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RESUMO

LAVINSKY, Alyne Oliveira, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de 2013.
Efeito do silicio na anatomia radicular e na producdo de graos de arroz.
Orientador: Fabio Murilo DaMatta. Coorientadores: Fabricio Avila Rodrigues e
Wagner Luiz Araujo.

O silicio (Si) ¢ um dos elementos mais abundantes na crosta terrestre, e, devido a sua
abundancia no solo e a auséncia de sintomas de deficiéncia ou toxidez, depreende-se
que os beneficios da fertilizagdo com Si sejam minimos e/ou inexistentes, exceto
quando as plantas s3o submetidas a algum tipo de estresse. No entanto, o uso intensivo
do solo associado a aplicagdo de fertilizantes quimicos tem conduzido a um
esgotamento de Si no solo, ¢ num futuro a deficiéncia de Si no solo podera ser um
grande limitante a producao, pelo menos em arroz (Oryza sativa). Ao avaliar o efeito da
remogao e da adicao de Si no periodo vegetativo (V) e nos estadios do ciclo reprodutivo
correspondentes a formacao da panicula (R1) e ao enchimento de graos (R2), observou-
se que plantas fertilizadas com Si durante R1 apresentaram maior nimero ¢ massa de
graos em relacdo as plantas fertilizadas com Si apenas em V e/ou R2; além disso, ndo
houve alteragcdo do numero de paniculas, da area foliar ¢ da biomassa total e,
consequentemente, observou-se um aumento de 61% no indice de colheita nas plantas
suplementadas com Si no estddio R1. Houve ainda maior niimero de graos cheios e
maior massa de mil graos nessas plantas. Ressalta-se, inclusive, que o Si ¢ tdo
necessario durante a formacao da panicula que as plantas que receberam Si a partir de
R1 superexpressaram o gene Lsi6, possivelmente para garantir concentracao de Si na
panicula equivalente a daquelas que o receberam desde o periodo vegetativo do ciclo. O
aumento da demanda dos drenos fez aumentar em 15% a atividade fotossintética na
folha-bandeira, muito provavelmente para sustentar a maior demanda por
fotoassimilados durante o enchimento dos grdaos. Houve uma antecipagdo no
enchimento dos graos com a fertilizagdo com Si durante R1, o que fez com que a
sacarose acumulada fosse deslocada para o eixo embriondrio, aumentando, assim, a area
ocupada pelo embrido. Além disso, evidenciou-se que o Si afeta de alguma forma a
atividade da anidrase carbonica (AC) e a abundancia de aquaporinas, existindo interagao
entre AC com trés genes que codificam para transportadores de acidos organicos nas
células-guarda e um gene que codifica para um gene envolvido na ativacao da enzima

carboxilase/oxigenase da Ribulose-1,5-bisfosfato (RuBisCO), o que corrobora os
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maiores valores de taxa maxima de carboxilacao limitada pela Ribulose-1,5-bisfosfato e
de taxa maxima de carboxilagdo limitada pela taxa de transporte de elétrons em plantas
fertilizadas com Si durante R1. Apesar de a maior parte do Si absorvido ser transportado
para a parte area via fluxo transpiracional, o pequeno percentual de Si retido na raiz
também possui um papel importante nesse tecido. O fornecimento de Si aumentou a
atividade da fenilalanina amonia liase e fez estimular a suberizacdo da exoderme ¢ a
lignificacao do esclerénquima nos tecidos radiculares, formando, assim, uma barreira
contra a perda radial de O, (PRO), o que, por sua vez, afetou a quantidade de
aerénquima, dentre outras caracteristicas anatOmicas no apice da raiz. Em paralelo,
mediante analise de varredura associada com sonda de microanalise de elementos por
raios-X, foi verificado na superficie da raiz de plantas tratadas com Si um aumento de
4,10 vezes na deposicao de Fe, enquanto a deposicao de Ca foi diminuida em 57,8% em
relagdo a daquelas em que o Si ndo foi fornecido. As concentragdes tanto de Fe como de
Ca soluveis nos espacos intercelulares da raiz, medidos por espectrometria de absor¢ao
atOmica, por sua vez, foram diminuidas em presenca de Si. Desse modo, o fornecimento
de Si € necessario nao apenas para aumentar o rendimento em graos do arroz, mas
também por promover a formagao simultanea de barreira contra a PRO e da placa de Fe
em raizes de plantas de arroz, que, por sua vez, impde mudancas compensatorias na
morfologia radicular para conferir uma presumivel maior tolerancia as condigdes

adversas do ambiente de cultivo, com pouco efeito na absor¢ao de Si.
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ABSTRACT

LAVINSKY, Alyne Oliveira, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, August 2013. The
effects of silicon on root anatomy and grain yield of rice. Adviser: Fabio Murilo
DaMatta. Co-advisers: Fabricio Avila Rodrigues and Wagner Luiz Aragjo.

Silicon (Si) is one of most abundant element in Earth crust. All plants grown in soil
contain some Si in their tissues, and due to the widespread abundance of this element in
nature and non-apparent visible symptoms of either deficiency or toxicity, Si is often
assumed to be biologically unreactive and it is not considered as an essential element
for higher plants, except under stressful condition. However, repeated cropping and
constant application of chemical fertilizers have depleted the amount of Si that is
available to plants in the soil. An awareness of Si deficiency in soil has been now
recognized as a limiting factor for crop production particularly in soils that are deemed
to be low or limiting in plant available Si for known Si-accumulating species such as
rice (Oryza sativa). The effects of removal or addition of Si during the vegetative (V) or
reproductive growth stages (corresponding to panicle formation (R1) or grain filling
(R2)) on the rice grain production and physiological related traits were evaluated. It was
found that Si fertilization during R1 played a pivotal role in the enhanced number and
mass of rice grains, with little, if any, significant impact of this element on grain yield
when supplied during V and/or R2 stages; regardless of treatments, the panicle number,
leaf area and total biomass remained unaltered. Consequently, the harvest index
increased by 61% (coupled to higher percentage of filled spikelets and grain mass) in
plants supplied with Si during R1 in relation to the others groups. There was a much
higher number of filled grains and 1000-grain weight in these plants. Noteworthy, Si is
essential during panicle formation and plants that received Si during R1 overexpressed
the gene Lsi6, possibly to ensure Si concentration in panicle similar those found in Si-
fertilized plants since the beginning of growth cycle. Increased grain yield led to
improvements of the source capacity through a feed-forward stimulation of 15% on
photosynthetic rates of the flag leaf, probably to support increased sink demand coupled
with anticipation of grain filling, which, in turn, shifted sucrose accumulated to embryo,
increasing embryo area. Furthermore, it was shown that Si, to some extent, affected the
carbonic anhydrase (CA) activity and aquaporin abundance; it was also depicted an
existing interaction between CA and three genes encoding for transporters of organic

acids in the guard cells, and one gene associated with the activation of the enzyme
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RuBisCO, in agreement with the highest values of maximum rate of carboxylation
limited by Ribulose-1,5-bisphosphate and maximum rate of carboxylation limited by
electron transport in Si-fertilized plants during R1. Therein the root tissues, Si
fertilization increased phenylalanine ammonia liase and led to increased suberization of
the exodermis and lignification of the sclerenchyma, which collectively may act to form
a barrier against radial O, loss (PRO) of the root tissues. In addition, Si affected the
extent of aerenchyma. In parallel, scanning electron microphotographs associated with
X-ray energy dispersive spectroscopy revealed that Fe deposition increased four-times
on root surface of Si-fertilized plants, while the deposition of Ca was decreased by 58%
compared to their counterparts not challenged with Si. In turn, the root concentrations of
Fe and Ca, measured by atomic absorption spectrometry, were reduced in Si-fertilized
plants. From the above, it is proposed that Si fertilization is necessary not only to
increase productivity, but also to promote simultaneous formation of barrier against
PRO and Fe plaque in rice roots, which in turn imposes compensatory changes in root

morphology to increase hypoxia tolerance, with little effect on Si absorption.



INTRODUCAO GERAL

Historicamente, diversos experimentos em condigdo de laboratorio, casa de
vegetacao, € mesmo em campo, tém sido realizados para demonstrar se a fertilizacao
com silicio (Si) ¢ de fato necessdria para o aumento na produtividade de plantas,
principalmente em monocotiledoneas, como ¢ o caso do arroz (Ohkawa, 1936; Ma et
al., 1989; Detmman et al., 2012); tais estudos, em sua maioria, evidenciam que a
fertilizagdo com Si ¢ necessaria em situagdes de estresse, por conferir as plantas uma
maior prote¢do contra doengas, pragas e condigdes climaticas desfavoraveis (Epstein,
1999; Ma e Takahashi, 2002; Richmond e Sussman, 2003), mas seria supérflua quando
as plantas sdo cultivadas na auséncia de estresse, uma vez que esse elemento ¢
encontrado em abundancia no solo (Ma e Yamaji, 2006). O uso intensivo do solo,
associado com a constante aplicacdo de fertilizantes quimicos, tem conduzido a uma
deplecao na quantidade de Si disponivel no solo para as plantas e, num futuro préoximo,
a deficiéncia de Si no solo podera ser um grande limitante a produgdo, pelo menos em
arroz (Ma et al., 1989; Ma e Yamaji, 2006). Contudo, os mecanismos pelos quais esse
elemento afeta a fisiologia das plantas, culminando em aumentos na producao de graos,
continuam ainda pouco conhecidos.

As primeiras pesquisas para a identificacdo do papel fisiologico do Si foram
baseadas na cultura do arroz, e concluiu-se que as plantas suplementadas com Si tinham
maior biomassa, folhas mais eretas e apresentavam maior rendimento de graos em
comparacdo as nao suplementas (Ohkawa, 1936; Okamoto et al., 1956). Atualmente, a
hipbétese mais aceita para o efeito do Si € de que esse elemento aumenta a produtividade
do arroz por permitir o desenvolvimento de folhas mais eretas, que intensificariam a
fotossintese da planta inteira, por melhorar a distribui¢do luminosa ao longo da copa
(Takahashi et al., 1990; Epstein, 1999), uma vez que o angulo foliar influencia o grau de
saturacdo luminosa das folhas superiores (Yoshida, 1981), e a quantidade de luz
absorvida, por alterar a refletincia, a absortancia e a area foliar atingida (He et al.,
1996). Nesse contexto, além de proporcionar melhor distribuicao luminosa ao longo da
planta, folhas mais verticalizadas em relagdo ao solo poderiam nao chegar a saturagao
luminosa durante todo seu ciclo diurno ou, entdo, passariam pouco tempo expostas ao

estresse luminoso, resultando, portanto, em maior fotossintese na planta inteira.



Embora, em primeira instancia, a hipdtese de modificagdo do angulo foliar
anteriormente apresentada pareca suportavel, resultados experimentais (Takahashi et al.,
1966; Ma, 1989) indicam que a alteracao do angulo foliar ndo explicaria totalmente os
efeitos do Si sobre a produtividade. Em estudos independentes, Takahashi et al. (1966)
e Ma (1989) nao encontraram diferenca significativa no crescimento de plantas de arroz
fertilizadas com ou sem Si durante o periodo vegetativo. Ma et al. (1989) verificaram
que plantas de arroz suplementadas com Si somente no periodo reprodutivo
apresentaram massa de panicula similar a das sem Si durante todo o ciclo. Com efeito,
Watanabe et al. (2004) demonstraram que, durante o periodo vegetativo, o Si nao
alterou o perfil de expressao de genes relacionados com o metabolismo em arroz, exceto
em condigdo estressante. Por sua vez, plantas cultivadas em presenga constante de Si
apresentaram numero de graos similar ao de plantas suplementadas com Si apenas a
partir do periodo reprodutivo. Como o Si ¢ um elemento imdvel nas plantas, e o arroz
tem crescimento anual, as plantas suplementadas com esse elemento, somente na fase
reprodutiva, ndo apresentaram folhas mais eretas do que as suplementadas com Si desde
o inicio do ciclo. Assim, tais resultados sdo contratantes, pelo menos aparentemente,
com a hipotese de que a modificagdo do angulo foliar seja o Unico responsavel pelo
aumento da produtividade do arroz pela adigdo de Si. Tomados em conjunto, esses
resultados sugerem que o Si sO afeta a producdo de graos quando presente durante o
periodo reprodutivo, embora nao se tenha enfatizado as razdes pelas quais a adi¢do de
silicio no estadio reprodutivo aumentaria a produtividade.

No arroz, os genes Low silicon rice 1 € 2 (Lsil e Lsi2) codificam para isoformas
de aquaporinas que atuam na absor¢do do Si, na forma de dcido monossilicico (H4Si104),
pelas raizes (Ma e Takahashi, 2002). Apds absorvido pelas raizes, o Si se move
apoplasticamente por fluxo transpiracional no xilema da raiz para a parte aérea, onde,
entdo, ¢ polimerizado na parede celular dos tecidos fotossintéticos, na forma de silica
(Ma et al., 2006). Sugere-se, aqui, que a barreira formada pela deposicdo de Si na
parede celular restrinja paulatinamente a continuidade ao movimento apoplastico desse
elemento, que ¢, entdo, acumulado, em ultima instdncia, nos tecidos radiculares,
formando placas de Si, que poderiam, além de inibir o crescimento radicular, conduzir
ao fechamento do canal de absor¢do, o que comprometeria a continuidade da absor¢ao
deste elemento pelas raizes (mecanismo de retroinibi¢ao por Si). No entanto, o arroz ¢
uma planta que, em algumas cultivares, adapta-se ao alagamento via formagdo de

aerénquima e de uma barreira a perda radial de oxigénio nas raizes (PRO), aumentando
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a quantidade de aerénquima no apice radicular (Drew et al., 2000; Abiko et al., 2012), o
que permitiria que a demanda de energia (pool de carboidratos), outrora direcionada
para absor¢ao de Si, fosse realocada na parte aérea, a expensas de um menor
crescimento axial radicular. Fleck et al. (2011) verificaram que o Si per se pode acelerar
a formagao de uma barreira contra a PRO, ainda que na auséncia de estresse, sem afetar
o crescimento axial radicular. Além disso, a PRO pode ser benéfica por oxidar
compostos contendo Fe na superficie da raiz, diminuindo, assim, a absor¢do desse
elemento em niveis toxicos (Hodge et al., 2009). Levando-se em conta tais informagdes,
acredita-se que a formagdo da barreira contra a PRO atuaria sinergisticamente com
placas de Fe para diminuir a absor¢cdo demasiada de Fe em raizes de plantas de arroz
fertilizadas com Si, promovendo mudangas anatomicas e fisioldgicas que permitiriam
aumentos na capacidade do arroz em suportar ainda mais a estresses. Essas questdes tém
relevancia para o entendimento dos mecanismos de transporte de Si que permitem
aumentos no indice de colheita de plantas fertilizadas com Si no periodo reprodutivo do
ciclo fenologico do arroz. Caso o transporte de H4SiO4 seja afetado nesse momento do
ciclo, a produtividade do arroz poderia ser comprometida (Ma et al., 1989).

Esta tese esta dividida em dois capitulos. No primeiro, buscou-se caracterizar os
mecanismos pelos quais o Si aumenta a fotossintese e a producdo de graos em arroz,
especificamente quando esse elemento ¢ fornecido na fase de formacdo da panicula,
tentando-se compreender possiveis mecanismos associados nesse contexto. No segundo
capitulo, o foco de trabalho foi centrado na raiz, na tentativa de atribuir um papel

fisiologico para o Si, em nivel radicular.
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CAPITULO 1

A PRODUCAO DE GRAOS EM PLANTAS DE ARROZ AUMENTA QUANDO
O SILICIO E ESPECIFICAMENTE ADICIONADO NA FASE DE FORMACAO
DA PANICULA: UMA ABORDAGEM FISIOLOGICA

1. INTRODUCAO

Depois do oxigénio, o silicio (Si) ¢ o elemento mais abundante na crosta
terrestre. Uma vez que o percentual de didxido de silicio no solo varia entre 50 e 70%
(Ma e Yamaji, 2006), todas as plantas cultivadas em solos apresentam, em maior ou
menor grau, alguma quantidade de Si em seus tecidos (Ma e Takahashi, 2002). No
entanto, o Si ¢ considerado um elemento biologicamente nao-reativo e, portanto, nao-
essencial para plantas superiores. A nao essencialidade do Si tem sido fortemente
debatida nos ultimos anos, embora as evidéncias sobre efeitos diretos do Si em
processos cataliticos permanegam inconclusivas. Alguns pesquisadores argumentam
que os efeitos mais consistentes e positivos do Si sobre as plantas residiriam na redugao
dos sintomas de estresses, tanto de natureza biotica (e.g. patdgenos e insetos) quanto de
natureza abiotica (e.g. metais pesados, luminosidade e seca) (Ma e Yamaji, 2006;
Epstein, 2009; Keeping e Reynolds, 2009; Balakhnina e Borkowska, 2013). Com efeito,
a maioria dos estudos sugere que os beneficios da fertilizacdo com Si sd0 minimos ou
inexistentes, exceto quando as plantas sao submetidas a algum tipo de estresse (Epstein,
1999).

