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Niveis criticos dos acidos acético, propionico e butirico para estudos de
toxicidade em arroz em solucao nutritiva
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RESUMO - (Niveis criticos dos acidos acético, propionico e butirico para estudos de toxicidade em arroz em solugdo nutritiva). A
ocorréncia de condi¢des anaerdbias nos solos hidromorficos, associada com a presenga de matéria organica favorece o desenvolvimento
de microrganismos anaerdbios que produzem substancias fitotoxicas, principalmente acidos organicos de cadeia curta. A selegdo de
constituicdes genéticas de arroz promissoras para utilizagdo nestas situagdes requer avaliagdes de dificil execug@o em campo, sendo
simplificada pela utilizagdo de sistemas hidropdnicos. O objetivo deste trabalho foi determinar a faixa de concentragéo e as respostas mais
apropriadas para serem utilizadas em sele¢do de genotipos de arroz para tolerancia a acidos organicos em sistemas hidroponicos. Foram
estudados os efeitos de seis concentragdes dos trés principais acidos formados no solo: acido acético (0; 4; 8; 12; 16 e 20 mM), acido
propidnico (0; 3; 6; 9; 12; e 15 mM) e acido butirico (0; 2; 4; 6; 8 e 10 mM) em dois genoétipos de elevada divergéncia (BRS-7-TAIM e
SAIBAN). Os resultados indicam que as faixas de concentragao mais adequadas para estudos de tolerancia de arroz a 4cidos organicos
estdo entre 8,4 ¢ 15,8;4,2¢9,1 ¢ 3,7 ¢ 7,7 mM para os acidos acético, propidnico e butirico respectivamente, e a variavel mais responsiva
foi comprimento de raizes.

Palavras-chave: Oryza sativa, 4cidos organicos, toxidez

ABSTRACT - (Critical levels of acetic, propionic and butyric acids for toxicity studies of rice in nutrient solution). The occurrence of
anaerobic conditions in hydromorphic soils, associated with the presence of organic matter favors the development of anaerobic
microorganisms that produce phytotoxic substances, especially short chain organic acids. Selection of promising rice genotypes for use
under these conditions requires difficult field evaluations, which may be simplified with the use of hydroponic culture. The aim of this
work was to determine the range of concentration and the dependent variables most appropriate to selecting rice genotypes for tolerance
to organic acids in hydroponic culture. Six concentrations of the three main acids formed in the soil: acetic acid (0; 4; 8; 12; 16 and
20 mM), propionic acid (0; 3; 6; 9; 12; and 15 mM) and butyric acid (0; 2; 4; 6; 8 and 10 mM) and two genotypes of high divergence
(BRS-7-TAIM and SAIBAN) were used. The results indicate that the most appropriate concentration ranges for studies of rice tolerance
to organic acids are: 8.4 and 15.8; 4.2 and 9.1 and 3.7 and 7.7 mM for acetic, propionic and butyric acids, respectively, and the most
responsive variable was root length.
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Introducao

A Regido Sul do Brasil apresenta uma area de 6,8
milhdes de hectares constituida por solos hidromorficos,
representando 20% da area total do Estado do Rio
Grande do Sul (Pinto et al. 2004). Nestes solos, a
maioria das espécies cultivadas tem seu
desenvolvimento e produgdo prejudicados devido a ma
drenagem natural que provoca um ambiente anaerobico,
favorecendo a formacgao de substiancias toxicas
(Camargo et al. 2001). Nestas areas, onde o solo esta

praticamente submerso em 4gua, o suprimento de O,
¢ cerca de 10.000 vezes mais lento que no solo seco
(Ponnamperuma 1972). Como a cultura do arroz
irrigado tem como caracteristica principal a
manuten¢do de uma lamina de agua sobre o solo
durante a maior parte do seu desenvolvimento, o O,
presente ¢ consumido e 0s microorganismos aerobios
deixam de atuar, proliferando microorganismos
anaerobios, predominantemente bactérias, que utilizam
a energia fornecida pela matéria organica. Durante a
decomposi¢do anaerdbica, formam-se produtos
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intermediarios, resultantes principalmente da
fermentagdo, dentre os quais destacam-se os acidos
organicos alifaticos de baixo peso molecular (acético,
propidnico e butirico), que ocorrem na faixa de
concentragdo de 0,1 a 14 mM (Johnson et al. 2006) e,
geralmente, na propor¢do de 6:3:1 respectivamente
(Bohnen et al. 2005). Estes acidos atingem valor
maximo poucos dias apds o alagamento, podendo
ocorrer toxidez as plantas (Sousa & Bortolon 2002).

