
revestidos com papel aluminio para evitar a incidéncia de
luz. Nos tubos as amostras foram maceradas juntamente
com 5 mL de Acetona a 80% (v/v). As amostras foram
centrifugadas por 10 min a 5477,5 forca g. Em seguida, o
material foi filtrado com algoddo, sendo o volume restante
completado a 20 mL com Acetona a 80%. As absorbancias
foram obtidas em espectrofotdmetro (modelo Ultrospec
2000), no comprimento de onda de 645nym (para
determinacg&o da clorofila b) e 663 nm (para determinagao
da clorofila a). Os resultados foram expressos em pg.g™ de
fitomassa seca (MS). Os teores de clorofilas (Chl) totais, a
e b foram calculados por meio de equagbes (eq. 1, 2 e 3)
estabelecidas por Kichtenthaler & Wellburn (1985):
Chl totais = 7,15 (A663) + 18,71 (A645) (eq 1)

Chla= 12,25 (AGGS) - 2,79 (A645) (eq 2)

Chlb= 21,50 (A645) - 5,10 (A663) (eq 3)

Scientia Agraria Paranaensis — SAP; ISSN: 1983-1471
Marechal Candido Rondon, v. 14, n. 4, out./dez., p. 229-233, 2015



Acumulo de fitomassa e teor de clorofila em plantulas de cultivares de arroz ...

Determinacdo da fitomassa apo6s periodo de
recuperacdo do estresse pelo frio

Apobs 72 h de recuperacdo a temperatura de 25°C,
coletaram-se as plantulas, e separaram-se as partes aéreas e
radiculares para a avaliacdo da fitomassa seca. Para tanto,
a parte aérea e a parte da raiz foram acondicionadas em
sacos de papel e mantidas em estufa a 70 °C por 24 h.
Posteriormente, as repeticGes foram pesadas em balanca
analitica, com os resultados expressos em g plantula™ de
massa seca de raizes e massa seca total (massa seca de
raizes + massa seca de parte aérea).

Todos os dados foram transformados pela
equacdo: V(valor observado+1) e submetidos & analise de
variancia, com o auxilio do programa SISVAR
(FERREIRA, 2011). As analises de variancia foram
realizadas aplicando-se o teste F e quando foi detectado
efeito significativo foi realizado o teste de Scott-Knott ao
nivel de 5% de probabilidade de erro.

RESULTADO E DISCUSSOES

Os gendtipos Ambar, Diamante e Oro que séo
enquadrados como tolerantes ao frio apresentaram massa
seca das raizes (MSR) e massa seca total (MST) de
plantulas significativamente maior aos demais gendtipos
avaliados (Tabela 1). Para estas variaveis, destaca-se que
tanto as cultivares mediamente como as sensiveis ao frio
apresentaram menores MSR e MST, porém néo diferindo
entre si. O gendtipo Oro ainda se destacou dentro do grupo
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das cultivares tolerantes ao frio, por apresentar maior
MST, diferindo-se estatisticamente das demais.

Durante o estddio de plantula, o frio pode
provocar atraso no desenvolvimento, reducdo na estatura,
amarelecimento das folhas e reducdo do acumulo de
matéria seca (MERTZ et al., 2009). Especialmente, o
estresse pelas baixas temperaturas diminui a biomassa
devido a reducdo na absor¢do de agua e nutrientes, assim
como afeta a assimilagdo de CO, e, portanto, a fotossintese
(AGHAEE et al, 2011). Tendo sido confirmada a
diferenga em crescimento entre os genotipos em funcéo do
estresse, isto enfatiza a importdncia do melhoramento
genético como ferramenta na atenuagdo do problema do
frio no cultivo do arroz, ja que, pela natureza do fator
abidtico em questdo, poucas sdo as estratégias disponiveis
para mitiga-lo além do uso de cultivares tolerantes.

Para as varidveis relacionadas a clorofila, os
teores de clorofila a foram mensurados, porém as
cultivares ndo diferiram significativamente entre si (média
geral= 2,53; C.V.=25,6%), 0 que sugere que O estresse
aplicado ndo afetou estes gendtipos para esse tipo de
clorofila. Ja para os teores de clorofila b e totais ocorreu
diferenga significativa, no entanto, ndo foi observado um
padrdo visivel de resposta que distinguisse cultivares
tolerantes, sensiveis e intermediarias, sob as condicfes
estudadas no estadio inicial de desenvolvimento (Tabela
2).

TABELA 1. Massa seca de plantulas de cultivares de arroz tolerante, medianamente tolerante e sensivel ao frio,
mantidas por sete dias a 25 °C, seguido de exposi¢do a 4 °C por 24 h e posterior 72 h de recuperacédo a 25 °C.

Resposta ao frio Cultivar MSR (g plantula™) MST (g plantula™)
Tolerante Ambar 0,003a 0,010b
Diamante 0,003a 0,010b
Oro 0,004a 0,012a
Medianamente tolerante BRS Fronteira 0,001b 0,006c
BRS Pampa 0,001b 0,008c
Sensivel IRGA 417 0,001b 0,007c
BRS Pelota 0,001b 0,006¢
BRS Taim 0,001b 0,007c
BRS Sinuelo CL 0,001b 0,006c
Média 0,002 0,008
C.V. (%) 0,04 0,06

*Meédias seguidas por letras distintas, na coluna, diferem entre si pelo Teste Scott-Knott ao nivel de 5% de significancia.