Fauteux et al. (2006) realizaram uma analise completa de transcriptoma em
plantas de Arabidopsis cultivadas em solugdo nutritiva suplementada ou nao com Si,
demonstrando que o Si ndo afeta diretamente o metabolismo dessas plantas, € os seus
beneficios seriam indiretos, em fun¢do de uma maior protecdo das plantas contra
estresses. De fato, o Si alivia os efeitos deletérios de varios estresses abioticos devido a
sua deposi¢cdo na parede das células da raiz, do colmo e da folha (Fateux et al., 2006).
Além disso, a barreira fisica formada pela deposicdo de Si na parede celular pode
aumentar a resisténcia fisica a penetragao de patdogenos e, ou, permitir um maior tempo
para a defesa do hospedeiro (Ma e Yamaji, 2006; Ma et al., 2011). Por outro lado, sabe-
se que dicotiledoneas, a exemplo da Arabidopsis, ndo absorvem Si em quantidades

elevadas. E possivel que esse elemento tenha um envolvimento mais ativo em processos
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fisiologicos de plantas monocotiledoneas que possuem elevada capacidade em absorver
e acumular Si em seus tecidos, dentre as quais o arroz (Oryza sativa), que chega a
acumular 10% de Si em sua massa seca (Ma e Takahashi, 2002; Ma et al., 2011).

O uso intensivo do solo, associado a constante aplicacdo de fertilizantes
quimicos, tem conduzido a uma deple¢do na quantidade de Si disponivel no solo para as
plantas e, num futuro proximo, a deficiéncia de Si no solo poderd ser um grande
limitante a produgdo, pelo menos em arroz (Ma e Yamaji, 2006). Okuda e Takahashi
(1961) observaram que plantas cultivadas com Si tém maior produtividade do que as
cultivadas sem Si. Além disso, plantas fertilizadas com Si somente no estadio
vegetativo apresentaram massa de graos similar a de plantas sem Si durante todo o
ciclo, sem afetar a arquitetura foliar. Por sua vez, o rendimento em graos de plantas
cultivadas continuamente em presenca de Si foi similar ao de plantas fertilizadas com Si
apenas no estadio reprodutivo. Dessa forma, sugere-se que o Si somente afetaria a
producao de graos quando presente durante a fase reprodutiva. Okuda e Takahashi
(1961) observaram que os beneficios do fornecimento de Si sdo mais pronunciados
durante o momento do ciclo em que se inicia a remobiliza¢ao de nutrientes da folha para
o desenvolvimento dos graos do que quando a panicula ¢ formada.

Posteriormente, Ma et al. (1989) avaliaram os efeitos da adi¢ao e remogao de Si
no periodo vegetativo (do transplantio até o inicio da formacao da panicula), na fase
reprodutiva (do inicio da formagdo da panicula até a sua emissdao) e de enchimento de
graos (da floragao até a maturacdo dos graos) em arroz, e obtiveram resultados
contrastantes aos de Okuda e Takahashi (1961), no que refere ao momento do ciclo em
que a fertilizacdo com Si € mais importante. Os autores observaram que pelo menos 2/3
do Si sao absorvidos durante a fase reprodutiva, e a deficiéncia de Si durante a formagao
da panicula resultou em diminui¢do expressiva na biomassa de graos e no percentual de
graos cheios por panicula, enquanto a adicdo ou remocao desse elemento durante o
periodo vegetativo ou durante o estddio de enchimento de graos teve importancia
marginal na fertilidade. Além disso, Ma et al. (1989) encontraram efeitos positivos do
Si na altura, no nimero de graos por panicula, € no peso da palhada, mas ndo no peso de
mil grdos, muito embora os autores ndo tenham enfatizado as razdes pelas quais a
adicao de Si, especificamente aplicado no estddio de formagdo da panicula, aumenta a
produtividade.

No intuito de avaliar o efeito do Si em condi¢des nao estressantes, Detmann et

al. (2012) cultivaram dois gendétipos de arroz (o mutante /si/, defectivo para absor¢ao
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ativa de Si, e o seu respectivo tipo selvagem), verificando que a fertilizagdo com Si
aumentou o indice de colheita e a eficiéncia de uso do nitrogénio. Para sustentar o maior
rendimento em graos, a taxa fotossintética liquida (A4) da folha-bandeira foi
significativamente aumentada com a fertilizagao com Si. Essa resposta nao foi associada
com alteragdes na transpiragdo, na condutidncia estomatica, na taxa maxima de
carboxilagdo ¢ nem na taxa maxima de carboxilacdo limitada pelo transporte de
elétrons, mas sim ao aumento na condutancia mesofilica (gy,). Essas respostas de curto
prazo foram consistentes com o padrao de longo prazo, determinado pela discriminagao
isotopica de carbono, evidenciando, pela primeira vez, um efeito direto do aumento da
for¢a do dreno em gy, por mecanismos ainda desconhecidos (Detmann et al., 2012). Os
mecanismos basicos que explicam as variagcdes em g, sdo dependentes da espessura e
area da folha, da area superficial dos cloroplastos exposta aos espagos intercelulares, da
permeabilidade da membrana plasmaética e da parede celular ao CO, e da atividade da
anidrase carbonica (Terashima et al., 2011; Tholen et al., 2011). Para espécies herbaceas
como o arroz, que possuem menor espessura da parede celular e maior superficie dos
cloroplastos exposta aos espacos intercelulares (Flexas et al., 2012), acredita-se que as
aquaporinas tenham papel preponderante para tal aumento em g,, mediado por Si.

Em plantas, as aquaporinas sdo comumente subdividas em quatro familias: as
aquaporinas localizadas na membrana plasmatica (PIPs), aquaporinas localizadas no
tonoplasto (TIPs), aquaporinas do tipo nodulina-26 (NIPs) e as pequenas proteinas
intrinsecas (SIPs). As aquaporinas pertencentes as familias TIP e PIP sdo bastante ativas
no transporte de dgua, ao passo que a maioria das aquaporinas pertencentes as familias
das NIP e SIP nao (Sakurai et al., 2005). De 33 genes identificados para arroz
codificando aquaporinas (Sakurai et al., 2005), quatro deles tem a sua expressao
aumentada especificamente durante o periodo reprodutivo do ciclo fenologico, sendo as
aquaporinas OsSIP2;1 e OsTIPS5;1 atuantes no transporte de agua para o estigma,
enquanto OsNIP4;1 e OsSIP1;1 sao menos especificas, transportando, além de agua,
pequenos solutos para células maternas do polen (Fujita et al., 2010). Dentre algumas
pequenas substancias transportados através de aquaporinas estao o Si (Ma et al., 2006) e
0 CO; (Terashima et al., 2011; Tholen et al., 2011). O gene Low silicon rice (Lsil)
codifica para uma aquaporina pertencente a familia das NIP, que atua juntamente com
transportador Lsi2 na absor¢ao do Si, na forma de dcido monossilicico (H4S104), pelas
raizes do arroz (Ma et al., 2006). Posteriormente, foi provada a existéncia do gene Lsio6,

um homologo do gene Lsil, que codifica para um transportador que exporta o H4Si0O4
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do xilema, redistribuindo-o para os Orgaos laterais (Yamaji et al.,, 2008),
preferencialmente para a panicula (Yamaji e Ma, 2009; Ma et al., 2011). Alguns
estudos, inclusive, demonstraram que o gene Ls6 ¢ expresso transitoriamente durante o
periodo reprodutivo do ciclo fenologico do arroz, e tem sua expressdo ainda mais
aumentada quando o Si ¢ fornecido apds um periodo de escassez (Yamaji et al., 2008).
Nao se sabe, entretanto, se existe alguma interacao entre aquaporinas e transportador de
Si durante o inicio do periodo reprodutivo do ciclo. Sugere-se, aqui, que a coexpressao
do Lsi6 com aquaporinas promoveria alteracdoes anatomicas e fisiologicas que, além de
aumentar o transporte de agua e de Si, poderiam ainda tornar a membrana mais
permeavel ao CO,, facilitando o ingresso desse gas até o sitio de carboxilagdo nos
cloroplastos, com reflexos em A. Mediante aplicacdo do cloreto de merctrio (HgCl,),
que ¢ um inibidor de aquaporinas (Aroca et al. 2001; Yukutake et al., 2008), no inicio
do periodo reprodutivo, e, ou, técnicas de biologia molecular, ter-se-iam maiores
subsidios para validar essa sugestao.

O presente estudo foi conduzido para compreender os mecanismos fisiologicos
associados a um presumivel aumento na fotossintese € na producao de graos em arroz,
especificamente quando elemento ¢ fornecido no estadio reprodutivo onde ocorre a
formagdo da panicula. Considerando-se que o efeito do silicio para a produtividade ¢
expressivo na fase reprodutiva e esse ndo exerce, durante a fase vegetativa, nenhum
efeito na fotossintese da fonte, teve-se por hipotese que o Si interfira na for¢a do dreno
por aumentar o numero de graos durante a diferenciacdo da panicula, e,
consequentemente, tendo reflexo na fotossintese da folha-bandeira, por alterar a
exigéncia de fotoassimilados durante o enchimento de graos e ndo a maior capacidade

da fonte per se.



2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material vegetal e condicoes de cultivo

Trés experimentos em condigdes de hidroponia, conduzidos isoladamente e
analisados como tal, foram conduzidos na Universidade Federal de Vicosa (UFV)
(20°45° S, 42°54> W, 650 m de altitude), no sudeste do Brasil. Em resumo, no primeiro
experimento, plantas de arroz (Oryza sativa L. subsp. japonica da ‘Oochikara’) foram
cultivadas em vasos plasticos com capacidade de 5 L contendo solucao nutritiva nao
aerada, suplementada (+Si) ou ndo (-Si) com acido monossilicico (H4S104) durante o
periodo vegetativo (V — do transplantio até o inicio da formagdao da panicula). As
plantas foram cultivadas nessa condicdo por 30 dias, quando, entdo, o inicio da
formagdo da panicula foi monitorado na base do colmo, em microscopio estereoscopico
do tipo lupa, a cada dois dias. Apos identificagdo do inicio do periodo reprodutivo, que
ocorreu aos 60 dias apds o transplantio, metade das plantas em cada tratamento inicial (-
Si e +Si) teve a sua suplementacdao com Si modificada (-Si/+Si e +Si/-Si), formando
quatro combinagdes experimentais até a emissdo da panicula (R1 — formagao da
panicula). Na segunda etapa do periodo reprodutivo (inicio do enchimento dos graos até
a maturidade — R2, aos 90 dias apos o transplantio), metade das plantas em cada
tratamento novamente teve a suplementacdo com Si modificada, formando oito
combinagdes experimentais até o final do experimento (-Si/-Si/-Si, -Si/-Si/+Si, -Si1/+Si/-
Si, -Si/+Si/+Si, +Si/-Si/-Si, +Si/-Si/+Si, +Si/+Si/-Si, e +Si/+Si/+Si). A Figura 1 mostra
oito linhas, que representam as oito diferentes combinacdes experimentais (T1, T2, T3,
T4, T5, T6, T7 e T8). Cada uma delas com barras verticais evidenciam os trés periodos
do ciclo fenologico (V, R1 e R2) do arroz nos quais houve suplementacdo (linhas

continuas) ou nao (linhas tracejadas) com Si.
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Figura 1. Esquema de suplementacao (linhas continuas) ou nao (linhas tracejadas) com
Si nos diferentes periodos do ciclo fenoldgico do arroz. Colunas separam os periodos do
ciclo, e cada linha representa um tratamento, totalizando oito combinagdes
experimentais. T1 - sem Si durante todo o ciclo (-Si-Si-Si); T2 - com Si apenas durante
o enchimento dos graos (-Si-Si+Si); T3- com Si apenas durante a formagao da panicula
(-Si+Si-Si); T4 - com Si a partir da formacdo da panicula (-Si+Si+Si); TS - com Si
apenas durante o vegetativo (+Si-Si-Si); T6 - sem Si apenas durante a formacdo da
panicula (+Si-Si+Si); T7 - sem Si apenas durante o enchimento dos graos (+Si+Si-Si);
T8 - com Si durante todo o ciclo (+Si+Si+Si). Fig. 1B d& uma visdo geral do espago
fisico destinado a realizagao do experimento. Foto tirada em 27.10.2012.

Em todos os experimentos, foi utilizada a solucao nutritiva de Hoagland &
Arnon (1950) com modificagdes, constituida de: 1,0 mmol L! KNOs3; 0,25 mmol L!
NH,H,PO,; 0,1 mmol L"'NH4CL; 0,5 mmol L™ MgS04.7H,0; 1,0 mmol L Ca(NOs)s;
0,30 umol L' CuS04.5H,0; 0,33 pumol L' ZnS04.7H,0; 11,5 pmol L' H;BOs; 3,5
umol L' MnCL.4H,0; 0,1 pmol L™ (NHy) ¢M070,4.4H,0; 25 pmol L FeS04.7H,0 e
25 umol L™ EDTA bisodico.

O H4Si10y4, obtido pela passagem do silicato de potéassio (K;Si04) através de uma
coluna contendo resina trocadora de cations (AMBERLITE IR-120B; H' form; Sigma-
Aldrich, Sao Paulo, Brasil) na base (Figura 2), foi adicionado a solu¢ao nutritiva nas
concentracdes de 0 (-Si) ou 2 mmol Si L (+Si).A solugdo nutritiva foi completada
diariamente e trocada a cada trés dias, mantendo-se o pH entre 5,5 ¢ 6,0. Os
experimentos foram conduzidos em casa de vegetagdo climatizada, com temperatura
ajustada para 30 (£ 2)°C, sob iluminac¢do natural (~ 80% da radiacdo externa a casa de

vegetacdo), algo em torno de 1500 umol fotons m™s™.
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Figura 2. Fotografia mostrando a coluna para obtencao do H4Si0,.

No experimento 1, com exce¢do da quantificacdo de Si na panicula em
formacgao, que ocorreu durante R1, aos 60 dias apds o transplantio (DAT), as avaliagdes
foram centradas no estadio R2.

Os experimentos 2 e¢ 3 foram realizados com o intuito de esclarecer alguns
mecanismos mediados por Si passiveis de alterar a condutancia do mesofilo, sendo as
avaliacdes centradas no estadio R2.

No experimento 2 foi avaliado o efeito da adicdo e remogao do Si nos periodos
vegetativo e reprodutivo sobre a atividade da anidrase carbonica e expressao de
transportadores de Si. Para tal, plantas foram cultivadas em vasos plasticos com
capacidade de 5 L contendo solucao nutritiva ndo aerada, suplementada (+Si) ou nao (-
Si) com H4SiO4 durante o periodo vegetativo (V — do transplantio até o inicio da
formagdo da panicula). No inicio do periodo reprodutivo (formagao da panicula — R1),
metade das plantas em cada tratamento inicial (-Si e +Si) teve a sua suplementacdo com
Si modificada, formando quatro combinag¢des de tratamentos que se mantiveram até o
fim do experimento (-Si-Si, -Si+Si, +Si-Si, e +Si+Si).

No experimento 3 foram avaliados os efeitos isolados e combinados da inibi¢ao
de aquaporinas e do fornecimento de Si exclusivamente durante R1 nas trocas gasosas,
em condi¢des de laboratorio, e alguns aspectos estruturais da folha. A inibi¢do da
abundancia de aquaporinas ocorreu exclusivamente durante R1 (entre 30 e 60 DAT),
sendo obtida mediante fornecimento do cloreto de merctrio (HgCl,), a cada troca de

solucdo nutritiva, nas concentragdes de 0 (-HgCl,) ou 50 uM (+HgCl,), nesse intervalo
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de tempo, conforme Aroca et al. (2001). Posteriormente, foi realizado um estudo de
coexpressao dos transportadores de Si com aquaporinas expressas durante R1, genes
relacionados com fotossintese/condutancia estomatica ao vapor de dgua e condutancia

do mesofilo ao COa».