Com a introdugéo do sistema de plantio direto, que
prevé a manutenc¢do de residuos vegetais sob a
superficie do solo, ocorre maior producdo de acidos
organicos de baixo peso molecular, principalmente em
areas de dificil drenagem natural, o que pode limitar o
crescimento e a produtividade do arroz cultivado neste
sistema, nestas areas. A toxidez por acidos organicos
manifesta-se, nas fases iniciais de desenvolvimento,
por uma menor germina¢do, menor crescimento
radicular, menor peso ¢ altura de plantulas (Sousa &
Bortolon 2002). Em casos de toxidez mais severa, os
prejuizos ao crescimento das plantas podem se refletir
em outras fases, ocorrendo menor perfilhamento,
absorg¢ao de nutrientes e rendimento de graos (Camargo
et al. 2001).

Gotoh & Onikura (1971) demonstraram que a
concentragdo de 5 mM de acido acético, propidnico e
butirico reduziu o crescimento radicular de arroz em
47,3; 63,2 ¢ 80,8%, respectivamente. Wallace &
Whitehand (1980) verificaram, em trigo, que os acidos
quando adicionados em conjunto aos tratamentos
apresentam efeito interativo, aumentando a fitotoxidez
final. No entanto, até hoje ndo foram realizados estudos
com o objetivo de verificar o efeito diferencial de um
grupo de constitui¢cdes genéticas frente ao efeito
fitotoxico dos acidos organicos.

A identificagdo e a caracterizagdo da variabilidade
genética sdo o passo inicial e de fundamental
importancia para o melhoramento genético vegetal.
Técnicas de avaliagdo de gendtipos em ambientes
controlados com o uso de solugdes nutritivas tém sido
amplamente utilizados para caracterizagdo de genotipos
a diversos estresses (Duncan & Baligar 1990).
Enquanto a avaliacdo de gendtipos em ambientes
artificiais ndo leva em consideragao as reais pressoes
do meio (Duncan & Baligar 1990), a selecdo em
ensaios de campo reune grande numero de variaveis
nao controladas, tais como tolerancias diferenciais a
estresses climaticos, bidticos ou nutricionais (Wright
1989). Correlagdes significativas entre parametros
coletados em testes de campo e em ambientes
artificiais, com solo ou solucédo nutritiva foram relatados

por Bilinski & Foy (1987) para diversas gramineas.
Assim, um modo eficiente de avaliagdo de gendtipos
para tolerancia a presencga de acidos organicos em meio
de cultivo pode ser realizada em sistemas de hidroponia
sob condig¢des controladas.

A deficiente bibliografia disponivel evidencia a
necessidade de mais estudos com relacdo as técnicas
utilizadas para avaliacdo da toxicidade por acidos
orgénicos, pois, a maior parte dos trabalhos sao antigos
e desenvolvidos com tecnologias que néo refletem as
atuais condigdes experimentais utilizadas em estudos
com hidroponia. Assim, o objetivo do trabalho foi
identificar a faixa de concentragdo e as resposta mais
adequadas para estudos de tolerdncia aos acidos
acético, propidnico e butirico em arroz, utilizando para
tal o desempenho de dois gendtipos de elevada
divergéncia genética ao estresse causado por cada um
dos acidos.

Material e métodos

Realizaram-se trés experimentos independentes,
cada um deles tendo o objetivo de avaliar o efeito dos
trés principais acidos organicos (acético, propionico e
butirico), provavelmente formados durante a
decomposi¢do anaerdbia da matéria organica durante
a fermentagdo no solo (Camargo et al. 1993).