TABELA 2. Teores de clorofilas totais e b de plantulas de cultivares de arroz tolerante, medianamente tolerante
ou sensivel ao frio, mantidas sete dias a 25 °C, seguido de exposi¢do a 4 °C por 24 h.

Resposta ao frio Cultivar Clorofilas totais Clorofila b
(ug.g?) (ug.g?)
Tolerante Ambar 9,85hb 3,83b
Diamante 1,96b 0,57b
Oro 6,15b 1,89b
Medianamente tolerante BRS Fronteira 16,54a 7,94a
BRS Pampa 16,91a 7,63a
Sensivel IRGA 417 9,82b 4,22b
BRS Pelota 15,18a 6,56a
BRS Taim 13,60a 6,60a
BRS Sinuelo CL 8,05b 3,27b
Média 10,37 2,23
C.V. (%) 18,44 19,96

*Meédias seguidas por letras distintas, na coluna, diferem entre si pelo Teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de significancia.

Scientia Agraria Paranaensis — SAP; ISSN: 1983-1471
Marechal Candido Rondon, v. 14, n. 4, out./dez., p. 229-233, 2015



Acumulo de fitomassa e teor de clorofila em plantulas de cultivares de arroz ...

Em trabalho com cultivares de arroz sensiveis ao
resfriamento foi verificada a reducdo no conteldo total de
clorofila nas folhas (AGHAEE et al., 2011), o que era
também esperado neste trabalho, porém nao foi observado.
Um fator que pode estar relacionado as alteracbes da
clorofila sob estresse pelo frio em plantas, é que essa
situacdo pode provocar condigdes de anaerobiose, levando
ao processo de fermentacdo alcoodlica, e conseqiiente
aumento na produgdo de etanol e na sintese de alcool
desidrogenase. Esse aumento na sintese de etanol pode
ajudar na preservacdo da fluidez dos lipideos da membrana
(SALTVEIT et al.,, 2004; MERTZ et al., 2009). No
entanto, o aumento da producédo de etanol, juntamente com
0 de espécies reativas de oxigénio ou diminuicdo na
sintese de antioxidantes, pode acarretar no incremento da
peroxidacdo dos lipideos insaturados presentes nas
membranas e que ajudam na fluidez dessas, sendo esses
lipideos sensiveis a oxidagdo, levando a ruptura da
membrana plasmética. O rompimento membranar acarreta
a perda da clorofila e degradacdo da Rubisco
(MARCONDES; GARCIA, 2009). A enzima élcool
desidrogenase produz acetaldeido e NADH o qual pode ser
utilizado na cadeia transportadora de elétrons
(LEHNINGER et al., 1995), e com isso pode causar
alteracBes na concentracdo das clorofilas e fotossintese de
modo geral.

Quanto a auséncia de diferenca entre os gendtipos
somente para os teores de clorofila a, isto também foi
observado por Cancellier et al. (2011), que, com diferentes
cultivares de arroz, as doses de nitrogénio utilizadas
influenciaram os indices de clorofila b e total, mas nédo
apresentaram efeito significativo para o indice de clorofila
a.

Como importantes consideragBes aos resultados
deste trabalho, sugerem-se futuras analises da massa seca
de plantulas e teor de clorofila ap6s um periodo mais longo
de estresse pelo frio e com outras temperaturas e mesmo
alternancia destas, e com outros genotipos, validando os
resultados aqui observados. Adicionalmente, sugere-se que
as varidveis sejam avaliadas e apresentadas em termos de
desempenho relativo, isto é, analisar o desempenho de
cada genétipo, para cada variavel, em termos de proporcao
em relacdo ao desempenho do mesmo na condi¢cdo sem
estresse (6tima), especialmente quanto aos teores de
clorofila, que foram variaveis pouco explicativas para a
tolerancia ao frio. Este tipo de andlise pode expressar o
efeito do estresse de maneira mais adequada do que
utilizar os dados absolutos, pois geralmente existem
diferengas entre qualquer grupo de gendtipos para
indmeras caracteristicas mesmo na condigdo ideal. O uso
dos dados para o calculo de indices de tolerancia, como
realizado por BEVILACQUA et al. (2013) é outra
alternativa que visa estabelecer medidas para melhor
discriminar gen6tipos em termos de reacdo a estresses.

CONCLUSOES
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Existem diferencas expressivas entre 0s genotipos
e grupos de genotipos para a massa seca de plantulas e teor
de clorofilas, quando sob estresse por frio.

Os teores de clorofila ndo sdo eficientes para
distinguir cultivares de arroz quanto a reacdo as baixas
temperaturas pelo periodo de estresse imposto.

A massa seca de raizes e total de plantulas,
avaliada ap6s um periodo de recuperacdo de estresse por
frio, é efetiva na separacdo de gendtipos de arroz sob este
estresse, podendo ser utilizada como ferramenta para este
proposito.
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