2.2. Experimento 1

2.2.1.Quantificacio de Si nos tecidos da planta

Amostras de folhas e de cascas dos graos foram secas em estufa com circulacao
forgada de ar a 72°C, até biomassa constante e, em seguida, trituradas com o auxilio de
esferas metalicas em um disruptor celular tipo Mini Bead Beater 96 (Biospec Products,
Bartlesville, OK, EUA), até obtencao de um po fino, a partir do qual foi determinada
colorimetricamente a concentracao de Si (Korndorfer et al., 1999).

Adicionalmente, foram quantificados os niveis de Si na panicula nos estadios
iniciais de sua formacao (cerca de 15 dias); em fun¢do da reduzida massa das paniculas,
optou-se pelo método semi-quantitativo via microscopia de varredura (MEV) associada
com espectrometria de energia dispersiva de raio-X (EDS). Amostras de paniculas em
formacao foram desidratadas em série alcoodlica de 30, 50, 70, 80, 95 ¢ 100%, com
intervalos de 10 min entre as trocas, realizando-se trés passagens na ultima
concentragdo, no mesmo intervalo de tempo. Apos a desidratacdo, os fragmentos foram
submetidos a secagem ao ponto critico, com uso do aparelho de secagem ao ponto
critico “critical point dryer” (modelo CPD 030, Bal-Tec, Balzers, Liechtenstein),
montados sobre suportes metalicos de aluminio cobertos com fita adesiva dupla-face, e
evaporizadas em carbono (Quorum Q150 T). Eletromicrografias foram obtidas em
microscopio eletronico de varredura LEO (modelo 1450 VP, Carl Zeiss, Cambridge,
Inglaterra), operado a 10 kV, equipado com detector de EDS, e as escalas micrométricas
foram projetadas nas mesmas condigdes Opticas, utilizando o rodio (Rh) como padrao

interno.

2.2.2. Biomassa e parametros agronomicos

13



Foram quantificados os numeros de folha, de perfilhos e de paniculas, a area
foliar, e, com o auxilio de uma régua graduada, os comprimentos da raiz e da parte
aérea, de um total de 288 plantas. A area foliar foi mensurada com um medidor de area
(Area Measurement System, Delta-T Devices, Cambridge, UK).

As plantas foram particionadas em raiz, colmo, folhas e graos, e submetidas a
secagem em estufa com circulagdo for¢cada de ar, a 70°C, durante 72 h; com base no
valor de biomassa seca obtido para cada uma das diferentes partes, foram estimados os
parametros agrondmicos, a saber: biomassa seca de raizes, de colmos, de folhas, de
graos ¢ a biomassa total, indice de colheita, area foliar especifica (AFE), peso de mil

graos, e percentual de graos cheios.

2.2.3. Medicoes de trocas gasosas foliares

A taxa fotossintética liquida (4) e a taxa de transpiracao foliar (E) foram
medidas simultaneamente aos parametros de fluorescéncia da clorofila a, utilizando-se
um analisador de gases infravermelho (IRGA — Infrared Gas Analizer), modelo LI
6400XT (LI-COR, Lincoln, NE, EUA), equipado com um fluorémetro (LI-6400-40, LI-
COR Inc.), em folhas bandeira de arroz, no periodo de enchimento de graos (estadio de
grao leitoso). A concentragao intercelular de CO, (Cj) e a condutancia estomatica ao
vapor de dgua (g;) foram calculadas pelo referido equipamento a partir dos valores de 4
e E (von Caemmerer e Farquhar, 1981). As medi¢des foram realizadas entre 10:00 e
14:00 h, sob radiacdo fotossinteticamente ativa artificial (RFA) de 1000 pmol fotons m™
s’ em nivel da folha, com 21 % de O; e 400 pumol CO;, mol! ar. O IRGA foi
programado para realizar curvas de resposta de 4 a concentragdo interna de CO, (curva
A/C), variando-se, sequencialmente, a pressao parcial de CO;: 40, 30, 20, 10, 5, 40, 60,
80, 100, 120, 140 e 160 Pa. Em seguida, a pressdo parcial de CO; foi reduzida para 100
Pa, o fluxo de ar foi substituido por fluxo de nitrogénio gasoso, com 1 % O, para
realizag¢do, nas mesmas folhas, de curvas de resposta de 4 a RFA em baixo O,.

A eficiéncia fotoquimica do fotossistema II (¢rsy) foi determinada pela medigao
do estado estavel da fluorescéncia (Fs) e da fluorescéncia maxima (Fy,’), utilizando um
pulso de luz saturante de aproximadamente 8000 pmol fétons m™ s, seguindo
procedimentos descritos por Genty et al. (1989). A taxa de transporte de elétrons (J) foi

calculada como | = ¢ggp X f X a XRFA, em que o € a absortancia da folha e 3 reflete

14



o particionamento dos pacotes de energia entre os fotossistemas I e II, e o aff foi

RFA X dpsi

determinado conforme Valentini et al. (1995), a partir da relagdo entre 4 ¢ " ,

obtidos pela variacao da intensidade de luz sob condi¢des fotorrespiratorias. Estimativas

da condutancia do mesofilo (gy,) foram realizadas usando o método de Harley et al.

(1992), no qual a g, = Ci_(r*(]fsm +rp> considerando-se valores de respiragdo (Rq)

J—4(A+Rg)

medidos durante a noite em RFA = 0 umol fotons m™ s™, e o valor conservativo do
ponto de compensagdo para o CO;, na auséncia de Ry (I™*) para o arroz de 41,2 (Li et al.,
2009). Para transformar as curvas A/C; em curvas 4/C, (C. = concentracdo de CO, nos
sitios de carboxilacao), C; foi calculada de acordo com Harley (1992), em que C.= C; -
(A/gm). A taxa maxima de carboxilagdo limitada pela Ribulose-1,5-bisfosfato (Vemax) €
a taxa maxima de carboxilagdo limitada pela taxa de transporte de elétrons (Jmax),
obtidas para cada curva 4/C,, foram estimadas por meio de técnicas de regressao nao-
linear, baseadas nas equagodes de Farquhar et al. (1980). Esse procedimento foi realizado

utilizando o pacote de programa Solver no Microsoft Excel® (Sharkey et al., 2007). A
taxa de fotorrespiragdo foi estimada pela formula FR = % (J— (4(A +Ry)). As

corregoes dos vazamentos de CO, e vapor de agua dentro e fora da camara do LI-6400-
40 foram aplicadas para todos os dados de trocas gasosas, conforme descrito por
Rodeghiero et al. (2007).

Adicionalmente, foram calculadas as limitacdes da fotossintese devido a
aspectos estomaticos (LE), mesofilicos (LM), e bioquimicos (LB), de acordo com

Grassi e Magnani (2005):

Xk
LE — Jtot ,
s coz (Gtot+k)
Xk
LM — dtot ,
ImGtot+k)
LB — Jtot ,
Gtottk

SendogSCoz a condutancia estomatica ao CO,, g;,:0 somatorio das condutancias

Jtot
1 +gSCOZ)+(1+gm)

ao CO,, determinado como: g;o; = ( , € k a primeira derivativa de 4 em

relagdo a Ce: k = Voppox X(I' * + K,;,))X(C,. + K,;,),sendo K, a constante de Michaelis-

Menten para o CO,, que considera a inibigao competitiva em relagao ao O,.

2.2.4. Invertase
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A determinagdo das atividades enzimaticas das invertases acida e alcalina em
graos coletados ao meio-dia na fase de enchimento (estadio grao leitoso) foi realizada
conforme Zrener et al. (1995), a partir de extratos enzimaticos preparados conforme

Gibon et al. (2004).

2.2.5. Amido e agicares soltiveis em graos

ApoOs remogdao da casca de graos maduros, os endospermas destes foram
triturados com o auxilio de esferas metéalicas em um disruptor celular tipo Mini Bead
Beater 96 (Biospec Products, Bartlesville, OK, EUA); cerca de 25 mg do p6 fino foi
submetido a extragdo etanolica. Na fracdo insoluvel do extrato etanolico resultante foi
analisado o amido, enzimaticamente, segundo Trethewey et al. (1998). Na fragao
soluvel, em etanol, foram determinados os teores de glicose, de frutose e de sacarose

(Stitt et al., 1989).

2.2.6. Caracteriza¢ao morfométrica dos graos

Apo6s pesagem da biomassa seca, um grupo de 100 graos de cada tratamento foi
submetido a caracterizagdo morfométrica, mensurando-se as dimensdes dos graos
(comprimento, largura e espessura) com auxilio de um paquimetro digital.
Posteriormente, o material seminal foi embebido overnight em amolecedor
etilenodiamina (10%, m/v) e cortado longitudinalmente com navalha. Fotografias foram
obtidas a partir de uma camara fotografica acoplada a uma lupa, utilizando-se o

programa /mageJ para calcular a relagao entre as areas do endosperma e do embrido.

2.3. Experimento 2

2.3.1. Anidrase carboénica (E.C. 4.2.1.1)

A determinagao da atividade enzimatica da anidrase carbdnica foi realizada em

folhas-bandeira, conforme Wilburn e Anderson (1948).
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23.2. Padrio de expressio dos genes que codificam  para

aquaporinas/transportadores de Si

Inicialmente, procedeu-se a extracdo do RNA total com o reagente Trizol,
seguindo recomendagdes do fabricante. A integridade do RNA obtido foi avaliada
submetendo-o a eletroforese em gel de agarose 1% (m/v) em condi¢des desnaturantes,
enquanto a quantidade de RNA destinada a sintese do ¢cDNA foi definida via
espectrofotometria. A sintese de cDNA foi realizada com 1 pg do RNA total, pré-
tratado com 10 pL de DNAse (50 U pL™, Amplication Grade DNAse I, Invitrogen),
incubada a 37°C, por 15 min, a fim de remover possiveis contaminantes por DNA
gendmico. A sintese da primeira fita de cDNA foi feita em termociclador, utilizando o
kit SuperScript™ 11 para qRT-PCR.

Para a analise de expressdao génica das aquaporinas/transportadores de silicio foi
utilizada a técnica de PCR em tempo real (Step One Plus™ Real Time PCR System,
Applied Biosystem, California, EUA), com sistema de detec¢ao de fluorescéncia SYBR
green (Applied Biosystem®, California, EUA), utilizando-se um volume de reagio de 20
uL por pogo, contendo 2 uL do cDNA, 0,5 mM do primer especifico de cada gene, e kit
Platinum® SYBR® Green gPCR SuperMix-UDG com ROX. Os valores de CT foram
calculados pelo programa Real Time PCR Miner v 2.2, a partir dos valores de
fluorescéncia das reacoes.

As especificagdes dos primers utilizados para quantificar a expressao dos genes

estao descritas no quadro abaixo:

Gene Foward Reverse

Lsil 5'-CGGTGGATGTGATCGGAACCA-3' 5'-CGTCGAACTTGTTGCTCGCCA-3'
Lsi2 5'-ATCTGGGACTTCATGGCCC-3' 5'-ACGTTTGATGCGAGGTTGG-3'
Lsi6 5'-GAGTTCGACAACGTCTAATCGC-3' | 5'-AGTACACGGTACATGTATACACG-3'

Histona H3 5-AGTTTGGTCGCTCTCGATTTCG-3' 5'TCAACAAGTTGACCACGTCACG-3'
Ubiquitina 5'-AGAAGGAGTCCACCCTCCACC-3' 5'-GCATCCAGCACAGTAAAACACG-3'

2.3.3. Analise de coexpressao

A andlise de rede de coexpressao foi realizada usando dados de microarranjo da
plataforma ATTED-II (http://atted.jp/), de acordo com Obayashi et al. (2011).

Inicialmente, procedeu-se a uma analise eletronica de Northern, ferramenta disponivel
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no Bio Array Resource (BAR), no intuito de verificar o padrao de expressao do gene
homologo ao Lsi6 em Arabidopsis (Atlg80760). Posteriormente, foi feito um cluster
hierarquico e mapa de calor dos genes relacionados com a atividade da anidrase
carbonica, condutancia estomatica ao vapor de agua, fotossintese, aquaporinas e
transportadores de Si. Adicionalmente, foi avaliada a rede de coexpressao do gene Lsi6

usando a ferramenta CoexViewer do ATTED-II 5.2, conforme Obayashi et al. (2009).

2.4. Experimento 3

2.4.1. Medicoes de trocas gasosas foliares

Realizadas conforme ja descrito em 2.2.3.

2.4.2. Microscopia de luz

Fragmentos de folhas foram excisados da planta com auxilio de lamina de
bisturi, e imediatamente fixados a vacuo em glutaraldeido 2,5 % dissolvido em tampdo
cacodilato de sodio 0,1 M (pH 7,2) e armazenados a 4°C. A coleta foi feita as 12:00 h,
em dia de céu aberto. Posteriormente, procedeu-se a desidratagdo desses fragmentos, em
série etilica crescente, e o emblocamento em metacrilato (Historesina). O material
emblocado foi seccionado transversalmente na regido mediana, em microtomo rotativo
com avango automatico (modelo RM 2155, Leica Microsystems Inc., Derfield, EUA)
com 5 um de espessura, corados com azul de toluidina (pH 4,4) para metacromasia,
montados em agua glicerinada. Apos obtengdo das imagens das seccdes transversais em
fotomicroscopio Carl Zeiss, Axion, as analises micromorfométricas destas foram

realizadas utilizando-se softwares especificos.

2.5. Estatistica

Os experimentos 1 e 2 foram montados em delineamento inteiramente
casualizado, sendo a unidade experimental composta por um vaso com capacidade de
5,0 L, contendo seis plantas. Os dados foram submetidos a andlise de variancia
(ANOVA), e em seguida, procedeu-se o agrupamento das médias dos tratamentos

mediante o teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade. No experimento 1, com o
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objetivo de reduzir a dimensionabilidade do conjunto de dados e intensificar variaveis
que explicam a maior propor¢ao de variancia total, de modo a permitir a separacdo de
grupos de individuos, foi empregada a técnica de analise multivariada em componentes
principais (ACP), seguida da andlise de grupamento de acordo com o método de
Tocher, baseado em distancias Euclidianas médias. Foram inclusos na ACP apenas
dados do experimento 1cujas variaveis alteraram-se significativamente em resposta aos
tratamentos aplicados. No experimento 3 foi adotado arranjo fatorial 2x2, com dois
niveis de Si e de HgCl,, e as médias foram comparadas usando-se o teste . As analises
foram realizadas utilizando-se o Sistema de Andlises Estatisticas ¢ Genéticas (SAEG,

versao 9.1).
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3. RESULTADOS

Aos 120 DAT, a concentracdo média de Si verificada em folhas de plantas de
arroz cultivadas durante todo ciclo fenoldgico na auséncia de Si foi de 0,55% (Tabela
1). Como esperado, o fornecimento de Si acarretou em aumento na concentracdo de Si
nos tecidos foliares. A concentragdo foliar de Si em plantas fertilizadas com Si
exclusivamente durante o periodo vegetativo (V), formagdo da panicula (R1) e
enchimento de graos (R2) foi de, respectivamente, 0,76%, 3,15% e 1,47% (Tabela 1).

A concentragdo de Si na casca dos graos, de modo geral, foi maior do que na
folha (Tabela 1). Cascas de graos oriundos de plantas nao fertilizadas com Si
apresentaram, em média, 1,5% de Si, sendo a maior concentracao de Si na casca de
graos verificada nos tratamentos em que houve fertilizacdo com Si durante R1, quando
comparado aos demais periodos do ciclo (Tabela 1). Além disso, o teor de Si na casca
foi sempre maior em tratamentos com maior percentual de graos cheios e com maior
peso de mil graos (Tabela 1, Tabela 2). Mediante analise de Si na panicula em
formacgao, aos 15 dias apo6s inicio do R1, foram detectados, ainda que em baixos niveis,
alguma quantidade de Si nessa estrutura, independentemente do fornecimento desse
elemento (Tabela 1). Entretanto, houve um acumulo de Si duas vezes maior em
paniculas cujas plantas foram fertilizadas com Si durante R1 (Tabela 1).

Plantas que receberam o Si durante R1, independentemente da omissdo ou
aplicacdo de Si nos demais estadios, apresentaram maior nimero ¢ massa de graos em
relagdo aos daquelas que receberam o Si apenas em V e/ou R2, sem alteracdo do
numero de paniculas, da area foliar e da biomassa total (Tabela 2). Como consequéncia,
o indice de colheita foi maior, em média, em 61,3% nas plantas que receberam Si
durante R1 em relacdo aos demais periodos do ciclo. Registra-se que, além de um maior
indice de colheita, plantas fertilizadas com Si durante R1 apresentaram ainda maior
numero de graos cheios e maior massa de mil graos. O aumento da demanda dos drenos
fez aumentar em 15% a atividade fotossintética (4) na folha bandeira (Tabela 3), muito
provavelmente para sustentar a maior demanda por fotoassimilados durante o
enchimento dos graos.