Os experimentos foram conduzidos em sistema
hidropdnico, mediante a aplicagdo de seis tratamentos
e utilizag@o de dois gendtipos de elevada divergéncia
genética (BRS-7-TAIM indica e SAIBAN japonica).
Foram utilizados potes com capacidade de 5,5 L nos
quais foi adaptada uma tela de nailon a tampa para
permitir a sustentacdo das plantulas e o crescimento
do sistema radicular no meio de cultivo. Os potes
permaneceram em tanque tipo “banho-maria”, com
temperatura de 25 =1 °C e iluminacdo artificial
controlada.

A solugdo nutritiva utilizada apresentou a seguinte
composicdo: nitrato de calcio - Ca(NQO,),4 mM, sulfato
de magnésio — MgSO, 2 mM, nitrato de potéssio -
KNO, 4 mM, sulfato de amoénio - (NH4),SO,
0,435 mM, fosfato potassio - KH,PO, 0,5 mM, acido
boérico - H;BO, 10 uM, molibdato de sodio - NaMoO,
0,10 uM, cloreto de sdédio — NaCl 30 uM, sulfato de
zinco - ZnSO, 0,8 uM, sulfato de cobre - CuSO,0,3 uM,
sulfato de manganés - MnSO, 2 mM, Ferro EDTA —
Fe SO, + Na 10 uM (Camargo & Oliveira 1981).

As sementes de cada genotipo de arroz foram
desinfetadas com hipoclorito de sddio a 10% (produto
comercial) por 5 minutos, lavadas em dgua destilada e
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colocadas para germinagdo a 25 £1 °C por 72 horas
em papel filtro embebido em agua. As plantulas obtidas
foram selecionadas quanto a tamanho (5 mm) e forma.
O delineamento experimental utilizado foi o de blocos
casualizados, com quatro repetigdes, ¢ a unidade
experimental consistiu de 20 plantulas de cada gendtipo
para cada repeticdo. Os tratamentos consistiram de
seis concentracdes para cada um dos acidos organicos
testados (acético, propidnico e butirico). As
concentragOes utilizadas foram 0 (testemunha); 4; §;
12; 16 e 20 mM, para acido acético; 0; 3; 6; 9; 12 ¢
15 mM, para acido propionico e 0; 2; 4; 6; 8 ¢ 10 mM,
para acido butirico. O pH foi ajustado para 4,7 com
HCI1 1IN ou NaOH 1N, sendo monitorado diariamente
e ajustado quando necessario, pois segundo Rao &
Mikkelsen (1977a) o pH da solucdo nutritiva em
experimentos com acidos organicos ¢ variavel e
interfere na toxicidade dos acidos.

As plantulas permaneceram em solugdo nutritiva
sob os tratamentos por 14 dias. Apds esse periodo elas
foram avaliadas quanto aos seguintes caracteres:
comprimento de raiz (CR) e parte aérea (CPA), em
cm; numero de raizes (NR); matéria seca de raizes
(MSR) e de parte aérea (MSPA), em mg, apos
secagem até massa constante em estufa com
circulagdo de ar a 60 °C.

Os dados foram submetidos a analise de variancia,
ajuste de regressdo para cada varidavel pelo
procedimento GLM, Generalized Linear Models,
(McCullagh & Nelder 1989) e teste de correlagdo de
Pearson entre as variaveis estudadas em cada
experimento. Todas as andlises estatisticas foram
realizadas com o programa estatistico SAS (Statistical
Analysis System 2002).

Resultados

A analise de variancia mostrou efeitos
significativos da interag@o genotipo x tratamento para
todas as varidveis estudadas em relagdo ao acido
acético (dados ndo apresentados). Isto indica que os
gendtipos apresentaram variagdes significativas e de
magnitudes diferentes frente aos tratamentos utilizados.
Quanto ao efeito do 4cido propidnico, apenas a variavel
CR apresentou efeito de interagdo significativo; no
entanto, para todas as outras variaveis pode ser
verificada uma variacao significativa para efeito de
gendtipos e tratamentos. O fato de algumas variaveis
ndo apresentarem interacdo genotipo X tratamento
significativa indica que a variagao causada pelo efeito
dos tratamentos em ambos os genotipos foi de
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magnitude semelhante, porém nao significa que esta
variag¢ao deva ser desprezada, pois apresentou efeito
significativo para a causa de variagao tratamento (Steel
& Torrie 1980). Para o acido butirico, as variaveis CR
e CPA apresentaram variagdo significativa para
interagdo genotipo X tratamento. A variavel NR, além
de ndo apresentar variacdo para efeito de interag@o,
ndo apresentou efeito significativo para efeito de
tratamento, indicando que para este acido, esta variavel
pode néo ser eficiente em discriminar o efeito fitotoxico
do elemento estudado. Para as demais variaveis foi
constatada significancia para efeito de tratamento,
indicando serem responsivas ao efeito do acido, porém
com mesma magnitude para ambos 0s genotipos.