O referido aumento em A4 foi acompanhado por aumentos de 51% na
condutancia estomatica ao vapor de agua (gs) (Tabela 3), sendo observada uma
correlagdo positiva entre essas duas variaveis (1> = 0.79) (Figura 3). Diferentemente da

concentracdo de CO, na camara subestomadtica (Cj), que foi alterada pela maior g, a
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maior concentracdo de CO, no sitio de carboxilacdo do cloroplasto (C.) nao foi
acompanhada por aumentos na difusdo de CO, através da membrana plasmatica das
células mesofilicas foliares (gm), com o suprimento de Si durante R1 (Tabela 3). Apesar
das diferengas em g, a taxa transpiratoria (£) de plantas cultivadas continuamente na
auséncia de Si, por sua vez, foi similar a verificada em plantas fertilizadas com Si
durante R1, fato associado a uma menor temperatura foliar em plantas fertilizadas com
Si durante R1 (Tabela 3). Registra-se, por fim, que os aumentos em A foram
acompanhados por um aumento concomitante na taxa maxima de carboxilagdo limitada
pela ribulose 1,5 bisfosfato (Vemax) € na taxa maxima de carboxilagao limitada pela taxa
de transporte de elétrons (Jmax). Em todo o caso, ndao houve variagdes significativas na
taxa de fotorrespiragdo (FR) (Tabela 3). Analise refinada das limitagdes estomaticas
(LE), mesofilicas (LM) e bioquimicas (LB) da fotossintese, confirmaram que a LE em
plantas fertilizadas com Si durante R1 foi 32% menor em relacdo as daquelas que ndo
receberam Si em R1, enquanto LM nao variou com a imposi¢ao dos tratamentos (Tabela
4).

Para melhor explorar as alteracdes fisiologicas mediadas pelo Si que culminaram
no aumento do rendimento em graos no arroz, foi realizada uma PCA com os dados de
trocas gasosas e de producdo, no qual os dois primeiros componentes explicaram 94%
da variancia total dos dados (o componente 1 explicou 87,4% da variancia total, ao
passo que o segundo 7%). Essa ferramenta de andlise permitiu a separacdo dos oito
tratamentos iniciais em dois grupos com base no fornecimento de Si em R1 (Figura 4),
confirmando que, nesse estddio, o fornecimento de Si ¢ crucial para melhorias na
produtividade do arroz.

Mediante quantificacdo da atividade enzimatica total da invertase em graos, no
estadio de grao leitoso, foi verificada uma diminui¢do significativa de 54 % na atividade
da invertase acida da parede celular quando comparada a das plantas que ndo receberam
Si durante R1, nao sendo verificada diferenga significativa na atividade da invertase
soluvel (Figura 5). Ao contrario, o conteudo de sacarose aumentou consideravelmente
quando o grao atingiu a sua maturidade em plantas que receberam Si durante R1,
enquanto os niveis de hexoses mantiveram-se baixos. Como resultado, a relacao entre
hexoses e sacarose foi aumentada (Figura 6).

Em paralelo, a area do embrido em relagdo a do endosperma foi aumentada, em
média em 35% nos embrides de plantas fertilizadas com Si durante R1 (Figura 7), um

indicio de que estas receberam uma maior quantidade de nutrientes dos tecidos
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maternos que os circundam, a fim de sustentar o seu maior crescimento €
desenvolvimento. Cabe reforgar que o maior percentual de graos cheios nao foi devido a
uma maior concentragdo de amido (Figura 6), mas sim a um maior volume de
endosperma (Figura 8). Tanto o comprimento como a largura dos graos apresentaram
valores de dimensionamento bastante conservados (9,33mm x 3,54mm), enquanto a sua
espessura foi restringida em 45,6% quando o Si ndo foi fornecido durante RI,
resultando em uma diminui¢do de 57,5% no volume do endosperma como um todo
(Figura 8), com valores de biomassa de graos 77,5% menores, ¢ um aumento de 83,5%
no percentual de graos vazios.

Nos experimentos 2 e 3, realizados para avaliar mecanismos mediados por Si
passiveis de alterar a gy, verificou-se, no segundo experimento, que plantas de arroz
fertilizadas com Si durante o periodo reprodutivo do ciclo apresentaram, aos 100 DAT,
um aumento de 225% na atividade foliar da enzima anidrase carbdnica (AC), quando
comparadas com plantas que ndo receberam Si no estadio R1 (Figura 9). A maior
atividade da AC foi acompanhada por um aumento de 42,8% no nivel de expressdo do
gene Lsi6 quando o Si foi fornecido a partir do periodo reprodutivo, magnitude essa
inclusive superior em relacao aos niveis de expressao verificados em plantas fertilizadas
com Si durante todo o ciclo (Figura 10). Por sua vez, o nivel de expressao do gene Lsi/
ndo variou com a imposi¢do dos tratamentos, enquanto o do gene Lsi2 foi maior em
plantas cultivadas continuamente na auséncia de Si (Figura 10). Na Figura 11 esta
apresentada analise eletronica de Northern para o padrao de expressdo do gene Lsi6em
Arabidopsis, evidenciando a regido compreendida entre o primeiro € o segundo n6 do
caule como a de maior expressao do gene Lsi6. Em arroz, esse seria o local equivaleria
ao local onde se inicia a formagao da panicula. Além disso, a andlise evidenciou que o
Lsi6 também ¢ expresso em folhas (Figura 11), o que justifica a analise nesse tecido e
sugere que, em paniculas em formagao, a atividade desse gene seria ainda maior.

Utilizando ferramentas de bioinformatica, resultados de microarranjos obtidos
em outras condigdes experimentais foram utilizados para sugerir genes-candidatos
relacionados com anidrase carbdnica, com aspectos difusivos da fotossintese € com
aquaporinas possivelmente coexpressos com o Lsi6 (Figura 12 e 13). Adicionalmente,
foi gerada uma listagem completa dos genes coexpressos com o Lsi6, e dentre eles
quatro foram coexpressos com genes que codificam para AC, trés com genes que

codificam para transportadores de acidos organicos, havendocoexpressdo desse
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transportador de Si com apenas um gene que codifica para aquaporinas € outro que esta
envolvido na ativacao da RuBisCO (Figuras 13, Tabela 5).

No terceiro ensaio independente, o Si per se, ndo afetou as trocas gasosas
(Tabela 6). Por sua vez, houve reducao expressiva de 4 e g5 em plantas expostas ao
HgCl, durante R1 (Tabela 6). Tais resultados foram dissociados de alteracao em Cj,
independentemente da fertilizacdo com Si. Em contraste, C. e g, foram reduzidas,
apenas quando o Si ndo foi adicionado na solugdo nutritiva. As regides da nervura
mediana e do mesofilo de plantas +Si+HgCl, mantiveram padrao similar ao de plantas-
controle, ¢ apenas nas folhas oriundas de plantas do tratamento —Si+HgCl, houve
deposicdo de um composto de cor preta (possivelmente Hg*") na parede de suas células
do mesofilo, em paralelo a um aumento no nimero de lacunas na regido da nervura
mediana foliar (Figura 14). Salienta-se que a espessura do mesofilo foliar se manteve

inalterada, ainda que em presenca do HgCl, (Figura 14).
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4. DISCUSSAO

Durante o ciclo fenoldgico do arroz, a maior fragdo de Si absorvida pela planta
(cerca de 2/3) ocorreu durante a formacdao da panicula, corroborando informagdes
prévias (Ma et al., 1989). Embora, até entdo, ndo exista evidéncia concreta sobre a
essencialidade do Si em plantas, os resultados do presente trabalho evidenciaram que a
panicula possui Si, mas um actimulo adicional desse elemento, até completa formagao
dessa estrutura, exerce efeito crucial para o aumento da producao de graos no arroz. O
gene Lsi6 ¢ altamente expresso no primeiro no, o qual conecta a folha bandeira a
panicula (Yamaji e Ma, 2009). Ressalta-se, inclusive, que o Si ¢ tdo necessario durante a
formagdo da panicula que as plantas que receberam Si a partir de R1 aumentaram ainda
mais a expressao do gene Lsi6, possivelmente uma forma de garantir concentracao de Si
na panicula equivalente daquelas que o receberam desde o periodo vegetativo do ciclo.

No pioneiro trabalho de Ma et al. (1989), que inclusive foi utilizado como base
para o delinecamento do presente trabalho, o fornecimento de Si durante o estadio
reprodutivo em que a panicula ¢ formada também fez aumentar o numero de graos por
panicula e o percentual de graos cheios. No entanto, Ma et al. (1989) nao verificaram
variagcoes no peso de mil graos com a imposicao dos tratamentos, mas verificaram
aumento na biomassa vegetativa. E possivel que a maior biomassa vegetativa tenha
ajudado a aumentar o percentual de graos cheios verificados por Ma et al. (1989) em
plantas fertilizadas com Si durante o estadio de formacdo da panicula. No presente
estudo, a biomassa seca da palhada nao foi aumentada com o fornecimento de Si, e
ainda assim, o percentual de graos cheios foi aumentado em paralelo a um aumento no
peso de mil graos com o fornecimento de Si durante R1, o que permitiu evidenciar, de
modo mais contundente, que o Si estd envolvido primordialmente na determinagdo no
numero de graos, que ocorre durante a formacdo da panicula. Esse maior niumero de
graos resultaria em um aumento na for¢a do dreno que, por sua vez, estaria associado
com uma maior taxa fotossintética para suportar o enchimento dos graos, conforme
verificado anteriormente por Dettman et al. (2012).

Dettman et al. (2012) avaliaram o comportamento fisiologico de plantas
cultivadas com ou sem Si ao longo de todo o ciclo fenologico, verificando que o
fornecimento de Si leva a um aumento na producao de graos dissociado de alteracdes no
crescimento vegetativo € no angulo foliar, e para sustentar esta maior demanda por

fotoassimilados, a atividade fotossintética (4) na folha-fonte foi estimulada, fato
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fundamentalmente associado com aumentos em g, embora 0s mecanismos que
governariam as alteragdes em g, nesse contexto, fossem largamente desconhecidos.
Em contraste com os dados de Detmann et al. (2012), que observaram que os aumentos
em A foram fundamentalmente associados com aumentos em g, no presente trabalho
os aumentos em A foram governados por aumentos em g, sem afetar o componente
mesofilico.

Em arroz, diversos trabalhos mostram que 4 e g sdo fortemente correlacionados
(Ishihara e Saito, 1987; Hirasawa et al., 1988), sendo a maior producao de graos, em
algumas variedades, inclusive, atribuida a aumentos em g5 que permitiriam aumentos
concomitantes em 4 (Xu et al.,, 1997; Adachi et al., 2011; Taylaran et al., 2011).
Resultados similares foram obtidos por DaMatta et al. (2008), que verificaram que o
aumento na for¢a do dreno fez aumentar g; em café. Considerando-se as condi¢des do
ambiente de cultivo do presente estudo, a elevada umidade relativa do ar promoveu um
menor déficit de pressao de vapor (DPV), o que justificaria a maior gs acoplada a maior
A, resultando em maior concentracdo de CO; no interior da folha (Cj) e dentro do
cloroplasto (C.). Aumentos em gs permitiriam aumentos na taxa transpiratéria (£), o que
explicaria a menor temperatura foliar (7f). A menor 7%, por sua vez, poderia conduzir a
uma menor respiracao (Ry) e fotorrespiragdo (FR), e, em ultima instancia, exacerbar as
diferencas em 4 (Lambers et al., 1998). No entanto, a maior g5 ndo foi acompanhada por
maiores valores instantaneos de E, possivelmente porque houve menor 7t nas plantas
fertilizadas com Si durante R1, sem afetar R4 ¢ FR. Além disso, os maiores valores de
Vemax€ Jmax verificados em plantas fertilizadas com Si durante R1 confirmam um
aumento na eficiéncia de uso de CO, via RuBisCO, dado a uma elevada concentragao
desse substrato no sitio ativo da enzima. Cabe ressaltar que a energia e a agua
consumidas para abertura dos estdmatos s6 ndo foi traduzida em grandes aumentos em
A (~ 15 %) devido a limitagcdes em gp,.

Apesar da muito baixa correlacao entre 4 € g, (r* = 0.13) (Figura 3), verificou-se
uma clara tendéncia de que grandes variagdes em g, seriam passiveis de ocasionar
pequenas mudangas em 4, mas a g foi tdo alta que aumentou a 4, C; e a C, sem precisar
aumentar a g,. Flexas et al. (2012) relatam que g € g, sdo altamente correguladas, e
aumentos significativos em C; e C, poderiam acarretar algum decréscimo em gn,. O
aumento em Vgmax em plantas fertilizadas com Si durante R1 poderia ser interpretado
como uma menor LB em plantas fertilizadas com Si durante R1. No entanto, a

contribuicdo da limita¢ao difusiva (LE + LM) foi largamente superior em relacao a
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contribuicdo da LB em tratamentos cujas plantas foram fertilizadas com Si durante R1.
Como um todo, estas informagdes sugerem a importancia de aspectos difusivos no
controle de A4 e ainda ajudaram a explicar a intrigante relagdo entre g5 € g, no controle
de 4 em plantas de arroz fertilizadas com Si durante R1.

Além disso, com base nos resultados do segundo e terceiro experimentos,
realizados com o intuito de esclarecer alguns mecanismos mediados por Si passiveis de
alterar a g, em funcdo dos resultados contrastantes em relagdo ao de Detmann et al.
(2012), ficou evidente que o Si afeta de alguma forma a atividade da AC e a abundancia
de aquaporinas (AQ). Flexas et al. (2012) argumentam que a contribuicdo da AC ¢
maior que a da AQ quando o valor de g, ¢ baixo. Com base nas informacdes geradas
pela rede de coexpressdao do transportador de Si Lsi6 foram identificados alguns genes
que codificam para AC, com diferentes localizacdes celulares. A AC contribui com 1%
para o total de proteina na folha, e as AC’s que estdo localizadas no cloroplasto podem
contribuir para o aumento em g, (Flexas et al., 2012). Um dos genes identificados
coexpressos com o Lsi6 codifica uma BAC que atua na regulacdo do movimento
estomatico de CO, nas células-guarda, existindo interacao entre AC com trés genes que
codificam para transportadores de acidos organicos nas células-guarda e um que
codifica para um gene envolvido na ativagdo da RuBisCO. Assim, ¢ possivel que o
fornecimento de Si no estadio R1, em paralelo a uma maior atividade da AC, promoveu
um aumento no pool de hexoses-P, para influxo de 4cidos organicos dentro das células-
guarda, tornando-as mais targidas (Kim et al., 2010), em paralelo a uma maior atividade
da RuBisCO. Detmann et al. (2013) verificaram um aumento na atividade final da
RuBisCO em plantas fertilizadas com Si, mas sem verificar diferengas significativas no
valor de Vemax. Neste trabalho, os valores de Vemax foram aumentados com o
fornecimento de Si em R1, corroborando o aumento na atividade de enzima relacionada
com a carboxilagdo. A maior turgidez, por sua vez, mediaria uma maior abertura dos
estdmatos, o que, associado com uma maior g, resultou em aumentos de A, fato
acoplado com maior atividade dos drenos. No que se refere as AQ, provavelmente a
presenca de Si reduziu a inibicdo das aquaporinas por Hg*", na medida em que evitou o
declinio nos valores de 4 e gp,. Por outro lado, o estudo independente envolvendo AQ
foi realizado em condicao de laboratdrio, em periodo caracterizado pela ocorréncia de
chuvas frequentes e severas, e com isso 4 ndo variou com o fornecimento de Si e nem

foram verificadas limitagdes difusivas e bioquimicas.
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Com o maior estimulo em 4 associado a maior g5, houve, provavelmente, uma
maior exportacao de fotoassimilados para o grao. Esperava-se, no inicio do enchimento,
uma maior atividade da enzima invertase, no sentido de degradar a sacarose exportada
da folha para o grao para a sintese de amido. No entanto, verificou-se uma antecipagao
no enchimento de graos. Como o grao ja havia sido formado, nao houve consumo de
hexoses para formar amido, resultando em uma paralizacdo no consumo de hexoses, que
associadaa menor atividade da invertase acida no inicio do enchimento, acarretou em
diminui¢do na razao hexose/sacarose no grao completamente formado. Sugere-se, aqui,
a ocorréncia de retroibinicdo da enzima invertase, o que favoreceu um acumulo de
sacarose. Uma vez que a sacarose € um agucar mével, ndo se descarta a possibilidade de
que esta tenha sido deslocada para o eixo embriondrio a fim de nutrir o embrido; de fato,
a relacdo entre as areas ocupadas pelo embrido em relagdo a do endosperma foi
aumentada.