A Fig. 1 ilustra a responsividade das varidveis
analisadas frente a acdo fitotoxica do acido acético
nos genotipos utilizados. Pode ser verificado que os
genotipos apresentaram respostas diferenciais ao efeito
dos tratamentos para todas as variaveis analisadas com
efeito significativo para interacdo genodtipo x
tratamento. A variavel CR foi a que apresentou maior
reducdo relativa frente aos tratamentos com reducdo
média de até 82,4% na dose mais elevada.. A variavel
NR foi a inica que apresentou acréscimos no seu valor,
mostrando também respostas diferentes dos genotipos
estudados. Para as variaveis CPA, MSR ¢ MSPA
também foi verificada resposta diferencial dos
gendtipos frente ao estresse. No entanto, as reducdes
relativas foram muito similares entre si com indices
variando de 31,4 a 37,4% de redugdo para as variaveis
MSPA e MSR, respectivamente, na dose mais elevada.

No experimento relativo a agao fitotoxica do acido
propidnico, os ajustes de regressao (Fig. 2) demonstram
que o comportamento médio das variaveis foi similar
ao evidenciado com acido acético. A variavel CR foi a
de maior responsividade, com redugdo média de até
84,5% na dose mais elevada, seguida de CPA com
reducdo relativa de 58,2%, MSPA, com 29,2% e MSR,
com 25,8%. A variavel NR, também, apresentou
acréscimos de valor quando submetida a niveis
crescentes de acido propidnico. Pode ser constatado,
analisando a Fig. 2, que os gendtipos apresentaram
respostas diferenciais apenas para a variavel CR,
porém com efeitos significativos para a fonte de
variagdo “tratamento” e “genétipos”.

No caso do acido butirico, mais uma vez a variavel
CR foi a que apresentou maior reducdo média,
chegando neste caso, a uma redugao de 78,3% na dose
mais elevada, e respostas diferenciais entre os
genotipos utilizados (Fig. 3). A variavel CPA, também
apresentou efeito de interagdo entre genotipos X
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tratamentos porém com redugdes relativas médias de
aproximadamente 30,5%. A variavel NR, neste caso,
ndo apresentou variagdo significativa para efeito de
“interagdo” ou “tratamento” como pode ser observado
na Fig. 3; no entanto, apresenta diferencas entre os
genotipos estudados, pois na auséncia de efeito de
“tratamento” e de “interagdo”, pode-se presumir que
as diferencas entre gendtipos seja tinicamente de cunho
genético. Assim como a variavel CR, as variaveis MSR
e MSPA tiveram reducdes relativas médias menores
quando comparadas aos outros acidos testados, com
reducdes de 14,0 e 11,4% para MSR ¢ MSPA,
respectivamente. Também pode ser evidenciado na
figura 3 que apenas para as varidveis CR e CPA a
interagdo entre gendtipos e tratamentos foi significativa,
indicando respostas diferenciais entre os genotipos
frente os tratamentos.
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Discussao

Armstrong & Armstrong (2001) estudaram em arroz
os sintomas fisioldgicos relacionados a toxidez dos
acidos organicos aqui estudados e relataram que eles
causam degradagdo da parede celular, inibigdo das
fungoes respiratorias e, conseqiientemente, diminuigdo
da divis@o celular do sistema radicular que esta em
contato direto com o elemento toxico, indicando assim
a razao principal para o menor crescimento radicular,
como também observado por Sousa & Bortolon (2002).
Camargo et al. (2001) e Armstrong & Armstrong
(2001) observaram que as raizes adventicias diminuiam
0 seu crescimento, promovendo a proliferagdo de calos
na base do coleoptilo, aumentando o numero de raizes
laterais, sendo esta a provavel causa do aumento do
nimero de raizes em arroz quando submetido a
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Figura 1. Respostas das variaveis comprimento de raizes (CR), comprimento de parte aérea (CPA), nimero de raizes (NR), matéria seca
de raizes (MSR) e matéria seca de parte aérea (MSPA) em relagdo a seis concentracdes de acido acético nas cultivares BRS-7-TAIM e

SAIBAN.
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tratamentos com os acidos acético, propidnico e
butirico.

Uma variavel apropriada para estudos de
divergéncia genética pode ser considerada aquela que
apresentar maior magnitude da variacdo, ou seja, a
variavel mais responsiva, e que também apresente efeito
significativo para interagdo genétipo X tratamento, pois
discrimina de maneira mais eficiente as diferentes
respostas das constituigdes genéticas frente aos
tratamentos (Camargo & Oliveira 1981; Camargo &
Ferreira 1992; Freitas et al. 2006). No caso deste
estudo, a variavel que satisfaz estas condigoes ¢ CR,
que apresentou interacdo significativa em todos os
experimentos ¢ elevada variacao (Fig. 1, 2 e 3). No
entanto, a utilizagdo de apenas dois gendtipos pode estar
mascarando possiveis resultados de interacdo e
responsividade para as demais varidveis em outras
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constituicdes genéticas. O objetivo principal do
experimento, porém, foi determinar faixas de
concentragdes dos acidos acético, propionico e butirico,
para auxiliar a escolha de tratamentos em experimentos
de seleg¢do de constituigdes genéticas com elevado
desempenho para tolerancia a acidos organicos.

As concentracdes dos acidos utilizados neste
estudo foram selecionados a partir de estudos
anteriores, que concluiram que a fitotoxidez dos acidos
organicos aumenta na ordem acético, propidnico e
butirico, ou seja, quanto maior o tamanho da cadeia de
carbonos do acido, mais toxico ele ¢ (Takijima 1964;
Rao & Mikkelsen 1977a; b; Krogmeier & Bremner
1990). Os resultados sugerem que o acido acético, de
fato, se mostrou menos toxico, pois para promover uma
reduc@o de 50% no comprimento de raizes (variavel
mais afetada) uma concentragdo de 10,9 mM foi
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Figura 2. Respostas das variaveis comprimento de raizes (CR), comprimento de parte aérea (CPA), nimero de raizes (NR), matéria seca
de raizes (MSR) e matéria seca de parte aérea (MSPA) em relag@o a seis concentragdes de acido propidnico nas cultivares BRS-7-TAIM

e SAIBAN.
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necessaria. No entanto, para os acidos propionico e
butirico, concentra¢gdes de 5,6 e 5,3 mM,
respectivamente, foram suficientes para promover
redugdes de 50% no comprimento de raizes. Assim,
pode ser constatado que, de fato, o acido butirico é o
mais fitotoxico, no entanto com pouca diferenga em
relacdo ao acido propidnico, ou seja, seus indices de
toxidez sdo muito semelhantes, contrariando os dados
encontrados na literatura, que indicam a necessidade
de niveis até 30% mais elevados de acido propionico
para promover o mesmo efeito do acido butirico.

A faixa de concentragdo sugerida como a mais
indicada para produgdo de estresse em estudos de
tolerancia a fatores abioticos esta entre valores que
causem redugdes no desempenho das variaveis entre
30% e 60% (Jones & Jones 1992). Estimativas por
meio de regressdo para a variavel mais responsiva
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(CR) indicam que estes valores estdo entre 8,4 e
15,8 mM para o acido acético, 4,2 ¢ 9,1 mM para o
acido propidnico e 3,7 ¢ 7,7 mM para o acido butirico.
A utilizagdo de doses que ocasionem redugdes muito
acentuadas na variavel de interesse podem acarretar
danos muito acentuados, inibindo totalmente o
crescimento de raizes dos genotipos avaliados. Este
nivel de estresse ¢ indesejavel, pois os gendtipos nao
se diferenciam entre si, ocasionando agrupamento de
todos eles numa mesma classe de tolerancia. Segundo
Freitas et al. (2006) a intensidade do tratamento que
deve ser utilizado para classificar genotipos quanto a
tolerdncia a estresse por aluminio deve ser tal que
promova a distribui¢do dos gendtipos em maior
numero de classes, possibilitando a discriminagao
ampla da variabilidade genética entre os acessos
avaliados.