Plantas de arroz cultivadas na auséncia de Si completaram o seu ciclo de vida,
mas apresentaram uma drastica reducdo no rendimento de grdos. Analises de Si na
panicula em formagdo sugerem que o Siou faz parte dessa estrutura reprodutiva e/ou,
poderia estar diretamente associado com o aumento da fertilidade, aumentando o
numero de graos mediante processos de sinalizacdo ainda ndo esclarecidos; assim, o
fornecimento de Si até a emissdo da panicula parece crucial para a fertilidade. Além
disso, paniculas de plantas que receberam Si exclusivamente durante R1 apresentaram
niveis de Si similares aos de plantas que o receberam durante todo o ciclo, e
aumentaram ainda mais a expressao do transportador de Si Lsi6. Num futuro proximo,
analises de transcriptoma serdo realizadas na panicula ainda em formac¢dao numa
tentativa de identificarem-se genes-candidatos potencialmente regulados em nivel
genomico global pelo Si. Com a caracterizagdo e quantificagdo da expressao desses
genes-candidatos, serd possivel avancar na compreensao dos mecanismos moleculares

envolvidos no aumento da produtividade do arroz mediado pelo Si.
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Tabela 1. Efeito da fertilizagdo com Si (0 ou 2 mM, respectivamente, -Si e +Si) nos
periodos vegetativo (V), formacdo da panicula (R1) e enchimento de graos (R2) na
concentragdo de Si (%) em tecidos de arroz cv. ‘Oochikara’. Com excecdo da
concentracdo de Si na panicula, que foi determinada aos 60 DAT, teores foram

determinados a partir de amostras vegetais coletadas aos 120 ap6s transplantio (n = 6).

\% -Si +Si

R1 -Si +Si -Si +Si

R2 -Si +Si -Si +Si -Si +Si -Si +Si
Tl T2 T3 T4 TS T6 T7 T8

Si na folha (%) 0,55D 1,47C 3,15B 4,15 A 0,76 D 1,34 C 3,34B 3,60 B

Si na casca do gréo (%) 1,50B 1,02B 3,85 A 4,56 A 2,86 B 3,06 B 397 A 435 A

Si na panicula em formagao (%) 0,53 B 0,53 B 1,00 A 1,00 A 0,69 B 0,69 B 1,21 A 1,21 A

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de

Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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Tabela 2. Efeito da fertilizagdo com Si (0 ou 2 mM, respectivamente, -Si e +Si) nos
periodos vegetativo (V), formacao da panicula (R1) e enchimento de graos (R2) nos

parametros de producao em arroz cv. ‘Oochikara’, aos 120 apos transplantio (n = 6).

\Y% -Si +Si
Rl -Si +Si -Si +Si
R2 -Si +Si -Si +Si -Si +Si -Si +Si
Tl T2 T3 T4 TS T6 T7 T8
Altura (cm) 119 A 120 A 120 A 122 A 124 A 123 A 125 A 125 A
AFE (m?%kg™) 158 A 154 A 17,7 A 18,4 A 17,1 A 17,3 A 18,1 A 17,8 A
AF (m?) 0,12 A 0,12 A 0,12 A 0,12 A 0,12 A 0,12 A 0,12 A 0,12 A
N° folhas 40,5 A 40,1 A 42,3 A 41,8 A 41,2 A 40,9 A 419 A 423 A
Ne perfilhos 7,81 A 7,89 A 8,08 A 7,86 A 7,89 A 7,92 A 8,03 A 797 A
N° paniculas 7,11 A 7,03 A 6,97 A 7,08 A 7,13 A 717 A 7,00 A 7,11 A
N° grios. planta™ 304 B 289 B 440 A 429 A 287 B 302 B 436 A 445 A
N° gréios. panicula™ 439B 42,4 B 63,6 A 62,8 A 41,4 B 432 B 63,4 A 64,1 A
Biomassa raiz (g) 2,79 A 2,70 A 2,22B 2,31 B 2,77 A 3,05A 222B 2,09B
Biomassa colmo (g) 20,3 A 19,8 A 20,0 A 19,1 A 20,3 A 20,1 A 193 A 189 A
Biomassa folhas (g) 7,74 A 8,08 A 7,08 A 6,75 A 7,41 A 725 A 6,91 A 691 A
Biomassa graos (g) 7,79 B 7,69 B 143 A 14,0 A 8,50 B 8,08 B 14,0 A 14,6 A
Biomassa total (g) 379 A 373 A 42,6 A 412 A 379 A 375A 41,4 A 41,5A
Indice de colheita (g. g 0,21 B 0,21B 0,34 A 0,35 A 022B 0,22 B 0,35 A 035A
Peso 1000 graos (g) 25,7B 26,3 B 325A 325A 29,5B 26,8 B 323A 329A
Gréos cheios (%) 63,5B 66,2 B 833 A 83,2 A 75,7B 70,2 B 82,9 A 82,8 A

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de

Scott-Knott a 5% de probabilidade (N = 288).
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Tabela 3. Efeito da fertilizagdo com Si (0 ou 2 mM, respectivamente, -Si e +Si) nos
periodos vegetativo (V), formacdao da panicula (R1) e enchimento de graos (R2) nos
parametros de trocas gasosas obtidos in situ [taxa fotossintética (4), condutancia
estomatica (gs), concentragdo interna de CO; (), taxa transpiratoria (£) e respiracao no
escuro (Rg)] e derivados de curvas A-C, [concentracdo de CO, no cloroplasto (C.),
condutancia do mesofilo (gn), taxa fotorespiratoria (FR), taxa maxima de carboxilagao
limitada pela Ribulose 1,5 bisfosfato (Vemax), € taxa maxima de carboxilagao limitada
pela taxa de transporte de elétrons (Jmax)] em arroz cv. ‘Oochikara’, aos 100 dias apos

transplantio. Todos os dados foram obtidos de folhas bandeira (n = 6).

v -Si +Si
RI -Si +Si -Si +Si
R2 Si +Si Si +Si Si +8i -Si +Si
Tl T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8
A (umol CO; m?s™) 2294B  2328B  2592A  2676A  21,79B  2265B  2585A 2581 A
g(mol H,0 m?s™) 0410B  0428B  0,620A  0,657A 0405B  0407B  0,599A  0,612A
g{(mol CO, m?s™) 0234B  0226B  0414A  0431A  0249B  0243B  0374A  0382A
C; (umol mol™) 2751B  2882B  3003A  300,5A  2832B  2743B  2986A 2998 A
E (mol H,0 m™s™) 570 A 4,94 A 552A 553 A 521 A 587A 551 A 588 A
i (°C) 2987A  2944A  2780B  27,59B  2903A  30,12A  28,59B  28,68B
gm(mol CO; m?2s™) 0250A  0219A  0284A  0221A  0214A  0223A  0258A  0207A
C. (umol mol™) 1644B  153,6B  1967A  1809A  1695B  1602B  191,6A  171,6A
FR(umol CO, m?s™") 8,37 A 774 A 7,60 A 7,99 A 739A 8,33 A 787 A 922 A
Vemax(umol m™ ™) 90,84B  89,04B  99,69A  9975A  8626B  8995B  9735A  9734A
Jmax(umol m? s 1137B  1198B  130,7A  1225A  1088B  110,1B  1273A  119,1B

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de

Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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Tabela 4. Efeito da fertilizagdo com Si (0 ou 2 mM, respectivamente, -Si e +Si) nos
periodos vegetativo (V), formacao da panicula (R1) e enchimento de graos (R2) nas
limitagdes fotossintéticas[limitacdo estomatica (LE), limitagdo mesofilica (LM) e
limitagdo bioquimica (LB)] em arroz cv. ‘Oochikara’, aos 100 dias apos transplantio.
Adicionalmente, estdo apresentados dados de temperatura foliar (7f).Todos os dados

foram obtidos de folhas bandeira (n = 6).

v -Si +Si

R1 -Si +Si -Si +Si

R2 -Si +Si -Si +Si -Si +Si -Si +Si
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8

Limitagdo estomatica 0,273 A 0,265 A 0,177 B 0,168 B 0,245 A 0,275 A 0,190 B 0,183 B

Limita¢do mesofilica 0,297 A 0,311 A 0,265 A 0,322 A 0,290 A 0,302 A 0,283 A 0,340 A

Limitagdo bioquimica 0,430 B 0,424 B 0,558 A 0,510 B 0,464 B 0,423 B 0,527 A 0,477 B

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de

Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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Figura 3. Graficos de correlagdo de Pearson, evidenciando a associacdo entre a taxa
fotossintética (4) e a condutdncia estomatica ao vapor de agua (gs) (A),4 com a
condutancia do mesofilo ao dioxido de carbono (gn) (B); 4 com a concentracao de Si na

folha (C).
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Figura 4. Coeficientes de ponderagcdo associados as variaveis: concentracdo de Si no
grao ([Si grao]), concentracao de Si na folha taxa ([Si folha]), concentragao de si na
panicula ([S1 panicula]), indice de colheita, peso de 1000 graos, volume de graos, % de
graos cheios, biomassa de graos, nimero de graos por planta, nimero de graos por
panicula, taxa fotossintética (4), condutdncia estomatica ao vapor de agua (g),
concentracdo interna de CO; (Cj), concentragdo de CO, no cloroplasto (C.), taxa
maxima de carboxilagdo limitada pela Ribulose-1,5-bisfosfato (V¢max), € taxa méxima de
carboxilagcdo limitada pela taxa de transporte de elétrons (Jmax)] (A). Grupos formados
com base nos scores relativos aos oito tratamentos formados no final do experimento (1:
-S1/-S1/-S1, 2: -Si/-S1/+81, 3: -S1/+Si/-S1, 4: -S1/+S1/+S1, 5: +S1/-S1/-Si, 6: +S1/-S1/+S1, 7:
+Si1/+Si/-Si1, e 8: +Si/+Si1/+Si1) em relagao aos dois componentes principais (CP 1 e CP2)

(B).
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Figura 5. Atividade da invertase 4cida (A), alcalina (B), e total (C) (n = 6) em graos de
arroz, em fase de enchimento (grao leitoso). Estdo contrastados, em escala de cinza,
tratamentos suplementados (escuro) ou ndo (claro) com Si no inicio do periodo
reprodutivo (R1). Tratamentos: T1: -Si/-Si/-Si, T2: -Si/-Si/+S1, T3: -Si/+Si/-Si, T4: -
Si/+Si/+Si, T5: +Si/-Si/-Si, T6: +Si/-Si/+Si, T7: +Si/+Si/-Si, e T8: +Si/+Si/+Si. Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de Scott-

Knott, a 5 % de probabilidade (n =6 £EP).
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Figura 6. Concentragao de glicose (A), frutose (B), sacarose (C), e amido (D) e reagao
entre hexose:sacarose (E) em graos maduros de arroz sem casca, nos respectivos
tratamentos, aos 120 dias apos o transplantio. Estdo contrastados, em escala de cinza,
tratamentos suplementados (escuro) ou ndo (claro) com Si no inicio do periodo
reprodutivo (R1). Para a descrigdo dos tratamentos, vide a legenda da Figura 5. Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de Scott-

Knott, a 5 % de probabilidade (n =6 £EP).
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Figura 7. Area do embrido em relagdo a do endosperma em grios maduros de arroz.
Estdo contrastados, em escala de cinza, tratamentos suplementados (escuro) ou nado
(claro) com Si no periodo inicio do reprodutivo (R1). Médias seguidas pela mesma letra
ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de Scott-Knott, a 5 % de

probabilidade (N = 100 =EP).
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Figura 8. Comprimento (A), largura (B), espessura (C), volume (D) dos graos (N =
100), aos 120 dias ap6s o transplantio (DAT). Estdo contrastados, em escala de cinza,
tratamentos suplementados (escuro) ou ndo (claro) com Si no periodo inicio do
reprodutivo (R1). Para a descri¢do dos tratamentos, vide a legenda da Figura 5.Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de Scott-

Knott, a 5 % de probabilidade (n =6 £EP).
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Figura 9. Efeito da fertilizagdo com Si (0 ou 2 mM, respectivamente, -Si ¢ +Si) na
atividade da anidrase carbonica em folhas bandeira de arroz cv. ‘Oochikara’, aos 100
dias apds transplantio. Estdo contrastados em escala de cinza tratamentos
suplementados (escuro) ou ndo (claro) com Si no periodo reprodutivo. Médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de Scott-Knott, a 5

% de probabilidade (n =6 £EP).
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Figura 10. Analise de RT-qPCR do padrao de expressdao de genes que codificam para
aquaporina (Lsil) e transportadores de Si (Lsi2 e Lsi6) em folhas-bandeira de arroz cv.
‘Oochikara’, aos 100 dias apos transplantio. Dois genes foram utilizados como padrao
de referéncia da expressao (histona H3 e ubiquitina). Dados dos genes que codificam
para aquaporinas ou transportador de Si sdo mostrados como diferenca de vezes no
aumento da expressio dos genes avaliados em relacdo aos genes de referencia (2044°D).
Para cada gene, médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre

si, pelo teste de Scott-Knott, a 5 % de probabilidade (n =6 +=EP).
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Figura 11. Analise eletronica de Northern, ferramenta disponivel no Bio Array
Resource (BAR), no intuito de verificar o padrao de expressao do gene Lsi6 (os tecidos
com maior expressao génica estao realgados em vermelho). Corroborando os resultados
da andlise, uma linha tracejada delimita os quatro tecidos (indicados por setas) que

apresentaram expressao do gene Lsi6 aumentada em mais de quatro vezes.
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Figura 13. Andlise de coexpressao do gene homologo do Lsi6 em Arabidopsis
(At1g80760), obtido de dados de microarranjo usando a ferramenta CoexViewer do
ATTED-II 5.2. Na tabela complementar, sao listados o ranking mutuo, a correlagdo, o
locus e a fungdo dos genes diretamente conectados com o Atlg80760 na rede de
coexpressao. A listagem completa de genes coexpressos com o gene Lsi6 estd
disponivel no enderego eletronico do ATTED: http://atted.jp/cgi-
bin/coex Ath.cgi?gene=844415&top=2000.
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Tabela 5. Lista de alguns genes coexpressos com Lsi6 (At1g80760) mostrando o locus,

Alias, ranking mutuo e funcao de cada gene.

Ranking Locus Alias Funcao

mutuo

63,5 At3g52720 CAHI1 Codifica uma oAC no estroma
cloroplastidico.

551,3 Atlg70410 ATBCA4 Codifica uma putativa BAC do tipo 4.
Junto com a BAC do tipo 1 (At3g01500)
regulam o movimento estomatico de CO,
nas células-guarda.

861,2 At2g39730 RCA Codifica uma proteina cloroplastidica
requerida para ativagao da RuBisCO pela
luz.

886,5 At5g23060 CaS Codifica uma proteina cloroplastidica
sensivel ao Ca’", que é essencial para a
regulacao estomatica.

917,7 Atlgl15820 CP24 Codifica para uma proteina do complexo
coletor de luz do FSII.

969,7 At5g14740 BETA CA2  Codifica para uma BAC citosolica.

1030,9 At3g47470 LHCA4 Codifica uma proteina ligada mais a
clorofila a/b do FSI do que do FSII.

1211,7 At3g54890 LHCAI1 Codifica um componente do complexo
coletor de luz associado ao FSI.

1213,8 Atlgl19150 LHCA®6 Codifica uma proteina ligada mais a
clorofila a/b do FSI.

1263,5 Atlg61520 LHCA3 Codifica uma proteina ligada mais a
clorofila a/b do FSI.

1290,6 Atl1g23730 ATBCA3 BCA envolvida no uso do carbono.

1380,0 At1g60270 BGlu6 Metabolismo de carboidratos.

1353,9 At2g45960 ATHH2 Codifica para aquaporinas.

1563,9 Atlgd5474 LHCAS Codifica para uma proteina do complexo
coletor de luz do FSI.

1737,0 Atlgl4150 PnsL2 Codifica para a subunidade do complexo
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1739,7

1994,2

2320,5

2323,2

At5g01530

Atl1g54350

At3g13320

Atlg21440

LHCB4.1

ABCD2

CAX2

Carboxylase

NAD(P)H desidrogenase localizado no
limem tilacoidal do cloroplasto.
Codifica para proteina do complexo
coletor de luz do FSII.

Codifica para transportadores da familia
ABC.

Codifica para transportadores de cations
na membrana.

Codifica para uma proteina da familia da

fosfoenolpiruvato carboxilase.

48



Tabela 6. Efeito do inibidor da abundancia de aquaporinas, HgCl, (0 ou 50uM,
respectivamente, -HgCl, e +HgCl,) e fertilizacdo com Si (0 ou 2 mM, respectivamente, -
Si e +Si) fornecidos no periodo de maior expressao do gene Lsi6 nos parametros de
trocas gasosas obtidos in situ [taxa fotossintética (4), condutancia estomatica ao vapor
de agua (gs), concentragdo interna de CO, (Cj) e taxa transpiratoria (£)], nos parametros
derivados de curvas A-C, [concentracdo de CO; no cloroplasto (C.), condutancia do
mesofilo (gm), € taxa fotorespiratoria (FR)], em arroz cv. ‘Oochikara’ cultivado em
solucdao nutritiva, aos 100 dias apds transplantio. Todos os dados foram obtidos de

folhas bandeira (n = 6).

-Si +Si ANOVA (valor p)
-HgCl, +HgCl, -HgCl, +HgCl, Si HgCl, Si*HgCl,
A (umol CO, m?s™) 21,1Aa 17,8Bb 222Aa 20,7Ba 0,0006 0,0001 0,0923
g.(mmol H,0 m?s™) 0,33Aa 0,28Ba 0,35Aa 0,28Aa 0,7095 0,0001 0,4784
C; (umol mol™) 270Aa 273Aa 264Aa 252Ba 0,0116 0,3798 0,1691
E (mol H,0 m’s’) 3,39Ba 3,63Aa 4,25Aa 4,16Aa 0,0024 0,7106 0,3969
g (mmol CO, m? s™) 0,26Aa 0,14Bb 0,29Aa 0,26Aa 0,0001 0,0001 0,0067
C, (umol CO, mol™) 185Aa 149Bb 186Aa 170Aa 0,1048 0,0007 0,1397
FR(umol CO, m?s™) 6,49Aa 7,02 Aa 6,61Aa 6,80Aa 0,9062 0,3940 0,6860

Letras maitsculas denotam comparagdes dentro dos niveis de Si, e letras minusculas

dentro dos niveis de HgCl,.

49



_[-si +HgCl,

Figura 14. Nervura da regido mediana da folha de arroz nos tratamentos —Si+HgCl, (A)
e +Si+HgCl, (C); Deposi¢do de composto de coloracio preta (possivelmente Hg')
apenas na parede celular das células do mesofilo apenas no tratamento —Si+HgCl, (B,
D). Legenda: Ed= epiderme adaxial, Pa= parénquima, La= lacuna; Cb= cé¢lula

buliforme; Fv= feixe vascular; Eb= epiderme abaxial. Barra =200 um.
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CAPITULO 2

O SILICIO CONTROLA A FORMACAO DA PLACA DE FERRO E DA
BARREIRA CONTRA A PERDA RADIAL DE OXIGENIO EM RAIZES DE
ARROZ

1. INTRODUCAO

O alagamento ¢ um dos estresses abioticos de maior impacto na sobrevivéncia
de plantas (Ponnamperuma 1984; Ranathunge et al., 2011), sendo caracterizado pela
baixa disponibilidade de O, (hipoxia), devido a um preenchimento dos poros do solo
pela agua, acarretando uma diminui¢do na concentragdo de O, tanto no solo quanto nas
plantas (Bailey-Serres e Voesenek, 2008). Com a falta de O,, a fosforilagdo oxidativa ¢
bloqueada e o metabolismo aerdbico ¢ substituido pelo anaerdbico, tendo um desvio
para a rota glicolitica fermentativa. Além disso, em areas alagadas a concentracao de
ferro (Fe) ¢ dramaticamente aumentada, podendo causar toxidez as plantas (Armstrong,
1967). Devido a perda radial de O, (PRO) no sistema radicular, o Fe pode ser oxidado
na rizosfera em oxidos e/ou hidroxidos, formando compostos precipitados na superficie
da raiz, conhecidos como placas de Fe (Armstrong, 1967), que podem, além de paralisar
o crescimento radicular, conduzir ao fechamento do canal de absor¢ao de Fe quando
esse elemento atinge niveis potencialmente téxicos (Wu et al., 2012). Considerando-se
que a capacidade de oxidagdo da raiz da planta € o principal fator que controla a
formagdo da placa de Fe, a PRO torna-se de particular importancia.

O arroz ¢ frequentemente cultivado em areas alagadas (Ponnamperuma, 1984), e
a capacidade de tolerar periodos intermitentes de alagamento em alguns genotipos deve-
se a modificagdes anatdmicas em nivel de raiz, tais como aumento no transporte de O,
da parte aérea para raiz, via formagdo de aerénquima, e também pela formag¢ao de uma
barreira contra a PRO (Drew et al., 2000; Abiko et al., 2012). Ressalta-se que a barreira
contra a PRO ¢ formada apenas nas regioes basais de raizes adaptadas ao alagamento,
sendo que a concentracao de O, proxima a superficie do apice ¢ relativamente elevada,
enquanto a concentracdo de O, na superficie radicular ¢ extremamente baixa a partir de
30 mm do é&pice (Abiko et al., 2012). Armstrong (1967) verificou que a menor
concentracdo de O, em superficie nas regides basais das raizes ocorreu em paralelo a

uma maior pressao parcial de O, no aerénquima dessas regides, a qual foi diminuindo
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em gradiente curvilineo, até chegar ao apice. A maior pressao de O, no aerénquima
associada com uma menor PRO nas proximidades da base da raiz indicam que a
permeabilidade ao movimento do O, através da ultima camada de células foi muito
baixa em regides basais. Ao diminuir PRO para o meio externo, a barreira formada
estimula a difusdo longitudinal de O, em direcdo ao 4apice, favorecendo uma maior
concentracdo de O, no apice, e possivelmente, um maior crescimento axial da raiz, o
que pode ser desejavel por ampliar a absor¢cao de nutrientes (Hodge et al., 2009).
Posteriormente, Nishiuchi et al. (2012) evidenciaram que a indugdo da barreira contra a
PRO exacerbaria a chegada de O, em regides proximas ao apice radicular, aumentando
ainda mais, a quantidade de aerénquima nessa regiao.

Para melhor entender o funcionamento das raizes de arroz em condi¢dao de
hipoxia, Ranathunge et al. (2011) avaliaram a formacao da barreira contra a PRO em
raizes de arroz cultivadas hidroponicamente em meio aerado e ndo aerado, verificando,
mediante testes histoquimicos, aumentos na formagdo de estrias de Caspari na
exoderme e endoderme, bem como na lignificacdo do esclerénquima apenas em raizes
expostas ao meio ndo aerado. Em adicdo, a quantidade total de suberina, de lignina e de
compostos aromaticos esterificados, como os acidos cumario e feralico, foram
significativamente aumentadas na barreira contra a PRO a expensas de um menor
crescimento axial em raizes cultivadas em tal condicdo. O arroz ¢ uma cereal
hiperacumulador de silicio (Si) (Ma et al., 1989), e diversos trabalhos evidenciam os
beneficios do fornecimento desse elemento a cultura do arroz em condicao de estresse
(Rodrigues et al., 2004; Kim et al., 2002). Apesar de a maior parte do Si absorvido ser
transportado para a parte area via fluxo transpiracional, sendo acumulado como silica na
epiderme de tecidos da folha, colmo e graos, o pequeno percentual de Si retido na raiz
(< 3%) tem um papel importante nesse tecido (Hattori et al., 2003). Fleck et al. (2011)
verificaram que o Si pode aumentar a abundancia de genes relacionados com a sintese
de suberina e de lignina em raizes de arroz, mesmo na auséncia de estresse. Pavilovic et
al. (2013) demonstraram que, sob deficiéncia de Fe, o Si pode influenciar o
metabolismo dos fenilpropandides em raizes de pepino. Além disso, Fleck et al. (2011)
verificaram que o fornecimento de Si induziu a aumentos na formagao de estrias de
Caspari e suberina na exoderme e endoderme, na lignificacdo do esclerénquima em
paralelo a uma redugao no poder oxidativo apenas nas regides basais da raiz, enquanto
nas proximidades do apice (entre 0 a 5 cm) o poder oxidativo da rizosfera foi mantido.

Como o experimento de Fleck et al. (2011) foi conduzido em condigdes ndo estressantes
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e a taxa de crescimento de raiz nao foi afetada pelo Si, a alteracdo na formacdo de
suberina e de lignina foi atribuida a um efeito direto do Si. Os resultados obtidos por
Fleck et al. (2011) diferiram em relacdo aos de Okuda e Takahashi (1964), que
verificaram um maior poder oxidante em raizes fertilizadas com Si, em paralelo a uma
deposicao de Fe na superficie da raiz e, consequentemente, uma menor absor¢do de Fe.
Por sua vez, a adigdo de Si em meio de cultivo rico em Fe fez decrescer a deposicao de
placa de Fe na superficie radicular e a absor¢cdo de Fe pelas raizes, e restabeleceu o
alongamento radicular, que havia sido inibido por excesso de Fe no meio de cultivo
(You-Qiang et al., 2012). Mediante analises de varredura associada com microanalise de
raios-X, poder-se-iam obter maiores subsidios para explicar os efeitos do Si, per se,
nessas respostas.

Na década de 1980, acreditava-se que a formagao de barreira contra a PRO
poderia também interferir na absor¢ao de dgua e ions (Clark e Harris, 1981). Evidéncias
recentes mostram que a barreira contra a PRO ndo afeta a condutividade hidraulica
radicular, ao menos a agua (Ranathunge et al., 2011). Raizes de plantas cultivadas sob
alagamento possivelmente alteram a anatomia e fisiologia para equacionar a
necessidade de nutriente e agua e, a0 mesmo tempo, reter um adequado suprimento de
O, na raiz para um adequado funcionamento dos processos que ocorrem em nivel
radicular. Além disso, a PRO pode ser benéfica por facilitar a oxidacdo de compostos
contendo Fe na superficie da raiz, diminuindo, assim, a absor¢dao desse elemento em
niveis toxicos (Hodge et al., 2009). Levando-se em conta tais informacdes, sugere-se,
aqui, que a formagdo da barreira contra a PRO atuaria sinergisticamente com placas de
Fe para diminuir a absor¢ao excessiva de Fe em raizes de plantas de arroz fertilizadas
com Si, promovendo mudangas anatomicas e fisioldgicas que permitiriam aumentos na
capacidade do arroz em suportar estresses.

O presente estudo foi conduzido para responder as seguintes questoes: i) Em
presenca de Si haveria, além da formagdo de uma barreira contra a PRO e mudangas
morfoanatdomicas em nivel radicular, a formagao de placas de Fe na superficie radicular,
ainda que em condi¢des nao estressantes? i) Como tais mudancas afetariam a absor¢ao

de Si pelas raizes?

53



2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material vegetal e condicoes de cultivo

O experimento foi conduzido na Universidade Federal de Vigosa (UFV) (20°45°
S, 42°54> W, 650 m de altitude), no sudeste do Brasil, usando plantas de arroz (Oryza
sativa L. subsp. japonica da ‘Oochikara’) cultivadas hidroponicamente em vasos
plésticos com capacidade de 5 L, contendo solugdo nutritiva ndo aerada, suplementada
(+S1) ou nao (-Si) com acido monossilicico (H4S104) durante o periodo vegetativo (V —
do transplantio até o inicio da formagdo da panicula). Com excecdo dos parametros
cinéticos de absor¢ao do Si, que foram avaliados aos 45 dias apos o transplantio (DAT),
as analises foram realizadas aos 30 DAT.

Foi utilizada a solugdo nutritiva de Hoagland & Arnon (1950) com
modificagdes, constituida de: 1,0 mmol L! KNOs3; 0,25 mmol L! NH4H;PO4; 0,1 mmol
L'NH4CL; 0,5 mmol L' MgSO4.7H,0; 1,0 mmol L' Ca(NOs),; 0,30 pmol L
CuS04.5H,0; 0,33 pumol L' ZnSO47H,0; 11,5 pmol L' H;BOs; 3,5 pmol L
MnCl,.4H,0; 0,1 pmol Lt (NH4) 6sM070,4.4H,0; 25 pmol L! FeSO,4.7H,0 e 25 pumol
L EDTA bisédico.

O H4Si0y4, obtido pela passagem do silicato de potassio através de uma coluna
contendo resina trocadora de cations (AMBERLITE IR-120B; H" form; Sigma-Aldrich,
Sao Paulo, Brasil) na base, foi adicionado a solu¢do nutritiva nas concentragdes de 0 (-
Si) ou 2 mmol Si L (+Si). A solugdo nutritiva foi completada diariamente e trocada a
cada trés dias, mantendo-se o pH entre 5,5 € 6,0. A constante troca de solucao nutritiva
foi feita ao invés de prover sistema de aeracdo para prevenir distirbios mecanicos as
raizes, uma importante consideracdo em estudos anatomicos (Vaculik et al., 2012). O
experimento foi conduzido em casa de vegetacao climatizada, com temperatura ajustada
para 30 (= 2)°C, sob iluminacdo natural (~ 80% da radiacdo externa a casa de

vegetacao).

2.2. Quantificacao de Si nas raizes

Amostras de raizes foram secas em estufa com circulacao for¢ada de ar, a 72°C,

até biomassa constante. As amostras secas foram trituradas com o auxilio de esferas
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metéalicas em um disruptor celular tipo Mini Bead Beater 96 (Biospec Products,
Bartlesville, OK, EUA), até obtencao de um po6 fino, a partir do qual foi determinada,

colorimetricamente, a concentragao de Si (Korndorfer et al., 1999).

2.3. Avaliacoes estruturais e de biomassa

Fragmentos com 2 cm do apice da raiz foram excisados da planta com auxilio de
lamina de bisturi, e imediatamente fixados a vacuo em glutaraldeido 2,5% dissolvido
em tampao cacodilato de sodio (0,1 M, pH 7,2), e armazenados a 4°C. A coleta foi feita
as 12:00 h, em dia de céu aberto. Em paralelo, raizes tiveram os comprimentos medidos
com auxilio de réguas graduadas, e, em seguida, foram submetidas a secagem em estufa

com circulagdo forcada de ar, a 70°C, durante 72 h, para estimativa da biomassa.

2.3.1. Microscopia de luz

Amostras de raizes foram desidratadas em série etilica crescente e emblocadas
em metacrilato (Historesina). O material emblocado foi seccionado transversalmente na
regido mediana, em microtomo rotativo com avango automatico (modelo RM 2155,
Leica Microsystems Inc., Derfield, EUA) com 5 um de espessura, corados com azul de
toluidina (pH 4,4) para metacromasia ¢ montados em Permount. Apds obtencao das
imagens das secgoes transversais e longitudinais da raiz em microscopio estereoscopico,
foram realizadas as analises micromorfométricas utilizando-se softwares especificos.
Adicionalmente, foram feitos testes histoquimicos do material seccionado, para
determinar a presenga de amido, foi realizado o teste com lugol, e azul de anilina
fluorescente para corar lignina, suberina e calose. No teste histoquimico com azul de
anilina, foi utilizado o microscépio de fluorescéncia equipado com filtro para excitagao

por luz UV (Filtro 1, SPB 365/12), da Carl Zeiss.

2.3.2. Microscopia de varredura (MEV) e espectrometria de energia dispersiva

de raios-X (EDS)

Amostras de raizes, com aproximadamente 2 cm de comprimento a partir do
apice radicular, foram desidratadas em série alcoolica de 30, 50, 70, 80, 95 e 100%, com

intervalos de 10 min entre as trocas, realizando-se trés passagens na ultima
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concentragdo, no mesmo intervalo de tempo. Apos a desidratacao, os fragmentos foram
submetidos a secagem ao ponto critico, com uso do aparelho de ponto critico (Critical
Point Dryer, modelo CPD 030, Bal-Tec, Balzers, Liechtenstein), ¢ montados sobre
suportes metalicos de aluminio cobertos com fita adesiva dupla-face. Em seguida, parte
das amostras foi evaporizada em carbono (Quorum Q150 T) e a outra parte coberta com
ouro coloidal por metalizagdo no aparelho “sputter coater” acoplado a um “freezing
drying unit” (modelo FDUO010, Bal-Tec, Balzers, Liechtenstein). Eletromicrografias
foram obtidas em microscopio eletronico de varredura LEO (modelo 1450 VP, Carl
Zeiss, Cambridge, Inglaterra), operado a 10 kV, equipado com detector de energia
dispersiva de raios-X (EDS), e as escalas micrométricas foram projetadas nas mesmas
condigdes Opticas, utilizando o rodio (Rh) e o germanio (Ge) como padrdes internos.