227 BRS7Z-TAIM _ Y=20,599-1405x+00752x2 RZ=094
20 SAIBAN  Y=19,026- 1,036.x+0,0619.x2 RZ=0,93
—
g 184
Q
N
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_°
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S
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.
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Figura 3. Respostas das variaveis comprimento de raizes (CR), comprimento de parte aérea (CPA), nimero de raizes (NR), matéria seca
de raizes (MSR) e matéria seca de parte aérea (MSPA) em relacdo a seis concentracdes de acido butirico nas cultivares BRS-7-TAIM e

SAIBAN.
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Como ja era esperado, devido a sua resposta
diferencial na analise de regressdo, a variavel NR
apresentou correlagdo negativa com as demais, além
de ser a Uinica variavel que ndo apresentou correlagdo
significativa com MSR e MSPA no tratamento com
acido butirico (Tab. 1). As demais variaveis
apresentaram correlagdo significativa entre si em
ambos os experimentos. Como a variavel mais indicada
para avaliagdo das plantulas foi CR, as variaveis que
apresentarem correlag@o significativa com ela, e
também efeito de interagdo, podem ser utilizadas como
forma alternativa ou conjuntamente em selecdo indireta
para o carater (Jones & Jones 1992). Dessa forma,
considerando que todas as variaveis se correlacionaram
e apresentaram efeitos de interagdo no tratamento com
acido acético, qualquer variavel estudada pode ser
utilizada para discriminar genotipos com tolerancia a
este acido. No entanto, nenhuma outra variavel
apresentou efeito de interagdo no tratamento com acido
propidnico. Assim, apenas a variavel CR ¢ indicada
para estudos de divergéncia genética frente ao estresse
causado pelo acido propionico. Para o acido butirico,
apenas a variavel CPA apresentou efeito de interagao
e correlagdo com a variavel CR, podendo também ser
adotada, simultaneamente, para a avaliagdo de
gendtipos com tolerancia a esse acido.

Os niveis de tratamentos mais apropriados para
estudos de divergéncia genética para o carater

Tabela 1. Estimativas de correlagdo de Pearson entre as variaveis
comprimento de raizes (CR), comprimento de parte aérea (CPA),
numero de raizes (NR), matéria seca de raizes (MSR) e matéria
seca de parte aérea (MSPA) avaliadas em 6 niveis de 4cido acético,
propidnico e butirico.

Acido Variaveis CR° CPA  NR  MSR MSPA
Acético CR 1 084* -085*% 085*% 081*
CPA 1 -0,77* 083*  0,70%
NR 1 -0,79*  -0,77*
MSR 1 0,75*
MSPA 1
Propidnico  CR 1 086* -086* 0,77  0,78*
CPA 1 -0,84* 081*  0,68*
NR 1 -0,77%  -0,69*
MSR 1 0,57*
MSPA 1
Butirico CR 1 065% -032% 0,79%  0,56*
CPA 1 -0,62* 043*  0,46%
NR 1 -0,098  -0,095
MSR 1 0,54*
MSPA 1

* Significativo a 5% de probabilidade de erro pelo teste t.
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tolerancia a acidos organicos estd entre as faixas de
8,4 ¢ 15,8 mM para acido acético, 4,2 ¢ 9,1 mM para
acido propionico e 3,7 ¢ 7,7 mM para acido butirico. O
acido acético apresenta indice de fitotoxidez inferior
ao dos acidos propionico e butirico.

A variavel comprimento de raizes foi a mais
eficiente em discriminar a resposta dos genotipos frente
ao estresse causado pelos acidos acético propidnico e
butirico. As variaveis comprimento de parte aérea,
numero de raizes, matéria seca de raizes e matéria
seca de parte aérea também sao indicadas para estudos
com acido acético e a variavel comprimento de parte
aérea, em estudos com acido butirico.

O gendtipo de arroz do grupo indica BRS-7-TAIM
apresentou maior sensibilidade ao efeito dos acidos
acético, propionico ¢ butirico quando comparado ao
genotipo japonica SAIBAN.
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