Foram construidos mapas de localizacao dos elementos de interesse.

2.4. Fenilalanina amoénia liase (FAL)

Amostras frescas da regido do apice radicular foram homogeneizadas em 400 puL.
de meio de extracdo contendo Tris (0,5 M,pH 8,5) suplementado com EDTA (1 mM),
agitadas em vortex e centrifugadas a 4°C, por 10 min, a 13 000 g. O ensaio foi realizado
utilizando-se uma aliquota de 50 pL do extrato obtido, 200 uL de meio de extragdo, e
50 uL de fenilalanina (300 uM); para o branco, em vez de aliquota de amostra foi
utilizada agua. Apo6s aquecimento a 40°C, durante 1 h, foi realizada leitura a 290nm,
sendo a concentragdo de acido trans-cindmico calculada usando o coeficiente de
extingdo molar de 104 L mmol' cm™”. A unidade FAL equivaleu ao incremento de

0,001 de absorbancia/min™' durante 60 min.

2.5. Lignina

A quantidade de lignina insoluvel (Klason) presente nas amostras foi
determinada gravimetricamente. As amostras de apices de raizes livres de extrativos
foram secas a 45°C, sob vacuo. Aproximadamente 200 mg do material foi colocado em
tubos de 100 mL. Foi adicionado 1 mL de H,SO4 72% (m/m) para cada 300 mg de
amostra. Os tubos foram incubados a 30°C, por 60 min, e, apos esse tempo, 84 mL de

agua destilada foram adicionados. As amostras foram entdo autoclavadas a 118°C, 27
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psi, por 60 min. A lignina foi separada do material hidrolisado da parede celular por
filtragcdo e o residuo lavado com agua quente cuidadosamente, até a remoc¢ao maxima do
material hidrolisado. O sedimento da lignina Klason foi entdo seco em estufa a 105°C e,
em seguida, levado ao dissecador por 1 h, para entdo efetuar-se a pesagem. A lignina
Klason foi determinada a partir da diferenga do peso prévio do papel de filtro sem o
residuo de lignina e o posterior, com o residuo de lignina (Gomide ¢ Demuner, 1986).

A lignina soluvel, por sua vez, foi determinada de acordo com Fukushima e
Hatfield (2003). Para tal, foram adicionados 250 uL de acetona para cada 1 - 1,5 mg de
preparado isolado da parede celular, apos evaporacdo completa da acetona,
adicionaram-se 100 pL de solucao de brometo de acetila (25% v/v de brometo de acetila
dissolvido em acido acético), e mantido a 50°C, durante 2 h. ApoOs retornar a
temperatura ambiente, foram adicionados 400 pL de hidroxido de so6dio (2 M) e 70 uL
de hidroxilamina acido hidrocloridrico (0,5 M). Apds agitacdo vigorosa o volume foi
completado para 2 mL com acido glacial acético. Para leitura, utilizou-se sub
microcubeta 701 M com capacidade de 100 pL (Precision Cells Inc.), com 0,85 cm de

caminho optico. O percentual de lignina soluvel em brometo de acetila (%LSBA) foi

Abs 2 mlx100%
Coeffx0,85cm massa (mg)

calculado com a férmula: em que abs ¢ a absorbancia, coeff ¢

um coeficiente adotado para espécies de gramineas (17.75), 0,85 cm ¢ o caminho Optico
da cubeta utilizada. Foram feitas leituras em triplicata.

A lignina total foi dada pelo somatorio das fragdes soltvel e insoluvel.

2.6. Porosidade das raizes

Raizes foram cortadas em segmentos de 0-2, 2-4 ¢ 4-6 cm a partir do apice,
constituindo trés repeti¢des para cada segmento, e coradas com azul de anilina. Apos
coloragdo, cada grupo foi cuidadosamente seco em meio a uma bicamada de papel filtro
qualitativo de 10,5 cm x 10,5 cm (F. Maia Inc.) e pesado. Posteriormente, os segmentos
foram submetidos a vacuo, para forcar a substitui¢do do oxigénio por dgua no tecido
analisado, usando-se bomba de vacuo a pressdao de -20 mPa, durante 30 min, apos o
qual os segmentos de raizes foram novamente secos € pesados. A diferenga de peso
antes e depois do tratamento com vacuo e entrada de dgua foi considerada como sendo a
porosidade da raiz, resultando em uma estimativa da magnitude do aerénquima formado

em cada segmento (Holzschuh et al., 2010).
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2.7.Cinética de absorc¢ao de Si

O estudo de cinética de absor¢ao de Si foi realizado pelo método de exaustao,
omitindo-se o Si por 24 h. Em seguida, outra solugdo nutritiva, contendo a mesma
concentragdo de Si que a anterior, 2 ou 0,2 mM, foi adicionada em um volume de 2 L.
Apos 30 min, tempo este suficiente para que as plantas atingissem o estado estacionario
(Epstein e Hagen, 1952) em relagdo ao Si, iniciou-se a coleta das amostras da solugdo.
Foram coletadas amostras de 10 mL a cada 15 min nas primeiras 2 h; a cada 30 min nas
4 h seguintes; a cada 60 min nas 6 h subsequentes, ao final de 24 h, e quando
necessario, continuou-se a coleta de 12 em 12 h, até que a concentracdo de Si ficasse
constante. O volume dos vasos foi mantido constante, repondo-se com agua desionizada
a amostra de solucao retirada. Os dados da concentra¢ao de Si na solucao de exaustao,
em cada tempo de amostragem, bem como os dados relativos ao volume da solug¢ao nos
vasos, tempo total de amostragem, volume da amostra e a massa da matéria seca de raiz,
foram utilizados para calcular os paradmetros cinéticos de Michaelis-Menten, K, € Viax,
para cada repeticdo, empregando processo grafico-matematico do programa
CinéticaWin (versao para o Windows do Cinética 1.2) (Ruiz e Fernandes Filho, 1992).
Na funcao de Michaelis-Menten, V.« € a taxa maxima de absor¢ao e o Ki,é a constante
de Michaelis-Menten, a qual representa a afinidade do elemento em relacdo ao
transportador. O Cyin, que representa a concentracdo minima a partir da qual a planta
comeca a absorver nutrientes da solugdo, foi estimado pela média dos valores da
concentragdo de Sina solugdo de exaustdo, a partir do ponto em que as concentragdes de
Si tenderam a permanecer constantes.

Os teores de Si na solugdo foram determinados por espectrofotometria de
absor¢ao atomica, em espectrofotometro Varian (modelo Spectra 220 FS, Varian Inc.,
Mulgrave, Australia) acoplado com uma lampada catodo-oco de Si (Photron Inc.,

Vitoria, Australia), a 251,6 nm.

2.8. Minerais

Considerando-se que os elementos minerais ferro (Fe) e calcio (Ca) foram os
que mais apresentaram variacdo no teor adsorvido na superficie de raizes fertilizadas
com Si em relagdo as ndo, pelo método de varredura associada com detector de
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elementos por raios-X, amostras secas de raizes foram moidas, pesadas e submetidas a
uma digestao nitroperclorica (3:1), sendo o teor desses minerais determinados por
espectrofotometria de absor¢do atdomica, utilizando-se o espectrofotdometro de absorgao
atoOmica supramencionado realizando-se as leituras a 279,5 nm para o Fe, e a 422,7 nm

para o Ca.

2.9. Estatistica

Foi adotado um delineamento inteiramente casualizado, com seis repeticdes. A
unidade experimental foi composta por um vaso com capacidade de 5,0 L, contendo seis
plantas. Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as comparagdes
entre as médias dos tratamentos foram realizadas mediante teste F. As andlises foram
realizadas utilizando-se o Sistema de Analises Estatisticas e Genéticas (SAEG, versao

9.1).
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3. RESULTADOS

As concentragdes médias de Si verificadas em raizes de plantas de arroz
cultivadas sem ou com adi¢ao de Si durante o periodo vegetativo do ciclo (V) foram de,
respectivamente, 0,32% e 1,89% (Figura 1). Por sua vez, o comprimento radicular
especifico das raizes de plantas que tiveram a solu¢ao nutritiva suplementada com Si foi
diminuido em 37%, em relacdo ao das plantas cultivadas sem suplementacdo de Si
(Figura 2). Uma vez que o comprimento foi menor ¢ a biomassa nao foi alterada, tal
redu¢do foi associada a ocorréncia de raizes mais grossas, fato realgado pelas
eletromicrografias de varredura da regido compreendida entre 0 ¢ 2 cm do apice
radicular (Figura 4). Adicionalmente, foram realizados cortes longitudinais nessa
mesma regiao para quantificar o diametro das raizes. Levando-se em conta uma média
dos valores medidos em quatro pontos por corte, padronizados em relagdo ao
distanciamento da columela, o didmetro de raizes +Si foi sobremaneira aumentado
(Figura 2). Cabe enfatizar que o maior diametro foi devido a um aumento na area
radicular como um todo, € ndo por um aumento da area da vasculatura (Figura 5, Tabela
1). Assim, a razdo entre a area ocupada pelo feixe em relagdo a area total manteve-se
inalterada. O mesmo padrao foi verificado no que se refere a relagcdo entre o numero de
elementos de vaso em relagdo a area ocupada pelo feixe vascular (Figura 4, Tabela 1).

Notavelmente, as areas da coifa e da columela foram diminuidas com o
fornecimento de Si (Figura 3). Teste histoquimico utilizando o corante lugol permitiu a
deteccao de baixos niveis de amido ao longo do 4pice da raiz, com excecao da regido da
columela, independentemente do fornecimento de Si (Figura 2). Com a redu¢do na area
da columela, observou-se menor presenca de graos de amido em raizes de plantas +Si
(Figura 2). Além disso, foi identificado um maior espessamento nas células da
endoderme (Tabela 1); sob luz fluorescente azul, foi visualizada uma maior suberizagao
nas células esclerenquimatosas, bem como uma maior lignificacdo da endoderme e
exoderme nas plantas tratadas com Si, enquanto nas ndo tratadas se verificou
lignificacao diferencial apenas na exoderme (Figura 5). Tais alteragdes anatomicas
foram acompanhadas por uma maior atividade enzimatica da fenilalanina amonia liase
(Figura 6), em paralelo a um maior acimulo de lignina em raizes tratadas com Si
(Figura 6). Além disso, foi verificado um abrupto aumento na porosidade nos
segmentos de apices radiculares de plantas +Si (Figura 7). Analises

micromorfométricas, realizadas em cortes transversais do apice radicular, corroboraram
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esse grau diferencial de porosidade (Figura 7), com valores de percentual de aerénquima
trés vezes maiores nas raizes fertilizadas com Si (Tabela 1).

Mediante analise de MEV associada com microanalise de raios-X, foi
identificada a formagao de compostos precipitados contendo Si-O-Fe nas proximidades
da coifa, apenas em plantas supridas com Si (Figura 8). Ressalta-se que o percentual
tanto de Si quanto de Fe adsorvidos a superficie das raizes foi aumentado em quatro
vezes, em relacdao a de plantas nao supridas com Si, em paralelo a uma diminui¢cdo na
deposicao de Ca (Tabela 2), existindo, ainda, uma forte associagdo entre Fe e Si
exclusivamente no tratamento +Si. As concentracdes de Fe e de Ca soluveis, por sua
vez, foram sobremaneira diminuidas no interior das raizes de plantas +Si (Figura 9).

Aos 45 DAT, os valores dos parametros cinéticos da absorcdo de Si variaram
com a concentra¢ao de Si na solugdo (Tabela 3). Os valores de K, indicaram que, na
concentracdo de 0,2 mM de Si, predomina um sistema de transporte de alta afinidade,
enquanto em 2 mM de Si predominaria um sistema de baixa afinidade. Com a escassez
de Si durante o periodo vegetativo, a planta aparentemente aumentou a quantidade de
transportadores de alta afinidade nas raizes, o que maximizou a absor¢ao de Si, quando
esse elemento foi fornecido posteriormente. Por sua vez, com o fornecimento continuo
de Si ao longo do ciclo, a capacidade de transporte per se foi aumentada, devido a
predominancia de transportadores de baixa afinidade. Cabe ressaltar que as plantas que
receberam Si apds um periodo de escassez desse elemento apresentaram valores de Cpin

57% inferiores em relagdo as plantas fertilizadas continuamente com Si (Tabela 3).
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4. DISCUSSAO

Aos 30 DAT, a concentracdo de Si em raizes de plantas cultivadas em solugao
nutritiva em presenca de Si (+Si) foi aumentada em 5,91 vezes em relacdo a de plantas
cultivadas na auséncia desse elemento (-Si). Em maior concentragdo de Si o
alongamento radicular foi restringido, mas sem afetar a biomassa, em paralelo a um
aumento no didmetro das raizes. Resultados similares ao do presente estudo sao
comumente verificados em plantas cultivadas em condi¢dao de estresse hidrico e/ou
impedimento mecanico ao crescimento radicular (Iijima et al., 2003; Hodge et al., 2009;
Bengough et al., 2011; Henry et al., 2012), enquanto relatos de inibicao do crescimento
axial radicular por Si sdo, pelo menos aparentemente, inexistentes. Fleck et al. (2011),
por exemplo, verificaram que o fornecimento de Si ndo afetou a taxa de crescimento em
raizes de arroz. Com efeito, diversos trabalhos evidenciam efeitos positivos (Hattori et
al., 2003; Chen et al., 2010; Vaculik et al., 2012) ou marginais (Fleck et al., 2011;
Pavilovic et al. 2013) do fornecimento de Si no crescimento axial de raizes. Hattori et
al. (2003), por exemplo, observaram que o fornecimento de Si estimulou o crescimento
axial de raizes do sorgo em paralelo a uma maior extensibilidade da parede celular (PC)
na regido apical e fortalecimento da endoderme na regido basal.

A coifa participa do geotropismo e protege o meristema da raiz de danos
mecanicos, via secre¢ao de uma mucilagem na borda das células (Iijima et al., 2003), e,
no presente estudo, a area dessa estrutura foi sobremaneira diminuida com o
fornecimento de Si. Nesse contexto, ¢ possivel que o contato do Si com a coifa seja
crucial para a inibicdo do crescimento radicular axial induzido pelo Si. Como o
meristema ficou mais desprotegido, haveria uma menor reposi¢ao de células danificadas
da coifa pelo centro quiescente (CQ), fato realgado pela pouca visualizagdo do CQ
apenas em raizes de plantas +Si. A menor concentracdo de graos de amido nas células
da columela, dissociada de aumento no alongamento radicular, ¢ uma evidéncia
circunstancial de que a energia gerada na ‘quebra’ do amido foi investida no
crescimento radial de plantas +Si, o que se espera traduzir-se em mecanismos de
tolerdncia em raizes do arroz fertilizadas com Si.

O mecanismo de tolerancia a hipoxia verificado em algumas espécies, como € o
caso do arroz, envolve o aumento no transporte de O,, da parte aérea para raiz, via
formacgdo de aerénquima e/ou formagdo de uma barreira contra a perda radial de O,

(PRO), que permitem aumentos gradativos na difusao do O,, no sentido da base para o
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apice radicular (Abiko et al., 2012), e formagdo de placas de Fe na superficie da raiz,
para diminuir a toxidez por excesso de Fe (Armstrong, 1967). A formagao de barreira
contra a PRO e a formagao de placa de Fe em raizes de plantas cultivadas em areas
alagadas ja foi bastante estudada, principalmente quando contaminadas por metais
pesados (Liu et al., 2004; Chen et al., 2010; Moore et al., 2011). Em tal situacdo a PRO
pode interferir na formacdo de placas de Fe para evitar a absor¢cdo demasiada de
metais/metaloides em concentragdes potencialmente toxicas (Liu et al., 2004; Moore et
al., 2011; Chen et al.; 2010; You-Qiang et al., 2012). No presente estudo, ao aumentar a
suberizagao da exoderme e a lignificagdo do esclerénquima nos tecidos radiculares, o
fornecimento de Si provavelmente esteve associado a criacdo de uma barreira a PRO, o
que permitiria a chegada de mais O, no 4pice radicular, afetando a quantidade de
aerénquima, dentre outras caracteristicas anatomicas no apice da raiz, ainda que em
condicdes nao estressantes.

Além disso, o Si estimulou a atividade da enzima FAL, e promoveu um maior
acumulo de lignina em relagdo as raizes de plantas cultivadas sem suplementagdo de Si,
sendo a diferenga mais expressiva na atividade enzimatica do que no produto final,
sugerindo possiveis regulacdes alostéricas no composto formado. Recentemente, Fleck
et al. (2009) demonstraram que a fertilizagdo com Si controlou a expressdo génica de
repeticoes ricas em leucina (RRL), dominios presentes na familia de receptores do tipo
cinase (RTQ) com mais de 1100 membros em arroz (Morillo e Tax, 2006). As RTQ
caracterizadas em plantas participam de diversos processos, incluindo desenvolvimento,
autoincompatibilidade, respostas aos patdgenos, bem como a diversos estresses
ambientais (Vij et al., 2008). Fleck et al. (2009) verificaram um consideravel impacto da
fertilizagdo com Si no nivel de expressao génica de transcritos RRL-RTQ, refor¢ando a
possibilidade dessa proteina regulatoria ter papel central na percep¢ao do sinal por Si,
e/ou na promocao de alteragdes metabolicas associadas a percep¢ao desse sinal. De
qualquer modo, a maior atividade da FAL em paralelo a um maior acimulo de lignina
refor¢a evidéncias de que o Si atuaria como um sinalizador para reprogramagao do
metabolismo em nivel de raiz (Fleck et al. 2011; Pavilovic et al. 2013), que passaria a
desviar esqueletos de carbono do metabolismo primario para formar xiquimato, que € o
precursor da rota dos fenilpropandides, ainda que o custo energético para formagao de
compostos secundarios, a exemplo da lignina, seja muito maior. Num futuro, analises de
perfil metabdlico na raiz poderdo ser realizadas para validar esta sugestao.

Paralelamente a formacao da barreira contra o PRO e ao aumento na quantidade
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de aerénquima no apice radicular, foi verificado, na superficie da raiz de plantas +Si,
um aumento de 4,10 vezes na deposi¢ao de Fe, enquanto a deposicdo de Ca foi
diminuida em 57,8% em relagao aquelas em que o Si foi fornecido. Verificou-se, ainda,
uma forte associacdo de Si com Fe apenas na superficie de raizes de plantas +Si,
corroborando resultados obtidos por Moore et al. (2011). Ao contrario, You-Qiang et al.
(2012) verificaram que o fornecimento de Si fez decrescer nao apenas a precipitagao de
Fe’" na superficie da raiz do arroz, mas também a fracdo soluvel de Fe nos espacos
intercelulares das raizes. A concentracao tanto de Fe como de Ca soluveis na raiz,
medidos por espectrometria de absor¢do atdmica, por sua vez, foram diminuidas em
presenca de Si. A parede celular na regido apical da raiz ¢ mais flexivel, uma vez que
esta livre do espessamento secundario ocasionado pela maturacao e/ou deposicao de Si;
sendo o calcio (Ca) um constituinte da PC, a deficiéncia desse elemento pode afetar a
extensibilidade da PC, e, consequentemente, restringir o crescimento axial das raizes
(Hepler et al., 2005), o que talvez ajude a explicar as mudancas morfologicas
verificadas em raizes tratadas com Si no presente estudo. Fleck et al. (2011) verificaram
que, com uma maior pressao para a liberagao do O, para a rizosfera, no apice radicular,
pela formagao da barreira contra a PRO, as chances de formagao de placa de Fe foram
ampliadas, muito embora esses autores ndo tenham evidenciado deposi¢do de Fe na
superficie da raiz. Cabe reforgcar que a placa de Fe e a barreira contra a PRO foram
formadas apenas em raizes de plantas +Si, e a expensas de menor crescimento axial
radicular, sugerindo a existéncia de um balanco entre o O, liberado na rizosfera que foi
direcionado para a manutengdo do crescimento axial, daquele que foi incorporado na
placa para evitar uma possivel toxidez por Fe. Registra-se que, até entdo, nao havia
relatos de simultanea formagdo de barreira contra a PRO e da placa de Fe em plantas
fertilizadas com Si em condigdo ndo estressante, bem como dos efeitos sinergisticos
dessas formagdes impondo mudangas compensatorias na morfologia radicular para
conferir uma presumivel maior tolerancia a estresses.

No arroz, os genes Low silicon rice 1 € 2 (Lsil e Lsi2) codificam para isoformas
de aquaporinas que atuam na absor¢do do Si, na forma de H4Si104, pelas raizes (Ma et
al., 2006; Ma e Yamaji, 2006). Entretanto, a expressao de tais genes ¢ regulada pelo
nivel de Si, sendo que o fornecimento de Si decresce em 4 a expressdo desses genes em
raizes de arroz (Yamaji e Ma, 2006; 2008; 2009). Esses resultados sdo consistentes com
os resultados do estudo dos parametros cinéticos de absor¢do, indicando a

predominancia de dois sistemas de transporte, no qual em baixa concentragdo (0,2 mM
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Si) de Si predomina um sistema de alta afinidade, enquanto sob concentragdes elevadas
(2 mM Si) predomina sistema de baixa afinidade. Além disso, os resultados sugerem
um aumento na quantidade de transportadores quando o Si foi fornecido apos um
periodo de escassez, atingindo valores de V. similares aos verificados em plantas
cultivadas continuamente em meio +Si. De fato, raizes de plantas +Si apresentaram
maior valor de Cyi, em relagdo ao de plantas -Si, indicando uma menor eficiéncia de
absor¢ao quando o Si ¢ fornecido em solugdo, contrabalanceada por um maior Viax,
uma vez que a capacidade de transporte per se deve ter sido aumentada. E possivel que
o menor diametro de raizes -Si possa ter contribuido para aumentar a velocidade de
absor¢ao desse elemento em relacdo a de plantas +Si. Isso porque a deposi¢do de
compostos fenolicos na exoderme e endoderme associada com a deposicao de Fe em
superficie provavelmente ndo obstruiram as aquaporinas em magnitude suficiente para
criar uma barreira a absorcdo de Si. Ranathunge et al. (2011) confirmaram que a
barreira contra a PRO nao limita o transporte de agua em raizes de arroz, fato justificado
pois esta molécula tem didmetro apenas de 2,8 A e ndo tem carga. Ainda de acordo com
esses autores, a permeabilidade de solutos com didmetro maior ou igual ao do Na ¢
dificultada; isso porque o didmetro do Na, em sua forma hidratada, é de 8 A, e dado a
sua carga positiva, esse elemento ¢ atraido a parede celular negativamente carregada. O
H,SiO4 ndo tem carga e o seu didmetro atdmico calculado é de 5,7 A, sendo, portanto,
improvavel a inibicdo completa da absor¢ao de Si em raizes de plantas +Si.

Os resultados do presente estudo permitiram evidenciar que o Si, per se, pode
agir como um sinal para promover a formagao simultanea de barreira contra a PRO e da
placa de Fe em plantas de arroz, de modo similar ao que acontece em condigdo de
estresse, culminando em mudangas compensatorias na morfologia radicular para
conferir uma presumivel maior tolerancia as condi¢des adversas do meio de cultivo,
com pouco efeito na absor¢ao de Si. Coletivamente, estas informagdes reforcam a
importancia da fertilizacdo com Si em nivel radicular para aumentar a tolerancia a
estresse. Tais alteracdes morfoanatdmicas e fisiologicas mediadas por Si precisam ser

melhor detalhadas tanto em nivel metabolico quanto molecular.
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Figura 1. Concentragdo de Si (% da massa seca) na raiz de plantas de arroz fertilizadas
(+Si) ou nao (-Si) com Si aos 30 dias apds o transplantio (n = 6 = EP). As médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste F, a 5% de
probabilidade.
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Figura 2. Biomassa (A), comprimento (B), comprimento radicular especifico (C), e
diametro (D) de raizes de arroz fertilizadas sem (-Si) ou com Si (+Si) aos 30 dias apds o
transplantio (n = 6 = EP). As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem

estatisticamente entre si pelo teste F, a 5% de probabilidade.
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Figura 3. Area da coifa (A) e da columela (B) em raizes de arroz fertilizadas sem (-Si)
ou com Si (+Si) aos 30 dias apds o transplantio (n = 6 = EP). As médias seguidas pela

mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste F, a 5% de probabilidade.
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Figura 4. Secg¢oes longitudinais (A, C) (barra = 200 um) e eletromicrografias de
varredura (B, D) (barra = 200 um) raizes de plantas de arroz fertilizadas sem (-Si) (A,
B) ou com Si (+Si1) (C, D) aos 30 dias ap6s o transplantio. No detalhe da Figura 4 A, C
observam-se os resultados do teste histoquimico com lugol, para visualizar a presenca
de amido. Resultados positivos foram obtidos apenas na regiao da columela de raizes -

Si (pontos pretos).
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Figura 5. Secg¢oOes transversais da regido radicular distanciada em, aproximadamente,

250 um da columela, de plantas de arroz cultivadas na auséncia (-Si) (A) ou presenga
(+S1) de silicio (Si) (B), aos 30 dias apos o transplantio (barra = 200 um). Legenda: En=
endoderme, Cx = cortex; Es= esclerénquima; Ex= exoderme; Ep= epiderme; *= lacunas
no parénquima cortical. Fotografias foram obtidas mediante uso de microscopio de

fluorescéncia equipado com filtro para excitagao por luz UV (Filtro 1, SPB 365/12).
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Tabela 1. Sumario das analises micromorformétricas de sec¢des transversais de raizes
de arroz cultivadas na auséncia (-Si) ou presenca (+Si) de silicio (Si) aos 30 dias apos o

transplantio (n = 6 + EP).

-Si +Si
Total 0,400 B 0,772 A
E Vasculatura 0,019B 0,040 A
g Vasos xilematicos 0,003 B 0,006 A
g Cortex 0,381 B 0,732 A
Aerénquima 0,048 B 0,263 A
~ Vasculatura: Total 488 A 5,16 A
Q:’ Individual dos vasos xilematicos 0,09 A 0,12 A
g Aerénquima: Cortex 12,83 B 38,08 A
_ Endoderme 0,006 B 0,009 A
g Cortex 0,250 B 0,361 A
\g Esclerénquima 0,007 A 0,007 A
é Exoderme 0,004 A 0,005 A
K Epiderme 0,009 A 0,009 A
g
g Raizes secunddarias 0B 2A
Z

As médias seguidas pela mesma letra nao diferem estatisticamente entre si pelo teste F,
a 5% de probabilidade.
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Figura 6. Atividade da fenilalanina amonia liase (FAL) (A) e acimulo de lignina total
(B) em raizes de arroz fertilizadas sem (-Si) e com Si (+Si) aos 30 dias apds o
transplantio (n = 6 = EP). As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste F, a 5% de probabilidade.
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Figura 7. Porosidade em segmentos distanciados entre 0 € 2 cm (A), entre 2 ¢ 4 cm (B),
e entre 4 ¢ 6 cm (C) do apice radicular de plantas de arroz cultivadas na auséncia (-Si)
ou presenca (+Si) de silicio (Si) aos 30 dias ap6s o transplantio (n = 6 £ EP). As médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste F, a 5% de
probabilidade.
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Figura 8. Eletromicrografias de varredura do &pice radicular de plantas fertilizadas sem

(-Si) e com Si (+Si) aos 30 dias apds o transplantio, destacando a regido analisada pela
sonda de raios-X e localizacdo dos elementos selecionados nos tratamentos —Si (A) e

+Si (B) (barra: 200 um).
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Tabela 2. Elementos nutrientes minerais (%) adsorvidos a superficie radicular de

plantas fertilizadas sem (-Si) e com Si (+Si) aos 30 dias ap6s o transplantio (n = 6 +

EP).
Elementos Diferenga do tratamento +Si
-Si +Si
Minerais em relacao ao —Si (%)
Si 0,35+ 0,06 B 1,41£0,13 A 305
P 0,94+ 0,09 A 0,76 £ 0,16 A -19,3
0,38+ 0,04 A 0,33+0,03 A -12,4
Ca 0,26 £ 0,02 A 0,15+0,02B -42,2
Fe 0,14+ 0,02 B 0,58 £0,24 A 301
Cu 0,67 +0,04 A 0,66 £ 0,04 A -2,40
Mo 3,19+0,23 A 3,56 £0,27 A 11,0

As médias seguidas pela mesma letra nao diferem estatisticamente entre si pelo teste F,
a 5% de probabilidade.
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Figura 9. Concentragdo de ferro (A) e de célcio (B) soltivel em raiz de plantas de arroz
fertilizadas (+Si) ou nao com Si (-Si) aos 30 dias apds o transplantio (n = 6 = EP). As
médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste F, a

5% de probabilidade.
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Tabela 3. Efeito da fertilizagdo com Si (0 ou 2 mM, respectivamente, - € +) nos
parametros cinéticos de Michaelis-Menten [taxa maxima de absor¢ao (Vmax), constante
de Michaelis-Menten (K,,)] e estimativa da concentragdo minima a partir da qual a
planta comega a absorver nutrientes da solugdo (Cpin) para a absor¢ao de Si em arroz cv.
‘Oochikara’ aos 45 dias apods o transplantio. S1 e S2 correspondem, respectivamente,
aos niveis de Si fornecidos em solu¢do antes e apOs a omissao de tratamento em

intervalo de 24 h (*---) (n =3 £ EP).

Fertilizacao com Si Parametros cinéticos

S1 S2 Vinax K Crin
(mmol. g'. h™") (mmol. L™ (mmol. L™

- * e - 10,33 +£2,49B 0,26 £0,07 B 0,01 0,000 C

+ * e - 10,67 £3,56 B 0,34+0,01 B 0,01 £ 0,004 C

- *___ + 3533 +£0,81 A 2,04+0,61 A 0,56+0,017 B

+ * o + 37,16 £0,63 A 2,94+ 0,63 A 0,80+ 0,021 A

As médias seguidas pela mesma letra nao diferem estatisticamente entre si pelo teste F,
a 5% de probabilidade.
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CONCLUSOES GERAIS

Os resultados apresentados evidenciam que a fertilizagdo com Si ¢ de particular
importancia especificamente durante a formagdo da panicula, que ocorre no inicio do
periodo reprodutivo do ciclo fenolégico (R1), enquanto um suprimento desse elemento
ao longo do periodo vegetativo ou em estadios posteriores ao R1 tem efeito marginal ou
negligenciavel no rendimento de graos. Registra-se que nenhum estudo anterior
descreveu o papel fisiologico do Si durante R1, no controle do rendimento de graos.
Neste trabalho, foi mostrado que a fertilizacdo com Si no estadio R1 fez aumentar o
numero de graos por planta e por panicula, sem alterar o nimero de paniculas e
tampouco o tamanho da espigueta. Com efeito, ao longo do ciclo fenoldgico, mais de
2/3 do Si foram absorvidos durante R1, evidenciando-se, inclusive, que plantas
fertilizadas com Si a partir de R1 superexpressaram o gene Lsi6 possivelmente com a
finalidade de aumentar a distribui¢ao de Si para a panicula. O aumento da concentragao
de Si na panicula durante R1 foi acompanhado de maior tamanho e de antecipagdo na
emissao dessa estrutura reprodutiva, além de um aumento na atividade fotossintética da
folha-bandeira para sustentar uma maior exportacdo de fotoassimilados para os graos,
por aumentar o numero efetivo de graos, resultando, em ultima analise, em maior
porcentagem de graos cheios.

Além de sua importancia no rendimento de graos de arroz, quando fornecido
durante R1, o pequeno percentual de Si retido na raiz, ao que tudo indica, também tem
importante papel fisiologico nesse tecido. Neste trabalho, baseados em analises
morfoanatomicas e fisioldgicas, foi evidenciado que o Si, per se, pode agir como um
sinal para promover a formacao simultanea da barreira contra a perda radial de oxigénio
e da placa de Fe, e os efeitos sinergisticos dessas formacdes impdem mudancas
compensatdrias na morfologia radicular para conferir uma presumivel maior tolerancia a
estresses, sem afetar a absorcao desse elemento. Num futuro préximo, analises de
transcriptoma na panicula ainda em formacao deverao permitir a identificacdo genes-
candidatos potencialmente regulados em nivel genomico global pelo Si. Tais
informacdes, quando relacionadas com o numero efetivo de graos por panicula,
permitirdo avangos ainda maiores na compreensao dos mecanismos mediados pelo Si
que permitem aumentos na produtividade do arroz. Em nivel de raiz, as alteragdes
morfoanatomicas e fisiologicas mediadas pelo Si precisam ser mais bem detalhadas

tanto em nivel metabdlico e molecular.
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